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Résumé

Titre : Etude des résistances du VIH-1 au traitement antirétroviral et amélioration du

suivi virologique des patients vivant dans les pays du Sud.

Quinze ans apres la mise en place et 1’acces élargi au traitement antirétroviral (TAR)
dans les pays du Sud, la suppression virale, objectif clé de son efficacité, n’est pas atteinte chez
de nombreux patients infectés par le VIH. Contrairement aux pays du Nord, ou un TAR souvent
plus puissant et plus robuste couplé a un suivi virologique de routine limite I’émergence de la
résistance, la situation des patients vivant actuellement dans les pays du Sud est beaucoup plus
préoccupante. La recherche opérationnelle menée ici vise a améliorer leur prise en charge basée
sur ’approche globale de santé publique de ’OMS, et aussi leur suivi. Alors qu’elle est
recommandée en routine depuis 2013, la charge virale (CV) du VIH est peu accessible et le

suivi des patients reste principalement clinique voire immunologique.

Dans plusieurs pays d’Afrique Centrale et de I’Ouest, nous avons documenté une multi-
résistance chez presque la totalité des patients en échec virologique apres une longue durée de
TAR de 1°° ligne, composé de 2 inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI)
(3TC+AZT/d4T) associés a 1 inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse (INNTI)
(EFV/NVP). Cette résistance compromet aussi 1’efficacité des INNTIs de 2™ génération de
fagon importante, ainsi que celle du TDF qui est actuellement recommandé en 2°™ ligne. De
facon plus inhabituelle, nous avons aussi rapporté que les CV élevées (> 5 logio copies/mL)
¢taient associées a une multi-résistance plutot qu’a un défaut d’observance chez ces patients
largement asymptomatiques. Sans véritable amélioration du suivi, au travers un acces élargi au
test de CV permettant un diagnostic précoce de 1’échec virologique, une nouvelle épidémie
potentielle causée par des souches résistantes pourrait émerger en Afrique sub-saharienne. Elle
pourrait compromettre les efforts a réaliser pour atteindre I’objectif « 90-90-90 » (90% des
infections diagnostiquées, 90% des patients diagnostiqués sous TAR, 90% des patients traités
en succes virologique durable) de ’ONUSIDA et de I’OMS en 2020. En outre, notre deuxi¢me
¢tude menée au sein d’un hopital de district camerounais illustre le fait que ces objectifs

ambitieux seront probablement encore plus difficiles a atteindre en zones décentralisées,
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disposant souvent d’infrastructures de laboratoires inadaptées pour accueillir des plateformes

de CV complexes.

Nous avons ensuite transféré avec succes un test de CV ouvert et polyvalent universel
au sein d’un laboratoire national de référence au Cameroun, capable de détecter les VIH-1 M,
N, O et P, ainsi que leurs ancétres simiens. Avec ce test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor, nous
avons mesur¢ une meilleure quantification des variants du VIH-1 M (+0.47 logio copies/mL),
comparé au test Abbott RealTime HIV-1 approuvé par la FDA. Au seuil d’échec virologique
de I’OMS (1 000 copies/mL), la concordance des résultats entre les deux tests était de 95%,

avec une meilleure sensibilité pour le nouveau test.

Nous avons finalement cherché a savoir comment adapter ce test ouvert a une
application optimale a grande échelle sur du sang séché sur papier buvard (DBS, dried blood
spot en anglais), pour rendre la CV accessible en zones décentralisées, en 1’absence actuelle de
tests de CV simples (POC, point of care en anglais). Nous avons comparé différentes méthodes
d’extraction des acides nucléiques pour réduire I’impact de I’ADN pro-viral afin d’améliorer
en vain la spécificité du test sur DBS. Nous avons plutdt montré qu’avec la plupart des tests de
CV par RT-qPCR, de nombreux patients pourraient étre candidats pour refaire une CV de fagon
inappropriée (voire changer de TAR pour une 2°™ ligne), ce qui induirait un surcoft

programmatique.

En conclusion, ces travaux de thése ont contribué a améliorer les connaissances sur
I’efficacité réelle des programmes et services de TAR, ainsi que sur 1’utilisation d’outils de

suivi virologique adaptés aux patients vivant avec le VIH dans les pays du Sud.

Mots clés : VIH, résistance, pays du Sud, charge virale, sang séché sur papier buvard
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Abstract (résumé en anglais)

Title : Study of HIV-1 antiretroviral drug resistance and virological monitoring

improvement in patients living in resource limited countries

Fifteen years after the introduction and expanded access to antiretroviral therapy (ART) in
resource limited countries (RLC), viral suppression, a key objective of its effectiveness is not achieved
in many patients infected with HIV. Unlike developed countries, where often more powerful and robust
ART coupled with a routine virological monitoring limit the emergence of resistance, the current
situation of RLC is more worrying. Operational research conducted here aims to improve care and
monitoring of patients living in these countries, and receiving ART according to the WHO public health
approach. While recommended routinely since 2013, HIV viral load (VL) is rarely available and

monitoring remains primarily clinical or immunological.

In several countries in Central Africa and West, we documented high rates of HIV drug
resistance (HIVDR) (99%) and multi-drug resistance (97%) in patients with virologic failure after long-
term first-line ART, consisting of 2 nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI) (3TC + AZT /
d4T) associated with 1 non-NRTI (NNRTI) (EFV / NVP). This multi-drug resistance also reduces
significantly the effectiveness of second-generation NNRTIs and of the NRTI, TDF, which is now
currently recommended in 2™ line by the WHO. More unusually, we also reported that high VLs (> 5
log 10 copies / ml) are associated with multi-resistance rather than an insufficient adherence in these
patients who were largely asymptomatic. Without improvement of patient monitoring, through
expanded access to VL testing to enable early diagnosis of virological failure, a potential new epidemic
caused by HIVDR strains could emerge in sub-Saharan Africa. This could jeopardize efforts to achieve
the "90-90-90" objective (90% of diagnosed infections, 90% of diagnosed patients on ART, 90% of
patients treated durable virologic success) of UNAIDS and WHO in 2020. Moreover, our second study
in a district hospital in Cameroon illustrates that these ambitious targets will probably be even more
difficult to achieve in decentralized areas, often having inadequate laboratory infrastructure to acquire

complex VL platforms.

We then successfully transferred an open and polyvalent universal VL assay in a national
reference laboratory in Cameroon. This assay can detect HIV-1 group M, N, O and P and their simian
ancestors. With this RT-qPCR HIV-1/SIVcpz/SIVgor assay, HIV-1 M variants were better quantified
(+0.47 log10 copies / mL) compared to Abbott RealTime HIV-1 assay which is approved by the FDA.
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At the VL threshold of virological failure defined by the WHO (1000 copies/mL), the correlation of the

results between the two tests was 95%, with a higher sensitivity for the new test.

We finally explored how to adapt this open test at optimal large-scale application for dried blood
spot (DBS), to make VL testing available in decentralized areas, given the current lack of point of care
test for VL. We compared different extraction methods of nucleic acids that could potentially reduce the
contribution of the pro-viral DNA present in DBS, with the aim to improve their specificity without
success. Instead, we have shown that with most of the RT-qPCR VL assays, many patients would be
inappropriately eligible to perform a repeated VL testing (or switched to a costly 2™ line ART), which

increase significantly costs of national programs.

In conclusion, the studies from this thesis have contributed to improve current knowledge about
the effectiveness of ART programs and services and also on the use of virological monitoring tools

adapted to patients living with HIV in RLCs.

Key words: HIV, drug resistance, resource limited countries, viral load, dried blood spots
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1.1 Histoire de la découverte du VIH/SIDA

Le 5 juin 1981, les premiers cas de syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA)
ont été¢ décrits dans le bulletin hebdomadaire « Morbidity and Mortality Weekly Report »
(MMWR) de I’agence de santé et de sécurité publique américaine (Centres pour le Controle et
la prévention des maladies(CDC), 1981a). Six mois plus tard, ils seront publiés dans la revue
scientifique « The New England Journal of Medecine » (Gottlieb, 2006; Gottlieb et al., 1981).
Ils concernaient cing jeunes hommes ayant des rapports sexuels avec les Hommes (HSH) (29-
33 ans) qui avaient été pris en charge dans trois hopitaux de Los Angeles, aux Etats-Unis. Ils
présentaient généralement une fievre prolongée et une immunodéficience profonde associée a
des infections opportunistes extrémement rares, comme des pneumonies a Pneumocystis
Jirovecii (anciennement Pneumocystis carinii), des candidoses ou des viroses a
cytomégalovirus (CMV) (Redhead et al., 2006). Un mois plus tard, des cas similaires présentant
des sarcomes de Kaposi liés a I’infection par I’herpes virus humain 8 (HHV8) étaient observés

en Californie, ainsi qu’a New-York (CDC, 1981b).

Les termes de « cancer», « syndrome » ou « peste » associés au qualificatif de « gay »
ont brievement été utilisés pour désigner cette maladie qui affectait mortellement les HSH
(CDC, 1982a). Cependant, la population affectée s’est rapidement diversifiée et s’est ainsi faite
appelée « quatre H », en référence aux nouveaux cas rapportés chez les HSH mais aussi chez
les Hémophiles, les usagers de drogues injectables (souvent Héroinomanes) et les immigrés
hétérosexuels Haitiens (CDC, 1982b, 1982c; Pitchenik et al., 1983). A la fin de I’année 1982,
cette maladie de cause inconnue est nommée SIDA par le CDC. Apres avoir rapidement mis
hors de cause 1’'usage de nitrites d’alkyles (« poppers »), I’hypothése d’un agent infectieux
transmissible par voie sexuelle et sanguine est admise. Plusieurs cas de transmission
hétérosexuelle seront ensuite observés chez des femmes, suivis par des cas de transmission de

la mere a I’enfant (Harris et al., 1983; Ragni et al., 1985; Ziegler et al., 1985).

En France, le médecin W. Rozenbaum était simultanément confronté a des cas de
SIDA a I’hopital Bichat de Paris. L hypothese d’une étiologie rétrovirale se précisait, tout en
sachant que le virus T-lymphotrophique humain (HTLV) représentait alors le seul rétrovirus
humain connu a cette période (Barré-Sinoussi, 2010). Par I’intermédiaire de sa collegue F.
Brun-Vézinet, W. Rozenbaum avait alors contacté 1’équipe de J-L Montagnier (Unité
d’Oncologie Virale, Institut Pasteur-CNRS-INSERM) afin de leur envoyer la biopsie

ganglionnaire d’un patient atteint d’une lymphadénopathie généralisée. Quelques semaines
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apres, une activité de transcriptase inverse était effectivement détectée dans le surnageant des
cellules ganglionnaires, par F. Barré-Sinoussi dans 1’équipe de L. Montagnier, qui recevront
conjointement en 2008 le prix Nobel de Médecine (Barré-Sinoussi et al., 1983; Pincock, 2008).
Le nouveau rétrovirus isolé et mis en évidence par microscopie €lectronique avait été appelé
virus associ¢ a une lymphadénopathie (LAV), puis séquencé rapidement (Wain-Hobson et al.,
1985). Par ailleurs, un test de diagnostic sérologique avait ét¢ mis au point et des anticorps
avaient ét¢ détectés chez plusieurs malades ayant des signes cliniques du SIDA, qui étaient
hospitalisés a Paris mais originaires de I’actuelle République Démocratique du Congo (RDC)
(Brun-Vezinet et al., 1984a, 1984b). Ce test basé sur la méthode ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay en anglais) sera commercialisé des 1985.

Aux Etats-Unis, d’autres équipes isolaient a leur tour le virus, en lui attribuant des
noms différents. Ainsi, I’équipe de R.C Gallo I’appela HTLV-3, en considérant qu’il
correspondait a une nouvelle lignée de HTLV (Gallo et al., 1983). Quant a I’équipe de J.A Levy,
elle le nomma virus 1i¢ au SIDA (ARV, Acquired immunodeficiency syndrome Related Virus
en anglais) (Levy et al., 1984). Enfin, en 1986, I’équipe de I’Institut Pasteur de Paris isolait un
deuxiéme type de virus chez deux patients originaires d’Afrique de I’Ouest : il sera appelé
LAV-2 (Clavel et al., 1986; Guyader et al., 1987). La méme année, le Comité International de
la Taxonomie des Virus (CITV) attribue le nom de virus de I'immunodéficience humaine (VIH)
a I’agent étiologique du SIDA : LAV-1 et LAV-2 deviennent respectivement VIH-1 et VIH-2
(Coftin et al., 1986).

En Afrique sub-saharienne, les premiers cas de SIDA ont été décrits chez des femmes
et des hommes hétérosexuels deés 1984 en République Démocratique du Congo (RDC,
anciennement Congo Belge puis Zaire), au Rwanda puis en Ouganda (Piot et al., 1984;
Serwadda et al., 1985; Van de Perre et al., 1984). Ces premiers cas, parmi des patients
originaires de RDC, avaient aussi été concurremment rapportés en Belgique, puis en France
(Brun-Vezinet et al., 1984b; Clumeck et al., 1984). A la question : « Le SIDA est-il une
ancienne maladie originaire d’Afrique ?», trop peu de données scientifiques étaient alors
disponibles pour apporter une réponse des cette période. Toutefois, des séroprévalences VIH
positives d’environ 25% étaient observées chez des adultes vivant en Afrique Centrale
(Colebunders et al., 1984; Quinn et al., 1986). Apres une trentaine d’années de travaux de
recherche, I’origine située en Afrique Centrale et la diffusion du virus VIH-1 M, responsable
de I’épidémie mondiale, sont désormais clairement établies (D’arc et al., 2015; Faria et al.,

2014; Keele et al., 2006).
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1.2 Généralités sur le VIH

1.2.1 Taxonomie et structure

Le VIH est un virus du genre Lentivirus, qui appartient a la famille des Retroviridae
(rétrovirus). Le génome des rétrovirus est composé de deux brins d’acide ribonucléique (ARN)
monocaténaires (polarité positive) et ces virus ont la caractéristique de se répliquer grace a la
reverse transcriptase (RT). La RT est une enzyme polymérase qui traduit ’ARN en ADN
complémentaire (ADNCc), pour former un ADN double-brin (provirus) capable de s’insérer dans
le génome de la cellule hote. Les rétrovirus sont subdivisés en deux sous-familles et 7 genres
suivants : 1) la sous-famille des Orthoretrovirinae (genres Alpharetrovirus, Betaretrovirus,
Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus et Lentivirus); 2) sous-famille des

Spumaretrovirinae (genre Spumaretrovirus) (Figure 1) (Coftin et al., 1997; T6zsér, 2010)

Les rétrovirus sont largement répandus parmi les diverses espeéces animales, avec une
pathogénicité qui différe en fonction de certains genres. Comme 1’indique leur nom, les
Lentivirus sont des virus provoquant des pathologies d’évolution lente, et ayant également un
effet cytopathogene. Aucune pathogénicité n’a encore été mise en évidence pour les
Spumaretrovirus : ni chez les animaux qu’ils infectent naturellement avec des prévalences
¢levées, ni chez I’homme qu’ils infectent occasionnellement lors de transmissions zoonotiques
du spumavirus simien (SFV) (Rua and Gessain, 2015). Les cinq autres genres de rétrovirus
restants sont des oncovirus, qui génerent généralement soit des leucémies a évolution lente

(Alpharetrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus) soit des sarcomes a évolution rapide

(Betaretrovirus, Epsilonretrovirus).

Les rétrovirus sont des virus sphériques d’environ 80 a 180 nanomeétres (nm) de
diametre. Ils possedent une enveloppe externe composée d’une bicouche lipidique cellulaire
contenant des glycoprotéines d’enveloppes virales. Cette enveloppe, tapissée a I'intérieur par
une matrice (MA), entoure la capside virale (CA) qui contient le génome, la nucléocapside (NC)
et les enzymes nécessaires a la réplication virale (Figure 2). Les rétrovirus simples
(Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, et Epsilonretrovirus) possédent les trois
genes de structure gag, pol et env, qui codent respectivement pour les protéines de structure,
enzymatique et d’enveloppe (Weiss, 2006). Les Lentivirus, avec les Deltaretrovirus et les
Spumaretrovirus, sont des rétrovirus complexes car en plus des genes de structure, ils possedent

aussi des genes accessoires et régulateurs. Finalement, les Lentivirus regroupent de nombreux
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virus qui infectent spécifiquement plusieurs especes animales comme les primates (VIH, SIV),
mais aussi les ovins (VISNA), les équidés (EIAV), les félins (FIV) ou les bovins (BIV : virus

de I’'immunodéficience bovine) (Figure 1).

Epsilontetrovirus WISV

NNV

l\m v
\ |||r_\\”|i ._

Figure 1. Phylogénie représentant les sept genres de la famille des Retroviridae.

L’arbre a été construit en utilisant les séquences protéiques du géne protéase des souches de références
représentant chacun des genres : Alpharetrovirus (MAV : virus de la myélobastose aviaire), Betaretrovirus
(MPMYV : virus de Mason-Pfizer de singe ; JSRV : rétrovirus Jaagsiekte de mouton ; MMTYV : virus de la tumeur
mammaire de la souris), Deltaretrovirus (HTLV : virus T-lymphotrophique humain ; BLV : virus de la leucémie
bovine), Epsilonretrovirus (WEHV : virus de I’hyperplasie épidermique du saumon ; WDSV : virus du sarcome
dermique du saumon), Gammaretrovirus (MMLYV : virus de la leucémie murine de Moloney ; FeLV : virus de la
leucose féline ; GALV : virus de la leucémie du gibbon), Lentivirus (HIV : virus de I’immunodéficience humaine ;
SIV : virus de I’'immunodéficience simienne ; EIAV : virus de ’anémie infectieuse des équidés ; FIV : virus de
I’'immunodéficience féline ; VISNA : virus Maédi-visna ou lentivirus des ovins), Spumaretrovirus (SFV :
spumavirus simien ; HFV : spumavirus humain ; EFV : spumavirus équin ; BFV : spumavirus bovin; FFV :
spumavirus félin). Les genres avec des virus complexes sont surlignés en gras (modifiée d’aprés Tozsér, 2010).
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Figure 2. Structure du VIH dessiné a la main a partir des données de biologie structurale, de biophysique
et de microscopie.

Le génome ARN du VIH est représenté en jaune pale. Les protéines structurales sont colorées en bleu, ainsi que
les glycoprotéines d’enveloppes. Les protéines enzymatiques sont colorées en violet, avec la transcriptase inverse
(RT), qui synthétise I’ADNc (rouge) a partir de I’ARN viral. Les protéines accessoires sont colorées en vert. Enfin,
les protéines colorées en orange représentent les protéines encapsidées avec I’ARN viral : les protéines régulatrices
Tat et Rev (en orange foncé), ainsi que la protéine de la nucléocapside ( ) (modifiée d’apres Goodsell
etal., 2015).

1.2.2 Organisation génétique du VIH

Le génome du VIH mesure environ 10 000 paires de base (pb) et il est composé de 9
cadres ouverts de lectures (Figure 3). Dans le sens 5° vers 3’, il posséde les trois génes de
structures communs a tous les rétrovirus: gag (pour antigene spécifique de groupe), pol (pour
polymérase) et env (enveloppe). Il possede également deux génes régulateurs (faz et rev), et
quatre génes accessoires (nef, vif, vpr et vpu pour le VIH-1 ou vpx pour le VIH-2). Les
extrémités du génome du VIH sont flanquées par deux longues séquences terminales répétées
(LTR, Long terminal Repeat en anglais) (Krebs et al., 2013), d’environ 650 pb. Elles sont

identiquement composées des régions uniques en 5° (US) et 3° (U3), qui encadrent la région

37



Le VIH - 1.2 Généralités sur le VIH

répétée (R). Elles permettent I’intégration de ’ADN viral dans le génome de la cellule hote.
Le LTR en 5’ sert de promoteur pour la transcription virale tandis que le LTR en 3’ sert de

signal de fin transcriptionnel. LTR en 3’ active aussi la transcription de nef.
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634
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Figure 3. Structure génomique de la souche de référence du VIH-1 (HXB2, numéro d’accession GenBank
K03455).!

1.2.2.1 Geénes de structure du VIH : gag, pol et env

Le géne gag (environ 1 500 pb) code pour un précurseur polyprotéique Gag de 55
kDa (Pr55622) (Freed, 2015). Les protéines de structures du VIH sont générées grice au clivage
de Pr559% par la protéase virale, dans I’ordre des extrémités N-terminale vers C-terminale
suivant : protéine de matrice (p17, MA), protéine de capside (p24, CA), peptide d’espace
SP1, protéine de nucléocapside (p7, NC), peptide d’espace SP2, et protéine p6 résultante du
clivage (Figure 4). Ces protéines interviennent dans 1’assemblage, le bourgeonnement et la
maturation du virus. Briévement, MA permet I’adressage et la liaison de Pr559%¢ 3 la membrane
plasmatique cellulaire ou a lieu I’assemblage (Jouvenet et al., 2006), ainsi que I’incorporation
des glycoprotéines d’enveloppe. CA guide la multimérisation de Pr559% au cours de
I’assemblage, et elle participe aussi a la formation de la capside. SP1 et NC interviennent aussi
dans 1’assemblage de Pr55¢. De plus, NC participe au recrutement et a 1’encapsidation de
I’ARN viral. Enfin, p6 recrute le complexe protéique ESRT (Endosomal sorting complex
required for transport, en anglais) qui catalyse la fission de la membrane cellulaire et permet

la libération du virion immature (Carlton and Martin-Serrano, 2007).

L http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.html, consulté le 03/06/16.
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Figure 4. Assemblage et maturation du VIH.

(a) Schéma représentant les principaux domaines de la polyprotéine Pr559% et illustration de son modéle
structural. Les positions de clivage par la protéase (trait noir). (b) Schéma de I’assemblage et de la maturation du
VIH. Pr559% g’assemble au niveau de la membrane plasmatique cellulaire pour former un bourgeon. Aprés
scission, le virion immature subit la protéolyse aboutissant a un virus mature. (¢) Cryotomographie électronique
d’un bourgeonnement du VIH (gauche), d’un virion immature (milieu) et d’une particule virale mature (droite)
(modifié d’apres Briggs and Krausslich, 2011).

En association avec le géne pol (environ 3 000 pb), le géne gag peut aussi coder pour le
précurseur polyprotéique Gag-Pol de 160 kDa (Pr160%&™°l (Freed, 2015). Le clivage de
Pr16092¢Pe! par 1a protéase (N-terminale vers C-terminale), génére Pr559 ainsi que les trois
protéines enzymatiques du VIH : protéase (pl1, PR), rétro-transcriptase (p66/p51, RT),
intégrase (p32, IN). Bri¢vement, PR permet le clivage de Pr559 et Pr16092¢"°! ay cours de la
maturation du virus. L’inactivité de la protéase conduit a la production de particules virales
immatures non infectieuses. RT converti I’ARN viral monocaténaire en ADN bicaténaire apres
son entrée dans la cellule. IN permet I’insertion de I’ADN néo-synthétisé dans le génome de la

cellule hote.

Le géne env (environ 2 500 pb) code pour le précurseur glycoprotéique 160 (gp160).
La gpl160 est ensuite clivée par une protéase cellulaire en une glycoprotéine de surface 120
(gp120, SU) et en une glycoprotéine transmembranaire 41 (gp41, TM). La gp120, composée
de 5 régions conservées (C1-C5) et 5 domaines hypervariables (V1-V5), qui forment des
boucles a leur base et contiennent les sites de liaison pour le récepteur CD4 et co-récepteurs des
chémokines (CCRS5 ou CXCR4) (Wilen et al., 2012). Les glycoprotéines gp120 et gp41 sont
donc impliquées dans 1’attachement, la fusion et la cytolyse au cours de ’entrée du virus dans

la cellule.

39



Le VIH - 1.2 Généralités sur le VIH

1.2.2.2 Genes régulateurs et accessoires du VIH

Les genes régulateurs fat et rev codent respectivement pour la protéine trans-activatrice
(Tat) et la protéine régulatrice de I’expression du VIH (Rev) (Adamson and Freed, 2010;
Goodsell, 2012). A I’intérieur de la capside, Tat active 1’élongation en se liant a la région TAR
(Transactivation response region, en anglais) de I’ARNm (Karn and Graeble, 1992). Rev joue
un role majeur dans le transport de I’ARNm viral du noyau vers le cytoplasme et il régule

négativement 1’expression de Tat, Rev et Nef.

Les geénes accessoires ne sont pas essentiels a la réplication virale, contrairement aux
genes régulateurs. Les geénes vif, vpr, vpu (ou vpx pour le VIH-2) et nef codent respectivement
pour le facteur d’infectivité virale (Vif), les protéines virales R (Vpr) ou X (Vpx, pour le VIH-
2) et U (Vpu), ainsi que le facteur négatif (Nef). Brievement, dans le cytoplasme, Vif augmente
significativement I’ infectivité du virus, tandis que Vpr facilite notamment I’import du complexe
de pré-intégration (CPI) viral du cytoplasme de la cellule hote vers le noyau. Dans I’enveloppe,
Nef augmente notamment la réplication et la pathogénicité du virus, tandis que Vpu (ou Vpx

pour le VIH-2) active le relargage des virions immatures et induit la dégradation des CD4.

1.2.3 Cycle de réplication virale

Les principales cellules cibles du VIH sont celles qui présentent a leur surface la
glycoprotéine CD4 : les lymphocytes T CD4+ (CD4) majoritairement, mais aussi les
monocytes/macrophages, les cellules dendritiques et les cellules de Langerhans, ainsi que les
cellules de la microglie cérébrale (Dalglish et al., 1984). La réplication a donc lieu dans les
organes lymphoides, principalement les ganglions lymphatiques, mais aussi dans I’intestin au
niveau du GALT (tissu lymphoide associé au tube digestif, gut associated lymphoid tissue en
anglais), dans la rate et le thymus, ainsi qu’au niveau du cerveau. Elle a également lieu dans les

liquides biologiques (sang, sécrétions génitales, lait, liquide broncho-alvéolaire...).

Le cycle de réplication du VIH débute par la phase précoce, qui comprend : I’entrée du
virus dans la cellule cible, puis la transcription de I’ARN viral génomique en ADN, en vue
d’étre intégré dans le génome de la cellule cible (Figure 5). Ensuite, la phase tardive est
dépendante de 1’état d’activation de la cellule infectée. Tandis que les cellules en état de latence
représentent les réservoirs cellulaires de I’infection, les cellules infectées réaliseront : la

transcription de I’ADN proviral, la traduction des protéines virales, 1’assemblage, le
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bourgeonnement et enfin, la maturation du virus. De cette fagon, environ 10°a 10' virus sont
produits chaque jour chez une personne infectée non traitée (Geretti, 2006). Le cycle réplicatif
du VIH in vivo dure en moyenne 1,2 jour et le temps de génération d’un nouveau virion est de
2,6 jours. Les cellules productives infectées ont une demi-vie de 2,2 jours et les particules

virales dans le plasma ont une durée de vie moyenne de 0,3 jours (Perelson et al., 1996).

Les molécules antirétrovirales actuellement disponibles bloquent une des différentes
étapes du cycle de réplication du virus : entrée, transcription inverse, intégration ou la

maturation. Elles sont présentées en partie 2 de ce chapitre.

1.2.3.1 Phase précoce

Pour entrer dans la cellule hote, la gp120 (au niveau de sa boucle V1) du VIH doit
d’abord reconnaitre spécifiquement le récepteur CD4 des lymphocytes T CD4+ activés (Figure
5) (Wilen et al., 2012). Grace a cette liaison de haute affinité, la gp120 va subir un changement
conformationnel qui va lui permettre de se lier (au niveau de sa boucle V3) a I’'un des deux co-
récepteurs aux chimiokines, CCRS (C-C chemokine receptor type 5, en anglais) ou CXCR4 (C-
X-C chemokine receptor type 4, en anglais) (Feng et al., 1996). Cette nouvelle liaison engendre
également un changement conformationnel de la gp41 du VIH, qui lui permet d’entrer en
contact avec la membrane cellulaire et de réaliser la fusion de I’enveloppe virale avec celle des
lymphocytes T CD4.

Dans le cytoplasme, la transcription inverse a lieu simultanément avec la décapsidation
du virus. Elle est réalisée grace aux trois activités enzymatiques distinctes que possede la RT :
1) polymérisation d’ADNc¢ a partir de I’ARN viral pour former un hybride ARN/ADNc, 2)
dégradation de I’ARN viral par la ribonucléase H (RNase H), et 3) polymérisation d’ADN a
partir de I’ADN viral néo-synthétisé pour former un double brin d’ADN viral (Telesnitsky and
Goft, 1997). Le double brin d’ADN viral va ensuite former le complexe nucléoprotéique CPI,
qui sera transféré activement vers le noyau, notamment grace a Vpr (Bowerman et al., 1989).
L’intégration de I’ADN proviral sera alors réalisée par I’intégrase (IN), qui clivera d’abord les
les extrémités 3°-LTRs de I’ADN, puis insérera de fagon stable I’ ADN viral en liguant ces LTRs
au génome cellulaire (Craigie, 2012). Cette étape étant complexe, dans un certain nombre de
cas, I’ADN reste sous forme non intégrée : soit linéaire ou il se dégrade, soit sous forme
circulaire avec un ou deux LTRs (Figure 5). Une fois intégré, le provirus peut rester latent
pendant de longues périodes, constituant ce qu’on appelle des « réservoirs ». Les lymphocytes

T CD4+ au repos (CD4 mémoires) représentent les principales cellules réservoirs du VIH.
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Figure 5. Schéma des étapes du cycle de réplication viral montrant présentant les différentes formes d’acides
nucléiques du VIH présents dans la cellule infectée.

Une fois entré dans le cytoplasme, I’ARN génomique est rétro-transcrit en ADN double-brins qui va entrer dans
le noyau sous forme de complexe de pré-intégration. Dans le noyau, ’ADN non intégré se trouve sous forme
linéaire et circulaire possédant un ou deux LTRs. L’ADN linéaire non intégré est précurseur de I’ADN proviral
intégré, qui est une structure stable qui reste dans le génome de la cellule infectée afin de servir comme modele
transcriptionnel. A ’issu de cette transcription et d’un épissage alternatif, on retrouve dans le noyau de I’ARN
transcrit (ARNm) sous forme épissée (codant pour les protéines régulatrices Tat, Rev et Nef) et sous forme non
épissée (codant pour les protéines structurales comprenant la protéine précurseur Gag-Pol) (modifié de Pasternak
etal., 2013).

Au cours de cette phase précoce du cycle du VIH, trois facteurs de restriction cellulaire
peuvent limiter la réplication du VIH : (1) TRIMS5alpha, qui module la décapsidation du virus ;
(2) APOBEC3G, qui provoque des hypermutations au cours de la transcription inverse,
aboutissant soit a la dégradation de I’ADN viral, soit a la production de protéines virales non
fonctionnelles ; (3) SAMHDI, qui inhibe aussi I’étape de reverse transcription (Laguette et al.,
2011; Sheehy et al., 2002; Stremlau et al., 2004). Cependant, les protéines virales Vif et Vpx
contrecarrent respectivement ’activit¢ d’APOBEC3G et de SAMHDI.
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1.2.3.2 Phase tardive

De fagon simple, le provirus utilise la machinerie cellulaire pour se répliquer : I’ADN
proviral est transcrit en ARN par la polymérase II cellulaire, sous I’action activatrice de Tat. A
I’issue d’un épissage alternatif, ’ARNm est transporté du noyau vers le cytoplasme, grace a
Rev. A partir de I’ARN ¢épissé, les protéines régulatrices Tat et Rev sont les premieres a étre
traduites, car elles jouent un réle essentiel dans la transcription et la traduction des précurseurs
polyprotéiques Pr559% et Pr1609¢™°! (i partir de ’ARN non épissé), des glycoprotéines
d’enveloppes et des protéines accessoires. Comme cela a déja été brievement décrit (partie
1.2.2.1), Pr559% s’assemble au niveau de la membrane plasmatique cellulaire pour former un
bourgeon. Apres scission, le virion immature est libéré dans le milieu extracellulaire et subit la
protéolyse, qui aboutit a la formation d’un virus mature (Figures 4 et 5). La Tetherine est un
facteur de restriction cellulaire pouvant inhiber le bourgeonnement des nouvelles particules
virales, mais elle est elle-méme inhibée par Vpu pour le VIH-1 M et par Nef pour le VIH-1 O
(Kluge et al., 2014; Neil et al., 2008; Sauter et al., 2009; Van Damme et al., 2008).

1.2.3.3 Origine de la diversité génétique et recombinaisons du VIH

La RT est une enzyme peu fidele car elle est dépourvue de ’activité exonucléasique 3°-
5°, qui permet de corriger les erreurs de transcription (Roberts et al., 1988). Ainsi, on estime
que ’activité de la RT induit un taux de mutation de 3,4 a 10 x 10~ mutations par paire de base
(pb) et par cycle de réplication. La taille du génome étant d’environ 10* pb, on estime finalement
que le taux de mutations varie entre 0,34 et 1 mutation par génome et par cycle de réplication
(Geretti, 2006). Les insertions et les délétions au sein du génome viral sont également
fréquentes. De plus, le VIH posséde un taux de réplication virale élevé : environ 10°a 10'° de
virus sont produits chaque jour chez une personne infectée non traitée (Geretti, 2006).

L’association de ces deux facteurs, erreur de transcription et réplication élevée, génere
rapidement de nombreux variants minoritaires, qui sont génétiquement différents tout en restant
extrémement proches. Egalement appelés « quasi-especes », ils sont a 1’origine d’une
variabilité génétique intra-individuelle (Hemelaar, 2012). Ainsi, on estime que les séquences
nucléotidiques virales peuvent différer jusqu’a 10% au sein d’'un méme individu. Cette
caractéristique enzymatique contribue fortement a la diversité génétique du VIH et a
I’émergence des résistances, en présence d’une pression de sélection immunitaire et

antirétrovirale.
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Figure 6. Mécanisme de formation d’un virus recombinant :

(a) Une co-infection avec deux souches génétiquement différentes n’est pas suffisante pour produire des virus
recombinants. La cellule cible doit étre infectée par les deux souches homozygotes, dont le génome est coloré en
bleu pour I’'une et en rouge pour 1’autre, afin de produire un nouveau virus avec un génome hétérozygote. (b) La
recombinaison est observable dans les cellules infectées par un virus hétérozygote. Pour cela, il est nécessaire que
la RT fasse un changement de matrice, qui sera a I’origine d’un provirus recombinant (modifié d’aprés Onafuwa-
Nuga and Telesnitsky, 2009).

Au cours de la transcription inverse, la RT change aussi fréquemment de matrice. En
cas de co-infection, ou plus souvent de superinfection (ré-infection), par au moins deux souches
virales génétiquement différentes, il est possible que cela génére des virus recombinants qui
sont obtenus apreés deux cycles de recombinaison successifs (Figure 6). La recombinaison est
un processus au cours duquel le virion néoformé posséde un matériel génétique issu de
I’échange de matériel de deux virus parentaux. Ce mécanisme peut concerner des sous-types
ou des groupes différents (M et O par exemple), et méme des virus déja recombinants

(Robertson et al., 1995).

1.2.4 L’histoire naturelle de ’infection a VIH/SIDA

Le VIH se transmet de fagon horizontale par voie sexuelle (sperme, sécrétions
vaginales) et sanguine (ex. transfusion ou partage de seringues contaminées) ; et de facon
verticale de la mere a I’enfant, au cours de la grossesse, I’accouchement ou de 1’allaitement.
Schématiquement, plus la charge virale est élevée dans le liquide contaminant, plus le risque de
transmission est important. Inversement, 1’indétectabilit¢ du virus réduit fortement sa

transmission, sans 1’empécher complétement.
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1.2.4.1 Phase de primo-infection

La phase de primo-infection correspond aux premicres semaines qui suivent I’entrée du
virus dans I’organisme (Figure 7). Dans les cas les plus communs de transmission sexuelle, le
VIH traverse 1’épithélium de la muqueuse génitale ou rectale en quelques heures. De fagon
paradoxale, la mise en place de la réponse immunitaire va fournir au virus les cellules cibles lui
permettant sa réplication au niveau local. Ainsi, le VIH va se multiplier intensivement dans les
lymphocytes T CD4+ activés qui affluent, produisant environ 10° a 10'° virus par jour, et
détruisant une quantité a peu pres équivalente de lymphocytes T CD4. Cette déplétion massive
et précoce en lymphocytes T CD4+ concerne surtout les compartiments muqueux, et
principalement le GALT de la muqueuse intestinale. Pendant cette phase qui est dite
« d’éclipse » et qui dure une dizaine de jours, la charge virale (CV) plasmatique est indétectable

(Coftin and Swanstrom, 2013).
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Figure 7. Evolution de la charge virale (CV) ARN du VIH et du nombre de CD4 pendant I’infection a VIH
et aprés la mise sous traitement antirétroviral (TAR).

T LI B | T 1 T T T T T T
12 123456786010
S Années

En I’absence de TAR, plus la CV est élevée, plus la destruction lymphocytaire est intense et plus le passage du
stade asymptomatique vers le stade SIDA sera rapide. Inversement, en présence de TAR, plus la CV est faible,
meilleure est la reconstitution immunitaire, moindres sont les risques de résistance et de progression vers la maladie
et donc, plus longue est I’espérance de vie. La mesure de la CV plasmatique permet d’estimer la progression de la
maladie et constitue actuellement le marqueur le plus précoce et le plus prédictif d’une évolution clinique
défavorable (modifié d’aprés Maartens et al., 2014).

45



Le VIH - 1.2 Généralités sur le VIH

Deux a 6 semaines aprés la contamination, le virus va migrer vers les ganglions
lymphatiques, puis disséminer vers les organes lymphoides. Cela se traduit par une
augmentation trés rapide de la CV plasmatique, pouvant aller jusqu’a 10’ copies/mL, et une
diminution transitoire des lymphocytes T CD4+ sanguins. A ce moment, la présence de
I’antigéne viral p24 est détectable avec un test ELISA de quatrieme génération, avant que les
anticorps soient déja présents. Cette phase dite « aigué » de I’infection, s’accompagne dans 50
a 60% des cas de manifestations cliniques non spécifiques, correspondant généralement a un
syndrome pseudo-grippal. A la fin de cette phase, du fait de la mise en place de la réponse
immune cellulaire et de 1’épuisement des cellules cibles activées, on observe une chute
considérable de la virémie (< 1 000 copies/mL) et inversement, le taux de lymphocytes T CD4+

augmente.

Les réservoirs viraux sont constitués dés la primo-infection, avec 1’intégration du virus
dans le génome des cellules hotes. Cette phase instaure aussi une activation immunitaire ou
inflammation chronique associée au VIH dont les effets déléteres pour de nombreux organes

(cceur, os, vaisseaux, reins) sont a I’origine de différentes co-morbidités liées au VIH.

1.2.4.2 Phase de latence clinique ou asymptomatique

Environ 12 semaines apres 1’infection, la mise en place de la réponse immune cellulaire
provoque I’entrée dans la phase de latence clinique, souvent asymptomatique et pouvant durer
entre 2 et 12 ans. Les anticorps anti-VIH apparaissent généralement dans la circulation sanguine
entre la 3™ semaine et la 12°™ semaine aprés 1’infection. Pendant cette phase, la réplication
virale est inhibée par les lymphocytes T CDS8 cytotoxiques (CD8) qui détruisent les cellules
cibles infectées, et les anticorps anti-VIH qui limitent la fixation du VIH aux CD4. Cette phase
est caractérisée par une augmentation constante ou légeérement progressive de la CV
plasmatique, généralement de <1 000 a > 100 000 copies/mL. (Coffin and Swanstrom, 2013).
La valeur de CD4 initialement stable, voire proche de la normale (~ 1000 cellules/mm?) va
progressivement diminuer (environ 50-100 cellules/mm?® par an). Ils sont continuellement
renouvelés jusqu’a I’altération des organes lymphoides, rompant ainsi I’équilibre précaire qui

s’était créé entre la réplication virale et la réponse immunitaire.
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1.2.4.3 Phase symptomatique aboutissant au SIDA

Ce stade correspond a 1’augmentation de la CV plasmatique et a I’effondrement du
systéme immunitaire (CD4 < 200 cellules/mm?®). L’infection symptomatique est caractérisée
par des maladies opportunistes mineures (candidose orale) ou majeures (pneumocystose,
toxoplasmose, tuberculose, CMV...). Elle peut aussi entrainer des maladies tumorales (sarcome
de Kaposi lié a HHV-8, lymphome B lié a EBV), ainsi que des encéphalopathies a VIH.
L’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS) a élaboré une classification clinique en 4 stades
de I’infection a VIH (stade 1 pour asymptomatique, puis stades 2, 3 et 4 en fonction de la gravité
des maladies). En I’absence de traitement antirétroviral (TAR), I’évolution naturelle de
I’infection a VIH aboutit au déces de quasiment tous les patients, en moyenne 8 a 10 ans apres
la primo-infection. Occasionnellement (< 1%), certains patients appelés « controleurs du VIH »
(elite controllers en anglais) arrivent a contrdler 1’infection en I’absence de TAR sur une tres
longue période : ils controlent naturellement la réplication du virus et maintiennent un niveau

de CD4 élevé (Cao et al., 1995; Lambotte et al., 2005).

1.3 Origine et diversité génétique du VIH

1.3.1 « Au bon endroit, au bon moment » : origine et diffusion du VIH-1 M

Au début du 20°™ siécle, un chimpanzé de 1’espéce Pan troglodytes troglodytes, qui
vivait dans la forét de la Lobéké au Sud-Est du Cameroun, a transmis le virus de
I’immunodéficience simienne (SIVcpz-Ptf) a ’'Homme (Faria et al., 2014; Gao et al., 1999;
Keele et al., 2006; Van Heuverswyn et al., 2007; Wertheim et Worobey, 2009). Dans cette
région ou les primates non-humains (PNH) sont chassés et consommés comme viande de
brousse, cette femme ou cet homme a probablement été infecté en se blessant au cours de la
chasse ou du dépecage de I’animal (Locatelli et Peeters, 2012). Toutefois, 1’épicentre de
I’épidémie du VIH-1 M ne se situe pas a cet endroit, mais a 1 000 km plus loin, a Kinshasa, la
capitale de I’actuelle RDC. En effet, les analyses phylogénétiques ont montré que la plus grande
diversité des souches de VIH-1 M circule en RDC, puis dans les pays du bassin du fleuve
Congo, comme le Cameroun, le Gabon et la République du Congo (RC) (Carr et al., 2010;
Kalish et al., 2004; Niama et al., 2006; Pandrea et al., 2002; Pepin, 2011; Vidal et al., 2000).
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De plus, les deux plus anciennes séquences de VIH-1 M proviennent d’un plasma (ZR59, sous-
type D) et d’une biopsie ganglionnaire (DRC60, sous-type A), datant respectivement de 1959
et 1960, prélevés chez deux patients a Léopoldville (actuelle Kinshasa), capitale du Congo

Belge (actuelle RDC) (Worobey et al., 2008; Zhu et al., 1998).

Le VIH-1 M serait donc arrivé Sud du Cameroun a Kinshasa, a travers la riviere Sangha
et le fleuve Congo qui a 1’époque, était une voie de transport fluvial tres utilisée pour le
commerce, notamment de caoutchouc et d’ivoire (Faria et al., 2014; Sharp et Hahn, 2008; de
Sousa et al., 2012). Entré vers 1920 (1909-1930) a Kinshasa, le VIH-1 M est ensuite arrivé dans
les villes de Brazzaville, Mbuji-Mayi puis Lubumbashi, en une vingtaine d’années (Figure 8).
Mbuji-Mayi est la ville ou circulait probablement 1’ancétre commun du VIH-1 M sous-type C,
qui représente actuellement environ 50% des infections a VIH dans le monde (Faria et al., 2014;
Hemelaar et al., 2011). L’urbanisation et I’augmentation de la mobilité des populations a travers
les voies de transport ferroviaire ont joué un réle fondamental dans la dissémination rapide du
virus. Ensuite, des facteurs sociaux, comme le déséquilibre entre hommes et femmes (ratio 10/1
a 5/1), ainsi que les prévalences élevées d’infections sexuellement transmissibles (IST) et
I’'usage de matériel médical non stérilisé, ont aussi contribué a la propagation de 1’épidémie,
notamment apreés 1960 ou une seconde phase d’expansion trés rapide du VIH-1 M a été

observée.

L’ancétre commun du VIH-1 M sous-type B (VIH-1 B), qui prédomine dans les pays
développés, circulait a Kinshasa vers 1944 (1962-1970). Cette souche a été¢ importée en Haiti
vers 1964 (1960-1967) par des haitiens revenant de RDC, ou ils étaient nombreux a étre partis
travailler apres son indépendance en 1960 (Gilbert et al., 2007; Pepin, 2011). Enfin, elle serait
arrivée vers 1970 aux Etats-Unis, probablement a New-York, puis a San Francisco vers 1975,
soit quelques années avant la description des premiers cas a Los Angeles en 1981 (Cohen, 2016;
Gottlieb et al., 1981; Worobey et al., 2016). Le VIH-1 B a ensuite diffusé en Océanie, en Asie,
en Europe, en Amérique Latine et aux Caraibes, et en Australie (Figure 8); et il représente
actuellement environ 10% des infections a VIH dans le monde (Hemelaar et al., 2011; Junqueira

et Almeida, 2016).
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Figure 8. Dynamique spatiale VIH-1 M sous-type B a travers le monde.

(a) Les fleches vertes représentent les principales voies de diffusion du VIH-1 B. L’origine du VIH-1 M provient
d’une transmission zoonotique qui est survenue en Afrique, au Cameroun (violet). L’épidémie a ensuite débuté a
Kinshasa, en RDC (rouge) (modifi¢ d’aprés Junqueira et Almeida, 2016). (b) Dynamique spatiale du VIH-1 a
travers la RDC, entre 1920 et 1960. Entré vers 1920 a Kinshasa, le virus est arrivé vers 1937 dans la ville a
proximité de Brazzaville, mais aussi dans celles beaucoup plus ¢éloignées de Lubumbashi et Mbuji-Mayi, grace a
la voie de chemin de fer. A travers le fleuve Congo, le virus est ensuite aussi arrivé a Bwamanda vers 1946, et
Kisangani vers 1953 (modifié¢ d’apres Faria et al., 2014).

1.3.2 Origine zoonotique du VIH et risque d’émergence

A ce jour, treize transmissions zoonotiques, correspondant a un événement unique et
impliquant trois especes différentes de primates non-humains (PNH), ont été documentées : 4
pour le VIH-1 (correspondant aux groupes M, N, O et P), et 9 pour le VIH-2 (correspondant
aux groupes A-I). Comme pour le groupe M, le VIH-1 N provient de la transmission d’un
SIVcepz-Ptt ayant infecté un chimpanzé vivant au Sud du Cameroun mais par contre, celle-ci
serait survenue plus récemment, vers 1963 (1948-1977) (Keele et al., 2006; Van Heuverswyn
et al., 2007; Wertheim et Worobey, 2009). Quant aux VIH-1 groupes O et P, ils proviennent de
la transmission de SIVs ayant infecté des gorilles de I’espece Gorilla gorilla gorilla (SIVgor)

vivant au Cameroun (D’arc et al., 2015; Neel et al., 2010; Van Heuverswyn et al., 2006).
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L’ancétre simien direct du VIH-1 O n’a pas encore été identifié, mais un SIVgor
présentant prés de 70% d’homologie avec tout le génome du VIH-1 O a récemment été décrit,
chez un gorille qui vivait au Sud du Cameroun (D’arc et al., 2015). La plus ancienne séquence
de VIH-1 O provient d’un plasma datant de 1971, prélevé chez un marin norvégien infecté au
Cameroun, vers 1960 (Jonassen et al., 1997). Les analyses d’horloge moléculaire ont montré
que la date de transmission zoonotique a 1’origine du VIH-1 O serait proche de celle du VIH-1
M, et qu’elle daterait de 1920 (1890-1940). Jusqu’en 1960, la diffusion de ces deux virus semble
similaire (Faria et al., 2014). Ensuite, I’expansion du VIH-1 O serait restée stable et confinée

autour du Cameroun, contrairement au VIH-1 M.

L’ancétre simien direct du VIH-1 P vient d’étre clairement identifié chez des groupes
de gorilles vivant au Sud-Ouest du Cameroun (D’arc et al., 2015). La date de transmission reste
incertaine, entre 1845 et 1989, comme seulement deux patients infectés par le VIH-1 P ont

actuellement ét¢ documentés (Plantier et al., 2009; Vallari et al., 2011).

Enfin, les VIH-2 proviennent de neuf transmissions (correspondant aux groupes A-I) de
SIVsmm infectant des petits singes de 1’espece mangabés enfumés (Cercocebus atys en latin,
Sooty mangabey en anglais) vivant en Afrique de 1’Ouest : dans la forét de Tai en Cote d’Ivoire
(A,B,C,G,H et I), au Liberia (D) et en Sierra-Léone (E et F) (Ayouba et al., 2013; Damond et
al., 2004; Hirsch et al., 1989). Ces transmissions seraient survenues plutdt vers le milieu du
20°™¢ siecle pour les deux principaux groupes de VIH-2 (A et B), les autres groupes étant
documentés généralement chez une seule personne (Faria et al., 2012; Lemey et al., 2003;
Visseaux et al., 2016b; Wertheim et Worobey, 2009). Le fait que le mangabé enfumé soit une
espece fréquemment chassée ou utilisée comme animal de compagnie en Afrique de 1’Ouest,

expliquent pourquoi de nouvelles transmissions continuent a étre décrites (Ayouba et al., 2013).

Compte-tenu de I’augmentation persistante des contacts entre I’Homme et les PNHs
vivant en Afrique de I’Ouest et Centrale, la possibilité d’une nouvelle transmission zoonotique

du SIV menant a I’émergence d’un nouveau VIH est toujours d’actualité (Locatelli et Peeters,

2012).
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1.3.3 Classification du VIH

La base de la classification du VIH repose d’abord sur la diversité génétique liée a ses
différentes origines simiennes (SIVgor/SIVcpz et SIVsmm), comme nous venons de I’évoquer.

11 est ainsi constitué de deux types de virus : le VIH-1 et le VIH-2.

1.3.3.1 VIH-1 : 4 groupes (M,N,O et P), 9 sous-types (4-K) et presque 80 CRFs

Le VIH-1 est divisé en 4 groupes : M pour « Majeur », N pour « non-M/non-O », O pour
« Outlier », et P (Figure 9) (Barré-Sinoussi et al., 1983; De Leys et al., 1990; Plantier et al.,
2009; Robertson et al., 2000; Simon et al., 1998).

Au sein de I’hote, les taux élevés de mutations et de recombinaisons sont aussi a
I’origine de la diversité génétique du VIH, qui est soumise a la pressions de sélection de la
réponse immunitaire et de plus en plus aujourd’hui a celle du traitement antirétroviral (TAR)
(paragraphe 1.2.3.3). De cette fagon, les séquences du VIH-1 M se sont diversifiées au cours
de I’évolution de I’épidémie (Rambaut et al., 2001). Actuellement, le VIH-1 M est divisé en
neuf sous-types (A-D, F-H, J et K) ainsi qu’en sous-sous-types pour le VIH-1 A (A1-A4) et le
VIH-1 F (F1 et F2) (Figure 9). Les sous-types E et I correspondent désormais a des virus
recombinants, appelés respectivement CRFO1 _AE et CRF04 cpx. La divergence des séquences
nucléotidiques entre les sous-types varie entre 17 et 35% en fonction des sous-types et des
régions génomiques analysées (Hemelaar, 2012). Par exemple, la région env possede la plus

grande variabilité génétique.

Par ailleurs, on observe de plus en plus de recombinaisons entre les sous-types (Lau et
Wong, 2013). Lorsqu’elles se restreignent a quelques individus, ce sont des formes
recombinantes uniques (URF, unique recombinant form en anglais). Lorsqu’elles diffusent dans
la population et sont documentées chez au moins trois patients n’ayant aucun lien
épidémiologique, ce sont des formes recombinantes circulantes (CRF, circulating recombinant
form en anglais). Actuellement, presque 80 CRFs ont été identifiés dans le monde®. Leur
dénomination se fait en indiquant d’abord le numéro correspondant a I’ordre dans lequel ils ont
¢été décrits, puis les deux lettres correspondantes aux sous-types ayant recombiné. Par exemple,
CRF02_AG indique une recombinaison entre les sous-types A et G, et c’est le deuxiéme

recombinant décrit. Les CRFs sont de plus en complexes car ils peuvent aussi recombiner,

2 http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.htmI#CRF78, consulté le 03/06/16
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engendrant ainsi des CRFs de 2°™ génération. On utilise alors le numéro du CRF de 1°°
génération pour les dénommer. Par exemple, CRF22 01AT1 indique une recombinaison entre le

CRFO1_AE et le sous-sous-type Al, et c’est le vingt-deuxiéme recombinant décrit.

0.03

Figure 9. Phylogénie représentant la large diversité des souches issues de la lignée VIH-1/SIVcpz/SIVgor.

(a) Phylogénie représentant les quatre groupes de VIH-1 M, N, O et P (en noir), ainsi que les SIVs infectant les
chimpanzés (SIVcpz-Ptt, SIVepz-Pts) et les gorilles (SIVgor) (en gris). Le VIH-1 M divisé en sous-types (A-D,
F-H, et J-K) et sous-sous-types (Al-A4, F1-F2) est coloré en vert. (b) Phylogénie représentant la diversité des
sous-types de VIH-1 M (en gris) et des CRFs (en noir). Ces deux arbres ont été construits avec les génomes
complets des souches de références représentant les VIH-1 et SIVs (méthode Neighbor-Joining). Les barres
d’échelle indiquent les pourcentages de divergence. CRFs : formes recombinantes circulantes (modifié¢ d’apres
Peeters et al., 2013).

1.3.3.2 VIH-2 : 9 groupes (A-1)

Le VIH-2 est composé de neuf groupes : A, B, C, D, E, F, G, Het I (Ayoubaetal., 2013;
Damond et al., 2004). Le VIH-2 circule principalement dans les pays d’Afrique de 1’Ouest ou
entre 1 et 2 millions de patients étaient infectés dans les années 1990 (Visseaux et al., 2016b).
L’épidémie est représentée par le groupe A (Guinée-Bissau et Sénégal) et le groupe B (Cote
d’Ivoire). Chacun des autres groupes a été identifié seulement chez un patient, excepté le groupe

F chez deux patients. Mis a part les groupes G et H décrits chez deux patients vivant a Abidjan
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(capitale économique de la Cote d’Ivoire), les autres groupes (C a I) ont ét€¢ documentés
uniquement chez des individus vivant en zone rurale, en Sierra Léone, Libéria et Cote d’Ivoire.
Du fait des plus faibles prévalence et transmissibilité du VIH-2 et de la distance génétique
¢levée entre ses différents groupes, seulement deux recombinants du VIH-2 ont été décrits a ce

jour : le CRFO1_AB et un URF (Ibe et al., 2010; Visseaux et al., 2016b).

Alors qu’il n’existe actuellement pas de sous-types pour le VIH-2, une étude menée sur
une cohorte francaise de patients VIH-2 vient de montrer que le groupe A pourrait présenter
deux génotypes distincts, associés a des distributions géographiques différentes : Al (Guinée-

Bissau et Sénégal) et A2 (Cote d’Ivoire et Mali) (Visseaux et al., 2016a).

1.3.4 Epidémiologie moléculaire du VIH-1

La répartition des différents types, groupes, sous-types et recombinants du VIH est tres
hétérogene a travers le monde, tant au niveau de la distribution géographique, que du nombre
de personnes infectées. Le VIH-1 M, responsable de 1’épidémie mondiale, est représenté par
les sous-types et CRFs suivants : C (48%), A (12%), B (11%), CRF02_AG (8%), CRFO1_AE
(5%), G (5%) et D (2%) (Figure 10) (Hemelaar et al., 2011). Les sous-types F, H, J et K
représentent <1% des infections a VIH-1 dans le monde, et les autres CRFs et URFs en
représentent 4%. Au final, environ 20% des infections mondiales sont dues a des formes

recombinantes circulantes et uniques (CRFs/URFs).

1.3.4.1 Diversite génétique des VIH-1 circulant en Afrique sub-saharienne

L’ Afrique de I’Ouest et Centrale est caractérisée par une grande diversité génétique de
VIH circulants. Elle est la plus élevée dans les pays du bassin du Congo ou se situe 1’origine
des différents groupes du VIH-1 et I’émergence de 1’épidémie du VIH-1 M : soit Cameroun et
RDC mais aussi Angola, Gabon, Guinée Equatoriale, République du Congo (RC) et République
Centrafricaine (RCA) (Niama et al., 2006; Peeters et al., 2014). Actuellement, les groupes
divergents O, N et P du VIH-1 restent principalement restreints a leur pays d’origine, le
Cameroun, ou la prévalence est estimée a moins de 1% pour le VIH-1 O (Villabona-Arenas et
al., 2015). Seulement une vingtaine de cas ont été décrits a ce jour pour le VIH-1 N et deux cas

pour le VIH-1 P (Delaugerre et al., 2011; Plantier et al., 2009).
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En Afrique de 1’Ouest, CRF02_ AG est majoritaire (50-80%) et CRF06 cpx circule
aussi dans des proportions importantes (20-50%) dans certains pays (Burkina Faso, Niger,
Nigeria et Togo) (Peeters et al., 2013). Au Sud de I’Afrique, 1’épidémie est presque
exclusivement liée au sous-type C, représentant quasiment 100% des infections en Afrique du
Sud, Botswana, Malawi, Mozambique, Swaziland et Zimbabwe. En Afrique de I’Est, VIH-1 C
prédomine aussi au Burundi et en Ethiopie. Dans d’autres pays comme le Kenya, le Rwanda et

la Tanzanie, il co-circule avec VIH-1 A et D ainsi que de nombreux URFs.

Sous-types du VIH-1 M
=A mD mH
NB OF =2J
OC G mK

Recombinants du VIH-1 M
= CRF01_AE DOURF
CRF02_AG

m Autres CRFs

Figure 10. Distribution des sous-types et des formes recombinantes circulantes (CRFs) du VIH-1 M dans le
monde, en 2007 (modifié d’apreés Peeters et al., 2013).

1.3.4.2 Variants du VIH-1 circulant dans les autres régions du monde

En Amérique du Nord et en Europe de ’Ouest, le sous-type B est largement
prédominant. Toutefois, la proportion des autres variants du VIH-1 M, importés par les
populations migrantes, tend a augmenter en Europe de 1’Ouest (Chaix et al., 2013; Hernando et
al., 2015). En Europe de I’Est et surtout en Russie, les sous-types A et B dominent ainsi que
CRFO03_AB chez les usagers de drogues injectables (UDIs) (Bobkov et al., 2004). En Amérique
du Sud, en plus des sous-types B et F, il y a une proportion importante de recombinants BF
représentés par presque 15 CRFs et de nombreux URFs?. Au Brésil, le sous-type C est présent

dans le sud du pays et plusieurs recombinants BC y circulent. En Asie, VIH-1 C circule surtout
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en Inde. CRFO1_AE est fréquemment observé chez les hétérosexuels en Chine, ainsi que les
recombinants BC chez les UDIs. Enfin, en Asie du Sud-Est, CRF01_ AE (majoritaire), VIH-1

B et plusieurs de leurs recombinants co-circulent.

1.4 Epidémiologie mondiale du VIH

Depuis le début de 1’épidémie, 78,0 millions (69,5-87,5 millions) de personnes ont été
infectées par le VIH et un peu moins de la moitié (35 millions environ) sont décédées de
maladies liées au SIDA (UNAIDS, 2016a). Ainsi, on estime que 36,7 millions (34,0-39,8) de
personnes dans le monde vivaient avec le VIH en 2015, d’apres le dernier rapport de
I’ONUSIDA : Organisation Nations Unies sur le VIH/SIDA (UNAIDS, 2016a, 2016b). En
réalité, il est possible que ce chiffre soit plus proche de 38,8 millions (37,6-42,4) (GBD 2015
HIV, 2016). Quoiqu’il en soit, presque 95% des adultes et des enfants infectés par le VIH vivent
dans des pays a bas et moyens revenus (simplifiés par Pays du Sud), la population restante étant

dans les pays a hauts revenus (simplifiés par Pays du Nord) (Figure 11).

Avec plus de 25 millions de cas, I’ Afrique sub-saharienne est la région la plus touchée
par I’épidémie de VIH/SIDA : 19,0 millions (17.7-20,5) vivent en Afrique de I’Est et du Sud
(soit 50% environ de la population mondiale infectée) ; et 6,5 millions (5,3-7,8) vivent en
Afrique de I’Ouest et Centrale (soit presque 20% de la population mondiale infectée). Au sein
de cette épidémie mondiale généralisée, il existe des sous-épidémies concentrées au sein de
différents groupes de populations a risques, ou 1’incidence et la prévalence de I’infection sont

plus élevées que dans la population générale (Figure 11) (Piot et al., 2015; Tanser et al., 2014).

L’acces au TAR dans les pays du Sud a permis de réduire 1’incidence mondiale de
I’infection a VIH d’environ 35% en 15 ans, avec : 3,1 millions (3,0-3,3) de nouveaux cas en
2000 versus 2,1 millions (1,8-2,4) en 2015, dont 150 000 (110 000-190 000) nouveau-nés
(UNAIDS, 2016a) (Figure 12). En Afrique sub-saharienne, la contamination est principalement
hétérosexuelle : plus de la moitié des nouvelles infections chez les adultes et les adolescents
surviennent chez des femmes, dont la moiti€ environ est dgée de 15 a 24 ans (Figure 11) (Piot
et al., 2015; UNAIDS, 2016a). Le TAR a aussi fait diminuer la mortalité mondiale de plus de
40% depuis le pic de déces de 2005 [2,0 millions (1,7-2,7)] (Figure 12).
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5,1 millions
(:,4-5,9 millions)

Amérique latine
et Caraibes
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(1,7-2,3 millions)

et du Sud
19,0 millions
(@¥7,7-20,5 millions)

Total : 36,7 millions (34,0-39,8 millions)

I Jeunes femmes (15-24 ans) [ Transgenres [ > 50 ans
I Travailleuses du sexe I Migrants [ Handicapés
[ Usagers de drogues injectables (UDI) M Prisonniers [1 Femmes afro-américaines
[ Hommes ayant des rapports sexuels I Déplacés Partenaires intimes
avec des hommes (HSH) 1 Femmes enceintes

Figure 11. Carte indiquant la distribution géographique des adultes et des enfants vivant avec le VIH dans
le monde en 2015, ainsi que les populations a risques.

Les pays du Nord sont indiqués en vert. Les pays du Sud sont indiqués en bleu ; parmi-eux, I’Afrique sub-
saharienne qui est la plus touchée par I’épidémie de VIH/SIDA est indiquée en rouge (modifié et adapté d’apres
Piot et al., 2015; UNAIDS, 2016b).

2.0 million R
(2005) g
2.2 million (2005)

2.7 million (2005)

17.0 million

2.1 million
(2015)

(2015)

'

[}

[

[

[

[l

[

’
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nouvellement infectées par le VIH décédeées des suites du VIH recevant un TAR

Figure 12. Progrés dans la réponse a I’épidémie de VIH/SIDA a travers le monde, entre 2000 et 2015
(modifié et mis a jour d’aprés WHO, 2015a).
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Cependant, avec 1,1 millions (1,7-2,7) de déceés en 2015, le VIH/SIDA reste une
condamnation a mort pour de nombreux patients vivant dans les pays du Sud. D’apres Médecins
sans Frontiéres (MSF), la situation est particulieérement préoccupante en Afrique de 1’Ouest et
Centrale ou surviennent 30% de ces déces, alors que cette région représente environ 20% de la
population mondiale infectée (MSF, 2016). La prise en charge des patients infectés par le VIH
est comparable a une course barrée d’obstacles (ex. volonté politique limitée, systémes de santé
faibles) qui empéchent d’améliorer I’acces au TAR et au suivi virologique, contrairement aux
pays d’Afrique de I’Est et du Sud pourtant plus affectés. Globalement, malgré les incroyables
progreés réalisés concernant 1’acces au TAR (partie 4.1), 54% (50-57) des patients vivant
actuellement avec le VIH dans le monde n’y ont pas acces, et beaucoup d’entre eux ne sont pas

au courant de leur séropositivité (UNAIDS, 2016b).
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2.1 Principales molécules

De 1987 a nos jours, 28 molécules antirétrovirales et un inhibiteur d’isoenzyme
CYP3A4 (Cobicistat) ont été approuvés par la FDA (Figure 13). Elles sont divisées en
différentes classes thérapeutiques, définies par leur mécanisme d’action inhibitrice au niveau
d’une étape du cycle de réplication du VIH (partie 1.2.3) : (1) Inhibiteurs d’entrée,
comprenant deux classes, avec les antagonistes du co-récepteur CCRS (Maraviroc) et les
inhibiteurs de fusion (Enfuvirtide) ; (2) Inhibiteurs de la transcriptase inverse, comprenant
deux classes, avec les analogues nucléos(t)idiques (INTI), ainsi que les analogues non
nucléosidiques (INNTTI) ; (3) Inhibiteurs de I’intégrase (II) ; (4) Inhibiteurs de la protéase
(IP).

Les antirétroviraux (ARVs) ne sont donc pas des molécules virucides : ils agissent sur
le virus qui se réplique, et non sur le provirus des cellules en latence (CD4 mémoires) qui
représentent les réservoirs de I’infection. En fonctions des molécules, ils ont aussi une diffusion
plus ou moins limitée pour atteindre certains sites « sanctuaires » de 1’organisme (cerveau,
ganglions, tube digestif, compartiment génital), ou I’on peut observer une réplication résiduelle.

Ainsi, toute interruption de TAR entraine une reprise de la réplication du VIH.

Dans cette partie, les ARVs généralement utilisés seront brievement décrits, surtout
ceux anciennement et nouvellement recommandés dans les pays du Sud par 1I’Organisation
Mondiale pour la Santé¢ (OMS) (partie 4.2.2). Nous ne traiterons donc pas des inhibiteurs
d’entrée qui sont indisponibles dans les pays du Sud et qui, dans les pays du Nord sont le plus
souvent utilisés en cas d’échec virologique avec des multirésistances, notamment du fait de : la
spécificité du Maraviroc pour les virus a tropisme CCRS ; ainsi que la forme d’administration

injectable sous-cutanée de I’Enfuvitide, qui est plus ou moins bien tolérée et acceptée.
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ARVs - 2.1 Principales molécules
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Figure 13. Evolutions chronologiques des molécules antirétrovirales approuvées par la FDA, et des différentes recommandations de ’OMS concernant le TAR dans

les Pays du Sud.

Les antirétroviraux (ARVs) qui sont actuellement disponibles dans les pays du Sud et qui sont recommandés pour le TAR de 1% ligne sont colorés en bleu, et ceux pour le TAR

de 2°m ligne sont colorés en vert. Les molécules a privilégier actuellement, d’aprés les recommandations 2016 de ’OMS, sont colorées en gras, ce qui correspond a
TDF+XTC+NPV (lere ligne) et a ’introduction des IPs (LPV/r ou ATV/r) en 2™ ligne chez les adultes et les adolescents. L’abacavir est recommandé chez les enfants de 3 a

10 ans (modifié d’aprés UNAIDS, 2015).
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2.1.1 Inhibiteurs de la transcriptase inverse

2.1.1.1 Inhibiteurs nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse

Les Inhibiteurs Nucléos(t)idiques de la Trancriptase Inverse (INTIs) sont : Abacavir
(ABC), Didanosine (ddI), Emtricitabine (FTC), Lamivudine (3TC), Stavudine (d4T), Ténofovir
disoproxil fumarate (TDF) et Ténofovir alafénamide fumarate (TAF), ainsi que Zidovudine
(AZT). Leur structure chimique représente des 2’°, 3’-didéoxynucléotides (ddN) : ¢’est-a-dire
des analogues des bases pyrimidiques (cytosine et thymine) et puriques (adénine et guanine)
constitutives des acides nucléiques, qui sont liés a un résidu osidique dépourvu de groupement
hyrdoxy (OH) en 2’ et 3° (Figure 14) (Menéndez-Arias, 2013). Ce sont tous des pro-drogues :
elles doivent étre nécessairement bi-phosphorylées (pour les analogues nucléotidiques, TDF et
TAF) ou tri-phosphorylées (pour les autres analogues nucléosidiques) par les kinases

cellulaires, afin d’étre pharmacologiquement actives.
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FTC, emtricitabine AZT, zidovudine 2-cyclopenténe-1-méthanol sulfate aminocytidine
ABC, abacavir

Figure 14. Structures chimiques des principaux INTIs, analogues des dNTPs naturels.

Le TDF, encadré en gris, est recommandé dans le TAR de 1 ligne dans les pays du Sud depuis 2013. Le TAF
est une autre pro-drogue du ténofovir (TFV) qui a été récemment approuvée. Ce sont des analogues nucléotidiques
(avec un groupement phosphate) de 1’adénosine. De plus, 3TC et FTC (gauche) sont des analogues nucléosidiques
de la cytidine. AZT (centre) est un analogue de la thymidine, comme le d4T qui n’est plus recommand¢. Enfin,
I’ABC (droite) est un analogue nucléosidique de la Guanosine (modifié¢ et mis a jour d’aprés Menéndez-Arias,
2013).
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Au cours de la transcription inverse de I’ARN viral, ces inhibiteurs compétitifs des
déoxynucléosides triphosphates (AINTPs) naturels vont étre ajoutés au brin d’ADN par la RT.
L’absence de groupement OH en 3’ empéche 1’ajout du dNTP suivant, bloquant alors
prématurément 1’élongation de I’ADN viral. La RT ne peut corriger cette incorporation
défective, en 1’absence d’activité exonucléasique 3°-5’, et ainsi, les INTIs sont parfois appelés

« terminateurs de chaine ».

Avec les INTIs, les interactions médicamenteuses sont rares. Cependant, ils exercent
aussi une action inhibitrice sur I’ADN polymérase y mitochondriale, capable d’induire, a des
degrés divers, une toxicité sur plusieurs organes (myopathies, lipoatrophies, neuropathies
périphériques, pancréatites...). Du fait de cette toxicité, les INTIs de «1°° génération » (AZT,
d4T et ddI) ne sont plus recommandés dans les pays du Nord. Par contre, I’AZT reste utilisée
dans les pays du Sud, ou elle est recommandée dans les TAR de 1°° ligne (en remplacement du

TDF) et de 2°™ ligne (en premiére intention, en cas d’échec sous TDF).

Le TAF vient d’étre mis sur le marché en formulations combinées avec soit
Emtricitabine (FTC) (Descovy®), soit Elvitégravir/c/FTC (Genvoya®). Comme le TDF, c’est
une pro-drogue du Ténofovir dont I’avantage réside en de meilleures propriétés
pharmacologiques avec des concentrations intracellulaires plus élevées et des concentrations
plasmatiques plus faibles (10 ou 25 mg de TAF vs 200 ou 300 mg de TDF) (Ray et al., 2016).
Il en résulte une moindre toxicité rénale et osseuse, ainsi qu’une barriére génétique qui pourrait
étre plus élevée (Gallant et al., 2016; Margot et al., 2016; Sax et al., 2015). La barrieére génétique
d’une molécule ARV correspond a sa capacité a ne pas sélectionner des souches résistantes

lorsqu’une faible virémie persiste (paragraphe 2.2.1.2).

2.1.1.2 Inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse

Les principaux inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTIs)
sont : Efavirenz (EFV) et Névirapine (NVP) comme molécules de 1°° génération; Etravirine
(ETR) et Rilpivirine (RPV) comme molécules de 2% génération. Ils sont structurellement et

fonctionnellement différents des INTIs (Figure 15).
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RPYV, Rilpivirine
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Figure 15. Structures chimiques des principaux INNTIs, analogues non-nucléosidiques des dNTPs naturels.
(a) molécules de 1°° génération, généralement recommandées dans le TAR de 1% ligne dans les pays du Sud

(gris), (b) molécules de 2™ génération : diarylpyimidine (DAPY) (modifi¢ d’aprés Menéndez-Arias, 2013).

La transcriptase inverse (RT) est un hétérodimeére formé par la sous-unité p51
(stabilisatrice) et p66 (active). La structure cristallographique de cette dernicre s’illustre par une
« main droite ouverte», constituée des cinq domaines suivants : doigts, paume, pouce, région
de connexion et RNase H (figure 16) (Das and Arnold, 2013; Menéndez-Arias, 2013). Le site
actif de polymérisation de ’ADN proviral, formé d’un motif des quatre acides aminés
« YMDD » (Tyrosine, Méthionine, Acide aspartique, Acide aspartique), est situ¢ dans I’espace
situé entre la « paume », le « pouce » et les autres « doigts ». Les INNTIs agissent de fagon
non-compétitive, en créant une liaison forte et spécifique avec un site allostérique situé a
proximité (~ 10 A) de ce site catalytique, au sein d’une poche hydrophobe. Il en résulte une
perte de la flexibilité¢ de la RT du VIH-1 qui altere sa capacité de synthese de I’ADN viral. Les
VIH-2 ainsi que plus de 60% des VIH-1 groupe O sont naturellement résistants aux INNTIs
(Ren et al., 2002; Tebit et al., 2016).

65



ARVs - 2.2 Résistance du VIH aux ARVs

¢ Site actif
id de la RNase H

Figure 16. Structure tridimensionnelle de la RT du VIH-1 (modifié d’apres Das et Arnold, 2013).

Du fait de leur métabolisation hépatique, les interactions médicamenteuses sont
nombreuses avec les INNTIs, avec des effets inducteurs ou inhibiteurs sur le systeme du
cytochrome P450 (CYP). En début de TAR, les INNTIs de 1%° génération induisent souvent
des effets secondaires tels que des troubles neuropsychiatriques (avec EFV) ou une
hypersensibilité a I’origine d’exanthémes et d’hépatites aigués exceptionnellement fulminantes
(avec NVP). Pour cette raison, la NVP n’est plus prescrite dans les pays du Nord, alors qu’elle
reste recommandée en TAR de 19 ligne dans les pays du Sud (en alternative a I’EFV qui semble
mieux toléré) (Ford et al., 2015a; Shubber et al., 2013). La diminution du dosage de ’'EFV de
600 a 400 mg a montré une non-infériorité¢ de 1’efficacité¢ et un risque plus faible d’effets
indésirables apres 96 semaines de TAR (ENCOREI1 Study Group et al., 2015). Faisant partie
des nouvelles stratégies alternatives de TAR proposées par ’OMS, elle est actuellement testée

dans les pays du Sud (ex. projet NAMSAL/ANRS 12313, au Cameroun) (WHO, 2016a).

Une meilleure tolérance est également observée avec les molécules de 2°™ génération
(ETR et RPV), non recommandées par ’OMS dans les pays du Sud (Nelson et al., 2013).
Concernant RPV, une nanoformulation injectable a durée longue d’action est en cours de
développement clinique : en association avec un nouvel inhibiteur d’intégrase (Cabotégravir,
GSK1265744) en TAR de 1°° ligne, mais aussi seule (TMC278LA) en PReP (prophylaxie pré-
exposition) (Margolis et al.,, 2015; Penrose et al., 2016). Dans cette derniére indication,
I’émergence d’une souche résistante (K101EK) vient d’étre décrite, avec la séroconversion d’un
virus sauvage «sensible» 40 jour apres 1’administration par voie intra-musculaire de la plus

faible dose testée (300 mg) (Penrose et al., 2016).
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2.1.2 Inhibiteurs de la protéase

A partir de 1996, les inhibiteurs de protéase (IPs) de 1% génération, comprenant
Amprénavir (APV), Indinavir (IDV), Ritonavir (RTV), Saquinavir (SQV), puis Lopinavir
(LPV) ont révolutionné le pronostic de la maladie VIH/SIDA. Mis a part LPV, ils ne sont plus
couramment utilisés (Figure 17). Les IPs de 2°™ génération ont ensuite été développés afin
d’améliorer la tolérance et diminuer la sélection de résistance : Fosamprénavir (FPV),
Tipranavir (TPV), ainsi que Atazanavir (ATV) et Darunavir (DRV) qui représentent désormais
les molécules les plus utilisées (Iyidogan et Anderson, 2014). Le VIH-2 possede une sensibilité

réduite aux IPs, excepté au DRV, LPV et SQV (Raugi et al., 2016).

/{F "booster” \\
CLW‘;LK’J{D N%iﬁr%im
O

L \ '
LPYV, Lopinavir 1, Ritonavir /

OH o=

ATY, Atazanavir DRY, Darunavir

Figure 17. Structures chimiques des principaux IPs.

Les IPs principalement recommandés par I’OMS en TAR de 2°™ ligne dans les pays du Sud sont encadrés en gris.
I1s sont systématiquement associés a un « booster », comme RTV (r, rose) (modifié¢ d’aprés Menéndez-Arias, 2013).

Les IP interviennent dans la phase tardive du cycle, en inhibant le site actif de la
protéase, qui est I’enzyme virale intervenant dans 1’étape de maturation, indispensable pour
produire des virus infectieux (partie 1.2.3) (Freed, 2015). A ’exception du TPV, ce sont des
peptidomimétiques dans lesquels la liaison scissible par la protéase est remplacée par un groupe

non clivable. Les IPs couramment utilisés possédent une trés forte barriere génétique, ce qui
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signifie qu’en cas d’inhibition incomplete de la réplication, la sélection de mutations est

progressive avant I’obtention d’une résistance phénotypiquement significative.

Etant métabolisés par les enzymes hépatiques du CYP3A4, les IPs provoquent des
interactions médicamenteuses fréquentes, a la fois lides a des effets inducteurs et inhibiteurs.
L’effet inhibiteur puissant du RTV sur le CYP3A4 a été mis a profit pour inhiber le métabolisme
de I’IP qui lui est associé, afin d’améliorer la biodisponiblité de ce dernier (Hsu et al., 1998).
Ainsi, les IPs sont systématiquement renforcés pharmacologiquement par une molécule a faible
dose appelée « booster », comme RTV a 100 mg (r). Pour la méme indication, une nouvelle
molécule n’ayant pas d’activité antirétrovirale et inhibant plus sélectivement le CYP3A4 que
RTV a été développée et testée : le Cobicistat a 150 mg (c) (Gallant et al., 2013, 2015). Elle
vient d’étre approuvée, en association avec ATV (Evotaz®) ou DRV (Rezolsta®) dans les pays
du Nord, ainsi que sous forme générique associ¢e avec ATV dans les pays du Sud (Vitoria et
al., 2016). Les effets indésirables observés avec les IPs sont des troubles digestifs (ex. diarrhées)

et métaboliques, des lipohypertrophies, ainsi qu’une augmentation du risque cardiovasculaire.

2.1.3 Inhibiteurs d’intégrase et ’arrivée du Dolutégravir au Sud

Les inhibiteurs d’intégrase (INIs) sont les ARVs les plus récemment commercialisés,
avec : Elvitégravir (EVG) en 2007, puis Raltégravir (RAL) (1°° génération), ainsi que
Dolutégravir (DTG) (2°™ génération) en 2013 (Figure 18). Ils constituent une classe majeure
dans I’arsenal thérapeutique car ce sont des molécules puissantes avec un bon profil de tolérance

(aucune toxicité métabolique et osseuse).

/@ o R

O OH
N7 . O F F
N (0] N
\K// o O/i\/N 7 N
-.”""fr N ‘ d (0]
-~
OH OH

K EVG, Elvitégravir RAL, Ralégravir j DTG, Dolutégravir

Figure 18. Structures chimiques des principaux INIs :

(a) molécules de 1¢ génération, (b) Dolutégravir (DTG), molécule de 2°™ génération nouvellement recommandée
par ’OMS dans le TAR de 1°° ligne (en deuxiéme intention) dans les pays du Sud (gris) (modifié d’apres
Menéndez-Arias, 2013).
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Les INIs agissent au niveau de la phase précoce du cycle de réplication du VIH, en
inhibant I’intégration de I’ADN virale dans le chromosome de la cellule hote. Cette intégration
comprend deux étapes importantes : (1) « 3’ processing », qui permet de cliver un dinucléotides
au niveau des extrémités 3’-LTRs de ’ADN virale afin de générer ’extrémité réactive
terminale CpA 3°-OH ; (2) « transfert de brin », qui permet le transfert de I’ADN viral par
liaison du groupement terminal 3’-OH de I’ADN viral au groupement phosphate en 5’ du
chromosome de la cellule hote (Craigie, 2012). Les INIs inhibent cette seconde étape, en se
liant au niveau du site actif de I’intégrase (acides aminés 50-212). Ce site contient notamment

6

le « motif DDE » formé des résidus Asp®, Asp''® et Glu'>? qui coordonnent les cations

divalents (Mg?" ou Mn?") nécessaires pour le transfert de brin (Goldgur et al., 1998).

Parmi les trois molécules de la classe, RAL posséde le moins d’interactions
médicamenteuses car il n’est pas métabolisé par le CYP450. Son inconvénient principal réside
dans sa posologie en deux prises quotidiennes. La combinaison RAL + LPV/r est une nouvelle
stratégie alternative proposée par 1I’OMS dans les pays du Sud (WHO, 2016a).
Quant a EVG, il requiert d’étre renforcé pharmacologiquement par un « booster » (Ritonavir
ou Cobicistat). Dans les pays du Nord, EVG/c est commercialisé en un seul comprimé
uniquotidien, en association avec TDF/FTC (Stribild®) et récemment TAF/FTC (Genvoya®).
Le profil de résistance de EVG est similaire au RAL et ces molécules de 1° génération ont une

faible barriere génétique (Fourati et al., 2015).

DTG (2°™ génération) posséde une barriére génétique plus élevée que les molécules de
1% génération et d’une plus grande puissance, permettant une administration uniquotidienne
(50 mg) (QD, once daily en anglais). La puissance d’'une molécule ARV est déterminée par sa
capacité a réduire la charge virale plasmatique. Récemment testé dans 3 essais cliniques chez
des patients naifs de TAR, en combinaison avec ABC/3TC ou TDF/FTC, DTG a montré une
non-infériorité d’efficacité a RAL et une supériorité d’efficacité a EFV et DRV/r. (Molina et
al., 2015; Raffi et al., 2013; Walmsley et al., 2015, 2013). Il a aussi montré son efficacité chez
des patients en échec de TAR dans les pays du Nord, dont ceux qui avaient des résistances aux
INIs de 1°° génération (avec une administration en deux doses de 50 mg/jour : BID, twice daily

en anglais) (Cahn et al., 2013; Castagna et al., 2014).

L’OMS vient de recommander DTG en stratégie alternative dans le TAR de 1% ligne
dans les pays du Sud ou il est actuellement testé (avec par exemple le projet NAMSAL/ANRS
12313, au Cameroun) (WHO, 2016a). Dans les pays du Nord, il est évalué en monothérapie
dans le cadre de stratégies allegement thérapeutique chez des patients en succes virologique
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(Katlama et al., 2016; Rokx et al., 2016). Enfin, une nanoformulation injectable a longue durée
d’action composée par un analogue du DTG (Cabotegravir, GSK1265744) combiné a RPV est
en cours de développement clinique (Margolis et al., 2015). L’objectif est de proposer une seule
administration intramusculaire toutes les quatre semaines afin de faciliter I’observance de

certains patients et d’élargir les options de TAR ou PrEP.

2.2 Résistance du VIH aux molécules antirétrovirales

2.2.1 Origine et sélection de la résistance

2.2.1.1 Principes

La résistance du VIH peut étre définie comme la capacité du virus a se répliquer en
présence d’une ou plusieurs molécules ARVs a des concentrations inhibant la réplication d’un
virus sauvage sensible. Elle provient de la variabilité génétique intra-individuelle du VIH-1
s’expliquant a la fois par : le taux élevé de réplication du VIH-1 (jusqu’a 10'° virus par jour,
chez un patient non traité), son taux élevé de mutations (~ 1 mutation nucléotidique par cycle
viral) ; ainsi que par des recombinaisons fréquentes (paragraphe 1.2.3.3) (Geretti, 2006;
Hemelaar, 2012; Ho et al., 1995; Meyer et al., 1999). Les mutations sont générées par la RT

qui est dépourvue d’activité correctrice exonucléasique 3’-5” (Roberts et al., 1988).

Les mutations surviennent donc de facon aléatoire et la plupart du temps, elles sont
déléteres pour le virus. Toutefois, certaines d’entre elles sont viables et vont générer des variants
minoritaires, appelés aussi « quasi-especes » (~ 10% de la population virale totale). Parmi ces
variants, peuvent se trouver des souches résistantes aux ARVs, qui possédent une ou plusieurs
mutations au niveau du géne pol/, codant généralement pour les cibles thérapeutiques principales
de la protéase (PR), la région polymérase de la transcriptase inverse (RT), et de I’intégrase (II).
11 existe aussi des mutations dans les domaines C-terminaux de la RT (domaine de connexion
et RNase H) qui augmenteraient la résistance des souches ayant déja des mutations aux INTIs
(TAMs et M184V) et a certains INNTIs. Toutefois, elles ne sont pas analysées en routine car
leur interprétation clinique est encore mal connue (Delviks-Frankenberry et al., 2013; Maiga et

al., 2012; Muniz et al., 2014; von Wyl et al., 2010).
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La résistance du VIH aux ARVs est donc un mécanisme d’évolution naturelle, qui
permet au VIH d’échapper a la fois au systéme immunitaire mais aussi a la pression
antirétrovirale (Tang et Shafer, 2012). En I’absence de TAR, la souche sauvage qui est
généralement bien adaptée a I’environnement naturel de son héte va se répliquer davantage,
comparé aux variants minoritaires ayant une capacité réplicative (fitness en anglais) moindre.
C’est donc la souche sauvage qui prédomine largement chez un patient non traité. En présence
d’un TAR, les mutations associées a la résistance aux ARVs (mutations de résistance, pour
simplifier) apportent un avantage réplicatif plus ou moins important aux variants minoritaires
correspondants. Ces derniers étant moins inhibés par le TAR, ils vont pouvoir se répliquer et
émerger jusqu’a devenir a leur tour majoritaires, surtout dans les cas les plus courants ou la
souche sauvage est sensible. Comme le TAR associée au VIH/SIDA est a vie, I’émergence d’un
certain degré de résistance aux ARVs est attendue chez les patients traités (méme en cas de

schéma thérapeutique appropri€ et de niveau d’observance optimal).

En pratique, on distingue plusieurs catégories de résistances. La résistance acquise
(ADR, acquired drug resistance en anglais) survient lorsque la pression de sélection exercée
par le TAR entraine I’émergence de résistance chez un patient recevant un TAR. La résistance
transmise (TDR, transmitted drug resistance, en anglais) survient quant a elle chez les patients
ayant été directement infectés par une souche résistante. La résistance pré-thérapeutique
(PDR, pre-treatment drug resistance, en anglais) concerne les patients initiant un TAR et qui
peuvent avoir des résistances soit transmises, soit acquises au cours d’une exposition préalable
aux ARVs (prévention de la transmission du VIH de la mere a I’enfant (PTME), prophylaxie
post- ou pré-exposition [PrEP], ou TAR antérieur). Plus rarement, on observe une résistance
naturelle qui survient chez des virus n’ayant jamais subi de pression du TAR, comme avec les
INNTIs et pour le VIH-2 et plus de 60% des VIH-1 O (Poveda et al., 2005; Ren et al., 2002;
Tebit et al., 2016). Le VIH-2 est aussi naturellement résistant a 1’Enfuvirtide (inhibiteur de
fusion) et posséde une sensibilité réduite a plusieurs IPs (Poveda et al., 2005; Raugi et al., 2016).
Avec ces deux virus, un TAR de 1°° ligne a base d’IP (LPV/r) doit étre utilisé a la place des

INNTIs généralement recommandés dans les pays du Sud (partie 4.2).

2.2.1.2. Déterminants de la résistance du VIH-1 aux ARVs

Les facteurs contribuants a la sélection de mutations associées a la résistance du VIH-1
aux ARVs (mutations de résistance, pour simplifier) peuvent étre regroupés dans les 4

catégories suivantes : (1) TAR, (2) virus, (3) patient (hote), et (4) environnement.
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Méme si un seul facteur suffit parfois (ex. inobservance du TAR), la sélection des mutations de

résistance peut-&tre aussi multi-factorielle.

(1) Facteurs liés au TAR : la notion barriére génétique s’applique aux molécules du
TAR. Elle correspond a leur capacité a ne pas sélectionner des souches résistantes lorsqu’une
faible virémie persiste. En pratique, elle dépend de plusieurs conditions : (1) nombre et type
(transition < transversion) de changements nucléotidiques nécessaires pour obtenir une
mutation de résistance, (2) impact de cette mutation sur le niveau de sensibilité a I’ARV, (3)
impact de cette mutation sur la capacité de réplication virale. Comme nous ’avons vu
précédemment (partie 2.1), les TAR a base d’INNTIs ont une barrieére génétique plus faible
que ceux a base d’IPs/r, sélectionnant ainsi plus rapidement des mutations associées a la

résistance (Figure 19).
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Figure 19. Schéma de la barri¢re génétique et de 1a puissance des principaux ARVs couramment utilisés.

Les INNTIs et INTIs généralement utilisés en TAR de 1% ligne dans les pays du Sud sont colorés en gris. Les IPs
indiqués en TAR de 2°™ ligne sont colorés en et les INIs en vert (modifié d’aprés Tang et Shafer, 2012).

De plus, le risque d’émergence de la résistance est plus élevé en cas d’administration de
schémas thérapeutiques sous-optimaux, qui par exemple ne comprennent qu’un ou deux ARVs
suite a de mauvaises pratiques de prescription ou a des ruptures de stock fréquentes dans

certains pays du Sud. A I’inverse, 1’utilisation de schémas complexes avec un nombre élevé de
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comprimeés est associée a une diminution de 1’observance, favorisant aussi 1’émergence de la

résistance. L’utilisation de formulations combinées a dose fixe avec un seul comprimé par jour

favorise 1’observance et diminue le risque de sélection de mutation de résistance. L utilisation

de molécules puissantes limite aussi ce risque. Les interactions médicamenteuses peuvent aussi

réduire les concentrations d’ARVs a des niveaux sous-optimaux. Enfin, I’exposition préalable

aux ARVs, par exemple lors de I’emploi d’une dose unique de NVP pour la PTME, est

susceptible d’entrainer une résistance pré-thérapeutique, pouvant conduire plus rapidement a

des échecs virologiques et a I’accumulation de mutations de résistance. En cas de TAR, certains

ARVs peuvent sélectionner des mutations qui provoquent aussi des résistances a des molécules

auxquelles les patients n’ont pas encore €té exposés, on parle alors de résistances croisées.

(2) Facteurs liés au virus : la fréquence et les caractéristiques des profils de mutations

peuvent quelque fois varier en fonction des sous-types viraux. C’est le cas par exemple du VIH-

1 C qui a une barriere génétique plus faible pour acquérir la V106M en présence d’INNT]Is. En

effet, le nombre de changements nucléotidiques nécessaire pour acquérir la V106M est égale a

un pour le VIH-1 C (GTG — ATGQG), alors qu’il est de deux pour les VIH-1 B (GTA — ATG)

(van de Vijver et al., 2006). De méme, la mutation K65R émerge plus rapidement avec le VIH-

1 C, en présence de d4T/TDF, du fait d’un polymorphisme unique autour de cette position qui

est a ’origine d’un mécanisme de « pausing » au cours de la synthése d’ADN (Figure 20)

(Brenner et al., 2006; Coutsinos et al., 2009).
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Figure 20. Description du mécanisme de « pausing »
lié au polymorphisme unique du VIH-1 C a I’origine
d’une émergence plus rapide de la mutation K65R
en présence de TDF et d4T :

(1) Le VIH-1 C posséde un polymorphisme unique (en
positions 64, 65 et 66 de la RT) contenant un
homopolymere constitué de nucléotides Adénine (A) se
terminant en position 65, alors que chez les VIH non C
cette série débute plutdt a cette position. (2) Au cours
de la synthése de ’ADN viral, ’ADN polymérase
réalise un « pausing » a la fin de I’homopolymére,
créant un repliement sur du Dbrin
d’ADN matrice a I’origine d’un mauvais alignement du
nucléotide C ; (3) Un nucléotide G du brin d’ADN
néosynthétisé se lie correctement au nucléotide C mal-
aligné ; (4) Les deux brins d’ADN se ré-alignent
correctement ; (5) Un deuxiéme nucléotide G est

lui-méme

incorporé au nucléotide C ré-exposé pour la synthese
de ’ADN qui va pouvoir se poursuivre normalement
(modifié d’aprés Garforth et al., 2014).
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De plus, une étude menée sur environ 1 400 séquences de sous-types/CRFs différents
(14% B, 49% C, 3% G ; 25% CRF01_AE, 4% CRF02_AG, 5% autres CRFs) a montré que la
fréquence de certaines positions de mutations au niveau de la RT (41, 67, 70, 184, 215 et 219)
¢tait entre 9-20% plus élevée avec le VIH-1 C et CRFO1_AE, comparé au VIH-1 B (Huang et
al., 2016). De facon générale, ces variations ne permettent pas d’observer de différence
signicative d’efficacité des TAR entre les variants du VIH-1. Toutefois, elles justifient la
nécessité d’un suivi virologique de routine adapté pour détecter précocement les échecs

thérapeutiques dans les pays du Sud (Villabona-Arenas et al., 2016).

(3 & 4) Facteurs liés a I’héte (patient) et a ’environnement : 1’inobservance au TAR
est un facteur majeur associé¢ a la sélection de résistance puisqu’il engendre aussi une
concentration sous-optimale d’ARVs. Dans les pays du Sud, ce phénomene est fortement
associé aux facteurs programmatiques (partie contexte 4.3.2). De plus, une mauvaise
absorption du TAR et la variabilité inter-individuelle du métabolisme hépatique peuvent aussi

étre a ’origine de concentrations sous-optimales d’ARVs.

2.2.1.3 Fitness des souches résistantes et persistance des TDR

De fagon générale, les mutations associces a une résistance dans RT et PR diminuent la
capacité réplicative (fitness en anglais) du virus et par conséquent sa capacité de transmission
sexuelle (Nijhuis et al., 2001; Wagner et al., 2012; Yang et al., 2015a). Pendant la transmission
sexuelle du VIH, un seul variant génétique (founder virus, en anglais) est généralement transmis
au receveur. Le phénoméne de « goulot d’étranglement » (bottleneck, en anglais) permet
effectivement de sélectionner celui qui posseéde le meilleur « fitness » parmi 1I’ensemble des
« quasi-especes » présentes chez le donneur (Carlson et al., 2014). Toutefois, ce biais de
sélection n’empéche pas la transmission de souches résistantes, du moment que la charge virale
est détectable et que ces souches deviennent prédominantes. S’il n’existe pas d’effet bénéfique
de la mutation apres la transmission chez le receveur, il est fréquent d’observer une réversion
rapide de la souche résistante vers la souche sauvage. L’exemple le plus fréquent est celui de la
M184V qui est associée a 3TC/FTC (Figure 21) (Jain et al., 2011; Pingen et al., 2011). Chez
certaines souches nécessitant plus d’une mutation pour revenir vers la souche sauvage, il est
aussi possible d’observer des réversions incomplétes, qui peuvent persister en 1’absence de

pression du TAR (ex. formes revertantes de la T215YF).
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Par contre, certaines mutations associées a la résistance réduisent de fagon minime la
capacité réplicative du VIH et peuvent persister longtemps en 1’absence de pression du TAR.
L’exemple le plus fréquent est celui de la K103N et plus généralement des mutations associées
aux INNTIs. Certaines mutations TAMs associées aux INTIs sont également concernées. Enfin,
I’accumulation de mutations compensatoires permet d’améliorer la capacité réplicative de

certaines souches ayant acquis des mutations de résistance (Pingen et al., 2014a; Yang et al.,

2015a).
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Figure 21. Persistance des mutations transmises chez des individus naifs de TAR (modifié de Jain et al., 2011).

2.2.2 Mécanismes de résistance et mutations associées

Dans cette partie, les mécanismes de résistance du VIH-1 aux principaux ARVs
recommandés par ’OMS et utilisés dans les pays du Sud seront brievement décrits, ainsi que
les mutations de résistance cliniquement significatives les plus communes. On parle de
mutations majeures pour décrire les mutations associées a une diminution importante de la
sensibilité a certains ARVs, qu’elles soient seules ou en association avec d’autres mutations.
En plus de ces mutations, il est possible d’observer des mutations accessoires (ou mineures)
qui contribuent aussi a diminuer la sensibilité aux ARVs. La liste des mutations associées a la
résistance de I’IAS (International AIDS Society) sert en général de référence au niveau

international (Figures 22) (Wensing et al., 2015).

75



ARVs - 2.2 Résistance du VIH aux ARVs
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Figure 22. Liste des mutations de résistance du VIH-1 aux ARVs référencées par I’IAS en 2015.
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(a) Mutations de résistance aux INTIs et INNTIs, (b) Mutations de résistance aux IPs et aux INIs. Cette
figure qui ne peut étre ni modifiée, ni traduite est directement extraite de Wensing et al., 2015. Les notes ne pouvant
pas étre reproduites, elles sont a consulter sur I’article mais les éléments principaux sont rappelés dans la suite de

ce chapitre.
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2.2.2.1 Resistance aux INTIs

(1) Mutations « discriminantes » des INTIs

Les INTIs ne bloquent pas I’activité de la RT mais s’incorporent en tant que
« terminateurs de chaine » au cours de la polymérisation de I’ADN viral, comme nous 1’avons
brievement expliqué (paragraphe 2.2.1.1). Le premier mécanisme de résistance aux INTIs
implique des mutations qui diminuent leur taux d’incorporation (kpo1) au profit des dNTPs
naturels, entrainant ainsi une augmentation de la réplication virale. Cette « voie
discriminatoire » est principalement représentée par les mutations M184V/I et K65R, ainsi que
les mutations K70E, L74V, Y115F, et le « complexe Q151M » (Figures 22 & 23) (Wensing et
al., 2015).

"primer"

"-,t"e’_"mplajte’f

Figure 23. Mutations de résistance aux INTIs et INNTIs.

Les sites de mutation communément observés de de résistance aux INNTIs ( ) et aux INTIs (violet). La
M184V est située au niveau du site de polymérisation de I’ADN proviral, formé par le motif des quatre acides
aminés « YMDD » (Tyrosine, Méthionine, Acide aspartique, Acide aspartique) et situé¢ dans 1’espace entre la
« paume », le « pouce » et les autres « doigts ».

Ces mutations peuvent effectivement diminuer I’affinité de liaison des INTIs-
(bi)triphosphorylés (kp), en créant par exemple un encombrement stérique au niveau du site

actif de polymérisation de la RT (ex. M184VI). Elles peuvent aussi favoriser la liaison avec le
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groupement 3’-OH du résidu osidique des dNTPs qui est absent des INTIs (ex. Q151M)
(Iyidogan and Anderson, 2014; Menéndez-Arias, 2013). Elles peuvent également réduire
directement le kpoi des INTIs en modifiant la conformation du site actif de la polymérase

(ex. K65R).

» La mutation M184VI est sélectionnée par 3TC/FTC auxquels elle confére une forte
résistance, en réduisant par plus de 100 fois leur sensibilité, en comparaison a une souche
sauvage (Frost et al., 2000). Elle peut aussi diminuer la sensibilité¢ 8 ABC et ddI lorsqu’elle est
associée a d’autres mutations, générant ainsi des résistances croisées. Inversement, elle
augmente la sensibilité au TDF et AZT/d4T, ce qui justifie le choix de conserver 3TC/FTC
malgré la présence de virus porteurs de M184VI lorsqu’ils sont associés a TDF ou AZT, dans

le TAR de 2°™ ligne dans les pays du Sud (Gallant, 2006) (WHO, 2016a).

La M184VI réduit également le taux d’incorporation (kpo1) des dNTPs naturels, surtout
lorsqu’ils sont présents a de faibles concentrations, ce qui diminue le « fitness » du virus. Ainsi,
la M184VI est associée a une baisse de 0,5 logio copies/mL de la charge virale de I’ARN du
VIH-1, et a une diminution de la capacité de transmission du virus (Pingen et al., 2014b; Tang
et Shafer, 2012; Winand et al., 2015). Elle persiste aussi rarement en 1’absence de pression
antirétrovirale (Castro et al., 2013; Jain et al., 2011). La M184I résulte d’une substitution
nucléotidique plus commune que la M184V : elle émerge habituellement en premier puis elle
est remplacée au bout de quelques semaines par la M184V (Frost et al., 2000). Enfin, la
prévalence de M184VI semble significativement plus élevée chez les patients recevant un TAR
a base de 3TC+TDF, plus souvent utilisé dans les pays du Sud, en comparaison a FTC+TDF
(Marcelin et al., 2012).

» La mutation K65R est généralement sélectionnée par TDF, ainsi que par ABC, d4T et
ddl, réduisant par 2 fois environ leur sensibilité¢ (Garforth et al., 2014; Tang et al., 2013;
Wensing et al., 2015)3. De plus, elle réduit d’environ 5 a 10 fois la sensibilité de 3TC/FTC. A
I’inverse, elle augmente la sensibilité a ’AZT. La K65R est généralement sélectionnée plus
rapidement chez les patients infectés par le VIH-1 C (Garforth et al., 2014; Villabona-Arenas
etal., 2016).

3 http://hivdb.stanford.edu/DR/NRTIResiNote.htmI#69Wainberg1999, consulté le 20/06/16.
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» La mutation L74V/I est principalement sélectionnée par ABC et ddI et réduit
respectivement par 5 et 2 fois leur sensibilité, en association avec la M184V/I. A I’inverse, elle
augmente la sensibilité a ’AZT®. En outre, elle est occasionnellement sélectionnée par TDF
mais seule, elle est insuffisante pour diminuer sa sensibilité. Les mutations Y115F et K70E
(rare), toutes les deux sélectionnées par ABC et TDF, réduisent uniquement la sensibilité 8 ABC

(pour Y1115F) et TDF (pour K70E).

» La mutation Q151M est généralement combinée a au moins deux mutations
accessoires (A62V, V751, F77L et F116Y). On parle ainsi de « complexe Q151M », qui confere
une multi-résistance a tous les INTIs, a I’exception du TDF (Wensing et al., 2015). D’autres
mutations, entre les positions 62 et 72, semblent associées a ce complexe (T69N, K70G/Q ou
délétion en position 69) (Iyidogan et Anderson, 2014). La Q151M requiert deux changements
nucléotidiques engendrant des formes intermédiaires (ex. QI51KL) : elle n’est donc pas

fréquente et survient dans un contexte d’échec virologique prolongé (Menéndez-Arias, 2013).

(2) Mutation de « déblocage » de I’élongation ou mutations des analogues de la

thymidine (TAMs)

L’autre mécanisme de résistance aux INTIs implique des mutations qui modifient la
structure de la RT et favorisent I’excision nucléotidique de certains INTIs, en inversant le sens
de la réaction de polymérisation (Arion et al., 1998; Meyer et al., 1998, 1999). Cette réaction
de pyrophospholise utilise comme co-substrats I’ATP (adénosine triphosphate), ou plus
rarement le PPi (pyrophosphate ou diphosphate inorganique). Grace aux mutations, ils entrent
plus facilement a proximité du site des INTIs incorporées sous forme monophosphatée, en 3’
de ’ADN viral. La pyrophospolise va donc libérer les INTIs sous les formes respectives de
dinucléoside tétraphosphate ou de nucléoside triphosphate, et permettre ainsi la restauration de
la polymérisation de I’ADN viral. En outre, la réaction d’excision peut étre bloquée par la
translocation des dTNP naturels et INTIs avec I’ADN en un « complexe fermé ». Comme elles
sont couramment sélectionnées par AZT et d4T, ces mutations sont souvent appelées

« mutations des analogues de la thymidine » (TAMs, thymidine analogue mutations en anglais).
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» Les TAMs conférent la résistance a AZT et d4T, mais également des résistances
croisées avec TDF, ABC et ddI. Classiquement, il existe huit TAMs présentes a six positions
différentes sur le géne de la RT : M41L, D67N, K70R, L210W, 215Y/F et K219Q/E. 1l existe
deux profils d’acquisition des TAMs (1 et 2), qui sont distincts tout en pouvant se chevaucher.
Comme TAM-1 (M41L, T215Y, et L210W) engendre un « cott de fitness » viral plus faible, il
survient plus fréquemment et cause une résistance plus forte que TAM-2 (D67N, K70R,
K219Q/E, et T215F) (Gopalakrishnan et al., 2014; Hu et al., 2006; Marcelin et al., 2004).

En présence de pression antirétrovirale, L210W et T215F améliorent in vitro le « fitness »
des souches possédant respectivement M41L et T215Y (TAM-1) et D67N, K70R et K219Q/E
(TAM-2) (Hu et al., 2006). En I’absence ou non de pression antirétrovirale, T215Y possede un
meilleur « fitness » que T215F et serait plus facilement transmise. Toutefois, les patients
infectés avec des souches contenant T215YF développent rapidement les formes révertantes

T215ACDEGHILNSV.

Comparées aux souches ayant des mutations « discriminantes » (K65R, L74V), les
souches résistantes contenant déja plusieurs TAMs sont plus susceptibles de continuer a en
développer d’autres. Ainsi, la présence de 4 a 5 TAMs associées a la M184V/I correspond au
profil résistance a tous les INTIs le plus courant (Tang et Shafer, 2012). L’accumulation des
TAMs est souvent rapportée chez les patients en échec virologique dans les pays du Sud et dans
ce contexte, leur nombre augmente avec la durée de TAR (Cozzi-Lepri et al., 2009; Messou et
al., 2013; Tang et Shafer, 2012; Tang et al., 2013; Villabona-Arenas et al., 2016). Par ailleurs,
la présence de TAMs pourrait atténuer la sélection de K65R chez les VIH-1 C (Invernizzi et

al., 2013; Wensing et al., 2015).

On peut également observer de nombreuses mutations accessoires (ex. E40F, E44D et
V118I), en associations avec les TAMSs, qui pourraient contribuer a réduire la sensibilité des
INTIs?. Dans ce contexte, la T69ins (substitution T69S + insertion > 2 acides aminés en position
69) peut survenir de fagon rare, créant un complexe qui confere la résistance a tous les INTIs.
A noter que les TAMs sont rarement sélectionnées chez les patients infectés par le VIH-2 chez
lesquels on observe plus souvent les mutations « discriminantes » aux INTIs (M184V et

QI151M) (Charpentier et al., 2014, 2015).
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2.2.2.2 Resistance aux INNTIs

Le mécanisme de résistance aux INNTIs implique des mutations qui sont situées au
niveau de leur site actif, dans la poche hydrophobe située a proximité du site de polymérisation
de ADN (Figures 22 & 23) (Wensing et al., 2015). Ces mutations réduisent I’affinité des

INNTIs a leur site actif ou elles leur en empéchent 1’acces.

» Les mutations K103NS, Y181CIV, et G190GSA sont les plus communes, ainsi que
L1001, K101EP, V106AM, Y188CL et M230L. La présence d’une seule de ces mutations
majeures confére généralement la résistance aux INNTIs de 1% génération (EFV et NVP). A
’exception de K103NS et VI06AM, elles réduisent aussi la sensibilité des INNTIs de 2™
génération (ETR et RPV). Comparée aux INTIs et surtout aux IPs, la barriere génétique des
INNTISs est plus faible, car une seule mutation suffit généralement a conférer une résistance a
EFV/NVP et RPV. Bien que RPV et ETR aient une structure chimique similaire, la barriere
génétique de ’ETR semble plus élevée. Comme ces mutations ont généralement peu d’impact
sur le « fitness » viral, elles sont relativement bien transmises et persistent en I’absence de TAR
(Castro et al., 2013; Jain et al., 2011). Il n’est donc pas recommandé de conserver EFV, NVP

ou RPV en présence des mutations de résistance associées aux INNTIs.

» La mutation E138K peut étre sélectionnée par RPV et ETR et semble réduire plus
fortement la sensibilité de RPV lorsqu’elle est associée a M184VI. Toutefois, les mutations de
cette position (E138 AGKQ) représenteraient plutot un polymorphisme génétique chez les VIH-
1 non B (Abecasis et al., 2015). Par exemple, E138A est présente chez 5% des VIH-1 C*,

> Les mutations en positions 181 et/ou 188 de la RT sont présentes chez les VIH-2 et
de nombreux VIH-1 O (60%), conférant ainsi une résistance naturelle a tous les INNTIs (Ren

et al., 2002; Tebit et al., 2016).

2.2.2.3 Résistance aux IPs

Le mécanisme de résistance aux IPs implique généralement des mutations situées dans
les régions naturellement conservées du site actif de la protéase (mutations majeures) ainsi que

des mutations plus a distance (mutations accessoires) (Figures 22 & 24) (Wensing et al., 2015).
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Les IPs sont des molécules a forte barriere génétique car ils nécessitent généralement
d’accumuler plusieurs mutations de résistance pour voir diminuer significativement leur affinité
de liaison avec le site actif de la protéase. Ainsi, la présence d’au moins 3 mutations est
habituellement nécessaire pour conférer une résistance aux IPs les plus couramment utilisés

(ATZ/r, LPV/r et DRV/r).

site actif
motif "DTG"

",
2s,

“n. N N« B-terminal

....................

Figure 24. Structure de la protéase du VIH-1 et sites de mutation associés a une résistance aux IPs.

La protéase est un homodimere constitué de 99 acides aminés. Les zones d’interface entre les dimeéres sont
représentées par des pointillés bleus. C’est une aspartyl protéase qui contient un motif conservé « DTG » dans
chaque sous-unité, correspondant & Asp?*-Thr?*-Gly?’, et qui représente le site actif de la protéase. En présence de
pression antirétrovirale, on peut distinguer les régions hautement conservées ( et lettres bleues), les régions
naturellement variables (gris) et les régions naturellement conservées ou apparaissent les principales mutations de
résistance (vert) (modifié¢ d’apreés Louis et al., 2011; Menéndez-Arias, 2013).

» Les mutations majeures sont souvent sélectionnées en premier et concernent les 13
positions suivantes: D30N, V32I, L33F, M46IL, [47AV, G48VM, I50LV, I5S4VTALM, L76V,
V82AFTSL, 184V, N88DS et L90M (Figure 22 & 24) (Wensing et al., 2015)°. Généralement,
elles vont d’abord modifier les interactions de liaison entre les IPs et le site actif de la protéase,
entrainant un réarrangement pour les ré-ajuster. Il en résulte une baisse de la capacité réplicative
du virus. Méme si certaines de ces mutations sont spécifiques d’un IP (ex. ISOL pour ATZ), la
plupart d’entre elles entrainent une résistance croisée aux autres molécules de la classe, d’autant

plus forte que le nombre de mutations est élevé.
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» Les mutations accessoires viennent ensuite s’accumuler pour améliorer le « fitness »
viral et renforcer ainsi la résistance. Certaines d’entre-elles représentent communément des

polymorphismes génétiques chez les VIH-1 non B (Vergne et al., 2000; Wensing et al., 2015).

2.2.2.4 Resistance aux INIs

Quatre positions principales de mutations majeures aux INIs de 1% génération (RAL et
EVQG), situées a proximité du site actif de 1’intégrase, ont été¢ décrites : E92, G140, Q148 et
N155 (Figure 22 & 25) (Menéndez-Arias, 2013; Wensing et al., 2015). Située 1égérement en

dehors du site actif, la position Y143 interagit aussi avec RAL.

ﬁn ; 148

Figure 25. Structure du site actif de I’intégrase du VIH-1 et sites de mutation associés a une résistance aux INIs.

Le site actif de I’enzyme (acides aminés 50-212) contient notamment le motif « DDE » correspondant & Asp®-
Asp''®-Glu'>? (bleu) et les cations Mg2+ sont indiqués en violet. Les principales positions de mutations sont
indiquées en rouge (modifié d'aprés Menéndez-Arias, 2013).

Il existe trois profils distincts d’acquisition de résistances avec RAL, définis par la
présence d’une mutation majeure plus ou moins souvent accompagnée d’au moins une mutation
accessoire : (1) « Voie Q184 » (plus fréquente) inclut Q148HKR avec souvent G140AS et/ou
E138AK, ou L74M parfois ; (2) « Voie N155 » inclut N15S5SHST, avec occasionnellement
L74M, E92Q, T97A, G136R ou V1511 ; (3) « Voie Y143 » (plus rare) inclut Y143CHR, avec
parfois L74Al, E92Q, 1203M et S230R. Certaines mutations accessoires peuvent représenter
des polymorphismes génétiques chez les VIH-1 non B (Monleau et al., 2012).
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» La mutation Q184HKR réduit entre 5 et 100 fois la sensibilité de RAL/ELV si elle est
seule, et de plus de 100 fois lorsqu’elle est associée avec G140SA. Cette association réduit aussi
de 10 fois la sensibilité de DTG. La plupart des mutations associées au RAL sont croisées avec
ELV, sauf'la « voie Y143 » qui est plus rare. De plus, la mutation E92Q seule confére une plus
forte résistance a ELV que RAL. Il existe aussi des mutations majeures qui sont spécifiques a
ELV, comme T66IAK ou S147G. Le DTG possede une barricre génétique plus élevée que les
molécules de 1°° génération (RAL et ELV) et il semble possible de I’administrer chez des

patients en échec virologique avec des souches résistantes 8 RAL/ELV (Castagna et al., 2014).

2.3 Analyse et interprétation de la résistance

2.3.1 Généralités sur les tests de résistance

L’analyse de la résistance du VIH aux ARVs se fait généralement avec des tests
génotypiques et parfois phénotypiques. L’analyse phénotypique peut étre réalisée soit avec un
virus isolé des cellules mononuclées du sang périphérique (lymphocytes TCD4 et
monocytes/macrophages) (PBMCs, peripheral blood mononuclear cells en anglais), soit avec
un virus recombinant dans lequel le géne cible (ex. po/) du patient a été inséré (Antivirogram®,
Virco ; PhenoSens®, Monogram). Ces virus sont ensuite mis en culture avec différentes
concentrations d’ARVs afin d’évaluer in vitro le degré d’inhibition de la réplication virale
(Hertogs et al., 1998; Kellam et Larder, 1994). Les résultats sont exprimés par le rapport entre
la Clso ou Cloo (concentration inhibitrice 50% ou 90%) de la souche du patient et celle d’un
isolat sensible de référence. Ces tests sont plus chers, plus complexes et plus longs a réaliser
que les tests génotypiques et ils n’ont pas montré de bénéfice clinique supérieur pour la prise
en charge des patients. Ils sont donc principalement utilisés pour évaluer la résistance a des

nouveaux ARVs testés au cours d’essai cliniques.

L’analyse génotypique détecte les mutations de résistance en comparant les séquences
de la souche du patient par rapport a celle d’une souche sensible de référence (ex. VIH-1 B
HXB?2 : K03455), dans les régions ciblées par les ARVs. 1l s’agit généralement de 1’ensemble
de la protéase (codon 1 a 99) et d’une partie de la RT (codon 1-40 a 247-335) (gene pol) mais
aussi en fonction du TAR, d’une partie de I’intégrase (codon 1 a 160) (geéne pol) et de la gp41.

85



ARVs - 2.3 Analyse et interprétation de la résistance

De plus, en cas de prescription de Maraviroc (antagoniste CCRS), un test de tropisme est réalisé
afin de vérifier la présence d’un virus majoritaire utilisant le co-récepteur CCRS. Généralement,

on fait un test génotypique qui analyse la séquence de la boucle V3 de la gp120 (géne env).

Le plasma est le prélevement de référence pour réaliser le test génotypique afin
d’amplifier ’ARN du VIH de la souche circulante chez le patient. Dans les pays du Sud le sang
séché sur papier buvard (DBS, dried blood spot en anglais) est aussi utilisé. Dans les pays du
Nord, ce test est parfois réalisé sur I’ADN du VIH des PBMCs lorsqu’on souhaite déterminer
le sous-type viral, détecter certains polymorphismes ou mutations de résistance « archivées »
(qui ne sont pas forcément celles observées chez la souche circulante) chez des patients ayant
une CV ARN plasmatique indétectable. La valeur prédictive positive des mutations de
résistance dans ’ADN du VIH-1 est bonne, mais la valeur prédictive négative semble plus
faible : I’absence de mutations de résistance « archivées » doit donc étre interprétée avec
prudence (Morlat 2015). Généralement, I’ARN du VIH est extrait a partir de 140 a 500 puL de
plasma. Comme 1’amplification est plus difficile dans les échantillons avec de faibles CV (<
1 000 copies/mL), on peut utiliser une prise d’essai d’1 mL et réaliser une ultracentrifugation
pour concentrer I’ARN du VIH-1. La région ARN ciblée est rétro-transcrit en ADNc, qui est
ensuite amplifié par réaction de polymérisation en chaine (PCR, polymerase chain reaction en
anglais) grace a une Taq polymérase, en deux ou une seule étape grace a I’utilisation d’enzymes

« one-step ».

Actuellement, le principal test génotypique de résistance commercialisé est ViroSeq
HIV-1 Genotyping System v2.0 (Celera Diagnostics, CA, USA), approuvé par la FDA et mis
au point sur les VIH-1 B (Eshleman et al., 2004). Il existe aussi le kit Trugene HIV-1
Genotyping (Siemens, Healthcare, NY, USA) (Grant et al., 2003; Jenabian et al., 2015), qui est
contraignant a utiliser car I’électrophorese est toujours réalisée sur un gel d’acrylamide, plutot
qu’avec un séquenceur automatique. Ces tests, mis au point pour les VIH-1 B, possédent des
logiciels d’édition et d’interprétation des séquences. Avec ViroSeq, des études menées sur les
variants du VIH-1 circulant dans plusieurs pays d’Afrique sub-saharienne (Cameroun, Gabon,
RCA, Sénégal et Tchad) ont rapporté des taux d’échec importants (> 10-75%) chez 4 des 7
amorces de séquencage : A et D (sens, en 5’ de la protéase), F (antisens, en 3’ de la protéase)
et H (antisens, en 3’ de la RT) (Aghokeng et al., 2011; Mouafo et al., 2015; Thiam et al., 2013).
Par conséquent, plusieurs tests « maison » ont été¢ développés pour pouvoir séquenger
correctement une large diversité de variants du VIH-1, dont celui du groupe AC11 de I’ANRS

(www.hivfrenchresistance.org) (Aitken et al., 2013a; Inzaule et al., 2013; Manasa et al., 2014;
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Monleau et al., 2014; Zhou et al., 2011). Ces tests sont généralement moins chers (Inzaule et
al., 2016a). En Afrique du Sud, I’initiative ART-A (Affordable Resistance Test for Africa) a
aussi permis le développement de tests « maison » plus spécifiquement adaptés au VIH-1 C, en
utilisant des stratégies toujours favorables a la réduction du colit (diminution du nombre
d’amorces de séquengage et des volumes de réactifs, simplification de la méthode PCR et
amplification du fragment RT seulement) (Aitken et al., 2013a). D’autres tests « maison »

existent pour séquencer les groupes divergents N, O et P (Villabona-Arenas et al., 2015).

Les tests génotypiques de résistance utilisent couramment le séquencage nucléotidique
classique, basé sur la méthode de Sanger, est désormais automatisé grace a des séquenceurs
(Sanger et al., 1977). Cette technique donne la séquence consensus issue du produit de PCR.
Les variants minoritaires ne peuvent étre détectés que si leur prévalence dépasse 15 %, car en
deca les signaux de fluorescence qu’ils émettent sont masqués par ceux du produit majoritaire
(Brenner, 2014). Principalement dédiée a la recherche, le NGS (Next Generation Sequenging,
en anglais) est une technique de séquencage a haut débit qui permet de détecter tous les variants
minoritaires présents dans un prélevement. Différents appareils sont disponibles sur le marché
mais ils continuent aussi d’étre développés, notamment pour améliorer les longueurs de
séquences générées qui sont actuellement comprises entre 75 et 400 pb. En plus de leur cott
tres €levé, le probléme majeur de ces nouvelles technologies réside dans la quantité importante
de données brutes générées, qu’il faut étre capable d’en vérifier la qualité, de les analyser puis
de les stocker. La présence indispensable d’un bio-informaticien pour les premicres analyses,

fait que la plupart des recherches produisant des séquences VIH s’effectuent sans NGS.

2.3.2 Interprétation des mutations de résistance

L’interprétation des tests génotypiques de résistance consiste a utiliser des algorithmes
qui permettent de donner un sens clinique en prédisant le succes ou I’échec thérapeutique. Les
algorithmes comparent la séquence obtenue a celle d’un virus de référence sensible.
L’identification des mutations de résistance est notamment basée sur les critéres suivants : (1)
les mutations in vitro, qui ont été sélectionnées au cours de mises en cultures répétées en
présence d’ARV et dont I’introduction par mutagénese dirigées dans une souche de référence
confirme I’impact phénotypique, (2) les mutations in vivo observées a partir des données
cliniques issues des essais thérapeutiques. Il existe trois algorithmes principaux pour interpréter

les mutations de résistance d’une séquence du VIH-1 en niveau de résistance aux ARVs : (1)

87



ARVs - 2.3 Analyse et interprétation de la résistance

ANRS, (2) Stanford HIVdb et (3) Rega Institute. Ces algorithmes sont enregistrés dans des
logiciels disponibles en ligne gratuitement auxquels on soumet les séquences a analyser :

http://sierra2.stanford.edu/sierra/servlet/JSierra?action=sequencelnput.

Concernant ’interprétation de séquences de VIH-2, I'utilisation de 1’algorithme GRADE

(Genotypic Resistance-algorithm DEutschland, en anglais) est plus adapté : http://www.hiv-
grade.de/cms/grade/homepage/ (Charpentier et al., 2015).

Pour chaque molécule ARV, le résultat obtenu avec 1’algorithme ANRS s’exprime en
trois « niveaux de résistance » : Résistance (R), résistance Intermédiaire (I) et Sensible (S) ; en
fonction des types ou associations de mutations observées. L’algorithme de Stanford ajoute
deux niveaux intermédiaires supplémentaires (peu sensible et résistance faible). Il calcule un
score total (0-60) a partir des différents scores attribués a chaque type de mutation, et en tenant
compte aussi des associations de mutations possibles. Ainsi, les différences entre les
algorithmes et les niveaux d’interprétation peuvent parfois conduire a des discordances de
résultats sur certaines mutations de résistance, notamment chez les VIH-1 non B (Wagner et
al., 2015). Régulierement, les algorithmes sont mis a jour et proposent des nouvelles versions
qui tiennent compte de I’évolution des connaissances. L’IAS (International AIDS Society) fait
aussi une revue des publications traitant de la résistance du VIH pour actualiser la liste des
mutations aux ARVs (Figure 22). Cette liste peut servir de référence au niveau internationale,
mais elle ne fait pas office d’algorithme. Enfin, le Score Génotypique de Sensibilité (GSS) est
parfois utilisé afin de simplifier ’interprétation des mutations. Il permet de représenter la
somme des médicaments actifs présents dans un schéma thérapeutique, variant généralement

entre 0 (aucun médicament actif) et 3 (Fofana et al., 2014; Jiamsakul et al., 2014).

En pratique, ’interprétation d’un test génotypique de résistance est a prendre avec
précaution. Il faut d’abord s’assurer que le prélevement ait bien été réalisé en présence d'un
TAR optimal. Sinon, la ré-émergence de la souche sauvage sensible (phénoméne de « re-
sensibiliation ») peut conduire a une interprétation erronée du résultat. En cas d’interruption de
TAR, le choix des nouveaux ARVs doit donc plutot se baser sur un test génotypique de
résistance réalisé au préalable. En cas de suivi virologique régulier, il est nécessaire de ré-
interpréter les anciens tests de résistance avec la version actuelle de I’algorithme utilisé afin de
pouvoir les comparer correctement au nouveau test. Compte-tenu de 1’archivage des mutations,
il est nécessaire d’interpréter les tests de résistance de fagon cumulative. Enfin, pour une
interprétation complete, le résultat du test de résistance doit étre accompagné de I’identification

du sous-type viral par analyse phylogénétique de la séquence de la RT.
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3.1 Présentation générale

3.1.1 Définition

La charge virale (CV) VIH est définie par la concentration de particules virales ou pro-
virales dans un compartiment spécifique de 1’organisme. On 1’évalue habituellement en
quantifiant I’ARN, mais il est aussi possible de mesurer I’activité enzymatique de la RT ou
I’antigene p24. La CV ARN plasmatique est directement corrélée au nombre de particules
virales circulant dans ce compartiment. Elle est donc utilisée pour le suivi virologique de routine
des patients car elle reflete la réplication active du VIH, qui est importante dans ce
compartiment, et par conséquent 1’évolution de I’infection (Figure 7) (Coombs et al., 1989;
Harrigan, 1995; Ho et al., 1995; Mellors et al., 1996; Wei et al., 1995). Le prélevement de
référence pour réaliser la CV ARN est donc le plasma. D’autres alternatives sont actuellement
proposées dans les pays du Sud, comme le sang séché sur papier buvard (DBS, dried blood spot

en anglais) (WHO, 2016a). Ce sujet est traité en partie 3.3 de ce chapitre.

La CV ADN a une signification plus complexe car elle quantifie les pro-virus et les
formes non intégrées, qui sont notamment présents dans les cellules mononuclées du sang
périphérique (lymphocytes TCD4 et monocytes/macrophages) (PBMC, peripheral blood
mononuclear cell en anglais) sous formes actives et latentes (réservoirs). Elle semble étre un
marqueur encore plus prédictif de 1’évolution de I’infection que la CV ARN, a la fois chez les
patients naifs de TAR et a la fois chez ceux qui sont en succes virologique sous TAR (CV ARN
VIH plasmatique indétectable) (Tsiara et al., 2012). En pratique clinique, elle est fréquemment
utilisée comme test qualitatif dans le cadre du diagnostic précoce du VIH chez les nouveau-nés,
qui est réalisé sur DBS dans les pays du Sud. Dans les pays du Nord, elle est parfois utilisée
pour le suivi des patients en succes virologique sous TAR, en particulier lorsqu’il est envisagé

un allegement thérapeutique (Alidjinou et al., 2015) (Morlat 2015).

La CV s’exprime sous forme arithmétique (copies/mL) ou logarithmique décimale
(logio copies/mL) pour tenir compte a la fois de 1I’étendue des valeurs (allant de 20 a 10 millions
de copies/mL, soit 1,3 a 7,0 logio copies/mL) mais aussi de leur variabilité. Cliniquement, une
variation de CV est significative si elle est supérieure a 0,5 logio copies/mL (soit un facteur 3
en expression arithmétique) et elle est majeure si supérieure a 1,0 logio copies/mL (soit un
facteur 10 en expression arithmétique). Ainsi, ['unité logarithmique minimise les variations de

faibles amplitudes dont la signification clinique préte a discussion.

91



Charge virale et DBS - 3.1 Présentation générale

3.1.2 Méthodes immuno-enzymatiques

Les techniques de CV mesurent I’antigéne p24 (HIV-1 p24 Ultra ELISA, PerkinElmer)
ou I’activité de la RT (ExaVir™ Load v3.0, Cavidi AB) utilisant les méthodes immuno-
enzymatiques ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, en anglais). Simples et peu
colteuses, elles représentent de bonnes candidates pour les pays du Sud mais leur
développement a rencontré des limites, plus ou moins bien surmontées. Ainsi, le test p24
quantifie surtout VIH-1 sous-type B et avec un seuil de détection élevé (~10 000 copies/m, et
son usage reste appliqué a la recherche (Bystryak et Acharya, 2016; Luft et al., 2011). Un autre
probléme du test p24 est lié a la formation de complexes immuns non spécifiques, plus

fréquemment observés dans les pays du Sud que dans les pays du Nord (Kestens et al., 1991).

Concernant le test ExaVir™ Load v3.0, plusieurs améliorations (modification de la
composition des tampons de lyse et de lavages, augmentation de la prise d’essai et du temps de
réaction de la RT) ont permis d’augmenter son seuil de détection a 200 copies/mL (Greengrass
et al., 2009; Malmsten et al., 2005). Brievement, la RT est récupérée apres la lyse des particules
virales extraites a partir de 1 mL de plasma. Le lysat est ajouté a une matrice ARN liée a une
phase solide, en présence des amorces et substrats de la RT. La quantité d’ADN synthétisé est
mesurée par ELISA a partir d’une courbe standard de RT recombinante. La durée de réalisation
de ce test est longue, notamment en raison des temps d’incubation importants. Actuellement, il
est réalisé manuellement (30 échantillons/série, Sh de technique manuelle sur un total de 48h),

et un test automatisé ZIVA™ (Cavidi AB) est en cours de développement (UNITAID, 2015).

Comme la mesure de ’activité enzymatique de la RT est indépendante de la diversité
génétique du VIH, le test ExaVir™ Load v3.0 a I’avantage de quantifier tous les types et sous-
types viraux, notamment VIH-2 et VIH-1 groupe O (Braun et al., 2003; Gupta et al., 2016;
Labbett et al., 2009; Padaki et al., 2015). Il aurait une sensibilité > 90% au seuil de 200
copies/mL et > 95% au seuil de 1000 copies/mL, liée notamment a des mesures de CV
légerement inférieures (0,2-0,3 logio copies/mL), comparé au test de CV ARN Abbott Real-
Time HIV-1 VL (Abbott Molecular, USA) (Gupta et al., 2016; Labbett et al., 2009). Le test
ExaVir™ Load pourrait donc étre utilisé pour le suivi virologique de patients sous TAR vivant
dans les pays du Sud, ou le seuil d’échec virologique est de 1 000 copies/mL (WHO, 2016a).
Cependant, alors que la présence des INNTIs (qui se fixent sur la RT) ne semble pas affecter
ses performances, 1’impact des mutations de résistance au niveau de la RT (qui peuvent

modifier le « fitness » viral) doit encore étre étudié a plus grande échelle (Gupta et al., 2016).

92



Charge virale et DBS - 3.1 Présentation générale

3.1.3 Techniques moléculaires et enjeux de développement

3.1.3.1 Développement des techniques moléculaires

Les techniques moléculaires de CV mesurant les acides nucléiques sont apparues au
milieu des années 1990. Elles étaient basées sur I’amplification de séquences ARN ou ADN,
réalisée respectivement grace aux méthodes de RT-PCR (transcription inverse et réaction de
polymérisation en chaine) et NASBA (nucleic acid sequence-based amplification en anglais),
avec une quantification « en point final » (fin de réaction) par ELISA ou chimiluminescence
(van Gemen et al., 1993; Mulder et al., 1994). D’autres techniques étaient basées sur
I’amplification du signal, comme celle de I’ADN branché (bDNA, branched DNA signal
amplification en anglais) (Coste et al., 1996; Pachl et al., 1995).

A partir de 2005, les méthodes de quantification « en temps réel » sont apparues,
améliorant de fagon importante la sensibilité des tests de CV. Leur principe est basé sur la
détection continue d’une fluorescence émise tout au long de I’amplification, et de la
quantification lors de la phase exponentielle de la réaction. Ces nouvelles méthodes ont aussi
réduit les risques de contamination en phase de post-amplification qui existaient avec les
méthodes de quantification « en point final ». De plus, I’augmentation des volumes de prise
d’essai a permis d’améliorer la capacité de détection aux seuils actuels de 20-50 copies/ml. Au
cours de ce développement, les fournisseurs des principaux tests commercialisés (Abbott,
BioM¢érieux, Roche et Siemens) ont aussi automatisé¢ les techniques, avec la possibilité
d’inclure 1’étape d’extraction, en vue d’augmenter les capacités de rendement (de Mendoza et

al., 2005; Ruelle et al., 2009; Schumacher et al., 2007; Tang et al., 2007).

Une plateforme de CV est composée d’un systeme d’extraction des acides nucléiques et
des systemes d’amplification et de détection. Le développement de la polyvalence de certaines
d’entre elles, permet désormais la détection et le suivi des co-infections a VIH et aussi des
infections de patients non VIH, comme la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis, MTB), les
hépatites B et C (VHB et VHC) et les infections sexuellement transmissibles (IST) liées a
Chlamydia trachomatis/ Neisseria gonorrhoeae (CT/NG). Enfin, le développement de
protocoles adaptés a I’utilisation de DBS représente désormais un enjeu important, en

particulier dans les pays du Sud.
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La PCR digitale est une autre méthode, plus précise et plus sensible que la PCR
quantitative « en temps réel » (QPCR). Son principe est basé sur la partition de 1’échantillon
dans des milliers de micro-réacteurs distincts dans lesquels se déroulent ou non I’amplification
et sur la quantification estimée avec la loi de Poisson (Vogelstein et Kinzler, 1999). Méme si
elle est de plus en plus utilisée dans les pays du Nord pour mesurer de trés faibles valeurs de
CV ARN et ADN, elle ne I’est pas en routine car elle est chére et difficile a mettre en

application.

3.1.3.2 Techniques moléculaires et diversité génétique du VIH

La grande diversité génétique du VIH (partie 1.3) a représenté un enjeu majeur dans le
développement des techniques moléculaires. Les premiers tests de CV ont été congus pour
détecter et quantifier le VIH-1 M groupe B qui, bien qu’il soit majoritaire dans les pays du
Nord, représente seulement 10% environ des virus circulant dans le Monde (Hemelaar et al.,
2011). Par conséquent, la détection et la quantification des VIH-1 non B n’étaient pas toujours
correctes, engendrant une sous-estimation des valeurs de CV et méme des résultats faussement

négatifs (Amendola et al., 2002; Loussert-Ajaka et al., 1995; Swanson et al., 2005).

L’optimisation des sondes et des amorces, en ciblant des régions trés conservées et
partagées entre différents variants, permet désormais de détecter une plus large diversité de
variants du VIH-1 M (A-J) et les groupes divergents N, O et P pour certains tests (Peeters et al.,
2010). Des approches proposant des méthodes de « double-amplification » ciblant deux régions
différentes des génomes des VIH ont aussi été développées (Avettand-Fenoel et al., 2014;
Sizmann et al., 2010). Cependant, aucun test de CV commercialisé n’est parfait et il y a toujours
quelques échantillons non détectés ou mal quantifiés qui peuvent engendrer des conséquences
cliniques pour les patients (Mourez et al., 2015). Idéalement, chaque laboratoire devrait d’abord
pouvoir comparer différentes plateformes de CV ou bien connaitre la diversité génétique des
VIH-1 circulant dans sa région afin de choisir celle qui est la plus adaptée. Il faudrait aussi
pouvoir mettre en évidence d’éventuels problemes de quantification en réalisant la CV sur deux
plateformes différentes, surtout quand des différences sont observées entre les valeurs de CV

et la clinique, voire parfois les CDA4.
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3.1.3.3 Techniques moléculaires et tests de CV « ouverts »

Parallelement aux tests commerciaux, plus d’une quinzaine de tests maison dit
«ouvert » de RT-PCR quantitative « en temps réel » (RT-qPCR) ont été mis au point. Leurs
objectifs de développement étaient a la fois de s’adapter a la diversité génétique du VIH-1 mais
¢galement aux conditions programmatiques des pays du Sud, avec des colits d’équipements et
de réactifs qui étaient avantageux a cette période (Rouet et al., 2008). Parmi eux, le test Generic
HIV Charge virale (Biocentric, Bandol, France), développé par I’ANRS (Agence Nationale de
Recherche sur le SIDA), est commercialisé depuis 2008 (Rouet et al., 2005, 2007). II est
actuellement utilisé dans plusieurs pays du Sud et mis en place dans quatre pays d’ Afrique sub-
saharienne (Burundi, Cameroun, Cote d’Ivoire et Guinée) avec le programme OPP-ERA (Open
Polyvalent Platforms - Era) d’UNITAID, dont I’un des objectifs est de renforcer et décentraliser
I’acces a la CV dans ces pays. Actuellement, de nouveaux tests maison continuent d’étre mis
au point et développés par différentes équipes de recherches a travers le monde puisque la
diversité génétique du VIH continue de poser des problémes de sous-quantification (Aitken et
al., 2013b; Kaur et al., 2014). Au laboratoire, un test ouvert et polyvalent a été développé. 1l
possede la caractéristique de détecter une large diversité de variants du VIH-1 et ces ancétres,
des SIVs de chimpanzés et de gorilles, a I’origine des 4 transmissions inter-especes de VIH-1

M, N, O et P (Etienne et al., 2013).

Concernant la quantification du VIH-2, il existait uniquement des tests maison jusqu’a
la commercialisation récente d’un test « ouvert » par Biocentric, en collaboration avec I’ANRS.
Il se caractérise par une tres faible limite de détection inférieure (LDI) : 10 copies/mL, avec une
prise d’essai d’ImL de plasma (Avettand-Fenoel et al., 2014; Delarue et al., 2013; Ekouévi et
al., 2015). Leur développement a di tenir compte de la plus faible capacité réplicative du VIH-
2 par rapport au VIH-1 : les patients infectés par le VIH-2 ont trés fréquemment une CV <1 000
copies/mL, méme en I’absence de TAR. Il a dG aussi prendre en compte la plus grande diversité
génétique des VIH-2, en palliant notamment les problémes liés a la mauvaise détection et
quantification du VIH-2 B. Certains SIVsmm de mangabés enfumés, a 1’origine de la
transmission inter-espece du VIH-2, peuvent également Etre détectés avec ces tests maisons

(Styer et al., 2013).
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3.2 Plateformes de charge virale complexes

Les caractéristiques techniques de chaque systeme sont a 1’origine de différences entre
les plateformes de CV : volume de la prise d’essai, seuil de détection, domaine de linéarité,
gene(s) cible(s), capacité de détection des types et sous-types viraux. Dans le cadre du suivi
virologique, il est recommandé d’utiliser la méme plateforme afin de pouvoir interpréter

correctement les résultats de CV d’un méme patient (Sollis et al., 2014).

3.2.1 Plateformes commerciales « fermées »

Les plateformes commerciales sont habituellement qualifiées de « fermées », dans le
sens ou les appareils d’extraction, d’amplification et de détection, ainsi que les systémes
d’analyse utilisés sont sélectionnés par le fournisseur. Le manipulateur ne peut pas modifier
librement les protocoles et 1’analyse des résultats des tests de CV est automatique. Elles
répondent a des normes de qualité techniques qui sont certifiées par le marquage Conforme aux
Exigences (CE) dans 1’Union Européenne et/ou approuvées par la Food and Drug
Administration (FDA) aux Etats-Unis. De ce fait, elles contiennent notamment un contrdle
interne (CI) qui est ajouté a échantillon avant le début de 1’extraction. Le CI suit donc tout le
processus technique allant de 1’extraction jusqu’a la détection. Si le CI est détecté dans la plage
de validité correspondante, 1’échantillon qui lui est associé a été traité correctement. En dehors,
cela peut étre le signe d’un probléme technique ayant empéché ou inhibé de la réaction ou
provoqué une sur-quantification, et dans ce cas le test de CV de 1’échantillon associé ne peut

étre validé.

Dans ce chapitre, sont développées les 3 principales plateformes de CV commerciales
« fermées », qui sont les plus couramment utilisées en routine sur plama et les plus avancées
dans le développement de protocoles sur DBS : (1) Abbott Real-Time HIV-1 VL (Abbott
molecular, IL, USA), aussi utilisée au cours des travaux de these, (2) Cobas® TagMan® HIV-
1 v2.0 (Roche Molecular Systems), (3) NucliSENS EasyQ® HIV-1 v2.0 (BioMérieux Clinical
Diagnostics) (Figure 23). Apres une bréve présentation technique de chaque plateforme, la
comparaison de leurs performances sera décrite d’abord sur plasma, et ensuite sur DBS dans la

partie 3.3.
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Les autres plateforme commerciales « fermées » actuellement disponibles proposent
généralement des protocoles sur plasma uniquement, avec des systemes d’amplification des
acides nucléiques basés sur la RT-qPCR comme Versant® HIV-1 RNA 1.0 (kPCR) (Siemens)
(Ruelle et al., 2009; Troppan et al., 2009), ainsi que les nouveaux tests artus ™ HIV-1 QS-RGQ
(Qiagen) (Drexler et al., 2012; Garcia-Diaz et al., 2013; Hopkins et al., 2015), et Veris MDx
(Beckman Coulter) (Sauné et al., 2015). Il existe aussi un nouveau test Aptima® HIV-1 Quant
Dx assay (Hologic) dont I’amplification basée sur la RT-TMA (transcription-based nucleic
acid amplification) vise a amplifier ’ARN dans des conditions isothermes, similairement a la
méthode NASBA (Amendola et al., 2016; Hopkins et al., 2015; Mor et al., 2015; Nair et al.,
2016).

3.2.1.1 Abbott Real-Time HIV-1 VL (Abbott molecular, USA, IL)

Abbott est le fournisseur des tests de RT-PCR quantitative (Real-Time HIV-1 VL) et
qualitative (Real-Time HIV-1 assay), qui sont respectivement utilisés pour le suivi des patients
sous TAR et le diagnostic précoce du VIH sur DBS chez les nouveaux-nés. En fonction des
capacités de rendement des laboratoires, Abbott propose un systeme d’extraction manuel ou
des systémes automatisés (m24sp et m2000sp), couplés au systeme d’amplification et de

détection m2000r¢ (Tableau 1).

Les amorces VIH-1 (ou primer en anglais) amplifient une courte séquence de 172
nucléotides (nt) située dans la région intégrase du géne pol, qui est hautement conservée (Tang
et al., 2007). Concernant la détection du VIH-1, une sonde fluorescente partiellement double
brin est utilisée, marquée en 5’ par le fluorophore FAM™ (6-carboxyfluorescéine) (Figure 26).
Quand la fluorescence est supérieure au bruit de fond, le nombre de cycles d’amplification (Ct)
est enregistré en vue de réaliser la quantification a partir de la courbe de standards. Ainsi, le Ct
au cours duquel le signal fluorescent est détecté est proportionnel au logio de la concentration
ARN du VIH-1. Concernant le contrdle interne (CI), sa séquence cible (136 nt) est dérivée du
géne HPR (hydroxypyruvate réductase) provenant de la citrouille (Curcubita pepo), et elle se
trouve dans une particule d’ARN encapsulé diluée dans du plasma humain négatif. La sonde
du CI est un oligonucléotide ADN simple brin marqué en 5’ par le fluorophore VIC® et en 3’
par le quencher BHQI.

97



Charge virale et DBS - 3.2 Plateformes de charge virale complexes

La plateforme Abbott détecte la majorité des variants du VIH-1 M, les sous-types A-H
et les CRFs comme CRFO1_AE et CRF02_ AG, et aussi les groupes divergents N et O ; dans
un domaine de linéarité allant de 40 a 107 copies/mL avec le test Abbott Real-Time HIV-1 VL
(Tableau 1). Ce test détecte aussi le VIH-1 groupe P (Plantier et al., 2009; Sire et al., 2011).
Généralement, la limite de détection inférieure (LDI) est définie comme la concentration
d’ARN VIH détectée avec une probabilité > 95%. La LDI du test Abbott Real-Time HIV-1 VL
varie entre 40 et 150 copies/mL, en fonction de la prise d’essai respective de 600 et 200 puL. En
routine, on utilise généralement 600 uL de plasma, correspondant a un seuil de détection

inférieur de 40 copies/mL.
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Figure 26. Présentation schématique de certaines sondes utilisées dans les techniques de RT-qPCR et
principes d’amplification de quantification :

(a) Sonde partiellement double brin, avec test Abbott Real-Time HIV-1 VL (Abbott) : elle est marquée par le
fluorophore FAM™ (6-carboxyfluorescéine) en 5° (F). Un court oligonucléotide est complémentaire de la sonde
en 5°, et il est marqué en 3’ par une molécule qui désactive la fluorescence (Q, quencher en anglais) BHQ1™
(Black Hole Quencher 1), grace au systéme de transfert d’énergie entre les molécules fluorescentes (FRET). En
présence de la séquence cible de VIH-1, la sonde s’hybride préférentiellement avec celle-ci et se dissocie du
quencher, ce qui permet 1’émission de la fluorescence. (b) Sonde Tagman®, avec le test Cobas® TagMan®
HIV-1 Test v2.0 (Roche) : courte séquence d’ADN (25-30 nt) marquée par un fluorophore (R, reporter en anglais)
en 5’ et un quencher en 3’ et qui est complémentaire a la séquence cible de VIH-1. Lors de I’amplification, la Taq
polymérase va cliver par hydrolyse la sonde en ¢longeant le primer (grace a son activité exonucléasique 5°-3”) et
permettre 1’émission de la fluorescence en dissociant le fluorophore du quencher. (¢) Courbes d’amplification
exponentielle par RT-PCR. (d) Courbe de standards, servant a réaliser la quantification (modifié d’aprés Tang
et al., 2007; Wang et al., 2010).
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3.2.1.2 Cobas® TagMan® HIV-1 v2.0 (Roche Molecular Systems)

Roche est le fournisseur des tests de RT-PCR quantitatif (Cobas® TagMan® HIV-1
v2.0) et qualitatif (Cobas® TagMan® HIV-1 Qualitative v2.0). Le systéme d’extraction est
entierement automatisé¢ avec AmpliPrep®. En fonction des capacités de rendement des
laboratoires, il y a deux systemes d’amplification et de détection, Cobas® TagMan® 48
(relativement compact) et 96. Depuis 2014, Roche propose aussi les plateformes entierement
automatisées Cobas® 6800 et 8 800, qui ont intégré tous les systemes dans un bloc et qui

peuvent réaliser jusqu’a plus de 900 tests/jour.

Le test Cobas® TaqMan® HIV-1 v2.0 partage les mémes principes de détection et
d’amplification qu’Abbott avec toutefois des différences, notamment au niveau de la sonde et
des séquences ciblées. La premiere version (v1.0), qui amplifiait une région hautement
conservée du gene gag p24, détectait et quantifiait moins bien certains variants, comme le
CRF02 _AG, et pas le VIH-1 O (Gueudin et al., 2007). La derni¢re version (v2.0) a conservé
cette cible mais elle amplifie aussi une autre région hautement conservée dans 5° LTR. Grace a
cette stratégie « double-cible », Cobas® TagMan® HIV-1 v2.0 détecte désormais les variants
du VIH-1 M (A-H), dont le CRFO1_AE, et les groupes divergents N, O et P, dans un domaine
de linéarité allant de 20 a 107 copies/mL (Bourlet et al., 2011; Scott et al., 2009; Sire et al.,
2011; Sizmann et al., 2010). Avec une prise d’essai nécessairement ¢gale a 1 mL, ce test
possede actuellement la meilleure limite de détection inférieure de 20 copies/mL. Ce volume
important peut représenter toutefois une contrainte, notamment chez les enfants. Dans ce cas il
semble possible d’utiliser une quantité plus faible de plasma (~200 pL) diluée dans du tampon
phosphate salin (PBS, phosphate buffered saline en anglais), augmentant par conséquent la LDI
(Mine et al., 2013).

3.2.1.3 NucliSENS EasyO® HIV-1v2.0 (BioMérieux, Craponne, France)

BioM¢érieux est le fournisseur d’un test de CV basé sur la méthode NASBA (nucleic
acid sequence-based amplification en anglais) qui amplifie une séquence gag p24 (461 nt) de
I’ARN du VIH-1 dans des conditions isothermes a 41°C (NucliSENS EasyQ® HIV-1 v2.0)
(Figure 27) (Compton, 1991). L’extraction basée sur la technologie de Boom est semi-

automatisée (miniMAG®) ou automatisée (EasyMAG®) (Boom et al., 1990).
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Le systeme d’amplification et de détection est I’EasyQ®. La sonde qu’il utilise est une
balise moléculaire (molecular beacon en anglais), formée d’un brin d’ADN en épingle a
cheveux possédant un fluorophore en 5” et un quencher en 3’. En s’hybridant a I’ARN cible du
VIH, elle change de conformation en s’ouvrant et en éloignant le quencher du fluorochrome,

ce qui permet 1’émission de la fluorescence.
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Figure 27. Principe de ’amplification isotherme de ’ARN avec la méthode NASBA.

Dans la phase non-cyclique, le primer antisens contenant une séquence promotrice de I’ARN polymérase T7 se lie
a la séquence cible de I’ARN du VIH, qui est transcrite en ADNc grace a la RT. Une RNase H ¢élimine ensuite
I’ ARN pour permettre au primer sens de se lier & I’ADNc. Ce dernier est transcrit a son tour par la RT, formant
ainsi un ADNc double brin porteur d’une séquence promotrice de I’ARN polymérase T7 en 5°. L’ARN polymérase
T7 va reconnaitre cette séquence et transcrire une centaine de copies d’ARN antisens du VIH. L’ ARN polymérase
T7 va reconnaitre cette séquence et transcrire une centaine de copies d’ARN antisens du VIH, qui vont aussi étre
utilisées directement par le primer sens pour la production d’ARN du VIH dans une phase cyclique (modifié
d’aprés UNITAID, 2015).

Le test NucliSENS EasyQ® HIV-1 v2.0 détecte les VIH-1 M (A-J), dans un domaine
de linéarité de 25 a 107 copies/mL. La LDI varie entre 25 et 150 copies/mL, en fonction de la
prise d’essai respective de 1 000 et 200 pL. Alors qu’elle a déja pu quantifier correctement le
VIH-1 N, ce test ne détecte et ne quantifie pas correctement les VIH-1 O et P (Mourez et al.,
2015). De plus, certains sous-types (ex. VIH-1 G) et plusieurs recombinants (ex. CRFO1_AE,
CRF02_AG, CRF08 BC) ne sont quantifiés correctement (Gomes et al., 2013; Mor et al., 2015;
Mouinga-Ondémé et al., 2014; Ndiaye et al., 2015; Tatarelli et al., 2016; Xu et al., 2012).
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Tableau 1. Résumé des caractéristiques des principales plateformes de charge virale commerciales «
fermées » présentées dans ce chapitre.

Plateforme Extraction Amplification/ LDI Géne Virus Autres
. . . . ise d’essai - - t
(fournisseur) (lTb.d/ échantillon par Détection (sz Pessai cible VItH IMAH), | agents |
série/ min) (nb d’échantillon par en pL) autres pathogenes
série/ min)
Manuel
(24/ 270 min) Oui
@
Real-Time 24 2000 40-150 I gi{?oit ITAE CTNG,
m24sp m rt - po _
HIV-1 VL (24/ 150 min) (24-96/ 180 min) (1 000-200) (intégrase) | CRF02_AG EE\S ,I\\ZII"}IBB ’
(Abbott) nombreux ’
m2000sp autres variants
(96 max/ 280 min)
Cobas® Ampliprep® Cobas® TagMan® 48
TagMan® (24/120 min, 3 séries (6-48/90-120 min) 20 - .
HIV-1v2.0 max en paralléle => (1 000) 8agp Oui
“Lve 72 échantillons en 300 | Cobas® TaqMan® 96 +LIR N, O et P®
(Roche) min env.) (96 max/ 180 min) (ql?;lk))le- CRFOI_AE VHC . VHB
cible
nombreux
Cobas® 6 800 (96/210 min => 384 échantillons/jour (8h) 13.2.35.5 autres variants
(6;(101::; 800 8 800 => 960 échantillons/jour (8h) (500-200)
NucliSENS Minimag®
EasyQ® (12-24/ 40-60 min) FasQ® 25-50 ps | Oui
HIV-1v2.0 Fasymag® (24-48/ 60 min) (1000-500) | 8°8P VIH-1]
(Biomérieux) (24/40 min)

@d’apres (Sire et al., 2011). LDI : limite de détection inférieure ; CT/NG : Chlamydia trachomatis/ Neisseria
gonorrhoeae ; VHB : virus de I’hépatite B ; VHC : virus de I’hépatite C ; MTB : Mycobacterium tuberculosis.

3.2.1.4 Comparaison des tests de CV Abbott Real-Time HIV-1 VL, Cobas® TagMan®
HIV-1v2.0 et NucliSENS EasyQ® HIV-1v2.0 pour la quantification plasmatique des VIH-1

Pour comparer quantitativement deux tests de CV (ou techniques), on mesure I’intensité
de la relation linéaire entre les deux variables quantitatives, en calculant le coefficient de
corrélation de Pearson (r). On mesure aussi la concordance avec la méthode de Bland-Altman,
qui permet d’analyser I’écart existant au sein de couples de valeurs quantifiables et de mesurer
la différence moyenne (ou biais) (d) entre deux tests (Bland et Altman, 1995, 1999). Les
résultats de ces analyses sont souvent présentés sous forme de graphique. Le Bland-Altman est
I’outil le plus adapté pour donner une appréciation clinique concernant la comparaison d’un

nouveau test de CV par rapport a un test de référence.

De facon générale, les tests de CV Abbott Real-Time HIV-1 VL (Abbott) et Cobas®
TagMan® HIV-1 v2.0 (Cobas) sont les plus concordantes, surtout au seuil de 1 000 copies/mL,
correspondant au seuil d’échec virologique recommandé dans les pays du Sud (Bourlet et al.,

2011; Ndiaye et al., 2015; Sire et al., 2011). Toutefois, cette concordance inter-essai diminue
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dans les tres faibles CV (<200 copies/mL), car la précision, la reproductibilité et la sensibilité
intrinseque de chaque test de CV demeurent plus faibles aux extrémités inférieures de leur
domaine de linéarité (Lalama et al., 2015; Margariti et al., 2016; Ruelle et al., 2012; Swenson
et al., 2014). C’est une raison qui explique notamment pourquoi le seuil d’échec virologique
est généralement fixé a 200 copies/mL dans les pays du Nord, car en deca, la signification
clinique peut étre difficilement interprétable. Actuellement, la plateforme Cobas, qui possede
la plus faible limite de détection inférieure (20 copies/mL) est 1égeérement plus sensible

(Mourez et al., 2015).

Le test Cobas a tendance a avoir des valeurs de CV Iégérement plus élevées que le test
Abbott, avec une différence qui pourrait étre supérieure a 0,5 logio copies/mL dans 20% des cas
(Sire et al., 2011; Sollis et al., 2014). Cette tendance, qui pourrait étre due a I’amplification des
deux cibles gag p24 et LTR, n’a pas été retrouvée pour les CRFO02_ AG (Bourlet et al., 2011;
Diouara et al., 2014a). Les tests Abbott et Cobas sont capables de détecter les groupes
divergents O et P, mais il semble qu’Abbott quantifie mieux le groupe O, avec une différence
supérieure a 0,5 logio copies/mL estimée a plus de 30% sur un panel d’une quinzaine
d’échantillons (Mourez et al., 2015). Cependant, méme avec Abbott, des faux-négatifs ont été
observés en comparaison avec le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor, qui a été récemment

développé au laboratoire (Etienne et al., 2013).

Concernant la plateforme NucliSENS, des résultats faux-négatifs ou des problémes de
sous-quantification importante des VIH-1 non B ont souvent été reportés avec les anciennes
versions (Amendola et al., 2002; Bourlet et al., 2011; Church et al., 2011; Swanson et al., 2005).
Malgré une meilleure détection et quantification des VIH-1 non B avec la nouvelle version
v2.0, on observe toujours des résultats divergents par rapport aux plateformes Abbott et Cobas,
avec notamment une dispersion importante des valeurs, qui serait liée a la plus grande
variabilité intragéne de gag p24 par rapport au gene integrase (Abbott) et a la double-cible (gag
et LTR) pour Roche (Mourez et al., 2015). Avec le test NucliSENS EasyQ® HIV-1 v2.0, il
semble que certains sous-types (comme VIH-1 G) ou recombinants (comme CRF02 AG
circulant en Afrique de 1’Ouest et Centrale mais aussi CRFO1_AE et CRF08 BC circulant en
Asie), ne soient pas correctement quantifiés (Gomes et al., 2013; Mor et al., 2015; Mouinga-
Ondémé et al., 2014; Ndiaye et al., 2015; Tatarelli et al., 2016; Xu et al., 2012). Par contre, le
test semble quantifier correctement les sous-types B et C (Mor et al., 2015; Muenchhoff et al.,

2014).
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3.2.2 Plateformes de charge virale « ouvertes »

Les plateformes « ouvertes » sont composées de divers systémes d’extractions manuels
et automatisés (Qiagen QIAmp® viral RNA minikit ou Qiacube®, Biomérieux NucliSENS
miniMag® ou EasyMag®, Arrow...) et de différents thermocycleurs pour RT-qPCR (Bio-Rad
CFX96, Applied biosystem 7500 et autres versions...), selon le choix des laboratoires. Malgré
une technologie aussi complexe que les plateformes commerciales « fermées », elles présentent
des avantages a étre utilisées dans les laboratoires de référence des pays du Sud. Sur ces
plateformes, il est effectivement possible de développer des tests de CV maisons adaptés a la
diversité génétique du VIH-1 circulant dans chaque région du monde. Elles permettent aussi
une flexibilité d’utilisation et d’amélioration des protocoles qui peut étre intéressante dans le
cadre de la recherche. Elles sont aussi qualifiées de « polyvalentes » car elles peuvent étre aussi
utilisées pour détecter et quantifier de nombreux autres micro-organismes que le VIH, en vue
d’autres applications. Avec la tendance a la baisse des tests commerciaux, les tests de CV VIH

« ouverts » ne représentent parfois plus d’avantage économique.

Dans ce chapitre, nous avons choisi de présenter brievement deux tests de CV par RT-
qPCR ouverts et polyvalents développés pour détecter une plus large diversité de variants du
VIH circulant dans les pays du Sud : (1) Generic HIV CV (Biocentric, Bandol, France)
commercialis¢ et mis en place dans certains pays du Sud; (2) RT-qPCR VIH-1/
SIVcepz/SIVgor récemment développé au laboratoire et étudié au cours de cette these. Ces deux
tests ciblent une courte séquence (120 nt) dans la région hautement conservée des LTRs et
utilisent une sonde TagMan® (15 nt) marquée par le fluorophore FAM™ en 5’ et le quencher

MGB (minor groove binder en anglais) en 3’ (Applied Biosystem, CA, USA).

3.2.2.1 Generic HIV charge virale (Biocentric, Bandol, France)

En 2004, le test Generic HIV CV (Biocentric, Bandol, France), mis au point par le
groupe AC11 de I’ANRS en France, a été transféré et évalué avec succes en Cote d’Ivoire ou
prédomine des CRF02_AG (Rouet et al., 2005). Toutefois, ce test de 1 génération ne détectait
pas certaines souches circulant au Cameroun ou en Thailande. Il a donc été rapidement optimisé
pour détecter aussi ces variants, en proposant : (1) nouvelle sonde plus courte possédant le
quencher MGB, afin de limiter les mésappariements assez fréquents liés a la diversité génétique
du VIH (Afonina et al., 1997), (2) séquence d’amorce sens raccourcie de quelques nucléotides,

(3) modification de la composition du « mix » d’amplification.
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En 2007, le test de 2°™ génération a été évalué sur presque 900 plasmas de 10 pays
différents (Argentine, Cambodge, Cameroun, Cote d’Ivoire, France, Madagascar, Maroc, RCA,
Thailande et Zimbabwe), correspondant a environ 50% de VIH-1 non B parmi les 500
¢chantillons de sous-type connus (Rouet et al., 2007). Les résultats ont montré une meilleure
quantification de la majorité des VIH-1 non B et des CRFs, ainsi que des VIH-1 B, comparé
aux deux principaux tests commercialisés a cette époque mais qui ne sont désormais plus
disponibles sur le marché, bDNA Versant 3.0 (Bayer) et Amplicor v1.5 (Roche). Le test a aussi
été évalué avec succes sur des variants circulant dans d’autres pays (Allemagne, Brésil,
Burkina-Faso, Kenya, Inde et Afrique du Sud) (Drosten et al., 2006; Rouet et al., 2010; Steegen
et al., 2007). Finalement, ce test « ouvert » et polyvalent a ét¢ commercialisé en 2008 par
Biocentric (Bandol, France) pour étre utilisé dans le cadre du suivi virologique des patients sous
TAR vivant notamment dans les pays du Sud ou circule une large diversité génétique de VIH-

1 (Rouet et al., 2008).

Plus récemment, le test Generic HIV CV (Biocentric) a de nouveau montré de bonnes
capacités de détection et de quantification des différents variants du VIH-1, en comparaison
avec les versions actuelles des principaux tests commerciaux « fermés » (Abbott, Cobas et
NucliSENS) (Mouinga-Ondémé et al., 2014; Ndiaye et al., 2015). De plus, ces deux études
menées au Gabon et au Sénégal ont montré qu’il avait tendance a voir des valeurs de CV
Iégerement supérieures ou égales a Abbott, égales a Cobas et inférieures ou égales a
NucliSENS. Enfin, le test Biocentric vient d’étre amélioré en 2015, avec une nouvelle version

disposant d’un contrdle interne, comme dans les tests commerciaux « fermés ».

Au final, le test Biocentric détecte le VIH-1 M (A-H), dont les CRF02 AG et
CRFO01_AE, dans un domaine de linéarité pouvant varier en fonction des plateformes utilisées.
Avec le systeme d’extraction automatisé¢ Arrow, le domaine de linéarité est compris entre 165
a5.10° copies/mL, pour une prise d’essai de 250 pL extraite avec et un volume d’élution de 50
pL. Dans ces conditions, la limite de détection inférieure est d’environ 400 copies/mL. Le test
Biocentric quantifie mal ou ne détecte pas les groupes divergents N, O et P du VIH-1. De plus,
certains variants du VIH-1 M n’arrivent toujours pas a étre détectés, ni avec Biocentric, ni avec

Abbott (Mouinga-Ondémé et al., 2014).
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3.2.2.2 RT-qPCR VIH-1/81Vcpz/SIVgor

En 2013, le test ouvert et polyvalent universel RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor a été
mis au point et évalué au laboratoire UMI233 TransVIH-MI de Montpellier en France (Etienne
et al., 2013). La sonde et les amorces ont été élaborées a partir d’un alignement de séquences
comprenant de nombreux sous-types et CRFs du VIH-1 M, ainsi que toutes les séquences
disponibles des groupes divergents N, O et P, et aussi des séquences des virus divergents
SIVcpz-Ptt et SIVcpz-Pts infectant les chimpanzés et SIVgor infectant les gorilles. Finalement,
les amorces amplifient la méme région LTRs (120 nt) que le test Biocentric, avec une amorce
sens identique a 1’exception des deux derniers nucléotides qui sont dégénérés en 5’ et une
amorce antisens entierement différente. Quant a la sonde TagMan®, elle a une séquence et une

position différente.

L’utilisation du master mix TagMan Fast Virus 1-step 1X (Applied Biosystem, CA,
USA) permet de réaliser ’amplification dans un délai plus court (~ 70 min, série de 96
échantillons) par rapport au test Biocentric (~ 130 min) et aux tests commerciaux « fermés »
Abbott (~ 180 min) et Cobas (~ 120-180 min) (Tableau 1), dans les conditions suivantes : RT
a 50°C pendant 5 min, inactivation de la RT et dénaturation a 95°C pendant 20 s, et

amplification avec 50 cycles a 95°C pendant 3 s et 58°C pendant 30 s (durée totale ~ 70 min).

Dans cette étude, 190 plasmas de VIH-1 M détectés par Biocentric ont été testés avec le
nouveau test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor (Etienne et al., 2013). Ils représentaient 8 sous-
types de VIH-1 M (A-J), 9 CRFs, dont une majorité de CRF02-AG, ainsi que des URFs. Mis a
part 14 (7%) VIH-1 B venant de France, le reste des échantillons provenaient du Burundi,
Cameroun, RDC, et du Togo. La sensibilité du nouveau test était de 97,4% (IC 95% : 94,0-
99,1), et 3/5 échantillons non détectés avaient des valeurs inférieures au seuil de détection de
Biocentric (~300 copies/mL). La spécificité, mesurée a partir de 72 plasmas VIH négatifs
provenant du Cameroun, était de 100% (IC 95% : 95,9-100). L’analyse de la concordance a
montré qu’il n’y avait pas de différence de mesures entre le nouveau test et Biocentric (d= 0.02
logio copies/mL, p=0,37), avec une quantification constante des valeurs entre les CV faibles et

¢levées. 95% des échantillons étaient dans les limites de concordance [d + 1,96 ET (écart-type)].

De plus, 31 VIH-1 O (9 extraits ADN pour confirmer la détection et 22 plasmas pour
confirmer la détection et la quantification par rapport a Abbott) ont aussi été analysés avec le
test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor. 10/10 des plasmas déja détectés avec Abbott I’ont été

avec aussi le nouveau test, dont 3 avec une différence supérieure a 0,5 logio copies/mL en faveur
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du nouveau test. Avec celui-ci, 4 nouveaux échantillons ont été quantifiés dans des faibles CV
(< 5 000 copies/mL), alors qu’ils n’avaient pas ¢té détectés avec Abbott. Au final, le test a
permis de détecter et de quantifier plus de VIH-1 O qu’Abbott avec une sensibilité de 64% vs
45 % (pour 22 échantillons). Enfin, ce nouveau test a amplifi¢ des SIVcpz-Ptt et SIVcpz-Pts a

partir de plasma, mais aussi des SIVcpz et SIVgor a partir de feces.

Au final, le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor a donc été évalué avec succes pour la
détection et la quantification des variants du VIH-1 M (A-J), dont CRF02 AG et d’autres
CRFs/URFs, comparé a Biocentric, ainsi que VIH-1 O comparé a Abbott. La limite de détection
inférieure est de 300 copies/mL pour une prise d’essai de 200 pL extraite avec le minikit QIAmp

viral RNA (Qiagen, Courtaboeuf, France) et un volume d’élution de 60 pL.

3.3 Plateformes de charge virale simples : « Point of care »

Les plateformes simples (POC, point of care en anglais) sont destinées aux laboratoires
ayant des infrastructures limitées, situés dans les zones rurales et semi-rurales (décentralisées)
de certains pays du Sud. Actuellement, elles n’ont pas encore ét¢ mises en place en routine et
plusieurs d’entre elles sont toujours en cours de développement (Figure 28). Dans cette partie,
nous présenterons bricvement les deux plateformes POC de CV déja évaluées et qui sont en
cours de commercialisation : (1) SAMBA I Semi-Q VL (DDDU, Cambridge, Angleterre) ; (2)
GeneXpert® HIV-1 (Cepheid).

Dans I’idéal, les plateformes POC devraient répondre aux criteres
ASSURED (affordable, sensible, specific, user-friendly, rapide and robust, equipment-free,
deliverable, en anglais), définis par ’OMS (Mabey et al., 2004): (1) Abordable (< 500 $ par
appareil et < 10 §$ par test) ; (2) Sensible (LDI = 500 copies/mL) ; (3) Spécifique ; (4) Facile a
utiliser (1-2 jours de formation du personnel soignant) ; (5) Rapide et robuste (< 90 min par
test, bonne capacité de rendement, peu de consommables, durée de vie de 1’appareil > 1 an a
température ambiante) ; (6) Sans équipement (appareil compacte, fonctionnement autonome
grace a des batteries rechargeables, analyses des données sur site) ; (7) Livrable (appareil

portatif, ordinateur de poche).
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De plus, ce type de plateforme devrait utiliser des cartouches de réactifs jetables ne
nécessitant pas d’eau. Contrairement aux plateformes de CV complexes, la préparation des
échantillons ne devrait pas nécessiter de séparer le plasma du sang total. De plus, leur stockage
ou transport éventuels ne devraient pas nécessiter de chaine de froid. Généralement, les
plateformes POC réalisent un seul test de CV a la fois. Leur capacité de rendement est estimée

entre 4 a plus de 20 échantillons par jour pour les plateformes ayant plusieurs modules.

EasyQ® HIV-1 v2.0 TagMan® HIV-1 v2.0 DBS/FVE

bioMerieux Roche (DBS) .
DBS* CE Mark - 2009 RealTime HIV-1 DBS
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Figure 28. Développement et commercialisation des plateformes simples (POC) et des plateformes
complexes adaptées aux DBS.

Les traits verts indiquent les plateformes DBS, les plateformes bleues indiquent les plateformes DBS (d’apres
UNITAID, 2015).

Le cadre dans lequel serait réalisé le test POC est autant important que les criteres
techniques : « Technology as such does not define a POC test » (Pai et al., 2015). En effet, le
test POC est destiné a étre fait au sein méme (ou a proximité) de la structure de soin qui réalise
le suivi des patients et leur délivre le traitement antirétroviral (TAR). L’objectif est que le test
POC et le résultat puissent étre réalisés et rendus dans la méme journée, afin de pouvoir guider

au mieux le clinicien dans la prise en charge thérapeutique de ses patients.
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3.3.1 SAMBA Semi-Q VL (DDDU, Cambridge, Angleterre)

La plateforme SAMBA 1 (simple amplification-based assay I en anglais) est une
méthode semi-quantitative basée sur un systeme d’amplification isotherme de la région LTR
du VIH-1 et sur un syteme de détection visuel trés sensible sur bandelette (~ 25 min) (Dineva
et al., 2005; Lee et al., 2010). Ce systeme de détection utilise deux sondes d’oligonucléotides,
I’une pour la capture des acides nucléiques sur la bandelette et 1’autre pour leur détection. La
sonde de détection est marquée par de multiples fragments peptidiques sur lesquels vont se lier
des anticorps conjugués a des particules colorées, qui vont amplifier le signal en recrutant
d’autres sondes de détection. De cette facon, la plateforme SAMBA I permet de détecter
visuellement les patients en échec virologique au seuil de 1 000 copies/mL (~ 90 min) (Figure
29) (Lee et al., 2010; Ritchie et al., 2014). En vue de son utilisation dans les pays du Sud,
SAMBA I a été directement mise au point pour détecter différents variants du VIH-1 M (A-K),
dont CRFO1 AE et CRF02 AG, ainsi que les groupes divergents N et O (Lee et al., 2010).

Display module
Assay module
C

Figure 29. Plateforme SAMBA Semi-Q VL.

(a) SAMBA I : systeme d’extraction SAMB Aprep (droite) et systéme d’amplification et de détection SAMBAamp
(cartouche) (gauche) capable de diagnostiquer I’échec virologique au seuil de 1 000 copies/mL. (b) Interprétation
visuelle des résultats de SAMBA 1: (i) CV> 1000 copies/mL ; (ii) < 1000 copies/mL ; (iii) invalide. (c)
SAMBA 11 : systéme entiérement automatisé composé d’une unité de contréle (droite) pouvant gérer jusqu’a huit
unités de tests POC (gauche) (d’aprés Ritchie et al., 2014 et UNITAIDS 2015).
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Au cours de son évaluation, le test SAMBA I a montré une bonne concordance des
résultats (95-98%) au seuil de 1 000 copies/mL, sur plus de 450 plasmas (200 pL), comparé au
test de CV complexe Cobas® TagMan® HIV-1 Qualitative Test v2.0 (Roche) (Ritchie et al.,
2014). Environ la moitié des échantillons provenaient de patients sous TAR en Ouganda et au
Malawi : une centaine de ces échantillons a été directement analysée dans ces pays et le restant
en Angleterre. Ainsi, la plateforme semi-automatisée SAMBA 1 a été évaluée avec succes sur
plasma pour le suivi des patients sous TAR dans les pays du Sud, et elle est en train d’étre
adaptée au prélevement de sang total (UNITAID, 2015). La plateforme entiérement automatisée

SAMBA I est aussi en cours de développement (Figure 29).

3.3.2 GeneXpert® HIV-1 VL (Cepheid, CA, USA)

Cepheid est le fournisseur des tests POC de RT-PCR quantitative (GeneXpert HIV-1
VL) pour le suivi virologique et qualitative (GeneXpert HIV-1 qualitative) pour le diagnostic
diagnostic précoce du VIH sur DBS ou sang total chez les nouveaux-nés (Ceffa et al., 2016).
La plateforme automatisée GeneXpert est constituée d’un seul appareil compact et elle utilise
une seule cartouche permettant de réaliser 1’ extraction, la purification et I’amplification par RT-
qPCR (~90 min) (Gueudin et al., 2007; Raja et al., 2005). En plus du VIH, GeneXpert a été
développé pour le diagnostic d’autres agents infectieux (MTB, VHB, Staphylococcus aureus
résistant a la Méticilline), oncohématologiques ou autres. Un test est en cours d’évaluation sur

le virus Ebola (Semper et al., 2016; Van den Bergh et al., 2016).

Le test GeneXpert HIV-1 VL est capable de détecter les VIH-1 M (A-K) dont CRFO1 AE,
CRF02_AG, CRF03 AB, et les groupes N, O et P ; en ciblant la région LTR du VIH (Gueudin
et al., 2016; Jordan et al., 2016). La LDI est de 40 copies/mL pour une prise d’essai d’ImL de
plasma. Comparé au test de CV complexe Abbott Real-Time HIV-1 VL, sa sensibilité a
récemment €té estimée a 95% et sa spécificité a 100%. Au final, il a été évalué avec succes dans
les pays du Nord (France, Israél, USA) et récemment transféré au Malawi, ou il a toujours
montré une bonne concordance des résultats (> 90%) comparé au test Abbott Real-Time HIV-
1 VL (Ceffa et al., 2016; Gueudin et al., 2016; Jordan et al., 2016; Mor et al., 2015). La
quantification du test GeneXpert HIV-1 VL semble comparable au test Abbott, avec une
meilleure quantification des VIH-1 C et CRFO1_AE.

109



Charge virale et DBS - 3.4 Le prélevement DBS

3.4 Le prélévement de sang séché sur papier buvard (DBS)

3.4.1 Préparation et stockage des DBS

Le prélévement de sang séché sur papier buvard (DBS, dried blood spot en anglais) est
relativement facile a réaliser, stocker et transporter (Figure 30) (Annexe Al). Il suffit de
déposer un volume de sang total prélevé par ponction veineuse sur tube EDTA, souvent 50 pL.
a 70 pL, sur des cercles de papier buvard. En I’absence de personnel formé a ce prélévement,
il est possible d’utiliser une lancette stérile pour faire une piqure a I’extrémité d’un doigt du
patient, préalablement désinfecté avec de I’alcool (Fajardo et al., 2014; Napierala Mavedzenge
et al., 2015; Rutstein et al., 2015; Steinmetzer et al., 2010). Le sang total peut étre ensuite
recueilli a I’aide d’un tube capillaire EDTA afin de déposer le volume souhaité sur les cercles
de papier buvard (Rutstein et al., 2014). Chez les nouveau-nés, la piqure se fait au niveau du
talon. Ils sont généralement séchés a température ambiante pendant toute une nuit sur une
paillasse et dans un laboratoire centralisé équipé, 3h sous la hotte suffisent. Généralement, le
papier Whatman Protein-Saver 903 (GE-Healthcare, PA, USA), approuvé par la FDA, est
utilisé (Smit et al., 2014). Comme il ne nécessite pas d’étape de séparation pour obtenir le

plasma, le DBS est actuellement préféré au DPS (plasma séché sur papier buvard).

Figure 30. Photographie de DBS en cours de séchage au laboratoire de virologie CREMER-IMPM de
Yaoundé, au Cameroun.
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Contrairement au sang total et au plasma, les contraintes liées a la chaine du froid et au
risque biologique sont réduites sur DBS. Une fois séchés, ils peuvent étre conservés deux
semaines maximum a + 30°C, avec deux dessicants (substances hygroscopiques) car ils sont
sensibles a I’humidité (Aitken et al., 2015; van Deursen et al., 2010). Dans le cadre de la mesure
de la CV VIH, comme I’ARN est sensible a I’humidité et la chaleur, il est toutefois conseillé
de stocker les DBS a + 4°C lorsque c’est possible, avant de leur transport vers un laboratoire
centralisé (Kane et al., 2008; Monleau et al., 2010). Chaque DBS isolé dans un sachet plastique
individuel zippé peut étre déposé dans une enveloppe scellée afin d’étre acheminé en utilisant
les voies de transports disponibles, comme les bus de voyages au Cameroun. Au-dela des deux

semaines, les DBS doivent étre conservés a -20°C ou -80°C, avec les dessicants.

3.4.2 Applications : diagnostic précoce, test de résistance et suivi
virologique sur DBS

Actuellement, les DBS sont réguli¢rement utilisés dans les pays du Sud pour faire le
diagnostic précoce du VIH chez les nourrissons nés de mere séropositive dans le cadre de
programmes de PTME (prévention de la transmission du VIH de la mere a I’enfant) (Ciaranello
et al., 2011; Gueye et al., 2016; Lofgren et al., 2009; Nkenfou et al., 2012). Contrairement aux
adultes, le diagnostic sérologique du VIH ne peut étre réalisé chez les enfants < 18 mois car ils
sont encore porteurs des anticorps IgG maternels a I’origine de résultats faussement positifs.
L’OMS recommande de faire un diagnostic moléculaire dans les 4 a 6 semaines qui suivent la
naissance, afin de réduire la mortalité et la morbidité des nouveau-nés en les mettant le plus tot
possible sous TAR (Innes et al., 2014; Violari et al., 2008). En cas d’allaitement, le diagnostic
définitif doit également Etre réalisé a la fin de cette période de risque de transmission du VIH

de la meére a I’enfant (WHO, 2013).

En détectant tous les acides nucléiques (ARN et ADN), la CV qualitative sur DBS
représente donc un outil de diagnostic précoce, sensible et adapté aux conditions
programmatiques des pays du Sud. Les sensibilité et spécificité de ces tests sur DBS doivent
étre au minimum de 95% et 98%, comparé au plasma (Gueye et al., 2016). La référence dans
ce domaine est le fournisseur Roche, qui proposait initialement la plateforme de diagnostic
Amplicor® HIV DNA test v1.5, qu’il a remplacé par le systéeme automatisé¢ Cobas® TagMan®
HIV-1 Qualitative Test v1.0 puis v2.0 (Gueye et al., 2016; Kébé et al., 2011; Sherman et al.,
2005; Stevens et al., 2008). Le test qualitatif d’Abbott (Real-Time HIV-1 assay) est de plus en
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plus utilisé (Lofgren et al., 2009). Concernant les plateformes ouvertes et polyvalente, le test
Biocentric a été évalué sur DBS et a montré de bonne performances pour le diagnostic précoce

du VIH (Viljoen et al., 2010; Yapo et al., 2013).

Le DBS est un prélévement fiable et adapté a la surveillance des résistances dans les
pays du Sud selon I’OMS, qui a édité un protocole pour la collecte et la prise en charge des

DBS (www.who.int/drugresistance/dbs_protocol.pdf) (WHO, 2012 ; OMS, 2014a, 2014b). Les

séquences obtenues sur DBS ont une bonne similarité comparée au plasma (78-99%) et
I’interprétation finale des résistances est la méme dans 90% a plus de 99% des cas (Monleau et
al., 2014; Parry et al., 2014). L’amplification par PCR est plus difficile sur DBS dans les faibles
CV <5000 copies/mL. En outre, il est aussi possible que I’ADN proviral présent dans les DBS
soit plus facilement amplifié (Parkin et al., 2012). Lorsque celui-ci ne correspond pas a la
séquence ARN de la souche se répliquant chez le patient, cela génére de rares cas de résultats
discordants. Dans le cadre de la surveillance des résistances, les tests génotypiques sont de plus
en plus réalisés sur DBS chez les adultes sous TAR ayant une CV > 1 000 copies/mL (Boillot
et al., 2016; Diouara et al., 2014b), a I’initiation du TAR (Manasa et al., 2016; Mutagoma et
al., 2015) et aussi chez les enfants (Salimo et al., 2015; Salou et al., 2016).

Enfin, lorsque le prélévement de plasma n’est pas réalisable, I’OMS propose d’utiliser
le DBS pour réaliser la CV (WHO, 2016a). Actuellement, 1’utilisation des DBS pour cette
application présente des limites technologiques a connaitre afin de pouvoir prendre certaines

précautions quant a I’interprétation des résultats (Parkin, 2014).

3.4.3 Limites d’utilisation du DBS pour le suivi virologique

3.4.3.1 Sensibilité inférieure au plasma

La prise d’essai sur DBS varie entre 100 et 150 pL. de sang total (2 spots de 50 ou 75
pL), ce qui est inférieur ou égal au volume minimum (140 pL) utilisé pour les tests de CV
réalisés a partir de plasma et 7 a 10 fois inférieur a leur volume maximum (1 mL). Comme le
DBS est compos¢ de sang total, cette prise d’essai correspond finalement a 55 et 83 uL de
plasma, en estimant I’hématocrite a 45%. En outre, la présence de substances interférentes,
comme 1’hémoglobine, peut inhiber la détection et la quantification sur DBS (Al-Soud et

Rédstrom, 2001).

112



Charge virale et DBS - 3.4 Le prélevement DBS

L’efficacité de I’extraction des acides nucléiques a partir de papier buvard est un facteur
important pour la sensibilité de la quantification sur DBS. Par exemple, le kit d’extraction
QIAmp viral RNA (Qiagen, Courtaboeuf, France) n’est pas bien adapté au papier buvard
(Monleau et al., 2009). Dans cette étude comparative visant a sélectionner une technique
d’extraction efficace, 3/4 des plasmas séchés sur papier buvard (DPS) avec des CV
plasmatiques < 3.5 logio copies/mL n’avaient pas été détectés avec ce kit et une sous-
quantification > 1.4 logiocopies/mL avait été observée parmi les autres DPS de CV plasmatique
plus élevées. Cette étude a aussi montré que le kit mSample Preparation System (Abbott, IL,
USA) sur DBS sous-quantifiait de 0,35 logio copies/mL par rapport au plasma, du fait de
I’absorption du plasma sur papier buvard et du protocole d’extraction. Par contre, I’extraction
NucliSENS (Biomérieux) avait obtenu des performances comparables entre les deux
prélevements. Enfin, il existe des variations en fonction du papier buvard utilisé. Comparé au
papier Whatman 903, les papiers Munktell TFN et Ahlstrom Grade 226 ont montré des résultats
un peu divergents, avec une sensibilité inférieure ou comparable pour détecter les échec

virologiques au seuil de 1 000 copies/mL (Rottinghaus et al., 2013, 2014).

En partant d’une prise d’essai de sang total égale au plasma, on observe généralement
une sous-quantification d’environ 0,50 logio copies/mL sur DBS, avec les tests NucliSENS et
Biocentric (Monleau et al., 2014). Pour la faire diminuer, il est possible de corriger la valeur de
CV DBS en tenant compte de I’hématocrite calculé pour chaque patient ou estimé par exemple
a 50% (+0,3 logio copies/mL) (Fajardo et al., 2014; Leelawiwat et al., 2009; Viljoen et al.,
2010). Le test Abbott a intégré automatiquement un facteur correctif de +1,96 logio copies/mL
dans son logiciel d’analyse et de rendus des résulats de CV DBS (protocole « open-mode »),
tenant compte de I’ensemble des facteurs participant a la sous-quantification (hématocrite mais
aussi d’autres facteurs tels que I’absorption du plasma et au protocole d’extraction qui n’utilise
pas tout le volume lysat) (Marconi et al., 2009). Ainsi, les CV DBS et CV plasmatique sont
souvent comparables dans les CV plasmatiques > 3000 copies/mL avec le test Abbott (Erba et
al., 2015; Marconi et al., 2009; Rutstein et al., 2014). Toutefois, le seuil de détection sur DBS
reste inférieure au plasma et il varie entre 550 et 2000 copies/mL environ, avec respectivement
les tests Abbott et Biocentric (Arredondo et al., 2012; Viljoen et al., 2010). La sensibilité sur
DBS reste inférieure au plasma, surtout avec les faibles CV plasmatiques < 1 000 copies/mL,
ou elle varie entre 40-60% contre plus de 95% avec les CV plasmatiques > 3 000 ou 5000
copies/mL, avec Abbott par exemple (Fajardo et al., 2014; Neogi et al., 2012; Vidya et al.,
2012).
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3.4.3.2 Impact des acides nucléiques et de I’ADN proviral

Dans le sang total, en plus de ’ARN plasmastique éventuel, on peut trouver les
différentes formes des acides nucléiques présents dans les cellules infectées par le VIH : ADNec,
ADN non intégré, ADN proviral et ARNm (Figure 6, partie 1.2.3). L’ADN proviral est une
structure stable qui peut persister trés longtemps, méme en 1’absence de réplication active. En
I’absence de suppression virale, il est aussi possible de trouver de I’ARN VIH extracellulaire
sous forme attachée aux plaquettes. En fonction de la quantité relative des acides nucléiques
totaux présents dans les compartiments (par rapport a la quantité d’ARN plasmatique) et de la
technique de CV utilisée (extraction et/ou amplification), les valeurs mesurées sur DBS peuvent
étre supérieures au plasma. Cela dépend de nombreux facteurs tels que: (1) hématocrite, qui
varie en fonction des individus (age, sexe) et de la clinique (anémie ou polyglobulie) ; (2) prise
d’un TAR ; (3) nombre de cellules CD4 et proportion de cellules CD4 infectées ; (4) réplication
active des cellules CD4 infectées en cas de prise de TAR ; (5) variabilité inter-individuelle de

I’ADN et de ’ARN du VIH (Parkin, 2014).

En cas de TAR efficace, les cellules CD4 sont la principale source d’ARNm et d’ADN
VIH cellulaire. Leur proportion normale est égale a 40% des cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMCs) mais elle diminue lorsque le nombre de CD4 est bas. La quantité¢ d’ADN
VIH varie entre 100 et 100 000 copies/10° PBMCs chez les patients naifs de TAR. Elle décroit
jusqu’entre 100 et 2 000 copies/10° PBMCs chez les patients ayant une CV plasmatique
indétectable sous TAR (Parkin, 2014). Récemment, la quantité d’ADN impactant sur la mesure
de la CV DBS a été estimé a 1 000 copies/10° PBMCs, sur un petit nombre d’échantillons ayant
une CV DBS > 1 000 copies/mL alors que la CV plasmatique était indétectable (Zida et al.,
2016). Concernant I’ARNm, sa quantité produite est significative lorsque les CD4 infectées
sont activés. Dans le cas contraire, on en trouve une petite quantité dans les cellules latentes,

allant de 10 a quelques centaines de copies/10° PBMCs.

Une modélisation de I’ensemble des facteurs précédemment cités a montré 1’impact des
acides nucléiques présents dans les cellules, notamment I’ADN proviral, est le plus important
dans les faibles CV plasmatiques < 5 000 copies/mL (Figure 31) (Parkin, 2014). Ainsi, les CV
DBS peuvent étre entre 1,4 et 70 fois supérieure aux CV plasmatiques, respectivement égales
a 5 000 et 10 copies/mL. Alors que cela améliore la sensibilité du diagnostic précoce des
nouveau-nés, cela peut diminuer la spécificité de la CV sur DBS, comparé au plasma. En
fonction des plateformes de CV complexe utilisées (partie 3.2.2), un nombre plus ou moins

important de résultats faux-positifs sur DBS est ainsi observé.
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Figure 31. Estimation du nombre de copies initiales d’acides nucléiques totaux présents sur DBS (ARN
plasmatique, ARN et ADN cellulaires) en fonction de la CV plasmatique (Parkin, 2014).

3.4.3.3 Comparaison des plateformes de CV au seuil de 1 000 copies/mL

Avec les techniques d’amplification basée sur la RT-qPCR (Abbott, Biocentric, Cobas),
tous les acides nucléiques sont amplifiés (Figure 32). Dans ce cas, seule une stratégie
d’extraction permettant de réduire ou d’éliminer I’ADN des DBS permet d’obtenir une bonne
spécificité (Rouet et al., 2014). Par contre, avec la technique NASBA (Nuclisens) qui amplifie
seulement I’ARN, une technique extrayant tous les acides nucléiques des DBS peut étre utilisée

(Mercier-Delarue et al., 2014).

L’évaluation de I’utilisation du DBS a d’abord été réalisée au seuil de 5 000 copies/mL,
ce qui correspondait au seuil plasmatique d’échec virologique utilisé a cette période (Lofgren
etal., 2009). En 2013, I’OMS a diminué le seuil plasmatique a 1 000 copies/mL et recommandé
I’utilisation de la CV sur DBS au seuil de 5 000 copies/mL. Afin d’améliorer la sensibilité du
suivi virologique sur DBS, I’OMS vient récemment de proposer d’abaisser aussi le seuil de
1 000 copies/mL sur DBS, si la spécificité de la plateforme de CV utilisée le permet (WHO,
2016a). Dans cette partie, nous présentons brievement les performances de chaque plateforme,

en termes de sensibilité et de spécificité au seuil de 1 000 copies/mL, en comparaison au plasma.
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La plateforme Nuclisens, qui utilise la technique NASBA, possede la meilleure
spécificité (96-100%), avec toutefois, une sensibilité généralement < 90%, qui aurait tendance
a diminuer si on augmente le seuil d’échec virologique a 5 000 copies/mL (van Deursen et al.,
2010; Fajardo et al., 2014; Mercier-Delarue et al., 2014; Monleau et al., 2014; Napierala
Mavedzenge et al., 2015). Pour ces raisons, le seuil d’échec virologique a 1 000 copies/mL
semble bien adapté a cette technique qui est moins sensible car elle cible la région gag p24 et

elle ne surquantifie pas les valeurs en amplifiant I’ADN des faibles CV.
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Figure 32. Schéma représentant I’impact des techniques d’extractions et d’amplifications utilisées par les
plateformes de CV complexe dans la mesure des acides nucléiques présents sur les DBS (Parkin, 2014).

Concernant les techniques de RT-qPCR, une surquantification dans les faibles CV <5
000 copies/mL a I’origine de résultats DBS faux-positifs, qui est liée a I’amplification de I’ADN
proviral est systématiquement décrite, avec Abbott (Arredondo et al., 2012; Erba et al., 2015;
Lofgren et al., 2009; Marconi et al., 2009; Monleau et al., 2009; Rutstein et al., 2014; Vidya et
al., 2012), Cobas (Mercier-Delarue et al., 2014; Sawadogo et al., 2014; Waters et al., 2007) et
Biocentric (Monleau et al., 2009; Viljoen et al., 2010). Cela entraine une baisse de la spécificité
au seuil de 1 000 copies/mL, alors que la sensibilité est généralement trés bonne (>90%) (Mbida
et al., 2009; Mercier-Delarue et al., 2014; Monleau et al., 2014; Reigadas et al., 2009; Rutstein
et al., 2014; Viljoen et al., 2010).
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Actuellement, Abbott représente la seule plateforme a conserver une bonne spécificité
(83-100%). Toutefois, beaucoup d’études ont été réalisées chez des patients ayant des CV
¢levées et il manque des données concernant le suivi virologique des patients sous TAR ayant
des faibles CV ou des CV indétectables (Parkin, 2014). Pour Cobas et Biocentric, on estime
que la spécificité varie respectivement entre 26-83% et 19-61%. Afin d’améliorer la spécificité,
Cobas et Biocentric proposent chacun une stratégie consistant respectivement a éluer les
particules virales des DBS dans un tampon de phosphate salin (Wu et al., 2015) ou de traiter
les extraits avec de la DNase (Rouet et al., 2014). Toutefois, il manque aussi des données
concernant le suivi virologique des patients sous TAR ayant des faibles CV ou des CV

indétectable
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Chapitre 4. Contexte de la prise en charge et du suivi dans les
pays du Sud
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4.1 Acceés au traitement antirétroviral

4.1.1 La « R »évolution antirétrovirale

Au début de la découverte de 1’épidémie VIH/SIDA, la prise en charge thérapeutique
des patients consistait a traiter les infections opportunistes, avec un succes tres limité. Depuis
la mise sur le marché en 1987 de la premiére molécule ARV efficace, la Zidovudine (AZT), le
TAR a connu des évolutions importantes, tant au niveau des stratégies thérapeutiques que de
son acces parmi la population infectée par le VIH (Figure 13, partie 2.1) (Fischl et al., 1987).
Les premiers patients traités vivaient surtout dans les pays du Nord. IIs ont d’abord re¢u de
I’AZT en monothérapie qui était associée a I’émergence rapide de résistance (Larder et Kemp,
1989; Meyer et al., 1999). Avec la découverte d’autres INTIs, les bithérapies ont ensuite été
expérimentées [AZT associée a ddI/ddC (Didanosine/Zalcitabine), puis 3TC (Lamivudine)]
(Harrigan, 1995; Jablonowski, 1995; Staszewski, 1995). En 1996, les premiers inhibiteurs de
protéase (IP) ont été commercialisés, marquant ainsi I’avenement de la trithérapie [2 INTIs + 1
IP (Indinavir)] qui a aussitot montré son efficacité a réduire la mortalité et la morbidité des

patients vivant dans les pays du Nord (Hammer et al., 1997; Ho et al., 1995; Palella et al., 1998).

Cependant, le cout extrémement élevé du TAR (10 000-15 000 $/ patient/ an) et
I’absence d’infrastructures médicales et pharmaceutiques adaptées rendaient le TAR
inaccessible dans les Pays du Sud (Hogg et al., 1997). Seuls le Brésil et la Thailande avaient
mis en place des politiques de santé publique pour I’accés aux ARVs. Ainsi, I’espérance de vie
de des patients vivant dans les pays du Sud ne dépassait généralement pas quatre ans apres
I’apparition des signes cliniques liés au SIDA (Kitayaporn et al., 1996; Morgan et al., 1997).
Malgré cela, de nombreuses réserves étaient émises quant a la faisabilité et a I’efficacité du
TAR dans ces pays. C’est dans ce contexte que les premiers programmes d’acces au TAR ont
¢été lancés : au Chili, Cote d’Ivoire, Ouganda, Vietnam, avec I’appui de ’ONUSIDA (agence
des Nations-Unies consacrée au SIDA) nouvellement créée en 1996 ; ainsi qu’au Sénégal avec
I’Initiative Sénégalaise d’Acces aux ARVs (ISAARV) en 1998 (Desclaux et al., 2003; Laurent
et al., 2002; Weidle et al., 2002). Les résultats de ces différents projets pilotes ont finalement
montré que 1’observance et le succes immunologique des patients vivant dans les pays du Sud
¢taient comparables a ce qui était rapporté dans les Pays du Nord. En parall¢le, les premiers
programmes de prévention de la transmission du VIH de la mére a ’enfant (PTME) voyaient

le jour.
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En 2000, Nelson Mandela a lancé un appel en faveur de I’acceés aux TAR au cours de la
13%me conférence internationale sur le SIDA, se déroulant pour la premiére fois en Afrique sub-
saharienne (Durban, en Afrique du Sud) : « /e temps d’agir est maintenant, tout de suite »
(Sidley, 2000). Cette date marque le début d’un engagement fort et constant de la société civile,
des associations de patients et des Organisation Non Gouvernementales (ONG) en faveur de la
baisse des prix des TAR, capables de mobiliser des ressources financiéres aupres de la
communauté internationale. En 2001, la premiére trithérapie générique (1-2 $/ patient/ jour)
¢tait commercialisée par le laboratoire indien Cipla® et ’OMS inscrivait enfin les ARVs sur
sa liste des médicaments essentiels. En 2002, le « Fond Mondial contre le VIH/SIDA, la
tuberculose et le paludisme » était créé pour apporter des fonds nouveaux, notamment dédiés a
I’achat d’ARVs. En 2003, le gouvernement des Etats-Unis langait aussi son « plan présidentiel

d’aide d’urgence a la lutte contre le sida » (PEPFAR).

C’est dans ce contexte que I’OMS a émis en 2002 les premieres recommandations sur
le TAR dans les pays du Sud et proposé une approche globale de santé publique a partir de 2006
(partie 4.2.1). Alors que seulement 400 000 patients vivant dans les Pays du Sud étaient sous
TAR en 2003, I’objectif « 3 par 5 » de ’OMS a permis de franchir la barre des 3 millions en
2007 (initialement prévue pour 2005)*. L’arrivée des combinaisons a doses fixes, telles que
Triomune® (d4T/3TC+NVP), a favorisé cet acces au TAR et amélioré 1’observance, en
permettant de diminuer la posologie de 10-15 comprimés a 1 seul comprimé deux fois par jour
(Laurent et al., 2004). En 2006, ’'UNITAID a été créée par le Brésil, le Chili, la France, la
Norvége et le Royaume-Uni pour améliorer I’accés aux TAR, en particulier les 2™ lignes et
les TAR pédiatriques, a partir de fonds récoltés de la taxation des billets d’avions. Au fil du
temps, des molécules moins toxiques, plus puissantes et plus robustes face au risque
d’émergence de résistance ont été développées. Ainsi, le d4T n’est plus recommandé par I’OMS
dans les pays du Sud depuis 2013, au bénéfice de ’AZT. Le Dolutégravir (DTG) vient aussi

d’étre proposé en TAR de 1°° ligne dans les nouvelles recommandations 2016 de I’'OMS.

Plusieurs études, dont ’essai SMART (Strategies for Management of Antiretroviral
Therapy), ont également montré que ’initiation précoce du TAR avait des effets cliniques
bénéfiques (Cohen et al., 2011; Strategies for Management of Antiretroviral Therapy (SMART)
Study Group et al., 2008). Au fur et & mesure des recommandations, I’OMS a donc augmenté

le seuil de lymphocytes T CD4+ (CD4) en dessous duquel les patients étaient éligibles au TAR

4 http://www.who.int/3by5/en/, consulté de 15/06/16
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de 1% ligne, passant de : < 200 cellules/mm? en 2002 a < 350 cellules/mm? en 2010, et < 500
cellules/mm?® en 2013 (Vitoria et al., 2014). De fagon mécanique, le nombre de ces patients a

régulierement augmenté. Depuis 2015, tous les patients infectés par le VIH sont éligibles a un

TAR, quel que soit leur mesure de CD4 (WHO, 2015 ; 2016)
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Figure 33. Evolution de la couverture du TAR entre 2010 et 2015, en fonction des régions du monde.

La région d’Afrique de I’Ouest et du Centre est colorée en rouge, le reste des pays du Sud est coloré en bleu, et les
pays du Nord sont colorés en vert. Le trait de pointillés serrés représente la couverture moyenne en TAR en 2010
(23%) et le trait de pointillés espacés représente la couverture en TAR en 2015 (46%) (modifié d’apres UNAIDS,
2016a, 2016b).

Entre 2010 et 2015, le nombre de patients sous TAR a doublé, passant de 7,5 millions a
17,0 millions, faisant augmenter la couverture en TAR de 23% (21-25%) a 46% (43-50%)
(Figure 33) (UNAIDS, 2016a ; 2016b). Chez les enfants, la couverture en TAR a augmenté
similairement, de 21 % (18-23%) en 2010 a 49% (42-55%) en 2015. En outre, on constate que
la couverture en TAR est plus élevée chez les femmes que chez les hommes, avec
respectivement 52% (48-57%) et 41% (33-49%) (UNAIDS, 2016b). C’est I’ Afrique de I’Est et
du Sud, la région du monde la plus touchée par I’épidémie de VIH/SIDA, qui en apportant des
adaptations majeures a ses systémes de santé, a le plus bénéficié de cette augmentation. Sa

couverture antirétrovirale est ainsi passée de 24% (22-26%) en 2010 a 54% (50-58%) en 2015,
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avec 10,3 millions de personnes sous TAR. Actuellement, la couverture en TAR en Afrique de
I’Ouest et centrale reste parmi les plus faibles du monde : environ 3 personnes sur 4 n’ont pas
acces au TAR (MSF, 2016). La situation des enfants vivant dans cette région est ¢galement
alarmante car 90% d’entre-eux n’ont pas acces a un TAR, alors qu’ils représentent 45% des

nouveau-nés infectés dans le monde.

4.1.2 Objectifs ONUSIDA en 2030 : « vers la fin de I’épidémie ? »

Actuellement, I’acces ininterrompu a un TAR a vie composé de trois molécules ARV
est la seule stratégie qui permette de controler efficacement la réplication d’un virus sensible,
d’entrainer généralement la restauration du systéeme immunitaire et par conséquent, d’améliorer
la survie et la qualité de vie des patients (Figure 7, partie 1.2.4) (Achhra et al., 2016; Hammer
et al., 1997; Ho et al., 1995; Palella et al., 1998). Ainsi en Afrique du Sud, I’espérance de vie
des patients VIH a été augmentée de 11 ans entre 2003 (arrivée du TAR) et 2011 (Bor et al.,
2013). Dans les pays du Nord, I’espérance de vie d’un patient VIH est actuellement proche de
la normale, a cinq ans pres (Samji et al., 2013). Le TAR permet aussi de réduire de plus de 90%
la transmission du virus chez les couples hétérosexuels et homosexuels discordants, et la
transmission du virus de la mére a ’enfant (Cohen et al., 2011, 2016; Connor et al., 1994). En
Afrique du Sud, une étude a ainsi montré qu’un individu vivant dans une zone rurale ou la
couverture en TAR est >30%, possede presque 40% de chance de plus de ne pas étre infecté
par le VIH, comparé a un individu vivant dans une zone ou la couverture en TAR est <10%

(Tanser et al., 2013).

Depuis les premicres recommandations OMS de 2002, 1’accés universel au TAR
a « changé la face de |’épidémie » dans les pays du Sud. Toutefois, il demeure trop lent car
actuellement, 54% des patients ne bénéficient pas de TAR. En Afrique Sub-saharienne, les
progres accomplis sont particulierement menacés par : 1) la résurgence d’une épidémie associée
a des virus résistants, 2) la constante dépendance vis-a-vis des financements extérieurs et des
importations d’ARVs et de tests de diagnostics, 3) la possibilité d’une crise humanitaire
(ONUSIDA, 2015). Cependant, face a ces enjeux majeurs, I’ONUSIDA a récemment défini de
nouveaux objectifs ambitieux pour mettre fin a I’épidémie de VIH/SIDA en tant que menace
de Santé publique d’ici 2030 (UNAIDS, 2013). La cible « 90-90-90 » a pour objectifs que, d’ici

2020 : 90% des personnes vivant avec le VIH connaissent leur statut sérologique, 90% des
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personnes diagnostiquées regcoivent un TAR ininterrompu, et que 90% des personnes traitées

aient une suppression virale continue (Figure 34).

D’ici 2030, la cible « 95-95-95 » vise le méme principe, en continuant d’élargir
rapidement I’acces au TAR. De cette fagcon, ’ONUSIDA estime que 28 millions de nouvelles
infections a VIH pourraient étre évitées d’ici 2030, ainsi que 21 millions de déces liés au
VIH/SIDA (dont presque 6 millions d’enfants). Au-dela de tous ces avantages sanitaires, cette
stratégie pourrait aussi engendrer des bénéfices économiques : 3,3 millions de nouvelles
infections a VIH évitées d’ici 2050 pourrait faire économiser 30 milliards de dollar a I’ Afrique
du Sud (Granich et al., 2012). La lutte contre la stigmatisation et la discrimination des adultes,
des adolescents et des enfants vivant avec le VIH, et aussi contre la criminalisation de certaines

populations a risque, représente un enjeu majeur pour parvenir a ces objectifs.

! < 400 000 ! §
(2030) .4 S
37 million
(2030)
Nombre annuel de personnes Nombre annuel de personnes Nombre de personnes
nouvellement infectées par le VIH décédées des suites du VIH recevant un TAR

Figure 34. Projection sur les progreés a venir dans la réponse accélérée a I’épidémie de VIH/SIDA a travers
le monde, entre 2015 et 2030 (modifié et mis a jour d’aprés WHO, 2015a).

Lors de la 8™ conférence internationale de la Société Internationale sur la pathogénése,
le traitement et la prévention du SIDA (IAS 2015), en juillet 2015, la communauté de
chercheurs et d’experts de la société civile a signé I’appel de Vancouver, demandant que
« Toute personne vivant avec le VIH doit avoir acces a un TAR au moment du diagnostic. Les
obstacles liés aux lois, a la politique, a la stigmatisation et aux préjugés doivent étre affrontés
et démantelés. Dans le cadre d’une prévention combinée, la prophylaxie pré-exposition doit
étre faite afin de protéger les personnes a risque élevé de contracter le VIH » (Beyrer et al.,
2015). Ces nouveaux objectifs de santé publique concernant la prise en charge des patients

vivant avec le VIH figurent dans les derniéres recommandations de I’OMS (WHO, 2016a).
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4.2 Le traitement de 1¢¢ et 2°™ ligne

4.2.1 Recommandations de mise sous traitement

Depuis 2002, ’OMS élabore des stratégies d’utilisation des ARVs qui font 1’objet de
recommandations et d’orientations (Figure 13, partie 2.1). L’objectif est d’améliorer la qualité
de vie, la prise en charge et le suivi des personnes vivant avec le VIH, principalement dans les
pays du Sud. Depuis 2006, ces recommandations visent une approche de santé publique, avec
I’utilisation de schémas thérapeutiques simplifiés et harmonisés. Depuis 2010, elles visent
¢galement un élargissement progressif de I’acces au TAR tout en améliorant la qualité des soins
(Cohen et al., 2011; Strategies for Management of Antiretroviral Therapy (SMART) Study
Group et al., 2008). En effet, ’infection a VIH non traitée peut étre associée a d’autres maladies
que le SIDA (dont des pathologies cardio-vasculaires, rénales et hépatiques, différents cancers,
ainsi que des troubles neurocognitifs) (Haregu et al., 2012). Les récentes données issues de la
recherche clinique et de 1’expérience programmatique, dont I’essai Temprano comparant des
patients ivoiriens mis précocement sous TAR a ceux qui suivaient les recommandations 2013
de I’'OMS (CD4 < 500 cellules/mm?), ont ainsi montré que Iinitiation précoce d’un TAR réduit
la morbidité et améliore la survie des patients (INSIGHT START Study Group et al., 2015;
TEMPRANO ANRS 12136 Study Group et al., 2015). L’essai clinique randomisé HTPN 052
a également montré que la mise précoce sous TAR réduit de 93% la transmission du VIH chez
les couples sérodiscordants hétérosexuels, et cette tendance a aussi été décrite chez les couples

homosexuels (Cohen et al., 2011, 2016).

Tres récemment a la fin de I’année 2015, ’OMS est passée du concept « Test and wait »
(« Tester et attendre », en frangais) a « Test and treat » (« Tester et traiter », en frangais),
révolutionnant les conditions d’acces au TAR dans les pays du Sud (WHO, 2015). Jusqu’ici, la
mise sous TAR concernait principalement les patients ayant une mesure de CD4 < 500
cellules/mm? (WHO, 2013). Les nouvelles recommandations préconisent désormais une mise
sous TAR dés le diagnostic, quel que soit le nombre de CD4 et le stade clinique de la maladie
(WHO, 2016a). Toutes les catégories de personnes infectées par le VIH sont concernées :
adultes (> 19ans), femmes enceintes et allaitante, adolescents (10-19 ans), enfants (1-< 10 ans)
et nourrissons (< 1 an). Lorsque 1’acceés universel au TAR n’est pas disponible, I’OMS
recommande d’initier le TAR prioritairement chez les patients ayant CD4 < 350 cellules/mm?

ou un stade clinique avancé ou sévere de la maladie (stade 3 ou 4), ainsi que les enfants <2 ans.
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4.2.2 Schémas thérapeutiques recommandés par ’OMS

4.2.2.1 Traitement antirétroviral de 1°¢ ligne

Lors de la mise sous traitement antirétroviral (TAR) de 1° ligne, I’OMS recommande
d’administrer deux inhibiteurs nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse (INTI), associés a
un inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse (INNTI) (Tableau 2) (WHO,
2016a). Comme en 2013, le schéma thérapeutique privilégi¢ chez les adultes, les femmes

enceintes et les adolescents est :
TDF + 3TC (ou FTC) + EFV
en formulation combinée a dose fixe avec un seul comprimé par jour

Si cette association est contre-indiquée ou n’est pas disponible, il est toujours possible de
remplacer TDF par AZT et/ou EFV par NVP. Du fait de sa toxicité, le d4T n’est plus
recommandé depuis 2013. En nouveau schéma alternatif, ’OMS propose aussi le remplacement

d’EFV par EFV400 ou DTG, dans ces derniéres recommandations.

Chez les enfants de moins de 3 ans, I’'OMS recommande un TAR de 1° ligne basé sur
un inhibiteur de protéase (IP), en raison a la fois du risque de résistance transmise aux INNTIs
au cours de la PTME, mais aussi de la meilleure barriere génétique des IPs. Le schéma
thérapeutique recommandé est ABC (ou AZT) + 3TC + LPV/r. Aprés 3 ans, dans le but de
faciliter et harmoniser le schéma thérapeutique vers celui de ’adulte, il est recommandé de
remplacer le LPV/r par ’EFV. Dans le cadre de la PTME, un nourrisson né d’une mere infectée
par le VIH et qui présente un risque €levé d’acquisition du VIH doit recevoir une prophylaxie
par administration d’AZT + NVP pendant les six premicres semaines de vie, qu’il soit ou non
allaité. En cas d’allaitement au sein maternel, cette durée doit étre augmentée de six semaines
supplémentaires (ce qui porte la prophylaxie pour le nourrisson a 12 semaines au total). Un
nourrisson né d’une mere infectée sous TAR doit aussi recevoir une prophylaxie par

administration de NVP, variant de 4 a 6 semaines selon qu’il soit ou non allait¢ (WHO, 2016a).

Dans les pays du Nord, le TAR est individualis¢€ au regard de la tolérance attendue, de
sa commodité de prise en fonction des conditions et du mode de vie des patients, dans le but de
favoriser I’adhérence. De plus, le TAR est adapté en fonction des résultats du test génotypique
de résistance pré-thérapeutique, des comorbidités, et de son cotit (Morlat 2013). Ainsi, les TAR

de 1°° ligne sont prioritairement basés sur 2 INTIs (TDF/FTC ou ABC/3TC) qui peuvent étre
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associés soit a 1 INNTI (RPV ou EFV), soita 1 IP (DRV/r ou ATV/r ou), soita 1 INI (DTG
ou RAL, ELV/c). Les molécules surlignées en gras sont celles qui ont un niveau de
recommandation ¢lévé en France, les autres ayant un niveau intermédaire. Chez les patients en
succes thérapeutique, il est possible de simplifier la prise du TAR, en diminuant notamment le
nombre de prises et/ou comprimés, et de plus en plus en envisageant un d’allégement

thérapeutique avec certaines bithérapies 1IP/3TC (en cas de succes virologique > 24 mois).

Tableau 2. Schémas thérapeutiques recommandés par I’OMS dans les pays du Sud en 2016.

POPULATION SCHEMA DE 1€ INTENTION SCHEMA DE 2™E INTENTION SCHEMA DE 3 ™EINTENTION
Adultes et adolescents 2 INTI + EFV 2 INTI + ATV/rou LPV/r
DRV/r + DTG (ou RAL) £ 1-2 INTI
2 INTI + DRV/r
2 INTI + DTG 2 INTI + ATV/r ou LPV/r |DRV/r + INTI £ INNTI
2 INTI + DRV/r Optimisation du schéma
thérapeutique a I'aide du profil
génotypique
Femmes enceintes/ allaitant |2 INTI + EFV 2 INTI + ATV/r ou LPV/r
au sein DRV/r + DTG (ou RAL) £ 1-2 INTI
2 INTI + DRV/r
Enfants 2 INTI + LPV/r Si agé de moins de 3 ans:
2 INTI + RAL DTG + 2 INTI
Si 4gé de plus de 3 ans: DRV/r + 2 INTI
2 INTI + EFV ou RAL DRV/r + DTG £ 1-2 INTI
2 INTI + EFV 2 INTI + ATV/r ou LPV/r

4.2.2.2 Traitement antirétroviral de 2°° liene (voire 3™ ligne)

Dans le cadre d’un TAR de 2°™ ligne chez 1’adulte et I’adolescent, I’'OMS recommande
d’introduire un I[P (Tableau 2), en remplacement de D'INNTI, avec comme schéma

thérapeutique privilégié :
2 INTI + ATV/r ou LPV/r

Le DRV/r peut étre utilisé en alternative au LPV/r. Concernant les INTIs, si TDF + 3TC a été
administré en 1 ligne, AZT + 3TC doit étre administré en 2™ ligne et vice-versa. Enfin, la
combinaison RAL + LPV/r est également une nouvelle stratégie alternative proposée chez les

enfants.

Les TAR de 3°™ ligne sont trés peu disponibles dans les pays du Sud et ’OMS
recommande leur mise en place. Les schémas recommandés sont basés sur des molécules de
2%me oénération, a forte barriére génétique, avec I’introduction des inhibiteurs d’intégrase (INT).

Le schéma thérapeutique privilégié par I’OMS est :

DRV/r + DTG (ou RAL) = 1-2 INTI.
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En cas d’échec thérapeutique 1ié a I’administration des différentes stratégies alternatives
proposées par I’OMS, il est recommandé de faire un test génotypique de résistance pour
optimiser le schéma thérapeutique de 3°™ ligne. Un patient en échec de TAR de 2™ ligne pour
lequel on ne disposerait pas de nouvelles options d’ARVs devrait quand méme continuer a

recevoir un schéma thérapeutique bien toléré, d’apres I’OMS.

4.2.2.3 La PrEP

La prophylaxie pré-exposition (PrEP, Pre-Exposure Prophylaxis en anglais) correspond
a I'utilisation d’ARVs visant a empécher aux personnes a risque de contracter le VIH. Elle a
récemment ¢té testée dans plusieurs essais cliniques menés sur différentes populations vivant
dans plusieurs pays: hommes et femmes hétérosexuels, au Botswana, Kenya et Ouganda
(Partenaire PreP et TDF-2); HSH en Amérique du Sud, Afrique du Sud, Etats-Unis, et
Thailande (iPrEX) ; UDI a Bangkok (Etude Ténofovir). Les effets protecteurs variaient entre :
49% et 76% sur toutes les populations des différentes études ; 75% (UDI) et 90% (autres
populations) sur les populations ayant une haute adhésion. Deux autres études (FEM-PreP et
VOICE) menées chez des femmes hétérosexuelles vivant dans le Sud de I’Afrique n’ont

d’ailleurs montré aucun effet protecteur de la PrEP, du fait de leur faible adhésion.

La PrEP vient d’étre fortement recommandée par I’OMS chez les populations ayant un
risque substantiel d’acquérir une infection a VIH (incidence du VIH > 3% par an). Cette
stratégie apporte une option supplémentaire de prévention du VIH a I'utilisation du préservatif
(le plus recommandé), la consultation comportementale, la prophylaxie post-exposition, mais
¢galement le traitement des IST, la circoncision médicale masculine volontaire et le TAR pour

les partenaires de patients infectés par le VIH.

La PrEP est actuellement composée de TDF (300 mg) associé a FTC (200 mg). Elle
peut s’administrer « en continu », a raison d’un comprim¢ par jour, ou « a la demande », a
raison d’un schéma nécessitant d’anticiper ses rapports sexuels (2 cp a prendre entre 2h et 24h
avant le rapport sexuel/ 1cp a prendre 24h + 2h apres la premicere prise/ 1cp a prendre 24h + 2h
apres la deuxieme prise) (IperGay). L’avantage de ce dernier schéma est qu’il permet d’arréter
de prendre des comprimés dans des périodes de moindre activité sexuelle ou de rapports
protégés par un préservatif. Pour limiter la sélection de souches résistantes sous PrEP, elle doit
étre est administrée uniquement a des patients non infectés par le VIH, et elle doit étre ensuite

associée a un suivi continu, incluant notamment le dépistage régulier du VIH.
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4.3 Acces au suivi virologique et échec thérapeutique

4.3.1. Place de la charge virale au fil des recommandations de ’OMS

Lors de la mise en place et de 1’acces généralisé au TAR de 1¢ére ligne dans les pays du
Sud en 2002, ’OMS a d’abord recommandé de faire un suivi clinique, selon les critéres
suivants : évolution du poids, modification de la fréquence et/ou gravité des symptomes
associés au VIH (ex. fievre, diarrhée), manifestations physiques (ex. candidoses oropharyngées
ou vulvovaginales), et signes d’IRIS (syndrome de reconstitution immunitaire) ou de
progression des pathologies liées au VIH (WHO, 2002). Dés 2003, le suivi immunologique,
basé sur la mesure du nombre des CD4, a été conseillé (WHO, 2003). La charge virale (CV)
VIH était décrite comme un outil important concernant le suivi biologique des patients mais
« trop complexe et trop cher a mettre en place » dans les Pays du Sud. L’OMS exprimait alors

déja le souhait que des tests de CV simples et peu coliteux puissent a I’avenir exister.

Dans les lignes directrices de 2006 et 2010, I’OMS a continué de plaider en faveur du
suivi immunologique par rapport au suivi clinique, et du suivi virologique par rapport au suivi
immunologique (WHO, 2006, 2010). Cependant, le critére clinique restait majoritaire pour
décider du changement de TAR, au seul et unique schéma de 2éme ligne dans les pays du Sud
qui était disponible (Tableau 3). En 2010, ’OMS recommandait la CV ciblée (uniquement en
cas de suspicion d’échec clinique ou immunologique), a ’instar d’un suivi virologique de
routine, du fait du manque de ressources et d’infrastructures de laboratoires adaptées (WHO,
2010). Dans les tres rares cas ou la CV était disponible, il est intéressant de noter que le seuil
d’échec virologique (EV) était de 10 000 copies/mL en 2006 et de 5 000 copies/mL en 2010,
alors qu’il est actuellement de 200 copies/mL dans les pays du Nord (Morlat, 2013).

Finalement, c’est en 2013 que I’OMS a émis une recommandation forte a I’égard du
suivi virologique avec la CV de routine pour tous les patients sous TAR : aprés 6 mois de
TAR, puis tous les 12 mois (WHO, 2013). Ce suivi s’ajoutait a la mesure des CD4 préconisée
a Pinitiation du TAR, puis tous les 6 mois. Une recommandation forte signifiait que I’OMS
¢tait confiante du fait que les effets positifs attendus I’emportaient sur les éventuels effets
indésirables liés au TAR. La qualité des données était faible car I’avantage du suivi virologique

en termes d’amélioration de la survie ou de la clinique n’avait souvent pas pu étre démontré.
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En effet, les études menées dans les pays du Sud pour comparer différentes stratégies de suivi
(virologique versus immunologique et parfois clinique) ont souvent rencontré des limites
directement lides a la méthodologie des études (conditions non programmatiques, durées
courtes, données de résistance peu exploitées) (Jourdain et al., 2013; Koethe et al., 2010;

Laurent et al., 2011; Mermin et al., 2011; Okoboi et al., 2016).

Tableau 3. Utilisation combinée du statut clinique, du nombre de CD4 et de la CV pour guider le
changement de TAR (modifié d’aprés WHO, 2006).

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4
(OMS) (OMS) (OMS) (OMS)
Echec en fonction du Ne pas changer Ne pas changer Envisager 1 est recommandé
nombre de CD4 de schéma de schéma de passer* de passer*
(Test de la charge mé_rapeutiqu_e. thérapeutiqu_e. a un sché_ma a un schéma
virale non disponible) | Suivre le patient Suivre le patient therapeutique thérapeutique
et surveiller la et surveillerla de deuxieme de deuxieme
survenue de survenue d'une intention, intention.
signes etde éventuelle
symptdmes progression
cliniques. clinique de la
Répéter la maladie.
numération des Répéter la
CD4 apres trois numération des
mois. CD4 aprés trois
mois.
Echec en fonction du Envisager Envisager I estrecommandé | 1 estrecommandé
nombre de CD4 et de passer* de passer* de passer* de passer*
échec virologigue aunschéma a un schéma a un schéma aunschéma
thérapeutique thérapeutique thérapeutique thérapeutique
de deuxiéeme de deuxiéme de deuxieme de deuxiéme
intention. intention. intention. intention.

*]] ne faut pas passer d’un TAR de 1% ligne a un TAR de 2°™ ligne avant d’avoir donné suffisamment de temps
au schéma thérapeutique de 1% ligne pour réussir, ¢’est-a-dire au mois 6 mois. On évitera un changement trop
précoce car, le plus souvent, on ne dispose que d’un seul TAR de 2™ ligne.

L’objectif de mettre en place ’acces a la CV en routine était de détecter ou confirmer
précocement un échec thérapeutique et si besoin, de renforcer 1’adhérence (Figure 34) (Bonner
et al.,, 2013; Harrigan, 1995). Dans les pays du Sud, le seuil de I’échec virologique est
aujourd’hui fixé a 1 000 copies/mL, justifié¢ par I’éventuelle présence de « blips » (virémies
transitoires de faible amplitude entre 50 et 1 000 copies/ml), correspondant habituellement a
une réplication ponctuelle liée a un épisode de moindre observance ou un épisode infectieux
intercurrent, et parfois a la sensibilité de la technique de CV (Morlat, 2015; Young et al., 2015).
De plus, les risques de transmission du VIH et de progression de I’infection sont diminués en

dessous de 1 000 copies/mL (Loutfy et al., 2013; Quinn et al., 2000).
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Dans les pays du Nord, le seuil de 1’échec virologique est généralement fixé a 200
copies/mL et un suivi renforcé est mis en place des la survenue d’une CV > 50 copies/mL.
Méme si la persistance d’une faible virémie (50 - 1 000 copies/mL) est effectivement associée
a un risque d’EV (Laprise et al., 2013), ’OMS n’a pas encore émise de recommandation

concernant la prise en charge de ces patients dans les pays du Sud.

4.3.2. Echec thérapeutique dans les pays du Sud

4.3.2.1 Définition de I'OMS en 2016

L’échec thérapeutique correspond a une absence de contrdle de la réplication virale par
le TAR. Il peut étre da soit a la concentration sous-optimale d’ARVs, causée par différents
facteurs (ex. défaut d’observance, ruptures de stock, posologie inadaptée ou interaction

médicamenteuses), soit a la résistance du VIH a un ou plusieurs ARVs.

Dans les pays du Sud, il peut étre mis en évidence directement au niveau virologique
(rarement, lorsque la CV est disponible) ou indirectement au niveau immunologique, et plus
tardivement au niveau clinique (partie 4.3.3), selon les définitions suivantes des lignes

directrices 2016 de ’OMS :

(1) Echec virologique (EV) : CV plasmatique > 1 000 copies/ml persistante (deux CV
a 3 a 6 mois d’intervalle, avec un soutien a I’adhérence au TAR entre les deux mesures) (Figure

35). Concernant la CV sur DBS, la valeur seuil vient d’étre abaissée de 5 000 a 1 000 copies/mL.

(2) Echec immunologique (EI) : CD4 < 250 cellules/mm? associé a un échec clinique

ou persistance d’un nombre de CD4 < 100 cellules/mm? (Gilks et al., 2013).
(3) Echec clinique : éveénement clinique nouveau ou récurrent indiquant une

immunodéficience sévere (stade OMS 4 ou 3 pour certaines maladies comme tuberculose

pulmonaire et infections bactériennes séveres).
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Suivi virologique de routine Suivi virologique ciblé
(détection précoce de (suspicion d'échec clinique
I'échec virologique) ou immunoclogique)

Mesure de la CV (plasma ou DBS)

CV > 1 000 copies/mL

Evaluer I'observance et renforcer
I'adhérence si nécessaire

Répéter la mesure de la CV
apres 3 a 6 mois

"resupression”

CVv < 1 000 Cv > 1 000

Continyer I_e TAR Changer pour un TAR
de 1ére ligne de 2éme ligne

Figure 35. Stratégies de mesures de la CV pour détecter ou confirmer un échec thérapeutique et changer de
TAR chez I’adulte, ’enfant et I’adolescent.

En I’absence de suivi virologique de routine, la CV peut étre réalisée dans le cadre d’un suivi virologique ciblé
( ). Si la 1% mesure de CV est > 1 000 copies/mL (sur plasma ou DBS), il est nécessaire d’évaluer
’observance et de renforcer I’adhérence si nécessaire (bleu). Si la 2°™ mesure de CV est > 1 000 copies/mL, il est
nécessaire de faire un changement pour un TAR de 2°™ ligne (rouge). Ensuite, le principe du suivi virologique
est le méme pour les patients sous TAR de 2°™ ligne (modifié d’aprées WHO, 2013).

4.3.2.1 Importance de [’observance pour limiter le risque d’echec thérapeutique

Dans cette partie, il est nécessaire de rappeler que I’observance au TAR sur le long terme
demeure I’enjeu clé d’une suppression virale durable chez les patients VIH des pays du Sud
(Billioux et al., 2015; WHO, 2015). Elle est directement liée aux conditions programmatiques
et a la gestion des programmes de TAR. Dans les pays d’Afrique sub-saharienne les ruptures
de médicaments sont fréquentes (Fokam et al. 2015). De plus, les longues durées d’attente dans
les services de soins et de délivrance du TAR, les colts directs et indirects du TAR qui restent
¢levés pour certains patients, sont des obstacles majeurs a 1I’observance. Dans beaucoup de cas,
le manque d’observance est aussi dii au médicament, a cause des effets indésirables et des
schémas de prises qui, méme s’ils se sont améliorés, peuvent rester contraignants pour le

patient.
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Enfin, il peut étre di a un manque d’adhérence, en cas d’oubli de comprimé par le patient :
déplacement en dehors du domicile, changement d’habitude, survenue d’une dépression ou
d’une autre maladie, consommation d’alcool, manque d’intérét pour la prise du TAR ou
mauvaise compréhension des bénéfices du TAR. Un environnement stigmatisant et
discriminant constitue ¢également un frein a [’observance. L’observance doit pouvoir
s’appliquer dans toutes les zones démographiques, a tous les stades de 1’infection, et chez toutes
les catégories de patients (adultes, femmes enceintes, enfants et adolescents, populations clés,

patients ayant des troubles mentaux).

4.3.2.2 Place du test génotypique de résistance dans les pays du Sud

Le test génotypique de résistance du VIH aux antirétroviraux (ARV) n’est pas
recommandé¢ dans les pays du Sud, ni a I’initiation du TAR, ni au moment de I’EV (pour vérifier
la présence de mutations de résistance et choisir un TAR adapté), contrairement aux pays du
Nord. En effet, il est trop cher et trop complexe pour étre utilisé en routine dans le cadre d’une
approche de Santé publique (WHO 2016). Toutefois, la question de son utilisation a I’échelle
individuelle se pose de plus en plus chez les populations les plus a risques d’avoir accumulé
des mutations de résistance, comme les adultes en EV de TAR de 2°™ ligne, et aussi les enfants
qui représentent une population a risque de développer des résistances (Fitzgerald et al., 2013;
Lessells et al., 2013, 2014). Dans certains pays comme I’ Afrique du Sud, il est ainsi possible
de réaliser un test génotypique de résistance en cas d’EV de TAR de 2°™ ligne, voire méme de

1% ligne.

Dans les pays du Sud, I’OMS recommande de faire la surveillance de la résistance a
I’échelle nationale (WHO, 2012), selon une stratégie constituée des 5 ¢éléments d’évaluation

(Figure 36) :

(1) Suivi des indicateurs d’alerte précoce de la résistance (EWI, early warning
indicators en anglais), qui évalue la mesure dans laquelle les sites fonctionnent de manicre
optimale pour éviter I’émergence de résistances. Il ne nécessite pas de dépenses onéreuses car
il utilise les données des dossiers existants des services de consultations et des pharmacies pour
évaluer les facteurs associés a I’émergence des résistances (observance mesurée par le retrait
des ARV dans les délais, rétention dans les soins a 12 mois, absence de rupture de stocks a la
pharmacie, pratiques de prescription, et suppression virale a 12 mois quand le test de CV est

disponible) (Fokam et al., 2015; Jonas et al., 2014; Sigaloff et al., 2012; WHO 2016b).
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(2) Surveillance de la résistance transmise (TDR, transmitted drug resistance en
anglais) dans les populations récemment infectées, qui classe la prévalence des TDR dans la

catégorie faible (< 5%), modérée (5-15%) ou élevée (> 15%)

(3) Surveillance de la résistance acquise (ADR, acquired drug resistance en anglais)

dans les populations sous TAR depuis 12 mois (+ 3 mois) et > 48 mois (OMS, 2014a).

(4) Surveillance de la résistance pré-thérapeutique (PDR, pre-treatment drug
resistance en anglais) chez les patients initiant un TAR et qui peuvent avoir des résistances
soit transmises ou soit acquises lors d’exposition préalables aux ARV (PTME, prophylaxie

post-exposition, PrEP ou traitement antérieur) (OMS, 2014b).

(5) Surveillance de la résistance initiale chez les populations pédiatriques < 18 mois.

Surveillance de la
résistance du VIH aux
ARV transmise dans les
populations récemment
infectées

Surveillance
de la résistance
du VIH aux ARV

Suivi des

Surveillance de la 3
indicateurs

résistance du VIH aux

ARV chez les enfants | 9alerte précoce de Eratvaasant dans

o : la résist d ; X
dgés de moins de 18 a\!rl?::u:l:;? 2 les populations qui

mois ommencent un TAR

Surveillance de la 4

résistance du VIH aux " g
ARV acquise dans les
populations sous TAR

Figure 36. Stratégie pour le suivi et la surveillance de la résistance du VIH aux ARVs (OMS, 2014a).

Cette stratégie vise a éclairer les décisions concernant le choix optimal des différentes
lignes de TAR et a identifier les ajustements programmatiques nécessaires pour minimiser
I’émergence de la résistance. Elle a été élaborée en collaboration avec I’OMS et le Réseau
mondial sur la résistance du VIH aux ARVs (HIVResNet), composé de plus de cinquante

institutions internationales, experts et représentants des programmes nationaux de lutte contre
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le SIDA. Dans ce cadre, I’OMS a aussi mis en place un mécanisme d’affiliation des laboratoires
et un systeme d’assurance qualité des données de génotypages. Les deux laboratoires ou se sont
déroulés les travaux de cette these, UMI233 TRANSVIHMI de Montpellier (France) et
CREMER de Yaoundé (Cameroun), sont agréés par I’OMS (Inzaule et al., 2016a).

4.3.3. Avantages du suivi virologique recommandé par I’OMS comparé

aux autres suivis

Dés 2009, des études ont montré que 1’échec immunologique (EI) n’est clairement pas
un bon prédicteur de 1’échec thérapeutique chez les adultes comme chez les enfants (Davies et
al., 2011a; Kantor et al., 2009; Keiser et al., 2009; van Oosterhout et al., 2009; Rawizza et al.,
2011; Sigaloff et al., 2011a). Quasiment un patient sur deux vivant dans les pays du Sud
présentaient un EI alors qu’il est en succes virologique, a cause notamment de la mise tardive
sous TAR avec des CD4 tres bas (< 200 copies/mL). Dans ces études, I’EI était défini par une
mesure de CD4 inférieure ou égale a celle de l’initiation du TAR, et aussi CD4 < 100

cellules/mm?>

, comme actuellement. Ainsi, ces patients risquaient de changer de TAR (ou
« switch » d’aprés Danglais) inutilement pour une 2°™ ligne, souvent plus cofiteuse. En
pratique, les 2™ lignes de TAR sont aussi rarement disponibles dans les structures de soins
décentralisées, ce qui contraint les patients a se rendre dans un centre de référence plus éloigné
de leur domicile. A I’inverse, le critére immunologique n’est pas un marqueur précoce de
I’échec thérapeutique (Figure 37). Ainsi, des patients en EV peuvent rester pendant 6 mois et
jusqu’a 2 ans sans EI (Deeks et al., 2004). En cas de suivi immunologique, ils présentent donc
le risque d’étre « switchés » trop tard voire pas du tout, et de développer puis accumuler des
mutations de résistance qui réduisent la longévité de leur TAR (Hoffmann et al., 2016; Reynolds
et al., 2012; Sigaloff et al., 2011a). Quant au suivi clinique, la survenue d’infections ou de
maladies opportunistes étant elles méme la conséquence de I’El, il détecte extrémement

tardivement 1’échec thérapeutique et il est associ¢ a une augmentation de la mortalité et de la

morbidité (Mermin et al., 2011).

Lorsque la CV est disponible, de récentes études suggerent que chez les patients en
succes virologique, le suivi immunologique apporte finalement peu de données, tout en étant
une source potentielle d’anxiété chez des patients présentant des fluctuations cliniques sans

importance (Ford et al., 2015b, 2015c; Sax, 2013). En plus de la nouvelle recommandation de
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2016 concernant la mise sous TAR quelque soit la mesure de CD4, I’OMS va aussi dans ce
sens : elle propose de réduire voire stopper le suivi immunologique, lorsque 1’acces a la CV est
disponible (WHO, 2016a). Toutefois, la mesure des CD4 reste utile pour apprécier le stade
d’évolution de la maladie a I’initiation du TAR, débuter ou stopper la prophylaxie par le co-

trimoxazole (seuil de CD4 = 350 cellules/uL), et suivre les patients en cas d’échec virologique.

Echec virologique (EV) Echec immunologique (EI) Echec clinique
taux de CD4 ' f '

charge virale

résistance aux INNTIs
résistance aux INTIs
— résistance aux IPs

Taux —p

Limite de détection

Temps —»

Figure 37. Evolution des différents marqueurs de I’échec thérapeutique et émergence des résistances du
VIH aux ARVs au fil du temps (Bartlett et Shao, 2009).

La CV de routine est donc le marqueur le plus précoce de détection et de confirmation
d’un échec thérapeutique, associé a une plus grande probabilité de passage en TAR de 2°™
ligne (Figure 38) (Haas et al., 2015). C’est également un outil d’aide a I’adhérence qui permet
la « re-suppression » virale chez les adultes rencontrant des difficultés pour suivre la posologie
du TAR (Bonner et al., 2013; Gupta et al., 2014). Ainsi, la premiere CV a un réle primordial
pour détecter rapidement les problémes liés a 1’observance et aussi diagnostiquer précocement
un éventuel échec associé a la résistance, en 1’absence de test génotypique pré-thérapeutique
(Kerschberger et al., 2015). La CV de routine pourrait étre cott-efficace dans les pays du Sud
avec la diminution du suivi immunologique (Hamers et al., 2012) et la baisse des cofits des tests

de CV et du TAR de 2°™ ligne (Estill et al., 2013, 2015; Ouattara et al., 2016).
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Figure 38. Probabilité de changement de TAR en fonction du type de suivi (modifié d’aprés Haas et al., 2015).

EN RESUME

La mesure de CV est désormais ’outil de référence de I’OMS concernant le suivi
biologique des patients des pays du Sud. Différentes techniques ont été présentées en partie

3 de ce chapitre.
L’accés universel a la CV a deux objectifs principaux :

1) Améliorer la qualité et la durée de vie des patients en augmentant la longévité des TAR,
d’abord des molécules de 1¢res lignes mais aussi de toutes les autres molécules potentiellement

disponibles.

2) Réduire la transmission du VIH a I’échelle individuelle, et aussi des populations
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4.3.3. Indisponibilité du test de charge virale dans les pays du Sud

Actuellement, la couverture générale en CV (1 test/an) est estimée a environ 20%
seulement des patients sous TAR vivant dans 122 pays du Sud (WHO, 2014b). Elle est
extrémement variable d’un pays a I’autre, en fonction de la disponibilité des tests de CV mais

aussi des divergences de recommandations nationales (Figure 39).

Figure 39. Carte illustrant par pays les lignes directrices et la disponibilité de la CV dans 54 pays du Sud, en 2014.

Dans huit pays, la CV est recommandée seulement en cas de suspicion d’échec thérapeutique : Birmanie, Maroc,
Haiti, Inde, Soudan du Sud et Zimbabwe (vert émeraude). Elle n’est pas du tout recommandée en Ethiopie (en
rouge), pour des raisons économiques. Dans 38 pays, elle est recommandée mais pas disponible (rose) ou cette
donnée n’est pas connue (vert). Finalement, la CV en routine est recommandée et disponible dans les sept pays
suivants : Afrique du Sud, Argentine, Botswana, Brésil, Chili, Chine et Thailande (bleu).

Alors que 95% des volumes totaux de tests de CV pour les pays du Sud sont en Afrique
Sub-sharienne, seulement deux pays de cette région ont mis en place un acces ¢largi a la CV
leur permettant de satisfaire leurs besoins en tests : Afrique du Sud et le Botswana (Figure 40).
La majorité des pays du Sud et notamment d’Afrique subsaharienne recommandent donc le
suivi virologique de routine en I’absence de test de CV couramment disponible. De plus, I’acces
a la CV est différent entre les villes et les zones rurales et semi-rurales (zones décentralisées)

d’un pays (Roberts et al., 2016; Vogt et al., 2015).

139



Contexte dans les pays du Sud - 4.3 Accés au suivi virologique et échec thérapeutique

20.0
w
i
@ 15.0
£~
<
& 100
4000 000 €
o 3500000 = 50
] £
$ 3000000
@ 2500000 0.0
@ A
3 2 000 000 Tous les pays sélectionnés*
21500000
& 1000000
Z 50000
0
= Q0 -
Q N = i) T = = ©
3 2 3 ¥ 5 e § 8 g £ 2 g £ 58 2 8
v = s 2 2 § 8 8 % &
o So § <
= a
% b

Accessibilité du test de charge virale:
I non accessible B accessible
* Liste des pays sélectionn

Figure 40. Besoins couverts et non couverts en tests de CV en Afrique subsaharienne, en 2014.

Les besoins sont actuellement couverts en Afrique du Sud et au Botswana. L’ Afrique du Sud a initié la CV en
2004 et fait le passage a I’échelle en 2014. Elle réalise désormais plus de 2 500 000 tests par an (soit 75% des
volumes mondiaux) (UNAIDS, 2015).

4.3.3.1 Couit des tests de charge virale

Le cot des tests complexes de CV vient de baisser rapidement dans les pays du Sud,
suite a Iaugmentation des volumes, la compétition entre les fournisseurs et aussi grace a
I’amélioration des négociations. En 2014, I’initiative pour I’accés au diagnostic, lancée a
I’occasion de la 20éme conférence internationale sur le SIDA en Australie, avait appelé la
communauté internationale a garantir des tests de CV plus abordables pour les pays du Sud.
Cet appel a abouti a un accord avec le premier fournisseur mondial de tests de CV (Roche), qui
a fixé le nouveau prix de ces réactifs/consommables a 9,40 $/ test dans 83 pays du Sud, réduisant
ainsi son prix moyen de 40 % (UNAIDS, 2015). Ce prix constitue la part la plus importante
(50-70%) du cott total d’un test de CV.

Le cout total moyen du test de Roche est finalement d’environ 15 $ et celui des autres
tests varie de 13 a 30 $, d’aprés les analyses du Fond Mondial réalisées au début de 1’année
2016 (Global found, 2016). Ce cot inclut les éléments suivants : prix des réactifs, controles,
calibrateurs et consommables ; prix des équipements (sur 3 ans), de leur installation et des
services de maintenance (sur 3 ans) ; colt de la formation du personnel ; et aussi les frais

logistiques. Ce colit ne comprend pas les frais suivants : installation et gestion du laboratoire ;
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transport, traitement pré-analytique des échantillons et rendu des résultats ; temps de travail du
personnel ; évaluation de la qualité ; mise a niveau des équipements ; ainsi que la gestion de
leur fin de vie ou leur recyclage. Le prix reste quand méme largement supérieur a un test CD4 et
demande un équipement sophistiqué et du personnel a former.

La baisse rapide du cott des tests a fait tomber une barriere qui jusqu’ici rendait
infranchissable 1’acces universel a la CV dans les pays du Sud. Néanmoins, ces colits restent
relativement élevés et continuent d’étre une limite, d’autant qu’il existe des disparités
importantes entre les pays, tant au niveau du colit du test que des services proposés par les
fournisseurs. De plus, 1’écart entre les colits de production des réactifs/consommables et les
prix proposés par le fournisseur reste considérable. Le Brésil, le Kenya et I’ Afrique du Sud ont
les tests les moins chers (colt total d’environ 10 § /test) grace a des volumes élevés et ils
montrent qu'une baisse des prix est encore possible pour les autres pays. Pour réaliser la mise
a I’échelle du suivi virologique recommandé¢ par I’OMS, les pays vont donc devoir continuer
les négociations sur les cotts et les services proposés avec les fournisseurs mais aussi trouver
des solutions plus rentables comme les achats groupés de réactifs et de consommables, la
location des équipements. La réalisation d’un volume important de tests par jour et de la CV
poolées chez les patients stables en succes virologique pourrait aussi permettre de réduire les

cotts en utilisant les plateformes dans leur capacité maximale (MSF, 2013).

4.3.3.2 Enjeux programmatiques

(1) Infrastructures de laboratoire

Les tests complexes de CV sont réalisés avec des instruments nécessitant des
infrastructures sophistiquées telles que : courant continu, air conditionné, eau de qualité de
biologie moléculaire, centrifugeuses, réfrigérateurs a +4°C et des congélateurs -20°C, au
minimum. Les plateformes de CV complexe nécessitent aussi d’avoir plusieurs salles de
manipulations afin d’éviter les contaminations, en respectant un circuit de travail dans 1’ordre
suivant des salles : (1) réception des échantillons + extraction, (2) préparation des réactifs
d’amplification (ou une hotte dédiée au minimum), (3) amplification et détection des virus

(UNITAID, 2015).

Au-dela des moyens physiques, les moyens humains sont extrémement importants. Les
tests de CV nécessitent que différents personnels soient formés en fonction des différents

niveaux de compétences suivants : techniques de biologie moléculaire et assurance qualité pour
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les personnels de laboratoire, validation et interprétation des résultats pour les biologistes et
cliniciens, et aussi installation et maintenance des équipements pour du personnel technique.
En effet, les instruments de CV nécessitent une maintenance dont les colits sont souvent
relativement importants, surtout lorsque ce service n’est pas disponible localement. Enfin, le
circuit d’approvisionnement en réactifs se fait généralement souvent a -20°C, ce qui nécessite
aussi d’avoir les infrastructures de transport adaptées. Le circuit de rendu des résultats nécessite
aussi d’avoir un systéme de gestion des données performant. L’ensemble de ses infrastructures

n’est pas du tout disponible partout et constitue un frein a I’acces a la charge virale.

Dans les pays du Sud, le systeme de laboratoire est pyramidal (Figure 41). Les grandes
villes possédent souvent un laboratoire central ou national de référence équipé de plateformes
de CV complexe. Les zones décentralisées n’ont pas les infrastructures de laboratoire
permettant d’accueillir ces instruments complexes et d’ailleurs, elles ne possedent parfois méme
pas de cytometre de flux fonctionnel pour la mesure des CD4 (Roberts et al., 2016; Vogt et al.,
2015).

¢ Niveau-4 -National/ laboratoire central de référence
s Spécialistes de santé séniors

» Niveau 3 -Régional/ laboratoire provincial
» Spécialistes/ techniciens séniors

¢ Niveau 2 Hopital de district
» Techniciens et assistants

* Niveau 1 -Soins primaires
e Agents de santé

e Centre de soins et postes
de soins

Figure 41. Organisation de la pyramide de soins dans les pays du Sud.

Organisation de la pyramide de soins dans les pays du Sud. Actuellement les tests de CV sont principalement
réalisés dans un laboratoire national ou central de référence (niveau 4), situé en ville et pouvant disposer des
infrastructures nécessaires. Par niveau décroissant d’infrastructures, il y a ensuite le laboratoire régional/provincial
(niveau 3), de district (niveau 2) et le poste de premiers soins (niveau 1).

L’OMS a montré que le nombre de plateformes de CV semblerait suffisant dans les pays
du Sud, en termes de couverture actuelle de CV (WHO, 2014b). La question actuelle n’est donc
plus de continuer a commander des équipements mais plutot de savoir « whether new machines
are needed and where ?». Alors qu’une plateforme de CV peut, de facon classique, réaliser 100
tests/jour ou 25 000 tests par an, la plupart d’entre-elles sont utilisées de fagon sous-optimale

dans les pays du Sud. On estime qu’une plateforme de CV est disponible pour une médiane de
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2 753 patients sous traitement, avec un écart considérable d’environ 50 a plus de 85 000 patients
dans 77 pays (WHO, 2014b). De plus, de nombreux équipements sont inutilisés car ils ne
fonctionnent pas ou n’ont pas été installés. Le manque d’utilisation est lié a plusieurs
facteurs comme 1’absence de personnel formé, infrastructures et locaux inadaptés mais aussi le

manque d’approvisionnement continu en réactifs pour réaliser les tests de CV.

(2) Transport des échantillons

Dans les pays du Sud, il n’existe pas de circuit de froid pour le transport des plasmas.
En zone péri-urbaine et rurale, I'utilisation de prélévements alternatifs, comme le DBS (sang
total spotté sur papier buvard), est indispensable pour permettre la mise a 1’échelle des tests de
CV. Ce prélevement relativement stable peut effectivement étre recueilli dans un laboratoire
régional ou de district et ensuite envoyé au laboratoire de référence, en vue de réaliser le test de
CV. Pour respecter les délais nécessaires a la bonne prise en charge des patients, la mise en
place d’un circuit de rendu des résultats performant doit étre associée a celle des DBS. (Working
Group on Modelling of Antiretroviral Therapy Monitoring Strategies in Sub-Saharan Africa et
al., 2015).

4.4 Epidémiologie de I’échec virologique et dynamique de la résistance

4.4.1. Echec virologique et changement de TAR dans les pays du Sud

L’échec virologique (EV) (CV>1 000 copies/mL) est inférieur a 20 % chez les patients
traités depuis 5 ans, d’apres une récente méta-analyse et revue menée dans 35 pays du Sud, dont
2/3 des études de cohortes provenaient d’Afrique sub-saharienne (Boender et al., 2015a).
Cependant, cette proportion double lorsqu’on tient compte des déces li¢ au SIDA et des perdus
de vue apres 4 ans de TAR. D’autre part, ’EV est hétérogene car il est plus élevé en Afrique
sub-saharienne qu’en Asie. Des variations importantes ont aussi été observées a travers
I’Afrique de I’Ouest et du Centre, mettant en exergue I’importance d’une stabilité
sociopolitique mais aussi une bonne gouvernance des programmes de TAR (Tableau 4)

(Aghokeng et al., 2014; Mann et al., 2013; Nsanzimana et al., 2015).
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Tableau 4. Echecs virologiques (CV > 1 000 copies/mL) et résistance dans les zones urbaines des pays
d’Afrique de I’Ouest et du Centre, aprés 12 et 24 mois de TAR.

Les prévalences > 10% sont surlignées en gras et celles > 20% sont surlignées en rouge. * 6-12 mois

EV EV Résistance Résistance
Pays Date
M12 mM24 M12 mM24

Burkina-Faso 2009-20122 6 4 4 2
Cameroun 2007° 16 25 4 17

2009-2011°¢ 9 _ 5 _

2009-20122 9 14 6 11
Cote d’lvoire 2006-2009¢ 25 27 12 19

2009-20122 21 14 11 10
Guinée-Bissau ND e* 46 11 _ .
Nigeria 2008-2009° 10 5
RCA e B 29 B 22
RDC 2008" 15 12
Senégal 2009-20122 9 11 7 9
Togo 2008 31 25

2009-20122 18 26 14 25

Références : 2(Aghokeng et al., 2014), ®(Kouanfack et al., 2009), ¢(Billong et al., 2013), 9(Messou et al., 2013), ¢(Jespersen et
al., 2015), f(Ugbena et al., 2012), &(Péré et al., 2012), "(Muwonga et al., 2011), {(Dagnra et al., 2011).

Les estimations globales sont donc a prendre avec précaution, d’autant plus qu’elles sont
probablement sous-estimées par le fait qu’elles proviennent généralement de population ayant
acces a la CV, alors que c’est rarement le cas, notamment en Afrique sub-saharienne (Boender
et al., 2015a). Dans cette région, les précédentes revues avaient trouvé un taux d’EV plus élevé,
supérieur a 30% apres 2 ans de TAR (Barth et al., 2010; Hammond et Harry, 2008). Récemment,
une étude menée au Togo a montré un taux d’EV alarmant de plus de 40% apres une longue
durée de TAR > 4 ans (Konou et al., 2015a). En zone décentralisée, les données sont rares :

I’EV en zone semi-rurale semble comparable au ville (Diouara et al., 2014a; Konou et al.,
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2015b), mais de fagon inquictante, celui des zones rurales pourrait étre beaucoup plus élevé.
Ainsi, au Cameroun et au Gabon, environ 60% des patients vivant en zone rurale avaient une
CV >1 000 copies/mL apres seulement 2 ans de TAR (Liégeois et al., 2012; Taieb et al., 2014).
Généralement, les facteurs de risques associés a I’EV sont : CD4 <200 cellules/pL a I’initiation
du TAR, faible observance, longue durée de TAR, jeune age (< 30 ans) ; et le genre masculin

est aussi souvent décrit (Boullé et al., 2015; Penot et al., 2014).

Enfin, le taux d’EV n’augmentait pas au cours du temps (Boender et al., 2015a),
contrairement a ce qui est habituellement observé (Hosseinipour et al., 2013; Jiamsakul et al.,
2014; Sigaloff et al., 2011a; Stadeli et Richman, 2012). Ainsi, cette étude souléve un triple
probléme largement rencontré au cours de la prise en charge des patients dans les pays du sud :
(1) I’abandon des soins ; (2) I’absence de détection précoce de 1’échec virologique chez la
plupart patients poursuivant les soins, et parfois méme (3) 1’absence de changement pour une
2¢m¢ Jione de TAR chez les patients en échec virologique ayant eu acces au test de CV (Boender
et al., 2015a; Haas et al., 2015). Le changement de TAR est rare et tardif dans les pays du Sud,
d’apres les estimations suivantes: < 2% au cours des deux premicres années, 5% a trois ans, et
9% a quatre ans (Boender et al., 2015a; Konou et al., 2015a). Tous types de suivis confondus,
le taux de changement de TAR, estimé a 1.6 pour 100 patients/an, d’aprés une récente analyse
collaborative menée a partir d’études de cohortes de 16 pays d’Afrique sub-saharienne (Haas
et al., 2015). 1l est trois fois plus élevé en cas de suivi virologique, et plus fréquent en ville
qu’en milieu rural. Cependant, méme lorsque celui-ci est réalisé, plus de 40% des patients ayant
un échec virologique confirmé de 1°° ligne de TAR ne sont pas « switchés » en 2°™ ligne de
TAR. Dans ce contexte, les CD4 sont bas (< 200 cellules/mm?) au moment du changement de

TAR, quelque soit le type de suivi.

Le terme de « silent epidemic » est utilisé pour caractériser la situation concernant ’EV
chez les enfants et les adolescents (Bernheimer et al., 2015). Comme dans les pays du Nord, ils
sont entre deux et trois fois plus a risque d’EV que les adultes, et le renforcement de 1’adhérence
est moins associé a une « re-suppression » virale (Frange et al., 2014; Jobanputra et al., 2014).
L’EV (CV >1 000 copies/mL) a précédemment été estimé a 30% apres seulement 1 an de TAR,
dans une méta-analyse réalisée dans 15 pays du Sud (Ciaranello et al., 2011). Les données plus
récentes rapportent une prévalence variable en fonction des pays : EV < 20% en Afrique du
Sud et au Cambodge (Barennes et al., 2016; Davies et al., 2011b) ; EV > 50% au Togo et au
Sénégal (Kebe et al., 2012; Salou et al., 2016). Malheureusement, les changements de TAR

sont aussi rares dans cette population, malgré la description de plus en plus de résistances
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(Bernheimer et al., 2015; Desmonde et al., 2015; Sigaloff et al., 2011b; TREAT Asia Pediatric
HIV Observational Database (TApHOD) and International Epidemiologic Databases to
Evaluate AIDS (IeDEA) Southern Africa Paediatric Group, 2011).

4.4.2. Dynamique de la résistance : comparaison Nord/Sud

De fagon générale, I’émergence de virus résistants chez les patients en échec virologique
est actuellement une préoccupation importante dans les pays du Sud (Hamers et al., 2013; Vella,
2015). Pour bien le comprendre, nous présentons ici bri¢vement la situation dans les pays du

Nord et du Sud.

4.4.2.1 Reésistance transmise du VIH aux ARVs

> Dans les pays du Nord

Concernant la résistance transmise (TDR) en Europe et en Amérique du Nord, entre
9,4% et 11,5% des patients n’ayant jamais re¢u de TAR, présentent une résistance a au moins
un ARV, d’aprés une récente méta-analyse réalisée a partir de 287 études publiées entre 2000
et 2013, et comprenant plus de 50 000 patients naifs de TAR vivant dans plus de 100 pays
différents a travers le monde (Rhee et al., 2015a). Dans les pays du Nord, les TDRs sont d’abord

associées aux INTIs, puis aux INNTIs.

En Amérique du Nord, la prévalence des TDRs a tendance a augmenter, du fait de
I’augmentation des mutations associées aux INNTIs (Figure 42). En Europe, une diminution
marginale de la prévalence des TDRs a été observée. Elle serait due a une baisse des TDRs
associées aux INTIs, en partie liée aux niveaux élevés de prévalence observés avant 2000, ainsi
qu’a I’augmentation des patients venant des pays du Sud ou la prévalence des TDRs est
moindre. Apres un ajustement, cette tendance a la baisse disparait et finalement la prévalence
des TDRs semble stable en Europe, et tout comme en Amérique du Nord les TDRs associées
aux INNTIs ont aussi tendance a augmenter (Hofstra et al., 2016; Rhee et al., 2015a). En
remarque, les pays a ressources €levées d’Asie, comme le Japon, sont les seuls pays ou
I’augmentation des TDRs semble liée a I’augmentation des TDRs associées aux IPs. Enfin, la
prévalence des TDRs dans les pays du Nord est plus €levées dans les populations HSH (11-
13%) que chez les UDI (5-8%) et les hétérosexuels (7-9%) (Frange et al., 2015; Frentz et al.,
2014; Pham et al., 2014).
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Figure 42. Evolution de la résistance transmise dans les pays du Nord et du Sud.

(a) Amérique du Nord, (b) Europe, (¢) Afrique sub-saharienne (ASS), et (d) Asie du Sud et du Sud-Est (ASSE). Les
pays du Nord sont surlignés en vert, les pays du Sud sont surlignés en bleu, et parmi-eux 1’ Afrique sub-saharienne ou
I’épidémie de VIH/SIDA est la plus importante, est surlignée en rouge (modifié d’apres (Rhee et al., 2015a).

Initialement, les TDRs sont transmises par des patients en €chec virologique de TAR
qui accumulent des mutations de résistance du VIH aux ARVs. Dans les pays du Nord,
I’introduction de nouvelles classes d’ARVs a temporairement réduit la prévalence des TDRs,
et désormais la transmission semble principalement conduite par les patients naifs de TAR, qui
ont été infectés par un virus déja résistant (Yang et al., 2015b). Ainsi, une récente étude
phylogénétique menée en Angleterre a estimé que 70% des TDRs avaient comme source un

patient naif de TAR (Mourad et al., 2015).
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> Dans les pays du Sud

Aujourd’hui, la prévalence des TDRs est moins élevée dans les pays du Sud, comparé
aux pays du Nord (Figure 42) (Rhee et al., 2015a; OMS, 2012). La prévalence la plus élevée
est observée en Amérique latine et Caraibes (7,6%), avec une tendance a 1’augmentation. Elle
varie autour de 3% en Afrique sub-saharienne (ASS) et en Asie du Sud et du Sud-Est (ASSE),
ce qui reste encore faible (<5%) d’apres la classification de ’OMS. Alors qu’elle semble stable
en ASSE, la prévalence des TDRs augmente rapidement avec 1’¢élargissement de 1’acces au
TAR en ASS (Gupta et al., 2012; Hamers et al., 2013; Rhee et al., 2015a; Stadeli et Richman,
2012).

Avant I’acces universel au TAR en ASS, on estime que la prévalence des TDRs était
d’environ 2% (Rhee et al., 2015a). Quatre ans apres 1’acces universel, on estime que la
prévalence des TDRs est supérieure a 3%, et elle atteint environ 5% dans plusieurs études.
Ainsi, ’OMS a observé de facon répétée le passage d’un niveau de résistance faible a
intermédiaire dans les régions d’ASS au Malawi, en Ouganda, ainsi qu’en Afrique du Sud
(OMS, 2012). Dans un contexte de suivi virologique limité, I’augmentation rapide des TDRs
pourrait avoir un impact négatif significatif sur ’efficacité des TAR de 1%° ligne et par
conséquent augmenter la mortalité (Cambiano et al., 2013). En effet, en I’absence de test
génotypique pré-thérapeutique et surtout d’un suivi virologique de routine, ces patients risquent

de recevoir un TAR de 1% ligne sous-optimal et d’accumuler rapidement des résistances.

Dans les pays du Sud, les TDRs sont d’abord associées aux INNTIs, contrairement aux
pays du Nord, avec les quatre mutations principales : KIO1EP, K103NS, Y181CIV et G190A.
Elles sont ensuite associées aux INTI, avec les mutations M184VI, TAMs (M41L, D67GN,
K70R, L210W, T2I5YF et K219EQ), les mutations réversibles de T215 (T215CDES)
(Figure 43).

Récemment, la résistance pré-traitement (PDR), mesurée de fagcon rétrospective, a été
estimée a 5,5% parmi une large cohorte de plus de 2 500 patients vivant dans six pays d’Afrique
sub-saharienne (Boender et al., 2015b). Apres 3 années de suivi, cette résistance n’était pas
associée a une augmentation de la morbidité ou de la mortalité, mais a une augmentation de

changement pour un TAR de 2°™ ligne.
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Figure 43. Prévalence des mutations de résistance transmises (TDR).

Enquétes OMS, 2004-2010 (n=3 588). Le pourcentage de TDR est indiqué en rouge. Les INNTTIs, INTIs et IPs
sont respectivement indiqués en bleu, vert et jaune. L’association de résistance transmise aux INNTI et INTT est
indiquée en violet (modifié d’aprés OMS, 2012).

4.4.2.2 Résistance acquise du VIH aux ARVs

> Dans les pays du Nord

Concernant la résistance acquise (ADR), la résistance aux INTIs est aussi la forme la
plus fréquente de résistance aux ARVs chez les personnes en échec thérapeutique, suivie par la
résistance aux INNTIs et aux IPs. En Europe, plusieurs études ont montré que la prévalence des
patients sous TAR ayant au moins une mutation de résistance avait atteint les niveaux les plus
¢levés (57-80%) a la fin des années 1990 (De Luca et al., 2013; Scherrer et al., 2016). Depuis
10 ans, elle a largement diminué (37%-71%) grace a I'utilisation de molécules avec des
barrieres génétiques plus élevées et un suivi virologique rapproché. En suisse, la proportion de
patients multi-résistants aux trois molécules de leur TAR est passée de 9% en 1999 a environ
4% and 2013, et elle est inférieure a 0,4% chez les patients ayant initi¢ un TAR apres 2006
(Scherrer et al., 2016). Actuellement, la proportion d’ADR varie respectivement entre 48% en
Europe de I’Ouest et 71% en Amérique du Nord, principalement du fait des résistances lices

aux INNTIs, généralement remplacés par d’autres molécules (2016).

> Dans les pays du Sud

Contrairement aux pays du Nord, la résistance acquise sous TAR (ADR) semble
augmenter dans les pays du Sud. Les derniéres données de I’OMS (2007-2010) ont montré que

72% des patients en échec virologique sous TAR de 1°° ligne avaient au moins une mutation
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de résistance, apres seulement 12 mois de TAR (OMS, 2012) (Figure 44).
Ces ADRs ¢étaient d’abord associées a la M184V et aux principales mutations des INNTIs, chez

60% des patients. La fréquence des TAMs était moins élevée (< 20%).

Pourcentage de génotypes lors de la
mesure des critéres de jugerrent a 12 rois

Figure 44. Prévalence des mutations de résistance acquises (ADR).

Enquétes OMS, 2007-2010 (n=5 066) (modifi¢ d’aprés OMS, 2012).

Des données un peu plus récentes (2009-2011) ont observé les mémes prévalences apres
12 mois de TAR, tout en mettant en évidence une hétérogénéité entre les pays (Tableau 4)
(Aghokeng et al., 2014). Apres 24 mois, une augmentation (75-86%) de la prévalence des
ADRs, associée a une accumulation et une augmentation des TAMS est observée (Aghokeng
et al., 2014; Messou et al., 2013). 1l existe encore trés peu de donnée sur ’ADR a plus long
terme, mais les premicres observations montrent des niveaux de résistance inquictants, variant
entre 82-90% au Cameroun et au Mali, apres 36 mois de TAR (Aghokeng et al., 2013; Fofana
et al., 2014). Dans certains pays ou la prévalence rapportée des ADRs était déja élevée apres 12
mois, comme au Togo, une récente étude a montré que parmi 40% des patients en échec
virologique apres plus de 4 ans de TAR, la quasi-totalité d’entre eux avaient des ADRs (Konou

et al., 2015a).
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Récemment, I’impact de I’introduction du TDF dans le TAR de 1°° ligne en
remplacement de I’AZT vient d’étre analysé (Figure 45) (TenoRES, 2016). Cette méta-analyse
comprend 287 études (1998 et 2015) et presque 2000 patients sous TAR vivant dans plus de 36
pays différents a travers le monde (2016). Elle a observé une grande différence de prévalence
de la résistance au TDR (K65R principalement) entre les pays d’Afrique sub-saharienne (28-
50%) et les pays du Nord (0-25%). Comme la plupart de ces patients avaient une résistance aux
autres molécules de leur TAR, celui-ci n’était fonctionnellement pas efficace. Ainsi, il est
possible que dans certains pays d’Afrique sub-saharienne, 1I’émergence de la résistance sous

TAR soit en train de s’aggraver avec I’introduction du TDF.
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Figure 45. Résistances acquises du VIH au TAR.

(a) détail des pays analysés et diversité génétique du VIH-1, (b) prévalence des ADR par région. NNRT =
inhibiteur non nucléosidique de la RT, TDF = Ténofovir disoproxil fumarate. Les pays du Nord sont indiqués en
vert. Les pays du Sud sont indiqués en bleu, et parmi eux, I’ Afrique sub-saharienne est indiquée en rouge (modifié
d’aprés TenoRes study group, 2016).
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Quinze ans aprés la mise en place et I’acces élargi au TAR de 1% ligne dans les pays du
Sud, la suppression virale, objectif clé de son efficacité, n’est pas atteinte chez une proportion
importante de patients infectés par le VIH. De facon générale, environ 20% des patients sont
en échec virologique (CV > 1 000 copies/mL) aprés 24 mois de TAR, et probablement plus
ensuite, méme si peu de données sont disponibles. Par ailleurs, cette proportion varie parfois
énormément entre les pays et les zones démographiques (urbaines et décentralisées), en
fonction notamment : des conditions programmatiques de gestion du TAR et du fonctionnement
des systémes de santé et des infrastructures de laboratoire disponibles. Finalement, de
nombreuses mutations de résistance du VIH au TAR de 1% ligne composé par 1 INNTI et 2
INTIs sont fréquemment observées chez les patients en échec virologique. Dans les pays du
Sud, la prise en charge et le suivi des patients infectés par le VIH ont évolué au fil des
recommandations de ’OMS qui suivent une approche de santé publique. Contrairement aux
pays du Nord, ou la mise en place d’un TAR souvent plus puissant et plus robuste couplée a un
suivi virologique de routine peut permettre de limiter I’émergence de la résistance, la situation
actuelle des pays du Sud est bien plus préoccupante. En effet, la résistance acquise a tendance
a y étre plus élevée et elle augmente avec I’élargissement de 1’accés au TAR. La résistance

transmise augmente aussi en Afrique sub-saharienne avec 1’élargissement de I’acces au TAR.

L’acces au TAR a pourtant représenté une véritable révolution dans la prise en charge
des patients, en améliorant leur qualité de vie et évitant de nombreux déces liés au VIH/SIDA.
Il a aussi permis de réduire considérablement la transmission du VIH au niveau mondial. Parmi
environ 37 millions de patients infectés par VIH dans le monde en 2015 (dont 70% vivent en
Afrique sub-saharienne), I’OMS estime que seulement 17 millions d’entre eux bénéficient d’un
TAR. La couverture en TAR est donc insuffisante et disparate, a la fois entre les pays du Nord
et du Sud mais également au sein du continent africain, entre I’ Afrique de I’Est et du Sud (54%)
et I’Afrique de 1’Ouest et Centrale (28%). Actuellement, 1’épidémie de VIH/SIDA est a un
nouveau tournant de son histoire. Pour la premiere fois, il semble qu’en accélérant I’acces au
TAR d’ici a 2030, il soit possible d’y mettre fin en tant que menace de sante publique, d’apres
les objectifs « 90-90-90 » de PONUSIDA et de ’OMS. Brievement, ils impliquent d’abord que
d’ici a 2020 : 90% des infections soient diagnostiquées, 90% de ces patients bénéficient d’un
TAR ininterrompu, 90% des patients traités soient en succes virologique durable. Pour atteindre
ces objectifs ambitieux, des changements majeurs sont indispensables, notamment 1’acces
rapide a la charge virale de routine a grande échelle. Dans ce contexte, la recherche virologique

appliquée dans les pays du Sud est plus que nécessaire. Elle permet notamment de recueillir des
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données manquantes et dissemblables aux pays du Nord, qui sont liées a la différence de prise
en charge et de suivi des patients. Ce type de recherche vise aussi a transférer des techniques

adaptées au contexte des pays du Sud, ainsi qu’a développer et tester des stratégies alternatives.

Face au risque d’émergence de résistance, il est indispensable d’étudier les résistances
acquises du VIH aux ARVs chez les patients en échec de 1°° ligne, particuliérement chez les
patients traités depuis longtemps (> 3 ans). Ces données encore peu nombreuses sont
nécessaires pour évaluer I’impact sur les TAR de 2°™ ligne, rarement administrés dans les pays
du Sud, ainsi que le risque potentiel de transmission de souches résistantes chez les nouveaux
patients infectés. Les études de virologie étant généralement menées en ville, il est aussi
important d’évaluer 1’efficacit¢ des programmes et services de TAR dans les zones
décentralisées pour savoir comment cela se passe aujourd’hui. Concernant 1’acces a la charge
virale, il est intéressant d’élargir la disponibilité des tests réalisables sur les plateformes
complexes a partir de plasma, notamment avec des tests « ouverts » et polyvalents qui soient
capables de détecter tous les variants VIH circulant dans les pays du Sud, et de faire diminuer
le cotit en réactifs et équipements. En I’absence actuelle de tests simples (POC, point of care en
anglais), il est aussi urgent d’étudier I’applicabilit¢ a grande échelle des prélevements
alternatifs, comme le sang séché sur papier buvard (DBS, dried blood spot en anglais), qui
visent a rendre la charge virale accessible dans les endroits ou les infrastructures de laboratoires

sont limitées.

L’objectif général était d’étudier les résistances du VIH-1 acquises aprés une
longue durée de TAR de 1¢ ligne en zones urbaines et décentralisées, ainsi que d’évaluer
la faisabilité d’un nouveau test de charge virale ouvert et polyvalent universel sur plasma
et sur DBS, afin d’améliorer la prise en charge et le suivi des patients vivant dans les pays

du Sud.
Quatre objectifs spécifiques ont été définis et sont chacun présentés dans les chapitres

des travaux de thése, qui ont ét¢ menés dans les laboratoires de virologie de 'IRD-CREMER

(Yaoundé, Cameroun) et de I’'UMI233 TransVIHMI (Montpellier, France).
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Dans le Chapitre 1, nous avons analysé en détail les mutations de résistance du VIH
aux ARVs et les valeurs de charge virale observées chez des patients en échec virologique d’un
TAR de 1°° ligne administré depuis une longue durée. Cette étude transversale descriptive a été
menée dans trois pays d’Afrique sub-saharienne (Cameroun, Burkina-Faso et Sénégal) ou en
pratique, le suivi des patients sous TAR est essentiellement clinique. Ici, notre premier objectif
était d’évaluer I’impact des résistantes acquises sur le TAR de 2°™ ligne en zone urbaine dans

le contexte des pays du Sud.

Dans le Chapitre 2, nous avons ensuite évalué 1’efficacité réelle des programmes et
services de TAR, en dehors des zones urbaines (zones décentralisées) ou peu de données sont
disponibles. Nous avons mené une étude transversale descriptive chez les patients de la file
active d’un hopital de district du Cameroun, en analysant 1’échec virologique et les mutations

résistances.

Les résultats des Chapitres 1 et 2 ont clairement montré que I’acces a la charge virale
en routine est actuellement crucial pour le succes des programmes de TAR dans les pays du
Sud. A la suite de ces observations, la deuxieme partie des travaux porte sur I’amélioration de

I’acces a la charge virale pour tous les patients.

Dans le Chapitre 3, nous avons donc transféré un test de CV ouvert et polyvalent
universel au sein du laboratoire de virologie du CREMER au Cameroun. Ce test RT-qPCR
VIH-1/SIVcpz/SIVgor est capable de détecter tous les variants du VIH-1 M, les groupes
divergents N, O et P circulants au Cameroun, ainsi que leurs ancétres simiens SIVcpz et SIVgor.
Notre troisieme objectif était d’évaluer le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor sur plasma dans
le cadre du suivi virologique de routine, en le comparant au test commercial Abbott RealTime

HIV-1 (Abbott Molecular, USA, IL).

Enfin, dans le Chapitre 4, nous avons cherché a savoir comment le test RT-qPCR
VIH-1/SIVcpz/SIVgor peut étre adapté a une application optimale a grande échelle sur les
prélevements DBS. Notre quatrieme objectif était de comparer différentes méthodes
d’extraction des acides nucléiques pour réduire I’impact de I’ADN pro-viral afin d’améliorer la
spécificité des tests de charge virale réalisés sur DBS. Les valeurs de charge virale obtenues sur
DBS ont été¢ comparées a celles mesurées a partir du plasma, en utilisant notamment le seuil

d’échec virologique de 1 000 copies/mL, qui vient d’étre recommandé par I’OMS.
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Contexte

Contexte : situation épidémiologique et prise en charge de D’infection a

VIH/SIDA dans les pays ou les travaux de thése ont été réalisés.

Burkina-Faso

Le Burkina Faso est un pays sahélien enclavé, sans littoral, situé en Afrique de I’Ouest.
D’une superficie d’environ 270 000 km?, il partage ses frontiéres avec 6 pays : Mali (Nord et
Ouest), Niger (Est), Bénin (Sud-est), Togo et Ghana (Sud) et Cote d’Ivoire (Sud-Ouest). La
population burkinabé était d’environ 14,0 millions d’habitants (dont 47% avaient moins de 15
ans) en 2006, et d’apres ce chiffre il a été estimé qu’elle serait d’environ 19 millions en 2016°.

En outre, elle réside essentiellement en milieu rural (77%).

Le nombre de personnes vivant avec le VIH/SIDA au Burkina Faso est de 95 000
(79 000 — 120 000) en 2015, dont 88 000 adultes et 7 700 enfants, d’apres les estimations de
I’ONUSIDAS®. Ainsi, la prévalence de I’infection a VIH/SIDA dans la population adulte (15-49
ans) est de 0,8% (0,7-1,0). Des précédentes études réalisées entre 2013 et 2014 ont observé des
prévalences plus élevées chez certains groupes a risque : travailleuses du sexe (16,1%), HSH
(3,6%) et détenus (3,0%)°. En 2015, on estime que I’incidence du VIH/SIDA est de 4 200
(2 300-6 300) et le nombre de déces est de 3 600 (2 500-4 900). Le nombre de patients sous
TAR est estimé a 52 300 environ, soit une couverture de 55% (45-67).

Les derniéres recommandations nationales concernant la prise en charge médicale des
personnes vivant avec le VIH au Burkina Faso, suivent les recommandations 2013 de ’OMS
et applique un seuil d’échec virologique de 3 000 copies/mL sur DBS 7. Concernant ’accés a
la CV, 8 sites auraient actuellement les capacités des réaliser les tests de CV parmi les 100
¢tablissements de Santé assurant la prise en charge des patients vivant avec le VIH. Cependant,

il est difficile d’obtenir des informations concernant le nombre de tests réalisés par an dans ce

pays.

5 http://www.unaids.org/sites/default/files/country/documents/BFA narrative report 2016.pdf
6 http://aidsinfo.unaids.org/
7 Normes et protocoles de prise en charge des personnes vivant avec le VIH au Burkina Faso, 4¢™ édition, 2014.
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Cameroun

Le Cameroun est un pays d’Afrique central doté d’une superficie de 475 650 km?. 1l est
bordé par le golfe de Guinée (Sud-Ouest) et partage ses frontieres avec 6 pays : Nigeria (Ouest),
Tchad (Nord-Est), République Centrafricaine (Est) ; ainsi que République du Congo, Gabon et
Guinée équatoriale (Sud). La population camerounaise €tait d’environ 19,0 millions d’habitants
(dont 44% avaient moins de 15 ans) en 2005 et on estime qu’elle est d’environ 22,7 millions en
20168,°. Environ la moitié d’entre elle vit en milieu rural et en 2016, la population camerounaise

est estimée a environ 22,7 millions d’habitants.

Le Cameroun fait face a une épidémie généralisée et il représente le 2°m°

affecté¢ de la région d’Afrique Centrale et de 1’Ouest, avec 620 000 (550 000 — 690 000)

pays le plus

personnes vivant avec le VIH, dont 580 000 adultes et 39 000 enfants®. La prévalence de
I’infection & VIH/SIDA dans la population adulte (15-49 ans) est de 4,5 % (3,9-5,0) en 2015,
d’apres les estimations de ’ONUSIDA. Elle est plus €levée chez les femmes (5,3%) que chez
les hommes (3,6%). En 2011, I’enquéte démographique de santé avait aussi mis en exergue des
disparités de I’épidémie entre les zones urbaines (4,8%) et rurales (3,8%), ainsi qu’entre les
régions (Figure 46)!°. De plus, des prévalences extrémement élevées sont rapportées chez les
HSH (37,2%) en 2015°. On estime que I’incidence du VIH/SIDA est actuellement de 44 000
(35 000-51 000) que le nombre de déces est de 33 000 (30 000-36 000). Le nombre de patients
sous TAR atteint a peine 170 000, soit une couverture de 27% (24-30).

Les recommandations nationales concernant la prise en charge médicale des personnes
vivant avec le VIH au Cameroun ont ét¢ mises a jour en Janvier 2016 et visent a intégrer les
derniéres recommandations de 1’OMS (C. Kouanfack, communication personnelle).
Actuellement, 249 établissements de Santé assurent la prise en charge des patients vivant avec
le VIH et 8§ laboratoires maximum seraient en capacité de réaliser des tests de CV, avec la moitié
situés a proximité des deux principales capitales (Douala et Yaoundé). En pratique, le test de
CV n’est pas disponible en routine (Fokam et al. 2015). A titre indicatif, il a été¢ estimé
qu’environ 12% des patients VIH suivis dans un établissement de Santé avait bénéficié¢ d’au

moins une CV entre 2012 et 2015 (C. Kouanfack, communication personnelle).

8http://www.cnls.cm/docs/publications/PSN 2014 2017 CAMEROUN.pdf
° Rapport d’activité du premier semestre 2016, CNLS, Ao(t 2016
10 https://dhsprogram.com/pubs/pdf/FR260/FR260.pdf
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Prévalence du VIH au Cameroun,
chez les 15-49 ans, en 2011:
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Figure 46. Prévalence du VIH au Cameroun chez les adultes, en 2011.!°

Sénégal

Le Sénégal est un pays d’Afrique de 1’Ouest mesurant une superficie de 196 722 km?.
Il bordé par I’océan Atlantique et partage ses frontieres avec 5 pays : Mauritanie (Nord), Mali
(Est), Guinée et la Guinée-Bissau (Sud) ; ainsi que la Gambie qui forme une quasi-enclave dans
les Sénégal. La population sénégalaise était d’environ 12,9 millions d’habitants en 2013, le
Sénégal, avec des caractéristiques démographiques similaires aux Cameroun et Burkina
Faso concernant la jeunesse (43% de moins de 15 ans) et la ruralité des populations (55%)**.

En 2015, elle serait estimée a 14,3 millions.

Le nombre de personnes vivant avec le VIH au Sénégal est d’environ 46 000 (38 000-
56 000), avec 41 000 adultes et 4 800 enfants®. Ce pays est caractérisé une épidémie concentrée
avec une prévalence faible et stable de 0,5% (0,4-0,6) dans la population générale mais élevée
chez certaines populations a risque : travailleuses du sexe (18,5% en 2010), HSH (21,8% en
2007) ; et les UDI (9,4% en 2011)!°. Le nombre de patients sous TAR est estimé a plus de
18 000, soit une couverture de 40% (34-49).

11 http://www.cnls-senegal.org/pdf/2015/PSN%202014-2017.pdf
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Chapitre 1.

Les charges virales élevées et les multi-résistances liées aux changements
tardifs de traitement antirétroviral de 2°™ ligne pourraient étre un obstacle
majeur a la réalisation des objectifs « 90-90-90 » de PONUSIDA en Afrique

sub-saharienne
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Résumé

Résumé

Dans le contexte de I’initiation du traitement antirétroviral (TAR) dés que possible et de
I’élimination de I’épidémie de VIH/SIDA en tant que menace de santé publique en 2030, il est
important d’évaluer le risque potentiel de transmission de résistance du VIH-1 aux ARVs dans
les pays du Sud. Comme la transmission est liée a la charge virale (CV) ARN du VIH-1, nous
avons étudié 1’association entre la CV plasmatique et les profils de résistance chez 451 adultes
en échec de TAR de 1%° ligne inclus dans 1’essai 2LADY-ANRS12169/EDCTP au Burkina

Faso, au Cameroun et au Sénégal.

La durée médiane de TAR ¢était de 49 mois (EI: 33-69) et 91% des patients étaient
asymptomatiques. Les tests génotypiques de résistance ont été réalisés avec succes chez 446
patients, et 98,7% d’entre-eux étaient résistants a au moins une molécule antirétrovirale de 1
ligne : 40,6 % et 55,8% étaient respectivement résistants a deux ou trois molécules de leur TAR
en cours. La CV médiane était plus élevée chez les patients ayant des souches résistantes a
toutes les molécules de leur TAR que chez ceux ayant des souches encore sensibles a au moins
une molécule, avec respectivement: 4,7 logio copies/mL (EI: 4,3-5,2) versus 4,2 logio
copies/mL (EI : 3,7-4,7) (p < 0,001). La proportion de patients avec des souches résistantes a
toutes les molécules de leur TAR était plus élevée (77,9% (95/122)) chez les patients avec une
CV > 5,0 logio copies/mL. Des prévalences élevées de résistances croisées aux autres
inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse ont ét¢ observés et elles étaient aussi plus

¢levées chez les patients qui avaient des CV élevées.

Sans amélioration du suivi des patients pour éviter des changements tardifs vers des 2™
lignes de TAR, une nouvelle épidémie potentielle causée par des souches résistantes pourrait
émerger en Afrique sub-saharienne et compromettre les efforts réalisés pour atteindre 1’objectif

« 90-90-90 » de ’ONUSIDA en 2020.
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Abstract

In the context of lifelong antiretroviral treatment (ART) as early as possible and to end
the HIV/AIDS epidemic as a public health treat by 2030, it is important to evaluate the potential
risk of transmission of HIV-1 drug resistance (HIVDR) in resource limited countries (RLCs).
Since HIV transmission is driven by HIV-1 RNA viral load (VL), we studied the association
between plasma VL and HIVDR profiles in 451 adults failing first-line ART from the 2LADY-
ANRSI12169/EDCTP trial in Burkina Faso, Cameroon and Senegal.

Median duration on first-line ART was 49 months (IQR: 33-69) and 91% patients were
asymptomatic. Genotypic drug resistance testing was successful for 446 patients and 98.7% of
them were resistant to at least one of the first-line drugs; 40.6% and 55.8% were resistant to
two or three drugs of their ongoing first-line ART, respectively. The median VL was higher in
patients with HIVDR to all ongoing first-line drugs than in those still susceptible to at least one
drug; 4.7 logio copies/mL (IQR: 4.3-5.2) versus 4.2 logio copies/mL (IQR: 3.7-4.7),
respectively (p< 0.001). The proportion of patients with HIVDR to all ongoing first-line drugs
was highest (77.9% (95/122)) in patients with VL >5.0 logio copies/mL. High rates of cross-
resistance to other nucleoside reverse-transcriptase inhibitors (NRTIs) were observed and were

also highest in patients with high VL.

Without improvement of patient monitoring to avoid late switch to second-line
regimens, a potential new epidemic caused by HIVDR strains could emerge in sub-Saharan

Africa and compromise all efforts to reach 90-90-90 UNAIDS objective by 2020.
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Short communication

The major goal of the Joint United Nations AIDS Program (UNAIDS) is to end the
HIV/AIDS epidemic as a public health treat by 2030. To achieve this, HIV transmission has to
be reduced significantly and it should be ensured that by 2020, 90% of people living with HIV
should know their HIV status and 90% of them should receive antiretroviral treatment (ART)
intending to achieve viral suppression in 90% (UNAIDS, 2015). Therefore, WHO recommends
now that all adults diagnosed with HIV should initiate ART, regardless of clinical stage or CD4
counts (WHO, 2015b). ART scale-up in resource-limited countries (RLCs) has been possible
because countries adopted the WHO public health approach based on standardized and

simplified first-line ART protocols with limited laboratory monitoring.

However, in the absence of HIV-1 RNA viral load (VL) monitoring, virological failure
(VF) is not timely detected and switch to second-line regimens is delayed. People continue thus
on failing ART and accumulate drug resistance mutations which can compromise efficacy of
second-line ART and which can also be transmitted. Indeed, rates of transmitted HIV drug
resistance (HIVDR) tend to increase over time and with wider ART coverage in RLCs (Hamers
et al., 2013). Whereas the public health approach has been implemented with success in certain
countries, high rates (>20%) of VF and HIVDR have been observed in others (Aghokeng et al.,
2014). Moreover, in certain settings in sub-Saharan Africa, an alarming proportion of these VFs
are due to HIVDR (Konou et al., 2015a). In the context of access to effective lifelong ART as
early as possible, it is thus important to evaluate the potential risk of transmission of HIVDR in

RLCs.

Although VL in genital secretions drives HIV transmission, plasma viral load predicts
the risk of heterosexual transmission of HIV-1(Baeten et al., 2011; Quinn et al., 2000). Here
we studied the association between plasma VL and HIVDR profiles in order to evaluate the
potential transmissibility of drug resistant HIV strains. The study was conducted in 451 adults
failing first-line ART included in the 2LADY-ANRS12169/EDCTP trial, conducted in Burkina
Faso (n=90), Cameroon (n=302) and Senegal (n=59), between January 2010 and September
20123 Treatment failure was defined as confirmed plasma VL >1,000 copies/mL (m2000
RealTime HIV-1 test, Abbott, USA) repeated after at least one month adherence support. After
adherence support 13.8% (81/584) of patients had VL below 1,000 copies/ml. For the 451
patients that had still VL > 1, 000 copies/mL the median duration on first-line ART was 49
months (IQR: 33-69) and the first-line ART drugs were; 3TC (lamivudine) for all, AZT
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(zidovudine) or d4T (stavudine) for 85% and 15% respectively, EFV (efavirenz) or NVP
(nevirapine) for 29% and 71% respectively. At diagnosis of VF and subsequent switch to
second-line ART, 411 (91%) patients were asymptomatic despite median CD4 count of 183
cells/mm?® (IQR: 87-290) and median VL of 4.5 logio copies/mL (IQR: 4.0-5.1).

Protease and partial Reverse Transcriptase sequences from patients with VF were
obtained as previously described and with the ANRS protocol
(www.hivfrenchresistance.org/ANRS-procedures.pdf) (Ciaffi et al., 2015). The ANRS-v25

algorithm (www.hivfrenchresistance.org/2015/Algo2015-hiv1.pdf) was used to predict drug

resistance to the different ARV drugs. Protease and reverse-transcriptase regions were
successfully amplified and sequenced for 446/451 patients and 98.7% (n=440) were resistant
to at least one of the first-line drugs; 97.7% (85/87) in Burkina Faso, 99.0% (299/302) in
Cameroon and 98.2% (56/57) in Senegal. Overall, 97.1% (n=433) were resistant to non-
nucleoside reverse-transcriptase inhibitors (NNRTIs) (412 to EFV and NVP, 21 to NVP only).
Concerning nucleoside reverse-transcriptase inhibitors (NRTIs), 97.3% (n=434) were resistant
to 3TC and 55.8% (n=249) to AZT and d4T. In practice, 2.2% (n=10), 40.6% (n=181) and
55.8% (n=249) patients were thus predicted to be resistant (i.e. scored as resistant and not as
intermediate resistance) to one, two or three drugs of their ongoing first-line ART, respectively.
In addition, 8.5% (n=38) patients were not yet predicted resistant to AZT and d4T but harbored
already one (n=22) or two (n=16) thymidine analogue mutations (TAMs): M41L (n=5), D67N
(n=6), K70R (n=32) or K219Q/E/N (n=11).

The median VL was higher in patients with HIVDR to all ongoing first-line drugs than
in those still susceptible to at least one drug; 4.7 logio copies/mL (IQR: 4.3-5.2) versus 4.2 logio
copies/mL (IQR: 3.7-4.7), respectively (p< 0.001, Mann-Whitney U test). The proportion of
patients with HIVDR to all ongoing first-line drugs was higher in patients with high plasma
VL; i.e. 25.5% (27/106), 58.3% (127/218) and 77.9% (95/122) when VL was between >3.0 -
<4.0 logio, >4.0 - <5.0 logio and >5.0 logio copies/mL, respectively (p< 0.01, multinomial
logistic regression, adjusted on patient characteristics (study site, gender, WHO clinical stage,

CD4 counts and time on ART)) (Figure 46, A).

Among the 249 patients resistant to AZT and d4T, 75.5% (n=188) accumulated NRTI
mutations and harbored > 2 TAMs in addition to M184IV. Moreover, 20.9% (52/249) patients
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accumulated > 5 TAMs and have a longer median ART duration, i.e. 63 months (IQR: 44-76).
As a consequence, high rates of cross-resistance to other NRTIs were observed: 37.7% (n=168)
to ABC (abacavir); 11.2% (n=50) to TDF (tenofovir) and 7.4% (n=33) to DDI (didanosine).
Intermediate HIVDR to ABC and TDF was also predicted in 59.6% (n=266) and 10.8% (n=48)
patients, respectively. The proportion of patients with NRTI cross-resistance was also higher in
patients with high plasma VL; i.e. 35.8% (n=78/218), 8.3% (n=18/218) and 4.1% (n=9/218)
when VL was >4.0 - <5.0 logio copies/mL were resistant to ABC, TDF and DDI respectively
versus 64.8% (n=79/122), 23.4% (n=29/122) and 18.0% (n=22/122) with VL >5.0 logio
copies/mL (p<0.01, multinomial logistic regression, adjusted on patient characteristics as

mentioned above) (Figure 46, B).

Cross-resistance to other NNRTIs like RPV (rilpivirine) and ETR (etravirine) was
observed in 56.1% (n=250) and 35.9% (n=160) patients, respectively; 15.9% (n=71) had also
intermediate resistance to ETR. NNRTI cross-resistance was not associated with VL and was
not always related to accumulation of mutations, because the presence of certain mutations was
sufficient (ex. K101E/P (EFV, NVP, RPV), E138A/G/K/Q/R/S (RPV), Y181C/I/'V (EFV,NVP,
RPV, ETR) or H221Y (ETR/RPV)) according to the latest version of the ANRS algorithm.
However, in our study all this mutations were observed in combination with other NNRTI
mutations, except Y181C in 3.8% of patients only. The frequency of the different NRTI and
NNRTI mutations are shown in Figure 46, C.

VL is the main predictor of sexual transmission of HIV-1 and in general transmission is
low among persons with VL below 1,500 copies/ml but above this value, transmission n
increases with increasing VL (Quinn et al., 2000). Here we showed that in sub-Saharan Africa,
high VL in patients on ART can also be associated with multidrug resistance and not only to
non-adherence. Importantly, most of the failing patients (98.7%) have mutations conferring
resistance to at least one of the first-line drugs but 90% were still asymptomatic and would have
continued on failing ART based on clinical monitoring only. Consequently, the proportion of
patients that are unaware of their VF status could contribute to the spread of HIVDR strains and

reduce efforts of ART scale-up to prevent new HIV infections.
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Figure 47. HIV-1 drug resistance (HIVDR) to first-line drugs (A) and cross-resistance (B) in patients with
virological failure and successful genotyping according to plasma HIV viral load. Proportion of mutations
from the IAS-201S5 list associated with clinical resistance to reverse transcriptase inhibitors (C).

Mutations associated with resistance from the ANRS algorithm were documented at positions indicated by
asterisk: V179I/M (7.8%), L741 (2.0%), VISA/M/T (1.3%), K101R (1.6%), G190Q/V (0.7%), T215A/l/S/V
(2.0%) and K103H (0.2%) (N=446).

If ART scale-up continues without optimal patient monitoring and with use of
antiretroviral drugs with a low genetic barrier in first-line ART, it can be expected that in certain
RLCs a significant proportion of patients on long-term first-line ART will have high VL and
harbor multidrug resistant strains. For example, assuming that the ART-naive population is
infected with wild-type HIV-1 variants, our observations point out to a prevalence of drug

resistance ranging from 2.1% to 3.8% of all viremic individuals in 2012 for the studied countries
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(UNAIDS 2015; Aghokeng et al., 2014). The proportion of viremic patients will be
considerably lower in the context of ART coverage of 90% and as a consequence the overall
likelihood to become infected will also be lower. However, the prevalence of drug resistance
will increase among them and the chance to become infected with drug resistant HIV strains
will be higher especially with a continued use of clinical and/or immunological patient

monitoring in ART programs.

Despite the longer and broader ART coverage, the proportion of new infections with
HIVDR strains could thus be higher in RLCs than in Europe or US where patients switch to
second-line regimens before high VLs are reached (Saenz and Bonhoeffer, 2013). At present,
transmitted HIVDR in RLCs concerns mainly resistance to NNRTIs, but it is likely that
transmission of NRTI mutations will increase (Hamers et al., 2013; Yang et al., 2015a).
Furthermore, the accumulation of HIVDR mutations and high VL due to late switch to second-
line regimens not only boosts widespread transmission with HIVDR strains but also
compromises efficacy of second-line drugs, for example several studies showed higher
probability of early failure of second-line regimens in patients with high VL at switch (Boyd et
al., 2015; Ciaffi et al., 2015). WHO recommends VL monitoring since 2013, but despite efforts

to increase VL capacity, today access to VL testing remains largely insufficient.

With the new WHO recommendations, it is estimated that around 15 million additional
individuals will need lifelong ART in the next five years in sub-Saharan Africa. In addition to
provide rapidly wide access to VL monitoring more robust first-line regimens, based on new
protease or integrase inhibitors, should also be recommended in RLCs. Scaling-up of VL
monitoring needs also to be accompanied by training on optimal use of VL results for clinical
decisions. Without such efforts people on failing ART represent a potential source for an
epidemic with multidrug resistant strains that could delay the 90-90-90 UNAIDS objectives and

overall worldwide HIV control.
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Résumé

Dans les zones rurales d’Afrique, il manque des données sur ’efficacité du traitement
antirétroviral (TAR) afin d’évaluer I’écart avec les objectifs « 90-90-90 » de ’ONUSIDA. Nous
avons donc étudié la prévalence de I’échec virologique et de la résistance du VIH aux
antrirétroviraux (ARVs), ainsi que le profil des mutations de résistance parmi les patients traités

en routine dans un hdpital de district rural au Cameroun.

Une étude transversale a ét¢ menée entre Janvier 2013 et Janvier 2014 parmi les patients
> 15 ans et sous TAR > 6 mois a I’hdpital de district de Mfou (région du Centre). Les patients
ont bénéficié d’un acces gratuit au test de CV (Biocentric, Bandol, France). Le test génotypique
de résistance était réalisé quand la CV > 1 000 copies/mL. Des modéles de régression logistique
multivariée ont €té utilisés pour étudier la relation entre I’échec virologique et la résistance du
VIH aux ARVs, avec les caractéristiques socio-démographiques et médicales. Sur 407 patients
(74,9% de femmes, dge médian de 41,8 ans, durée médiane de TAR de 29,2 mois), 96
(23,6%, IC 95%: 19.5-28.0) étaient en échec virologique et 74 (18.2%, IC 95% : 14.6-22.3)
avaient des souches résistantes. Les prévalences d’échec virologique et de résistances du VIH
aux ARVs augmentaient respectivement avec la durée de TAR, allant de : 12,0% et 8,0% pour
le groupe « 6-12 mois » a 31,3% et 27,1% pour le groupe « > 72 mois ». Les 74 patients avec
des résistances avaient tous des souches résistantes aux inhibiteurs non-nucléosidiques de la
transcriptase inverse, et 57 d’entre-eux étaient aussi résistants aux inhibiteurs non-

nucléosidiques de la transcriptase inverse.

Nos estimations font partie des prévalences les plus élevées observées en Afrique
Centrale et de I’Ouest. La proportion de patients en échec virologique doit étre divisée par deux,
afin d’atteindre 1’objectif « 90-90-90 » de ’ONUSIDA. Le renforcement des capacités des
systémes de santé, la formation spécifique des personnels de santé concernant le VIH et
I’utilisation des ARV, I’acces a la charge virale a grande échelle, et I’approvisionnement
continu en ARVs sont importants, particulierement en zone rurale. De plus, la surveillance de

I’échec virologique et des résistances est cruciale pour préserver le futur.
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Abstract

In rural Africa, data on virologic effectiveness of antiretroviral treatment (ART) are
lacking to assess the gap with the UNAIDS 90-90-90 treatment targets. We therefore
investigated the prevalences of unsuppressed viral load and antiretroviral drug resistance, and
the profile of genotypic resistance mutations among patients routinely treated in a rural district

in Cameroon.

A cross-sectional study was performed between January 2013 and January 2014 among
patients > 15 years and on first-line ART for > 6 months in the Mfou district hospital (Centre
region). Patients were offered free access to HIV viral load testing (Biocentric, Bandol, France).
Genotypic drug resistance testing was done when the viral load was >1000 copies/mL.
Multivariate logistic regression models were used to assess the relationship of unsuppressed
viral load or antiretroviral drug resistance with socio-demographic and medical characteristics.
Of 407 patients (74.9% women, median age 41.8 years, median time on ART 29.2 months), 96
(23.6%, 95% confidence interval [CI] 19.5-28.0) had unsuppressed viral load and 74 (18.2%,
95% CI 14.6-22.3) had antiretroviral drug resistance. The prevalences of unsuppressed viral
load and antiretroviral drug resistance increased with time on ART, from 12.0% and 8.0% in
the 6-12 months group to 31.3% and 27.1% in the >72 months group, respectively. All 74
patients with antiretroviral drug resistance were resistant to non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors, and 57 of them were also resistant to nucleoside reverse transcriptase

inhibitors.

Our estimations were among the highest observed in the west and central African region.
The proportion of patients with virologic failure should be divided by two to reach the UNAIDS
90-90-90 treatment targets. Strengthening the health system capacities through HIV and ART-
specific training of healthcare workers, laboratory equipments, and adequate drug supply is
important, especially in the rural setting. Also, the surveillance of virologic failure and

resistance will be crucial to preserve the future.
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2.1 Introduction

Ending the AIDS epidemic by 2030 is the new goal endorsed by the global community
(United nation, 2016). To achieve this goal, the Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS) issued a strategy in which antiretroviral therapy (ART) is a key element (UNAIDS
2014). This strategy aims that, by 2020, 90% of all people living with HIV will know their HIV
serostatus, 90% of all people with diagnosed HIV infection will receive sustained ART, and
90% of all people receiving ART will have viral suppression (90-90-90 treatment targets). By
2030, the targets are 95%-95%-95%. Western and central Africa is the second most affected
region with 6.5 million people living with HIV but one of the regions with the lowest ART
coverage (28% in 2015) (UNAIDS, 2016b). Furthermore, the assessment of virologic
effectiveness remains challenging because most patients are still treated without viral load

monitoring, especially in rural settings.

In Cameroon, access to ART has been decentralized to district hospitals throughout the
country since 2005 (Ministry of Public Health, 2004). Viral load measurement is recommended
six months after ART initiation and then once a year by the national AIDS programme (Ministry
of Public Health, 2015). However, this test is seldom performed because it is only available in
major cities such as Yaoundé and Douala (the political and economic capitals, respectively) and
its cost is supported by the patients (Fokam et al., 2015). Whereas virologic outcomes among
patients receiving ART in urban areas have been widely studied since the beginning of ART
use and scale-up in 2000, data in rural districts are lacking to assess the gap with the 90-90-90
treatment targets (Aghokeng et al., 2013, 2014; Kouanfack et al., 2009; Laurent et al., 2006;
Soria et al., 2009; Zoufaly et al., 2014).

We therefore investigated the prevalences of unsuppressed viral load and antiretroviral

drug resistance, and the profile of genotypic resistance mutations among patients routinely

treated in a rural district.
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2.2 Methods

2.2.1 Study design

A cross-sectional study was performed between January 2013 and January 2014 among
patients who received ART in the Mfou district hospital, which is located about 30 km to the
south of Yaoundé¢. In this hospital, access to ART has been available since 2005. Antiretroviral
regimen included two nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) plus one non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI). Demographic and medical data were
routinely recorded by social workers and physicians in individual paper medical charts, and
then entered by a data clerk in an electronic database (ESOPE, Epiconcept, France). Patients
were eligible for the study if they were 15 years or older and had started ART since at least 6
months. Eligible patients were offered free access to HIV viral load testing and, if necessary, to
antiretroviral drug resistance testing. Patients with resistance had access to second-line ART.
The National Ethics Committee of Cameroon approved the study. Informed consent was

obtained for each included patient.

2.2.2 Laboratory testing

Whole blood samples were collected from included patients attending the Mfou district
hospital and transported within six hours to Yaoundé to the reference HIV laboratory of
IRD/CREMER (Centre de Recherche sur les Maladies Emergentes et Ré-émergentes), which
is accredited by the World Health Organization (WHO) for HIV drug resistance testing. After
centrifugation, plasma aliquots were stored at -20°C for further analyses. HIV-1 groups were
identified with an in-house ELISA assay using V3-loop peptides from HIV-1 groups M, N, O
and P (Villabona-Arenas et al., 2015). HIV-1 RNA was extracted automatically from 140 pL
of plasma (Qiacube, Qiagen, Courtaboeuf, France) and viral load was measured using the HIV
Generic Viral Load assay (Biocentric, Bandol, France). Genotypic drug resistance testing was
done using an in-house protocol, which amplifies the protease and reverse transcriptase regions
in a single pol gene fragment (~1300 bp) when the viral load was >1000 copies/mL (Guichet et
al., 2016). To increase sensitivity of PCR amplification on samples with viral load between 300
and 1000 copies/mL, HIV-1 RNA extraction was performed from 500 pL of plasma and the

reverse transcriptase region was amplified as a separate fragment.
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PCR products were directly sequenced using BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, CA, USA). All sequences were checked for quality

assurance analysis using the HIVdb Program (http://sierra2.stanford.edu/sierra/servlet/JSierra)

before further analyses. Relevant drug resistance mutations were identified and interpreted

using the ANRS-v25 interpretation rule (www.hivfrenchresistance.org/2015/Algo-2015.pdf).
HIV-1 subtypes and recombinant forms were identified with phylogenetic tree analysis using
the PHYML method (Guindon et al., 2010), and with breakpoint analysis for selected samples

using SimPlot software-v3.5.1.0.

2.2.3 Statistical analysis

Unsuppressed viral load was defined as viral load >1000 copies/mL (WHO-
recommended threshold), and antiretroviral drug resistance as the presence of a genotypic
resistance to at least one antiretroviral drug. Individual characteristics were compared between
included patients and non-included patients using the Chi-squared test for the categorical
variables, and the Mann-Whitney test for the continuous variables. Multivariate logistic
regression models were used to assess the relationship of unsuppressed viral load or
antiretroviral drug resistance with socio-demographic and medical characteristics. Gender
(women versus men), age (>35 versus <35 years), baseline CD4 cell count (>100 versus <100
cells/uL), and time on ART (continuous variable) were forced in the multivariate analyses.
Time on ART was computed as the number of years between initiation of ART and viral load
measurement. Variables associated with outcomes with a p-value <0.25 in univariate analyses
were entered into the complete multivariate models. A manual downward elimination procedure
was then used to determine the final models. The goodness-of-fit of models was assessed using
the conditional Bayesian Information Criterion (BIC). All analyses were performed using

STATA 13.1 software (StataCorp, College Station, Texas, USA).
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2.3 Results

2.3.1 Patients’ characteristics

Of 1120 patients who had received ART in the Mfou district hospital, 702 (62.7%) were
eligible for the study (Figure 47). Most patients who were not eligible had received ART for
less than 6 months, the remaining either died, transferred-out or were less than 15 years. Of
eligible patients, 407 (58.0%) were included. More than two thirds of patients who were eligible

but were not included could not be reached because they did not answer phone calls.

1120 patients treated with ART

418 not eligible
230 time on ART <6 months
136 died
40 transferred-out
12 aged <15 years

A
702 eligible patients

295 not included
207 unreachable
39 refused
49 unknown

\
407 included patients

Figure 48. Study flowchart.

Of included patients, three quarters were women (Table 5). Median age was 41.8 years
(interquartile range [IQR] 35.5-48.8). Most patients had started ART at an advanced stage of
HIV disease (74.6% at WHO stage 3 and 6.1% at stage 4). Median baseline CD4 cell count was
170 cells/uL (IQR 95-246) among 341 patients (83.8%) with available data. Most
characteristics were comparable between included patients and non-included patients, but the
former had a slightly higher hemoglobin level (median 10.2 versus 9.9 g/dL) and had started
ART a little earlier (~5 months). Median time on ART was 29.2 months (IQR 15.4-49.6).
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Antiretroviral regimen included ZDV, TDF, or d4T + 3TC + EFV or NVP, with different
distributions of regimen between ART initiation and the time of the study (Figure 48).
Treatment had been changed once in 33.4% of patients, twice in 10.7%, three times in 2.6%,
and fourth times in 0.8%. ART changes occurred after a median time of 17.3 months

(IQR 7.4-29.9).

TDF+3TC+EFV
TDF+3TC+NVP
ZDV+3TC+EFV
ZDV+3TC+NVP

d4T+3TC+EFV

d4T+3TC+NVP

I
0 10 20 30 40 50
Patients (%)

Figure 49. Antiretroviral regimen at treatment initiation and at the time of the study.

187



Table 5. Baseline characteristics of patients.

Chapitre 2 - 2.4 Results

Included (n=407) Non-included (n=295) p
N n (%) or median (IQR) N n (%) or median (IQR)
Gender 407 295 0.607
Women 305 (74.9%) 216 (73.2%)
Men 102 (25.1%) 79 (26.8%)
Age (years) 406 41.8 (35.5-48.8) 291 41.4 (33.8-48.9) 0.347
School educational level 320 187 0.216
Never attended school 13 (4.1%) 12 (6.4%)
Primary 103 (32.2%) 66 (35.3%)
Secondary 180 (56.2%) 102 (54.6%)
Higher 24 (7.5%) 7 (3.7%)
Marital status 392 290 0.140
Single or divorced 196 (50.0%) 140 (48.3%)
Married or cohabiting 148 (37.8%) 126 (43.5%)
Widowed 48 (12.2%) 24 (8.3%)
Bodyweight (kg) 371 58 (50-65) 280 56 (50-64) 0.222
WHO stage 394 295 0.335
1 35 (8.9%) 16 (5.4%)
2 41 (10. 4%) 28 (9.5%)
3 294 (74.6%) 230 (78.0%)
4 24 (6.1%) 21 (7.1%)
CD4 cell count (cells/pL) 341 170 (95-246) 241 186 (88-275) 0.375
Hemoglobin (g/dL) 353 10.2 (9.0-11.7) 254 9.9 (8.4-11.2) 0.009
Date of ART initiation 407 30/10/2010 (27/03/2009-16/01/2012) 293 16/03/2011 (22/03/2009-24/05/2012) 0.015

Data are n (%) or median (IQR).
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2.3.2 Virologic outcomes

Serotyping was successful for 390 patients and identified 389 infections with HIV-1
group M strains and one with a HIV-1 group O strain. However, the genotyping of the latter
sample revealed a CRF02 AG strain, suggesting a dual infection or an infection with an O/M

recombinant strain.

One hundred and twenty patients (29.5%) had a viral load >300 copies/mL. Of them, 96
had >1000 copies/mL, giving a prevalence of unsuppressed viral load of 23.6% (95%
confidence interval [CI] 19.5-28.0). Genotyping was successful for 108 patients. Viral strains
belonged to non-B subtypes (A, A3, D, F1 and G; 11% of cases), CRF02_AG (65%), other
CRFs (CRFO01_AE, CRF09 cpx, CRF11 cpx, CRF18 cpx, CRF22 01A1, CRF25 cpx,
CRF37 cpx; 12%), and unique recombinant forms (12%). Of the 96 patients with viral load
>1000 copies/mL, 74 (77.1%) had antiretroviral drug resistance. No patient with a viral load
between 300 and 1000 copies/mL and successful genotyping (12/24) had resistance. The overall
prevalence of resistance was 18.2% (95% CI 14.6-22.3). Median viral load was 5.1 logio
copies/mL (IQR 4.3-5.7) among patients with unsuppressed viral load, and 5.1 logio copies/mL
(IQR 4.5-5.7) among those with resistance.

The prevalences of unsuppressed viral load and antiretroviral drug resistance increased
with time on ART (Figure 49). This finding was confirmed by the logistic regression analyses,
even after adjustment for gender, age, and baseline CD4 cell count (aOR 1.17, 95% CI 1.01-
1.34, p=0.033 and aOR 1.23, 95% CI 1.05-1.43, p=0.009, respectively; Table 6). By contrast,
the prevalences of both outcomes were lower among patients who had started ART with a CD4
cell count >100 cells/puL than among those with <100 CD4 cells/uL (aOR 0.58, 95% CI 0.34-
0.99, p=0.047 and aOR 0.52, 95% CI1 0.29-0.94, p=0.029, respectively). Finally, the prevalences
did not differ according to gender, age, school educational level, marital status, and baseline

bodyweight, WHO stage, or hemoglobin level.
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Figure 50. Prevalences of unsuppressed viral load and antiretroviral drug resistance by time on ART.
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Figure 51. Genotypic NRTI and NNRTI-associated resistance mutations.
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Table 6. Factors associated with unsuppressed viral load and antiretroviral drug resistance using logistic regressions.

Viral load >1000 copies/mL Resistance
Univariate Multivariate Univariate Multivariate
OR 95% CI p aOR  95% ClI p OR 95% ClI p aOR  95% ClI P

Gender

Male 1.00 1.00 1.00 1.00

Female 0.87 0.52-1.46 0.601 0.92 0.51-1.63 0.768 0.88 0.50-1.56 0.666 0.95 0.50-1.80 0.872
Age (year)

<35 1.00 1.00 1.00 1.00

>35 0.68 0.41-1.10 0.117 0.65 0.38-1.14 0.134 0.77 0.45-1.33 0.358 0.65 0.35-1.20 0.168
School educational level

Less than secondary 1.00 1.00

Secondary or higher 1.25 0.72-2.14 0.429 1.28 0.71-2.34 0.413
Marital status

Single or divorced 1.00 1.00

Married or cohabiting 0.88 0.54-1.45 0.615 0.90 0.52-1.55 0.700

Widowed 0.49 0.20-1.15 0.101 0.58 0.23-1.45 0.241
Bodyweight (per 1-kg increase) 0.98 0.96-1.00 0.085 0.98 0.96-1.01 0.124
WHO stage

1o0r2 1.00 1.00

3or4 1.44 0.76-2.71 0.260 1.84 0.87-3.89 0.111
CD4 cell count (cells/pL)

<100 1.00 1.00 1.00 1.00

2100 0.53 0.31-0.89 0.018 0.58 0.34-0.99 0.047 047 0.27-0.83 0.009 0.52 0.29-0.94 0.029
Hemoglobin (g/dL)

<8 1.00 1.00

8-10 0.63 0.28-1.39 0.248 0.61 0.26-1.42 0.248

11-13 0.45 0.19-1.07 0.072 0.50 0.20-1.25 0.138

214 0.83 0.23-2.97 0.778 0.57 0.13-2.47 0.454

Time on ART (per 1-yearincrease) 1.13 1.01-1.27 0.032 1.17 1.01-1.34 0.033 1.19 1.05-1.34 0.006 1.23 1.05-1.43 0.009
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All 74 patients with antiretroviral drug resistance were resistant to NNRTIs, and 57 of
them (59.4% of patients with unsuppressed viral load, 14.0% of all patients) were also resistant
to NRTIs. Patients with dual class resistance tended to be on ART for a longer time than those
with NNRTI resistance only although the difference was not statistically significant (median
time 3.4 years, IQR 2.0-5.2 versus 2.5 years, IQR 1.4-4.2; p=0.101). No resistance to protease
inhibitors was detected. Of the 74 patients with NNRTI resistance, 73 were resistant to EFV
and NVP, and one to NVP only. Twenty-three patients also had cross resistance to RPV and 15
to ETR. Of the 57 patients with NRTI resistance, all were resistant to 3TC and FTC. Twelve
were also resistant to ZDV and d4T, four to ZDV, d4T, and TDF, four to TDF and d4T, and
one to TDF alone. Nineteen had cross resistance to ABC and seven to ddI. The most prevalent
genotypic mutations associated with resistance to NNRTIs were K103NS, Y181C, and
G190AES, and those associated with resistance to NRTIs were M1841V, T215NSFY, and
M41L (Figure 50).

Finally, of the 96 patients with unsuppressed viral load, 22 (23%) did not have
antiretroviral drug resistance; 16 (17%) were on functional bi-therapy of 3TC and ZDV/d4T
(n=11), 3TC and TDF (n=4), or ZDV and EVF (n=1); 38 (40%) were on functional
monotherapy of ZDV/d4T (n=33) or TDF (n=5); and 18 (19%) had resistance to all the drugs

of their regimen (regimen was unknown for 2 patients).

2.4 Discussion

This study in rural Cameroon showed that one fifth of patients had virologic failure after
a median time on ART of 29 months. This figure is twice higher than that required to reach the
90-90-90 treatment targets. More precisely, 23.6% of patients had a viral load >1000 copies/mL
and 18.2% had antiretroviral drug resistance. These estimations were higher than those
observed in three district hospitals in Yaoundé in 2009-2011, where they were 13.9% and
10.4% after 24 months of ART, respectively (Aghokeng et al., 2014). By contrast, they were
lower than in a district hospital located in a very remote area in north Cameroon in the same
period 2009-2011 (38.6% and 28.9%, respectively) (Taieb et al., 2014). A pilot study performed

in 2013 in two regions of Cameroon including the same region than the present study suggested
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poorer performances for early warning indicators of antiretroviral drug resistance in rural than
in urban settings, as well as at the primary district level as compared to secondary or tertiary
level (Fokam et al., 2015). Thus, our study confirms that ART effectiveness is increasingly
challenging with the remoteness in Cameroon. On the one hand, this might be due to patient-
related factors such as longer distance and time to reach hospital, lower incomes, lower literacy,
and poorer living conditions in rural settings. On the other hand, the lower ART effectiveness
in rural settings might come from healthcare-related factors such as poorer knowledge and
experience of healthcare workers in HIV/AIDS management and ART use, greater staff
shortage (especially shortage of physicians and pharmacists), poorer laboratory infrastructures
(to monitor ART effectiveness and adverse events), and higher frequency of drug stock-outs. It
is however worth noting that a previous study in Cameroon reported a better adherence to ART
among patients followed up in rural district hospitals than among those followed up in major

hospitals in Yaoundé¢ and Douala (Boyer et al., 2010).

As compared to other west and central African countries, our estimations were among
the highest (Aghokeng et al., 2014; Diouara et al., 2014a; Messou et al., 2013; Muwonga et al.,
2011). Interestingly, our estimations were comparable to those found in rural Togo but, by
contrast to Cameroon, virologic failure tended to be comparable between rural and urban areas
in this country (Aghokeng et al., 2013; Konou et al., 2015b). In rural Gabon, a very high
proportion of patients (41.3%) had a viral load >1000 copies/mL, and 21.3% had resistance
after a median time on ART of 34 months (Liégeois et al., 2012).

The prevalences of unsuppressed viral load and antiretroviral drug resistance were
comparable between women and men, in accordance with some studies, including one in
Yaoundé (Aghokeng et al., 2013; De Beaudrap et al., 2013; Liégeois et al., 2012). By contrast,
men were more vulnerable to virologic failure than women in other studies (Kipp et al., 2010;
Mosha et al., 2013; Muwonga et al., 2011; Penot et al., 2014). One of these studies was
performed in nine district hospitals (including the Mfou one) in the same region of Cameroon
than the present study (Boull€ et al., 2015). The reason for the discrepancy between both studies

1s unclear.

The profile of genotypic resistances among patients receiving first-line ART was as

expected (Boender et al., 2016a; Guichet et al., 2016). All patients with antiretroviral drug
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resistance were resistant to NNRTIs, and three quarters of them were also resistant to NRTTIs.
The fixed-dose combination of d4T, 3TC, and NVP has been extensively used in the first years
of the Cameroonian program (Laurent et al., 2004). In 2010, all patients on d4T were switched
to ZDV or TDF. From 2010 to 2014, the first choice was ZDV, 3TC, and NVP/EFV while TDF
was mostly prescribed for patients with anemia or those infected with hepatitis B virus. TDF-
based regimen became the first choice thereafter (Ministry of Public Health, 2015). In the
absence of routine resistance testing, patients with first-line ART failure are switched to second-
line regimen including TDF if first-line treatment incorporated ZDV (and vice versa), 3TC, and
boosted atazanavir or lopinavir. None of our patients had resistance to protease inhibitors. By
contrast, four patients were resistant to both TDF and ZDV. Such patients in routine care
therefore receive a functional monotherapy of boosted protease inhibitor and second-line ART
could be less efficient. Importantly, nearly 20% of patients were susceptible to transmit resistant
HIV because they had high viral loads and antiretroviral drug resistances. In the absence of
resistance testing at ART initiation, patients infected with resistant HIV receive a standard first-

line treatment and are likely to add to those with unsuppressed viral load.

Our findings should be interpreted taking into account several study limitations. First,
we did not perform a second measurement of viral load three months apart, with adherence
support as recommended by the WHO to define virologic failure. However, we performed
resistance testing among patients with viral load >1000 copies/mL. The prevalence of virologic
failure as defined by the WHO was therefore between 18.2% (proportion of patients with
resistance) and 23.6% (proportion of patients with a single viral load >1000 copies/mL).
Second, our estimations of prevalence should be seen as a minimum at the programme level
because of the cross-sectional design and the exclusion of patients who were deceased
(probably because of therapeutic failure), transferred-out (for instance to Yaoundé for getting

second-line ART), or unreachable.

In conclusion, the proportion of patients with virologic failure should be divided by two
to reach the UNAIDS 90-90-90 treatment targets. Strengthening the health system capacities
through HIV and ART-specific training of healthcare workers, laboratory equipments, and
adequate drug supply is important, especially in the rural setting. Also, the surveillance of

virologic failure and resistance will be crucial to preserve the future.
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Evaluation « sur le terrain » d’un test de charge virale ouvert et polyvalent
universel de RT-PCR quantitative VIH-1/SIVcpz/SIVgor pour le suivi
virologique, en comparaison au test Abbott HIV-1 RealTime HIV-1,

au Cameroun
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Résumé

Avec I’augmentation des besoins en test de CV du VIH dans les pays du Sud, il est
important de pouvoir disposer de tests a prix abordables et capables de quantifier les différents
variants du VIH-1. Les valeurs de CV mesurées avec un test de RT-qPCR ouvert et polyvalent
universel, récemment développé afin de détecter et quantifier tous les variants connus de la
lignée VIH-1/SIVcpz/SIVgor, ont été¢ comparées a celles obtenues avec le test Abbott Real Time

HIV-1, dans un laboratoire national de référence au Cameroun.

Sur un total de 474 échantillons de plasma, caractérisés par une large gamme de CV et
une grande diversité de VIH-1 groupe M, 97,5% de concordance a été observée, en utilisant la
limite inférieure de détection de chacun des tests. Des CV plus élevée ont été mesurées avec le
récent test, +0,47 logio copies/mL (95% IC : 0,42-0,52), montré par 1’analyse de concordance
de Bland-Altman. En utilisant le seuil 3,00 logio copies/mL, recommandé par ’OMS pour
définir I’échec virologique dans les pays du Sud, la concordance était égale a 94,7%, 360/474
contre 339/474 patients étaient en échec avec respectivement le nouveau test et le test Abbott
RealTime HIV-1. Onze échantillons de patients en échec virologique n’étaient pas détectés avec

Abbott RealTime HIV-1 contre seulement deux patients avec le nouveau test.

Finalement, notre étude a montré que le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor
récemment développé pouvait étre facilement transféré dans des laboratoires des pays du Sud
expérimentés avec la technique de CV. De plus, il a montré de bonnes performances pour
quantifier la grande diversité de variants du VIH-1 groupe M, dans le cadre d’un suivi

virologique de routine.
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Abstract

With the increasing demand of HIV viral load (VL) tests in resource-limited countries
(RLCs) there is a need for assays at affordable cost and able to quantify all known HIV-1
variants. VLs obtained with a recently developed open and polyvalent universal HIV-

1/SIVcpz/SIVgor RT-qPCR were compared to Abbott RealTime HIV-1 assay in Cameroon.

On 474 plasma samples, characterized by a wide range of VLs and a broad HIV-1 group
M genetic diversity, 97.5% concordance was observed when using the lower detection limit of
each assay. When using the threshold of 3.00 logio copies/mL, according to WHO guidelines
to define virological failure (VF) in RLCs, the concordance was 94.7%, 360/474 versus 339/474
patients were identified with VF with the new assay and Abbott RealTime HIV-1, respectively.
Higher VLs were measured with the new assay, +0.47 logio copies/mL (95% CI; 0.42-0.52) as
shown with Bland-Altman analysis. Eleven samples from patients on VF with drug resistance

were not detected by Abbott RealTime HIV-1 versus two only with the new assay.

Overall, our study showed that the new assay can be easily implemented in a laboratory
in RLCs with VL experience and showed good performance on a wide diversity of HIV-1 group

M variants.
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3.1 Introduction

Reducing the burden of HIV/AIDS remains a key public health challenge. The major
objective of the Joint United Nations AIDS Program (UNAIDS) and the World Health
Organization (WHO) is to end the HIV/AIDS epidemic as a public health threat by 2030
(UNAIDS, 2013). Therefore HIV transmission has to be reduced significantly and by 2020,
90% of people living with HIV should know their HIV status, 90% of them should receive
antiretroviral treatment (ART) with 90% of them achieving viral suppression (UNAIDS, 2013).
It is estimated that at least 17 million of the more than 37 million people living with HIV are
receiving ART in 2015 (UNAIDS, 2016a), but to reach the 90-90-90 UNAIDS objectives all
individuals diagnosed with HIV should now receive ART. The initial scale-up of ART in
resource-limited countries (RLC) was possible because they adopted the WHO public health
approach which is based on standardized first and second-line regimens and clinical monitoring

when biological monitoring was not possible (Gilks et al., 2006).

However, with this approach ART failure is not detected in a timely period and as a
consequence high rates of virological failure (VF) and drug resistance with accumulation of
numerous mutations are observed in various settings (Aghokeng et al., 2014; Boyd et al., 2015;
Konou et al., 2015a; Stadeli et Richman, 2012). Therefore, WHO recommends since 2013 viral
load (VL) testing to monitor patients on ART (WHO, 2013). Although access to VL tests has
increased, it remains largely insufficient in RLCs, especially in sub-Saharan Africa (Haas et al.,
2015). The rapid expansion in ART coverage, necessary to reach the UNAIDS objective,
creates also an urgent need for scale-up and strengthening of laboratory capacity for timely
monitoring of HIV treatment. The low coverage of VL tests is due to cost and complexity of
VL detection equipments, cost of reagents, need for human resource training and laboratory
infrastructure as well as operational challenges in sample collection, transport and storage

(Roberts et al., 2016; Rouet and Rouzioux, 2007).

Today, different viral load assays using various molecular detection and quantification
techniques such as real-time RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction),
NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification), or bDNA (branched-chain DNA signal

amplification) are commercially available (Fiscus et al., 2006; Rouet et al., 2011). Moreover,
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‘in-house’ and generic real-time RT-PCR assays using open polyvalent platforms have also
been developed (Aitken et al., 2013b; Li et al., 2010; Preiser et al., 2006; Rouet et al., 2008).
These latter tests enable reduction of reagent costs and optimize the range chart of existing
equipment to allow their use also with ‘in-house’ or generic assays for other pathogens. Another
challenge for VL tests is the genetic diversity of HIV. Most commercial VL assays were
primarily designed for HIV-1 group M subtype B, which is the most prevalent subtype in high-

resource countries.

However, HIV-1 M non-B variants (subtypes and circulating (CRF) or unique (URF)
recombinant forms) are the most prevalent in RLCs, and they represent 90% of all circulating
HIV-1 strains worldwide (Hemelaar et al., 2011). Therefore efforts have been done to improve
the capacity of VL assays to detect and quantify a wide diversity of HIV-1 strains. The number
of commercially available assays that can detect and quantify to some extent HIV-1 group O
increased also and assays to monitor HIV-2 VL have recently been developed (Rouet et al,
2011, Ruelle et al 2014, Avettand-Fenoel 2014). Nevertheless, quantification discrepancies
leading to clinically significant differences still exist, because not all tests perform equally on

the different HIV-1 variants and no VL assay is perfect (Mourez et al., 2015).

With the increasing demand of HIV viral load tests in RLCs, where a wide diversity of
HIV-1 variants co-circulate, there is a need for assays at affordable cost and able to quantify all
known HIV-1 variants. We recently developed and described an ‘in house’ quantitative RT-
PCR assay, called HIV-1/SIVcpz/SIVgor RT-qPCR assay, that detects and quantifies a wide
diversity of HIV-1 group M variants, the divergent HIV-1 group O, as well as the simian
precursors of HIV-1; SIVcpzPtt, SIVcpzPts and SIVgor from chimpanzees and gorillas
(Etienne et al, 2013). The test was initially compared with a previously validated Generic HIV
Viral Load assay (Biocentric, Bandol, France) (Rouet et al, 2007; Rouet et al, 2010) on a panel
of plasma samples known to represent a large diversity of HIV-1 group M subtypes and CRFs.
The VLs were highly correlated (r=0.95) and the analytical specificity and sensitivity were
100% and 97.4%, respectively. Moreover, HIV-1 group O plasma samples were better
quantified compared to the Abbott RealTime HIV-1 (Abbott Molecular, IL, USA) (Etienne et
al, 2013).
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In the present study, we further evaluated the performance of this recently developed
assay for its capacity to detect and quantify HIV-1 variants with the aim to implement the assay
use in RLCs. Therefore, the assessment was conducted in Cameroon where all HIV-1 groups,
numerous subtypes and CRFs co-circulate. Results were compared with VL obtained with an
FDA-approved assay, Abbott RealTime HIV-1. This assay is widely used and known to detect
and quantify a wide diversity of HIV-1 group M and O strains (Mourez et al, 2015; Ndiaye et
al, 2015; Tang et al, 2007).

3.2 Material and Methods

3.2.1 Study population, sample collection and processing

The study was conducted in Cameroon in the CREMER Virology Laboratory in
Yaoundé, Cameroon, a national reference laboratory and accredited by WHO for HIV
antiretroviral resistance surveillance. HIV-1 RNA VL results were compared for 474 samples
from HIV-1 positive patients on first-line antiretroviral treatment (ART). Patients were
attending HIV services of the Central and Military Hospitals of Yaoundé in Cameroon for the
screening visit prior to inclusion in the ANRS12169/2-LADY Trial, designed to evaluate the
efficiency of different second-line ART regimens (Ciaffi et al, 2015). Whole blood was
collected on EDTA tubes and sent within six hours to the laboratory of CREMER. After
centrifugation, at least three plasma aliquots of 1 mL were stored at -80°C when sufficient
material was available. One aliquot was used for routine VL testing with the Abbott RealTime
HIV-1 (Abbott molecular, IL, USA), the second one was used for VL testing with the recently
developed HIV-1/SIVcpz/SIVgor RT-qPCR assay and the last one was kept as backup for
further analyses (i.e viral load control test, genotypic drug resistance testing). The freeze/thaw

cycles until use were the same for each assay.

203



Chapitre 3 — 3.2 Material and Methods

3.2.2 HIV-1 RNA viral load quantification

For the universal HIV-1/SIVcpz/SIVgor RT-qPCR assay, HIV-1 RNA was extracted
from 140 pL of plasma with the QIAamp viral RNA minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France)
according to the manufacturer’s protocol on the Qiacube instrument (Qiagen, Courtaboeuf,
France) and eluted in 60 pL. Standards covering a range of HIV RNA concentrations and
positive and negative controls of the Generic HIV-1 viral load test (Biocentric, Bandol, France)
were used as previously described and were extracted with the same protocol (Etienne et al,
2013). HIV-1 RNA quantification was done in a 20 pl reaction volume containing 10 pl of
RNA extract, primers and the probe at 500 nM, 1X of TagMan Fast Virus 1-step Master Mix
(Applied Biosystems, CA, USA) and RNase-free water to the final volume. Cycling conditions
were as follows: reverse transcription at 50°C for 5 min, RT inactivation and initial denaturation
at 95°C for 20 sec, and amplification with 50 cycles at 95°C for 3 sec and 58°C for 30 sec
(Etienne et al, 2013). The 7300 Real-Time PCR system (Applied Biosystems, CA, USA) was
used for cycling and data acquisition. The lower detection limit (LDL) was estimated ~ 2.70

logio copies/mL with a plasma input of 140 pL.

The Abbott RealTime HIV-1 assay (Abbott Molecular, IL, USA) was done according to
the manufacturer’s protocol. HIV-1 RNA was extracted manually from 600 pL of plasma using
the mSample preparation system (Abbott Molecular, IL, USA). Cycling and data acquisition
were performed with the m2000rt Molecular Diagnostic Instrument (Abbott Molecular, IL,
USA). The LDL of the Abbott RealTime HIV-1 assay was 1.60 logio copies/mL.

3.2.3 Genotyping and classification of HIV-1 variants

All samples were tested with a previously developed ‘in-house’ enzyme-linked
immuno-sorbent assay (ELISA) using V3-loop peptides from the gp120 envelope region to
identify infections with HIV-1 group N, O and P (Vergne et al., 2003; Villabona-Arenas et al.,
2015). All samples with VL > 3.00 logio copies/mL in at least one of the two VL assays were
sequenced in the pol gene. Nucleic acids were manually extracted from 200 pL of plasma using
QIAamp viral RNA minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s

protocol.
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Protease and RT were amplified as a single fragment (1281 bp) in the first round with
previously described primers (Monleau et al, 2014). The forward primer was PR1 (HXB2
position 1958 to 1984, 5>-THAARTGTTTCAACTGTGGCAARGAAG-3’). Briefly, a one-
step RT-PCR was performed with forward primer PR1 and reverse primer TR2as. Nested PCR
was then performed using PR2 and TR3as. The amplification conditions and the enzymes used
are the same as previously described (Monleau et al, 2014). PCR products were directly
sequenced using BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, CA,
USA). Identification of relevant HIV-1 drug resistance mutation (DRMs) and prediction of
antiretroviral drug resistance were performed using the ANRS-v25 algorithm

(http://www.hivfrenchresistance.org/2015/Algo2015-hivl.pdf, accessed 06 January 2016).

Phylogenetic tree analysis using the Maximum-likelihood method with PhyML (Guindon et al.,
2010) and recombination analysis using similarity and bootscanning plots (Simplot software
package version 3.5.1.0; 300-bp window size and 20 bp increment) were done to identify HIV-
1 M subtypes and circulating (CRF) and unique (URF) recombinant forms (Lole et al., 1999).

3.2.4 Statistical analysis

All VL data were analyzed as logjo-transformed values. To determine the linear
relationship between the assays, the Pearson’s correlation coefficient (r) was calculated. Bland-
Altman analysis was used to assess the agreement between the two methods of viral load
measurement (Bland and Altman, 1999). Correlation and Bland-Altman analyses were

performed using pairs of quantifiable VL values.
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3.3 Results

3.3.1 HIV-1 genetic diversity of the samples used in the comparative analysis

Among the 474 samples used for the VL comparisons, none reacted with peptides of
HIV-1 group N, O and P when tested with the V3-loop peptide ELISA. A total of 362 samples
had VL >3.00 logio copies/mL in at least one of the two VL assays. Genotyping was successful
for 323 (89%) of them. For the remaining samples genotypes were not available due to
insufficient material or PCR tests that failed. Phylogenetic and recombination analyses
identified the following HIV-1 variants in decreasing order of importance: 180 (55.7%)
CRF02_AG, 23 (7.1%) subtype G, 17 (5.3%) CRF22 01A1, 15 (4.6%) CRF11cpx, 12 (3.7%)
subtype F (1 F1 and 11 F2), 11 (3.4%) subtype D, 11 (3.4%) subtype A (including 3 A3), 7
(2.2%) CRF13 cpx, 6 (1.9%) CRF09 cpx, 4 (1.2%) CRF18 cpx, 4 (1.2%) CRF37 cpx, 4
(1.2%) CRF01_AE, 2 (0.6%) subtype H, 1 (0.3%) CRF06 cpx and 26 (8.1%) URFs.

3.3.2 Comparison of the VL results between Abbott RealTime HIV-1 and the
universal HIV-1/SIVepz/SIVgor RT-qPCR.

We first compared the number of samples detected above the lower detection limit
(LDL) of each assay. A total of 367/474 (77.4%) plasma samples had VL above the LDL of
1.60 logio copies/mL with the Abbott RealTime HIV-1 assay, and 361/474 (76.2%) samples
were above the LDL of 2.70 logio copies/mL with the new assay. Of these, 358 (75.5%) had
detectable VL loads in both assays. Despite the different lower detection limit, there was a
concordance between detectable and undetectable HIV-1 RNA values for 462 (97.5%) of the
474 samples.

Overall, we observed thus 12 discordant samples, i.e. nine that were not identified with
the new assay and three not detected with the Abbott RealTime HIV-1 assay. Among the nine
samples not detected with the new assay, seven had VL measured below its lower detection
limit of 2.70 logio copies/mL, i.e between 1.65 and 2.66 logio copies/mL with Abbott RealTime
HIV-1. For the two other samples, VL values with Abbott RealTime HIV-1 were 3.67 and 4.65

logio copies/mL. However, when repeating VL test on new extracts, with the new assay on these
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two samples: the first sample had a VL of 3.34 logio copies/mL (CRF13 cpx) but the second
sample remained undetectable (CRF22 01AE). Finally, for the 3 samples not detected with the
Abbott RealTime HIV-1 assay (1 CRF02_AG and 2 not amplified in pol), VLs were between
3.26 and 3.38 logio copies/mL with the new assay. Figure 51 shows the correlation between

the results of both assays (Pearson correlation coefficient r =0.84; P < 0.001).

~
|

D
|

(93]
|

£y
|
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Abbott Real-Time HIV-1 assay (log copies/mL)

Figure 52. Correlation between the two assays for HIV-1 RNA quantification.

HIV-1 group M RNA viral load quantified by the new universal HIV-1/SIVcpz/SIVgor RT-qPCR and Abbott
RealTime HIV-1 (Abbott Molecular, IL, USA). Samples (n=356) detected with both assays were plotted on this
linearity plot. The solid line represents the Pearson correlation, r =0.84; P < 0.001.

The Bland-Altman difference plot (Figure 52) shows a mean difference of +0.47 logio
copies/mL (95% confidence interval (CI); 0.42-0.52) (r=0.028 p=0.60) corresponding to higher
VLs measured with the new assay as compared to Abbott RealTime HIV-1. In total, 16 (4.5%)
of the 356 samples that could be quantified in both assays were outside the limits of agreement
(average difference + 1.96 standard deviation of the difference); 10 samples had lower VL and
for 6 samples it was the opposite. The samples that were outside the limits of agreement are
from diverse HIV-1 variants and represented the general genetic diversity of the study samples;
8 CRFO02, 3 from different subtypes, and 3 from other CRFs and 2 not amplified in pol, as

shown in Figure 52.
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Figure 53. Bland-Altman difference plot comparing the quantifiable HIV-1 RNAi vral loads measured with
the two assays among a large diversity of HIV-1 non-B variants (n=356).

The vertical axis indicates the difference between the universal HIV-1/SIVcpz/SIVgor RT-qPCR and Abbott
RealTime HIV-1 assays, and the horizontal axis shows the mean viral load between the two assays. The mean bias
on the difference (solid line, + 0.47 logio copies/mL) and limits of agreement (dashed lines) are shown on the
graphic, as well as values of the 95% CI. (nd: genotyping was not done).

3.3.3 Comparison of VL at the threshold of 3.00 logio copies/mL and implications

for patients in resource-limited countries

We also compared the VL of the 474 HIV-1 plasma samples obtained with the two
assays at the threshold of 3.00 logio copies/mL which is recommended by WHO to define
virological failure in resource-limited countries (RLCs) (WHO, 2016a). At this threshold, the
new assay detected 360 samples versus 339 for the Abbott RealTime HIV-1 assay. Overall,
449/474 (94.7%) VL results above or below this value were concordant; 337 with VL > 3.00
logio copies/mL and 112 with VL <3.00 logio copies/mL in both assays. Among the 337
samples, 303 were previously genotyped and 99% of them had at least one mutation associated

with drug resistance (Guichet et al., 2016).

208



Chapitre 3 — 3.3 Results

We identified thus 25 discordant samples, 23 of which had VL >3.00 logio copies/mL
with the new assay (VL range; 3.23 to 4.17 copies/mL) but ranged between undetectable to 2.96
logio copies/mL with the Abbott RealTime HIV-1 assay (Table 7). The VL differences between
the discordant samples ranged between 0.39 to 1.72 logio copies/mL, and were > 0.5 logio
copies/mL or >1.0 logio copies/mL for 95% and 70% of them, respectively. The two samples
below the threshold of 3.00 logio copies/mL with the new assay, are the same as described
above. Genotyping was successful for 20 (80%) of 25 discordant samples. Phylogenetic
analysis identified a wide diversity of HIV-1 variants and reflect the overall subtype/CRF
distribution of the entire study population: CRF02 AG (n=12, 60%), F2 (n=1), G (n=2),
CRF09 cpx (n=1),CRF11 cpx (n=1),CRF13 cpx (n=1), CRF22 01Al (n=1)and CRF37 cpx
(n=1).

Among the 20 samples genotyped, 13 strains carried HIV-1 drug resistance mutations
(DRMs) conferring resistance to one (n=2), two (n=9) or three (n=2) drugs of the first-line
antiretroviral treatment (ART), and in remaining seven samples no drug resistance was
predicted and no DRMs identified. Overall, this means that the new VL assay detected 11
additional patients for whom VF was related to drug resistance but failed to detect two patients
with DRMs (Table 6). On the other hand, the Abbott RealTime HIV-1 assay did not detect 11
patients with DRMs.
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Table 7. Discordant VL results between the new universal HIV-1/SIVcpz/SIVgor RT-qPCR and Abbott
RealTime HIV-1 assays.

The clinical consequence related to presence of HIV drug resistance mutations (n=25) on the number of the three
first-line ART drugs failing (0-3) is shown. The lower detection limit is 1.60 and ~2.70 logio copies/mL for
Abbott RealTime HIV-1 and the universal HIV-1/SIVcpz/SIVgor RT-qPCR, respectively.

Sample ID Subtype Abbott Universal HIV- VL universal  Number of
RealTime 1/SIVepz/SIVgor - VL Abbott first-line
HIV-1 RT-qPCR logio antiretroviral
VL logio VL log1o copies/mL drugs failing
copies/mL copies/mL
Y1/286 CRF02_AG o 3.26 nd 0
C1/147 na _ 3.30 nd na
C1/1025 na _ 3.38 nd na
Y1/241 na 1.73 3.45 1.72 na
Y1/208 na 1.99 3.35 1.36 na
Y1/621 CRF02_AG 2.06 3.57 1.51 0
Y1/642 CRF09 cpx 2.08 3.62 1.54 0
Y1/623 CRF02_AG 2.17 3.39 1.23 0
Y1/236 CRF02_AG 2.34 3.42 1.08 1
Y1/629 G 2.34 3.47 1.13 0
Y1/131 CRFI11 cpx 2.35 3.23 0.88 2
Y1/613 F2 242 3.56 1.13 0
Y1/263 CRF37 cpx 2.46 3.78 1.32 2
Y1/251 CRF02_AG 2.46 3.28 0.81 1
Y1/609 CRF02_AG 2.58 3.97 1.39 2
Y1/651 CRF02_AG 2.60 3.83 1.24 0
Y1/311 na 2.67 3.64 0.96 na
Y1/102 CRF02_AG 2.70 4.17 1.47 2
Y1/066 CRF02_AG 2.74 4.09 1.35 3
Y1/003 CRF02_AG 2.85 4.04 1.20 2
Y1/079 CRF02_AG 2.95 3.68 0.72 2
Y1/183 G 2.95 3.73 0.78 2
Y1/290 CRF02_AG 2.96 3.35 0.39 3
Y1/129 CRF13 cpx 3.67 _ nd 2
Y1/153 CRF22 01A1 4.65 nd 2

‘- means that HIV VL is not detectable or below lower limit of detection for each assay ; na : not amplified by
PCR ; nd : not done
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3.4 Discussion

The overall aim of the study was to evaluate the performance of a recently developed
open and polyvalent universal HIV-1/SIVcpz/SIVgor RT-qPCR HIV-1 viral load assay in a
laboratory setting in sub-Saharan Africa, where many HIV-1 variants co-circulate and to
compare results to an FDA-approved assay, Abbott RealTime HIV-1. The tests were performed
on 474 plasma samples characterized by a wide range of VL (undetectable to >7.00 logio
copies/mL) and a broad HIV-1 group M genetic diversity predominated by CRF02 AG (56%)
in addition to 5 different subtypes (A, D, F, G, H) (18%), 8 different CRFs (18%) and 26 URFs
(8%).

Using the lower detection limit of each assay 97.5% concordance was observed between
the two assays, and only two samples detected with Abbott RealTime HIV-1 were not identified
with the new assay. Repeat testing confirmed that a single sample remained negative with the
new assay, this difference could be due to PCR inhibition or a technical error. Important to note
is that the other discordant samples had low VL and were below the lower detection limit of the
new assay. The different lower detection limits for the two tests are most likely due to different
input volumes of plasma used in each assay, 600 pL for Abbott RealTime HIV-1 versus 140
pL for the new assay. Despite these different thresholds, the good concordance is most likely
due to the fact that VLs are in general higher (mean difference: + 0.47 logio copies/ml) with the

new assay.

This difference can be related to the different target regions of the HIV-1 genome
between the two tests, which is the long terminal repeat (LTR) for the new assay and integrase
for the Abbott RealTime HIV-1 as well as other reagents used. A recent review on VL assays
on dried blood spots, reported that VL assays targeting the LTR region seem more sensitive
(Parkin 2014) and the Cobas TAgMan HIV-1 test v.2.0 added a LTR target to improve
quantification (Sizmann et al., 2010). A positive mean difference (+0.24 logio copies/mL,
n=112) was also observed in studies comparing the Generic HIV Viral Load assay (Biocentric)
assay, which targets the LTR, to the Abbott RealTime HIV-1 in Gabon (Mouinga-Ondémé et
al., 2014). Our previous study showed that our new assay and the Generic HIV Viral Load assay
(Biocentric) performed equally on HIV-1 group M variants, 0.02 logio copies/mL difference
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only (Etienne et al, 2013). However, the generic HIV-1 viral load test (Biocentric) detects and
quantifies only HIV-1 group M in contrast to our assay, which detects all HIV-1 groups and

their simian precursors in chimpanzees and gorillas as previously reported (Etienne et al, 2013).

When we used the threshold of 3.00 log copies ml, which defines VF in resource-limited
countries, according to WHO guidelines (WHO 2016), the concordance between the two assays
values slightly decreased to 94.7 %. The new assay detected 360 samples versus 339 for the
Abbott RealTime HIV-1 assay. Among the 25 discordant samples, genotypes and drug
resistance patterns were available for 20 with 13 carrying resistance to at least one drug of their
first-line ART. From the 13 drug resistant strains, 11 were not detected by Abbott RealTime
HIV-1, and two not by the new assay and as a consequence, the corresponding patients would
thus not have switched to second-line ART. However, seven non-resistant strains were also
detected with the new assay, and the corresponding patients probably need support to improve
adherence to their ART. Indeed, as the genotyping is not available in RLCs, the WHO
recommends a second VL after at least one month of adherence support to avoid unnecessary
switch to second-line (WHO, 2016a). It is thus likely that part of the non-resistant samples will

be negative after this intervention (Guichet et al, 2016).

3.5 Conclusions

Routine VL monitoring clearly allows early detection of treatment failure and when it
is correctly associated with timely ART switches it will thus limit the emergence of drug
resistance, reduce transmission of resistant strains and virological failure in second-line due to
high viral load at baseline. Overall, our study showed that the new assay could be easily

implemented in a laboratory in RLCs with VL test experience.

Despite absence of divergent HIV-1 group O, N or P samples in our panel and the higher
lower detection limit, the new VL assay showed good performance on a wide diversity of HIV-

1 group M subtypes and CRFs, as the Abbott RealTime HIV-1 assay. The capacity of the new
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assay to detect all HIV-1 groups and their simian ancestors will also allow a timely detection
of emerging new HIV-1 variants. However, the new assay can be improved, by using higher
input volumes of plasma for a better sensitivity and a lower detection limit, but also by including
an internal control to identify technical errors. Nevertheless, scale-up of VL testing and capacity
should also be accompanied with improvement of program management to ensure continuous

supply of VL tests as well as training and participation in external quality programs.
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Chapitre 4.

Comparaison de 3 méthodes d’extraction des acides nucléiques sur DBS en
vue de réduire I’impact de I’ADN pro-viral dans la mesure de la charge virale
VIH-1 par RT-qPCR et d’adapter le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor

a Putilisation sur DBS.
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Résumé

Le prélévement de sang séché sur papier buvard (DBS, dried blood spot en anglais)
représente une excellente alternative au plasma pour réaliser la charge virale du VIH (CV) dans
les zones décentralisées des pays du Sud. Avec les plateformes de CV basées sur la RT-PCR
quantitative en temps réel (RT-qPCR), la co-amplification notamment de I’ADN pro-viral
augmente la CV DBS, surtout dans les CV plasmatiques < 5 000 copies/mL. Ici, nous avons
comparé trois méthodes d’extraction des acides nucléiques sur DBS pour réduire I’impact de
I’ADN pro-viral, en utilisant le test ouvert et polyvalent universel de CV RT-qPCR VIH-
1/SIVcpz/SIVgor, précédemment décrit dans le Chapitre 3. Nous avons sélectionné 151 paires
de plasma et de DBS de patients VIH-1 sous traitement antirétroviral au Cameroun ayant
préférentiellement des CV plasmatiques < 10 000 copies/mL (75%). Les différentes méthodes
d’extraction des acides nucléiques testées sur DBS étaient les suivantes: (1) extraction
couramment utilisée sur les DBS, avec le systtme automatis¢ NucliSENS (EasyMAG,
BioM¢érieux) ; (2) extraction manuelle avec le kit Abbott qui extrait préférentiellement I’ ARN,
d’apres le fournisseur ; (3) extraction NucliSENS suivie d’un traitement DNase ; (4) élution des
particules virales des DBS avec un tampon phosphate salin (PBS), adaptée du protocole FVE
(free virus elution, en anglais) qui a été récemment proposé pour le test AmpliPrep/Cobas

TagMan HIV-1 v2.0 (Roche), et suivie par I’extraction NucliSENS.

Au seuil d’échec virologique de 1 000 copies/mL, avec les extractions NucliSENS (1)
et Abbott (2), il y avait environ 40% de DBS faux-positifs. Etant principalement causés par
I’amplification de ’ADN pro-virale dans les faibles CV plasmatiques, leur proportion se
réduisait a environ 10 % au seuil de 5 000 copies/mL. Ainsi, les analyses de concordance de
Bland-Altman ont montré que I’extraction Abbott sur DBS ne réduit pas I’'impact de I’ADN
proviral, et qu’elle est comparable a I’extraction NucliSENS (d= +0,17 logi, copies/mL ; r= -
0,19, p= 0.08). En réalisant I’extraction Abbott couplée au test de CV Abbott RealTime HIV-
1, nous avons aussi observé des pourcentages de DBS faux-positifs comparables a I’extraction
NuliSENS couplée soit au test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor, ou soit au test Generic HIV
CV. De plus, nous avons observé une proportion importante de DBS faux-négatifs avec les
extractions NucliSENS et Abbott. Elle était a la fois liée a la composition du panel, mais aussi

a la sous-quantification virale sur DBS (0,6 et 0,4 logio cp/mL respectivement), comparé aux
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CV plasmatiques. Les méthodes PBS (4) et DNase (3) testées diminuaient I’impact de I’ADN
pro-viral. Cependant, leur sensibilité respective était mauvaise (59% au seuil de 1 000
copies/mL) voire trés mauvaise (20% au seuil de 1 000 copies/mL), probablement a cause d’une

¢lution incomplete de I’ARN et de sa dégradation.

Derniérement, I’OMS a proposé d’abaisser le seuil de 1’échec virologique de 5 000 a
1 000 copies/mL sur DBS, comme pour le plasma. Nos résultats montrent qu’avec les tests de
CV par RT-qPCR ouverts et la plupart des tests commerciaux, de nombreux patients pourraient
étre candidats a une CV de confirmation inappropriée (voire & un changement de traitement

pour une 2¢me ligne), induisant un surcolit programmatique dans les pays du Sud.
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4.1 Introduction

Dans les pays du Sud, I’acces a la charge virale (CV) est un élément clé pour atteindre
I’objectif « 90-90-90 » du programme commun des Nations Unies sur le VIH/SIDA
(ONUSIDA) et de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), d’ici a 2020 (UNAIDS, 2013).
La 3°" cible de cet ambitieux objectif est que 90% des patients VIH sous traitement
antirétroviral (TAR) aient une suppression virale durable. Malgré la recommandation de I’OMS
de réaliser un suivi virologique de routine depuis 2013, la couverture générale en test de CV
VIH-1 demeure trés faible dans les pays du Sud. Actuellement, on estime qu’environ 20%
seulement des patients sous TAR ont acces a la CV (1 test/an) dans les pays du Sud (Roberts et
al., 2016; WHO, 2013). En Afrique sub-saharienne, c¢’est surtout en Afrique du Sud que 1’acces
ala CV s’est développé (WHO, 2013). Si la mise en place des tests de CV continue au rythme
actuel, leur couverture restera inférieure a 50% en 2019 d’aprées les projections de la Clinton

Health Access Initiative (UNAIDS, 2013).

En plus des disparités entre les pays, il existe des inégalités d’acces a la CV au sein d’un
méme pays : entre les villes, ou des laboratoires de référence sont équipés de plateformes de
CV complexes, et les zones décentralisées ou les infrastructures de laboratoire ne permettent
pas d’accueillir ces appareils (Boillot et al., 2016; Diouara et al., 2014a; Taieb et al., 2014). En
effet, la réalisation de tests de CV complexes sur plasma nécessite a la fois un équipement
complexe et coliteux mais aussi une infrastructure de laboratoire adaptée avec du personnel
qualifié. Méme avec une baisse des prix, ces contraintes liées aux technologies limiteront le
passage a I’échelle. L’acces universel rapide a la CV dans toutes les zones démographiques

constitue donc un véritable enjeu programmatique pour les pays du Sud.

Dans ce contexte, le prélevement de sang séché sur papier buvard (DBS, dried blood
spot en anglais) a la place du plasma est une méthode alternative recommandée par I’OMS pour
le suivi virologique des patients en zones décentralisées (Parkin, 2014; Roberts et al., 2016).
Les DBS sont relativement faciles a préparer, stocker et transporter. Il suffit de déposer un
volume de sang total prélevé par ponction veineuse, souvent 50 uL. ou 75 pL, sur des « spots »

de papier buvard. En 1’absence de personnel formé a ce type de prélévement, on peut aussi faire
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directement une piqure au bout du doigt du patient. Le sang total est ensuite recueilli a ’aide
d’un tube capillaire afin de déposer le volume souhaité sur les « spots » de papier buvard
(Maiers et al., 2015; Napierala Mavedzenge et al., 2015; Rutstein et al., 2014). Contrairement
au sang total et au plasma, les contraintes liées a la chaine du froid et au risque biologique sont
réduites sur DBS. Une fois séchés, ils peuvent étre conservés a température ambiante (+ 30°C)
avec des dessicants jusqu’a 2 semaines, au cours desquelles ils doivent étre acheminés vers un
laboratoire centralisé disposant de plateformes de CV complexes (Aitken et al., 2015; Monleau

et al., 2010). Apres ce délai, ils doivent étre conservés a -20°C.

La plupart des plateformes de CV classiques sont basées sur la technique de RT-PCR
quantitative en temps réel (RT-qPCR) qui amplifie tous les acides nucléiques : ADN et ARN.
En utilisant des DBS, on observe souvent des faux-positifs notamment dus a la co-amplification
de I’ADN pro-viral et de I’ARN cellulaire du VIH présents dans le sang total. Ce phénomene
concerne surtout les échantillons avec des CV plasmatiques faibles (< 5 000 copies/mL) ou
indétectables (Monleau et al., 2014; Parkin, 2014). Chez les patients ayant une CV plasmatique
indétectable sous TAR, on estime que la quantité d’ADN varie entre 100 et 2 000 copies/10°
cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs). Une étude récente a montré qu’une
quantité d’ADN > 1 000 copies/10° PBMCs chez ces patients est associée a un résultat faux-
positif sur DBS (CV DBS > 1 000 copies/mL), avec le test ouvert Generic HIV CV (Biocentric)
(Zida et al., 2016). La plupart des tests de CV par RT-qPCR ont donc une moins bonne
spécificité que le test CV basé sur la technique NASBA (NucliSENS EasyQ HIV-1 v2.0,
BioMérieux), qui amplifie uniquement I’ARN (Mercier-Delarue et al., 2014).

Dans les pays du Sud, I’échec virologique est défini par la mesure de deux CV
plasmatiques > 1 000 copies/mL, a intervalle de 3 a 6 mois au cours duquel un renforcement de
I’observance est réalisé. Récemment, I’OMS a proposé d’appliquer le seuil de 1 000 copies/mL
pour les prélevements DBS, alors qu’il était de 3 000 ou 5 000 copies/mL auparavant (WHO,
2016a). Avec ce nouveau seuil, il est nécessaire d’adapter certaines plateformes pour lesquelles
la spécificité au seuil de 1 000 copies/mL sur DBS est insuffisante (ex. < 60% avec le test
Biocentric) (Monleau et al., 2014; WHO, 2014). Avec ce test ouvert, il est possible d’utiliser
I’extraction NucliSENS, une des techniques les mieux adaptées pour récupérer tous les acides

nucléiques présents sur les DBS (Monleau et al., 2009, 2014; Viljoen et al., 2010).
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Certains fournisseurs de tests commerciaux fermés proposent des solutions pour
¢liminer ou réduire I’impact de I’ADN pro-viral et améliorer la spécificité (> 90%), comme
Abbott Molecular (IL, USA) qui déclare que son kit extrait de facon préférentielle ’ARN
(Abbott) (Parkin, 2014). De son co6té, Roche Molecular System (CA, USA) a récemment
proposé le protocole FVE (free virus elution, en anglais) pour éluer les particules virales des
DBS avec un tampon phosphate salin (PBS), avec le test AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1
v2.0 (Roche) (Wu et al., 2015). Le traitement DNase (DNase) des extraits DBS est également
une solution souvent évoquée pour diminuer 1I’impact de I’ADN pro-viral (Parkin, 2014; Rouet
et al., 2014; Viljoen et al., 2010). Aucune de ces 3 méthodes d’extraction (Abbott, PBS et
DNase) n’a encore été testée sur un large panel d’échantillons incluant en particulier des faibles

CV plasmatiques et indétectables, ou I’impact de I’ ADN pro-viral est pourtant le plus important.

Récemment, un test ouvert et polyvalent universel de CV par RT-qPCR a été développé
au laboratoire (RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor) (Etienne et al., 2013). Il possede la
particularité de détecter et de quantifier tous les variants connus de la lignée VIH-1, ainsi que
les SIVs de chimpanzés (SIVcpz) et de gorilles (SIVgor) a I’origine des 4 transmissions inter-
especes de VIH-1 M, N, O et P. La quantification des variants du VIH-1 avec ce nouveau test
ouvert est comparable au test Generic HIV Charge Virale (Biocentric). Comme nous venons de
le montrer, il a aussi une meilleure sensibilité au seuil de 1 000 copies/mL par rapport au test
Abbott RealTime HIV-1 (IL, USA) (Chapitre 3, travaux de thése). L utilisation de ce test a
donc été validée sur plasma mais il reste a étudier comment il peut étre adapté a une application

optimale a grande échelle sur DBS.

4.2 Objectifs

L’objectif était de comparer trois méthodes d’extraction en vue de réduire la quantité
d’ADN pro-viral des DBS, par rapport a 1’extraction NucliSENS, afin d’adapter le test ouvert
RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor a I’utilisation sur DBS.
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4.3 Matériel et méthodes

4.3.1 Collecte, préparation et sélection des paires de plasma et de DBS

Les DBS ont été préparés de Mai a Juillet 2014 au laboratoire de virologie du Centre de
Recherche sur les Maladies Emergentes et Ré-émergentes (CREMER) de Yaoundé
(Cameroun), a partir de prélévements de sang total réceptionnés dans les 6h suivant leur collecte
sur des tubes EDTA. Ils provenaient de patients bénéficiant d’un suivi virologique, apres plus
de 6 mois de TAR. Apres ré-homogénéisation du prélévement, 5 spots de 50 pL de sang total
ont été préparés sur une carte de papier buvard Whatman Protein-Saver 903 (GE-Healthcare,
PA, USA), et séchés toute la nuit a température ambiante (20-28°C). Chaque carte a ensuite été
placée individuellement dans un sachet plastique zippé contenant 2 dessicants et stockée a -

80°C, en vue d’analyser la CV DBS avec le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor.

Parallelement, le restant de sang total a été centrifugé afin de préparer les aliquots de
plasma, conservés a -80°C, en vue de réaliser la CV plasmatique avec le test RT-qPCR VIH-
1/SIVepz/SIVgor. En fonction des résultats obtenus, nous avons préférentiellement sélectionné
des paires de plasma et de DBS ayant des CV plasmatiques < 1 000 et comprises entre 1 000 -
10 000 copies/mL, qui sont les catégories pour lesquelles I’impact de I’ADN pro-viral est le
plus important. Deux cartes DBS minimum par patient ont été préparées, dont une directement
utilisée pour tester I’extraction Abbott au laboratoire du CREMER. L’autre carte a été envoyée
au laboratoire de virologie UMI233 TransVIHMI de Montpellier (France) pour réaliser le
protocole d’extraction couramment utilisé sur DBS (NucliSENS) et tester les méthodes de

traitement DNase et d’élution PBS.

4.3.2 Extraction des acides nucléiques et détermination de la charge virale
plasmatique

Les acides nucléiques du VIH-1 ont été extraits a partir de 140 pL de plasma avec le
minikit QIAamp viral RNA (Qiagen, Courtaboeuf, France), sur I’automate Qiacube (Qiagen,
Courtaboeuf, France), en suivant le protocole du fournisseur. Ils ont été élués dans 60 pL. Les
standards et les controles du kit Generic HIV Charge Virale (Biocentric, Bandol, France) ont

¢été utilisés et extraits en suivant le méme protocole que les échantillons. La quantification de
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I’ARN du VIH a ensuite ¢été réalisée avec le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor, dans les
conditions précédemment décrites dans cette thése (Chapitre 1, synthése bibliographique :
partie 3.2.2.2 et Chapitre 3 travaux de thése), ainsi que dans la littérature (Etienne et al.,
2013). On estime que la limite de détection inférieure (LDI) est d’environ 500 copies/mL sur
plasma. Le test ouvert commercialisé¢ Generic HIV Charge Virale (Biocentric) a été réalisé en
parall¢le, a partir des mémes extraits, en suivant le protocole du fournisseur (Rouet et al., 2007).
Les résultats sont brievement présentés dans la partic Analyses complémentaires, a la fin de

ce chapitre.

4.3.3 Extraction des acides nucléiques et détermination de la charge virale DBS

La CV DBS a été mesurée avec le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor, comme pour
le plasma. En parallele, la CV DBS a été réalisée avec le test Generic HIV Charge Virale
(Biocentric), a partir des mémes extraits, en suivant le protocole du fournisseur (Viljoen et al.,
2010). La CV DBS a aussi été mesurée parallelement avec le test commercial Abbott RealTime
HIV-1 (Abbott Molecular, IL, USA) sur les DBS extraits selon la méthode recommandée par
le fournisseur. Concernant I’extraction des DBS, le kit Qiagen n’a pas été utilisé en raison de
ses faibles performances a isoler I’ARN du VIH-1 a partir des DBS. Il a été remplacé par
I’extraction NucliSENS, qui fait partie des techniques les mieux adaptées pour récupérer les
acides nucléiques présents sur les DBS (Monleau et al., 2009). Dans cette étude, les acides
nucléiques ont été extraits a partir d’un volume total de 100 pL de sang total (deux spots de 50

uL), avec les 4 protocoles suivants :

€)) Extraction NucliSENS (EasyMAG, BioMérieux, Craponne, France). Deux
spots de DBS ont été découpés et incubés sous agitation pendant 60 min, a température
ambiante, dans 2 mL de tampon de lyse NucliSENS (BioM¢érieux, Craponne, France), dans des
tubes coniques de 15 mL. Ensuite, les particules de papier ont été ¢liminées du surnageant par
deux centrifugations de 2 min a 3 500 rpm, et le transfert intermédiaire du surnageant dans un
nouveau tube. Les acides nucléiques ont été extraits a partir du lysat total (environ 2 mL), en
suivant le protocole « Generic » du systeme d’extraction automatisé NucliSENS (EasyMAQG),

et ¢lués dans 60 pL.
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2) Extraction Abbott (mSample Preparation System RNA, IL, USA),
correspondant au kit d’extraction utilisé pour réaliser le test de CV Abbott RealTime HIV-1.
Deux spot de DBS ont été découpés et incubés sous agitation pendant 20 min, a température
ambiante, dans 1,7 mL de tampon mLysis (Abbott Molecular, IL, USA) dans des tubes coniques
de 50 mL. Les acides nucléiques ont été extraits a partir d’1 mL de lysat, en suivant le protocole
d’extraction manuelle HIV-1 RNA 1.0 mL, qui utilise un contrdle interne. A partir des 88 pL
d’extraits obtenus, une CV Abbott RealTime HIV-1 a été mesurée en utilisant le protocole
m2000 DBS HIV-1 RNA « open-mode », afin de servir de contrdle qualitatif pour confirmer la
réalisation correcte 1’extraction manuelle. En cas de résultat invalidé, une nouvelle extraction

manuelle était réalisée.

A3) Extraction NucliSENS suivie du traitement DNase (Turbo DNase-free,
Ambion by life Technologies, CA, USA). Trente microlitres d’extraits d’acides nucléiques du
protocole (1) ont ét€¢ mélangés « doucement » avec 3 pL de tampon Turbo DNase et 1 pL
d'enzyme Turbo DNase (2U/uL), puis incubés pendant 20 min a 37°C dans des tubes de 0,5
mL. Ensuite, 3 pL de DNase Inactivation Reagent ont été ajoutés et incubés 5 min a température
ambiante, en mixant le mélange des le départ, puis 2 a 3 fois pendant I’incubation. Apres une
centrifugation de 5 min a 10 000 rpm, un culot blanc visible d’agent inactivant était observé.
Le surnageant contenant I’ARN était alors prélevé minutieusement (20 pL, sans toucher le

culot) et transféré dans un nouveau tube de 1,5 mL.

“4) Elution des particules virales dans du tampon phosphate salin (PBS) suivie
d’une extraction NucliSENS. Cette approche est adaptée d’apres le protocole FVE (free virus
élution, en anglais), récemment proposé pour le test AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1 v2.0 sur
DBS (Roche Molecular System, CA, USA) (Wu et al. 2015). Deux spots de DBS ont été
découpés et déposés individuellement dans un puits (plaque de 24 puits) contenant 500 pL de
tampon phosphate salin (PBS) sans calcium et sans magnésium (Gibco ; 155 mM NaCl ; 3,0
NaxHPO4-7H20 ; 1,1 mM KH>POq4; pH 7,4). 1ls ont été incubés toute une nuit a température
ambiante, sans agitation. Les acides nucléiques ont ensuite été extraits a partir du surnageant
(éluat DBS) repris dans 2 mL de tampon de lyse NucliSENS, en suivant le protocole
d’extraction NucliSENS (EasyMAG) décrit ci-dessus, et ils ont élués dans 60 pL. Comme dans
le protocole FVE, la valeur mesurée sur DBS a été corrigée par un facteur de 2 (+ 0,3 logio
copies/mL), prenant en compte le fait que la fraction de plasma éluée corresponde a la moitié

du volume de sang total initial.
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En paralléle, pour vérifier la quantité d’acides nucléiques restant sur les DBS, les spots
ont été re-suspendus dans 2 mL de tampon de lyse NucliSENS et de nouveau incubés sous
agitation pendant 60 min, a température ambiante, en utilisant des tubes coniques de 15 mL.
Apres une centrifugation de 2 min a 3 500 rpm, le surnageant a été récupéré dans un nouveau
tube qui a été conservé a -80°C, en vue d’analyser la CV RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor sur

certains de ces spots résiduels de DBS.

4.3.4 Analyses statistiques

Les CV plasmatiques du test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor constituent les valeurs
de références. Le nombre de faux-résultats de CV DBS, la sensibilité, la spécificité et
I’exactitude ont été calculés pour différents seuils. Le nombre de faux-positifs au seuil de 1 000
copies/mL correspond au nombre de CV DBS > 1 000 copies/mL parmi le nombre total de CV
plasmatiques < 1 000 copies/mL. Le nombre de faux-négatifs au seuil DBS de 1 000 copies/mL
correspond au nombre de CV DBS < 1 000 copies/mL parmi le nombre total de CV
plasmatiques > 1 000 copies/mL. La spécificité (Sp) au seuil de 1 000 copies/mL correspond
au nombre de CV DBS < 1 000 copies/mL parmi le nombre total de CV plasmatiques < 1 000
copies/mL. La sensibilité au seuil de 1 000 copies/mL correspond au nombre de CV DBS > 1
000 copies/mL parmi le nombre total de CV plasmatiques > 1 000 copies/mL. De la méme
maniere, le nombre de faux-positifs et de faux-négatifs, Sp et Se au seuil de 5 000 copies/mL
ont ¢été calculés. Enfin 1’exactitude correspond a la somme des vrais-résultats de CV DBS
mesurées pour chacun des seuils, parmi le nombre total d’échantillons.

Les comparaisons entre les CV DBS et CV plasmatiques (ou entre deux protocoles
d’extraction) ont été réalisées sur des paires d’échantillons quantifiables. Pour mesurer
I’intensité des relations linéaires, les coefficients de corrélation de Pearson (r) ont été calculés.
Pour mesurer la concordance, les analyses graphiques de Bland-Altman ont été réalisées (Bland
et Altman, 1999). L’association entre la différence et la moyenne de CV était mesurée avec un
coefficient de corrélation et un test de significativité de la corrélation. Un ¢ test a été réalisé
pour déterminer si la différence moyenne (d) était significativement différente de zéro. Les

limites de concordances étaient égales a d = 1,96 ET (écart-type).
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4.4 Résultats

4.4.1 Sélection des paires de plasma et DBS

Sur un total de 536 DBS préparés, nous avons sélectionné 151 paires de plasma et de
DBS, dont la majorité avait des CV plasmatiques < 10 000 copies/mL. Leur répartition par
catégorie de CV plasmatique était la suivante : 68 (45%) avec CV <1 000 copies/mL, 30 (20%)
avec CV >1 000 - 5 000 copies/mL, 13 (9%) avec CV >5 000 - 10 0000 copies/mL et 40 (26%)
> 10 000 copies/mL (dont 15 compris entre 10 000 - 20 000 copies/mL).

4.4.2 Analyse des résultats au seuil de 1000 copies/mL, avec les différentes
méthodes d’extractions des DBS

La spécificité au seuil de 1 000 copies/mL était plus élevée avec le traitement DNase
(100%) et 1’élution PBS (82%) qu’avec les extractions NucliSENS et Abbott (60% environ)
(Tableau 8). Cependant, les extractions DNAse et PBS ont montré une sensibilité insuffisante
et celles d’Abbott et NucliSENS avaient une meilleure sensibilité (> 80%, au seuil de 1 000
copies/mL). Dans le détail, la sensibilité des extractions Abbott et NucliSENS variait
respectivement entre : 70% (IC 95% 54-86) et 57 % (IC 95% 39-75) dans les CV plasmatiques
faibles (1 000 - 5 000 copies/mL), et plus de 90% dans les CV plasmatiques > 10 000 copies/mL.
La sensibilité de I’élution PBS était plus faible (59% ; IC 95% 48-70) mais elle atteignait tout
de méme 80% (IC 95% 68-92) dans les CV plasmatiques > 10 000 copies/mL. Celle du
traitement DNase ¢était trés mauvaise (21% ; IC 95% 11-29) méme dans les CV plasmatiques

> 10 000 copies/mL ou elle était égale a 33% (IC 95% 18-48).

Dans cette étude, I’exactitude des résultats au seuil d’échec virologique de
1 000 copies/mL était d’environ 70% seulement avec les extractions NucliSENS, Abbott et
I’¢lution PBS, et de 56% avec la méthode DNase (Tableau 8). Comme la proportion de faux-
résultats était importante, nous les avons analysés plus en détails, en fonction de chaque

méthode d’extraction :

(1) Avec Pextraction NucliSENS, il y a eu 27/68 (40%) DBS faux-positifs, dont 24
CV DBS > 1 000 copies/mL [CV DBS médiane = 2 024 copies/mL (IQR =1 394 - 3 888), CV
DBS min-max =1 007 - 6929 copies/mL) alors que la CV plasmatique était non quantifiable

(<500 copies/mL). Les 3 autres échantillons avaient des CV plasmatiques comprises entre 500
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- 1 000 copies/mL et des CV DBS > 1 000 copies/mL (1 868, 3 998 et 8 767 copies/mL), avec
une différence de valeurs entre les paires de plasma et de DBS > 0,5 logio copies/mL pour les

deux derniers échantillons.

De plus, eu 14/83 (17%) DBS faux-négatifs. Dans le détail, il y avait 9 CV plasma
> 1 000 copies/mL (CV plasmatique médiane = 5 209 copies/mL, IQR =3 086 - 11 822) qui
sont passées en dessous du seuil de 1 000 copies/mL sur DBS, avec une différence de valeurs
entre les paires de plasma et de DBS > 0,5 logio copies/mL pour 8 échantillons. Les
5 échantillons restants avaient des CV DBS non quantifiables (< 500 copies/mL) et une CV
plasmatique médiane égale a 3 103 copies/mL (IQR =1 540 - 3 141).

Sur I’ensemble des paires de plasma et de DBS quantifiables (n=82), les différences de

CV ¢étaient les suivantes: > 0,5 logio copies/mL pour 49% et > 1,0 logio copies/mL pour 13%.

(2) Avec’extraction Abbott, il y eu 28/68 (41%) DBS faux-positifs, dont 25 CV DBS
> 1 000 copies/mL [CV DBS médiane = 3 535 copies/mL (IQR 2 198 - 5 033), CV DBS min-
max = 1 383 - 7819 copies/mL] alors que la CV plasmatique était non quantifiable (< 500
copies/mL). Les 3 autres échantillons avaient des CV plasmatiques comprises entre 500 - 1 000
copies/mL et des CV DBS > 1 000 copies/mL (1 631, 3 526 et 7 795 copies/mL), avec une
différence de valeurs entre les paires de plasma et de DBS > 0,5 logio copies/mL pour les deux

derniers échantillons. Ils correspondent aux 3 mémes échantillons déja décrits avec NucliSENS.

Nous avons aussi obtenu 17/83 (20%) DBS faux-négatifs, qui avaient tous des CV DBS
non quantifiables et une CV plasmatique médiane égale a 3 102 copies/mL (IQR 1415 -4 597).
Sur I’ensemble des paires de plasma et de DBS quantifiables (n=69), les différences de CV

¢taient les suivantes: > 0,5 logio copies/mL pour 36% et > 1,0 logio copies/mL pour 7%.

(3) Avec le traitement DNase, il y avait aucun DBS faux-positif et 80% (66/83) de
DBS faux-négatifs. Les rares patients (n=17) dont 1’échec virologique était correctement
diagnostiqué sur DBS avaient généralement des CV plasmatiques > 10 000 copies/mL (76%
des cas). Les valeurs mesurées sur DBS étaient significativement trés inférieures au plasma, et
les différences suivantes ont été mesurées sur les 29 paires de plasma et de DBS quantifiables:
> 0,5 logio copies/mL pour 86%, > 1,0 logio copies/mL pour 66%, et > 2,0 logio copies/mL pour
21%.
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(4) Avec’élution PBS, on a observé 18% (12/68) de DBS faux-positifs et 40% (33/82)
de DBS faux-négatifs. Les patients en échec virologique correctement diagnostiqués sur DBS
(n=48) avaient souvent des CV plasma > 10 000 copies/mL (65% des cas). Sur I’ensemble des
paires de plasma et DBS quantifiables (n=54), les différences de CV étaient les suivantes : >

0,5 logi, copies/mL pour 56%, et > 1,0 log, copies/mL pour 28%.

Afin de vérifier la quantité d’acides nucléiques restée sur le papier buvard, nous avons
mesuré la CV de 18 spots résiduels (apres 1’étape d’élution PBS), ayant des CV plasmatiques
> 10 000 copies/mL. Sur DBS, la CV médiane était égale a 4,66 log;, copies/mL (IQR 4,28-
5,04), et 89% (16) d’entre eux avaient une différence de CV > 0,5 log;, copies/mL, comparée
au plasma. Sur les spots résiduels, des valeurs élevées ont également été mesurées (CV médiane
= 4,07 logio copies/mL ; IQR 3,82-4,48). Finalement, 61% (11/18) des spots résiduels testés
avaient une CV comparable a la valeur mesurée sur DBS, avec une différence de CV < 0,5 logi,
copies/mL. Comme I’impact de I’ADN pro-viral est négligeable dans les CV élevées, il est
probable que les CV mesurées sur les spots résiduels correspondent, en grande partie, a

I’amplification de particules virales non éluées.

4.4.3 Analyse des résultats DBS au seuil de 5 000 copies/mL

Comme le seuil de 1 000 copies/mL donnait des pourcentages €levés de DBS faux-
positifs avec NucliSENS et Abbott, pour des échantillons qui avaient généralement une CV
plasmatique < 5000 copies/mL, nous avons comparé les performances des méthodes
d’extraction au seuil d’échec virologique de 5 000 copies/mL (Tableau 8). On a ainsi observé
que ces nouveaux pourcentages ont été divisés par trois, avec respectivement 8% (8/98) et 12%
(12/98) pour les extractions NucliSENS et Abbott. Le nombre de faux-négatifs augmentait avec
respectivement 42% (22/53) et 34% (18/53). Avec les méthodes DNase et PBS, il y avait < 1%
de faux-positif. On a observé 51% (27/53) DBS faux-négatifs avec 1’élution PBS. Le traitement
DNase restait insuffisamment sensible pour diagnostiquer 1’échec virologique, avec 79%
(42/53) de faux-négatifs. Au final, I’exactitude des résultats au seuil d’échec virologique de
5 000 copies/mL était d’environ 80% seulement avec les extractions NucliSENS, Abbott et

I’élution PBS, et d’environ 70% avec le traitement DNase.
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Tableau 8. Sensibilité, spécificité et exactitude pour détecter I’échec virologique avec les différentes stratégies d’extractions sur DBS couplées au test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor,

aux seuils de 1 000 et 5 000 copies/mL.

Paires de plasma
et DBS (n=151)

Nb (%) de paires avec CV plasmatique > 1 000 = 83 (55%)

Nb (%) de paires avec CV plasmatique > 5 000 = 53 (35%)

Paires quantifiables > 1 000 copies/mL

Nb de faux- Nb de faux- Nb de faux- Nb de faux-
positifs®/ nb négatifs®/ nb positifs/ nb négatifs’/ nb Différence  Différence
Stratégie total de paires total de paires Sp Se Exactitude total de paires  total de paires Sp Se Exactitude n de CV de CV
d'extraction DBS | avec CV avec CV (% [IC95%]) (% [IC 95%]) (% [IC 95%]) | avec CV avec CV (% [IC 95%]) (% [IC 95%]) (% [IC 95%]) > 0,5 logo > 1,0 logyo
plasmatique plasmatique plasmatique plasmatique copies/mL copies/mL
<1000 21000 <5000 25000
(1) NucliSENS 27/68 (40%) 14/83 (17%) 60 (48-72) 83 (75-91) 73 (66-80) 8/98 (8%) 22/53 (42%) 92 (87-97) 58 (45-71) 80 (74-86) 82 40 (49%) 11 (13%)
(2) Abbott 28/68 (41%) 17/83 (20%) 59 (47-71) 80 (71-88) 70 (63-77) 11/98 (12%) 18/53 (34%) 88 (82-94) 66 (53-79) 80 (74-86) 69 25 (36%) 5 (7%)
(3) Dnase 0/68 (0%) 66/83 (80%) 100 (100-100) 21 (11-29) 56 (48-64) 0/98 (0%) 42/53 (79%) 100 (100-100) 21(10-32) 72 (65-79) 29 25 (86%) 19 (66%)
(4) PBS 12/68 (18%)  33/82* (40%) 82 (73-91) 60 (49-70) 70 (63-77) 1/97* (1%) 27/53 (51%) 99 (97-100) 49 (36-63) 81 (75-83) 54 30 (56%) 15 (28%)

*Faux-positifs sont les échantillons avec CV < 1 000 copies/mL sur plasma mais > 1 000 copies/mL sur DBS. *Faux-négatifs sont les échantillons avec CV > 1 000 copies/mL sur plasma mais < 1 000 copies/mL sur DBS. “Faux-positifs sont les
échantillons avec CV < 5 000 copies/mL sur plasma mais > 5 000 copies/mL sur DBS. ‘Faux-négatifs sont les échantillons avec CV > 5 000 copies/mL sur plasma mais < 5 000 copies/mL sur DBS. Sp : spécificité. Se : sensibilité. IC : intervalle
de confiance. *1 échantillon épuisé (CVeyoss= 4 597 copies/mL).
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4.4.4 Comparaison des extractions Abbott et NucliSENS sur DBS

Alors que I’extraction Abbott représentait une solution alternative pour 1’extraction des
acides nucléiques sur DBS, I’analyse des résultats au seuil de 1 000 copies/mL et 5 000
copies/ml a montré que les performances des extractions Abbott et NucliSENS sont similaires,
suggérant que I’extraction avec le kit Abbott ne réduirait pas I’impact de I’ADN proviral, par

rapport a I’extraction NucliSENS. Ici, nous avons comparé plus en détails ces deux extractions.

Dans un premier temps, nous avons comparé les valeurs de CV DBS par rapport aux
CV plasmatiques, a partir du nombre total de paires quantifiables avec les extractions
NucliSENS (n= 82) et Abbott (n= 69). On a observé une bonne corrélation linéaire avec un
coefficient de Pearson respectivement égal a 0,81 (p < 0,001) et 0,86 (p < 0,001). Par contre,
I’analyse de Bland-Altman a montré qu’il y avait une mauvaise concordance entre les deux
mesures, avec une augmentation significative des valeurs de CV DBS dans les faibles CV
plasmatiques (< 5 000 copies/mL), avec les extractions NucliSENS (Figure 40, a) et Abbott
(Figure 40, c). Pour cette raison, la différence moyenne entre les valeurs de CV DBS et CV

plasma n’était pas mesurable.

En sélectionnant les CV plasmatiques > 5 000 copies/mL, nous avions 53 et 49 paires
de plasma et de DBS quantifiables avec respectivement les extractions NucliSENS et Abbott.
La corrélation restait toujours bonne entre les deux méthodes, avec les coefficients de Pearson
respectifs 0.86 (p < 0,001) et 0.87 (p < 0,001). L’analyse de Bland-Altman a montré qu’il y
avait désormais une bonne concordance, sans différence significative entre les mesures dans les
faibles CV, avec les extractions NucliSENS (r= 0,01 ; p= 0,94) (Figure 40, b) et Abbott (1= -
0,21 ; p=0,14) (Figure 40, d). Ainsi, on a pu estimer la sous-quantification mesurée sur DBS,
par rapport au plasma : -0.64 [IC 95% (-0.77 ; -0.50), p < 0,001] et -0.43 [IC 95% (-0.56; -
0.30), p <0,001] logio copies/mL, avec respectivement les extractions NucliSENS et Abbott. Il
y avait peu échantillons en dehors des limites inférieures et supérieures de concordance,
respectivement 3/53 (6%) et 4/49 (8%), dont 2 échantillons identiques aux deux extractions. La
proportion d’échantillons ayant une différence de CV > 0,5 logi, copies/mL demeurait
importante : 58% (31/53) des DBS extraits avec NucliSENS et 45% (22/49) des DBS extraits
avec Abbott.
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Figure 54. Analyse de la concordance par Bland-Altman, entre les CV DBS par rapport aux CV
plasmatiques mesurées avec le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor.

Sélection de toutes les paires quantifiables avec NucliSENS (a) et Abbott (¢). Sélection des paires de CV
plasmatique > 5 000 copies/mL avec NucliSENS (b) et Abbott (d) : la sous-quantification mesurée sur DBS, par
rapport au plasma est respectivement égale a -0.64 [IC 95% (-0.77 ; -0.50), p < 0,001] et -0.43 [IC 95% (-0.56 ; -
0.30), p <0,001] logiocopies/mL. L’axe x des abscisses représente la moyenne des valeurs mesurées avec les deux
extractions. L’axe y des ordonnées représente la différence de valeurs mesurées entre les deux extractions pour
chaque paire de DBS. La ligne en trait plein représente la différence moyenne (biais) (d) et les lignes en pointillées
représentent deux limites de concordance (d + 1.96 ET).

En dernier lieu, nous avons comparé I’extraction Abbott par rapport & NucliSENS sur
88 paires de DBS Abbott et de DBS NucliSENS quantifiables. Nous avons obtenu une trés
bonne corrélation entre les deux extractions (r = 0,91 ; p<0.001) (Figure 41, a). L’analyse de
Bland-Altman a montré qu’il n’y avait pas de différence significative entre les CV faibles et
élevées (r=-0,19 ; p=0,08), entre les deux extractions (Figure 41, b). L’extraction Abbott avait
des valeurs supérieures de 0,17 logi, copies/mL (p < 0.001) par rapport a 1’extraction
NucliSENS, et seulement 4/88 (4,5%) échantillons étaient a I’extérieur de la limite supérieure
de concordance. Enfin, 18% (16/88) des échantillons avaient une différence de CV > 0,5 log),

copies/mL entre les deux valeurs.
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Figure 55. Comparaison entre les extractions Abbott et NucliSENS, sur les paires de DBS quantifiées avec
le test de CV VIH-1/SIVcpz/SIVgor (n=88).

(a) Analyse de la corrélation, r : coefficient de Pearson. (b) Analyses de concordance de Bland-Altman.
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Tableau 9. Sensibilité, spécificité et exactitude pour détecter I’échec virologique avec les différents kits de CV, aux seuils de 1 000 et 5 000 copies/mL.

Paires de plasma
et DBS (n=151)

Nb (%) de paires avec CV plasmatique > 1 000 = 83 (55%)

Nb (%) de paires avec CV plasmatique > 5 000 = 53 (35%)

Paires quantifiables

Nb de faux- Nb de faux- Nb de faux- Nb de faux-
positifs*/ nb négatifs®/ nb positifsc’/ nb  négatifs/ nb
Méthode d'extraction - test | total de paires total de paires Sp Se Exactitude total de paires total de paires Sp Se Exactitude n Différence de CV
de CV RT-qPCR sur DBS | avec CV avec CV (% [IC95%]) (% [IC 95%]) (% [IC 95%]) | avec CV avec CV (% [IC 95%]) (% [IC 95%]) (% [IC 95%]) > 0,5 log;o copies/mL
plasmatique plasmatique plasmatique plasmatique
<1000 21000 <5000 25000
NucliSENS - VIH-1 . . i ) ) 0 0 i i i .
ISIVgor/SIVepz 27/68 (40%) 14/83 (17%) 60 (48-72) 83 (75-91) 73 (66-80) 8/98 (8%) 22/53 (42%) 92 (87-97) 58 (45-71) 80 (74-86) 82 40 (49%)
Abbott — Abott
RealTime HIV-1 28/67* (42%)  14/82* (17%) 58 (46-70) 83 (75-91) 72 (65-79) 11/96%* (11%)  13/53 (25%) 89 (83-95) 75 (63-87) 88 (83-93) 72 17 (24%)
(Abbott)
NucliSENS - Generic 24/68 (35%) 16/83 (19%) 65 (54-76) 81 (73-89) 74 (67-81) 1/98 (1%) 26/53 (49%) 99 (97-100) 51 (38-65) 82 (76-88) 89 49 (55%)
HIV-1 CV (Biocentric)

*Faux-positifs sont les échantillons avec CV < 1 000 copies/mL sur plasma mais > 1 000 copies/mL sur DBS. *Faux-négatifs sont les échantillons avec CV > 1 000 copies/mL sur plasma mais < 1 000 copies/mL sur DBS. “Faux-positifs sont les
échantillons avec CV < 5 000 copies/mL sur plasma mais > 5 000 copies/mL sur DBS. ‘Faux-négatifs sont les échantillons avec CV > 5 000 copies/mL sur plasma mais < 5 000 copies/mL sur DBS. Les résultats de pourcentages > 80% sont
surlignés en gras. Sp : spécificité. Se : sensibilité. IC : intervalle de confiance. *1 échantillon épuisé.
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4.4.5 Comparaison des CV DBS mesurées avec les tests Abbott RealTime HIV-1,
RT-qPCR VIH-1/SIVcepz/SIVgor et Generic HIV CV

Apres avoir démontré que les acides nucléiques des DBS sont extraits de fagon
comparable avec les extractions Abbott et NucliSENS, nous avons finalement comparé les CV
DBS mesurées avec les 3 kits suivants : RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor, Abbott RealTime
HIV-1 (Abbott) et Generic HIV CV (Biocentric) (Tableau 9). La valeur de CV plasmatique de
référence était celle du test CV RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor. Avec le test de CV Abbott,
le pourcentage de DBS faux-positifs aux seuils de 1 000 (42%) et 5 000 copies/mL (11%) était
comparable aux tests RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor (40% et 8%, respectivement) et
Biocentric (35 et 1%, respectivement). Nous avons aussi observé un pourcentage similaire de
DBS faux-négatifs au seuil de 1 000 copies/mL (17%) avec le test Abbott par rapport aux tests
RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor (17%) et Biocentric (19%). Au seuil 5 000 copies/mL, le
pourcentage de DBS faux-négatifs était inférieur avec Abbott (25%) par rapport aux tests
VIH-1/SIVcpz/SIVgor (42%) et Biocentric (49%). La meilleure quantification plasmatique des
tests RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor (d= +0.47 logio copies/mL) et Biocentric par rapport au
test Abbott peut expliquer ces résultats (Chapitre 3).

4.5 Discussion

Dans cette étude nous avons sélectionné 151 paires de plasma et de DBS, dont la
majorité avait des CV plasmatiques < 10 000 copies/mL (> 70%), afin de comparer la capacité
de 3 méthodes d’extraction a éliminer ou réduire I’ADN des DBS, par rapport a I’extraction
NucliSENS, couramment utilisée sur DBS (Monleau et al., 2009). Derni¢rement, I’OMS a
proposé d’abaisser le seuil d’échec virologique de 5 000 a 1 000 copies/mL sur DBS (WHO,
2016a). Avec I’extraction NucliSENS et Abbott, environ 40% des patients de notre étude
seraient candidats a une CV de confirmation aprés un renforcement de I’observance, si le seuil
de 1 000 copies/mL était appliqué aux DBS, comme pour le plasma. Ces faux-positifs étaient
principalement dus a I’amplification de I’ADN pro-virale dans les faibles CV, comme décrit
précédemment avec les tests de CV RT-qPCR ouverts et commerciaux (Monleau et al., 2014;
Parkin, 2014; Zida et al., 2016). Ainsi, I’utilisation du seuil de 5 000 copies/mL sur DBS

permettrait de réduire cette proportion a 10% environ.
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En comparant I’extraction Abbott par rapport a I’extraction NucliSENS sur 88 paires
quantifiables de DBS, nous n’avons pas observé de diminution des valeurs de CV dans les
faibles CV, ce qui devrait pourtant étre le cas si Abbott extrayait moins I’ADN pro-virale que
NucliSENS. De facon générale, nous avons observé une bonne concordance entre les valeurs,
et ’extraction Abbott avait méme des CV légerement supérieures, par rapport a I’extraction
NucliSENS (d=+0,17 logi,copies/mL). Ces résultats montrent que I’extraction Abbott sur DBS
ne réduit pas I’impact de I’ADN pro-viral, et que lorsqu’elle est couplée a un systeéme de CV
RT-qPCR ouvert, I’ADN pro-viral est amplifié de fagon comparable aux extraits obtenus avec
NucliSENS. De plus, les pourcentages de DBS faux-positifs obtenus avec 1’extraction Abbott
couplée au test Abbott RealTime HIV-1 (Abbott) étaient comparables a ceux des extractions
NucliSENS couplées aux tests RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor et Biocentric, comparé aux
CV plasmatiques RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor. Comme le test de CV Abbott posséde une
LDI plasmatique plus faible (40 copies/mL) que test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor (~500
copies/mL), il est possible que certains DBS faux-positifs au seuil de 1 000 copies/mL soient
mieux détectés sur plasma avec le test de CV Abbott qu’avec le test RT-qPCR VIH-1/
SIVepz/SIVgor. Toutefois, il est peu probable qu’ils le soient au-dela de 1 000 copies/mL, car
le test de CV Abbott a des valeurs de CV plasmatiques inférieures d’environ 0,5 logi,copies/mL

par rapport au test VIH-1/SIVcpz/SIVgor (Chapitre 3).

Méme si I’absence des données concernant la CV Abbott sur plasma limite 1’analyse,
ces résultats montrent qu’il est possible d’observer un nombre beaucoup plus élevé de DBS
faux-positifs que ce qui a déja été décrit pour ce test sur DBS (Monleau et al., 2014; Parkin,
2014). Actuellement, celui-ci n’est pas encore commercialisé et son utilisation est destinée a la
recherche. Ces résultats préliminaires montrent I’importance de faire d’autres études pour tester
la spécificité des CV DBS par rapport aux CV plasmatiques avec le test Abbott RealTime

HIV-1, en incluant un grand nombre d’échantillons de CV plasmatique < 1 000 copies/mL.

Avec les extractions Abbott et NucliSENS, nous avons obtenu un nombre de DBS faux-
négatifs (< 20%) deux a quatre fois supérieur a ce qui est généralement décrit avec les tests de
CV RT-qPCR ouverts et commerciaux, au seuil de 1 000 copies/mL (Monleau et al., 2014;
Parkin, 2014) WHO, 2016. Au seuil de 5 000 copies/mL, la proportion de faux-négatifs était de
34% et 42% avec les extractions Abbott et NucliSENS. Ces résultats sont liés a la fois a la
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composition du panel (< 10 000 copies/mL pour 75%) mais aussi a la sous-quantification de
0,4 a 0,6 logio cp/mL mesurée sur DBS, comparés aux CV plasmatiques, mais aussi a la
composition du panel (< 10 000 copies/mL pour 75%). Certaines études peuvent inclure des
patients naifs de TAR ou ayant des CV plasmatiques élevées, ce qui améliore la sensibilité,
mais surtout, la plupart des tests ajoute un facteur correctif qui tient compte notamment de
I’hématocrite (Marconi et al., 2009; Neogi et al., 2012; Reigadas et al., 2009; Vidya et al., 2012;
Viljoen et al., 2010).

Le traitement DNase avait un impact majeur sur I’ADN mais aussi sur I’ARN, puisque
qu’aucun faux-positif n’a été observé. Cependant, cet effet était contrebalancé par une
sensibilité largement insuffisante, d’environ 20% au seuil de 5 000 copies/mL. Les rares
patients dont I’échec virologique était correctement diagnostiqué sur DBS avaient généralement
des CV plasmatiques > 10 000 copies/mL et des CV DBS significativement tres inférieures
d’1,0 logio copies/mL. Méme si les conditions du protocole du kit Turbo DNase-free (Ambion)
ont été respectées, il est probable que soit ’ARN ait été dégradé par certains cations divalents
(Calcium ou Magnésium), soit la RT-PCR ait été inhibée par certains sels ou réactifs de I’agent
d’inactivation de la DNase ou parfois méme du tampon DNase. Le traitement DNase d’extraits
DBS en vue de réaliser une CV par RT-qPCR a précédemment été testé une seule fois, avec le
test Biocentric. En utilisant le méme kit que dans cette étude, il avait été montré que la cinétique
des CV DBS était semblable a celle des CV plasmatiques, sur un nombre réduit de 13 patients
(Viljoen et al., 2010). Cependant, le kit Turbo DNase-free n’est pas celui que Biocentric
recommande d’utiliser dans sa nouvelle note d’application concernant la quantification sur
DBS, publiée en janvier 2016. Il utilise le kit Heat&Run gDNA (ArticZymes) qui a [’avantage
d’inactiver la DNase par chauffage a 55°C et non pas avec un agent d’inactivation capable

d’inhiber aussi la RT-PCR.

L’¢lution PBS avait un impact important sur I’ADN, puisque la proportion de faux-
positifs (18%) était environ deux fois inférieure aux extractions Abbott et NucliSENS au seuil
de 1 000 copies/mL. Malgré cette amélioration, cette proportion demeurait élevée et supérieure
a celle précédemment décrite avec le test AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1 v2.0 (10%) au seuil
de 1 000 copies/mL (Wu et al., 2015). Au seuil de 5 000 copies/mL, la proportion de faux-

positifs était tres faible (1%) mais celle des faux-négatifs était élevée (51%), comme avec les
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extractions Abbott et BioMérieux. Cela s’explique probablement du fait de la composition du
panel mais aussi d’une sous-quantification importante avec I’élution PBS. En effet, les quantités
importantes mesurées sur les spots résiduels suggerent que I’élution PBS pourrait avoir une
efficacité insuffisante, en éluant de fagon incompléte I’ARN des CV plasmatiques élevées (>

10 000 copies/mL).

4.6 Conclusion et perspectives

Cette étude montre que I’extraction Abbott ne réduit pas I’impact de I’ADN proviral et
qu’elle est comparable a I’extraction NucliSENS qui extrait tous les acides nucléiques.
L’élution PBS réduit I’impact de ’ADN mais de facon encore insuffisante au seuil de 1 000
copies/mL. Avec les tests de CV par RT-qPCR ouverts et la plupart des tests commerciaux, de
nombreux patients seraient candidats a une CV de confirmation, voire a un changement pour
un traitement de 2¢me ligne, de fagon inappropriée, induisant un surcoiit programmatique dans
les pays du Sud (Inzaule et al., 2016b). Concernant le traitement DNase, aucune étude n’a
encore montré son efficacité pour définir I’échec virologique a grande échelle sur DBS. 1l existe
probablement des différences de performance entre les kits, d’ou la nécessité de continuer a les
tester pour a la fois connaitre ceux qui peuvent étre utilisés dans le cadre du suivi virologique

sur DBS, mais aussi définir des protocoles détaillés en vue d’un usage a grande échelle.

Dans les pays du Sud, la plupart des patients sous TAR sont actuellement suivis selon
les criteres cliniques et immunologiques qui sont un mauvais prédicteur de I’échec virologique.
Dans ce contexte, le nombre de patients en échec virologique avec de faibles CV plasmatiques
comprises entre 1 000 et 5 000 copies/mL est potentiellement limité. Dans une récente étude
réalisée chez environ 450 patients en échec de 1°° ligne au Cameroun, au Burkina-Faso et au
Sénégal, la CV médiane était de 4,5 logio copies/mL (Ciaffi et al., 2015). Face a la nécessité de
faire le passage a I’échelle de la CV, le seuil de 5 000 copies/mL, semble représenter
actuellement le meilleur compromis pour réaliser des CV par RT-PCR a grande échelle sur
DBS (Balinda et al., 2016; Boillot et al., 2016; Parkin, 2014; Rutstein et al., 2014). Avec ces
techniques, 1’interprétation des résultats sur DBS est différente du plasma : 1) CV DBS > 5 000
copies/mL correspond a priori a un échec virologique ; 2) CV DBS indétectable correspond a
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priori a un succes virologique, mais il existe un risque qu’une CV plasmatique relativement
faible (< 10 000 copies/mL) n’ait pu étre quantifiée ; 3) CV DBS comprise entre 1 000 et 5 000
copies/mL est par défaut considérée comme un succes virologique car elle peut correspondre a
un résultat faux-positif lié¢ a I’amplification de I’ADN pro-viral, mais ¢a peut étre aussi un échec
virologique. Le seuil de 1000 copies/mL semble adapté aux techniques basées sur
I’amplification isothermale de I’ARN (NASBA), d’autant que la sensibilité observée est
inférieure a celle des techniques de RT-PCR (Fajardo et al., 2014; Mercier-Delarue et al., 2014;
Parkin, 2014). Lors de la mise en place du suivi virologique sur DBS, au-dela des formations
techniques, il sera nécessaire de former les biologistes et les cliniciens a I’interprétation des
résultats, notamment en les sensibilisant aux limites liées aux prélévements DBS comparés au
plasma, en fonction des techniques de CV utilisées. Le plasma doit d’ailleurs continuer a étre

utilisé toutes les fois ou c’est possible.

De fagon générale, il faut continuer a tester 1’efficacité des différents kits ouverts et
commerciaux sur DBS, en comparant les CV DBS par rapport aux CV plasmatiques dans les
conditions réelles de suivi virologique de patients sous TAR, en incluant les patients en succes
virologique, qui représentent la grande majorité (>80%) des patients traités dans les pays du
Sud (Boender et al., 2015a). Réalisés a partir de sang total, le développement et la mise en place
des tests simples de CV (point of care, en anglais) risquent d’étre également confrontés aux
problémes causés par I’impact de I’ADN pro-viral. L’arrivée des stratégies alternatives, a la
fois au plasma et a la CV complexe, va nécessiter de nouvelles études pour évaluer I’efficacité
d’algorithmes d’interprétation des résultats, qui tiendraient compte des différentes limites

techniques, afin de proposer un suivi virologique adapté dans les pays du Sud.
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4.7 Analyses complémentaires : Comparaison des tests VIH-1/SIVcpz/SIVgor et
Generic HIV Charge virale (Biocentric) pour la mesure des charges virales plasmatiques

Sur les 83 échantillons de CV RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor > 1 000 copies/mL, 70
(84%) échantillons avaient aussi une CV Biocentric > 1 000 copies/mL. Sur les 68 échantillons
de CV RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor < 1 000 copies/mL, 61 (89%) échantillons avaient
aussi une CV Biocentric < 1 000 copies/mL. Au total, 87% (131/151) des résultats de CV
plasmatique étaient concordants au seuil de 1 000 copies/mL. De plus, 84 paires de plasma
¢taient quantifiables avec les deux tests de CV et nous avons observé une bonne corrélation (r=

0,89 ; p<0.001) et une bonne concordance (r=-0,07 ; p=0,52) entre les deux mesures (Figure

42).
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Figure 56. Analyse de la concordance par Bland-Altman du test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor par
rapport au test Biocentric pour mesurer la CV sur toutes les paires quantifiables.

Le VIH-1 groupe O est indiqué en bleu.
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Le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor avait des valeurs supérieures de 0,15 logio
copies/mL (p=0.005) par rapport au test Biocentric. Seulement 2/84 (0,2%) échantillons étaient
a Dextérieur des limites d’agrément, avec une différence de valeur aberrante (2,74 logio
copies/mL), correspondant a la sous-quantification d’un VIH-1 groupe O par Biocentric (CVrt-
gPCR VIH-1/SIVepz/STveor = 0,17 logio copies/mL). L’autre VIH-1 O présent dans cette étude était
aussi quantifié avec le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor (CV = 4,17 log;, copies/mL), alors
qu’il était détecté sous le seuil de quantification avec Biocentric (CV < 2,48 log, copies/mL).
La détection des échantillons VIH-1 groupe O avait été réalisée par sérotypage, avec un test

ELISA utilisant les peptides V3 des groupes M, N,O et P (Villabona-Arenas et al., 2015).

Le test Biocentric n’est pas capable de détecter correctement les VIH-1 groupes O,
contrairement au test ouvert RT-qPCR VIH-1/SIVcepz/SIVgor qui détecte mieux les VIH-1 O
que le test commercial CV Abbott RealTime HIV-1 (Etienne et al., 2013). En retirant
I’échantillon discordant VIH-1 O, la différence moyenne entre les tests restait sensiblement la
méme (d= 0,12 logi, copies/mL), les valeurs étaient moins dispersées, et 5/83 (6%) des
¢chantillons étaient en dehors des nouvelles limites de concordance. Au final, 20% (18/84) des
¢chantillons avait une différence > 0,5 logi, copies/mL entre les deux tests. Ces résultats,
obtenus dans un contexte de suivi virologique de routine au laboratoire du CREMER de
Yaoundé au Cameroun, confirment ce qui a été décrit lors du développement du test VIH-

1/SIVepz/SIVgor au laboratoire UMI 233 de Montpellier en France (Etienne et al., 2013).
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En conclusion, les principaux résultats obtenus seront discutés, puis des perspectives de
recherche et des recommandations opérationnelles seront proposées afin d’améliorer la prise en

charge des patients vivant dans les pays du Sud, et notamment en Afrique sub-saharienne.

Discussion

1. Résistances acquises aux ARVs apreés une longue durée de TAR

Le premier objectif de cette theése était d’étudier la résistance acquise (ADR, acquired
drug resistance en anglais) aprés une longue durée de TAR de 1% ligne dans les zones urbaines
et décentralisées des pays du Sud (Chapitres 1 et 2, partie travaux de thése). Les principaux

résultats sont les suivants :

(1) Une multi-résistance élevée (97%) est observée chez les patients en échec
virologique aprés une longue durée de TAR de 1% ligne. Les principales mutations étaient
M184VI1(97%), K103NS (54%) et Y181CIV (26%), conférant respectivement la résistance au
3TC et EFV/NVP chez ces patients traités ayant une durée médiane d’environ 4 ans et vivant
au Burkina-Faso, Cameroun et Sénégal (n=451). Plus de la moitié d’entre eux avaient aussi
accumulé des mutations (T215YF (48%) et autres TAMs) conférant la résistance a AZT/d4T et

ainsi, plus aucun des trois ARVs administrés n’était pharmacologiquement actif.

(2) Le diagnostic tardif de I’échec virologique peut compromettre I’efficacité des
INNTIs de 2% génération de facon importante, et aussi celle ’INTIs recommandés en
2¢me Jigne par I’OMS. Dans notre étude, plus d’un patient sur deux avait une résistance croisée
a RPV et plus d’un sur trois a ETR. Des résistances croisées aux INTIs ont été observées a la
fois avec ABC, DDI et aussi TDF, qui est actuellement recommandé par I’OMS en TAR de

2¢me Jigne.

(3) Des charges virales élevées ne reflétent pas toujours un probléme d’observance
chez les patients sous TAR de 1¢ ligne mais sont aussi associées 2 une multi-résistance

dans les pays du Sud. La proportion de souches résistantes a toutes les molécules du TAR, qui
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avaient aussi accumulé de nombreuses mutations, était plus élevée (78%) chez les patients avec
une CV > 5,0 logio copies/mL. Par conséquent, la proportion de résistances croisées aux INTIs

¢tait également plus importante chez ces patients, d’ailleurs largement asymptomatiques.

(4) Les taux d’échec virologique et de résistance au TAR sont aussi une
préoccupation majeure en zone décentralisée. L’¢tude menée au sein d’un hopital de district
au Cameroun a rapporté des prévalences d’échec virologique et de résistance variables qui
augmentaient avec la durée de TAR (n=407), avec respectivement : de 12% et 8% pour le

groupe « 6-12 mois » a 31% et 27% pour le groupe « > 6 ans ».

Avec les travaux de la premicre étude (Chapitre 1), les données sur les résistances apres
une longue durée de TAR (> 3ans) en zone urbaine, au Burkina-Faso (Bobo Dioulasso) et au
Sénégal (Dakar) ont été rapportées pour la premiere fois dans cette these (2010-2012). Au
Cameroun, une précédente étude (2008-2009) avait rapporté des prévalences de multi-
résistance plus faibles, avec environ 80% de résistance au 3TC + EFV/NVP et environ 20% aux
trois molécules du TAR (Aghokeng et al., 2013). Elle avait été menée a 1’Hopital Central de
Yaoundé, un des deux mémes sites inclus dans notre étude. Malgré ces premiers résultats
préoccupants chez les patients sous TAR depuis > 3 ans, nos résultats montrent que la prise en
charge des patients camerounais vivant en zone urbaine ne s’est pas améliorée entre ces deux
périodes (Figure 56). Ils démontrent I’efficacité insuffisante des programmes et services de
TAR, ce qui a aussi été relevé «en amont » lors de la derniére enquéte concernant les
indicateurs d’alerte précoce (EWI, early warning indicators en anglais), menée en 2013 sur 15

sites au Cameroun (10 urbains et 5 ruraux) (Fokam et al., 2015; WHO, 2016b).

De facon générale, cette étude a mis en exergue les disparités entre les zones urbaines
et décentralisées, pour les indicateurs suivants : EW1 (> 90% d’observance, mesurée par le
retrait des ARV dans les délais), 57% en urbain vs 0% en rural ; EW2 (> 85% de rétention dans
les soins a 12 mois), 78% en urbain vs 50% en rural ; EW3 (100% d’absence de rupture de
stocks a la pharmacie), 11% en urbain vs 25% en rural (Fokam et al., 2015). Dans le détail,
EW3 variait extrémement d’un site a ’autre, indépendamment de la zone géographique,
suggérant que les problémes d’approvisionnement en ARVs semblent liés a la gestion interne

de chacun des sites (Figure 56). Les résultats de cette étude contrastent avec ce qui a pu étre
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observé dans le méme contexte dans certains pays du Sud de I’ Afrique, comme en Namibie
(Jonas et al., 2014). Au Cameroun, le test de CV est disponible dans les deux capitales du pays :
Yaoundé et Douala. Etant jusqu’ici assez cher et a la charge du patient (25 000 FCFA ~ 40
euros), il était souvent réalisé en cas de suspicion d’échec clinique ou immunologique chez les
patients pouvant le payer, et donc tardivement. Récemment, son cofit a été diminué et 1’ Institut
Pasteur de Yaoundé¢ propose désormais un test dont le prix varie autour de 10 000 FCFA (~15

euros) : http://www.pasteur-yaounde.org/files/catalogue2016.pdf.
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Figure 57. Performance de I’indicateur EW3 « pas de rupture de stock » sur 13 sites urbains (U) et ruraux
(R) étudiés en 2013 au Cameroun.

NV : non validé. Les sites avec des « bonne performance » (100% d’absence de rupture de stock) sont indiqués en
vert et les sites avec des « mauvaises performance » (< 100% d’absence de rupture de stock sont indiqués en
rouge). Dans cette étude EW3 varie entre : 0 et 92% a Yaoundé, en fonction des différents sites (U1-U7) ; 17% et
100% a Doula (U8-U10) ; 42% et 100% en zone décentralisée (R1-RS5).

Nos travaux montrent aussi, comme déja observé, que ’ADR augmente effectivement
avec la durée de TAR dans les pays du Sud (Hosseinipour et al., 2013; Sigaloff et al., 2011a;
Stadeli et Richman, 2012). En plus des mutations (M184V, K103NS et Y181CIV), davantage
de patients accumulent des mutations de type TAMs, conférant la résistance croisée aux INTIs
au fil du temps passé en échec virologique. Cette tendance a aussi €té clairement mise en
évidence dans notre deuxiéme étude évaluant le succés du TAR de 1 ligne en zone rurale. Par
ailleurs, nous n’avons pas observé de différence de prévalence d’ADR entre les trois pays,

comme cela a été précédemment décrit apres 24 mois de TAR dans ces mémes pays (63% au
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Burkina-Faso, 75% au Cameroun, et 83% au Sénégal) (Aghokeng et al., 2014). Méme si des
différences de performances peuvent exister entre les programmes de TAR de différents pays
et a I’interieur des pays, il est trés probable qu’en I’absence de diagnostic précoce de 1’échec
virologique, des niveaux d’ADR extrémement élevés émergent chez tous les patients en échec

apres un TAR de longue durée.

Dans les pays voisins d’Afrique de 1’Ouest, quelques données récentes sont disponibles
en zone urbaine au Liberia (Monrovia), au Mali (Bamako) et au Togo (Lom¢é), chez les patients
traités respectivement avec une durée médiane de 3 ans et demi, 5 et 6 ans (Fofana et al., 2014;
Konou et al., 2015a; Loubet et al., 2015). Alors que la prévalence de la multi-résistance (3TC
+ INNTI) chez les patients en échec virologique semble plus faible au Mali et au Libéria (60%
environ), celle mesurée au Togo est comparable a notre étude avec 98% de souches résistantes
a 3TC + EFV/NVP et 63% aux trois molécules du TAR de 1°° ligne. Méme si la majorité des
patients sont résistants a 3TC, il semble qu’il y ait un avantage a conserver cette molécule dans
les TAR de 2°™ ligne car la souche mutée (M184VI) diminue le fitness viral et augmenterait la
sensibilité au TDF (ou AZT) et probablement aussi a I’IP, administrés en TAR de 2°™ ligne
(Gallant, 2006; Kumarasamy et al., 2015; WHO, 2016a).

Par contre les mutations a ’EFV/NVP conférent aussi une résistance importante aux
INNTIs de 2°™ génération. Leur prévalence peut étre estimée ainsi : ETR (22-36%) et RPV
(42%-65%) ; en couplant nos résultats avec ceux des ¢tudes menées au Mali, Togo et Libéria,
chez les patients traités depuis une longue durée (Fofana et al., 2014; Konou et al., 2015a;
Loubet et al., 2015). Il est clair que dans ces conditions, ces molécules ne peuvent plus étre
utilisées dans les TAR de 2™ ligne, d’autant plus que leur barriére génétique reste faible
comparée aux IPs. La prévalence de résistance au TDF (10%) observée dans notre étude était
similaire au Togo mais deux fois inférieure au Mali et au Libéria (25%) car une partie des
patients recevaient déja cette molécule en TAR de 1% ligne (10-15%). Dans notre étude, 10%
de patients supplémentaires avaient aussi une résistance intermédiaire au TDF, signifiant que
la sélection d’une seule autre TAMs suffit pour acquérir une résistance au TDF. Au final, 20 %
des patients de notre étude ne bénéficierons pas de TDF enti¢rement fonctionnel en TAR de
2%me Jigne, contrairement aux patients ayant acquis directement la K65R qui peuvent étre encore

sensibles a I’AZT proposé en TAR de 2°™ ligne (en ’absence aussi d’accumulation de TAMs).
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On peut noter qu’une limite de ces ¢tudes est ’absence de test génotypique de résistance pré-
thérapeutique, qui tient compte de la résistance transmise. Toutefois, la résistance transmise
était encore faible dans les pays de notre étude (< 5%) en 2010 et elle ne peut donc pas a priori

expliquer ces résultats trés préoccupants (OMS, 2012).

Il est généralement admis que plus le virus mute, moins il devient compétent pour se
répliquer (Lam et al., 2016; Nijhuis et al., 2001; Yang et al., 2015b). Dans ce cas, on pourrait
s’attendre a voir une association entre les virus hautement mutés et des CV plus faibles par
rapport aux virus moins mutés. Néanmoins, les résultats de notre premiere étude ont montré
que la grande majorité des patients étaient résistants a plusieurs molécules de leur TAR, et
méme la proportion de souches résistantes aux trois molécules augmentait avec la CV,
indépendamment de la durée du TAR. Par conséquent, la proportion de résistance croisée aux
INTISs était également plus importante chez ces patients, d’ailleurs largement asymptomatiques.
Ces observations moins communément décrites convergent avec celles d’autres études récentes
rapportant aussi des degrés de résistances plus élevés chez les patients ayant des CV élevées
(Fofana et al., 2014; Lam et al., 2016; Wallis et al., 2014). Ces données renforcent notre
inquiétude face a I’augmentation du risque potentiel de transmission de souches résistantes. Et
ce, d’autant plus qu’une augmentation des souches résistantes transmises est déja observée en
Afrique sub-saharienne avec I’augmentation et la durée de la couverture en TAR (Boender et
al., 2015b; Gupta et al., 2012; Rhee et al., 2015a). En effet, la CV plasmatique est effectivement
le facteur de risque principal de transmission sexuelle du VIH, méme si celle-ci est conduite
par la CV génitale (Baeten et al., 2011; Quinn et al., 2000). La transmission hétérosexuelle du
VIH augmente avec 1’augmentation en logio de la CV, avec un risque pouvant étre trois fois
plus élevé par logio d’augmentation (Hughes et al., 2012). Sans véritable amélioration du suivi,
au travers d’un acces élargi au test de CV pour diagnostiquer précocement 1’échec virologique,
ou I'utilisation d’ARVs avec des barriéres génétiques plus élevées en 1°° ligne, une nouvelle
épidémie potentiellement causée par des souches résistantes aux INNTIs et aux INTIs pourrait

émerger en Afrique sub-saharienne (Saenz et Bonhoeffer, 2013).

Notre premiere étude sur les résistances acquises, menée dans les différentes capitales
du Burkina-Faso, du Cameroun et du Sénégal, ne refléte pas forcément ce qui se passe en zone

décentralisée. Il est donc important d’évaluer I’efficacité des programmes de gestion et de suivi

247



Conclusion et perspectives - Principaux résultats

du TAR en zone décentralisée. Comme au Gabon, les résultats de notre deuxiéme étude ont
aussi montré qu’il y a probablement des disparités entre les zones géographiques au Cameroun,
et que la prise en charge est encore plus mauvaise dans les zones reculées, comme a 1’extréme
Nord du pays (Fokam et al., 2015; Liégeois et al., 2012; Taieb et al., 2014). Plus récemment en
Afrique du Sud, une étude comparative a clairement montré que les patients vivant en zone
rurale avaient plus de risque d’échec virologique prolongé et d’accumulation de mutations de
résistances, par rapport aux patients vivant en villes ayant acces a un meilleur suivi virologique
(Rossouw et al., 2016). Ces disparités n’ont pas été observées dans d’autres pays d’Afrique sub-
saharienne (Guiné-Conakry et Togo) mais ne sont pas pour autant moins inquiétantes puisque
les échecs virologique et résistances observées en ville étaient déja trés élevés dans ces pays

(Diouara et al., 2014b; Konou et al., 2015b).

En conclusion de cette premicre partie de la theése, nos résultats montrent clairement que
I’amélioration du suivi virologique, a travers 1’acces a la charge virale en routine est
actuellement cruciale pour le succes des programmes de TAR dans les pays du Sud, et a tous
les niveaux : (1) pour préserver au maximum la longévité du TAR qui est a vie chez les patients
infectés par le VIH et empécher un succes limité des 2°™ lignes de TAR, et ainsi continuer a
améliorer la qualité de vie des patients vivant avec le VIH dans les pays du Sud ; (ii) pour limiter
le risque de transmission de virus multi-résistants chez les nouveaux patients infectés. En outre,
I’amélioration de la prise en charge, a travers I’administration de molécules plus puissantes et
a plus haute barriere génétique pourrait aussi permettre un meilleur succes virologique, comme
dans les derniéres recommandations de I’OMS qui proposent d’utiliser le DTG en 1° ligne de

TAR dans les pays du Sud, en alternative au TDF (WHO, 2016a).

2. Amélioration du suivi virologique dans les pays du Sud

Le deuxieme objectif était d’évaluer la faisabilité¢ d’un nouveau test de CV ouvert et
polyvalent universel sur plasma et sur DBS (Chapitre 3 et 4), en vue d’améliorer le suivi
virologique réalisé par les laboratoires centralisés mais aussi de rendre la CV disponible dans

les zones décentralisées ou les infrastructures de laboratoires sont limitées.
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Les principaux résultats sont les suivants :

(1) Le test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor est transférable dans les pays du
Sud, avec une performance au moins équivalente au test Abbott RealTime HIV-1. Avec
ce test de CV ouvert et polyvalent universel capable de détecter les VIH-1 M, N, O et P, ainsi
que leurs ancétres simiens, nous avons observé une meilleure quantification des variants du
VIH-1 M circulant au Cameroun (+0.47 logio copies/mL) (n=474), comparé au test Abbott
RealTime HIV-1 (Abbott Molecular, USA) approuvé par la FDA et le marquage CE. Au seuil
d’échec virologique de I’OMS (1 000 copies/mL), la concordance des résultats entre les deux
tests était de 95%, avec une meilleure sensibilité pour le test ouvert. En pratique, ce nouveau
test de CV est bien adapté au contexte des pays du Sud, tant par sa capacité a quantifier de tous
les VIH-1 circulants que par son accessibilité en termes d’équipements pour les laboratoires

déja expérimentés aux techniques de CV et disposant de plateformes « ouvertes ».

(2) La faible spécificité sur DBS de plupart des tests de CV RT-qPCR pourrait
augmenter le nombre de patients en échec virologique au seuil de 1 000 copies/mL et
induire un surcoiit pour les programmes. En dernier lieu, nous avons comparé différentes
méthodes d’extraction des acides nucléiques pour réduire I’impact de I’ADN pro-viral afin
d’améliorer en vain les performances du test RT-qPCR VIH-1/SIVcpz/SIVgor sur DBS. Nous
n’avons pas observé d’amélioration de la spécificité au seuil de 1 000 copies/mL entre
I’extraction NucliSENS utilisée couramment au laboratoire et 1’extraction Abbott. Nous avons
plutot montré que ces deux techniques d’extractions étaient comparables sur DBS. De plus, en
testant d’éluer les particules virales des DBS dans un tampon PBS, d’aprés un protocole
récemment propos¢ pour le test AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1 v2.0 (Roche), ainsi que de
réaliser un traitement par une DNase, nous avons dans les deux cas observé une mauvaise
sensibilité, probablement causée respectivement par 1’élution incompleéte de I’ARN ou sa

dégradation par la DNase.

Nous avons finalement montré que le nouveau test ouvert ne peut pas étre utilisé au seuil
d’échec virologique de 1 000 copies/mL qui vient d’étre recommandé par I’OMS, tout comme
le test Abbott RealTime HIV-1, et trés probablement aucun des tests de CV par RT-PCR. Avec

ces tests, de nombreux patients pourraient en effet risquer de devoir refaire une CV de controle
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de facon inappropriée (voire changer de TAR pour une 2°™ ligne), si le méme algorithme de
diagnostic de I’échec virologique que celui sur plasma était utilisé. D’un point de vue
individuel, cela pourrait provoquer une baisse de confiance envers les systémes de soins chez
des patients adhérents pour lesquels il serait proposé a tort un renforcement de 1’observance
(Inzaule et al., 2016b). D’un point de vue programmatique, cela pourrait engendrer un surcofit
pour les pays du Sud. La recommandation de I’OMS d’utiliser les DBS pour le suivi virologique
au seuil de 1 000 copies/mL a été faite en I’absence de données de bonne qualité. Les résultats
de ces travaux sont donc importants car ils vont contribuer a améliorer la qualité des données

disponibles.

Perspectives

Au vue de nos résultats, les questions a venir sont nombreuses : Quel est I’'impact des
multi-résistances acquises au cours du TAR de 1° ligne sur Defficacité des TAR de 2™
ligne ? Quel est le risque d’épidémie de souche résistante ? Ces questions sont d’autant plus
importantes du fait de 1’augmentation de la couverture en TAR dans ces pays avec les
recommendations de traités tous les patients infectés par le VIH. Les schémas thérapeutiques
recommandés par I’OMS évoluent aussi, avec le TAR a base de TDF depuis 2013, et les
nouvelles stratégies alternatives a base d’EFVasoo et DTG depuis 2016. L’efficacité de ces
molécules a surtout été étudiée dans les pays du Nord et par conséquent, il est nécessaire de
I’étudier aussi dans le contexte des pays du Sud. Enfin, nous présenterons bri¢vement les

perspectives de recherche en virologie pour I’amélioration du suivi des patients.

1. Quel est ’impact d‘es multi-résistances acquises au cours du TAR de 1% ligne
sur Pefficacité des TAR de 2™ ligne ?

Dans les pays du Sud, le TAR de 2™ ligne recommandé¢ actuellement par I’'OMS est
basé sur 1 IP (ATV/r ou LPV/r) associé a une « backbone » d’INTIs (3TC + TDF). Méme si
les IPs sont effectivement des molécules avec une puissance et une barriere génétique élevées,
la monothérapie d’IP n’est pas suffisamment efficace, comme décrit dans plusieurs études

conduites dans les pays du Sud (Arribas et al., 2016; Bunupuradah et al., 2012; Ciaffi et al.,
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2016; Kumarasamy et al., 2015; Paton et al., 2014). La maintenance ou le renforcement par la
3TC semble améliorer le succes virologique, méme chez les patients résistants, comme la
M184VI qui diminue le fitness du virus. Finalement, méme si le TAR de 2°™ ligne posséde a
priori une meilleure puissance et une plus haute barriére génétique que la 1%° ligne, les
nombreuses mutations acquises au cours du TAR de 1°° ligne peuvent potentiellement
compromettre son efficacité. Les patients concernés peuvent avoir en plus des CV extrémement
¢levées (> 5 logio copies/mL), comme nous 1’avons observé. Les résultats de I’essai clinique
associé a notre premiere étude ont d’ailleurs montré que les patients ayant des CV > 5 logio
copies/mL étaient plus a risque d’échec virologique aprés 48 semaines de TAR de 2°™ ligne
mais I’impact de la multi-résistance n’a pas été clairement étudié (Ciaffi et al., 2015). D’autres
¢tudes ont montré qu’en plus de la CV élevée, la mauvaise observance au TAR pourrait étre le
déterminant majeur d’un échec de TAR de 2°™ ligne (Boyd et al., 2015; La Rosa et al., 2016;
Paton, 2015). De facon paradoxale, ces études ont observé que les patients les plus sensibles
aux INTIs (GSS > 1) de la 2°™ ligne avaient plus de risque d’échouer, probablement a cause
d’un probléme d’inobservance irrésolu qui était déja a I’origine de I’échec de la 1% ligne. Par
ailleurs, aucune étude menée dans les pays du Sud n’a encore démontré I’avantage de remplacer
la « backbone » d’INTIs par le RAL auxquels les patients sont pourtant tous sensibles (La Rosa

et al., 2016; Paton et al., 2014; SECOND-LINE Study Group et al., 2013).

I1 est donc nécessaire de connaitre I’impact de la multi-résistance sur 1’efficacité réelle
de la « backbone » d’INTIs dans le contexte du suivi réalisé dans les pays du Sud afin de
répondre aux questions suivantes: « Compte-tenu de la toxicité de ces molécules, quel est
I’avantage réel a conserver chacun des 2 INTIs alors que certains patients y sont complétement
résistants ? » (Hu et al.,, 2015). A I’inverse : « Est-ce que les patients encore sensibles a

AZT/TDF en 2°™ ligne de TAR ne conservent pas plus de chance de succes virologique ? ».

Des études sur I’efficacité des TAR de 2™ ligne sont importantes afin d’évaluer la
nécessité ou pas des tests de génotypages, I’efficacité des programmes et services de TAR et
I’impact sur I’efficacité des TAR de 3™ ligne a venir. Malheureusement, compte tenu de la
faible accessibilité au TAR de 2°™ ligne dans les pays du Sud, peu de données sont encore
disponibles sur I’émergence de la résistance aux IPs (Haas et al., 2015). L’échec virologique
(CV > 400 copies/mL) semble varier énormément entre 10-40% aprés 36 mois de TAR de 2°™
ligne (Boender et al., 2016b; Ndahimana et al., 2016; Pujades-Rodriguez et al., 2010).
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Méme si I’échec virologique observé en 2°™ ligne de TAR dans les pays du Sud semble d’abord
lié¢ & un probléme d’observance (Boyd et al., 2015; Fox et al., 2016), environ 20% des patients
avec des CV > 1 000 copies/mL auraient des souches résistantes aux IPs et nécessiteraient un
TAR de 3™ ligne (Boender et al., 2016b; Ndahimana et al., 2016). Le restant des patients en

échec virologique aurait des souches sensibles (40%) ou résistantes au TAR de 1% ligne (40%).

Enfin, des stratégies de simplification a base de 3TC + IP sont de plus en plus souvent
envisagées dans les pays du Nord mais elles concernent principalement des patients en succes
virologique et n’ayant pas de résistance au 3TC (Arribas et al., 2015; Mondi et al., 2015; Perez-
Molina et al., 2015). Il est important d’étudier aussi ses stratégies au Sud afin de vérifier qu’elles
permettent d’améliorer la qualité de vie des patients, sans augmenter le risque d’émergence aux
IPs. C’est le cas de I’étude MOBIDIP « Mono ou Bithérapie d’inhibiteur de de la protéase »/
ANRS 12286, qui est actuellement menée chez une partie des patients de notre premicre étude.
Une partie des patients en succes virologique sous TAR de 2°™ ligne (CV < 200 copies/mL
depuis plus de 6 mois) ont bénéficié¢ d’un schéma thérapeutique de maintenance composé de
3TC + IP (LPV/r ou DRV/r) versus IP seul. Cette étude a clairement montré I’importance de

maintenir la 3TC, méme chez les patients résistants (Ciaffi et al., 2016).

2. Quel est le risque d’émergence d’une épidémie avec des souches VIH
résistantes ?

I1 est important de connaitre I’impact réel de la multi-résistance que nous avons décrite
sur les nouvelles transmissions a VIH dans les pays du Sud. Actuellement, les TAR de 1° ligne
recommandés dans les pays du Sud sont encore fonctionnellement efficaces chez la majorité
des patients vivant en Afrique sub-saharienne et en Asie du Sud et du Sud-Est, avec une
estimation de la résistance transmise (TDR, transmitted drug resistance en anglais) < 5% (Rhee
et al., 2015a). Toutefois, la résistance transmise augmenterait d’un facteur 1,1 tous les ans
depuis la mise en place du TAR en Afrique sub-saharienne. Comme les études de TDR sont
moins faciles a mettre en place chez les populations récemment infectée par le VIH, la
résistance pré-thérapeutique (PDR, pre-treatment drug resistance en anglais) pourrait permettre
dans un premier temps d’évaluer la proportion des souches résistantes aux INNTIs et aux INTIs
a Dinitiation du TAR et de donner si nécessaire plus rapidement l’alerte aux programmes

nationaux sur I’efficacité des 1°* lignes recommandées.
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Menées chez les patients initiant un TAR de 1%° ligne, les études de PDR prennent aussi
en compte le fait qu’ils aient pu étre éventuellement exposés préalablement aux ARVs au cours
de l’histoire de leur infection (PTME, prophylaxie post-exposition, PrEP ou traitement
antérieur). Sous PrEP, il existe effectivement un risque potentiel soit d’infection avec un virus
résistant a 3TC+TDF, soit de sélection d’un virus résistant en cas d’une infection a VIH non
diagnostiquée rapidement. Avec I’acces universel au TAR et la mise en place de la PrEP, la
surveillance réguliere des TDR ou PDR devrait étre inscrite dans les programmes nationaux.
Dans le cadre de la recherche, il serait aussi intéressant d’utiliser les nouvelles techniques de
séquencage NGS afin d’étudier la résistance parmi la population de variants minoritaires,

compte tenu du fait que certaines mutations disparaissent rapidement apres avoir été transmises.

3. Quel est ’impact de I’accés élargi au TDF en TAR de 1¢ ligne sur I’émergence
de la résistance acquise dans les pays du Sud ?

Dans notre premiére étude, les patients recevaient un TAR de 1°° ligne a base
d’AZT/d4T qui, du fait de leur toxicité, ne sont désormais plus recommandés en premicre
intention par I’OMS. L’usage du TDF est privilégié¢ au profit de ’AZT depuis 2013 et celui du
d4T est déconseillé depuis 2010. Dans notre deuxiéme étude, menée entre 2013 et 2014, environ
25% des patients de 1’hdpital de district étudié au Cameroun bénéficiaient d’un TAR a base de
TDF. Il n’y avait pas de différence de réponse virologique entre ces patients et ceux bénéficiant
du TAR a base d’AZT, mais la taille de la population étudiée restait limitée. Alors que
Iefficacité réelle du TAR de 1°° ligne a base de TDF dans les pays du Sud était mal connue,
une grande étude vient de rapporter des résultats alarmant (TenoRES, 2016). Elle a observé que
la prévalence de résistance au TDF pouvait atteindre 60% en Afrique sub-saharienne, alors
qu’elle avoisinait 20% dans les pays du Nord ou les patients bénéficiaient d’un suivi virologique
de routine. Ainsi, elle a estimé que 7 a 17% des patients vivant en Afrique sub-saharienne
développeraient une résistance au TDF apres seulement 1 an de TAR, avec le suivi et la prise

en charge tels qu’ils sont menés actuellement.

Dans cette étude I’émergence d’une résistance rapide au TDF était liée a la sélection
d’une seule mutation, la K65RN (ou aussi la K70EGQ), et non a I’accumulation de TAMs au
cours du temps, comme nous I’avons surtout observé. Or cette mutation est plus souvent
observée avec le sous-type C prédomine en Afrique de I’Est et du Sud. En outre, la K65R

pourrait aussi étre associée a 1’échec de TAR de 2°™ ligne (Boyd et al., 2015). Ces nouvelles
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données tres préoccupantes justifient le fait d’étudier plus en détail I’impact de 1’acces €largi
au TDF en général mais aussi chez les différents variants du VIH-1 M infectant les patients

vivant en Afrique de 1’Ouest et Centrale.

4. Quel est Pimpact de ’arrivée d’EF V400 et DTG dans le TAR de 1¢ ligne sur
I’émergence de la résistance acquise dans les pays du Sud ?

Enfin, des nouveaux schémas alternatifs viennent d’étre proposés par ’OMS en TAR
de 1% ligne, a base d’EF V4o et de DTG. Ils sont en train d’étre évalués au Cameroun, avec le
projet NAMSAL/ANRS 12313. La diminution du dosage de I’EFV de 600 a 400 mg a pour
objectif de réduire son cofit et surtout la survenue d’effets indésirables (ENCORE]1 Study Group
et al., 2014). Menée dans le contexte de suivi et de prise en charge des pays du Sud, I’étude des
résistances acquises chez les patients a venir avec un TAR a base d’EF V400 pourrait répondre
aux questions suivantes: «est-ce que la baisse de toxicité attendue favorisera plutot
I’amélioration de I’observance des patients et par conséquent, limitera 1’émergence de la
résistance du VIH a cette molécule de faible barriere génétique ? ». Inversement : « est-ce que
la baisse de posologie de I’EFV ne sera pas plutdt favorable a la survenue d’un dosage sous-
optimal et par conséquent, a I’émergence encore plus rapide de résistance aux INNTIs qui est

déja tres fréquemment rapportée dans les pays du Sud ? ».

L’introduction du DTG en TAR de 1%° ligne est aussi justifiée par sa meilleure tolérance
comparée a EFV et surtout par sa plus grande efficacité (comparée a EFV et DRV/r) et sa plus
lére

haute barriere génétique (comparée a EFV et aux autres INIs de

al., 2014; Molina et al., 2015; Walmsley et al., 2015; You et al., 2016). Méme si ces données

génération) (Castagna et

sont trés encourageantes, il est nécessaire d’étudier son efficacité réelle dans les pays du Sud.
De plus, il est important d’étudier de la résistance pour mieux connaitre a la fois I’impact sur le
TAR de 2°™ ligne, la nécessité ou pas de tests de génotypage en échec de 2°™ ligne et a plus
long terme, les molécules qui seraient encore fonctionnelles en TAR de 3™ ligne en cas de

résistance au DTG.
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5. Comment continuer la recherche virologique pour améliorer I’accés a la CV ?

e Concernant le test RT-qPCR VIH-1/SIVcepz/SIVgor, il est nécessaire de diminuer la
limite de détection inférieure plasmatique et d’introduire un contrdle interne, en vue d’une
utilisation a large échelle dans le cadre du suivi virologique plasmatique des patients sous TAR.
Avec ces améliorations, le nouveau test pourra étre utilis¢ dans les mémes conditions que
d’autres tests de CV ouverts qui sont commercialisés, comme par exemple le test Generic HIV

Charge virale.

e Concernantla CV DBS par RT-qPCR, il est nécessaire de continuer a étudier d’autres
stratégies d’extractions pouvant limiter I’impact de I’ADN pro-viral sur DBS et améliorer la
mauvaise spécificité observée dans les échantillons de CV plasmatique faible (< 5 000
copies/mL) et indétectable, avec par exemple d’autres kits de traitement DNase. Dans ce cadre,
le kit Heat&Run gDNA (ArticZymes), qui a ’avantage d’inactiver la DNase par chauffage a
55°C et non pas avec un agent d’inactivation capable d’inhiber aussi la RT-PCR, est
actuellement en train d’étre testé au laboratoire. De fagon plus générale, davantage d’études
doivent étre réalisées pour évaluer et comparer les différentes plateformes de CV DBS dans
leur contexte réel d’utilisation a grande échelle sur tous les patients, comme nous 1’avons

évoqué dans le Chapitre 4 (partie travaux de these).

En parall¢le a ces recherches, il serait aussi intéressant d’étudier les nouvelles stratégies
pouvant faire évoluer leur usage avec par exemple la mise en place éventuelle des nouveaux
tests de POC de CV (Gueudin et al., 2016; Ritchie et al., 2014). Concreétement, le test POC de
CV pourrait étre réalis¢ sur les sites situés en zone décentralisée et couplé a un prélévement
DBS, qui permettrait de faire si nécessaire un test génotypique de résistance dans un laboratoire

centralisé.

e Concernant le test génotypage dans les pays du Sud, la question de son acces et de
son utilisation va certainement se poser de plus en plus. A I’avenir, avec 1’augmentation des
patients sous TAR et I’amélioration de I’acces a la CV, un nombre plus important de patients
devraient bénéficier d’'un TAR de 2™ ligne. Actuellement, la 3°™ ligne de TAR est rarement

mise en place et disponible, notamment parce qu’elle coute six fois plus chére que la 2°™ ligne
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et quinze fois plus chére que la 1% ligne de TAR (Inzaule et al., 2016a). Dans ce contexte, il
est possible que le test génotypique de résistance soit cofit efficace dans le suivi du TAR de 2°™
ligne, ce qui n’est pas le cas pour le suivi du TAR de 1¥° ligne. Jusqu’ici, son utilisation n’était
pas justifiée chez les patients en échec de TAR de 1°° ligne compte tenu de la faible prévalence
de résistance transmise rapportée. Cela pourrait étre différent si elle continuait d’augmenter de

facon importante.

Dans ce domaine, il est aussi nécessaire d’envisager des stratégies adaptées au contexte
des pays du Sud. Comme la prise en charge des patients comprend des TAR standardisés, les
POC de génotypage sont intéressants. Ils permettent de cibler spécifiquement les mutations
associées aux INTI les plus fréquentes (M 184V et K65R) ainsi qu’aux INNTI (K103N, Y181C,
G190A et V106M), et détecter avec succes presque tous les patients en échec virologique ayant
ces mutations (Rhee et al., 2015b). La encore, la diversité génétique du VIH représente une
limite majeure pour le développement a grande échelle de ces tests. Il semble donc tres difficile
d’améliorer les tests de POC pour la détection des mutations chez les différents variants du
VIH-1 et aussi pour les mutations aux IPs si on souhaite les utiliser a I’avenir pour le suivi des

patients sous TAR de 2°™ ligne.
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En conclusion, une proposition des principales recommandations opérationnelles sont
présentées dans le Tableau 8, afin de continuer d’améliorer la prise en charge et le suivi des

patients vivant avec le VIH dans les pays du Sud, sous forme de tableau.

La mise en place de I’acces élargi a la charge virale représente un véritable défi pour les
pays du Sud. Il semble assez clair qu’elle nécessite une volonté politique forte, traduite par une
implication financiere importante, pouvant étre estimée a 15% du total du budget consacré aux
programmes nationaux de lutte contre le VIH/SIDA (Roberts et al., 2016). Pour cela, les
gouvernements et les programmes nationaux peuvent déja s’appuyer sur les succes et les
difficultés rencontrés par des pays qui ont débuté la mise a 1’échelle, comme I’ Afrique du Sud,
en Afrique de I’Est (Kenya, Malawi, Namibie, Tanzanie et Ouganda) et de I’Ouest (Cote
d’Ivoire), qui sont cependant encore tres largement dépendants de [’aide financiere

internationale pour la majorité d’entre-eux (Lecher et al., 2015).

Il est important de souligner que 1’observance est la clé de voute du succes du TAR.
Sans cela, aucune molécule plus puissante, ni aucun suivi virologique n’empécheront
I’émergence de la résistance. Par conséquent, il est indispensable d’améliorer davantage la
gestion de 1’approvisionnement en ARVs dans les endroits ou des ruptures de stocks ont été
rapportées. Il en est de méme pour ’approvisionnement en réactifs pour les laboratoires. Pour
compléter, la formation du personnel de santé au soutien a 1’observance doit étre renforcée avec
la mise en place de la charge virale. La prise en compte du mode de vie des patients et
I’accompagnement psycho-social en cas de besoin sont en effet des éléments clés d’une prise
en charge réussie. A ce titre, il est intéressant de mettre en place des programmes a 1’attention
des populations tres vulnérables (ex. jeunes filles, personnes handicapés) et discriminées (ex.

HSH, travailleuses du sexe).
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Tableau 10. Proposition des recommandations opérationnelles basées sur ce travail de thése.

Programmes nationaux de lutte contre le VIH/SIDA

(1) Maitriser les systémes d’approvisionnement et de distribution des ARVs pour éviter les ruptures
de stock

(2) Mettre en place I’accés élargi au TAR pour tous les patients

(3) Mettre en place I’accés élargi a la charge virale afin de diagnostiquer précocement les patients
en échec virologique et limiter I’émergence de la résistance
v Renforcer les capacités des laboratoires
= formation des personnels de laboratoire aux techniques de CV complexes, DBS
= maitrise des systémes d’approvisionnement de distribution des réactifs pour éviter les
ruptures de stock de réactifs
maitrise des systémes de maintenance indispensables aux équipements complexes
mise en place d’un systéme de qualité
adaptation des infrastructures lorsque ¢’est nécessaire (climatisation, mise en place d’un
circuit unidirectionnel...)
= équipements si nécessaire, avec notamment des plateformes de CV complexes adaptées
pour quantifier la diversité génétique des VIH

4383

v" Former les médecins a I’interprétation des résultats

v" Renforcer les capacités d’accompagnement psycho-social des patients et d’aide a
I’observance

v’ Privilégier la CV sur plasma partout ou c’est réalisable

v Proposer des stratégies pour rendre accessible la CV dans les zones décentralisées, en fonction

des infrastructures disponibles

(4) Améliorer I’accés aux 2™ lignes de TAR et rendre disponible les 3 ™ lignes afin d’améliorer la
qualité de vie des patients en échec virologique et réduire la transmission du VIH

(5) Surveiller davantage la résistance a I’échelle nationale, en suivant les recommandations OMS
v" Mener plus régulicrement des études des indicateurs d’alerte précoces
v' Mettre en place des études sur les résistances acquises et pré-thérapeutiques
Médecins prescripteurs d’antirétroviraux et personnels de Santé

(1) Renforcer I’éducation thérapeutique pour favoriser I’observance des patients
v' S’appuyer davantage sur les agents de relais communautaires pouvant se déplacer au domicile
des patients

(2) Mettre tous les patients infectés sous TAR, quelque soit l1a mesure des CD4

(3) Réaliser les changements de TAR sur la base des résultats des tests de charge virale
v’ Utiliser I’algorithme de I’OMS sur plasma : 2 CV > 1 000 copies/mL a 3-6 mois d’intervalle
avec un renforcement de 1’observance
v’ Interpréter avec plus de précautions les résultats éventuels sur DBS jusqu’a ce qu’il y ait plus
de données disponibles

(4) En cas d’échec de 2°™ ligne, réaliser si possible un test génotypique de résistance
Personnels de laboratoire

(1) Améliorer le circuit de rendu des résultats d’analyses biologique
v Ecourter davantage les délais de rendu

(2) Maitriser les techniques de CV complexes utilisées
(3) Continuer d’améliorer la qualité

v' Maitriser les bonnes pratiques de laboratoire
v’ Participer aux controles de qualité de la charge virale
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La priorité doit étre aussi donnée au renforcement des capacités des laboratoires. Le
manque de personnel formé représente un frein important a la mise en place de la charge virale
(Lecher et al., 2015). Un nombre suffisant de personnel de laboratoire doit étre formé a ces
techniques, ainsi qu’a la gestion de la qualité, a la maintenance des appareils... En outre, il est
important de former le personnel de santé chargé du suivi des patients a I’interprétation des
résultats de CV afin qu’une réelle amélioration de leur prise en charge puisse étre observée. Il
est important de référencer les laboratoires centralisés et d’organiser la réalisation de la charge
virale sur tout le territoire, en faisant une utilisation optimale des équipements afin de réduire
les cotts. I faudrait améliorer les infrastructures de nombreux laboratoires, en tenant compte
des frais de maintenance engagés sur le long terme, avec par exemple les équipements de
plateformes de CV complexes. Ensuite, il est nécessaire d’étudier comment mettre en place la
CV en zone décentralisées. Quelques précisions techniques sont apportées sur ces deux derniers

points étudiés au cours de cette these :

e Techniques de CV complexes dans les laboratoires centralisés

Actuellement, il existe différentes plateformes de CV commerciales et ouvertes
permettent généralement de réaliser correctement les tests de CV VIH plasmatique dans les
pays du Sud. Toutefois, ces travaux de thése montrent bien qu’aucune plateforme de CV n’est
parfaite, méme celles commercialisées et approuvées par la FDA et le marquage CE. C’est li¢
a la fois a la grande diversité génétique du VIH et aussi aux différentes techniques de CV,
sondes et amorces utilisées pour chacun des tests. Ainsi, ils ont montré 1’intérét d’avoir acces a
différents tests dans les laboratoires nationaux de référence, puisque leurs résultats ont un
impact majeur sur la prise en charge clinique du patient. Dans le cadre de la mise en place de
I’acces ¢€largi a la CV, chaque pays devrait pouvoir analyser ses besoins en termes qualitatifs
(diversité génétique des VIH circulants) et quantitatifs (nombre de tests de CV nécessaires pour
un acces ¢largi a tous les patients sous TAR) afin d’optimiser au mieux la précision des résultats

rendus et le cout des tests de CV.

e La CV en zones décentralisées

Les DBS continuent de représenter une alternative intéressante pour rendre la CV
accessible en zones décentralisées ou la réalisation, la conservation et/ou le transport des
prélevements plasmatiques ne sont pas envisageables. Cependant, en I’¢état actuel des

connaissances et de nos résultats, leurs conditions d’application a grande échelle restent
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difficiles a définir et les recommandations de I’OMS doivent étre prises avec beaucoup de
précaution. Actuellement, la technique NASBA (NucliSENS EasyQ HIV-1 v2.0, BioMérieux)
possede la meilleure spécificité (96-100%) sur DBS car elle n’amplifie pas I’ADN des DBS.
Ainsi, elle peut étre utilisée pour évaluer 1’échec virologique et la résistance dans certains pays
du Sud . Par contre, elle détecte a priori moins bien certains sous-types et variants du VIH-1 M,
comme le VIH-1 G CRFO1_AE, CRF02 AG, CRF08 BC, comme nous I’avons décrit en
synthese bibliographique. Les techniques de POC de CV, en cours de commercialisation, auront
aussi probablement des inconvénients car elles sont encore toutes réalisées sur plasma et elles
nécessiteront également la formation de personnel et la mise en place de contrdles de qualité
(Gomes et al., 2013; Mor et al., 2015; Mouinga-Ondémé et al., 2014; Ndiaye et al., 2015;
Tatarelli et al., 2016; Xu et al., 2012). Dans tous les cas, la mise en place d’un circuit de rendu
des résultats performant doit étre systématiquement associée a la mise en place des tests de CV,
particulierement dans les zones décentralisées ou les médecins prescripteurs et les patients

peuvent étre plus difficilement joignables.
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Annexe

Annexe

Annexe Al : Préparation des DBS a partir de tube de sang total EDTA (adapté du protocole de laboratoire
UMI 233 de Montpellier).

1. Aprés avoir collecté du sang total sur tubes ETDA,
retourner plusieurs fois le tube pour homogénéiser.

2. |dentifier la carte DBS (code patient, nom de ['étude ...)
et inscrire la date a "Date".

.
s
s —— <—— Code

"= <————— Date de prélévement

3. Déposer délicatement, au centre de chaque cercle, S0uL
de sang total avec une micro-pipette sans toucher la carte 1 spot = 50uL de sang total
(5 cercles).

4. Laisser sécher pendant 3 heures minimum jusqu’a
toute une nuit a température ambiante :
- a lair libre (sur le portoir ou directement sur une
paillasse préalablement nettoyée)
- éloigné de la poussiére
- alabri du soleil +++

3:00 hrs de séchage minimum

5. Refermer la languette de la carte pour protéger les
prélevements et mettre la carte dans un sac plastique

Zippé. ®ooss
T
6. Ajouter 2 dessicants dans le sac et le refermer
hermétiquement en chassant I’air.
Mettre
) ) ) ) . sacs zippés
7. Mettre plusieurs sacs zippés dans le « foil-barrier ziploc
bag », ajouter des dessicants (environ 5) et 1 indicateur =
d’humidité et fermer soigneusement en chassant l'air. _—
i £ indicateur
Noter sur le sac : date, nom de I'étude et les codes & humidité

correspondants aux patients.

8. Ranger le sac contenant les DBS dans un endroit le plus
sec possible, toujours a l'abri de la chaleur ou dans un
réfrigérateur a + 4°C si possible, le temps du transport au

laborateire (1 mois maximum). ; £
9. Stocker ensuite a -20°C ou -80°C, pour une bonne \ 2 2 desslcants
conservation des DBS. e + |
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