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Résumé
A I'ére de l'objectif cible « 90-90-90 » de 'ONUSIDA de réduction de la pandémie liée a

HIV, il est important d’évaluer réguliérement la cascade de prise en charge des
personnes vivant avec le virus HIV afin d’en vérifier 'avancement et d’identifier
d’éventuels obstacles a sa réalisation. Pour cela nous avons étudié tout d’abord
I'efficacité du traitement antirétroviral (TAR) dans le sang de personnes nouvellement
dépistées séropositives a Bamako (Mali). Dans un deuxieme travail nous avons évalué la
faisabilité des tests de charge virale et de résistance génotypique aux antirétroviraux a
partir de sang total séché sur un support de type buvard (DBS). La troisieme partie de
nos travaux était consacrée a des aspects plus physiopathologiques avec I'évaluation du
traitement sur les réservoirs salivaires et génitaux (patients de Bamako) et sur le
microbiote vaginal, ainsi que I'étude du profil de résistance des souches archivées dans
I’ADN cellulaire de biopsies rectales. Nous avons tout d’abord observé un taux important
de perdus de vue a un an dans la cohorte de Bamako (environ 45%). Nous avons
€galement constaté un taux élevé de résistance primaire aux ARV a Bamako et au
Tchad (>15%). De maniere rassurante, le succes virologique au bout de 1 an chez les
personnes traitées était d’environ 90% ce qui correspond a l'objectif de TONUSIDA (3™
90) et un faible niveau de mutations acquises a été observé chez ces personnes
adhérentes au traitement. Nous avons démontré I'efficacité du TAR sur le compartiment
salivaire et constaté une compartimentation du virus au niveau cervico-vaginal chez
certaines femmes traitées (27%) présentant une excrétion virale au niveau vaginal avec
une charge virale plasmatique indétectable et/ou des séquences génétiques difféerentes
sur le gene pol entre le virus isolé dans la muqueuse et celui provenant du sang. De
plus, une dysbiose était observée avant la mise sous traitement, avec normalisation de la

flore sous TAR efficace. En ce qui concerne le travail sur les biopsies rectales, des profils



similaires ont été observés entre la souche plasmatique majoritaire au moment de la
mise sous TAR et celle archivée dans le rectum 1 & 5 ans apres traitement.

En conclusion, nos travaux apportent des informations nouvelles sur le déroulement des
différentes étapes de la prise en charge de linfection par HIV-1 dans les pays en
développement : tout d’abord une faible adhésion au traitement ce qui peut constituer un
obstacle majeur a la réalisation du plan 90/90/90 ; une forte prévalence de la résistance
primaire qui plaident en faveur de I'accessibilité aux différentes classes d’antirétroviraux
et de leur utilisation rationnelle, de I'utilisation généralisée en routine des tests de charge
virale et du développement d’'un réseau de surveillance de la résistance aux ARV dans
les pays a ressources limitées ; des données d’efficacité de traitement sur les réservoirs
muqueux mettant en évidence I'existence d’une dysbiose et d’'une compartimentation du
virus au niveau génital ce qui pose le probléme du risque résiduel de transmission chez

certaines personnes, méme sous ARV.

Mots clés : HIV-1 -Traitement antirétroviral — Compartimentation — Résistance primaire —

DBS
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Introduction générale

A l'ére de la perspective d’éradication de la pandémie liee a HIV-1 au
niveau mondial, il est important d’évaluer régulierement la cascade de
prise en charge des personnes infectées et les avancées vers I'objectif
cible « 90-90-90 », notamment dans les pays en développement. Le but
est d’'identifier les éventuels obstacles a lever et de mettre a jour les
données d’efficacité du traitement en évaluant notamment la résistance
primaire et acquise aux antirétroviraux.

Mon projet de Thése a consisté d’'une part a étudier l'efficacité de la
prise en charge en 12 mois de traitement antirétroviral chez des
personnes nouvellement dépistées a Bamako, la diversité des souches
virales présentes chez ces patients ainsi que le taux de resistance
primaire aux antirétroviraux. Nous avons également évalué l'intérét du
support de type DBS pour le dosage de la charge virale et la réalisation
du test de résistance génotypique aux antirétroviraux. Enfin, nous avons
étudié l'efficacité du traitement dans le compartiment salivaire et génital
ainsi que la composition du microbiote dans les sécréetions
cervicovaginales, avant et aprés traitement.

Notre manuscrit se compose d’'une étude bibliographique séparée en 3
chapitres consacres (1) a des données épidémiologiques actualisees, (2)
a la physiopathogénése de l'infection et (3) a la prise en charge des
patients dans les pays en développement.

Dans une deuxieme partie, nous présentons les principaux résultats
obtenus au cours de ma thése qui ont fait 'objet de deux articles publiés

et deux autres en cours de rédaction.
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Chapitre | : Données épidemiologiques

1. Situation au niveau mondial

1.1. Personnes vivant avec HIV
Depuis le début de I'épidémie, 77,3 millions [59,9 millions - 100,0 millions] de
personnes ont été infectées par HIV dans le monde *. Au milieu des années 1990, au
moment ou l'incidence de I'épidémie a atteint un pic dans la plupart des pays,
I'Onusida estimait le nombre de personnes vivant avec le virus HIV (PVVIH) a plus
de 20 millions dans le monde. En 2011, le nombre de personnes infectées était
estimé a 34 millions, la plupart vivant en Afrique subsaharienne ou en Asie du Sud et
du Sud-Est, mais aucune région du monde n’est épargnée®. En 2017 on estimait &
36,9 millions le nombre de PVVIH dont 35,1 millions d’adultes (Figure 1). L’Afrique
subsaharienne abritait 25,7 millions de PVVIH dont 6,1 millions en Afrique de I'Ouest
et centrale’. La méme année le Mali comptait 109 329 personnes infectées agées de
guinze ans et plus dont 71 582 femmes (rapport 2017 de la Cellule Sectorielle de
Lutte contre le HIV Sida au Mali (CSLS)). La prévalence globale au niveau mondial
de linfection par HIV en 2016 était estimée a 0,8% (Figure 2). Les prévalences les
plus élevées ont été relevées au Swaziland (27,2%), au Lesotho (25%) et au
Bostwana (21,9%). Celle du Mali était estimée a environ 1% et celle de France a
0,4%.°
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Figure 1. Evolution du nombre}de PVVIH Figure 2. Evolution de la prévalence de HIV
dans le monde 2000 a 2017, d'apres le dans la population agée de 15 & 49 ans en
rapport de I’ ONUSIDA 2017". 2016, d’aprés les données de la banque
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Le pourcentage des PVVIH s’est stabilisé, mais leur nombre total dans le monde
s’accroit du fait de la survenue continuelle de nouvelles infections associée a des

temps de survie prolongés, dans une population générale qui s’accroit sans cesse.

1.2. Nouvelles infections

Le nombre de nouvelles infections par HIV a été réduit de 47 % depuis le pic de
1996 et de 16% depuis 2010 *. En Afrique de I'Ouest et en Afrique centrale, elle a
chuté de 9% en 2010 “. Bien que la mise a disposition universelle des antirétroviraux
(ARV) progresse a grand pas, on enregistrait, en 2017, 1,8 millions de nouvelles
infections (Figure 3), contre 3,4 millions en 1996. Au Mali, 9815 personnes ont été

infectées par HIV en 2017 dont 832 enfants (rapport annuel de la CSLS).
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Figure 3. Evolution du nombre de nouvelles infections par HIV dans le monde de 2000 & 2017,
d’apres le rapport ONUSIDA 2017 '

Les approches conjuguant l'accélération du dépistage, la mise sous traitement
antirétroviral, une approche préventive globale qui inclut les préservatifs, la
circoncision masculine médicale volontaire, la prophylaxie préexposition (PreP), les
efforts visant a protéger les droits de 'lHomme, la lutte contre la stigmatisation et la
création d’un environnement propice a 'amélioration des prestations des services de

santé ont contribué a une baisse mondiale des nouvelles infections causées par HIV.



1.3. Déceés liés au sida

On estime a 35,0 millions le nombre de personnes décédées de suite de maladies
liées au SIDA depuis le début de I'épidémie en 1981. Le nombre de déces a diminué
de 48 % depuis 2005, année du niveau le plus élevé. Les personnes décédées de
pathologies liées au virus HIV en 2017 était d’environ 940 000 dans le monde contre
1,9 millions en 2005 et 1,4 millions en 2010 (Figure 4A). En Afrique de I'Ouest et
Afrique centrale, entre 2010 et 2016, le nombre de décés a diminué de 21 %. Selon
les données de 2017, parmi les 8 régions étudiées (Afrique de I'Est et du Sud,
Afrique de I'Ouest et du Centre, Asie et Pacifique, Europe occidentale et centrale et
Ameérigue du Nord, Amérique latine, Europe de I'Est et Asie centrale, Caraibes et
Moyen Orient et Afrique du Nord), I'’Afrique de I'Est enregistrait le plus grand nombre
avec 380 000 déceés ! (Figure 4B). La méme année le Mali enregistrait 6 864 décés
(rapport annuel de la CSLS).

B aoo0000

Figure 4. Nombre de déceés liés au sida par année au niveau mondial (A) et par région (B), d’apres le
rapport ONUSIDA 2017 .

1.4. Personnes vivant avec le HIV ayant accés a un traitement
antirétroviral

En 2016, environ 53 % de toutes les PVVIH, 54 % des adultes agés de 15 ans et
plus, et 43 % des enfants agés de 0 a 14 ans avaient accés a un traitement
antirétroviral. De plus environ 76 % des femmes enceintes infectées par HIV avaient
acceés a des médicaments antirétroviraux pour prévenir la transmission du virus a

leur bébé. Le nombre de PVVIH ayant accés au traitement est passé de 611 000 en



2000 a 21,7 millions en 2017 dans le monde (Figure 5A), soit 59% d’accés au
traitement dans le monde. Les régions les plus avancées dans la couverture en
traitement ARV sont : 'Europe occidentale et centrale et 'Amérique du Nord avec
78% ; 'Afrique de I'Est et du sud avec 66% et les Caraibes avec 57%. L’Afrique de
I'Ouest et centrale enregistraient 40% d’accés au traitement (Figure 5B) 1. Au Mali,

on comptabilisait 42 078 patients sous ARV en 2017 (rapport annuel de la CSLS).
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Figure 5. Evolution du nombre de PVVIH ayant accés au traitement ARV au niveau mondial (A) et par
région (B), d’aprés le rapport ONUSIDA 2017 *.

Les défis consistent a s'assurer que toutes les PVVIH soient mises sous traitement et
renforcer la prévention et I'éducation en les intégrant au coeur des programmes de

santé publique.

2. Populations vulnérables

2.1. Justification de la prise en charge des populations vulnérables
Le terme générique utilisé est aussi « populations-clés », pour désigner des groupes
de personnes spécifiques présentant une vulnérabilité accrue au virus HIV et dont
l'accés aux services est considérablement limité : les hommes ayant des rapports
sexuels avec des hommes (HSH) ; les femmes, en particulier d’age jeune ; les
personnes transgenres ; les personnes consommatrices de drogues injectables ; les
professionnel(le)s du sexe ; les personnes incarcérées. Ces populations vulnérables
sont trés souvent socialement marginalisées, criminalisées et victimes de diverses
violations des droits de 'homme ce qui les rend plus exposées au risque d’étre

contaminées par HIV. Elles affichent également des taux de mortalité et de morbidité



supérieurs a ceux de la population générale. L’accés de ces sous-populations aux
services appropriés, ou leur utilisation, est nettement moindre que celui des autres
groupes®. On estime qu’en 2015, 44% des nouvelles infections se sont produites
chez des membres des populations clés et leurs partenaires avec des taux de
prévalence de 15 a 25% supérieurs a ceux de la population générale environnante®’.
Au total le risque estimé d’étre contaminé par HIV serait multiplié par 27 chez les
HSH, par 23 chez les personnes qui s'injectent des drogues, par 13 chez les
travailleuses du sexe, par 12 chez les personnes transgenres. Les populations clés
et leurs partenaires sexuels représentaient 47% des nouvelles infections a HIV dans
le monde en 2017 ; 95% des nouvelles infections en Europe de I'Est, en Asie
centrale et au Moyen-Orient et en Afrique du Nord ; et 16% des nouvelles infections
a HIV en Afrique orientale et australe'. En Afrique subsaharienne, les populations
clés ont représenté 25% des nouvelles infections par HIV en 2016°. Au Togo les
nouvelles infections ont concernées environ 2,4% des travailleuses du sexe, 7,9%
des clients de professionnelles du sexe et 6,9% des HSH®.
La voie hétérosexuelle reste prédominante :

> les femmes constituaient les 2/3 des personnes infectées;

» la contamination des filles a lieu, en moyenne 5 a 7 ans avant les garcons ;

> les adolescentes sont 3 a 7 fois plus infectées que les adolescents.
Les nouveaux cas d’infection par HIV parmi les jeunes femmes en Afrique au sud du
Sahara, sont augmentés de 44% par rapport aux jeunes hommes du méme age
dans la région (Figure 6). Approximativement 610 000 nouveaux cas d’infection ont
touché les populations jeunes (15-24 ans) ; 59% de ces nouveaux cas ont touché les
jeunes femmes agées de 15 a 24 ans. Au Malawi, en Zambie et au Zimbabwe, la
moitié des populations jeunes n'ont pas connaissance de leur séropositivité, et plus
de la moitié n'ont pas accés au traitement antirétroviral. Seulement 36% des jeunes
hommes et 30% des jeunes femmes en Afrique sub-saharienne ont une
connaissance de base de la maniere de se protéger contre le virus HIV. Les
analyses sur I'impact du HIV sur les populations (PHIAS) réalisées au Malawi, en
Zambie et au Zimbabwe et soutenues par le plan d’'urgence du Président des Etats-
Unis pour la lutte contre le sida (PEPFAR), ont révélé que moins de 50% des
populations jeunes porteuses de HIV étaient informées de leur séropositivité, contre
78% d’adultes agés de 35 a 59 ans °.
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Figure 6. Prévalence comparée entre hommes et femmes par tranche d’age dans 4 pays d’Afrique
sub-saharienne, d’aprées *°.

Les populations jeunes (15-24 ans) sont laissées pour compte a de nombreux
égards : défaut d’'informations et de connaissances sur le risque lié a HIV, défaut de
dépistage, faible accés au traitement et a la prévention. La vulnérabilité des jeunes
femmes de moins de 25 ans a I'infection par HIV est rapportée dans plusieurs études
menées en Afrique du Sud®’. Les populations de jeunes femmes dans certaines
zones de ce pays jeunes sont tres exposées a linfection par le HIV et se

contaminent selon le cycle présenté, Figure 7.

Men
Mean age: 31.5 years (n=79)
Knew HIV status: 22%

Most men & women
25-40 years acquire
HIV from similarly

Community HIV prevalence in men aged
25-40 years: 40%* (N=1548)

Most young women
<25 years acquire HIV

from older men (Mean

age difference =
8.7 years,
Cl: 6.8-10.6)

40 years

39% of the men
linked to a woman < 25
are simultaneously also
linked to a woman 25-

aged partners (Mean
age difference =
1.1 years,
Cl: -0.6-2.8)

Young women <25 years
Knew HIV status: 23%
62% of male partners are 25-40 years

Women 25-40 years
Knew HIV status: 43%
63% of male partners are 25-40 years

Community HIV prevalence: 22%™ (N=2224)

Community HIV prevalence: 60%* (N=2680)

When young women reach =25
years they continue the cycle

Figure 7. Présentation schématique de la chaine de transmission de HIV entre des femmes jeunes et
des hommes d’'ages différents reconstituée a l'aide d’une étude phylogénétigue menée dans une
communauté du KwaZulu-Natal en Afrique du Sud "



Les professionnel(le)s du sexe restent exclues des programmes d’intensification des
traitements antirétroviraux au Zimbabwe, en dépit d’initiatives nationales positives
auprés de la population adulte. Les professionnel(le)s du sexe ont indiqué que le
harcélement et le rejet social constituaient un obstacle majeur a 'accés au traitement

antirétroviral 2

. Une étude menée au Zimbabwe a révélé que les taux de prévalence
de HIV était de 60 % chez les professionnel(le)s du sexe, avec parmi eux 9,6 % de

personnes nouvellement infectées entre 2009 et 2014 3,

La prévalence de l'infection par HIV chez les HSH, varie en fonction des régions du
monde, certaines données commencent a étre disponibles en Afrique subsaharienne
(Figure 8). Dans plusieurs pays d’Afrique australe ou 'homosexualité est punie par la
loi, un homme sur cing ayant des rapports sexuels avec des hommes a indiqué avoir
été victime de chantage du fait de sa sexualité, et ces personnes ont plus de

réticence a utiliser les services de santé °.
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Figure 8. Prévalence de l'infection par HIV dans la population HSH, d’apres Atlas HIV "

2.2. Autres populations laissées pour compte

La prévalence de HIV dans la population usagere de drogue injectable est montrée
Figure 9. Dans la plupart des pays d’Europe de I'Est et d’Asie, les consommateurs de
drogues injectables se voient refuser 'accés aux services de santé, et risquent de se
faire arréter et persécuter par la police. Les moyens éprouvés de prévention du HIV
tels que les thérapies de substitution, sont illégaux dans de nombreux pays. En
Russie, moins d’'un pour cent des consommateurs de drogues injectables vivant avec

le HIV recoivent un traitement contre la maladie®"®.



Figure 9. Utilisateurs de drogues injectables : prévalence de l'infection a HIV (A), couverture en ARV
(B), d’aprés ™.

Les personnes transgenres représentent également une population vulnérable et ont
un besoin urgent de services de prévention, de traitement et de soins. Une méta-
analyse regroupant les données disponibles au niveau mondial : aux Etats-Unis,
dans six pays d'Asie-Pacifique, cinqg d’Amérique latine et trois d’Europe, estimait la
prévalence du HIV a 19,1% (11 066 femmes transgenres dans le monde). Le risque
d’étre infecté par HIV chez les femmes transgenres était environ 49 fois plus
important que chez les adultes en age de procréer dans les 15 pays étudiés,
quelque-soit leur revenu’.

D’autres recherches disponibles indiquent des taux tres élevés : 63% a Rio de
Janeiro, 62% a Buenos Aires, 46 % chez les travailleuses du sexe a Lisbonne, 78 %
chez les travestis et transgenre en milieu carcéral a Sao Paulo , ou 81 % chez les
travailleuses du sexe transgenre a Atlanta’’. En Afrique, il y a trés peu de données,
mais une prévalence de 15% en 2015 chez les femmes transgenres en République

démocratique du Congo a été rapportée (Figure10)**.
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Figure 10. Prévalence de l'infection par HIV dans la population transgenre, d’aprés 4,
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Il existe donc un besoin urgent de veiller a ce que les populations clés soient
pleinement incluses dans les stratégies de riposte a la pandémie. Cela passe par des
investissements nationaux et internationaux afin de fournir aux populations clés des
acces a la prévention (préservatifs et lubrifiants, prophylaxie préexposition, aiguilles
et seringues stériles), au dépistage et au traitement. Toucher les populations-clés et

sauver des vies dans les situations d’urgence requiert des stratégies souples.

3. Diversité génétique du HIV

Il est clairement établi de nos jours que de multiples transmissions zoonotiques de
lentivirus du singe & 'Homme sont a l'origine de la pandémie a HIV*8. L’exposition de
’'Homme au sang ou aux tissus contaminés des primates non- humains infectés, lors
de la chasse ou de la préparation de la viande de brousse, ou méme lors de
blessures infligées par des singes domestiqués, expliquerait le franchissement de la

barriére inter-espéces du singe a 'Homme™®.

En se basant sur la similarité génétique, le virus peut se diviser en types, groupes,
sous types ou clades. En outre il existe deux types de HIV, le HIV-1 et le HIV-2 qui
sont transmis par contact sexuel, par le sang et de la mére enfant %°.

Le processus d’évolution existe chez toutes les espéces vivantes mais la variabilité
génétique de HIV est liée a plusieurs facteurs et a pour conséquence la présence
simultanée chez un méme patient de variants viraux, appelés aussi quasi-especes.
Si chez un sujet récemment infecté, les virus circulants sont génétiquement tres
homogenes, la population virale va évoluer avec un taux global de changement
estimé a 1% par an pour le gene env et 0,5% par an pour le géne gag. Un mélange
complexe de variants va apparaitre progressivement et évoluer de facon différente et

indépendante au niveau des différents tissus et cellules 2.

r==1

3.1. Facteurs de variabilité génétique viraleisi

Cette grande variabilité a pour origine plusieurs facteurs 2% :

» lintroduction au hasard de mutations et I'absence de correction de la
transcriptase inverse (TI) virale lorsqu’elle effectue la synthése d’ADN sur la
matrice d’ARN ;
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> la réplication permanente du virus a un niveau élevé dans I'organisme infecté,
favorisant I'apparition de mutants ;

> la recombinaison entre souches différentes dans une méme cellule infectée.
Ce phénomene est lié a la faculté qu’a la Tl de sauter d’un brin a l'autre lors
de son activité de synthese ;

> les épisodes de surinfection.

3.1.1. Des mutations aléatoires fréquentes
Le taux de mutations aléatoires est au moins 1000 fois plus important au niveau du
génome de HIV qu’au niveau du génome humain. En effet, la Tl virale est une
enzyme qui ne posséde pas d’activité de correction de type exonucléase de 3’ vers
5'. La rétro-transcription de 'ARN génomique est initiée dans le «core» viral dans les
étapes précoces du cycle viral. De plus, 'ARN polymérase Il cellulaire contribue
également a l'apparition de mutations aléatoires au moment de la transcription du
génome viral #*. Les erreurs introduites au cours de la rétro transcription sont donc
fréquentes et sont estimées a une erreur tous les 10 000 nucléotides copiés. Le
génome étant composé d’environ 10 000 nucléotides, il sera donc introduit environ
une mutation a chaque cycle de réplication. Ces mutations peuvent affecter tous les
genes y compris celui de la polymérase virale sur des codons impligués dans la
résistance aux ARV. Au sein de I'organisme d’'une personne infectée et non traitée,

on estime que 10 milliards de virions sont renouvelés chaque jour.

3.1.2. Les recombinaisons génétiques

Le phénoméne de recombinaison a été mis en évidence en 1989 2°, lorsqu’une
cellule est infectée par deux virions génétiquement différents (Figure 11A et B), les
séquences peuvent donner naissance a des formes recombinantes grace a la
capacité de la Tl de «sauter» d’'une molécule dARN a l'autre lors de la rétro-

%6 celles

transcription, créant ainsi un ADN recombinant (Figure 11C et D)
identifiées chez au moins trois individus sans lien épidémiologique entre eux sont
appelées formes circulantes recombinantes (CRF) ?’. Des recombinaisons impliquant
des CRF sont appelées CRF de deuxieme génération. Les virus recombinants
identifiés chez moins de trois personnes sont appelés formes recombinantes uniques

(URF). Le nombre et la complexit¢é des souches recombinantes ne cessent
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d’augmenter, avec des recombinaisons entre CRF et/ou URF (voir Tableau 1). Ces
recombinaisons sont le résultat de co-infections ou de surinfections par différentes
souches de HIV-1. Selon les études, des taux de co-infections variant de 0 a 20 %
ont été rapportés %, Des co- et/ou surinfections ont été documentées avec des
souches du méme sous-type, sous-type et CRF différents mais aussi avec les
différents groupes de HIV-1 (M et O) . Le nombre croissant des formes
recombinantes du HIV-1 montre que les co-infections et les surinfections jouent un
r6le majeur dans la génération de nouvelles souches recombinantes et donc dans

I’évolution de la diversité virale mondiale.

3.1.3. Autres

En plus de ces facteurs, d’autres mécanismes de variabilité génétique faisant

intervenir certaines protéines accessoires du HIV (Vif et Vpr) sont également décrits.

Surinfection Coinfection

B

Virus recombinants

Figure 11. La recombinaison génétique du HIV-1 expliquant une partie de la diversité génétique du
HIV. Pendant le 1°cycle, deux virus de sous-type différent, représentés en jaune et rose, infectent
successivement (surinfection) (A) ou simultanément une cellule (co-infection) (B). Le cycle aboutit a la
production de virions hétérozygotes (C). Lors du 2" cycle (D), ce virion infecte une nouvelle cellule
dans laquelle a lieu la recombinaison pendant la transcription inverse. Il en résulte un ADN proviral
chimérique, aboutissant ainsi a la production de virus recombinants, d’apres la These de A Derache,
UPMC 2008.
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3.2. Classification actuelle

Si un grand nombre de mutations entraine la production de virions défectifs,
certaines d’entre elles conférent un grand pouvoir d’adaptation permettant au virus
d’échapper au systeme immunitaire de son héte. La diversité peut influencer la
transmissibilité virale et la pathogénicité. Elle est le principal obstacle a la conception
et au développement efficaces des vaccins, car la réponse immunitaire humaine au
HIV est spécifique a la souche et doit étre prise en compte dans le développement
des tests de dépistage et de suivi ainsi que la mise au point de molécules
antirétrovirales 3173, L'analyse phylogénétique du géne env a révélé I'existence de
multiples clusters phylogénétiques qui ont été utilisés pour la classification de HIV a
partir de 1992 en se basant sur les similarités de séquences virales (Figure 12A) 3,
Au fur et a mesure que la base de données a augmenté au fil des ans, les
séquences gag et pol ont été incorporées dans la procédure de classification,
identifiant les types de HIV, groupes, sous-types, sous-sous-types et formes
recombinantes circulantes *°, tel que résumé dans la Figure 12A. Le virus HIV sur le
plan phylogénétique peut étre classé en deux types : 1 (HIV-1) et 2 (HIV-2) *°. Les
deux types viraux peuvent étre responsables du SIDA. HIV-1 est le principal
responsable des infections dans le monde. Le virus HIV-2 est confiné a I'Afrique de
I'Ouest. HIV-1 et HIV-2 sont des virus étroitement apparentés avec une homologie de
séquence nucléotidiqgue de 58%, 59% et 39% respectivement dans les genes gag,
pol et env *’. Malgré des modes de transmission similaires, HIV-2 n'est pas aussi

efficacement transmis 3638

. Comparé a HIV-1, HIV-2 a un temps prolongé de
développement de la maladie comparativement & HIV-1*. Une recombinaison
génétique entre les types 1 et 2 a également été rapportée “. La distinction entre les
types de HIV est essentielle pour une surveillance précise, un diagnostic ainsi qu'une
administration de thérapies antirétrovirales appropriées.

Concernant HIV-1, on distingue, selon les données de séquences obtenues sur des
génomes complets ou sur les génes structuraux, 4 groupes : M (majeur), O (outlier),
N (non M, non O ou new) et P. Le groupe M (Figure 12B), qui est associé a la
pandémie, contient neuf sous-types A a K eux-mémes parfois divisés en sous-sous-
types et plusieurs CRF. Ces derniers portent un numéro attribué dans l'ordre

41

chronologique dans lequel ils ont été découverts “". En plus du numéro, une

extension indique les sous-types impliqués (ex : CRF02_AG) quand il s’agit d’'une
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recombinaison entre deux sous-types. Le terme « cpx » (pour complexe) est utilisé

guand trois ou plusieurs sous-types ou méme CRF sont présents dans le génome
mosaique.
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Figure 12. Classification du virus HIV (A) et diversité génétique du groupe M de HIV-1 (B), d’apres **.

Le CRFO1_AE est le produit de la recombinaison entre une souche A et une souche
ancestrale E (les séquences E n’étant plus retrouvées que dans le CRF) ; certains
CRF, comme CRF18 cpx et CRF27_cpx, impliguent la recombinaison de plus de 5
sous-types différents. La liste exhaustive actualisée des souches CRF est présentée
dans le Tableau 1.

La variation génétique entre souches d’'un méme sous-type est en général inférieure
a 17 % alors que la variation génétique entre différents sous-types est comprise

entre 17 et 35 % . La classification du HIV-1 est en constante évolution, elle change
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au fur et & mesure des découvertes de nouveaux sous-types viraux ou CRF. La

diversité génétique intra-sous-type augmente aussi avec le temps **.

3.3. Répartition géographique

La répartition géographique des souches est differente d’'un continent a l'autre
(Figure 13) *°. Le sous-type B est prédominant en Amérique du Nord, Europe de
I'Ouest, Australie et Nouvelle- Zélande. Le CRF01_AE domine en Asie du Sud-Est,
alors que le sous-type C est largement prédominant en Inde.

Les sous-types B et C ainsi que des recombinants B/C sont observés en Chine ; le
sous-type B et des recombinants B/F dominent le tableau en Amérique du Sud, avec
la présence d’'un foyer de sous-type C au Brésil. Tous les sous-types et CRF sont
présents en Afrique centrale, le sous-type C en Afrique du Sud et en Afrique de I'Est,

alors que le CRF02_AG est prédominant en Afrique de I'QOuest, particulierement au

Mali ou la diversité du HIV est constatée aussi. Au Mali, la prévalence du CRF02_AG
46-49

varie entre 56.5% et 72% selon les études

r
E ~
.- - :u(:;::':r:;(.nu':.:{ummn B o B cwror_aAe B
Bl & frecombinant -, =] ::':}:“;?nan. B v
- CRFO2_AG, autres - ¢ D 8. C B/C

virus re ombinants recombinant
Figure 13. Répartition dans le monde des principaux sous types et CRF du HIV-1, d’aprés %0,

Les autres sous-types retrouvés au Mali sont les B, C, G, CRF06_CPX,
CRF09_CPX, CRFO1_AE, A2 / CRF16_A2D, Al et CRF13 CPX, K, J, AK,

CRF19_cpx, F-2 et des URF. Leurs frequences respectives varient selon les études
46-49,51,52
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Tableau 1 : formes recombinantes circulantes de HIV-1(CRFs), d’apres

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html (consulté 23 aout

2018) *.
Souche de

Nom référence Sous-types

CRF01 _AE CM240 A E

CRF02 _AG IbNG A G

CRF03_AB Kal153 A, B

CRF04 cpx 94CY032 A G H K, U

CRF05_DF VI1310 D, F

CRF06_cpx BFP90 A G, J K

CRF07 BC 97CN54 B, C

CRF08 BC 97CNGX-6F B, C

CRF09_cpx 96GH2911 A G, U

CRF10_CD TZBF061 C,D

CRF11 cpx GR17 AEG,J U

CRF12 BF ARMA159 B, F1

CRF13 cpx 96CM-1849 CRFO01, A, G,J,U

CRF14 BG X397 B, G

CRF15 01B 99TH.MU2079 CRFO01, B

CRF16_A2D 97KR004 A2, D

CRF17 BF ARMAO038 B, F1

CRF18 cpx CU76 Al F, G H, KU

CRF19 cpx Cu7 Al, D, G

CRF20 BG Cul03 B, G

CRF21 A2D 99KE_KER2003 A2,D

CRF22 01A1 02CMLT72 CRFO01, A1

CRF23 BG CB118 B, G

CRF24 BG CB378 B, G

CRFE25 cpx 02CM_1918LE A G, U

CRF26_A5U 02CD_MBTBO047 AU

CRFE27_cpx 04FR-KZS A E, G H,J K U

CRF28 BF BREPM12609 B, F1

CRF29 BF BREPM16704 B, F1

CRF30_0206 OONE36 CRF02, CRF06

CRF31 BC 04BR142 B, C

CRF32 06A6 EEO0369 CRF06, A6

CRF33 01B 05MYKLOO07 CRFO01, B

CRF34 01B OUR2275P CRFO01, B

CRF35_AD AF095 A, D

CRF36_cpx NYU830 CRFO01, CRFO02, A, G
CRF01, CRF02, A,

CRFE37_cpx NYU926 G, U

CRF38 BF uUY03_3389 B, F1

CRF39 BF 03BRRJ103 B, F1

CRF40 _BF 05BRRJ055 B, F1

CRF41 CD CO6650V1 C,D

CRF42 BF luBF_13 05 B, F1

CRF43 02G J11223 CRF02, G

CRF44 BF CH80 B, F1

CRF45 cpx 04FR.AKU A K, U

CRF46_BF 01BR0O87 B, F1

CRF47 BF P1942 B, F1

CRF48 01B 07MYKTO014 CRFO01, B

Nom
CRF49 cpx
CRF50_A1D
CRF51 01B
CRF52 01B
CRF53 01B
CRF54 01B
CRF55 01B
CRFE56_cpx
CRF57 BC
CRF58 01B
CRF59 01B
CRF60 BC
CRF61 BC
CRF62 BC
CRF63 02A
CRF64 BC
CRF65_cpx
CRF66
CRF67 01B
CRF68 01B

CRF69 01B
CRF70_BF
CRF71 BF
CRF72 BF
CRF73 BG
CRF74 01B
CRF75

CRF76 _01B
CRE77_cpx
CRFE78 cpx

CRF79 0107

CRF80
CRF81
CRFE82 cpx

CRFE83 cpx
CRF84

CRF85 BC
CRF86_BC
CRFE87 cpx
CRF88 BC
CRF89

CRF90 BF1
CRF91

CRF92_C2U

CRF93 cpx

CRF94 cpx
CRF95
CRF96 cpx

Souche de
référence

N28353
8179

HMO021
M043
11FIR164
09MYSBO023
HNCS102056
URF5

1439
09MYPR37
09LNA423
BAV499
JL100010
YNFL13
10RUG637
YNFL31
YNFLO5

MAS59

XC46
10JP-
5091N200

PE004
PE008
MG002
9196 01
10MYPR268

N628
14MYNBBO090
YNTC19
SX15DT013

mSSDU12
mSSDU9%

SCYB2
15YNHS18
DH32
O05YNRL25

BRGO6043

DRC699

DRC817
32FR0916

JL.RFO1

Sous-types
Al1,C, J, K, U
A1, D
CRFO01, B
CRFO01, B
CRFO01, B
CRFO01, B
CRFO01, B
CRFO02, B, G
B, C

CRF01, B
CRFO01, B

B, C

B, C

B, C

CRF02, A6
B, C
CRFO01,B, C

CRFO01, B
CRFO01, B

CRFO01, B
B, F1
B, F1
B, F1
B, G
CRFO01, B

CRFO01, B
CRFO01,B, C
CRFO01,B, C
CRFO01, CRFO7

CRFO01,B, C
CRFO01,B, C

B, C
B, C
CRFO01, B, C
B,C

B, F1

C,u

Al, A5, C,
CRFO02, U
CRF02, B, F2

CRFO01,B, C
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Chapitre Il : Immunopathogenese de l'infection a HIV

Un certain nombre de facteurs contribuent au risque d'acquisition de l'infection par
voie muqueuse et a lapparition de la maladie aprés exposition a un agent
pathogéne. Il s'agit notamment de la nature de I'exposition (par exemple : la voie de
pénétration, la taille de l'inoculum microbien), de la virulence du pathogéne, de la
sensibilité de I'hnéte a linfection, de I'environnement inflammatoire et microbien. Le
virus HIV infecte des cellules qui expriment le récepteur CD4 a leur surface et les
corécepteurs CXCR4 et CCR5 (récepteurs des chimiokines), comme les
lymphocytes T CD4+ activés, les monocytes, les macrophages, les thymocytes, et
les cellules dendritiques ce qui conduit a terme a un déficit immunitaire profond qui,
en 'absence de traitement, s‘accentue avec le temps **. Cette immunodépression est
liée au fait que le virus infecte et entraine une mort cellulaire, orchestrant la réponse
immunitaire adaptative. Toutefois le rythme auquel évolue la maladie est variable
d'une personne a l'autre et il existe des cas ou la maladie progresse plus lentement
voire pas du tout (patients dits progresseurs lents ou non-progresseurs) *°.

Au cours d'une infection par voie muqueuse différentes étapes peuvent étre
observées : la pénétration du virus a travers la barriére épithéliale ; 'expansion des
guasi-especes transmises au niveau sous-muqueux ; la dissémination dans les
ganglions puis la propagation du virus par voie systémique dans les différents
compartiments cibles de I'organisme (Figure 14). Les mécanismes par lesquels le
HIV peut traverser sous forme libre [I'épithélium comprennent les breches,
phénomene de transcytose et les interactions avec les cellules de Langerhans. Dans
'espace sous-muqueux, le HIV peut infecter les cellules T locales ou les
macrophages qui expriment le CD4 et le CXCR4 ou le CCR5. L'entrée du virus peut
étre bloguée par des agents qui empéchent la liaison de la protéine Env virale au
CD4 ou au corécepteur viral. Cependant, le HIV peut encore étre capable d'établir
une infection en se liant aux récepteurs CD4, DC-SIGN ou a d'autres molécules de

fixation & la surface des cellules dendritiques®.
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Figure 14. Principales étapes de l'infection par HIV par voie muqueuse, d’aprés >

Le virus traverse la barriere épithéliale (Figure 14) de la muqueuse pour établir une
petite population résidente qui se développe ensuite localement en utilisant I'afflux de
nouvelles cellules cibles recrutées par la signalisation externe. L'expansion locale se
propage par drainage lymphatigue aux ganglions lymphatiques geénitaux ou
I'expansion produit rapidement plus de virus, qui se propagent par le canal
thoracique puis par voie hématogéne vers les tissus lymphatiques. La production de
virus dans les tissus lymphatiques avec augmentation des titres de virus en
circulation, définit la phase systémique de linfection. Les macrophages peuvent
prévenir ou contréler partiellement l'infection sur chaque site, de méme que les
lymphocytes T cytotoxiques. Ces mécanismes sont positionnés aux portes d’entrée

ou ils sont le plus susceptibles d’étre efficaces °’
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Comme nous l'avons décrit plus haut, la diversité génétique de HIV et la réplication
sélective de variants dans certain(e)s cellules et tissus aboutissent a la constitution
de compartiments ou réservoirs viraux dans I'organisme. Ces derniers jouent un réle
majeur dans 'évolution de la maladie, en absence ou en présence d'un traitement

antirétroviral.

1. Entrée du virus au niveau muqueux

Les mécanismes développés par les virus enveloppés pour pénétrer dans leurs
cellules cibles different sensiblement d'un virus a un autre, mais peuvent
généralement étre divisés en trois étapes distinctes :

e une étape dadsorption sur les cellules cibles durant laquelle les
glycoprotéines d’enveloppe virales établissent un contact avec des récepteurs
cellulaires ;

e un événement moléculaire permettant I'activation des propriétés fusogénes de
la glycoprotéine virale ;

e une réaction de fusion membranaire.

L’adsorption des virus enveloppés a la surface cellulaire est médiée par des
interactions établies entre les glycoprotéines d’enveloppe virales et deux grands
types de molécules de surface : les facteurs d’attachement et les récepteurs d’entrée
*8 Plusieurs études ont démontré que HIV-1 utilise I'endocytose pour entrer dans
certains types cellulaires, par exemple les lymphocytes T CD4, les monocytes, les
macrophages *° ou encore les cellules dendritiques °°. Les premiéres cibles du HIV
lors de la transmission hétérosexuelle de 'lhomme vers la femme sont les cellules
immunitaires présentes dans la muqueuse et la sous muqueuse génitale féminine.
Lorsque le virus est en présence de ces cellules, apres avoir franchi les muqueuses,
l'infection devient possible. Il existe donc des mécanismes permettant au virus de
franchir cette barriere, de nombreuses études montrent que les virions peuvent
traverser ces muqueuses via différentes voies d'importances inégales (Figure 15) .
Le HIV utilise des mécanismes d'entrée dans les cellules comme l'internalisation des
virions, suivie de la fusion des membranes virales et endosomales de maniere
indépendante du pH, ce qui pourrait étre une voie d’entrée majeure du virus dans les
macrophages *°. Il est capable d’entrer dans sa cellule cible par l'intermédiaire de

contact cellules a cellules en utilisant des structures particulieres appelées
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«synapses virologiques» (Figure 16). Ce mode d’entrée, est généralement beaucoup

plus efficace que l'infection directe des cellules cibles
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Figure 15. Hypothéses actuelles d’entrée du virus a travers la muqueuse génitale lors d’une
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2. Etablissement des réservoirs

Un réservoir viral peut étre défini comme un type cellulaire ou un site anatomique
dans lequel persistent, de fagon prolongée, des virus compétents pour la réplication
8 Le concept de réservoir a pris toute son importance peu de temps aprés
lintroduction de la multi thérapie active en 1996, quand plusieurs auteurs ont
démontré la persistance du virus intégré de maniere latente dans des cellules T
CD4" (Figure 17), chez des patients traités par au moins trois molécules
antirétrovirales désigné par le terme HAART (highly active antiretroviral

therapy), ruinant alors les espoirs fondés sur I'éradication totale du virus "%,

Cellule activée
infectée

Cellule cible activée Stimulus

d’activation

Réservoir VIH

~~

oI G
v‘i\.

Infection

Cellule activée
infectée
productive

Cellule infectée

quiescente

' R
A.}ﬂf W ‘J‘-)
(‘\&N ..J\ > (\&N

"’

X =
:i(: .\p'ﬂlj' Production de

nouveaux virions

Virions VIH

Figure 17. Constitution du réservoir de HIV au niveau cellulaire, d’apres 2,

2.1. Réservoirs cellulaires

Il a été démontré que plusieurs types cellulaires pouvaient servir de réservoir du virus
HIV-1 : les lymphocytes T CD4+ "3, les cellules de la lignée monocyte-macrophage

" et les cellules dendritiques ™.

2.1.1. Lymphocytes T CD4+

Il existe une relation entre I'état d’activation du lymphocyte T CD4+ infecté et sa

capacité a produire du virus. En cas d’infection par HIV, I'expansion clonale des
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cellules naives induite par la rencontre avec un antigene permet, en fonction des
cytokines produites par le systeme immunitaire inné, d’engager la différenciation
fonctionnelle dans les organes lymphoides secondaires. Selon leur état de
différenciation, on distingue les sous-populations lymphocytaires suivantes : les
naives (TN), les mémoires centrales (TCM), les mémoires transitionnelles (TMT), les
mémoires effectrices (TEM) et les effectrices. Aprés la phase de contraction clonale,
une partie de ces cellules retourneront & un statut mémoire TCM ou TEM "°. Ces
différentes sous-populations lymphocytaires ont une durée de vie, des capacités
d’activation et de prolifération différentes avec une expression croissante du CCR5
(Figure 18).
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Figure 18. Capacité proliférative et durée de vie variable des lymphocytes T CD4+, principales
cellules réservoirs de HIV, en fonction de leur état de différenciation, d’aprés .

La charge virale résiduelle chez des patients traités, est due en partie a la production

by

de virus a partir de réservoirs cellulaires autres que les lymphocytes T CD4

7

guiescents L’existence d’autres réservoirs cellulaires autre que le stock

majoritairement établi dans les lymphocytes T CD4* quiescents '8, trouve son
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explication dans la mise en évidence de virus plasmatiques aprés arrét du traitement.
Ces virus étaient différents des virus clonés a partir des virus présents dans les sous-

populations lymphocytaires T CD4" ”°.

2.1.2. Monocytes/macrophages

Les monocytes, représentent 5 a 10 % des cellules mononuclées circulantes. Apres
avoir circulé pendant quelques jours, les monocytes migrent dans les différents tissus
et se différencient en macrophages tissulaires matures . Bien que les monocytes
non différenciés se montrent résistants a l'infection par HIV in vitro, de 'ADN viral a
été détecté dans les monocytes circulants des patients infectés 8. Ils expriment les
récepteurs CD4 et CCR5/CXCR4 et peuvent donc étre infectés % ; les antirétroviraux
y pénétrent peu ®. L’intégration de '’ADN de HIV dans leur génome a été démontré
ainsi que I'archivage de virus dans des vésicules endosomiques 4. Leur capacité a
produire du virus a été mise en évidence chez des patients au stade SIDA 2° ot 10 %
des macrophages peuvent étre infectés. lls contribuent pour moins de 1% a 'ADN-
HIV du sang périphérique chez le patient au stade chronique ® et les clones viraux
sont phylogénétiquement distincts de ceux présents dans les T CD4" . Leur demi-
vie courte de quelques jours avant leur différenciation en macrophages et le turn-
over important de ces derniers laissent penser que ces cellules représentent un
réservoir temporaire de virus, mais sont importants du fait de leur dissémination

tissulaire &',

Les macrophages présents aux sites d’infection, sont une des premiéres cibles des
variants infectieux de HIV-1 qui sont majoritairement a tropisme macrophagique
(virus RS5, utilisant le récepteur aux chimiokines CCR5 pour l'infection). En revanche,
les macrophages intestinaux du jéjunum ne sont pas ou peu sensibles a l'infection
par HIV . La raison de cette différence peut étre liée a la trés faible expression du
récepteur CD4 et du corécepteur CCR5 a la surface des macrophages intestinaux,
associée a un microenvironnement cytokinique riche en IL-10 et transforming growth
factor (TGF) et a la présence de fortes concentrations de lipopolysaccharides (LPS)

88

bactériens, qui pourrait limiter I'entrée virale °°. Toutefois, la susceptibilité des

macrophages du tractus intestinal a linfection peut varier selon leur localisation
(dans le jéjunum, dans le colon ou dans le rectum), et selon les niveaux

89,90

d’inflammation locale Les macrophages présents au niveau rectal et cervico-
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vaginal semblent plus permissive a la réplication de HIV-1 que les macrophages

intestinaux, due & I'expression différentielle des co-récepteurs de l'entrée %%,

Contrairement aux lymphocytes TCD4", les macrophages infectés sont
particulierement résistants aux effets cytotoxiques du virus et accumulent de grandes
guantités de virus sans étre détruits. Ainsi, les macrophages servent de sanctuaire
au virus, en lui permettant d’échapper a 'immuno-surveillance, et sont des vecteurs
pour linfection des cellules environnantes. Ce sont également des cellules
possédant des capacités migratrices ce qui leur conférent un réle important dans le

maintien du réservoir &’.

2.1.3. Cellules dendritiques

Les cellules dendritiqgues expriment peu les récepteurs électifs du virus a savoir CD4,
CXCR4 et CCR5 mais captent le virus & leur surface par la lectine DC-SIGN *2. ||

existe plusieurs types de cellules dendritiques (DCs) ** :

¢ les DCs myéloides (MDCs) présentes dans les ganglions, le sang, le thymus,
les ganglions lymphatiques ;

¢ les DCs plasmacytoides (PDCSs) : localisées dans les muqueuses ou le tissu
cutané (cellules de Langerhans). Les PDCs peuvent étre infectées et produire
du virus % ;

e les cellules dendritiques folliculaires (FDCs) : présentes dans les centres
germinatifs des organes lymphoides, sont capables de capter un grand

nombre de particules virales a leur surface.

Les cellules dendritiqgues, malgré une durée de vie courte (quelques jours), ont des
capacités de migration dans I'organisme °? et permettent ainsi la dissémination du
virus. Les FDCs qui ont la capacité de capter un grand nombre de particules virales a

leur surface, jouent ainsi un role de réservoir dynamique ">,

2.1.4. Lymphocytes NK

Les lymphocytes NK ont été peu étudiés au cours de I'infection par HIV. Une faible
fraction de lymphocytes NK (CD56+CD3-) exprime le récepteur CD4 et peut étre
infectée par HIV *°. L'analyse longitudinale des niveaux d’ADN-HIV dans les cellules

NK de patients traités 1 a 2 ans par des antirétroviraux a indiqué que les cellules NK
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restent infectées de facon persistante. Ces résultats démontrent qu'un sous-
ensemble de cellules non-T avec des marqueurs NK reste infecté et suggérent un
rble des NK pour la persistance virale. A contrario, une autre étude sur les
prélevements sanguins de trois patients ne retrouvait pas de NK (CD56+CD3-)
infectées aprés 7 ans de traitement "°. Les propriétés de réservoir de ces cellules

méritent d’étre précisées.

2.1.5. Lymphocytes T CD8+

L’infection des lymphocytes T CD8 a été rapportée chez des patients en primo-
infection °°. Les fréquences d’infection sont variables suivant les populations (TN,
TMT, TCM) ¥ et sont conditionnées par le niveau d’expression du récepteur CD4 qui
est faible et fugace dans les différentes phases de différenciation des lymphocytes T
CD8 8. Les lymphocytes T CD8 ne doivent pas étre considérés comme un réservoir
de HIV.

2.1.6. Lymphocytes B

Il existe quelques preuves in vitro que les lymphocytes B peuvent s’infecter apres
expression de faibles niveaux de CD4 et CXCRA4. Par ailleurs au méme titre que les
DCs, les lymphocytes B peuvent capter le virus HIV & leur surface et infecter les
lymphocytes T CD4 en trans. Leur rbéle de réservoir au regard de leur demi-vie

inconnue reste posé %°.

2.1.7. Cellules myéloides

Les cellules myéloides précurseurs des divers types cellulaires résistent a I'infection
virale . Seules des cellules pro-génitrices hématopoiétiques exprimant le CD34
peuvent exprimer le CD4 et donc peuvent étre infectées. Elles ont été retenues

récemment comme un réservoir potentiel 1°%.

2.1.8. Etablissement de la latence virale

La Figure 19A, montre qu’aprés stimulation antigénique spécifique, les CD4 naifs se
différencient en cellules effectrices pour détruire l'antigéne. Quand [l'antigéne
disparait, ces cellules évoluent soit en apoptose soit en cellules mémoires

quiescentes jusqu’a une prochaine stimulation antigénique. Au cours de l'infection
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aigue, un réservoir stable de cellules mémoires quiescentes infectées de maniere

" Deux modalités différentes interviennent dans le

latente par HIV-1 s'établit
processus de la latence selon qu’elle soit mise en place avant ou aprés l'intégration
de I’ADN viral du HIV-1 dans le génome de la cellule hote. La premiére, dite latence
pré intégrative (Figure 19B), survient, comme son nom lindique, avant I'intégration
de 'ADN dans le génome de la cellule infectée. Elle est trés fréquemment observée

dans les cellules TCD4" naives 1

, mais s’aveére étre trés labile et ne perdure pas
longtemps dans la cellule héte. Cette modalité concerne particulierement les cellules
meémoires quiescentes et surtout les naives qui ont une grande capacité de survie et
une longue demi-vie et qui doivent présenter une activation transitoire, suboptimale
pour pouvoir étre infectées. Le passage a la forme activée de la cellule héte (CD4
effecteur) par stimulation antigénique idiotypique permet l'intégration de 'ADN viral
dans le génome cellulaire et la production de virions. Apres activation, une partie de
ces cellules pourra évoluer en cellules mémoires ou naives quiescentes (phase de
contraction clonale), conserver le provirus dans leur génome, c’est la phase
d’intégration post-latence. Bien que faiblement infectées, les cellules naives sont

néanmoins porteuses du virus (Figure 19C).

La seconde, post-intégrative, expligue mieux la persistance a long terme du virus
dans les réservoirs cellulaires. Ses bases moléculaires commencent a étre connues
mais des zones d’ombre subsistent °2. Une nouvelle activation de ces cellules

aboutira a la production de nouveaux virions sources de nouvelles infections %,
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Dans les lymphocytes T CD4", il semble acquis que I'établissement de cette latence
ne se fait pas dans les cellules naives mais dans des cellules activées qui retournent
a 'état de repos, rejoignant le groupe des cellules TCD4+ mémoires "°1%. Toutefois,
il existe sans doute d'autres réservoirs viraux comme l'ont démontré des travaux
récents °°, les monocytes et les cellules dendritiques pourraient en faire partie *°7. I
faut aussi considérer les réservoirs dits anatomigues comme le systeme nerveux
central ou le GALT. Des travaux démontrent que [lintégration se fait
préférentiellement dans des régions transcriptionnellement actives'®. Ces auteurs
ont montré, en utilisant la technique de PCR inverse, que sur 74 sites d’intégration
analysés dans des cellules TCD4" mémoires prélevées chez 16 patients, 93 % se
trouvaient dans des introns de genes transcriptionnellement actifs. Cette découverte,
qui a été confirmée dans un modeéle cellulaire de latence virale (cellules Jurkat ou J-
LAT), pose un probléeme, dans la mesure ou il est apparemment paradoxal qu’un
génome intégré dans un gene transcriptionnellement tres actif puisse étre silencieux.
Comment expliquer alors, I'établissement de la latence virale puisque le provirus, est
localisé dans I'euchromatine ? Pour expliquer les mécanismes sous-jacents a
'établissement de la latence virale, on fait appel a [linterférence

transcriptionnelle!*®*1°,
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L'ADN proviral du HIV-1 est intégré de maniére stable dans le génome des cellules,
aucune protéine virale n'est produite, donc il ne présente pas de transcription active.
Dans ces cellules ayant une longue durée de vie, le virus demeure invisible pour le

systéme immunitaire et insensible aux thérapies antirétrovirales (Figure 20) ***.

2.1.9. Maintien de la latence virale

Une fois 'ADN proviral intégré et la latence établie, des mécanismes assurant le
maintien de celle-ci vont entrer en jeu, expliquant la persistance a long terme du
virus. De tels mécanismes reposent essentiellement sur [I'organisation
chromatinienne. En effet, la structure de la chromatine, selon qu’elle soit plus ou
moins condensée, intervient dans le statut plus ou moins actif de la transcription. Il a
été démontré par ailleurs que I'organisation chromatinienne du génome du HIV-1,
quel que soit le site d’intégration viral, était toujours la méme, avec notamment une

organisation nucléosomale particuliére au niveau du promoteur **2.
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Figure 20. Hypothéses de persistance de production virale dans les réservoirs au cours d’un
traitement antirétroviral. Relargage sans réplication par des cellules T infectées par HIV (A),
Réplication persistance et transmission de cellule & cellule (B).

Cette organisation en nucléosomes permet la compaction de la chromatine et

empéche la machinerie transcriptionnelle de base et les facteurs transcriptionnels
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d’accéder facilement & ’ADN du promoteur afin d'y initier la transcription **3. L’état de
compaction de la chromatine résulte d’'une dynamique entre des facteurs favorisant
la condensation et ceux qui la défavorisent. Ces modifications peuvent étre de cing
types (acétylation, méthylation, phosphorylation, sumoylation et ubiquitinylation) et
c’est la combinaison de ces modifications qui constitue un code histone qui sera

traduit en un état inactif ou actif de la chromatine 4%,

Ce controle épigénétique de la structure de la chromatine est ainsi tres important et
constitue un moyen de régulation de I'expression des génes en général, et de la
latence virale en particulier. Les histones des nucléosomes nucO et nucl du
promoteur de HIV-1 sont constitutivement dé-acétylées dans toutes les lignées
cellulaires servant a modéliser la latence virale, suggérant fortement l'intervention
d’enzymes douées d’activité déacétylase. Parmi les facteurs permettant le
recrutement de ces dernieres, nous pouvons citer 'lhomodimére p50-p50, LSF1, YY1
et le récepteur de I'normone thyroidienne. Ce recrutement se fait via des sites
distincts sur le promoteur de HIV1 *°. Par ailleurs, des données récentes obtenues
dans les lymphocytes T font état du recrutement d’'un complexe de protéines ayant
des activités déacétylase et méthyl-transférase au niveau du promoteur proximal de
HIV-1 ", Un recrutement des activités déacétylases a aussi été décrit dans les

cellules micro-gliales qui constituent également un réservoir pour HIV-1.

2.1.10. Immunodépression par destruction des lymphocytes

L’infection par HIV-1 est associée a une déplétion rapide et partiellement irréversible
des lymphocytes T CD4 du tissu lymphoide intestinal. Ceci entraine des séquelles,
comme linflammation intestinale ou des probléemes de malabsorption apparente,
observées lors d’infections chroniques. Le taux de déplétion des lymphocytes T
CD4" a4p7™" dans le sang refléte celui de l'intestin. De méme, I'inoculation du virus
de 'immunodéficience simienne (SIV) chez des macaques entraine une déplétion
intestinale persistante des lymphocytes T CD4"et des Ilymphocytes T
CD4"* a4B7™" due & une réplication virale toujours active, partiellement corrigée par
le traitement 8,

L’immunodéficience de [linfection a HIV est caractérisée par une activation
immunitaire, avec une fréquence accrue de lymphocytes circulants activés qui

entrent dans le cycle cellulaire. Cette augmentation de l'entrée dans le cycle
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cellulaire est souvent interrompue car les cellules activées ont tendance a mourir par

des mécanismes de mort cellulaire programmée **°

et aussi par nécrose
cellulaire'®*?!, En revanche, bien que les lymphocytes TCD8" dans l'infection par
HIV meurent également aprés activation %, les populations de lymphocytes TCD8+
dans l'infection par HIV tendent a avoir un raccourcissement de la longueur moyenne
des télomeres reflétant plusieurs cycles de réplication cellulaire réussie (au moins

parmi les cellules survivantes) ',

La méme chose semble étre vraie pour les
lymphocytes TCD4" *2* bien que le test de réactivité des cellules CD4 ait été moins
complet que celui des cellules CD8. La perte des lymphocytes T CD4" et
'augmentation des lymphocytes T,y intestinaux sont associées a une activation
immune intense et une translocation microbienne, indiquant une perte d’intégrité de
la barriére intestinale, et & un pronostic défavorable de l'infection (Figure 21). Par
conséquent, l'activation cellulaire et la mort cellulaire dans linfection par HIV
semblent étre entierement déterminées soit par des effets cytopathiques directs du
virus, soit par une activation immunitaire induite par une reconnaissance spécifique
des peptides. D'autres explications, comme l'activation dérégulée des cellules T par
des mécanismes autres que l'activation du récepteur des cellules T, sont encore non
prouvees.

De toute évidence, la composition du systéme immunitaire avant contamination
influence le déroulement de linfection, puisque chez le macaque, un fort taux de
CD4+ mémoires a4B7°" dans le rectum confére une susceptibilité accrue a 'infection

et & des taux de charge virale aigué élevés 8,
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A Réponse immunitaire de la muqueuse intestinale

B Réponse immunitaire de la muqueuse intestinale
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Figure 21. Réponse immunitaire du GALT en absence (A) ou en présence d’une infection par HIV (B),
d’aprés '*°.

A. Les pathogénes entériques infectant la muqueuse intestinale, induisent une activation des cellules T naives
qui se différencient préférentiellement en Ilymphocytes T CD4+Th17. L’activation et le recrutement des
neutrophiles sont sous la dépendance de la production de cytokines par les cellules Thl7. lls induisent la
libération de peptides microbicides et favorisent la création de jonctions serrées favorisant la clairance des
pathogenes en limitant la dissémination bactérienne. B. La déplétion sévere des lymphocytes T CD4+ de la
mugqueuse intestinale pendant l'infection par HIV est majoritairement de profil Th1 et Th17. Ceci altére la réponse
immunitaire vis-a-vis des bactéries pathogéenes. En revanche, les lymphocytes T CD8+ deviennent fortement
activés et induisent I'apoptose des cellules infectées. CD : cellule dendritique ; M® : macrophage ; TGF-

B : transforming growth factor b ; Treg : cellules T régulatrices.

Une grande partie du dommage immunitaire qui est observé dans l'infection par HIV
résulte probablement de la réplication virale et de ses conséquences dans le tissu
lymphoide. Dans les premiers stades de linfection par HIV, de nombreuses
personnes infectées ont un syndrome de lymphadénopathie généralisée *'%°. Ce
syndrome est caractérisé par l'accumulation de lymphocytes dans les ganglions
lymphatiques inflammatoires et I'augmentation de la régulation de l'expression des
molécules d'adhésion ?’. Les ganglions sont remplis de lymphocytes et la présence
des lymphocytes TCD4" et TCD8" dans ces sites reflete généralement ce qui est

observé dans la circulation sanguine *?8, c’est & dire qu'au fur et & mesure que la
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maladie progresse, les lymphocytes TCD4" naifs et mémoires disparaissent de la
circulation *?’.

En I'absence de traitement, les ganglions lymphatiques montrent une inflammation
avec une expression accrue de cytokines telles que l'interféron-gamma, IL-1, IL-2 et
IL-12 129131 Ces ganglions lymphatiques inflammatoires sont caractérisés par une
expression accrue de molécules telles que des molécules d'adhésion intercellulaire

129 Cet état "collant" et inflammatoire

et des molécules d'adhésion vasculaire
provoque probablement la séquestration de lymphocytes circulants dans ces sites.
L'état inflammatoire des tissus lymphoides est probablement une conséquence de la
réplication de haut niveau de HIV dans ces sites *?°. Au fur et & mesure que la
maladie progresse, il y a destruction progressive de I'architecture lymphoide **° et
finalement les tissus lymphoides sont, comme la circulation sanguine, dépourvus des

lymphocytes.

2.2. Réservoirs tissulaires

2.2.1. Letissulymphoide

Les principaux organes lymphoides secondaires ou se concentrent 98% des
lymphocytes T CD4" sont les ganglions lymphatiques, la rate, le tissu lymphoide
digestif et secondairement les organes lymphoides primaires représentés par le
thymus et la moelle osseuse %%, Les ganglions, qui ont un role pivot dans la
multiplication du virus, ont été caractérisés comme un des réservoirs majeurs du HIV
par l'infection au long cours des cellules des follicules lymphoides, notamment les
cellules dendritiqgues folliculaires qui captent a leur surface le HIV et perdurent
plusieurs mois. Leur capacité a infecter de nouvelles cellules T CD4" dans les
ganglions est & l'origine de la réplication virale chronique ">**"**8, Chez les singes de
type Sooty mangabey, hotes naturels de linfection par le SIV, la clairance du virus
dans les zones corticales des ganglions lymphatiques est rapide et associée a une
moindre infection des centres germinatifs. Ceci est contraire aux observations faites
chez les singes de type Rhésus macaques présentant une infection HIV évolutive 3,
Ainsi le microenvironnement dans les centres germinatifs semble jouer un role pivot

dans la progression de I'infection par le HIV dés la primo-infection *4°.

33



Le tissu lymphoide digestif (GALT), réservoir anatomique principal est composé de
tissus organisés avec des structures lymphoides secondaires telles que les plaques
de Peyer et de structure tres hétérogene dans la lamina propria (Figure 22). Il
contient des macrophages, des cellules dendritiques, des plasmocytes, et 40 a 60 %

141 La majorité des lymphocytes CD4*

des lymphocytes y serait concentré
intestinaux est de type effecteur ou effecteur mémoire activé et dans une moindre
proportion des cellules CD4 naives *°. Ces cellules CD4 intestinales sont donc des
cibles particulieres du HIV en étant activées de fagcon quasi permanente du fait de

143 Lors d'un rapport sexuel, la

leur exposition a une multitude d’antigénes
contamination par le virus de 'immunodéficience humaine (HIV) requiert que les
particules virales libres ou associées a des cellules infectées traversent I'épithélium
muqueux. Le virus doit ensuite étre véhiculé vers les nodules lymphoides au niveau
des sites inducteurs de lintestin. Des résultats récents montrent que le HIV-1 est
capable de cibler les lymphocytes T CD4"a4B7" de la muqueuse vaginale et d’utiliser
la capacité de migration de ces cellules vers les nodules lymphoides mésentériques

et les plaques de Peyer de l'intestin *2.
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Figure 22. Schéma du tissu lymphoide intestinal (GALT), d’aprés **.

Une plaque de Peyer est constituée d’'un déme surmonté d’un épithélium associé
aux follicules comportant des cellules M, de follicules riches en plasmocytes
sécréteurs d’IgA et entourés d’une zone para-folliculaire riche en lymphocyte T .

Les ganglions mésentériques assurent le drainage de la muqueuse. De nombreux
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lymphocytes circulants sont localisés dans la lamina propria ou ils peuvent s’insérer
entre les cellules épithéliales. La lamina propria est un site essentiellement effecteur
de la réponse immunitaire muqueuse. Cependant I'analyse phénotypique des sous-
populations T CD4" dans des études montre qu’il y a un enrichissement en TMT et
en TEM au niveau du rectum comparé au sang périphérigue prouvant le
renouvellement cellulaire au long cours de ces cellules infectées®. La charge virale
ARN-HIV dans ces organes lymphoides chez 'homme est généralement 10 fois
supérieure & celle observée dans le sang périphérique en primo-infection **. Les
informations recueillies dans I'étude de biopsies du tube digestif chez des patients
chroniques traités nous montrent des niveaux d’infection (ADN-HIV1 total) 3 fois plus
important au niveau du duodénum et jusqu’a 10 fois plus important au niveau du
rectum que ceux mesurés dans les PBMC . Il a dailleurs été démontré une
compartimentalisation de clones viraux dans les cellules de biopsies rectales

T % et des

différents a la fois des clones liés a la réplication virale dans le GAL
clones viraux plasmatiques **®. La localisation majoritaire du réservoir dans le colon
ou l'iléon est remise en cause car chez le macaque d’origine chinoise dont la
dynamique d’infection est proche de celle observée chez ’lhomme, le réservoir serait
plus important dans les ganglions mésentériques **°. Le GALT est toujours considéré

a ce jour comme un réservoir majeur du HIV %0

, mais la taille de ce réservoir par
rapport aux autres organes lymphoides en primo-infection est discutée. Ce tissu
reste néanmoins un réservoir important et facilement accessible aux prélévements
chez 'homme et il parait probable que [I'entretien de ce réservoir soit plus

particulierement lié & une faible réplication virale persistante.

2.2.2. Le compartiment génital

L’infection des organes du tractus génital a été mise en évidence des la primo-

151,152

infection et persiste dans les phases chroniques de l'infection chez ’'homme et

chez le singe **°.

La surface interne du prépuce et l'urétre sont les cibles privilégiées du HIV. Sy
trouvent de nombreux lymphocytes T CD4", monocytes/macrophages mais pas de
DCs. L'’infection intra urétrale est de 100% dans le modéle macaque. Le HIV est
retrouvé sous forme de particules virales libres dans le liquide séminal et sous forme

de particules virales intégrées dans des leucocytes infectés ™. Le sperme dans
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lequel est retrouvé du virus chez les patients non traités **3 est composé de plasma
séminal contenant les cellules des testicules, de I'épididyme, de la prostate, des
vésicules séminales et des glandes urétrales. Le compartiment cellulaire du sperme
contient des spermatozoides, des cellules germinales, des cellules épithéliales et des
cellules mononuclées non-séminales (NSMC). Les spermatozoides ne sont pas

infectés par le virus %

Les NSMC sont majoritairement composées de
macrophages, notamment chez les patients infectés par HIV dont le sperme contient
plus de leucocytes que le sperme de sujets sains *>°. Diverses études ont montré la
présence de provirus dans les NSMC chez plus de 50% des patients,
indépendamment du stade d’infection **°. Lors d’une contamination hétérosexuelle
de 'homme vers la femme, il semble que le virus associé aux cellules de type NSMC
soit préférentiellement transmis par rapport au virus libre. Les NSMC sont capables
d’établir des contacts cellule-cellule avec les cellules épithéliales génitales féminines
et transmettre le virus aux cellules de la mugueuse, via une synapse virologique

établie entre ces deux types cellulaires™®.

Les études phylogénétiques montrent une double origine de la production de virus
dans le sperme traduisant une compartimentalisation du virus au niveau génital, a la
fois produit par les organes séminaux et provenant de virus plasmatiques
circulants™’. Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence la persistance de
particules virales et de cellules infectées dans le sperme d’environ 5 a 10 % des

patients sous traitement antirétroviral efficace depuis au moins 6 mois *°%*°.

Dans le tractus génital féminin, le HIV est également présent sous forme de virons
libres ou intégrés, dans les macrophages, les lymphocytes et dans les lymphocytes
mémoires, qui sont les premiéres cellules infecttes au moment de la

contamination6%61

. Comme c'est le cas pour les lymphocytes CD4" a4B7", la
proportion de CD4" Th17 est plus importante au niveau du col de l'utérus qu’en
périphérie (7% vs 1,25%). Ces cellules co-expriment les récepteurs CCR5 et a4p7
162 Les lymphocytes CD4* Thl7 de la muqueuse vaginale expriment deux
récepteurs de recrutement lymphocytaire intestinal, CCR6 et l'intégrine a4p7. Les
lymphocytes CD4" CCR6" B7" semblent plus sensibles a l'infection que les cellules
CD4" CCR6™ B77, conférant a ces cellules le pouvoir de disséminer le virus dans le

GALT %8,

36



2.2.3. Le systeme nerveux central
Les informations sur linfection du systéme nerveux central (SNC) proviennent

essentiellement des résultats anatomopathologiques des autopsies de patients en
stade SIDA. Les principaux types cellulaires infectés dans le SNC sont les
macrophages périvasculaires et les cellules microgliales %% Le cerveau étant
dépourvu de lymphocytes, les principales cellules réceptrices exprimant le CCR5 et
le CD4 sont les astrocytes, les macrophages périvasculaires et les cellules gliales
activées. Des lymphocytes infectés peuvent étre retrouvés dans des infiltrats péri-
vasculaires '®. Le role des macrophages et des cellules gliales comme réservoir
pouvant produire des virus a été bien établi *°***’. Des analyses phylogénétiques ont
révélé une compartimentalisation dans les macrophages et les astrocytes du cerveau
de clones différents de ceux circulants *®®. Les astrocytes font partie des cellules de
'organisme a la plus longue demi-vie, ce qui leur donne toutes les caractéristiques
d’un réservoir 1*. Les virus produits sont protégés de I'action des antirétroviraux en

raison de leur mauvaise pénétration dans le parenchyme cérébral °.

2.2.4. Tissu gingival et salive

Les glandes salivaires peuvent étre atteintes par des pathologies immunologiques,
qui se manifestent le plus souvent par une hypertrophie d’'une ou de plusieurs
glandes et par un déficit salivaire. Le maintien a un niveau satisfaisant de la cavité
bucco-dentaire dépend de la préservation de [I'équilibre entre I'hote et les
communautés microbiennes distinctes qui colonisent les divers microenvironnements
anatomiques de la cavité buccale (microbiotes). Les patients infectés par HIV
présentent une sensibilité accrue aux infections orales opportunistes qui sont
vraisemblablement liées en partie a la perturbation de 'lhoméostasie héte-microbiote
(dysbiose) ™. Les études épidémiologiques ont montré chez les patients infectés par
le HIV, comparés a des populations contréle, un plus grand nombre de récessions
gingivales particuliérement lorsque le taux des lymphocytes CD4 est faible *>*"3,
L’appauvrissement des cellules T CD4" de la muqueuse buccale des sujets infectés
par HIV contribue a une altération de la croissance épithéliale et, par extension, a la
dysbiose microbiote-hote ™.

Dans une étude menée en collaboration avec la Faculté d’Odontologie de Ribeiro

Preto (Brésil) nous avons récemment suggéré I'existence d’'un réservoir gingival de
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HIV chez des patients atteints de maladies parodontales. Dans ce travail, nous avons
détecté de I'ARN viral dans la salive de 3 patients sur 24 sous TAR, une
surproduction d’IL2, IL-6 et IL-18 dans la salive de ces patients HIV+ présentant des
parodontopathies, ainsi qu’une co-localisation de la p24 avec le CD32a décrit comme
biomarqueur cellulaire de latence et la présence de l'intégrine a4B7 (résultats non
encore publiés).

Tout au long de linfection par le virus HIV, des tuméfactions des loges salivaires
peuvent se rencontrer. |l peut s’agir d’adénopathies contemporaines de la phase
aiguell (primo-infection), d’adénopathies d'’installation chronique (syndrome des
adénopathies persistantes, ou ARC syndrome) ou de tuméfactions vraies des
glandes salivaires, essentiellement parotidiennes. Au cours d’une infection par HIV,
la parotide peut également étre le siége d’'un lymphome, d’une parotidite par
infiltration lymphoide. Plusieurs hypothéses ont été établies pour expliquer
'agressivité des lésions parodontales : la présence d'un biofilm d’origine
microbienne, la réaction immunologique de I'néte et les facteurs de risque.

Les sites des lésions parodontales chez les personnes vivant avec le HIV/Sida
montrent une flore relativement similaire a celle retrouvée dans les parodontites non
associées au HIV. Mais quelques microorganismes inhabituels de la parodontite sont
aussi présents : Bacteroides fragilis, Fusobacterium necrophorum, Eubacterium
aerofadens, Pseudomonas aeruginosa. La prévalence de ces microorganismes est 3
fois supérieure chez les personnes vivant avec le HIV/Sida*".

Il a été montré que différents stimuli et notamment les infections bactériennes et
virales jouent un réle actif dans I'activation immunitaire locale et systémique et dans
la réactivation du virus HIV-1 latent a partir de ces réservoirs, notamment via des
molécules de signalisation impliquées dans l'activation cellulaire induite par les
récepteurs Toll-like (TLRs) *’®. On note I'absence totale ou relative de lymphocytes
au niveau gingival ainsi qu’une altération du profil des cytokines salivaires et
créviculaires : IL-lalpha ; INF gamma ; IL5 etc... }”". L’activation de ces récepteurs
membranaires dans les cellules infectées par HIV-1 se déclenche sur les voies de
signalisation en aval qui conduisent a I'activation des facteurs de transcription, avec
la possibilité de réguler les génes pro-inflammatoires’’®. Les cytokines pro-
inflammatoires (IL-1B, IL-6, IL-2, IL-18, TNFa, IFNy...) ainsi que les cytokines
provenant d’autres sources cellulaires (cellules NK, cellules T helper, cellules

dendritiques...) induisent une production virale synergique. Certaines protéines telles
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que Tat, Nef, Vpr ont également la capacité d’'induire la réactivation du LTR proviral
et la production de cytokines *°.

A l'instar des cellules dendritiques, les kératinocytes oraux favorisent la transmission
du virus aux cellules sensibles sans favoriser la réplication '®. Cependant, rien ne
prouve que ces cellules servent de réservoirs de HIV-1. Les cellules immunitaires de
la cavité orale pourraient constituer une source importante de réactivation de HIV-1,

bien que cette éventualité ait été peu étudiée au cours des derniéres années.

2.2.5. Autres compartiments
Des rapports suggerent une infection possible et la transmission d’infection par les
cellules épithéliales de différents organes, méme si elles n'expriment pas le CD4 et

ont une expression indétectable ou faible des corécepteurs CCR5 et CXCR4179180,

> Les cellules épithéliales mammaires pourraient représenter un compartiment
séparé du HIV-1: les analyses phylogénétiques de I'ADN du HIV-1 provenant
d'échantillons de lait maternel et de sang périphérique issus de femmes
infectées par le HIV-1 ont montré I'existence de compartiments génétiguement

distincts 8.

> Les cellules épithéliales rénales seraient sensibles au HIV-1 in vitro. Les
cultures de cellules épithéliales de tubule rénal ont été infectées de maniére
productive par le HIV-1 aprés coculture avec des cellules T infectées '®. La
transmission de linfection a été observée par la formation de synapses
virologiques . L'ARNm et 'ADN du HIV-1 ont également été détectés dans
les cellules épithéliales tubulaires rénales sur des biopsies obtenues chez des

individus atteints de néphropathie associée au HIV-1 *#.

Les analyses
phylogénétiques des séquences obtenues a partir de cellules épithéliales
rénales se sont avérées proche des séquences obtenues a partir de cellules
mononuclées du sang périphérique *®°. Ces cellules pourraient jouer un réle
dans la persistance de linfection par le HIV-1 chez les individus sous

traitement antirétroviral (TAR) sur la base de preuves indirectes °.

» Des auteurs ont signalé la détection d'un ADN du HIV-1 intégré et la libération

de virus infectieux dans I'épithélium du foie a la suite d'une infection in vitro de

187

lignées cellulaires d'hépatocytes ‘. En outre, il a été démontré que les
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cellules hépatiques étoilées libérent le virus infectieux aprés une infection in

vitro 188,

» Des cas isolés d’autres cellules pouvant étre infectées par le HIV-1 ont été
signalés. Les fibrocytes, définis comme CD34 + CD45 + collagene | +, ont
récemment été signalés comme ayant des caractéristiques de cellules
pouvant étre infectées de maniére persistante. In vitro, les fibrocytes infectés
ont résisté a la mort cellulaire induite par le HIV-1 et ont exprimé de maniéere
stable de faibles taux d'ARNm du HIV-1 pendant plus 60 jours. Cependant, il
n'existe aucune donnée indiquant si les fibrocytes sont infectés par le HIV-1 in

vivo 8.

> Parmi les autres types de cellules qui pourraient étre explorées en tant que
réservoirs de HIV-1 chez les individus sous ARV, on peut citer les cellules
progénitrices hématopoiétiques (HPC) initialement associées au virus
infectieux qui ne sont plus considérées comme répondant aux criteres de
réservoir apres le développement de techniques améliorées de purification

des CSH de la moelle osseuse 1.

3. Roble du microbiote dans la pathologie HIV

3.1. Ler0Ole protecteur du microbiote vaginal normal

Le systeme immunitaire muqueux de l'appareil génital féminin est l'une des
premieres lignes de défense contre les agents pathogenes. Les hormones sexuelles
féminines estradiol et progestérone ont une influence immunorégulatrice marquée,
en coordonnant le phénotype et le fonctionnement des cellules immunitaires et en
aidant & réguler la grossesse et le cycle menstruel **°. Les changements hormonaux
majeurs qui se produisent a la puberté et a la ménopause modifient de maniere
significative la composition du microbiome vaginal, principalement des bactéries
anaérobies dominé par le genre Lactobacillus 1. Les événements aigus qui suivent
une exposition au HIV-1 dans le tractus génital féminin ne sont pas clairs .

Plusieurs mécanismes ont été identifiés ou proposés, y compris les antagonismes
entre les constituants du microbiote, I'action microbicide directe des substances
d'origine bactérienne et les interactions bactéries-hdotes conduisant a des

modifications de la fonction immunitaire de I'héte . Dans la couche superficielle, il
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existe une relation symbiotique entre les cellules épithéliales du tractus vaginal et le
microbiome, de I'h6te féminin. Le concept actuel de microbiome vaginal « sain »
comprend un environnement riche en Lactobacillus, a faible diversité. Quatre
especes de lactobacilles (L. crispatus, L. gasseri, L. iners et L. jensenii) sont connues
pour étre dominantes dans le microbiome vaginal de 80 a 90% des femmes
caucasiennes et asiatiques et 60% des femmes noires et hispaniques *°*.

Les lactobacilles produisent de l'acide lactigue et du peroxyde d'hydrogéne
modulateurs du pH, des bactériocines antimicrobiennes et forment des colonies
adhérentes sur les cellules épithéliales ou provoquent une coagrégation entre les
especes bactériennes, constituant une barriere physique / neutralisante contre

191

d'autres souches bactériennes et pathogéenes nuisibles Le manque de

lactobacilles associé a la vaginose bactérienne est considéré comme un risque
particulier d'acquisition et de transmission du HIV étant donné que H,O-, seule ou en
association avec des peroxydases et des halogénures, est virucide sur HIV in vitro.

En plus de leurs propriétés microbicides directes, certains de ces facteurs produits
par Lactobacillus stimulent les réponses immunitaires et de signalisation des cellules
épithéliales cervicales et vaginales. Par exemple, la L-isomére de l'acide lactique,
produit par un certain nombre de bactéries vaginales et les cellules épithéliales
vaginales humaines, est en corrélation avec les taux de métalloprotéinases dans les
sécrétions vaginales in vivo®. La capacité de I'hdte & tolérer les lactobacilles mais a
protéger contre les bactéries pathogénes dépend de la relation bidirectionnelle qui

existe entre le systéme immunitaire muqueux et le microbiome™®*.

3.2. RoOle du microbiote vaginal dans I'infection par HIV

La vaginose bactérienne, caractérisée par le remplacement du microbiote a
dominance lactobacillaire par des bactéries anaérobies et des batonnets Gram
négatif facultatifs, a été associée a des effets néfastes sur la santé de la
reproduction, y compris l'acquisiton du HIV '%°. Le microbiome vaginal peut
egalement influencer la sensibilité au HIV-1 via son interaction avec l'immunité
mugueuse des voies vaginales. La vaginose bactérienne (VB) est un état clinique
symptomatique diagnostiqué a l'aide du score de Nugent ou des critéres d'’Amsel,
caractérisé par un microbiome vaginal polymicrobien et une prolifération des

anaérobies %2,
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Une revue de la littérature a révélé d'importantes différences de prévalence de la VB
entre différentes populations, les taux de prévalence les plus élevés étant observés
chez les populations noires %

Dans une étude Sud-Africaine chez des adolescents HIV négatives, les auteurs ont
défini quatre groupes de communautés bactériennes vaginales (cervico-types). Le
cervico-type 1 (CT1) était caractérisé par une abondance relative élevée de L.
crispatus, le cervico-type 2 (CT2) présentait une abondance relativement élevée de
Lactobacillus iners, le cervico-type 3 (CT3) était dominé par G. vaginalis et le cervico-
type 4 (CT4) était une communauté bactérienne diverse non dominée par L.
crispatus, L. iners ou G. vaginalis. CT4 était associé a un risque significativement
plus élevé d’acquisition du HIV par rapport a CT1. lls ont également exploré les
mécanismes potentiels par lesquels le microbiote vaginal pourrait avoir une incidence
sur la sensibilité au HIV. Les femmes avec des communautés vaginales CT4 avaient
17 fois plus de cellules cibles activées CD4+ pour le HIV sur les cytobrosses
cervicaux que les femmes de la communauté CT1 .

McClelland et al., ont étudié 87 échantillons de microbiote vaginal provenant de
femmes atteintes de HIV et 262 échantillons provenant de témoins séronégatifs pour
le HIV. Les femmes qui ont contracté le HIV avaient une plus grande diversité de
bactéries vaginales que les femmes restées séronégatives .

Dans une autre étude comparative de 205 femmes non infectées par le HIV et 31
infectées, Prevotella bivia, Prevotella melaninogenica, Veillonella montpellierensis,
Mycoplasma spp., et Sneathia sanguinegens étaient significativement plus
abondantes chez femmes ayant contracté le HIV. Les especes de Lactobacillus non-

iners ont été associées a la protection contre le HIV **.

3.3. Interactions entre microbiote vaginal et inflammation

Le profil transcriptionnel a été utilisé pour illustrer que les cellules épithéliales et les
CPA détectent des bactéries vaginales a haute diversité associées a la vaginose
bactérienne [80]. Ces CPA utilisent la signalisation du récepteur Toll-like pour
répondre au LPS, qui active le facteur nucléaire activateur de la chaine légére kappa
des cellules B activées (NF-kB), conduisant a l'inflammation et au recrutement des
lymphocytes. Les médiateurs immunitaires humoraux, y compris les chimiokines et
les cytokines pro-inflammatoires, ont été étudiés comme mécanisme pour expliquer

I'association entre la dysbiose vaginale et I'acquisition du HIV. Un microbiote vaginal
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anormal (score Nugent 4 - 10) a toujours été associé a des taux plus élevés
d'interleukine-1b (IL-1b), une cytokine pro-inflammatoire associée a une signalisation
du récepteur TLR et a des lésions tissulaires. En utilisant les données de l'essai
CAPRISA 004, des échantillons cervico-vaginaux provenant de 58 femmes avant la
séropositivité du HIV ont été appariés a ceux de 58 femmes restées séronégatives.
Cette étude a montré des concentrations plus élevées de protéine inductible par
l'interféron gamma (IP-10), de protéine inflammatoire de macrophage lalpha (MIP-
1a), de protéine inflammatoire de macrophage-1beta (MIP-1b) et d'interleukine-8 (IL-
8) chez les femmes ayant été infectées par rapport aux femmes non infectées par
HIV. De plus, MIP-1a et MIP-1b étaient associés a des communautés bactériennes
vaginales plus diverses. Ces deux chimiokines, ainsi que IP-10, sont chimiotactiques
pour les cellules T, les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques, qui
sont toutes des cellules cibles potentielles du HIV.

L'inflammation accrue de la muqueuse augmente le taux de transmission sexuelle du
HIV-1 dans le tractus génital féminin **>. Récemment, Masson et al. ont observé un
risque trois fois plus élevé d'infection par HIV-1 chez des femmes sud-africaines
présentant des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires au niveau muqueux,
principalement I'IL-8, I'L-1B, I'lL-1a et le TNF-a *°.

3.4. Impact du microbiome vaginal sur I'efficacité de la prophylaxie

Dans I'essai CAPRISA, les femmes participantes ont été randomisées en 2 groupes,
'un bénéficiant du gel de ténofovir a 1% au niveau vaginal et I'autre un gel placebo.
Dans le groupe des femmes infectées au cours de I'étude, les lavages cervico-
vaginaux ont été analysés par rapport a leur microbiote avant I'acquisition du HIV, en
comparaison avec des échantillons de femmes séronégatives sélectionnées au
hasard. En utilisant une analyse méta-protéomique, 188 especes bactériennes ont
été identifiées. Les microbiotes vaginaux ont été classés en tant que lactobacilles
dominants ou non lactobacillaires. Il n'y avait pas de différences en termes de
caractéristigues démographiques, comportements sexuels, criteres clinigues ou
adhérence au protocole entre les femmes avec ces deux types de microbiome
vaginal. Les femmes utilisatrices du gel de ténofovir présentant un microbiote vaginal
a dominance lactobacillaire ont montré un risque significativement réduit d’acquisition

du HIV par rapport a celles utilisant le placebo. En revanche, les femmes ayant un
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microbiote a dominance non lactobacillaire et traitées par le gel de ténofovir ne
présentaient aucune différence dans I'acquisition du HIV par rapport au placebo **°.

Le milieu hormonal, composé d'oestradiol et de progestérone, régule le microbiome
vaginal et ces deux facteurs participent a la mise en du systéeme immunitaire du FGT
(bleu), déterminant le niveau d'inflammation innée dans le tissu génital. Des taux
d'cestrogénes plus élevés correspondent a un microbiome vaginal dominé par
Lactobacillus spp., ce qui peut diminuer linflammation génitale et réduire la
sensibilité au HIV-1 (en rose, Figure 23). Alternativement, I'utilisation de contraceptifs
a base de progestatif ou la présence de vaginose bactérienne peut initier un
microenvironnement inflammatoire de cytokines qui attire les cellules T et induit leur
activation (en rouge, Figure 23). Des taux élevés de cellules TCD4+ activees CCR5+

by

dans les tissus suite a un profil génital inflammatoire augmentent le risque

d'acquisition du HIV-1 chez les femmes (Figure 23)**.

Sex hormones — Microbiome

Immune system

Tissue
> inflammation p .
Bacterial vaginosis
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4
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Figure 23. Interactions entre hormones sexuelles, le microbiome et systéme immunitaire dans le
tractus génital féminin, d’ apres
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3.5. Impact du microbiome du GALT sur I'efficacité du TAR

Les bactéries de la flore intestinale jouent un réle clé dans la progression de la
pathologie HIV, puisque la translocation de produits bactériens tels que les
lipopolysaccharides dans le sang peut provoquer une activation systémique des
cellules T qui constituent la cible préférée du HIV.

Dans cing études indépendantes, Il y avait une certaine similarité dans les types de
bactéries détectés au stade chronique de l'infection par HIV. Par exemple, le genre le
plus fréquemment retrouvé dans les féces d'individus infectés chroniquement par le
HIV non traités était Prevotella **"*%® le genre le plus moins fréquemment retrouvé
étant Bacteroides® 1% 2% Dillon et al., ont détecté une augmentation significative
des protéobactéries dans les échantillons de muqueuses intestinales de personnes
infectées par HIV, associée a un état pro-inflammatoire. Les individus sous
traitement antirétroviral a long terme conservent une composition de microbiote
intestinal perturbée 1.

Dans une étude de cohorte, les compositions de microbiote de personnes sous TAR
présentaient plus de similarité avec celles de personnes infectées par HIV et non
traitées qu’avec celles de personnes séronégatives. En particulier, divers taxons qui
diminuent de maniére significative avec l'infection par le HIV, tels que les genres
Bacteroides, Odoribacter et Parabacteroides, restent faiblement présent chez la

majorité des patients sous TAR 2%,

3.6. Autres microbiotes

L'infection par HIV a été associée a une dysbiose du microbiome oral, avec des taux
accrus de bactéries et de champignons pathogénes ?*. Au niveau pulmonaire, Cai et
al., ont montré que l'infection par le SIV entraine une mort cellulaire massive des
macrophages interstitiels (MI), contribuant ainsi a endommager les tissus
pulmonaires, a l'inverse des macrophages alvéolaires (MA). Cela indique que le SIV
produit des dommages aux tissus pulmonaires par destruction de Ml alors que le MA
de plus longue durée peut servir de réservoir de virus pour faciliter la persistance du
HIV 2%,
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Chapitre Il : Prise en charge de I'infection par HIV en
Afrique subsaharienne

1. Rappel des objectifs de ’ONUSIDA
Lancés lors de la 20° Conférence internationale sur le sida a Melbourne en 2014, les
objectifs 90—90-90 sont devenus un pilier central de la quéte mondiale pour mettre

fin a 'épidémie de HIV %% :

e a I'horizon 2020, 90% des personnes vivant avec HIV connaissent leur statut
sérologique ;

e a I'horizon 2020, 90% de toutes les personnes infectées par HIV dépistées
recoivent un traitement anti rétroviral durable ;

e a I'horizon 2020, 90% des personnes recevant un traitement antirétroviral ont
une charge virale durablement supprimée.
Ce plan s’accompagne d’'une volonté de réduire le nombre de nouvelles infections
dans le monde a 500 000 en 2020 et d’atteindre un objectif de « zéro discrimination».
Une nouvelle stratégie 95-95-95 et une réduction des nouvelles infections a 200 000
cas a été adoptée afin d’accélérer la riposte pour mettre fin a I'épidémie d’ici a
2030°%,

Des progres ont été accomplis dans le cadre des cibles 90-90-90. Il est estimé
qgu'environ 75 % des PVVIH connaissent maintenant leur statut sérologique ; en
2017, parmi celles connaissant leur statut, environ 79 % avaient accés a un
traitement, et chez 81 % des personnes sous traitement, la charge virale était
supprimée °®. La réduction du nombre des nouvelles infections par HIV a été la plus
forte dans la région la plus touchée par le virus, I'Afrique orientale et australe, ou les
nouvelles infections ont diminué de 30 % depuis 2010 ?°°. Six pays (parmi lesquels 3
pays africains), le Botswana, le Cambodge, le Danemark, le Swaziland, la Namibie et
les Pays-Bas, ont atteint les cibles 90-90-90 et sept autres pays sont en bonne voie
de les atteindre. Le fossé le plus large est celui du premier 90 : en Afrique de I'Ouest
et en Afrique centrale, par exemple, seulement environ 48 % des séropositifs
connaitraient leur statut sérologique (Figure 24) *°°. L’Afrique de I'Ouest et I'Afrique
centrale ont du retard : en 2017, seulement 26% des enfants et 41% des adultes ont
eu acces au traitement contre 59% des enfants et 66% des adultes en Afrique de

I'Est et en Afrique australe. Depuis 2010, le nombre de déces liés au sida a diminué

46



de 24% en Afrique de I'Ouest et en Afrique centrale, contre 42% en Afrique de I'Est

et australe. Le Nigeria concentre plus de la moitié (51%) de la charge de morbidité

205 ot 59% des nouvelles infections du HIV dans la région (Figure 24D), peu de

progres ont été réalisés en matiere de réduction des nouvelles infections ces

derniéres années 2%,

A 20
“ Gaptoreaching
\ the first §0:
2.7 million
15
10

76%
[61-85%]

Mumber of peaple living with HIV {million)

Peaple living with HIV
who know their status!

&

|

..

100
=
% Gap to reaching | 75
the second $0: %
4.1 million Gap to reaching
the third §0: -
k 45 million o §
&
60% 50%
[48-68%] [40-57%] 25
0
Paapla living with HIV People living with HIY who
on treatment are virally suppressed®
B scuth Afica
bl ozamibigque
[ | Kenya
Zamilda
B United Republic of Tanzania
B uUganda
I Zerbabwe
telalawen
B Ethicoia
B angoia
= Restof the moicn

47



6000 100
N
il i 5
: Gap to reaching \\
g 4000 the fll'.St. 9: Gap 10 reaching \ 4
! 3.0 million the second 90: Gap to reaching §
¥ 29 nillon tethid90 |50 U
3 \ 29milion ¢
E 2000
People living with HIV People living with HIV People living with HIV who are
who know their status' on treatment virally suppressed?
B HMigeria
.| Camercon
_\\\%‘: . Shana
@x TEte d'hecare
- Emooratic E
‘} - S'F the Emg:cpubh:
[ Centml African Republc
‘ | Guinea
Congo
Bl ali

Sicrra Leocne

/N N

Rest of the mgicn

Figure 24. Connaissance du statut HIV, couverture et efficacité du traitement en Afrique de I'Est et du
Sud (A), Centrale et de I'Ouest (C) et distribution des nouvelles infections (B et D) en 2016, d’apres *.

Seule une PVVIH sur trois était sous traitement en 2016 au Nigeria, méme si la
couverture du traitement antirétroviral a augmenté par rapport & 2015 ou seulement

24% des PVVIH étaient sous traitement 2%,

1.1. Objectif de dépistage de 90% des PVVIH

D’une maniére générale, le diagnostic de l'infection par HIV est tardif , notamment
chez les femmes (60.8%) et chez les hommes contaminés par voie hétérosexuelle
(67.1%) 2. La stigmatisation et la discrimination liées au HIV et au changement de
comportement sexuel peuvent augmenter le risque de diagnostic tardif ou d'infection
du HIv 2%,
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1.2. Objectif de 90% de prise en charge thérapeutiqgue de 90% des
PVVIH dépistées

Une étape majeure a été atteinte en 2016, pour la premiére fois, plus de la moitié de
toutes les PVVIH (53%) avaient accés a un TAR. Les données rapportées par 72
pays montraient que la rétention dans le traitement antirétroviral aprés 12 mois variait
de 72% en Afrique de I'Ouest et du Centre a 89% au Moyen-Orient et en Afrique du
Nord?%. Cinquante-neuf pour cent des adultes de 15 ans et plus et 52% des enfants
de 0 a 14 ans vivant avec le HIV ont recu un traitement en 2017 a vie. Le taux de
couverture mondiale par le TAR des femmes enceintes vivant avec HIV s’élevait a
80% °’. Au Bostwana et en Colombie plus de 70% des PVVIH dépistés étaient sous
traitement et au Brésil 60% recevaient un traitement en 2015. Au Nigeria, au Tchad,
en Républiqgue démocratique du Congo et au Soudan du Sud la couverture du
traitement des adultes n’était que de 21%, 24%, 20% et 5%, respectivement en
2013%%,

2. Stratégie de dépistage recommandée par 'OMS

Le dépistage du HIV fait partie des stratégies de prévention et est la porte d'entrée,
en cas de découverte de séropositivité, vers le traitement, les soins et d'autres
services de soutien (Figure 25). Le dépistage du HIV est une étape clé pour la
réussite de la stratégie d’éradication.

La qualité de l'interaction entre le patient et le médecin au moment du conseil et du
dépistage est primordiale. Ce qui se passe derriere une porte close peut avoir des
conseéquences importantes sur I'utilisation de ces services, la réduction des risques
et la réussite de l'orientation vers une prise en charge et un traitement, en particulier

dans le cas de populations vulnérables 2%.

49



Donn ées stratégigues Mo bilisation des ressounces
pour les décisions powr |"action
Intensific ati on Approche s straté gigues Traitement | Qualité des Résistance
de la prévention du dé pistage pour tows services et du VIH aux
PrEP foanrniture médicaments
Circ oncisions des services
medicales wolontaires Populations clés

- ! l | -
SUPPRESSION
DE LA CHARGE
VIRALE

Figure 25. Continuum du dépistage, de la prévention, du traitement et des soins, d’apres le plan
d’action mondial contre la résistance du VIH aux médicaments (2016-2021) de 'OMS en avril 2016.

2.1. Les stratégies et algorithmes de dépistage

Les stratégies de dépistage standardisées proposées par 'OMS (Figure 26) sont
simples et peu onéreuses et permettent d’obtenir un diagnostic fiable °°. Elles
different selon que la prévalence de HIV soit faible ou forte dans les populations. Une
série de trois tests différents est nécessaire pour poser le diagnostic : tests
diagnostiques rapides (TDR), test immuno-enzymatiques (EIA) ou tests
supplémentaires. Lorsqu’on utilise dans ces stratégies de dépistage, des tests
sérologiques offrant une sensibilité de 99 % au moins et une spécificité de 98 % au
moins, on obtient des résultats exacts et fiables. Une combinaison correctement
choisie de TDR et/ou d’EIA utilisée dans un algorithme de dépistage national validé
peut fournir des résultats aussi fiables, voire plus, que ceux de combinaisons
ElIA/Western blot classiques et pour un codt beaucoup plus faible. En outre, avec un
algorithme utilisant des TDR, une personne testée peut prendre connaissance de

son statut vis-a-vis de HIV le jour méme du dépistage *°.

2.2. Les situations particulieres

L’OMS recommande de répéter le dépistage pour garantir 'exactitude du diagnostic

dans trois situations 2°° :

1. chez les personnes avec un résultat négatif mais qui restent exposées a un
risque d’infection par ce virus (populations clés, par exemple) ;
chez les personnes dont le test n’est pas concluant au bout de 14 jours ;

3. dans le but de vérifier un diagnostic de positivité vis a vis de HIV avant de

recruter une personne dans un programme de soins et/ou de débuter un TAR.
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L’OMS préconise également de ré-tester périodiqguement les personnes utilisant le

TAR a titre préventif, tout comme celles se servant de ce traitement comme

prophylaxie de préexposition ou de post exposition.

Lorsque le test HIV initial ne permet pas de faire un diagnostic, des tests

supplémentaires peuvent étre utilisés, tels que des tests qui détectent uniquement

l'antigéne p24 ou des types spécifiques d'anticorps anti-HIV-1/2. La Figure 27, illustre

les types de tests pouvant étre utilisés a differents moments de I'histoire naturelle de

I'infection par HIV. Les différentes catégories de tests sérologiques sont résumées

dans le Tableau 2.
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Figure 26. Stratégie de dépistage recommandée par ’OMS. A : en zone de prévalence élevée (=5%)

B : Prévalence élevée (<5%). Le test choisi pour étre utilisé en premier (premiére intention ou A1

devra présenter la sensibilité la plus élevée, alors que les tests de deuxiéme (A2) et de troisiéme (A3)
intentions devront posséder la spécificité la plus élevée®®.
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Figure 27. Détection de l'infection & HIV avec divers %énérations de test de diagnostics in vitro en
fonction de I'histoire naturelle de l'infection, d’aprés *%°.
Tableau 2 : les tests de diagnostic sérologiques du HIV

Génération Source d'antigéne et caractéristiques des tests

Premiere Lysat viral brut en tant qu'antigene.
Relativement sensible mais peu spécifique.
Détecte les anticorps immunoglobulines G (IgG) uniquement.

Deuxiéme Protéines recombinantes et peptides synthétiques comme antigene.
Spécificité et sensibilité améliorées. Détecte les IgG uniguement.
Troisieme Protéines recombinantes en tant qu'antigene, avec le méme

antigéne conjugué a une enzyme (sandwich a l'antigéne).
La sensibilité et la spécificité affinés. Détecte les anticorps IgG et
immunoglobuline M (IgM).

Quatrieme Protéines recombinantes en tant qu'antigene et anticorps
monoclonaux.
Détecte les anticorps IgM et IgG et l'antigéne p24 du HIV ; par
conséquent, une sensibilité accrue lors d'une infection précoce,
c'est-a-dire pendant la séroconversion.

Source OMS 209

3. Suivi de l'infection

Le suivi des patients infectés par HIV est une étape clé pour la réussite des 2
derniers objectifs « 90 » et a pour but principal de retenir dans les soins toutes les
personnes dont le diagnostic d’infection est confirmé, puis suivre leur évolution tout
au long de la cascade de services de soins de l'infection, depuis l'inscription dans les

soins, la mise en route du TAR jusqu’a la suppression durable de la charge virale #°.
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Les nouvelles recommandations cliniques et de prestation des services, entre autres
: () un traitement de toutes les personnes dont l'infection par HIV est confirmée
indépendamment de la numération des CD4 ou du stade clinique ; (ii) la mise en
route précoce du TAR pour toutes les populations ; (iii) le suivi du TAR a vie ; (iv) un
schéma thérapeutique privilegié de premiére intention ; (v) des schémas de
deuxiéme intention pour les adultes, les adolescents et les enfants en cas d’échec du

schéma de premiére intention #°.

La numération des lymphocytes CD4+ de départ est utilisée (Figure 28) uniquement
pour identifier les patients atteints d'une infection sévere ou avancée (a prendre en
charge rapidement, a dépister pour rechercher d'autres infections opportunistes). Elle
n’est donc pas utilisée a des fins de suivi ; cette numération est remplacée par un
suivi de routine de la charge virale a 6, 12, 24, mois, etc..., ainsi que pour

diagnostiquer et confirmer un échec thérapeutique le cas échéant 2*°.

1 2 3 4 5
Diagnostic 1 test de g Ter test ’
7 ; T~ Mise en route Suppression
de l'infection numération d'un TAR de mesure de delaCV
aVIH D4 ““ laCV A

Figure 28. Les 6 évenements sentinelles de la prise en charge des cas de HIV, d’aprés 210,

4. Traitement antirétroviral

4.1. Molécules antirétrovirales disponibles

Les ARV sont regroupés en six classes de médicaments en fonction de la facon dont
chaque médicament interfere avec le cycle de vie du HIV (Figure 29). Au sein d’une
méme classe, les caractéristiques pharmacodynamiques (mécanisme d’action sur la
cible virale) et pharmacocinétigues (en particulier la pénétration et la diffusion
tissulaire ainsi que les voies d’élimination) sont souvent proches et conditionnent le
niveau d’exposition dans l'organisme. Elles incluent les inhibiteurs nucléosidiques
/nucléotidiques de la transcriptase inverse (INTI), les inhibiteurs non nucléosidiques
de la transcriptase inverse (INNTI), les inhibiteurs de la protéase (IP), les inhibiteurs

de transfert de brin intégrase (INSTI), les inhibiteurs de la fusion (IF) et de l'entrée

(IE).
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ABC : Abacavir, AZT : Zidovudine, DDI : Didanosine, ddc : Zalcitabine, d4T : Stavudine, 3TC:
Lamivudine, TDF : Ténofovir, FTC : Emtricitabine, NVP : Nevirapine, DLV : delaviridine EFV : Efavirenz, ETR:
Etravirine, DOR : Doravirine RPV : Rilpivirine SQV : Saquinavir, RTV: ritonavir, NFV : Nelfinavir, APV :
Amprenavir, LPV : Lopinavir, FPV : Fosamprenavir, TPV : Tipranavir, DRV : Darunavir, IDV : Indinavir MVC :
Maraviroc, T20 : Enfuvirtide , RAL : Raltegravir, EVG : Elvitegravir, DTG : Dolutegravir. BIC : Bictegravir, CAB :
Cabotégravir

Figure 29. Liste des antirétroviraux disponibles avec leur année d’autorisation de la FDA.
4.2. Schéma(s) thérapeutique(s) préconisé(s)
4.2.1. En premiére ligne

Les nouvelles orientations sur les schémas de TAR privilégiés pour les adultes et les
adolescents engagent a réduire la dose d’efavirenz en vue d’améliorer la tolérance,
de réduire les colts et d’opter pour la classe des inhibiteurs de l'intégrase dans les
TAR de premiere intention. L'OMS recommande I'élimination de ['utilisation de la
stavudine (d4T) dans les schémas de TAR de premiére intention et encourage
'association d’ARV en doses fixes en prise unique quotidienne. Les données pour
les schémas de TAR de premiere intention privilégiés pour les enfants jusqu’a 3 ans
et agés de 3 ans a 10 ans ont été examinées et la qualité des données a été
gualifiée de forte. Le tableau ci-dessous (Tableau 3) présente les schémas de TAR
de premiére intention privilégies et les autres options conseillées pour tous les

groupes d’age .
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Tableau 3 : schémas de TAR de premiére intention privilégiés et autres options

conseillées.
\ Schémas de
TAR de premiére intention premiére intention Schémas de premiére intention alternatifs 1.2
privilégiés
AZT + 3TC + EFV (ou NVP) - TDF + 3TC (ou
Adultes TDF +3TC (QUFTC) c1¢) 4+ DTG - TDF + 3TC (ou FTC) + EFV400-

+ERV TDF + 3TC (or FTC) + NVP

Femmes enceintes/allaitant TDF + 3TC (ou FTC) AZT + 3TC + EFV (ou NVP)- TDF + 3TC (ou
au sein + EFV FTC) + NVP

AZT + 3TC + EFV (ou NVP)

TDF + 3TC (ou FTC) TDF (ou ABC) + 3TC (ou FTC) + DTG TDF (ou
+ EFV ABC) + 3TC (ou FTC) + EFV4003:4:5 TDF (ou
ABC) + 3TC (ou FTC) + NVP

ABC + 3TC + NVP

ABC + 3TC + EFV AZT + 3TC + EFV (ou NVP)

TDF + 3TC (ou FTC) + EFV (ou NVP)

ABC (ou AZT) + 3TC + NVP

Adolescents

Enfants a partir de 3 ans et
de moins de 10 ans

ABC (ou AZT) + 3TC

Enfants de moins de 3ans ' LPV/r

Source d’aprés OMS M.

1 L’utilisation de la d4T devrait étre éliminée des options de traitement de premiére intention pour les
adultes et les adolescents.

2 ABC ou les inhibiteurs de la protéase rehaussés (IP) (ATV/r, DRV/r, LPV/r) peuvent étre utilisés dans
certaines circonstances.

4.2.2. Schémas de TAR de 2°®™ et 3*™ ligne

L’OMS insiste sur une approche de santé publique pour les TAR de deuxiéme et
troisieme intention. Les schémas thérapeutiques de deuxiéme intention privilégiés
ainsi que d’autres options sont proposés, conformément aux principes d’optimisation
des TAR, a la disponibilité des associations d’ARV en doses fixes, a la tolérance et
au risque de mutations de résistance. Les nouvelles recommandations visent
I'utilisation de DRV/r ou RAL avec LPV/r comme schéma TAR alternatif pour les
adultes et les adolescents.

Un schéma thérapeutique de deuxiéme intention basé sur le RAL est recommandé
pour les enfants aprés échec d’un schéma thérapeutique de premiére intention basé
sur de la LPV/r. Les schémas thérapeutiques de troisieme intention doivent
comprendre de nouveaux médicaments, qui présentent le minimum de risque de
résistance croisée avec les schémas thérapeutiques utilisés précédemment. Un
patient en échec thérapeutique sous TAR de deuxieme intention pour lequel on ne
dispose pas de nouvelle option d’ARV doit continuer a recevoir un schéma

thérapeutique bien toléré ',
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Tableau 4 : options de deuxiéme et troisieme lignes proposeées par 'OMS, d’aprés
211

2 INTI + ATV/r ou LPVI/r 1 -

2 INTI + DRVIr INTI
Adulies et adolescents 2 INTI + ATV/r ou LPVIr gRt\.//r.+ f IN'I(;I * ”\:]NTI
ptimisation du schéma
+
2INTI+ DTG 2 INTI + DRV/r thérapeutique a l'aide du profil
génotypique
Femmes 2 INTI + ATV/r ou LPV/r
intes/allaitant 2 INTI + EFV DRV/r + DT RAL) £ 1-2 INTI
ggicnem es/allaitant au > NRTI + DRVIr Ir G (ou )
Si allgés de moins de 3
2 INTI + ans: 2 INTI + RALZ DTG + 2 INTI
Enfants LPVIr Sia igésdeplusde3  |DRV/3+2INTI

ans : 2 INTI + EFV or RALpRV/r + DTG4 + 1-2 INTI

2 INTI + EFV 2 INTI + ATV/r3 ou LPV/r
INTI = inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse ; INNTI = inhibiteur non nucléosidique de la
transcriptase inverse

Alors que les principes de la pharmaco-résistance sont les mémes dans toutes les
populations, les approches des tests de résistance aux médicaments et du
changement de régime peuvent différer entre les pays a revenu faible, intermédiaire
et élevé en raison de la disponibilité variable des tests de diagnostic et des ARV (voir
chapitre « obstacles a surmonter » ci-dessous).

4.3. Efficacité des ARVs sur les réservoirs

La faible diffusion de certains antirétroviraux dans les tissus, peut contribuer a la

constitution de réservoirs distincts pouvant abriter des formes latentes de HIV-1 chez

des personnes sous TAR prolongé (Figure 30) %2,

4.3.1. Tractus génital féminin

Le HIV est détectable dans les cellules cervicales féminines et les sécrétions

génitales de la plupart des patients non traités mais également étre détecté chez 8 a

213

87,5% des femmes sous ARV efficace au niveau sanguin , suggérant que

certaines femmes pourraient avoir un réservoir de HIV séparé dans le tractus génital,

peut-étre en raison de la pénétration réduite de certains antirétroviraux 2242,
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Figure 30. Données pharmacologiques des ARVs dans les tissus muqueux, d’aprés Kashuba et al.
R4P meeting 2016 (SY03).

Dans I'étude prospective EP24 GYNODYN de I'ANRS, il est ressorti que I'ARN
cervico-vaginal du HIV-1 était devenu indétectable chez plus de 90% des femmes a
6 mois sous multithérapie mais I'ADN génital du HIV-1 restait souvent détectable (27-
50%). Pres de 40% des femmes présentant un ARN plasmatique HIV-1 indétectable
soutenu apres 6 a 18 mois de traitement TAR, présentaient des ARN intermittent du
HIV-1 (15% des femmes) ou de 'ADN de HIV-1 (31% des femmes) dans leurs

sécrétions génitales °.

4.3.2. Rectum

L’existence d’un réservoir viral au niveau rectal a été mis en évidence chez des
macaques infectés par RT-SHIV et sous TAR suppressif au niveau sanguin . Les
niveaux d'ARN et d'’ADN du HIV dans les biopsies rectales semblaient stables
pendant un an de traitement antirétroviral avec des cellules intestinales HIV+ en ADN
deux fois supérieures a celles du sang 2*2.

Une autre étude portant sur l'intensification du traitement antirétroviral a 1-2 ARV a
suggéré que l'iléon ou d'autres sites intestinaux, pourrait étre un site de réplication

continue chez certains patients sous TARV %Y. Ceci est probablement lié & une faible
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pénétration des ARV dans certains sites de l'intestin, ce qui pourrait entrainer une
réplication virale localisée a faible concentration.

Dans une étude menée chez 10 patients chroniquement infectés par le HIV, sous
TAR suppressif depuis plus de 1 an mais moins de 5 ans ont bénéficié de biopsie
alors que le prélévement sanguin a été effectué avant linitiation du TAR. Des
mutations conférant une résistance potentielle aux inhibiteurs de la protéase
saquinavir / ritonavir et tipranavir (K20M, M36l, 162V, H69Q) et a I'étravirine (V106l,
V179l) ont été détectées chez un patient. Les mutations aux analogues de la
thymidine (TAM) D67N, L210W, T215A et T69D conférant une résistance aux
inhibiteurs nucléosidiques de la zidovudine, du didanoside, de la stavudine, de
I'abacavir et du ténofovir ont été détectés chez un autre patient. La mutation K103N a
été obtenue dans le plasma sanguin et la biopsie rectale du méme patient (avant et
apres initiation au TAR), conférant un niveau élevé de résistance a I'éfavirenz et a la
névirapine. De légeres différences ont été observées entre les profils de résistance
chez quelgues patients sur le géne de la protéase : L10l, K20l et / ou M36l, 162V,
Q58E, A71T et A71V 8,

La mutation T215D a été détectée dans le tissu rectal (aprés mise sous traitement)
alors que T215W était présente dans I'échantillon de plasma sanguin (avant initiation
du TAR) chez un patient. La mutation T210W a été observée dans la biopsie mais
pas dans I'échantillon sanguin initial du patient. Il convient de noter la présence de la
mutation M230I liée a la résistance a la rilpivirine dans la fraction de PBMC de ce
patient. Cet homme avait recu 2 schémas thérapeutiques successifs, le schéma en
cours était 'emtricitabine, le ténofovir et la rilpivirine #*8. La muqueuse rectale peut
intégrer des souches de HIV-1 résistantes a un traitement antirétroviral sélectionné
pendant le traitement et participe a la non-atteinte des concentrations locales

optimales de médicaments 2.

5. Résistance aux antirétroviraux

La résistance est due a la présence de mutations sur le génome viral qui réduisent la
sensibilité du virus par rapport a celle observée chez un virus sauvage. Il existe des
modifications au niveau soit de la cible moléculaire de I'ARV (Ex : RT, protéase,
intégrase) ou soit d’autres protéines virales qui interférent indirectement avec

lactivité de la molécule antirétrovirale (ex : géne gag et résistance aux IP). La
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probabilité de sélectionner une mutation associée a la résistance a un antirétroviral

dépend de trois facteurs :

¢ le niveau de réplication du virus ;

e le taux d’erreur de la transcriptase inverse ;

e la présence dun agent de sélection, I'antirétroviral a concentration
suboptimale. Cette derniere peut étre due a une mauvaise observance, a des
interactions médicamenteuses, une posologie sous-dosée ou une mauvaise

diffusion dans les tissus profonds par exemple.

5.1. Notion de barriere génétique

La barriere génétique d’'un antirétroviral décrit la capacité a sélectionner des virus
résistants a cet antirétroviral lorsque la réplication virale n’est pas contrélée (Figure
31A). Cela comprend plusieurs notions combinant : (1) le nombre de changements
nucléotidigues nécessaires pour obtenir une mutation de résistance, (2) I'impact de
cette mutation sur le niveau de sensibilité a I'antirétroviral, (3) I'impact de cette
mutation sur la capacité réplicative virale ; 'ensemble conditionnant la vitesse de
sélection des variants résistants. La concentration plasmatique ou intracellulaire de
I'antirétroviral influence de méme I'émergence de résistance #*°.

Une molécule a barriere génétique faible nécessite une seule mutation pour
augmenter le niveau de résistance phénotypique. A linverse, une molécule a
barriere génétique élevée nécessite la sélection de plusieurs mutations pour

atteindre un niveau de résistance phénotypique élevée.
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Figure 31. Notion de barriére génétique d’'un ARV et impact du nombre de mutations sur la résistance
E)lr;énotypique (A) et effet sur la CV d’'une mutation conférant un haut niveau de résistance (B), d’apres

Il est admis que la barriere génétique est faible pour la lamivudine/emtricitabine,
I'éfavirenz et la névirapine ; elle est intermédiaire pour les INTI tels que la zidovudine
et le ténofovir et les IIN de premiere génération ; elle est élevée pour les IP et les INN
de deuxiéme génération *°.
comprennent M184V / |, K65R, K70E / G, L74V, Y115F et Q151M et provoquent une

résistance phénotypique de haut niveau a la lamivudine et a l'emtricitabine. Elles

Les mutations les plus courantes pour les INTI

provoquent également une résistance croisée phénotypique de faible niveau a

'abacavir et, dans une moindre mesure, a la didanosine. Elles augmentent la
220

hY

sensibilité au ténofovir et a la zidovudine La M184V est principalement
sélectionnée par le ténofovir et, dans une moindre mesure, par la stavudine,
abacavir et la didanosine. La K65R entraine une résistance intermédiaire au
ténofovir, a I'abacavir, a la didanosine, a la lamivudine et a I'emtricitabine, une faible
résistance a la stavudine et une sensibilité accrue a la zidovudine ?%°.

Les mutations les plus communes des INNTI sont L100l, K101E/P, K103N/S,
V106A/M, Y181CIV, Y188L, G190A/S/E et M230L. Une seule mutation est suffisante
pour conférer une résistance croisée a l'efavirenz et la névirapine sans altérer la
capacité réplicative du virus : il s’agit de la K103N (Figure 36B) ?'°. A I'exception de

K103N/S et V106A/M, les mutations les plus courantes liées aux INNTI sont
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également associées & une sensibilité réduite & I'étravirine et / ou & la rilpivirine. #%°.
La mutation E138K a été observée chez environ la moitié des patients développant
un échec virologique recevant de la rilpivirine #%°.

Les inhibiteurs de protéase dont la concentration plasmatique est augmentée par
I'association au ritonavir ont une barriére génétique élevée avec peu de sélection de
résistance. Plusieurs mutations sont nécessaires pour restaurer la réplication virale
car certaines mutations impactent la capacité réplicative et d’autres la restaurent
(exemple de la sélection de mutation majeure et mineure aux IP pour conférer une
résistance en présence du ritonavir) %°.

La préexistence de certaines substitutions d’acides aminés telles que V32I, 154M,
A71V et 184V dans la protéase du HIV-1 facilite le développement d’une résistance
au DRV de haut niveau. Il convient de préter attention a linstauration ou a la
poursuite de schémas thérapeutiques contenant du DRV chez les personnes

atteintes du HIV-1 contenant la substitution V321 ?%*.

5.2. Polymorphisme et résistance naturelle de certains sous-types non-B
aux ARV

Des résistances naturelles a certains antirétroviraux ont été décrites ; ainsi, les virus
du groupe O HIV-1 sont résistants aux INNTI du fait de la présence poly- morphique
des mutations A98G, K103R et V179E, associées ou non a la mutation Y181C sur la
transcriptase inverse *°. En outre, la diversité génétique des génes du HIV-1 se
traduit par un changement de séquence d'acides aminés de la protéase ou de la
transcriptase reverse, qui peut modifier le niveau de résistance aux médicaments. |
est maintenant bien connu que de nombreuses mutations présentes sur le gene de
la protéase de souches de sous-type non B en absence de TAR proviennent d’un
polymorphisme naturel %2, Un impact délétére sur le succés thérapeutique n’a
toutefois pas été clairement établi >, D’autre part des études récentes suggeérent la
présence de la mutation E138A sur un grand nombre de sous-types non-B et en
absence de traitement par rilpivirine, ce qui pourrait impacter a terme ['utilisation de
cette molécule comme recours de 2°™ ou 3°™ ligne %,
Au total, ce polymorphisme naturel est a prendre en compte dans les stratégies de
traitement en Afrique Subsaharienne, ainsi que l'utilisation trés fréquente des INNTI
de premiére génération (efavirenz et névirapine), molécules a faible barriere

génétique.
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5.3. Tests génotypiques de résistance aux antirétroviraux

Les tests génotypiques permettent d’identifier les mutations présentes dans les
génes de la transcriptase inverse, de la protéase, de I'intégrase, de la boucle V3 et
de la gp4l. Aprés PCR, le séquencage des génes par techniqgue Sanger est la
référence. Les protocoles les plus utilisés sont celui du groupe Résistance AC11 de

FANRS décrit sur le site http://www.hivfrenchresistance.orq, et celui d’'une trousse

commerciale (ViroSeq Genotyping, Abbott Molecular,
https://www.molecular.abbott/int/fr/products/infectious-disease/viroseqg-hiv-1-

genotyping-system). Ce séquencage de type Sanger ne permet d’analyser que la

population virale majoritaire, représentant au moins 20% de la population virale totale
circulante dans le plasma. Les algorithmes d’interprétation des mutations doivent étre
«cliniquement validés» pour étre pertinents. Il existe différents algorithmes
d’interprétation qui reposent sur des études de corrélation entre le profil de mutations
et la réponse virologique vis -a-vis de l'antirétroviral analysé. Les algorithmes du
groupe Résistance évoluent en fonction des données disponibles réactualisées tous
les 6 a 12 mois et sont disponibles sur les sites web:

http://www.hivfrenchresistance.org et http:/hivdb.stanford.edu. ?**

Les techniques de détection des populations virales minoritaires par séquencage
haut-débit (NGS) sortent actuellement du cadre de la pratique clinique et sont
réservées aux protocoles de recherche. Leur intérét dans la prise en charge des
patients reste a définir, bien que certaines trousses commencent a étre disponibles
sur le marché. Les approches phénotypiques sont quant a elles réservées a des
laboratoires spécialisés et sont surtout utilisées dans le cadre de protocoles #%°.

Aucune interprétation consensuelle n'existe a ce jour et les experts ont parfois des
opinions différentes. En conséquence, plusieurs algorithmes pour l'interprétation des
informations sur la résistance génotypique du HIV-1 ont été congus. L'évaluation de
leur impact sur I'évolution clinique n'est pas toujours simple ?%. Les algorithmes
d'interprétation génotypique les plus répandus sont : HIVdb (Stanford University
Medical Center, CA, Etats-Unis) ; RetroGram (Virology Networks BV, Utrecht, Pays-
Bas); Regalnst (Institut Rega de recherche médicale et d’hopitaux universitaires de
Louvain, Katholieke Universiteit Leuven, Belgique) ; ANRS AC11 (Agence Nationale
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de Recherches sur le SIDA); et HIV-GRADe (développé par une initiative allemande

de normalisation). Les 2 plus utilisés sont ceux de Stanford et de '’ANRS.

Celui de Stanford permet de comparer la séquence d’intérét a celle de référence d’'un
sous-type B consensus, et les difféerences sont utilisées comme parametres pour
interroger la base de données sur la résistance aux médicaments anti-HIV.
L'algorithme HIVdb attribue un score de pénalité pour chague mutation de résistance

227 ot classe la résistance aux

227 Le programme utilise le score total du médicament
meédicaments anti-HIV selon cing niveaux : sensible, faible niveau de résistance
potentielle, faible niveau de résistance, résistance intermédiaire et résistance de haut

niveau 2%,

En ce qui concerne I'algorithme de 'ANRS, les régles sont présentées sous forme de
tableaux énumeérant les mutations conférant une résistance génotypique ou une
éventuelle résistance génotypique aux médicaments anti- HIV et seront
régulierement mises a jour. On peut y accéder via le site Web

http://www.hivfrenchresistance.org sur lequel des séquences complétes ou des

mutations individuelles peuvent étre saisies. Les régles des versions actuelles
reposent presque exclusivement sur des données de corrélation entre les mutations
de pharmaco résistance et les résultats virologiques provenant d'une vaste base de

données sur les patients sous traitement antirétroviral %*”.

5.4. Données de résistance primaire

La résistance primaire aux ARV est définie comme étant liée a des mutations de
résistance retrouvées en absence de TAR, a la découverte de la séropositivité ou au
moment de linitiation du traitement. Elle peut étre liée a une contamination par une
souche préalablement porteuse de mutations de type polymorphique ou issue d’une
personne «source» en échec thérapeutique d’'un ou plusieurs ARV.

Plusieurs études de résistance ont trouvé des taux variables selon les pays et selon
les sous-types. Actuellement en Europe et en Amérique du Nord le taux de
résistance primaire est estimé & environ 10% 2%°.

En ce qui concerne la résistance aux INTI, une étude menée en ltalie a rapporté un
taux global de 11% (13,1% chez les porteurs du sous type B et 4,2% pour les non-B)
230 En Angleterre la T215,, était présente seule dans 47% des séquences *!. Au
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Canada, elle était de 5% avec comme principales mutations : T215Y/F et M184V %32,
En Chine, une étude a retrouvé un taux de 1,5% avec comme mutations M184V et
T215FY 2%, Aux USA, une étude réalisée entre 1995 et 2010 montrait une diminution
de la résistance de 15,5% a 2,7% avec comme principales mutations : M41L (3,7%),
T215Y (4%) *°. Les principales mutations de résistance aux INTI trouvées en Afrique
sont M184V/I, T215F/D et K219Q 2428,

Au Canada la mutation K103N était présente chez 3,8%2** de la cohorte. En Europe
la K103N était la plus fréquemment retrouvée avec 2,9% de cas de mutations **°. La
résistance aux INNTI a été observée en ltalie chez 6% des patients®° (6,7% chez les
porteurs du sous-type B et de 2,2% chez les porteurs du sous-type non B). Une autre
étude italienne trouvait que 100% de HIV1 sous type C portaient la mutation K103Q,
et 100% des CRF17_BF avaient des mutations K101E et E138K #®. En Chine, il y
avait 2,3% de cas de résistance avec comme principales mutations Y181C, K103N et
M230L?*. La mutation la plus courante aux USA était K103N/S (4,7%). Cette
prévalence a augmenté de 1,9% a 8,0% entre 1995 et 2010%°. En Angleterre la
K103N était présent dans 31%%*!. En Afrique les mutations K103N, Y181C et

Y188C/L sont les plus fréquemment retrouvées 23*236-238.240-248

Le taux de résistance aux IP est d’environ 2,0% en Europe®*. Au Canada les
mutations primaires V82A et L90M étaient respectivement de 2,5% et 3,8% présents
chez les patients®®?. En Chine, elle était de 2,3% avec la mutation 154T et des
résistances de niveau intermédiaire et bas observées pour six IP (atazanavir (ATV),
indinavir (IDV), lopinavir (LPV), nelfinavir (NFV), saquinavir (SQV) et tipranavir
(TPV)?*. En Angleterre, il y a la L90M dans 10 % #. Il y a eu trés peu de mutation

rapporté en Afrique, mais la 154L a été trouvée au Mali et au Cameroun 2*"?*° |a

M461/L en Guinée équatoriale et au Kenya 24324¢

Malgré la puissance, la tolérance et la durabilité des INSTIs de premiére génération,
des mutations de résistance sont détectées jusqu'a 8% dans les essais cliniques
étudiant des patients dans une étude de résistance primaire®®. Eron J. et al., ont
confirmé que les voies de mutation pour la résistance au raltégravir pourraient étre
différentes entre les deux sous-types CRF02_AG et B avec une utilisation

préférentielle de la mutation 155 dans des sous-types non B %%,
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5.5. Emergence des souches résistantes dans les réservoirs

Il s’agit d’'une question importante qui a une implication sur la morbidité/mortalité
individuelle mais aussi au niveau collectif sur le risque potentiel de transmission.
Quelques études ont évalué cet aspect dans les compartiments (Tableau 5). Dans
une étude, portant sur 162 échantillons de spermes issus de patients naifs de
traitement, 13.6% de mutation ont été observées sur la protéase et la transcriptase
inverse. Les principales mutations trouvées concernent les INNTI : K101P, K103N,
Y181C, P225H; les INTI : M41lL, D67N/G, insertion-T69, K70R, L74V, M184V,
L210W, T215S/Y, K219E/Q ; et les IP : M46l, 154V, V82A, 184V, L90M*?,

Dans un autre travail, trois patients sur quarante un ayant une charge virale
indétectable dans le plasma sanguin, avaient des mutations de résistance sur les
souches séminales. La mutation A71V (sur le géne de la protéase) est trouvée chez
un patient traité avec NFV-DDI-DAT. Des mutations ont été trouvée a la fois sur la
reverse transcriptase et la protéase chez deux patients : un recevant NFV-3TC-D4T
(avec comme mutations : M184| et M361 et L63P) et 'autre LPV/r-ABC-DDI-DAT (les
mutations étaient : M41L T215Y, L10Il, L63P, A71V, V82A, et LO9OM). Il y avait un
patient qui avait les mémes mutations dans le sang que dans le sperme #*°. Des
mutations ont été identifiées dans le sperme de 66,7% des patients traités et 50 %
des patients non traités. Les profils de mutation différents entre les compartiments
sanguin et séminal ont été trouvés chez 46,2 % des patients. Les molécules utilisées
étaient : d4T, ddC, AZT, ddl, 3TC et les principales mutations trouvées sont : K70R,
M184V. En outre, 30,8% des patients avaient deux mutations ou plus dans le plasma
des sujets, mais aucun des patients n’avait plus d'une mutation dans le sperme %*.
Au niveau de la salive, une étude phylogénétique a montré a partir de 20 patients
une forte homologie entre les séquences plasmatiques et salivaires (concordance
génotypique moyenne> 99% au niveau des nucléotides et des AA). Dans le gene de
la protéase (PR), neuf patients présentaient des mutations de résistance mineures
(L2101, A71A V et A71V) sans mutations de résistance majeures. Une discordance de
mutations dans la protéase entre le plasma et la salive a été observée chez cing
sujets ; dans chaque cas, une mutation mineure de PR a été trouvée dans le plasma
gui n'était pas présent dans la salive. Dans la région de la transcriptase inverse (RT),
six patients présentaient des mutations de résistance (D67N, K103N, Vv108I, V118I,
E138A, G190A et T215S). Des différences dans les mutations de résistance a la RT
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ont été observées entre les génotypes plasmatique et salivaire chez quatre sujets sur

six 2°°,

Tableau 5 : comparaison des profils de résistance observés entre le compartiment

sanguin et génitale.

Auteurs Année

Plasma Sanguin

Sécrétion génitale

Soulie C et al > 2015

Béguelin Cetal ®° 2014

Osborne et al »°’ 2013

Gianella et al #** 2013
Kemal et al > 2012
Liuzzi et al »* 2004
Solas et al **° 2003

Pas de résistance
observée
Pas de résistance

observée

Le méme profil dans les 2 compartiments

Pas de mutation

K103N, M184V,
G190S

K70R, 184V, L74V,
T69D, M41L
Charge virale

indétectable

K103N M41L D67N/G

M184V 54V K219Q T215S/Y

LO9OM
K103N, G190S
A98V
K70R, M184V

NFV DDI DAT (A71V)

NFV, 3TC D4T (M184l

M361 L63P) et LPV/r ABC
DDI DAT (M41L T215Y L10l,

L63P, A71V, V82A, L90M)

6. Les moyens de prévention

Les moyens de prévention couramment utilisés sont un élément important dans la

perspective d’éradication de I'épidémie a HIV d’ici 2030 (Figure 32). Nous pouvons

citer entre autresle dépistage élargi, la prophylaxie pré-exposition (PrEP), le

traitement systématique des PVVIH (TasP pour treatment as prevention), le

préservatif et la circoncision masculine.
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6.1. La prophylaxie pré-exposition (PreP)

La PrEP consiste en un traitement antirétroviral préventif qui peut étre administré par

voie orale ou par voie topique (on parle alors de microbicides).
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Figure 32. Prévention de I'infection par HIV : stratégie de réduction (d’éradication) de I'épidémie a
I'horizon 2030 (A), moyens de lutte contre les facteurs a risque (B).

6.1.1. PreP par voie orale

La PrEP est une stratégie efficace de prévention du HIV %°. En 2012, la Food and
Drug Administration des Etats-Unis a approuvé le Truvada (tenofovir + emtricitabine)
pour la PrEP orale en une prise par jour. Dans ses lignes directrices, le CDC
recommande que la PrEP soit considérée comme une stratégie de prévention pour
les patients séronégatifs a « risque substantiel » d’infection par HIV dans trois
groupes : HSH, adultes hétérosexuels et utilisateurs de drogues injectables.
L'essentiel de l'attention et de la recherche sur la PrEP (efficacité, efficience,

H 261.

faisabilité et acceptabilité) a été axé sur les HS Des études ont montré que

lorsque la PrEP est respectée tel que prescrit, elle réduit les risques d’infection par
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HIV & prés de zéro ?°%. L’adhésion, la surveillance et le colt du traitement ont été
identifiés comme des facteurs importants 2.

Cependant, de nombreux professionnels de la santé craignent une augmentation de
rapports sexuels sans préservatif et des comportements a risque avec la prescription
de la PrEP ?!. Dans le scénario du «test and treat » sans PrEP, la proportion de
nouvelles infections évitées passerait de 6% en 2017 & 41% en 2021 %3,

Auerbach et al. ont constaté que moins de 10% des femmes participant & une étude
qualitative étaient familiarisées avec la PrEP avant l'inscription a I'étude. D'autres
croyaient que la PrEP était réservée aux hommes. Apres avoir appris le schéma
thérapeutique, les femmes ont manifesté un intérét pour la PrEP 2%,

Au total, il semble important que la PrEP soit proposée dans le cadre d'une
combinaison d'initiatives de prévention basées sur des prescriptions personnalisées
%5 De plus, les programmes complets de prévention devraient inclure la disponibilité
sans entraves des préservatifs et des lubrifiants, le dépistage systématique, les
conseils pour la réduction des risques et I'encadrement pour [|'observance

thérapeutique si la PrEP est proposée.

6.1.2. PrEP par voie topique

Les microbicides sont des composés antirétroviraux qui s’appliquent ou diffusent a
'aide de dispositifs dédiés au niveau vaginal ou rectal pour prévenir I'infection par
HIV. lls s’adressent donc principalement aux femmes. L'essai CAPRISA 004 en
Afrigue du Sud, a observé 39% d'infections en moins en général et 54% chez les
femmes trés adhérentes. L'analyse a porté sur 889 femmes, une partie a recu du
ténofovir et 'autre le placebo. Le gel de ténofovir était composé de 40 mg de 9-[(R)-
2-phosphonomethoxy) propyl] d'adénine monohydrate (PMPA) dans une solution
d'eau purifiee avec de l'édétate disodique, de l'acide citrique, de la glycérine, du
meéthylparaben, du propylparaben et de I'hydroxyéthycellulose (HEC). Le gel placebo
était le gel placebo HEC «universe », qui s'est avéré avoir une activité anti-HIV
minimale. Le ténofovir et les gels placebo sont apparus identiqgues et ont été
distribués dans les mémes applicateurs vaginaux pré-remplis avec un emballage
identique. Les femmes ont été invitées a insérer une dose de gel dans les 12 heures
précédant le rapport sexuel et une seconde dose de gel des que possible dans les

12 heures suivant le rapport sexuel et au maximum deux doses de gel sur une
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période de 24 heures®®. Ces résultats n’ont pas été retrouvés dans d’autres essais
(étude VOICE par exemple), mais un certain nombre de facteurs ont été décrits
comme associés a I'’échec de prévention : un état inflammatoire local, une dysbiose
au niveau vaginal et le manque d’adhérence au programme sont les principales
explications & ces échecs %',

Le principal défi avec les microbicides est I'adhésion en d'autres termes, la création
d'un produit que les femmes a haut risque d'infection peuvent utiliser régulierement.
Pour pallier une utilisation a base d’applications unitaires lors des rapports sexuels, il
a été développé un certain nombre de dispositifs de diffusion a plus long terme
(Figure 33), dont le principal est 'anneau vaginal 2%

En 2016, deux grands essais cliniques - The Ring Study, qui a eu lieu en Afrique du
Sud et en Ouganda et ASPIRE au Malawi, en Afrique du Sud, en Ouganda et au
Zimbabwe ont montré que l'utilisation d'un anneau vaginal contenant la dapivirine
réduisait les taux d’acquisition de HIV d’un tiers environ. Dans les deux études, les
femmes &gées de plus de 21 ans utilisaient 'anneau de maniére plus constante et,
par conséquent, davantage de femmes de ce groupe d’age étaient protégées. A
contrario, l'incidence de l'infection par HIV chez les femmes agées de 18 a 21 ans

était plus élevée, car ce groupe d'age était moins adhérent a 'anneau 2.

6.1.3. Nouvelles approches

Il existe des approches en cours d’expertise a base d’implants sous-cutanés diffusant

a long terme du TAF (forme de libération prolongée du ténofovir).

6.2. La prophylaxie post -exposition (PPE)

La prophylaxie post-exposition (PPE) est un traitement antirétroviral a court terme
pris aprés une exposition possible au HIV. Depuis 1998, il est utilisé par des
travailleurs de la santé susceptibles d'avoir été exposés a des liquides infectés par le
HIV-1. Plus récemment, il a été utilisé en tant que prophylaxie d'urgence pour les
personnes susceptibles d'avoir été exposées lors d'un seul événement (par exemple,
agression sexuelle, rapports sexuels non protégés ou partage de matériel d'injection

271

de drogue)
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Des recherches supplémentaires sont nécessaires sur l'efficacité de la PPE en tant
gue stratégie de prévention du HIV. Un essai du milieu des années 1990, qui donnait
de la zidovudine aux travailleurs de la santé exposés au HIV, a empéché la
transmission dans 81% des cas 2’2

B
NH,
‘>
l\ Tenofovir (TFV)
log D =-4.0 (pH 4)
Aq. Solubility: 6 mg/mL (pH 4)
Levonorgestrel (LNG)
HO 'P “‘/ CHg log P=+3.3

Aq. Solubility: 1 pyg/mL
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Figure 33. Présentation de la conception de I'anneau vaginal en polyuréthane segmenté a double
réservoir pour la prévention simultanée de la transmission de HIV et de la grossesse non désirée,
d'aprés  *"°. Formules structurelles de (A) le ténofovir (TFV), inhibiteur nucléotidique de la
transcriptase inverse du HIV-1, et (B) le Iévonorgestrel (LNG), un contraceptif progestatif. (C) Un
schéma de conception du TFV / LNG IVR complet, représenté dans la configuration du segment LNG
de 20 mm illustrant le coeur chargé en LNG (vert), la membrane régulant la vitesse (RCM, rouge), les
bouchons d'extrémité limitant la diffusion ( bleu) et le tube HPEU creux contenant une pate chargée
de TFV (gris). (D) Photographies de TFV / LNG IVR dans les configurations de segments de LNG de
10 mm (a gauche) et 20 mm (& droite). (E) Illustration d'une coupe transversale du réservoir avec les
rayons externe (r0) et interne (rj) et la concentration centrale de médicament (Cin) (F)
Photomicrographie de la section transversale du segment de LNG montrant la mesure microscopique
de I'épaisseur de RCM. (G) Eléments constitutifs du TFV / LNG IVR: un tube HPEU chargé de pate en
TFV (en bas), un segment de réservoir chargé de LNG extrudé coaxialement (en haut) et deux
bouchons d'extrémité limitant la diffusion (gauche et droite).
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6.3. Le traitement comme prévention (TasP)

Le TasP concerne des personnes seropositives et suivies. Il s'inscrit dans la stratégie
« test and treat », qui vise a associer le dépistage étendu et le traitement pour
combiner le bénéfice individuel (amélioration de la santé) avec le bénéfice collectif
apporté par la diminution des risques de transmission 2°°.

L’efficacité du TasP a été tout d’abord bien établie dans le domaine de la prévention
de la transmission materno-foetale (PTME) au cours de la grossesse ou en
traitement post-exposition (TPE) ce qui a conduit a envisager une place nouvelle
pour les traitements dans la prévention 2%. Un essai clinique a ét¢ mené auprés de
couples sérodiscordants (étude HPTN 052). Les résultats de cette étude ont confirmé
les recommandations mondiales concernant |'utilisation du traitement comme moyen
de prévention chez les couples sérodiscordants. Les résultats d'une étude portant
sur l|'utilisation du traitement antirétroviral parallelement a la PrEP pour les couples
hétérosexuels a statut mixte du Kenya et d'Ouganda ont révélé que la combinaison
de ces deux outils avait un fort impact préventif sur le HIV. Environ 1 000 couples ont
participé a I'essai, dont 65% ont eu des relations sexuelles non protégées au cours
du mois écoulé. A la fin de I'étude, quatre nouvelles infections par le HIV étaient
survenues, contre 83 dans le lot qui était sans traitement antirétroviral ou sans PrEP.
Cela équivaut & une réduction de 95% de la transmission du HIV 2”3, Un TasP
efficace combiné a d'autres interventions pourrait contribuer a réduire davantage les
transmissions 2%,

Il existe néanmoins quelques obstacles a cette stratégie. Par exemple, I'étude
PARTNER a montré que la stigmatisation, la discrimination et d’autres violations des
droits de I'nomme dissuadent les personnes de demander des tests et des
traitements et compromettent également leur capacité a adhérer au traitement
antirétroviral.?”* Une autre étude menée aux Etats-Unis a indiqué que 15 ans aprés
le début du traitement antirétroviral hautement actif et quatre ans aprées l'introduction
de la prévention combinée, seulement 19% des 1,1 millions de PVVIH en 2011 dans
le pays avait une charge virale indétectable 2’°.

On craint également que l'utilisation généralisée de TAR au niveau de la population
pour réduire le nombre de nouvelles infections par HIV puisse conduire a une
augmentation significative des niveaux de résistance aux antirétroviraux, en raison

notamment des interruptions du traitement et des difficultés d’observance 2’°. Le
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succes du traitement en tant que prévention dépend donc fortement de I'adhésion

des personnes a leur traitement.

6.4. Lacirconcision masculine

Plusieurs suggestions ont été faites pour expliquer la vulnérabilité du prépuce a
I'infection par le HIV. L'épithélium interne du prépuce est muqueux, il a été constaté

gu'il est dépourvu de kératine protectrice et qu'il contient des cellules de Langerhans

et des cellules T qui expriment le récepteur du HIV, CD4 (Figure 34) ?'’.

278,279

Les essais controlés randomisés hautement souhaités n'auraient pas eu lieu

s’il n'y avait pas déja eu de nombreuses preuves d'observation attestant de la

capacité de la circoncision masculine a prévenir la transmission du HIV.
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Figure 34. Sensibilité du prépuce a l'infection par HIV, d’apres 2% 2%,

Dans 15 études corrigées pour tenir compte des facteurs confondants, la réduction
du risque relatif ajusté était de 0,42 (IC & 95%: 0,34-0,54) 22, Une revue
systématique Cochrane en 2005 a évalué la qualité de 37 études sur la circoncision
masculine et HIV. Bien que les différentes méthodologies aient montré des résultats
variables, I'effet protecteur de la circoncision était soutenu de maniére cohérente 2'’.
En 2005 et 2007, l'efficacité de la circoncision dans la prévention du HIV a été

vérifiée au-dela de tout doute raisonnable par les résultats de trois grands études de
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référence en matiere de recherche épidémiologique en Afrique du Sud, au Kenya et
en Ouganda®’®?’®. La prévalence du HIV dans les pays d’Asie du Sud et du Sud-Est,
ou pratiquement tous les hommes sont circoncis (Bangladesh, Indonésie, Pakistan,
Philippines) reste extrémement faible bien que, dans les grandes lignes, les facteurs
de risque pour le HIV et les IST soient les mémes qu’ailleurs dans la région. En
Afrique subsaharienne, les pays dans lesquels la proportion d’hommes circoncis est
relativement faible (<20%), la prévalence du HIV est plus élevée que dans ceux ou il
y a une forte proportion d’hommes circoncis (> 80 %). Dans les pays d’Afrique de
I'Ouest, ou la circoncision est courante, les taux de prévalence du HIV sont bien
inférieurs a ceux observés dans les pays d’Afrique orientale et australe, malgré

d’autres facteurs de risque #*°.

Cependant, en disant que la circoncision est susceptible de les protéger du sida,
beaucoup d’homme vivant en Afrique de l'ouest surtout, pourraient se sentir
protéges, et croire gqu'ils peuvent se passer des moyens de protections car la quasi-
totalité est circoncis, compte tenu des croyances culturelles.

7. Obstacles a surmonter

Par rapport aux objectifs cibles 90-90-90 et 95-95-95 il existe un certain nombre
d’obstacles a surmonter dans les domaines de la prise en charge des PVVIH,
notamment les populations vulnérables, 'adhérence a la prise en charge ainsi que la

disponibilité des tests virologiques de dépistage et de suivi.

7.1. Défaut de prise en charge de certaines populations-clés

Parmi les populations-clés, certains obstacles a I'acces aux services de santé pour

des raisons liées au genre sont souvent négligés :

> Un pourcentage croissant de consommateurs de drogues injectables sont des
femmes. Or, de nombreux programmes liés a la consommation de drogues
sont congus a l'intention des hommes uniquement. Ainsi, dans certains pays,
les services de réduction des meéfaits et les traitements antirétroviraux sont
disponibles dans les prisons pour hommes uniquement, pas dans les prisons

pour femmes. De méme, les consommatrices de drogues sont exclues des
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programmes de prévention de la transmission (du HIV) de la mére a I'enfant

dans certains endroits 224,

> Les transgenres, en particulier les femmes transgenres, sont victimes de
violences et de dénis de services de santé dans des proportions alarmantes.
Méme quand elles ont acces a ces services, le rejet social et la discrimination
gue leur opposent les professionnels de santé nuisent aux efforts des
programmes nationaux de santé qui cherchent a aider les patients a suivre

leur traitement jusqu’a son terme.

Les mauvais traitements infligés aux populations-clés et leur abandon ont fait que les
ressources qui leur sont allouées sont insuffisantes et que la conception de
programmes ne s’appuie ni sur des éléments probants, ni sur des droits. Le rejet
social, la discrimination, la privation des droits élémentaires et la pénalisation des
populations-clés nuisent a la réalisation des objectifs des programmes nationaux.
Des données provenant de sources variées montrent que les lacunes dans la
cascade 90-90-90 sont plus importantes chez les hommes, les jeunes et les
populations clés ?%. Des normes sexo-spécifiques néfastes contribuent a une prise
de risque plus importante et a une prise en charge sanitaire plus faible chez les
hommes. Les lois sur le consentement et I'accés insuffisant a une éducation sexuelle
compléte privent les jeunes des services et des connaissances dont ils ont besoin
pour se protéger de HIV et des IST. Les populations clés sont souvent confrontées a
une criminalisation et a des niveaux élevés de stigmatisation et de discrimination.

Le comblement des lacunes dans la couverture des services nécessite des efforts
pour que les hommes rejettent les normes néfastes de la masculinité, et que les
femmes et les filles, les jeunes et les populations clés soient autonomisés afin de
renforcer leurs droits humains.

La pénalisation des personnes séropositives est en hausse. Au moins 63 pays ont
adopté des lois spécifiques a la séropositivité et 17 d’entre eux ont poursuivi des
individus au titre de ces lois. En 2000, aucun pays d’Afrique n’avait de loi pénale
spécifique au HIV. Aujourd’hui, I'Afrique est le continent qui compte le plus de pays
ayant adopté des lois pénales spécifiques au HIV (27), suivi de I'Asie (13), de

I’Amérique latine (11) et de I'Europe (9) %,

74



7.2. Probléemes d’adhérence a la prise en charge

Des auteurs décrivent un programme rwandais de TAR dans lequel 92% des
patients ont été mis sous traitement et suivi pendant deux ans, et seulement 3% ont
été perdus de vue ?*°. Leur programme traitait des étapes spécifiques de la cascade
de soins, y compris l'allocation de transport et les visites des agents de santé
communautaire (ASC) pour augmenter la rétention, et la prestation de TAR assistée
directement par les ASC. Tous les perdus de vu, n’abandonnent pas forcement le

traitement comme le stipule, Geng et al. **’

qui ont suivi une cohorte & Mbarara, en
Ouganda, dans laquelle 39% des patients sous TAR ont été perdus de vue en trois
ans. lls ont constaté que parmi les patients dont les résultats ont été recueillis, 36%
étaient décédés dans l'année et 83% des patients restants avaient visité un

établissement de santé différent au cours des trois mois précédents.

Une analyse des résultats de 33 cohortes de patients sous TAR dans 13 pays de
I'Afrique subsaharienne a estimé la proportion de personnes continuant le traitement
a 80 % a six mois, 75 % a douze mois et 62 % a vingt-quatre mois **®. Ce qui signifie
que deux ans apres avoir débuté un traitement 38% des personnes ne le prennent
plus. Aprés analyse de 'ensemble de ces abandons, environ 40 % correspondent a
des déces, ce qui laisse un nombre non négligeable de patients en vie et ayant
cessé leur traitement. Un constat repris par TOMS, qui précise que « méme lorsque
les médicaments sont distribués gratuitement, les honoraires pour les services et le
colt des examens biologiques et autres prestations supportés par les usagers sont
liés a une moindre rétention ». Dans I'étude ANRS 1215 menée au Sénégal, il y a eu
30 perdus de vue seulement (pour un total de 400) sur plus de dix ans de suivi, ce
qui est exceptionnel. Treize sont des abandons, 13 sont partis en voyage et 4 sont
de vrais perdus de vue. Le premier facteur de survie des patients était leur
intégration au sein d’un tissu associatif, car cela crée une sorte de filet de protection

autour de l'individu, qui lui permet de ne pas « échapper » a la prise en charge %*°.

7.3. Dépistage et suivi de la charge virale

Bien que les lacunes de la cascade du dépistage et de la prise en charge
thérapeutique se soient réduites, plus de la moitié des PVVIH n'ont pas un taux de

charge virale supprime, et le pourcentage de patients atteints de la maladie au stade
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avancé lors de linitiation du TAR (nombre de cellules T CD4+ inferieur a 200

cellules/ mm?®) reste alarmant dans de nombreux pays **.

Le dépistage de 90 % de toutes les PVVIH d’ici 2020 est le premier objectif de
linitiative « 90-90-90 ». A I'’échelle mondiale, les progrés réalisés dans I'amélioration
de la connaissance du statut sérologiqgue en 2016 étaient faibles comparées aux
progrés réalisés dans les 2 autres « 90 » de la cascade. Le défaut de dépistage
concerne principalement les personnes jeunes et les hommes %%, On estime qu’en
Afrique subsaharienne, 10% seulement des jeunes hommes et 15% des jeunes

femmes (15-24 ans) connaissent leur statut %

. Quand le dépistage est faible, les
efforts successifs pour assurer le lien avec les services de prise en charge, de soins

et d'observance seront touchés.

En ce qui concerne le suivi virologique de linfection, en 2016, quarante-cinq pays
rapportaient que le nombre total de personnes sous TAR ayant acces au test de CV
s’est accru de 4,4 a 8,1 millions entre 2015 et 2016. Malgré ces progres, dans le
monde, moins de la moitié des PVVIH sous traitement bénéficient de controles
périodiques de la CV. La couverture de la CV est beaucoup plus élevée en Amérique
latine, en Europe de I'Est et en Asie centrale et les progrés récents en Afrique
orientale et australe sont encourageants. Mais au total, moins d’'un patient sur cing
en a bénéficié en Afrique de I'Ouest et du Centre ainsi qu’en Asie et dans le

Pacifique 2%,

Le codt, les problemes de maintenance, la rupture de la chaine froid (pannes
électriques), les ruptures de stock des réactifs, le manque de formation du personnel
de laboratoire sont les principales raisons au défaut d’implantation des tests de
charge virale en routine.

Au total, une action spécifiquement ciblée sera nécessaire pour surmonter les
obstacles au passage a échelle du traitement (population cible) du dépistage
(diagnostic précoce et population clé) et de réalisation de la charge virale (dans les
pays a ressource limités). L’occasion s’offre aux pays de franchir une étape décisive
dans leur lutte contre I'épidémie de sida, s’ils agissent rapidement et avec
détermination pour atteindre les cibles ambitieuses fixées pour 2020. Il faudra tenir
compte de toute la population, mais surtout les groupes clés. Les défis de

augmentation de la charge virale ont été identifiés, y compris les faiblesses du
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transport d'échantillons et le flux de travail de laboratoire ; les moyens financier
soutenant I'approvisionnement ; la pénurie de ressources humaines ; la maintenance

du matériel de laboratoire 2°*.

8. Moyens a mettre en ceuvre

Les stratégies et les objectifs a atteindre d’ici 2020 sont politiquement entérinés par
les pays, mais il N’y a pas une réelle appropriation et une contextualisation au niveau
national. Sinon il y aurait moins de rupture en médicaments, en tests de diagnostic et
consommables. L'adoption du plan de rattrapage pour I'Afrique de I'Ouest et du
Centre par les Chefs d'Etat de I'Union africaine est une étape essentielle vers la

292 |’établissement de

mobilisation et I'appropriation par les pays de la région
repéres annuels pour la connaissance du statut sérologique, l'utilisation de la
thérapie antirétrovirale, la suppression virale et la mise en place de solides systemes
pour le suivi des résultats dans tout le continuum de soins seront essentiels pour

stimuler les progrés vers les nouvelles cibles ambitieuses.

L’accélération implique d’atteindre les objectifs intermédiaires 90-90-90 d’ici 2020
ensuite d’accroitre ces chiffres a un ratio de 95-95-95 d’ici a 2030. Ce programme de
mise en ceuvre a I'échelle mondiale piloté localement cible en particulier les 30 pays
ou I'on enregistre le plus grand nombre de nouvelles infections a HIV soit 89% du

total de nouvelles infections 2%%.

Les objectifs de 2020 ne pourront étre atteints que si les
investissements augmentent, a la fois au niveau national et de la part des pays
donateurs. L’Afrique de l'est et australe a vu d'importants investissements nationaux
et internationaux s'accompagner d'un fort d’engagement politique et d'une forte
participation communautaire. Cette région a sensiblement progressé vers les
objectifs 2020 2®. De plus en plus de pays adoptent une approche d’investissement
qui concentre les ressources sur les programmes les plus efficaces et sur les
populations et les contextes géographiques présentant les besoins les plus

importants 2%,
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8.1. Elargir et améliorer le dépistage

Pour combler les lacunes du dépistage, il faut en faire une priorité et exploiter
pleinement les nouvelles technologies et stratégies de prestation de services. Le
dépistage du HIV doit pouvoir avoir lieu a tous les niveaux du systéeme de santé : au
niveau communautaire (niveau 0) ou dans des établissements (Figure 35) de soins
primaires (niveau 1) en particulier. La pyramide de diagnostic de I'OMS a récemment
ajouté le niveau 0 pour les tests basés sur la non-aptitude afin d'étendre les tests de
diagnostic rapide dans les programmes de proximité. Le déploiement rapide et la
promotion de l'auto-dépistage constituent I'une des stratégies pour déplacer I'offre
des services vers les milieux communautaires. Le diagnostic précoce du nourrisson
au centre de santé ?°®, le dépistage de tous les enfants qui fréquentent une structure
sanitaire (dans les zones de forte prévalence) et le dépistage virologique a la
naissance sont des occasions supplémentaires d’accroitre la connaissance du statut

sérologique chez les adultes et les enfants vivant avec HIV 2%,

National
Senior laboratory specialists

Lab-NAT / CLIA / ECL/EIA/
WB

Provincial / regional
Senior laboratory specialists / Facility-
technicians based

Lab-NAT / POC-NAT /
CLIA / ECL/EIA/WB

testing
POC-NAT / EIA/ District
RDT Laboratory technicians
Primary care
RDT Health-care workers,
trained lay providers
Community/ Non-
outreach facility-
Community workers, based

trained lay providers  testing

Figure203;5. Pyramide de dépistage élargi, tests disponibles et qualifications du personnel, d’apres
'OMS -,

Lab-NAT: tests en laboratoire sur les acides nucléiques ; POC-NAT : analyse des acides nucléiques
au point de service ; CLIA : dosage immunologique par chimiluminescence ; ECL : dosage
immunologique par électrochimiluminescence; EIA : dosage immunoenzymatique ; WB : Western blot
; RDT: test de diagnostic rapide.
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8.1.1. La stratégie “ tester pour trier”

Le test de triage est une approche visant a fournir les services de dépistage du HIV a
base communautaires par des prestataires non professionnels. Dans cette approche,
ces prestataires (non professionnels) sont formés et soutenus pour réaliser un seul
test de dépistage du HIV. Cette approche communautaire est nécessaire, en
particulier pour atteindre les populations a risque élevé qui, n'ont souvent pas acces
aux services de dépistage du HIV de prévention, ou de traitement et aux soins.

Si ce seul test est positif (AO+), lindividu est rapidement orienté vers un
établissement pour un test HIV ultérieur, conformément a I'algorithme national validé
en commencant par Al (Figure 26).

Les personnes ayant un résultat de test négatif (AO-) sont diagnostiquées
séronégatives, orientées vers des services appropriés de prévention du HIV.

Bien qu'il soit peut-étre idéal de fournir un diagnostic définitif dans un contexte
communautaire, il peut étre difficle de mener correctement deux ou trois tests

rapides pour chaque individu avec un résultat positif lors du test initial 2°°.

8.1.2. Le test rapide d’orientation diagnostic (TROD)

Il'y a plus de 10 ans, le test ELISA du HIV en laboratoire était la seule méthode de
test disponible. La commercialisation d'un test de diagnostic rapide du HIV est
devenue un test révolutionnaire sur le lieu des soins, permettant la décentralisation
des tests. Tous les tests approuvés du HIV doivent avoir une sensibilité et une
spécificité correspondant aux kits ELISA utilisés dans les laboratoires. Les tests
rapides les plus fréquemment utilisés nécessitent peu ou pas de réactifs et sont
généralement bon marché et les résultats sont obtenus dans les 30 minutes #**. Les
tests rapides peuvent détecter les anticorps anti-HIV a partir d'un volume infime de

sang total, de sérum, de plasma, d'urine ou de salive.

Entre 2010 et 2014, six cent millions d’adultes ont été dépisté pour HIV avec des
tests rapides dans 120 pays & revenu faible ou intermédiaire **. En France, la
proportion de TROD HIV sur 'ensemble des personnes ayant eu un dépistage en
2012 était de 11% et 26 % en 2013, soit une augmentation de 56% 2°®. Une montée
en charge progressive du nombre de dépistages par TROD a été observée, entre
2012 et 2014. Elle s’est accompagnée d’'une évolution des types d’actions menées

dans les locaux des associations ou «hors les murs» et d’'une diversification des
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publics touchés par le dépistage. Le dépistage par les pairs dans les populations a
tres forte incidence pour le HIV, préconisé dans le plan national de lutte contre le
HIV/sida et les infections sexuellement transmissibles (IST) 2010-2014, semble avoir

trouvé sa place dans le dispositif de dépistage en France %',

8.1.3. Mise a disposition d’auto-tests

L'auto-test est un processus par lequel une personne qui veut connaitre son statut
HIV recueille un échantillon, effectue un test et interpréte le résultat lui-méme,
souvent en privé. Il ne fournit pas de diagnostic définitif, c'est un test initial (A0),
comme dans l'approche «test pour trier». L'autotest ne peut pas remplacer le besoin
du premier test HIV dans l'algorithme national de test validé.

L'auto-dépistage du HIV est une stratégie innovante élargissant I'accés aux services
de dépistage pour atteindre ceux qui pourraient ne pas étre testés pour le HIV. En
juillet 2016, il y avait quatre tests de dépistage rapide du HIV?*® sur le marché des

pays développés, dont 3 réalisables avec le sang total :

e Autotest HIV (AAZ Labs; Rungis-Cedex, France) ;
e BioSURE HIV Self Test (BioSURE;, London, United Kingdom) ;
e INSTI HIV Self Test (bioLytical Laboratories; Richmond, British Columbia,

Canada).

Et un réalisable avec la salive :

e OraQuick In-Home HIV (OraSure Technologies Inc.; Bethlehem,

Pennsylvania, USA) Test #*°,

L’autotest constitue une stratégie complémentaire nouvelle pour le dépistage du HIV
au sein de la population générale et des groupes a risque (professionnel(les) du sexe
et leurs clients, hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes, jeunes
adolescents). Depuis décembre 2016, 'OMS recommande désormais I'autotest HIV
comme un moyen complémentaire aux services de dépistage de I'infection a HIV.

En Afrique, les premieres études pilotes, principalement menées dans plusieurs pays
anglophones, démontrent une bonne acceptabilité et praticabilité et d’excellentes
performances cliniques de lautotest HIV. Des stratégies novatrices comme la

traduction des notices d'utilisation en langues vernaculaires associée a des
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pictogrammes pédagogiques devront étre mises en ceuvre et évaluées en Afrique
subsaharienne pour le développement de ces autotests 2%

Les personnes dont le résultat de l'autotest HIV est positif doivent s’adresser aux
services nationaux de dépistage, de confirmation et de prise en charge
adaptée. L’autotest HIV supervisé est la stratégie souhaitée pour limiter les risques
d’erreurs chez les personnes peu éduquées ou illettrées 2. L’autotest salivaire était
généralement préféré en contexte africain parce qu’il est non invasif et trés simple
d'utilisation 2%°.

Cependant, dans des régions de faible prévalence de l'infection a HIV, l'autotest
sanguin (goutte de sang ou sang capillaire) pourrait étre préférable a cause de sa
sensibilité améliorée par rapport au test salivaire. Depuis 2017, une réglementation
formelle concernant lautotest HIV existe dans quelques pays africains, en
développement dans d’autres pays voire une tolérance non réglementaire vis-a-vis
de la dispensation officieuse de 'autotest HIV. Le marché potentiel de I'autotest est
en évaluation dans neuf pays africains (Afrique du Sud, Kenya, Malawi,
Mozambique, Nigeria, Ouganda, Tanzanie, Zambie et Zimbabwe) dans le cadre du
programme pilote Self-Testing African Project (STAR) depuis 2015 ?*®. Une étude sur
la distribution & base communautaire des autotests du HIV au Malawi a fait état d'une
acceptation de 77% au niveau de la population sur une période de deux ans *®. Les
taux d'autodiagnostic étaient les plus élevés parmi les groupes d'age les plus jeunes
et prés de la moitié des personnes ayant subi un test étaient des testeurs. Au
Zimbabwe, une étude de la distribution au niveau communautaire a révélé des
niveaux élevés d'utilisation, y compris chez les hommes, dans un district rural ***. Au
Kenya, 75 & 91% des femmes enceintes et des travailleuses du sexe, a qui le test a
été proposé mais aussi pour leur partenaire sexuel, ont rapporté une distribution
secondaire du kit autotest du HIV ***. Des études supplémentaires pour évaluer la
prévention et la liaison avec les soins pour le traitement sont actuellement en cours.
Le suivi de I'adoption et de la mise en ceuvre des lignes directrices de 'OMS en
2017, dans 139 pays a revenu faible ou intermédiaire, révele que 27% avaient mis
en ceuvre une politique sur lauto dépistage du HIV ou étaient en phase

d’élaboration®®.
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8.1.4. Utilisation du sang séché sur papier buvard ou Dried blood spot

(DBS)
L’'un des principaux avantages du prélevement sanguin sur papier buvard est qu'il
permet I'acces au prélévement sanguin dans des situations ou le prélévement est
difficile (éloignement géographique). Il s’agit d’'un support permettant de s’affranchir
dun certain nombre d'étapes (prélevement au pli du coude,
centrifugation/décantation, conservation avec la chaine du froid...) et utile a la fois

dans le domaine du dépistage et celui du suivi virologique de l'infection.

Bien que le fait d'utiliser des gouttes de sang séchées soit accompagné d'une
certaine perte de sensibilité, il pourrait s’agir de la meilleure solution étant donné que
les moyens sont déja insuffisants en ce qui concerne les tests de charge virale a

travers I'Afrique subsaharienne 3°33%

La mise en place d’un circuit facilitant
'acheminement des échantillons de plasma et ou de DBS des sites de prise en
charge vers les laboratoires réalisant la charge virale. Ce méme circuit devrait
permettre le rendu des résultats des laboratoires vers les sites de prises en charge
des patients, afin de raccourcir les délais de rendu des résultats et améliorer la prise
en charge des patients. Il ne faudra toutefois pas perdre le contact avec les patients

mis sous traitements ARV et qui sont sans contrdle virologique.

Le prélevement type sur DBS est un spot contenant environ 50 uL de sang prélevé
par piqure au bout du doigt, sur un disque ayant une superficie moyenne de 12 mm?.
Apres séchage et conservation dans un sachet hermétique contenant un dessicant, il
permet l'analyse de différents composés tels que les acides nucléiques, les
protéines, les lipides ou les petites molécules organiques et non organiques. Il existe
actuellement deux types principaux de papiers buvards pour les prélevements : le
papier-filtre coton de différentes qualités (Whatmann 903 protein saver cards,
Whatmann, Springfield Mill, UK ; Perkin Elmer 226 Spot Saver card, Perkin Elmer,
Waltham, USA) et le papier-filtre en microfibre de verre (Agilent Bond Elut DMS,
Santa Clara, USA ; Sartorius verre microfibre filtre, Goettingen, Allemagne). La
principale différence entre ces deux supports est que la fibre de verre, de par sa
nature, ne s'imprégne pas des analytes, ce qui permet de diminuer I'adsorption non
spécifiqgue. Il existe aussi une nouvelle génération de DBS (Noviplex cards,

Shimadzu) qui est en cours de commercialisation et qui apporte une plus-value

82



importante dans la mesure ou il permet de collecter séparément le plasma et les
cellules sanguines indépendamment de I’hématocrite. Ce nouveau type de DBS est
extrémement intéressant dans le cadre des applications en spectrométrie de masse
quantitative en particulier car il permet d'éviter le bruit de fond généré par la
présence de 'hémoglobine 3%. Les prélévements peuvent étre des gouttes de sang
séché (en anglais dried blood spot, soit DBS) ou du plasma, utilisées pour les
enquétes ou le diagnostic chez les nouveaux nés et aussi pour la détermination de la
charge virale. Il a été démontré que les DBS sont un type de prélevement fiable pour
la réalisation de tests de génotypage de la résistance du HIV aux ARV. Les
prélevements de DBS doivent étre collectés et pris en charge en suivant les
orientations de 'OMS pour la collecte et la prise en charge des prélevements de DBS

pour le dépistage de la résistance du HIV aux ARV 3¢

8.1.4.1. Diagnostic précoce du HIV avec du DBS

Plusieurs études ont évalué la performance de DBS dans les tests de diagnostic
précoce chez le nouveau-né en le comparant a I'échantillon de référence, le sang
total ou le plasma. Différentes plateformes ont été évaluées (Amplicor 1.5, avec
Cobas Tagman, NucliSens EasyQ, Abbott) a partir d’échantillons prélevés chez des
nourrissons et des enfants agés de 6 semaines a 6 ans (Cobas Tagman, Roche
diagnostics ; NucliSens EasyQ, BioMérieux ; m2000 RT, Abbott molecular) *%’. La
sensibilité et la spécificité des échantillons de DBS sur diagnostic précoce sont

données dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : sensibilité et spécificité du DBS pour le diagnostic précoce du HIV par

307

rapport au plasma, d’apres *".

Auteur Technologie Nb Sensibilité  Spécificité
d’échantillons  (%)* (%)*
testés
Anitha et al. Amplicor 1.5 64 100 100
Leelawiwat et NucliSens v¥ 162 100 100
al.
Nsojo et al. Amplicor 1.5 325 100 99.6
Sherman et al. Amplicor 1.5 2880 100 99.6
Stevens et al. Amplicor 1.5 800 100 99
Stevens et al. COBAS 800 100
Ampliprep/Taq
man

* sensibilité et spécificité a partir du sang total ou du plasma
¥ numéro de version inconnu.

8.1.4.2. Détermination de la charge virale du HIV avec les DBS ou DPS

308 3 évaluer le DBS et le DPS trouvait les taux de

Une des premieres étude
corrélation entre les charges virales obtenues a partir du plasma et du DBS et du
DPS respectivement de 0,98 et 0,99 ; la spécificité des résultats DBS et DPS était
de 100%. Treize autres études ont évalué la performance des dosages quantitatifs
de la charge virale de HIV, en comparant le DBS aux échantillons de plasma par le
test Abbott RealTime HIV-1, plateforme m2000 ; Biomerieux NucliSens easyQ v1.1
et vl.2 ; Roche COBAS Tagman HIV-1 VL ; Roche Amplicor Monitor v1.5 et le VIH-1
kPCR 3. La sensibilité et la spécificité des échantillons de DBS sur la charge virale

sont résumées dans le Tableau 7.

84



Tableau 7 : sensibilité et spécificité du DBS par rapport au plasma vis-a-vis du test
de la charge virale de HIV, d’apres 3.

Auteur Technologie Charge Taille Sensibilité = Spécificité
virale seuil  Echantillon (%) (%)
(copies/mL)
Lofgren et al. RealTime 1000 176 100 99
RealTime 10000 176 100 100
RealTime 400 137% 99 87
RealTime 5000 137% 100 97
Pirillo et al. kPCR 37 98 88.2 69.2
kPCR 5000 98 85.1 96.1
Rottinghaus et NucliSens 1000 173 77.8 98,1
al. v.1.1

* sensibilité et spécificité a partir du plasma.
**nourrissons (médiane 6 mois, aucun sur ART).
*adultes (médiane 34 ans, tous sous ART)

Dans une étude viethamienne regroupant des patients naifs et des patients sous
traitement, la sensibilité du DBS était de 90,1% et la spécificité était de 96,2%
comparée la technique Abbott real-time HIV **°. Au Malawi, les participants étaient
des patients nécessitant un test de charge virale pour suspicion d’échec clinique ou
une surveillance de routine et les femmes enceintes naives. Les prélevements ont
été fait au niveau capillaire (FP-DBS) et veineux (VB-DBS) pour chaque patient et
comparé au résultat du plasma obtenu par la technologie NASBA. Lasensibilité de
FP-DBS était de 88,7%, 84,9% et 83,0% pour les seuils de charge virale de 1 000,
3000 et 5 000 copies/ml. La spécificité était de 97,8%, 99,8% et 100% pour les
seuils de charge virale de 1 000, 3 000 et 5 000 copies/ml. Des résultats similaires
ont été obtenus pour les échantillons VB-DBS. Il n'y avait pas de différences
statistiguement significatives dans les sensibilités ou les spécificités des échantillons
de FP-DBS et de VB-DBS aux différents seuils de charge virale 3.

Zeh et al., ont comparé ['utilisation des DBS et DPS (Dry Plasma Spot) sur deux
plateformes, Abbott et CAP/CTM Roche chez des patients sous traitement. La
sensibilité et la spécificité du DPS étaient respectivement de 97,3% et 98,1% et celle
du DBS de 93,9% et 88,0% par la technique d’Abbott. Avec le test CAP/CTM, la

sensibilité pour le DBS était significativement supérieure a celle du DPS (100,0% vs
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94,7%), alors que la spécificité pour DBS était inférieure (4%), par rapport au DPS
(94,0%).

Des performances similaires ont été décrites entre le DBS, le DPS et le plasma en
utilisant le test Abbott, et une bonne corrélation a été retrouvée pour le DPS et le
plasma en utilisant le test CAP/CTM 3. Les résultats suggérent que le DBS et le
DPS peuvent étre utilisés de maniére fiable comme échantillons alternatifs au plasma
pour mesurer la charge virale du HIV-1 en utilisant Abbott, et que le DPS peut étre
utilisé de maniére fiable avec CAP/CTM dans un contexte de pays a ressources
limitées .

Joy Chang et al., ont travaillé sur des échantillons de DBS et de plasma d’enfants
recevant un TAR depuis plus d’'un an au Mozambique. lls ont comparé les
performances du DBS en utilisant le test charge virale d’Abbott pour les DBS et de
Roche pour le plasma. La sensibilité du DBS a l'aide du test Abbott DBS VL était
respectivement de 79,9%, 71,0% et 63,9% au seuil de 1000, 3 000 et 5 000
copies/mL. La spécificité était respectivement de 97,6%, 98,8%, 99,3% a 1 000, 3
000 et 5 000 copies /ml 32,

Les résultats obtenus par Mbida et al, indiguent une grande stabilité du DBS apres
stockage & long terme 3%, En évaluant I'impact de la conservation des DBS pendant
2 semaines a température ambiante et a la congélation a -20° C avant utilisation. I
ressort que ni la sensibilité ni la spécificité ne différaient significativement en fonction
du statut de congélation ou non du DBS *®. Dans une autre étude, 'ADN proviral et
I'ARN viral étaient tous deux stables sur DBS pendant au moins 52 semaines
lorsqu'ils étaient conservés a moins 20°C, par rapport a la dégradation progressive
de I'ARN au fil du temps a +30°C. Dans ce travail, les conditions et la durée de
stockage du DBS ont eu un effet significatif sur I'amplification de 'ARN du VIH-1. Les
résultats démontrent que le stockage de DBS a température ambiante (+ 30 °C) ne
doit pas dépasser deux semaines, avec un stockage a long terme a -20 ° C ou moins
33 En plus la spécificité du DSB était significativement meilleure chez les patients
sous TAR pendant plus 6 mois que ceux qui ont moins de 6 mois de TAR. La

sensibilité ne différait cependant pas selon la durée du TAR 3%°.

8.1.4.3. Limite des DBS

Etant donné que le volume d'échantillon est beaucoup plus petit dans une goutte de

sang, il existe un risque de faux négatifs avec le DBS. Dans un article de revue la
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sensibilité de recherche de la charge virale sur DBS variait de 78 a 100% par rapport
la charge virale du plasma pour un seuil inférieur a 1 000 copies / ml, mais elle a
atteint 100% pour un seuil de 5 000 copies / ml 3. A la différence d'un test de
charge virale plasmatique qui mesure uniquement 'ARN de HIV exempt de cellules,
une la charge virale sur DBS mesure aussi bien 'ADN proviral et 'ARN, conduisant
potentiellement a des résultats faussement positifs lors de l'utilisation de DBS. Pour
le diagnostic précoce du nourrisson, la DBS présente une sensibilité de 100% par
rapport au sang total ou au plasma frais dans toutes les études 3’

8.1.5. Amélioration de la qualité

Outre [I'élargissement stratégique des services de diagnostic, il est tout aussi
important que tous les clients qui sont soumis a un test HIV recoivent le bon
diagnostic. Des rapports récents suggerent qu'un diagnostic erroné du statut HIV se
produit dans les pays a ressources limitées. Une analyse des politiques des pays,
suggeérait que seulement 20% des stratégies nationales de dépistage du HIV sont
conformes aux recommandations de 'OMS. Un audit réalisé dans trois pays par
Médecins Sans Frontieres a révélé des taux significatifs de diagnostics de faux
positifs signalés aux individus (2,6% -4,8%). En réanalysant toutes les personnes
diagnostiquées séropositives, 10,3% ont été mal diagnostiqués séropositifs en
République démocratique du Congo et 7,1% en Ethiopie 2.

Au Malawi, au cours d'une période de trois mois en 2014, 7% des personnes
précédemment diagnostiquées séropositives qui ont été testées a nouveau n'avaient
pas un statut HIV positif concordant. Apres l'amélioration le recyclage, sur une
période supplémentaire de trois mois en 2014, seules 4% des personnes
diagnostiquées séropositives qui ont été réanalysées avant linitiation n'ont pas
obtenu de résultats concordants %

L’approche communautaire permettra de recueillir des données, d’améliorer leur
gualité sur les populations-clés et contribuera a combler plus efficacement les
lacunes en matieére d’acceés au service. Le taux de prévalence des maladies pour les
populations-clés est une condition préalable pourtant essentielle a I'analyse des
epidémies et des ripostes y afférentes. Les populations sous-comptabilisées restent

sous-financées car le financement ne s’appuie pas sur des éléments probants.
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8.2. Atteindre les populations clés et réduire le nombre de perdus
de vue

Les défis majeurs sont : (1) linsuffisance de services de test accessibles aux
personnes clés ; (2) les taux de dépistages inférieurs aux objectifs escomptés en
raison de la saturation des réseaux existants et des difficultés a identifier et engager
les individus de ces populations clés qui sont les plus a risque ; et (3) les patients
identifiés lors du dépistage du HIV réalisé dans la communauté sont souvent mal

suivis.

Pour atteindre les populations clés, il faudrait avoir des stratégies de sensibilisation
fondées sur la confiance et la confidentialité comme la premiére étape importante
pour les programmes de lutte contre HIV. Certains recommandent un ratio de contact
avec les pairs de 1:50 pour les travailleuses du sexe et de 1:30 pour les HSH en
fournissant des services individualisés fréquents et de haute qualité basés sur les

recommandations internationales >*“.

Dans la plupart des évaluations, il a été
constaté qu'il y avait trop peu de pairs éducateurs pour couvrir adéquatement les
populations clés dans les points indexés connus, entrainant des niveaux de contact

irréguliers ou pauvres avec les populations clés.

Il est essentiel que les programmes de traitement établissent des stratégies
communautaires pour renforcer 'adhésion du patient au traitement et réduire le
nombre de perdus de vue. L'utilisation de groupes de soutien par les pairs, des
agents de santé communautaires, des rappels par messages texte (SMS) et des
réductions du temps d’attente dans les établissements ont réussi a amélioré la
rétention chez les adolescents et les jeunes vivant avec le HIV. Les technologies
utilisées sur le lieu des soins offrent d’autres possibilités pour étendre le dépistage de
la charge virale a tous ceux qui sont sous traitement et de renforcer la surveillance

de la charge virale individuelle et communautaire 2,

Un autre défi identifié était le manque de stratégies formelles pour entrer en contact
avec des sous-populations plus difficiles a atteindre, telles que les HSH qui ne se
rendent pas aux consultations, mais se connectent en ligne ou utilisent des réseaux
virtuels. Pour relever ces défis, il faut recruter et former un plus grand nombre de

pairs éducateurs afin d'améliorer les ratios de sensibilisation. L'offre d'une PEP ou
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PrEPa été recommandée pour une inclusion dans I'ensemble de services standard,
car il a été démontré que ces actes augmentent la demande de services 3'*. Les
populations-clés dépendant plus des systemes communautaires que la population
générale, le renforcement des réseaux sociaux et des organisations communautaires
peut avoir un impact positif sur la capacité des populations-clés a utiliser les services
de santé. Un des principaux moyens de soutenir ces réseaux essentiels consiste a
financer le renforcement des systémes communautaires °. Des centres d'accueil et
d'autres espaces sirs doivent étre établis pour fournir aux populations clés un lieu de
rassemblement afin de créer un sentiment d'appartenance a la communauté. Les
conseils consultatifs communautaires doivent systématiquement s'engager dans les
programmes des populations clés pour renforcer les interventions qui seront dirigées
par ces populations. En fin 2012, 47 pays seulement faisaient état d’'une participation
des populations-clés dans leur instance de coordination nationale. L’expérience
montre gque les services et les formations dirigés par des pairs ou par la communauté
peuvent étre plus propices aux populations-clés. L’'OMS et les institutions du systeme
des Nations Unies recommandent d’intensifier les prestations de services
communautaires et dirigées par des pairs °. Ceci devient encore intéressant dans le
contexte des pays africains ou on enregistre une forte mobilité du personnel

sanitaire, une faible motivation et méme une absence de professionnel.

L'utilisation de nouvelles approches, telles que le dépistage du HIV chez les
prestataires non spécialisés utilisant des tests de piqdre au doigt ou par voie orale,
ou la mise a disposition de Kits d'autotest, a été recommandée sur la base des
recommandations mondiales 3.

Plusieurs pays ont déclaré avoir un nombre insuffisant de personnes formées parmi
les populations clés pour soutenir les références et les liens entre le dépistage et le
traitement, en particulier en accompagnant les populations clés vivant avec le HIV
dans les établissements offrant le traitement. Les obstacles significatifs a l'initiation
du traitement trouvés dans les évaluations et la littérature comprenaient la
stigmatisation et la discrimination, la stigmatisation intériorisée, la mal nutrition et la
toxicomanie, ainsi que [lincompréhension des avantages du traitement, non
seulement pour les populations clés vivant avec le HIV mais aussi pour leurs
partenaires 331 | ’'ONUSIDA trés peu de pays dispose de données sur 'accés au

traitement des populations clés dans trés peu de pays °. Un autre défi identifié était le
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temps d'initier le TAR aprés avoir été nouvellement diagnostiqué. Pour améliorer les
taux d'initiation au traitement antirétroviral, les équipes d'évaluation et les experts
mondiaux ont recommandé que les programmes fournissent un soutien
communautaire pour le traitement antirétroviral 3’

La formation a la dispensation de traitement et a la réalisation des tests de dépistage
par les pairs a également été soulignée, de sorte que les personnes clés
comprennent l'importance du traitement si elles sont positives et soutiennent leurs
pairs vivant avec le HIV *!%, Toutes les évaluations et recommandations mondiales
recommandent la mise en ceuvre ou I'extension des programmes «test and treat» qui
offrent une prise immédiate d'’ARV et décentralisent la distribution des médicaments
antirétroviraux aux patients stables, par exemple dispensés par les communautaires

ou des pairs 3",

Les doses limitées d'ARV délivrées, généralement pour un mois seulement, méme
pour les patients stables, constituaient un sérieux obstacle a la rétention. Les
horaires de rendez-vous non flexibles et les longs délais d'attente dans les cliniques
ont compliqué la tache des populations clés a respecter les rendez-vous mensuels.
Le soutien nutritionnel était également considéré comme un défi, en particulier pour
ceux qui avaient besoin d'un traitement antirétroviral. Dans certains sites, les
résultats de laboratoire sur la charge virale pourraient prendre jusqu'a un mois pour
étre communiqués aux prestataires, qui parfois ne les utilisaient pas pour la
surveillance clinique. Dans la plupart des pays, les populations clés ne comprenaient
pas qu'un statut de charge virale indétectable durable signifiait qu'elles n'auraient
pratiquement aucun risque de transmission du HIV a un partenaire sexuel. S’attaquer
a la stigmatisation, a la discrimination et aux violations des droits de ’homme a tous
les niveaux grace a la création d'un environnement juridique protecteur et
émancipateur et d’'une forte régle de droit est un impératif tant pour la riposte au HIV

que pour le programme de développement durable 2%

. Il a été signalé par tous les
programmes, que les populations clés étaient soumises a la stigmatisation et a la
discrimination provenant de sources multiples, notamment les forces de l'ordre, les
prestataires de soins de santé, les membres de la famille et la communauté. La
violence, la stigmatisation et la discrimination ont dissuadé les populations clés a
demander des services et ont augmenté leur vulnérabilité au HIV et aux autres

infections sexuellement transmissibles 3'°%2° Les populations clés souffraient d'un

90



manque de protection policiere, de la faible application des lois anti discrimination
lorsqu'elles existaient. Les cas de violence ne sont souvent pas rapportés aux
autorités ou n'ont pas été correctement enregistrés, ce qui rend difficile les prises en
charge systémiques pour réduire les cas de violence. Il y avait aussi un acces limité
a la prophylaxie post exposition pour les populations clés qui avaient subi une
agression sexuelle, souvent parce que c'était non disponibilité. Les principaux axes
incluaient : (1) renforcer les relations existantes avec la police et les travailleurs de la
santé pour offrir une sensibilisation sur la violence, la stigmatisation, la discrimination
et le droit des populations clés a accéder aux services de prise en charge du HIV ;
(2) sensibiliser les groupes de populations clés pour mieux comprendre leurs droits
en tant que citoyens et apprendre a ne pas considérer la violence comme normale
ou inévitable ; (3) proposer des systemes de réponse a la violence a base
communautaire utilisant les meilleures pratiques *2*. Le rejet social, la discrimination,
la privation des droits élémentaires et la pénalisation des populations-clés nuisent a

la réalisation des objectifs des programmes nationaux.

8.3. Améliorer la surveillance de la résistance

L’objectif du traitement ARV doit étre, en toute situation, I'obtention et le maintien
d’'une charge virale (CV) < 50 copies/ml, ce qui minimise le risque de sélection de
virus résistants. Les situations d’échec virologique doivent étre détectées par des
contrdles réguliers de la CV (M1, M3, M6 puis tous les 6 mois), les causes identifiées
et corrigées précocement pour rétablir le succes virologiqgue et prévenir

'accumulation de mutations de résistance.

8.3.1. La stratégie de ’OMS

La surveillance et le suivi de la résistance du HIV aux ARV recommande ['utilisation
d’'un ensemble minimum d’indicateurs d’alerte précoce de la résistance aux ARV
dans tous les sites de TAR. Ces indicateurs permettent d’identifier les facteurs
connus pour étre associés a la résistance du HIV aux ARV ayant besoin d'étre
ameliorés, afin que des mesures correctives appropriées soient mises en place au

niveau des sites de consultation et/ou du programme 3?2, Ces indicateurs évaluent :

e le niveau d’observance du traitement par les populations (retrait des ARV
dans les délais) ;
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e si les pharmacies dispensent des schémas thérapeutiques susceptibles de
favoriser 'émergence d’une résistance aux ARV, tels que les monothérapies
et les bithérapies (pratiques de dispensation) ;

o l'existence de ruptures de stock pour les ARV dispensés habituellement
(continuité de la délivrance des ARV) ;

o« le degré de rétention des personnes dans les services de soins des
consultations de TAR.

Le suivi de la suppression de la charge virale a 12 mois est un indicateur
supplémentaire qu’il est recommandé d’utiliser dans les sites ou la mesure de la
charge virale est réalisée en routine. Dans de nombreux pays et malgré des efforts
soutenus, la surveillance systématique de la résistance du HIV aux ARV n’a pas
progressé au méme rythme que I'extension du TAR. Cette situation limite la capacité
a évaluer de facon fiable les tendances dans le temps 3*2. Dans la perspective d’un
suivi adéquat de I'émergence de la résistance aux ARV, TOMS a mis en place le
Réseau mondial sur la résistance du HIV aux ARV (HIVResNet), composé de plus de
50 institutions internationales, experts et représentants des programmes nationaux
de lutte contre le sida. En collaboration avec HIVResNet (Figure 36), 'OMS a élaboré
une stratégie mondiale pour la surveillance et le suivi de la résistance du HIV aux
ARV concue pour éclairer la prise de décisions sur le choix optimal des schémas
thérapeutiques d’ARV et pour identifier les ajustements programmatiques
nécessaires a la minimisation de '’émergence de la résistance du HIV aux ARV. Elle
comporte trois éléments d’évaluation principaux : (1) surveillance de la résistance du
HIV aux ARV transmise dans les populations réecemment infectées, (2) surveillance
de la résistance du HIV aux ARV acquise dans les populations recevant un TAR et

(3) suivi des indicateurs d’alerte précoce de la résistance du HIV aux ARV %2,

8.3.1.1. Surveillance de la résistance transmise

La méthode d’enquéte OMS pour I'évaluation de la résistance du HIV aux ARV
transmise classe la prévalence de la résistance dans les populations récemment
infectées d’'une zone géographique donnée en trois catégories : faible (inférieure a
5%), modérée (entre 5% et 15%) et élevée (supérieure a 15%). Ces enquétes
utilisent autant que possible les restes d’échantillons collectés dans des populations
d’intérét (par exemple les femmes enceintes jeunes) et les données des enquétes

sérologiques effectuées en routine. Les résultats peuvent aussi fournir des
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informations utiles dans le but de sélectionner les schémas en cours pour la PTME et
les schémas thérapeutiques futurs d’ARV de premiére intention. L'OMS recommande
que les enquétes soient répétées tous les deux ans afin de détecter des signes

d’augmentation de la transmission de la résistance.
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Figure 36. Carte des laboratoires d’analyse de la pharmaco résistance du HIV agréés par 'TOMS
(février 2009), d’apres **2.

8.3.1.2. Surveillance de la résistance acquise

Les enquétes OMS prospectives sur la résistance du HIV aux ARV acquise sont
menées dans les services sentinelles de consultation de TAR. Une cohorte de
personnes débutant un TAR de premiere intention est constituée dans chaque
service sentinelle de consultation. Un test de génotypage a la recherche d'une
résistance du HIV aux ARV est effectué chez les personnes commencant un TAR
tandis qu'une quantification de 'ARN du HIV est réalisée au moment du passage au
traitement de deuxiéme intention ou 12 mois apres le début du traitement chez les
personnes qui continuent a recevoir un TAR de premiéere intention. Chez les
personnes présentant une charge virale détectable (plus de 1000 copies/ml), un test
de génotypage du virus est réalisé pour caractériser les mutations de résistance aux
ARV.
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8.3.1.3. Suivi des indicateurs d’alerte précoce (IAP) de la résistance
du HIV aux ARV
L'apparition et la transmission d'un certain degré de résistance du HIV aux ARV est
inévitable, méme lorsque les traitements appropriés sont prescrits et I'observance du
traitement est optimale. Pour surmonter ce défi, TOMS a mis au point une stratégie
de suivi et de surveillance de la résistance du HIV aux ARV en 2004 qu’elle a mis a

jour en 2015. Cette stratégie se compose de quatre activités principales :

e le suivi annuel des IAP de I'ensemble des résistances du HIV aux ARV dans
tous les établissements fournissant un TAR ou auprés d'un échantillon
représentatif d’établissements administrant un TAR dans le pays ;

« la surveillance de la résistance du HIV aux ARV avant traitement au sein des
populations adultes mises sous TAR de premiére ligne ;

o la surveillance d'une résistance du HIV aux ARV acquise chez les adultes et
les enfants sous traitement ;

e la surveillance de la résistance du HIV aux ARV chez les nourrissons de

moins de 18 mois.

En 2004, TOMS a élaboré un ensemble de huit indicateurs d’alerte précoce de la
résistance du HIV aux ARV pour faire le suivi de ces facteurs, chacun étant assorti
d’'un objectif chiffré recommandé pour la surveillance au niveau des services de
consultation. La stratégie de 'OMS en matiere de résistance du HIV aux ARV est
concue afin de fournir aux pays des informations exploitables pour améliorer la
performance de I'établissement et du programme, et aider au choix d'un schéma de
traitement antirétroviral. Le suivi des IAP constitue le fondement de la stratégie
recommandée par I'OMS en matiére de résistance du HIV aux ARV. Les stratégies
adoptées au niveau de I'établissement et du programme pour améliorer toute
performance suboptimale contribueront non seulement a minimiser les résistances
evitables du HIV aux ARV, mais également a optimiser les résultats du TAR au sein

de la population 2%,
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8.4. Implanter des systemes de type Point of Care (POC)

Les technologies de type POC ont pour principaux objectifs (1) d’étre utilisées de
facon décentralisée, (2) d’étre simples et rapides d’utilisation, (3) de réduire les couts
en réactifs et en maintenance. La promesse que les diagnostics POC pourraient étre
exploités au méme endroit que I'évaluation clinique du patient et les résultats
obtenus lors de la visite ont conduit a des investissements massifs dans le
développement technologique et les efforts de déploiement pour décentraliser le
dépistage du HIV. Plusieurs nouvelles technologies POC pour le dépistage du HIV
ont été congues pour donner les résultats du test lors de la visite du patient le méme
jour. Les instruments POC pour le dosage des lymphocytes CD4+ ont atteint 25%
des parts de marché dans les pays en développement, ouvrant la voie a de futures
technologies. La premiere machine validée a été lancée en 2010 (PIMA d'Alere),
délivrant un résultat en 20 minutes a partir du sang total. Dans le cadre du diagnostic
de la charge virale, beaucoup ne sont pas totalement intégrés et nécessitent une

séparation du plasma sanguin avant I'entrée de I'échantillon 2,

8.4.1. Utilisation pour le dépistage

Utiles pour le dépistage précoce de l'infection du nouveau-né, ces technologies
détectent différents composants viraux tels que l'antigéne de la capside virale p24,
I'ARN ou I'ADN proviral %%, A titre d’exemple, certains POC sont commercialisés pour
la recherche qualitative de I'ADN proviral de HIV-1 (Norgen Biotek Corp ; Quest
Diagnostics, Abbott, Arluplab, etc.) 3%.

Une étude sur le diagnostic précoce a montré que le délai médian avant I'obtention
du résultat de dépistage a partir des tests centralisés était de 125 jours au
Mozambique 3%°. Les POC tel que Alere™ q HIV-1/2 Detect et Xpert® HIV-1, peuvent
étre utilisés pour le dépistage chez les nourrissons dans un délai d'une heure
seulement, au lieu d'envoyer un échantillon en laboratoire, qui peut prendre des
semaines ou des mois pour renvoyer un résultat. Le test de charge virale Alere et le
test semi-quantitatif SAMBA ont donné de bon résultats de diagnostic préecoce chez
les nourrissons dans les pays a ressources limitées 2.

Bindiya Meqggi et al, ont comparé la trousse Alere g HIV1/2 Detect avec une

technique standard Roche COBAS AmpliPrep/TagMan HIV-1 qualitative assay v2.0

pour le diagnostic précoce chez le nourrisson. La sensibilité et la spécificité du POC
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Alere g HIV-1/2 chez I'enfant a la naissance comparé au test de diagnostic réalisé au
laboratoire étaient de 100% 3%’

Cette étude démontre que le diagnostic précoce avec les POC a la naissance est
performant lorsqu'elle est effectuée par des infirmiéres dans des cliniques de soins

de santé primaire a faibles ressources.

8.4.2. Utilisation pour la mesure de charge virale

Les besoins non satisfaits en matiere de charge virale augmentent dans les
contextes ou les ressources sont peu €levées, le nombre de personnes initiant un
traitement antirétroviral augmentant avec |'approche «test and treat» 3%°,

Les tests POC Alere et SAMBA ont prouvé leur exactitude quant a la surveillance de
la charge virale dans les pays a ressources limitées. Deux études®® ont également
démontré que le test de charge virale GeneXpert HIV-1 (Cepheid) était performant
pour différents sous-types viraux, lorsqu'il était effectué en laboratoire de biologie
clinigue comparé a un test de charge virale de référence. Une étude de faisabilité et
de validation réalisée en clinique a également démontré une excellente précision
pour le test de charge virale Xpert HIV-1 effectué dans une clinique a Durban, en
Afrique du Sud **°.

Les dosages plasmatiques et sanguins avec Liat HIV Quant, version préliminaire, ont
été évalués en Afrique du Sud. La précision, l'exactitude, la linéarité et la
concordance des dosages sanguins et plasmatiques de Liat HIV Quant ont été
comparées a celles des technologies de référence (Abbott molecular et Roche
diagnostics), Une évaluation clinique plus poussée est nécessaire (en particulier pour
les tests sur échantillons de sang total dérivés de la pigdre au doigt) **%. Les modéles
mathématiques prédictifs ont suggéré que le suivi de la charge virale du HIV avec les
POC permettra une administration plus rentable du traitement antirétroviral %°°. La
disponibilit¢ dans le commerce des tests charge virale HIV de type POC reste
modeste (Tableau 8) %%

Le dispositif de test GeneXpert entierement automatisé nécessite une formation
minimale. Il permet la réalisation de la charge virale HIV, le diagnostic précoce du
HIV chez I'enfant et le diagnostic de la tuberculose résistante a la rifampicine (MTB /

RIF) sur une plate-forme GeneXpert a quatre modules. Dans une étude en centres
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décentralisés au Zimbabwe le taux d'erreur des tests polyvalents GeneXpert était
restés inférieurs & 4% dans tous les 4 sites %%°.

Il présente également un taux de résultats invalides inférieur & celui des autres
plates-formes mais il nécessite 1ml de plasma pour le test, ce qui est souvent difficile
& obtenir chez les enfants %%°. Le délai de rendu de résultat est plus court (1 jour) que
celui du test centralisé (entre 17 et 26 jours). Le délai médian de conseil pour le
renforcement de I'observance était de 8 jours et le délai médian avant l'initiation du
traitement antirétroviral chez les nourrissons séropositifs au test HIV était de 1 jour
326 Une étude colt-efficacité est actuellement en cours pour examiner le codt de la
décentralisation de Xpert par rapport aux tests centralisés et pour évaluer un modele

de partage des co(its potentiel entre les programmes TB et HIV 3%

Tableau 8 : les technologies de POC pour la mesure de la charge virale.

SEUIL DE OBTENTION | AUTRES
DETECTION DU INFORMATIONS

ECHANTILLON
(VOL)

TECHNOLOGIE
POC

RESULTAT
(MIN)
ALERE™ Q HIV- = Sang total (25 yL) 1000 copies/ml 52 RT-PCR matrice de
1/2 DETECT microsonde
GENEXPERT® H ' Plasma CV EID et = 40 a 10 millions de 90 Amplification et
V-1 MTB / RIF copies/ml détection de 'ARN.
Multiplex RT-PCR
EOSCAPE Sang ou de Qualitative et 50 Amplification et
(WAVE 80 plasma (100uL) Quantitative 1000 détection
BIOSCIENCES, copies/ml
SAN
FRANCISCO,
CA)
Liat HIV Quant Sang total (75 pL) = 1000 copies/ml dans 30 & 35 Amplification et
assay ou de plasma 150 i détection de 'ARN.
(150 pL) Quantitative Multiplex RT-PCR
Cartouche +4°
SAMBA Plasma (200 pL) 1000 copies/ml (semi- 90 Amplification

quantitatif)

isotherme et détection
de signal

8.4.3. Evaluation de I'impact clinique des POC

Des efforts sont en cours pour évaluer les avantages et les colts de la mise en
ceuvre de la surveillance de la charge virale du HIV dans les centres de traitement du

HIV. Les modeéles existants de prise en charge chronique du HIV suggérent que le
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transfert de taches a des infirmieres ou a des cadres moins qualifiés peut générer
des résultats similaires (non-inférieurs) a la prise en charge du TAR par des
médecins ou des infirmiers professionnels et approuvés par 'OMS #°. Cependant,
une étude au Cap a montré que le « renvoi » de patients chroniques sous TAR a un
site différent pouvait entrainer une perte de taux de suivi plus élevée. Par
conséquent, la mise en ceuvre d'un modele de soins contre le HIV qui utilise une
approche intégrée des agents de santé et des tests intégrés de la charge virale du
HIV, tout en garantissant des soins de qualité aux patients, peut étre essentielle. Des
modeles ont démontré que la surveillance avec les POC pourrait permettre de
réduire considérablement les visites de suivi chez les patients infectés par le HIV
stables recevant un TAR et réorienter les ressources vers d’autres soins pour les

patients infectés par le HIV présentant une charge virale non supprimée 2%

8.5. Open Polyvent Plateform (OPP)ERA

Le projet OPP-ERA, mis en ceuvre au Burundi, au Cameroun, en Céte d’lvoire et en
Guinée depuis mars 2013, favorise laccés a des plateformes ouvertes et
polyvalentes (OPP). Un systeme ouvert innovant de techniques de biologie
moléculaire pour les laboratoires, qui permet de mesurer la charge virale du HIV,
ainsi que de diagnostiquer d'autres pathologies infectieuses comme la tuberculose et
les hépatites virales. Ce systeme flexible, est facile a utiliser et a entretenir pour des
techniciens formés. Les machines utilisées sont adaptées pour des centres de santé

situés autant dans les capitales qu'en zones décentralisées .

OPP-ERA a déja permis de combler le retard des quatre pays africains engagés
dans le projet. Ainsi par exemple au Burundi en 2016, a la fin de la premiére phase
du projet, plus de 20% des personnes sous traitement du HIV avaient acces a un test
de charge virale. La deuxiéme phase devrait permettre d'accélérer I'accés a la
mesure de la charge virale dans les pays concernés. Elle devrait également
permettre aux équipes de chercheurs de démontrer la polyvalence ainsi que la

faisabilité et I'efficacité des OPP au niveau national®.

Le modele des OPP promu par OPP-ERA est en plein développement. Le Fonds
mondial de lutte contre le sida, la tuberculose et le paludisme déploie actuellement
également des plateformes polyvalentes ouvertes en mutualisant les outils et les
formations du projet OPP-ERA3%,
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Travaux Personnels
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Introduction

A TI'échelle mondiale, la transmission du HIV1 s’effectue majoritairement par voie
hétérosexuelle, par exposition des muqueuses génitales de la femme aux sécrétions
séminales masculines infectées 2. Environ 64% de nouvelles infections & HIV
(adultes et enfants) ont eu lieu en Afrique subsaharienne, pres de 43% étaient des
femmes en 2016 Dans cette région, 67 % des nouvelles infections & HIV parmi les
jeunes gens touchaient les jeunes femmes et les filles agées de 15 & 24 ans **,

Le sperme d’hommes infectés représente la source de contamination majoritaire par
voie hétérosexuelle, les sécrétions cervico-vaginales de femmes infectées en sont
une autre, a un moindre degré. Au niveau du sperme infecté, HIV-1 est présent sous
forme de particules virales libres (ARN) dans le plasma séminal et de particules

332 || est maintenant

associées aux cellules mononuclées ou NSMC (ADN proviral)
bien démontré que le tractus génital peut représenter un réservoir de réplication
autonome pour HIV-1. En effet, plusieurs études portant sur la quantification du
génome viral au niveau du tractus génital masculin apportent des arguments forts en
faveur d’'une compartimentation de HIV-1 dans le sperme 33373%

Certains patients présentent méme des charges virales et/ou provirales plus élevées
dans le sperme que dans le sang ***3%. Des études phylogénétiques menées sur
les souches virales issues des secteurs séminaux et sanguins des mémes sujets ont
montrées des différences au niveau des génes codant la région V3 de la gp120 **’.
Des variations sont aussi décrites au niveau des genes codant la RT et la protéase
337.

Un des facteurs pouvant influencer la compartimentation des souches est la capacité
des antirétroviraux a passer la barriere hémato-testiculaire. Si certaines molécules se
concentrent au niveau du tractus génital (comme les inhibiteurs nucléosidiques et le
raltegravir), d’autres comme la plupart des inhibiteurs de protéase ou I'efavirenz ont
un pouvoir de diffusion trés médiocre voire nul **. Ceci a bien entendu une influence
sur la charge virale et provirale séminale et sur 'émergence et donc la transmission
potentielle de souches résistantes. Si le traitement antirétroviral a été décrit comme
baissant globalement la charge virale ARN au niveau du plasma séminal et le risque
de transmission a I'échelle d’une population 3*°, cela n’est pas forcément vrai a titre
individuel ou certains patients peuvent présenter une excrétion virale au niveau

séminal 3%,
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D’un point de vue épidémiologique, la distribution mondiale des souches de HIV-1
est hétérogene et reléve d'un processus dynamique. Si le sous-type B est
prédominant dans les pays développés, la diversité génétique la plus élevée est
observée en Afrique, principalement en Afrique centrale, ou sont retrouves tous les
groupes et sous-types ainsi que la majorité des souches recombinantes ; ces
dernieres représentent au moins 20% du nombre total des isolats et sont classées en
2 catégories : les CRF (Circulationg Recombinant Forms) et les URF (Unique
Recombinant Forms). La souche recombinante majoritaire est le CRF02_AG dont on

341 elle

estime qu’il est responsable de plus de 9 millions d’infections dans le monde
est majoritaire au Mali, chez les patients HIV-1¢484°,

Si les mutations associées a la résistance semblent les mémes entre les sous-types
B et non B *°, un certain nombre de mutations mineures sont observées sur les
genes de la protéase et de la reverse transcriptase des souches non-B en absence
de TAR 3*. Sj ces mutations de polymorphisme ne semblent pas impacter le succés
thérapeutique & court terme pour les souches de type CRF02_AG *** wune
émergence plus importante de certaines mutations a été rapportée comme la K65R
pour les sous-type C et CRFO1_AE. Les INTI d4t et tenofovir sont inefficaces sur des
souches porteuses de K65R 3343,

Le polymorphisme observé sur les types non-B de patients nouvellement dépistés
peut étre di a des mutations de résistance transmises par un patient traité ou a des
mutations naturellement présentes sur ces sous-types.

La disponibilité de la thérapie antirétrovirale (ARV) pour les patients infectés par le
HIV en Afrigue a augmenté ces derniéres années et les programmes de prise en
charge a large échelle ont été mis en ceuvre dans beaucoup de pays. Entre 2000 et
2017, le nombre de vies sauvées grace au TAR était de 11, 4 millions®**. Des études
ont montré que la prévalence de la résistance varie de 1,1% a 16,3% selon les pays

240,243,244,246,247,345-350 | 5 résistance constitue une

de [I'Afrique subsaharienne
préoccupation majeure au cours de la prise en charge thérapeutique de l'infection
par HIV. Il a été démontré que l'utilisation des tests de résistance au cours des
échecs thérapeutiques permettait d’optimiser le choix du traitement alternatif. De
plus, déceler cette résistance avant méme la mise sous traitement facilite le choix
des molécules ARV. plusieurs pays de I'Afrique au sud du Sahara, ne disposent pas

d’un systéme de surveillance de la résistance des souches 3%,
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Dans ce travail de These, nous avons tout d’abord voulu évaluer la chaine de prise
en charge de personnes nouvellement dépistées séropositives a Bamako (Mali),
dans le contexte actuel de l'objectif cible 90-90-90 ainsi que la prévalence de la
résistance primaire aux ARV. Nous avons également étudié la faisabilité des tests de
charge virale et de génotypage de résistance a partir de support type buvard (DBS)
dans un second travail mené au Tchad.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a l'efficacité du traitement
dans différents compartiments muqueux (salivaire et génital) ainsi qu’au profil de
résistance des souches dans ces compartiments et a la composition du microbiote

vaginal.
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Partie 1: efficacité du traitement antirétroviral chez
des personnes séropositives vis a vis de HIV-1
nouvellement dépistées

1/ Efficacité du traitement antirétroviral chez des personnes
nouvellement dépistées a Bamako (article 1)

Introduction

L'OMS recommande depuis 2015 l'initiation du traitement antirétroviral chez tous les

211 En outre, le

PVVIH, quel que soit le nombre de lymphocytes T CD4+
pourcentage de patients atteints de HIV diagnostiqué au stade avancé reste tres
élevé dans de nombreux centres, plaidant pour le renforcement du respect des
campagnes de prévention et de dépistage ainsi que pour la rétention aux soins apres
I'initiation du traitement. L'accés limité a une surveillance virologique réguliere, basée
sur des tests de CV et de génotypage, pourrait retarder le passage a un traitement
de deuxiéme intention et augmenter le risque d'échec virologique (EV) et de
résistance au traitement antirétroviral. En effet, le taux de changement thérapeutique
en Afrique de I'Ouest reste faible et est principalement motivé par l'intolérance plutot
que par un EV, en raison du faible accés aux tests de CV et d’autres options
médicamenteuses **'. Au Mali, des données récentes suggérent que prés de 31,5%
des PVVIH étaient sous ARV en 2016 (données non publiées de CSLS, Bamako).
Une étude antérieure, menée en 2010, indiquait une prévalence de la TDRM de
7,8% chez les patients nouvellement diagnostiqués avec le HIV-1 a Bamako et a
Ségou, ce qui suggere que le traitement de premiére intention basé sur les INNTI
standard est sous-optimal pour certains patients®’.

A I'ére du plan 90-90-90, il est trés important de surveiller la suppression virale et de

vérifier régulierement la cascade de traitement chez les PVVIH.
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Background: To achieve the 90-90-90 targets assigned by UNAIDS, it is crucial to monitor ART in HIV-1-infected
patients, especially in resource-limited countries.

Objectives: To evaluate the immunovirological response after 12 months of ART in newly HIV-1-diagnosed peo-
ple in Bamako, Mali; to determine primary and acquired resistance rates to antiretroviral drugs; and to evaluate
the impact of primary resistance on the efficacy of ART.

Patients and methods: One hundred and nineteen HIV-1-infected people (88.2% women; median age
34 years) were enrolled between January and June 2014. HIV-1 RNA loads (Abbott RealTime HIV-1 assay) were
tested in the blood before and at months 3, 6 and 12 after initiation of ART. Primary and acquired resistances to
ART were evaluated by the Viroseq™ HIV-1 genotyping assay.

Results: During the study, 8.4% of people died and 37% were lost to follow-up. After 1 year of ART, an undetect-
able HIV-1 RNA viral load was found in 87.7% of cases. The overall rate of primary drug resistance mutations was
17.5% (3.2%, 15.9% and 0% for NRTIs, NNRTIs and PIs, respectively). These mutations were not associated with
either higher mortality rates or larger numbers of virological failures. The acquired resistance rate was estimated
at 3.1%.

Conclusions: Our study showed a high primary resistance level and a huge proportion of people non-adherent
to the treatment programme. Reassuringly, almost 90% virological success and a low level of acquired muta-
tions were observed in adherent people at month 12. Reinforced education, regular virological monitoring and

early HIV-1 diagnosis may help to improve retention in the care system.

Introduction

According to the Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS), 6.1 million (4.9-7.6 million) people were living with HIV
in Western and Central Africain 2016.! At the same time, the num-
ber of people accessing ART had increased, reaching 2.1 million,
corresponding to 35% (24%-44%) of HIV-1-infected people in the
region.

In 2014, UNAIDS launched the ambitious 90-90-90 treatment
targets, in order to end the HIV/AIDS epidemic by 2030. The goals
toreach by 2020 are: 90% of those infected by HIV-1 must be diag-
nosed; 90% of those diagnosed must be on ART; and 90% of those
on treatment must have a fully suppressed viral load (VL).? In this

context, the initiation of ART in all HIV-1-infected persons at any
CD4+ T cell count has been recommended by WHO since 2015.2
However, numerous obstacles may prevent the 90-90-90
objectives from being achieved, especially in resource-limited
countries (RLCs).*” First, despite new HIV infection having declined
between 2010 and 2016, there were still 1.8 million newly infected
people in 2016." Moreover, the percentage of patients with
advanced disease at the time of diagnosis remains dramatically
high in many RLCs, advocating reinforcement of adherence to pre-
vention and testing campaigns as well as retention in care after
enrolment in HIV treatment. The limited access to regular viro-
logical monitoring, based on VL and genotyping assays, may delay
the switch to second-line regimens and increase the risk of

©The Author(s) 2018. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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virological failure (VF) and resistance to ART. Indeed, the rate of
therapeutic switch in Western Africa remains low and mostly moti-
vated by intolerance rather than VF, owing to poor access to VL
tests and limited options for other drugs.® Concomitant with the
ART scale-up in RLCs, the rates of VF and HIV-1 pre-treatment drug
resistance mutations (PDRMs) are increasing over time.”” Thisis of
particular concern for first-generation NNRTISs, which are still wide-
ly used in first-line regimens.

In Mali, recent data suggest that almost 31.5% of people living
with HIV were on ART in 2016 (unpublished data from Cellule
Sectorielle de Lutte contre le Sida, Bamako, A. Keita). A previous
study, conducted in 2010, indicated a 7.8% prevalence of PDRMs in
newly HIV-1-diagnosed patients in Bamako and Ségou, suggesting
that the standard NNRTI-based first-line regimen used is subopti-
mal for some patients. ™

Inthe era of the 90-90-90 plan, it is of high importance to moni-
tor viral suppression and to regularly check the treatment cascade.

This longitudinal study aimed to characterize the immunologic-
al and virological responses at inclusion and after 3, 6 and
12 months of a first-line ART in newly HIV-1-diagnosed people in
Bamako. We also determined the PDRM rate as well as the occur-
rence of resistance to antiretroviral drugs during the follow-up
period.

Patients and methods

Patients

A total of 119 newly diagnosed HIV-1 patients in three centres, namely
Centres d’écoute, de soins et d’'accompagnement (CESACs), Commune 1
and the clinic Les Halles in Bamako, were enrolled between January and
June 2014. ART was initiated in all participants within 2 weeks after HIV
diagnosis, combining either two NRTIs and one NNRTI or two NRTIs and one
PIin 95.7% and 4.3% of patients, respectively. Whole blood was sampled
at the time of HIV diagnosis in each patient.

Alongitudinal follow-up wasimplemented and blood samples were col-
lected at months 3, 6 and 12 after ART initiation. Clinicians received results
of HIV-1 VL and CD4+ T cell counts in blood before each visit at months 6
and 12. The characteristics of the studied population at inclusion are
detailed in Table 1. During the study, several periods of stock disruption of
zidovudine, emtricitabine, nevirapine and lopinavir occurred.

Ethics

This study was approved by the Ethics Committee of INRSP (decision 23/12/
CE-INRSP) and each participant signed a written consent form.

Samples

A fresh blood sample containing EDTA was used for CD4+ T cell counts.
Blood plasma was obtained from @ second whole-blood sample after cen-
trifugation at 1500 g for 20 min and stored at —80°C until analysis.

CD4+ T cell count

The D4+ T cells were quantified at INRSP using the BD FACSCount™
System (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

HIV RNA VL

HIV-1 RNA was quantified in blood plasma using the Abbott RealTime HIV-1
assay (Abbott Molecular, Rungis, France) at the Infectious Agents and
Hygiene Department of the University Hospital of Saint-Etienne.

Table 1. Characteristics of the 119 patients included in the study at the
time of initiation of ART

Characteristic Value
Gender, n (%)
female 95(79.8)
male 24:(20.2)
Age, years, median (range) 34 (18-60)
CD4+ T cell count, cells/mm3, mean (SD) 346 (307)
HIV RNA viral load, log1 copies/mL, mean (SD) 4.93(0.85)
Clinical stage, n (%)
I 39(32.8)
il 33(27.7)
11 41 (34.4)
v 6(5.1)
Acquisition route, n (%)
heterosexual 118(99.1)
homosexual 1(0.9)
Marital status, n (%)
single 20(16.8)
married 78 (65.5)
widow(er) 7(5.9)
unknown 14 (11.8)
Spouse HIV status, n (%)
positive 26(21.8)
on ART 23(19.3)
not on ART 3(2.5)
deceased 7(5.9)
unknown 49 (41.2)
negative 37(31.1)
ART regimen®, n (%)
3TC/TDF/EFV 83(69.7)
FTC/TDF/EFV 17(14.3)
ZDV/3TCINVP 11(9.2)
ZDV/3TC/EFV 3(2.5)
ZDV/3TC/LPV 3(2.5)
3TC/TDF/LPV 1(0.9)
3TC/ABC/LPV 1(0.9)

3TC, lamivudine; TDF, tenofovir disoproxil fumarate; EFV, efavirenz; FTC,
emtricitabine; ZDV, zidovudine; NVP, nevirapine; LPV, lopinavir; ABC,
abacavir.

9According to the WHO clinical staging classification of HIV disease.
®Started within 1 month after HIV diagnosis.

Genotypic resistance assay

All genotypic resistance assays were done retrospectively at the end of the
study onthe 119 blood plasma specimens taken before the initiation of ART
and at month 12 (M12) after treatment initiation in case of viral escape.
Total RNA was extracted using the NUCLISENS easyMAG platform
(bioMérieux, Marcy IEtoile, France). The HIV-1 reverse transcriptase (RT)
and protease genes were amplified and sequenced by using the ViroSeq
HIV-1 Genotyping System® (Celera Diagnostics, CA, USA). The resulting
sequences were aligned using ViroSeq® HIV-1 Genotyping System Software
v2.6 (Celera Diagnostics). HIV-1 subtype was established from the RT/prote-
ase sequence analysis using the Stanford HIV Drug Resistance Database
(https:/hivdb.stanford.edu/hivdb/by-sequences/).  The drug resistance
mutations (DRMs) were defined as those appearing in the WHO SDRM list.'!
The DRM interpretation was carried out according to the algorithm of the
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119 Patients included

10 Deceased (8.4%) 65 Were followed up for 44 Were lost to follow-up
12 months® (54.6%) (37.0%)
Undetectable VL Detectable VL at month 12
Month 3 Month 6 Month 12 Viral escape No viral control under ART
Number (%) 20(30.7) 47(72.3) 57 (87.7) 2(3.) 6(9.2)
Gain® of CD4+ T cell +16 +14 +329 +342 +361
count median number
of cells/mm?

9 After ART initiation; VL, viral load; ART, antiretroviral therapy

Figure 1. Flow chart of the study.

Agence Nationale de Recherches sur le SIDA et les hépatites virales (ANRS,
September 2016, https://www.hivfrenchresistance.org).

Statistical analysis

Continuous variables were compared by using Student’s t-test, analysis of
variance and the non-parametric Mann-Whitney assay when required.
Comparisons between categorical variables were done using the 2 test
and Fisher's exact test when appropriate. The correlation between quanti-
tative values was analysed using the Spearman correlation test. A P value
<0.05 was considered to be statistically significant. The association of mor-
tality with potential risk factors was assessed using Kaplan-Meier curves.

Results
Mortality data

As shown in Figure 1, samples could be collected prospectively over
a period of 12 months in 65 out of 119 patients (54.6%). Ten people
(8.4%) died during the study and 44 (37%) were lost to follow-up
(LTFU). A statistically significant association was observed between
mortality and a low CD4+ T cell count (<200 cells/mm?), a clinical
stage of IT1/1V and an HIV-positive status of the spouse (Figure 2a-c).
Those who died were exclusively female. A young age, female
gender and single marital status were associated with LTFU status
(Pvalues of 0.025, 0.048 and 0.049, respectively). Of note, the 20 sin-
gle females participating in the study were all sex workers. Half of
them exhibited clinical stage I or IV at the time of HIV-1 diagnosis.

Virological results at inclusion
HIV-1 viral load in blood

At the time of HIV diagnosis, the mean HIV-1 RNA load in blood
was 4.9340.8510g; copies/mL. CD4+ T cell values were negative-
ly correlated with HIV-1RNA VL inblood (r = —0.29; P = 0.026).

HIV-1 subtypes and phylogenetic analysis

Sixty-three complete RT/protease genes were successfully
sequenced out of 119 blood specimens sampled at the time of

HIV-1 diagnosis. The most prevalent subtype was CRFO2_AG
(84.7%), followed by subtypes A1 (3.5%), G (3.5%), CRFO6_cpx
(3.5%), B (2.4%), CRF13_cpx (1.2%) and CRF26_A5U (1.2%).

Pre-treatment drug resistance mutations

Among the 63 RT/protease gene sequences obtained from blood,
11 exhibited at least one mutation conferring resistance to
NNRTISs, NRTIs or PIs, which corresponds to a PDRM rate of 17.5%
(Table 2). The PDRM percentages for NRTIs, NNRTIs and PIs were
3.2% (2/63), 15.9% (10/63) and 0%, respectively. The most preva-
lent NRTI resistance mutation was M184V (3.2%) followed by
T215Y (1.6%). The following NNRTI resistance mutations were
detected: K103N (6.3%), E138A (4.8%), Y181C (3.2%), K103E
(1.6%), V106I (1.6%) and V1791 (1.6%). In addition, the V179E
non-polymorphic mutation was found in four patients (6.3%). The
following polymorphic mutations were detected: L10I/V and K201
mutations in all tested protease gene sequences; and V90! and
V179T in four (6.3%) and three (4.8%) RT genes. Two patients
exhibited mutations conferring resistance to both NRTIs and
NNRTIs.

Longitudinal follow-up after ART initiation

Dynamics of CD4+ T cell count and HIV RNA VL during
12 month follow-up

The mean CD4+ T cell count was significantly higher at M12 than
at inclusion (5864234 versus 3414239 cells/mm?, P=5.3x107°).
An undetectable HIV RNA VL in blood was reached after 3, 6 and
12 months of ART in 28.4%, 82.1% and 87.7% of patients, respect-
ively. After ART initiation, a significant decrease in VL in the blood
was observed between day 0 and M12 (-3.14 + —1.22 logy cop-
ies/mL). As shown in Figure 1, five groups of patients could be dis-
tinguished: the first three had undetectable VL at M3, M6 and M12,
respectively, the fourth reached an undetectable VL value at M3 or
M6 but experienced viral rebound at M12, and the fifth had persist-
ent viral replication during the whole follow-up period.
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Figure 2. Kaplan-Meier survival estimates based on CD4+ T cell count (a), clinical stage (b), HIV status of the partner (c) and the presence of drug
resistance-related mutations (d) at the time of HIV diagnosis.

Table 2. Characteristics of the 11 patients exhibiting one or more PDRM at the time of initiation of ART and 12 months later

At ART initiation At M12 after start of ART
HIV-1RNA HIV-1 RNA
Patient age ART clinical drugresistance  CD4+ Tcell count load (logyp CD4+ T cell count load (logqo
D Gender (years) regimen  stage PDRM profile (cells/mm?)  copies/mL)  (cells/mm?)  copies/mL)
013 F 36  TDF/FTC/EFV 111 V1061, V1791 ETR? 4 5.78 429 <16
019 F 46 TDF/FTC/EFV  III E138A ETR? 53 6.21 deceased at M6
027 F 27  TDF/FTC/EFV 111 K103N EFV, NVP 452 490 802 <16
038 F 24 3TC/TDF/EFV 11 K103N EFV, NVP T4 3.75 57 5.36
043 F 37 TDF/FTC/EFV I M184V,T215Y, ZDV,3TC, FTC, EFV, 348 4.64 deceased at M3
K103E,Y181C  NVP, ETR, RPV

046 F 33 TDF/FTC/EFV 11T K103N EFV, NVP 113 5.48 124 <16
087 F 38 3TC/TDF/EFV [ E138A RPV, ETR® 819 479 1305 <16
098 M 42 3TC/TDF/EFV 1T E138A RPV, ETR® 7 5.24 342 <16
103 M 34 TDF/FTC/EFV 111 M184V,Y181C  3TC, FTC EFV,NVP 178 4.60 LTFU
104 M 54 3TC/IDFAPV 1T V179T ETRP 7 5.29 376 441
115 F 39  3TC/TDF/EFV [ KIO3N EFV, NVP 189 5.56 884 <16

3TC, lamivudine; EFV, efavirenz; ETR, etravirine; FTC, emtricitabine; LPV, lopinavir; NVP; nevirapine; RPV, rilpivirine; TDF, tenofovir disoproxil fumarate;
7DV, zidovudine.

“Low level.

®When associated with at least two other mutations.

Characteristics of patients who failed the first-line regimen three DRMs were detected in three patients: one was K103N, al-

at M12 ready present at the time of HIV diagnosis; the two others were
In total, eight patients still tested positive for RNA HIV-1 in the ~ K65E and L74V, selected during treatments with lamivudine/teno-
blood 12 months after initiation of ART (Table 3). At that time, fovir/efavirenz and lamivudine/abacavir/lopinavir, respectively.
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Table 3. Characteristics of the eight people who experienced a virological failure after 12 months of antiretroviral therapy

At the time of ART initiation HIV-1 RNA viral load (logy copies/mL) Genotyping assay
duration of ART (months)
age D4+ T drug mutation  drug resistance
Patient ID Gender  (years) ARTregimen  cellgain® before ART 3 6 12 before ART/at M12  profile at M12
No viral control
011 F 29 3TC/TDF/EFV -823 5.70 3.88 222 392 none/none WT
015 F 34 3TC/TDF/EFV -427 3.98 3.81 185 438 none/K65E TDF
038 F 24 3TC/TDF/EFV 183 6.14 3.75 185 536 K103N/K103N EFV NVP
060 F 38 3TC/TDF/EFV 26 4.35 2.80 1.90 391 none/none WT
117 M 26 3TC/TDF/EFV 363 5.14 3.98 3.82 382 none/none WT
118 M 25 3TC/TDF/EFV 804 5.60 2.42 ND 1.88 none/NA unknown
Viral rebound
002 F 37 3TC/ABC/LPV 72 4.69 247 1.6 2.60 none/L74V ABC
003 F 52 3TC/TDF/EFV 350 5.21 231 16 2.07 none/NA unknown

3TC, lamivudine; TDF, tenofovir; EFV, efavirenz; NVP, nevirapine; ABC, abacavir; LPV, lopinavir; ND, not done; NA, not available.

“Within 12 months of ART.

The resulting rate of acquired mutations was 3.1%. No DRM was
foundin three other patients and the genotyping assay was unsuc-
cessfulin the last two.

Among the 11 patients exhibiting PDRM in the blood at the time
of diagnosis, 8 were sampled at M12. The HIV-1 VL was undetect-
able in the blood of six and positive in two people, one exhibiting a
persistent K103N DRM already mentioned above, and one a
V179T, not related to the lamivudine/tenofovir/lopinavir-based
regimen in this patient. No association was observed between the
presence of transmitted mutations and mortality rates (Figure 2d),
the occurrence of virological failure and the gain in CD4+ T cells be-
tween diagnosis and 3, 6 and 12 months post-ART.

Therapeutic switches within the 12 month follow-up

During the survey period, 17 out of 65 patients (26.2%) had a
therapeutic switch between 6 and 12 months of follow-up. These
switches were caused by stock disruption of drugs in 70.5% of
cases, a detectable viral load in blood after 6 months of treatment
in 23.5% and an adverse effect (anaemia) in 6.0%.

Discussion

Our work aimed to check the efficacy of a 12 month first-line ART
period in patients newly diagnosed as positive for HIV-1in Bamako
and monitored according to the national recommendations in
Mali. One crucial point determining therapeutic success is adher-
ence to treatment and the care system of people living with HIV,
especially in RLCs. The retention rate we observed at M12 (54.6%)
was unexpectedly low, as this usually ranges from 75% to 82%
according to recent findings in a young male population in the
KwaZulu-Natal area.*>** Two main reasons may explain such a
low adherence in our survey study: first, the mortality rate was
high since 8.4% (exclusively female) of those enrolled died during
the study; second, an immunosuppressed status related to late
HIV diagnosis may have been a determining factor, as already
described.™ No association between the presence of PDRM at the

time of HIV-1 diagnosis and mortality was observed. However, one
of the deceased women harboured many DRMs (M184Y, T215Y,
K103E, Y181C) at baseline, conferring resistance to two out of
three drugs of the implemented ART regimen. Since our survey
was limited to 1year, it cannot be excluded that these pre-
treatment mutations could play a deleterious role in the longer
term. Many reasons for patients delaying HIV testing have been
suggested, such as an incorrect perception of the risk of infection,
fear of diagnosis, concern about stigmatization or a lack of know-
ledge of the benefits of successful ART." Second, living LTFU peo-
ple in our study were exclusively female and mostly sex workers. It
was previously shown that women are more reluctant to start
therapy and less adherent to ART than males.'>” A recent study
indicated that health education, counselling, financial incentives
and home visits may encourage pregnant women to remain in the
healthcare system.*® As a whole, the low rate of retention in this
ART programme may be a primary major obstacle to the success
of the 90-90-90 plan objectives in some key affected populations.
Therefore, it is urgent to better identify the causes of poor adher-
ence, to solve them and to regularly check the HIV care cascade.
Concomitant with ART scale-up, it is crucial to survey both the
transmitted DRM (TDRM) rate and the emergence of acquired re-
sistance in people receiving antiretroviral drugs. Indeed, this may
impact the success of first-line therapies and salvage options in
RLCs and, in this way, the achievement of the third 90 target. To
this end, recommendations to monitor transmitted HIV drug re-
sistance in countries involved in antiretroviral access programmes
were issued by WHO in 2008."* Because we could not confidently
state that all people enrolled in our study did not experience prior
antiretroviral drug exposure, we choose to use the term PDRM ra-
ther than TDRM. We observed higher rates of global (17.5%) and
NNRTI (15.9%) PDRMs than those recently reported by WHO in the
four African countries participating in the drug resistance survey
programme (Cameroon, Namibia, Uganda and Zimbabwe).”
Another study, done in Burkina Faso in 2006, reported a TDRM rate
of 8.2%, most of the strains being resistant to NNRTIs.?® Mali does
not currently participate in the WHO survey but previous studies
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published in 2006, 2010 and 2013 demonstrated levels of TDRMs
of 11.5%, 9.9% and 7.9%, respectively.'®*"?? Despite the fact that
these studies differed in terms of the size and characteristics of the
studied populations, our findings support an increase in PDRMs
over time in Mali. In >10% of blood samples we observed muta-
tions other than K103N conferring cross-resistance to most
NNRTIs (E138A, V1061, V1791 and Y181C), which could comprom-
ise the use of second-generation NNRTIS such as etravirine or rilpi-
virine, which are still not used in Mali. These DRMs have also been
observed by others in untreated people or in patients failing first-
line ART. 1022

In contrast, we found a low prevalence (3.2%) of mutations
conferring resistance to NRTIs, mainly M184V, similarly to recent
survey data from WHO.™ Similarly, no PI resistance-related muta-
tion was detected in our work, probably owing to the limited use of
this class of drugs in Mali.

Because of the limited size of the population enrolled in our
study, additional data are needed at the country level to corrobor-
ate this increasing rate of PDRMs in Malli. In case of confirmation, it
would be urgent to consider alternatives to usual first-line drugs,
perhaps by switching NNRTIs to integrase inhibitors, as recently
recommended by WHO.%

There are few studies examining the association between pre-
treatment resistance and VF during ART. In our study, among the 11
patients exhibiting PDRMs in the blood at the time of diagnosis, 2
died within 6 months of follow-up, 1 was LTFU and 8 were sampled
at M12. At that time, six exhibited an undetectable HIV-1 VL in blood
and two tested positive (VL at 536 and 4.41logyo copies/mL).
Surprisingly, among the six patients with well-controlled VL, three
were on a tenofovir/emtricitabine/efavirenz combined regimen and
exhibited a K103N PDRM in their blood, suggesting good efficacy of
the NRTI backbone and a high adhesion to ART, at least during this
1year survey period. These patients were also characterized by a
D4+ T cell count >100 cells/mm? at the time of ART initiation. In
the two patients with a detectable HIV-1 viraemia, the K103N PDRM
was still present at M12 in the first one and a V179T PDRM was still
detectable in the second one, although this mutation was not
believed to impair the efficacy of the ongoing ART regimen in this pa-
tient (tenofovir/emtricitabine/efavirenz). In two European studies,
low rates of VF were observed (4.7% and 6.5%, respectively)
12 months after ART start in adults exhibiting TDRMs at baseline.2>*®
Higher rates of VF have been reported in children who may have
acquired resistance from maternal ART exposure.?” As these obser-
vations were obtained during short-term ART exposure, the impact
of PDRMs on long-term therapy in the context of limited access to
second- (or third)-line regimens and of stock disruptions has to be
further investigated.

Regarding the occurrence of VF, 12.3% of people tested positive
for HIV-1RNA 1 year after starting ART, which is less than in a previ-
ous study.?® A persisting viraemia whilst on ART could be owing to
several factors, such as low adherence, drug stock disruptions and/
or the presence or emergence of DRMs. In our experience, after
1year of ART only three people exhibited DRMs, one of whom al-
ready had the DRM at the time of ART initiation. Our acquired drug
resistance rate of 3.1% was low compared with those reported by
WHO in 2017.% This could be due to the relatively low VL meas-
ured in these patients (in six of them <4log;o copies/mL), since a
correlation between high VL and presence of DRMs has recently
been suggested.” Therefore, an adherence reinforcement could be

recommended in people exhibiting low detectable VL in order to
spare further antiretroviral options. This observed low acquired
DRM rate is reassuring, but the duration of our follow-up was lim-
ited to 12months. An increased emergence of DRMs has been
described between 12 and 24 months of ART, mostly conferring re-
sistance to NRTIs and etravirine.?® These findings plead in favour of
the routine use of VL and genotyping resistance assays in order to
detect first-line regimen escapes early and switch therapy quickly
in the case of detection of DRMs. This rapid switch is crucial since
continuation of a failing regimen because of limited access to viro-
logical monitoring has been suggested to be associated with high
levels of resistance.?® Moreover, delayed switches to second-line
treatment preclude the efficacy of drugs for third-line therapy.?®
In our experience, switches were mostly due to stock disruption of
drugs rather than a detectable VL, highlighting recurring logistical
issues and also some disparities in terms of patients’ monitoring
according to care centre. Since no resistance assay results were
available during the course of the follow-up, we could not evaluate
theirimpact on medical care.

On the whole, our study showed a huge proportion of non-
adherence to the ART programme, but a reassuringly high percent-
age of virological success as well as a low level of acquired
mutations in adherent patients after 1 year of therapy. These find-
ings emphasize the need to reinforce education to improve reten-
tionin the care system. We also observed a worryingly high level of
primary resistance to antiretroviral drugs, which underscores the
necessity for regular virological monitoring to optimize the use of
therapeutic options.
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Conclusion

Nos résultats plaident en faveur d’'une augmentation de la résistance primaire du
HIV-1 aux antirétroviraux au fil du temps au Mali. Le faible taux de rétention dans le
programme de TAR peut constituer un premier obstacle majeur a la réalisation des
objectifs 90/90/90. Concomitamment a la mise a I'échelle du traitement antirétroviral,
il est essentiel d'étudier a la fois le taux de TDRM et I'émergence d'une résistance
acquise chez les personnes recevant des médicaments antirétroviraux.

Compte tenu de la compartimentation du HIV-1, d’autres réservoirs comme le tractus
geénital et anal, doivent faire I'objet de surveillance de la résistance car ces réservoirs

constituent des voies d’entrées importantes du HIV-1.
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2/ Tests de charge virale et de résistance génotypique aux
antirétroviraux a partir de support de type DBS

Introduction

L'acces a la thérapie antirétrovirale a permis de réduire la prévalence du virus HIV
dans les pays d'Afrique subsaharienne, qui supportent encore le fardeau le plus lourd
de la pandémie ***. Cependant, dans les pays a faible revenu comme le Tchad, le
suivi de l'infection par la charge virale plasmatique du HIV sont recommandées par
'OMS (2013) mais ne sont pas disponibles pour tous les patients traités par TAR
alors qu’il s’agit d'un examen central dans la surveillance de I'échappement
thérapeutiqgue pouvant nécessiter un changement thérapeutique. De méme, en cas
d'échec du TAR, les tests de génotypage pour la détection de la résistance aux
antiviraux ne sont pas disponibles dans la pratique clinique. Ces tests sont trés
importants dans le suivi car laccés gratuit mais discontinu aux schémas
thérapeutiques disponibles pour la premiéere ligne, composée d’INTIs associés a un
INNTI (généralement I'efavirenz qui posséde une barriere génétique faible) peut
rapidement conduire a I'émergence d’'une résistance aux antirétroviraux chez les
patients sous TAR, ce qui peut impacter leur santé et augmenter le risque de
contamination. Par conséquent, la transmission hétérosexuelle ou par voie mere-
enfant de souches HIV résistantes aux INNTIs ou aux INTIs pourrait représenter un
probleme majeur de santé publique et avoir un impact important sur les
recommandations concernant la stratégie de choix des schémas thérapeutiques pour
les patients nouvellement découverts positifs.

Situé en Afrique centrale, le Tchad avait en 2016, une séroprévalence estimée a
1,3% dans la population sexuellement active . Parmi les 30 pays les plus touchés
par la pandémie, le Tchad est classé cinquieme en terme de taux de mortalité (71
pour 1000) **2. Les rares données disponibles sur la résistance & la trithérapie au
Tchad montrent des taux élevés de mutations primaires induisant un échec
virologique chez les patients infectés par le HIV sous TAR *3. De plus ce pays est
bordé en partie par le Cameroun, connu comme étant I'épicentre de I'épidémie et
présente de ce fait une grande diversité génétigue comprenant plusieurs groupes

HIV-1 (M, N, O et P) et HIV-2 comme plusieurs autres sous-types et recombinants®*.
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Objectifs

Les principaux objectifs de cette étude étaient : (i) d’évaluer la faisabilité des tests de
charge virale et de génotype de résistance a partir du support DBS, (ii) d’évaluer la
prévalence de la résistance primaire aux antirétroviraux (INTI, INNTI, IP) chez 80
patients infectés par HIV-1 nouvellement dépistés et n'ayant jamais recu de
traitement antirétroviral et (iii) déterminer les sous-types du HIV-1 infectant ces 80

patients.

Patients et méthodes

D’aolt a novembre 2012, 80 patients séropositifs vis a vis de HIV-1 et naifs de
traitement ont été inclus de maniere prospective, au moment du diagnostic
sérologique de leur infection. Ce diagnostic a été effectué par les tests Determine® et
Immunocomb® HIV1 & 2 a I'Hopital Le Bon Samaritain. Tous les patients inclus ont
donné leur consentement écrit libre et éclaire.

Les données suivantes ont été collectées lors de la consultation : le sexe, I'age, le
mode de contamination, la date présumée de contamination, la présence d'une
infection opportuniste et le stade clinique selon la classification de 'OMS [3]. Des
échantillons de sang ont été collectés pour chaque patient sur tube EDTA pour le
comptage des lymphocytes T CD4+ et sur support DBS pour les tests de charge

virale et de génotype.

Numeération des lymphocytes T CD4+ sanguins: elle a été réalisée avant la mise
sous traitement (JO) et 3 mois (M3) apres le début de la multi thérapie a I'hopital Le
bon Samaritain, en utilisant le FACS® Count conformément aux recommandations du

fabriquant.

Echantillons de DBS : des gouttes de sang ont été obtenues par ponction au bout
du doigt. Pour chaque échantillon de sang, 1 carte Whatman 903 a été utilisée. Cing
cercles d’environ 50uL ont été remplis sur chaque carte. Les cartes ont été séchées
pendant une nuit a température ambiante, placées dans des sacs a fermeture éclair
individuels contenant un dessicant a base de silice et stockées a température
ambiante pendant 1 mois au Tchad en attendant leur acheminement au Laboratoire
de Virologie du CHU de Saint-Etienne ou ils ont été conservés a

-80 °C jusqu’a utilisation.
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Quantification de la charge virale ARN du HIV-1 : Cette analyse a été réalisée sur
des échantillons de DBS prélevés avant le début de la multi thérapie. Les
échantillons de DBS ont été testés en utilisant le test Abbott Real-Time HIV-1
combinant une extraction automatisée par I'appareil m2000sp et une amplification en
temps réel par l'instrument m2000rt. Pour les échantillons de DBS, l'extraction de
I'ARN a été effectuée selon la procédure suivante : Deux spots de sang de 6 mm ont
été coupés de chaque carte a l'aide d'une perforatrice. Celle-ci a été nettoyée par
perforation a travers une carte propre entre 2 cartes de patients différents. Les spots
découpés ont ensuite été transférés dans des tubes contenant 1,7 ml de tampon de
lyse Abbott et incubées 2 heures sous agitation intermittente (2 spots par tube). Un
volume d’un ml d’éluat a ensuite été transféré dans un tube en polypropyléne de 12 x
75mm puis traité avec les controles et les étalons en utilisant le protocole sur
m2000sp, conformément aux instructions du fabricant. La détection en temps réel a
ete effectuée sur m2000rt en utilisant le protocole DBS (1mL), conformément aux

instructions du fabricant.

Test de génotype de résistance de HIV-1 : L'extraction de 'ARN a été effectuée
sur DBS en utilisant la technologie EasyMAG® (bioMérieux SA, France). Deux spots
de 6 mm ont été ajoutés & 2 ml de solution de lyse NucliSENS®. Aprés 2 heures
d'agitation douce, le surnageant du lysat a été récupéré dans des cryotubes de 2 mL.
L'étape d'extraction a été réalisée sur 500uL de surnageant a l'aide de l'instrument
NUCLISENS® easyMAG® au protocole Specific B, recommandé par le fabricant
(bioMérieux). Le génotypage a été effectué en utilisant la trousse ViroSeq HIV-1
(Abbott Molecular). L’analyse des séquences a été réalisée a l'aide du logiciel
ViroSeq HIV-1, V2.6. L’interprétation des résultats a été fait selon I'algorithmes des
résistances du HIV-1 aux médicaments de 'ANRS
(http://www.hivfrenchresistance.org/).

La détermination du sous-type du HIV-1 : Les séquences de nucléotides générees
ont été utilisées pour l'analyse des sous-types, en utilisant la base de données de
Stanford (HIV db).
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Résultats

Chez les 80 patients inclus dans notre étude, I'age médian (IQR) était de 32 [18-56]
ans, le sex-ratio F/H de 0,58. La source de contamination était la voie sexuelle
exceptée pour un cas (accident d’exposition au sang). Le nombre médian de CD4
était de 348 [13-1 665] cellules / ml avant l'initiation du TAR. Cinquante pour cent des
patients avaient un taux de CD4 <350 cellules / mL, 16% un taux de CD4 compris
entre 350 et 500 cellules / mL et 34% un taux de CD4> 500 cellules / mL.

En ce qui concerne la quantification de 'ARN du HIV-1, 83,75% (67 sur 80) patients
présentaient une charge virale d'’ARN du HIV-1 > 40 copies / ml. Chez ces 67
patients, la charge virale médiane était de 36 891 [603-2 798 968] copies d'’ARN du
HIV-1 / ml. Chez les 13 autres, de nouveaux spots de sang obtenu du méme
prélevement de DBS ont été testés. Treize patients avaient une charge virale
indétectable. Nous avons repris la sérologie par le test Determine sur I'éluat des
DBS, qui s’est avérée négative pour sept patients.

En ce qui concerne le suivi a 3 mois, 9 personnes ont été perdues de vue, 6 sont
décédées et 5 ont changé de Centre de prise en charge. Au total, 60 ont donc pu

étre suivies dont 50 ont été mises sous ARV.

Distribution de sous-type

Comme le montre la figure 37, Le sous-type de HIV-1 le plus répandu était le sous-
type CRF11_CPX, identifié dans 7 des 24 échantillons (29%). La distribution des
autres sous-types était la suivante : quatre D (16,6%), trois CRF45 CPX (12,5%),
trois CRF13_CPX (12,5%), deux G (8,3%), deux CRF02_AG (8,3%), un Al (4,2%),
un G/ D recombinant (4,2%) et un B (4,2%).

115



= CRF11_CPX = D = CRF45_CPX = CRF13_CPX =G = CRFO2_AG mAl mDG =B

Figure 37. Les sous-types de HIV-1 retrouvés au Tchad.

Mutations de résistance

Le gene pol a été amplifié et séquencé avec succes a partir de 24 échantillons
prélevés au moment du dépistage (en absence de traitement). Le tableau 1 résume
les mutations de résistances primaires aux médicaments observées. Sept (29,2%)
des 24 patients pour lesquels la RT a été séquencé avec succes ont présenté un
virus avec des mutations conférant une résistance a au moins un médicament. La
mutation la plus fréquemment détectée était le V1061 (20,8%). La mutation K103N a
été observée chez 2 sujets (8,3%). Un K65E et un V179D ont également été
détectés chez deux individus distincts. La mutation de résistance majeure a
l'inhibiteur de la protéase, la L90M a été observée chez un patient (4,1%). D'autres
mutations de polymorphisme (L10I, G16E, K20Il, M36l, 162V, V771, L89M) étaient
présentes sur 21 séquences (87,5%). Les séquences de protéase du HIV-1 chez 3
patients (12,5%) ont montré une résistance au saquinavir et une a la résistance

combinée au nelfinavir, a I'indinavir et a 'atazanavir.
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Tableau 9 : caractéristigues démographiques et immuno-virologigues des 24
patients infectés par HIV-1 et non traités ayant bénéficié d’un test de résistance
génotypique valide a partir du DBS

ID

10
11
L3

16

18
28
31
32
33
37
42
46
51

56
60

63

66
69
70

72
75

7
79

Sous type

CFR11_CPX
B
CRF11_CPX
G

CRF45_CPX

Al
CRF13_CPX
CRF11_CPX
CRF11_CPX
D

CRF45_CPX
D

CRF45_CPX
CRF13_CPX

D
D

D.G

G
CRF11_CPX
CRF02_AG
CRF11_CPX
CRF13_CPX
CRF02_AG
CRF11_CPX

CD4
cells/
mm

495
422
236
265
280

164
641
267
73
198
435
64
224
92

1049
22

45
438
252

63
121
219
128
247

Sexe

T

< Z

7T nm m < m £ 2 2 £ 2 £ m £

Age

38
35
29
20

25

43
33
23
26
37
37
38
33
40

53
30

45
30
44
32
34
28
30
39

Charge
virale
(Log/ml)

4,57
4,44
3,82
471

4,28

4,37
4,02
5,26
4,78
3,63
4,61
5,36
4,73
4,99
4,97
5,79

5,7
5,43
5,75
5,56
5,47
4,38
5,49
5,95

Mutations observées

Résistance

Gene de la Protease Gene de la
Reverse
Transcriptase

162V V771
K65
E
G16E V771
K20l L89 V179D
M36 M
|
L1ol M36 L89 L90
| M M
K20l M36 V771
|
L1ol M36 V771 L89
| M
L10l M36 V771 L89
| M
K20R M36 V1061
|
M361 L89
M
K201 M36 V771 L89 V1061
| M
L10I K20l  M36 L89
| M
K201 M36 L89 V1061
| M
M361 162V V106l
K20R M36 V1061
|
K20l M36 162V L89
| M
162V V771 L89I
K201 M36 L89 K103N
| M
162V V771
K201 M36 V771
|
K20l M36 L63 L89
| P M
162V V771 K103N

Complete Possible

TDF

RPV

NFV SQV IDV
ATV

SQV

SQV

EFV, NVP

EFV, NVP

ATV: Atazanavir, EFV: Efavirenz, IDV: Indinavir, NFV: Nelfinavir, NVP: Nevirapine, RPV: Rilpivirine, SQV:
Saquinavir, TDF: Tenofovir
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Discussion

Le but de notre travail était d’évaluer la faisabilité des tests de charge virale et de
résistance génotypique a partir de support de type DBS prélevés et transportés dans
des conditions de vie réelle sur le terrain. L'utilisation de DBS est largement

documentée dans la littérature 307:309:311.35

, plusieurs études réalisées a l'aide
d'échantillons de sang ont montré que le DBS constitue une bonne alternative, tant
pour mesurer la charge virale ARN, le diagnostic précoce chez le nouveau-né (ADN
proviral) que pour les tests de génotypage. Au total, dans notre étude 83,75% des
DBS ont pu étre exploités pour la charge virale. Treize DBS ont conduit a des
résultats <40 copies/ml malgré l'absence de traitement chez les personnes
correspondantes. Parmi ceux-ci, sept étaient négatif par le test Determine.

Le test de génotypage de résistance était réussi dans 35,82% (24/67) sur les DBS
ayant une charge virale détectée. Le séquencage a réussi pour les CV=
4logcopies/ml, mais il faut noter qu’il y a eu un temps de 6 mois entre la réalisation
de la charge virale et le séquencage avec une conservation a -20°C.

Ce travail nous a toutefois permis d’évaluer la prévalence de la résistance primaire
aux antirétroviraux qui était de 29%. Il a également permis de déterminer les sous-
types du HIV-1 circulants dans ce groupe de 24 patients. La faible observance du
TAR et l'utilisation d’une 1% ligne comportant des INNTI & barriére génétique faible,

3% || faudrait bien s(r vérifier ce

peu expliquer ce risque d'émergence de résistance
taux trés élevé dans une étude a plus large échelle. La mutation la plus fréquemment
détectée était le V106l (20,8%) décrit comme un polymorphisme naturel chez les
sous-types non-B du HIV-1 et conférant une résistance a I'étravirine lorsqu'elle est
associée a au moins une autre mutation. D’autres mutations observées conféraient
une résistance compléte a I'éfavirenz et a la névirapine et dans 8,3% des cas une
résistance au ténofovir et une résistance a la rilpivirine. Aghokeng et al., en 2009
trouvaient deux (sur 34 échantillons) cas de mutations sur la RT dont une mutation
de K103N et une mutation de D67D/N *P.Une fréquence importante de
polymorphismes naturels était observée sur la protéase. Les séquences de protéase
du HIV-1 ont montré une résistance au saquinavir et une a la résistance combinée au
1ére

nelfinavir, a l'indinavir et a I'atazanavir. Le schéma thérapeutique de intention

comprenait un IP, le plus souvent l'indinavir. Une bonne partie des mutations que
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nous avons observé a également été décrite chez des patients suivi au bout de six
mois d’initiation au traitement en Tchad®>,

L’analyse de la diversité des sous-types a montré une prévalence plus élevée du
sous type CRF11_CPX (33%), suivi du D (19%), du CRF45_CPX (14%). La diversité
des sous types peut s’expliquer par la proximité avec le Cameroun. Plusieurs études,
ont trouvé les mémes sous types avec des fréquences différentes, avec soit le
CRF02_AG etJ oule CRF11_cpx comme sous type prédominant 3°33%43%

Enfin, 50% des patients avaient un taux de TCD4 < 350 cellules/mm? au moment du
dépistage ce qui suggere que le diagnostic est tardif au Tchad comme dans de
nombreux pays en développement.

En conclusion, le faible nombre d'échantillons et I'absence de résultats de référence
obtenus sur un support classique de type plasma sanguin constituent la principale
limite de cette étude. Nous pensons qu’'une mauvaise conservation ayant détruit ou
fragmenté ’ARN voire les anticorps pourrait expliquer les résultats négatifs obtenus
en charge virale et en test sérologique Determine. Le faible volume d’échantillonnage
(2 spots de 50ul) pourrait étre une explication supplémentaire pour les échecs de
génotypage de méme que la mauvaise qualité des spots.

Le nouveau protocole DBS optimisé de la technologie HIV-1 Realtime Abbott semble
néanmoins satisfaire aux critéres de performance de 'OMS pour l'utilisation de DBS
pour la surveillance de la CV. Une forte corrélation entre les résultats obtenus a partir

de plasma frais et de DBS a été démontrée >*°.
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Partie 2: évaluation de lefficacité du traitement
antirétroviral dans les compartiments muqueux :
profils de résistance aux antirétroviraux, influence
du microbiote

1/ Efficacité dans le compartiment salivaire et génital et
composition du microbiote vaginal

Introduction

Les sécrétions cervico-vaginales sont considérées comme le principal vecteur de la
transmission du HIV-1 de la femme infectée a son partenaire sexuel et/ou a son
enfant en cas de transmission périnatale. Le traitement antirétroviral réduit la quantité
de virus dans les sécrétions génitales et permet de limiter le risque de transmission
sans I'annuler totalement #°.

Une excrétion génitale persistante de HIV-1 dans le contexte d'un TAR efficace au
niveau sanguin (CV en dessous du seuil de détection) est probablement
multifactorielle : mauvaise diffusion des ARV dans les tissus, facteurs d’inflammation
locaux, dysbiose vaginale etc. potentialisant I'excrétion virale **’.

La résistance constitue également une préoccupation majeure au cours de la prise
en charge thérapeutique de l'infection a HIV-1. Il a été démontré que l'utilisation des
tests de résistance génotypiques a la découverte de séropositivité et au cours des
échecs thérapeutiques permettait d’optimiser le choix du traitement. Ces tests sont
communément pratiqués sur des échantillons de sang mais rarement sur des
prélevements muqueux de type sécrétions génitales, source potentielle de
contamination. Il s’agit de la premiere étude au Mali sur les réservoirs muqueux
(génitaux et salivaires) de patients infectés par HIV-1. |l s’agit de la méme cohorte

que celle décrite dans I'étude présentée plus haut dans l'article1%®.

Objectifs

Les objectifs de cette étude étaient (i) d’évaluer lefficacité du TAR sur le
compartiment salivaire et génital de personnes nouvellement dépistées a Bamako,
(ii) d’établir le profil de résistance primaire génotypique aux ARV dans les sécrétions
génitales et (iii) d’étudier la composition du microbiote vaginal avant et aprés 1 an de
TAR.
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Patients et méthodes

Nous avons realisé une étude de suivi longitudinal. Elle concernait des PVVIH
nouvellement dépistés sur 3 sites de prise en charge du HIV-1 (CESAC, USAC
communel et la Clinique les Halles) a Bamako. Les patients ont été inclus du 1 juin
2014 au 31 mai 2015. Nous avons étudié la réponse au TAR dans la salive et les
sécrétions génitales de 119 personnes (24 hommes et 95 femmes) nouvellement
dépistées séropositives au HIV-1. Pour cela nous avons évalué la charge virale dans
le sang, au niveau geénital et salivaire puis réalisé un test génotypique de résistance
au laboratoire de Virologie du CHU de Saint Etienne. Les patients ont été suivi a 3, 6
et 12 mois.

Tous les patients ont donné leur consentement libre et éclairé avant leur inclusion.
Nous avons obtenu I'approbation du comité d’éthique de I'INRSP suivant la décision
23/12/CE-INRSP.

Prélevements :
e Sperme : il a été collecté apres masturbation et recueil dans un récipient
stérile. Les différentes fractions (plasma séminal et cellules mononuclées) ont
été obtenues par centrifugation sur gradient de densité (Puresperm®). Ces

fractions ont été aliquotées (2ml) et congelées a -80°C avant utilisation.

e Sécrétions cervico-vaginales : un prélevement de sécrétions cervico-vaginal a
été obtenu pour chaque femme a MO et M12, par lavage avec 10 cc de sérum
physiologique **°. Les prélévements ont été répartis en aliquots de 2ml et
congelés a -80°C avant utilisation.

e Salive totale : un prélevement de salive totale a été effectué a JO et M12 pour
chaque patient, les aliquots (2ml) obtenus ont été congelés a -80°C avant

utilisation.

e Sang : les échantillons de sang veineux ont été prélevés sur deux tubes EDTA
de 5ml a JO, M3, M6 et M12 pour chaque patient. Le plasma a été recueilli et

conservé a -80°C avec le génotypage.
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Méthodes :

Quantification de la charge virale de I'ARN du HIV-1 : les échantillons (sang,
SCV, sperme et salive) ont été testés en utilisant le test Abbott-Real-Time HIV-1
combinant une extraction automatisée par I'appareil m2000sp et une amplification en
temps réel par l'instrument m2000rt. L'extraction et la détection (en temps réel) de
I'ARN ont été effectuées en utilisant respectivement les protocoles sur m2000sp et

m2000rt selon les instructions du fabricant (Abbott Molecular Diagnostics).

Test de résistance génotypique du HIV-1 : I'étape d'extraction a été réalisée sur
200 pL d’échantillon (sang, SCV et sperme) en utilisant l'instrument NUCLISENS®
easyMAG ™ avec le protocole Specific B, tel que recommandé par le fabricant
(bioMérieux). Le génotypage de résistance aux ARV a été effectué en utilisant la
trousse ViroSeq HIV-1 sur les genes de la protéase et de la transcriptase inverse
(Celera Diagnostics, CA, USA). Llinterprétation des mutations de pharmaco
résistance ont été menées a l'aide du logiciel de génotypage ViroSeq HIV-1, V2.6, et
les algorithmes d'interprétation des résistances géenotypiques au HIV-1 de I'ANRS

(http://www.hivfrenchresistance.org/).

Détermination du sous-type viral et analyse phylogénétique : les séquences
nucléotidiques générées ont été utilisées pour I'analyse du sous-type, en utilisant la
base de données de la Bibliotheque nationale de Los Alamos pour le HIV-1

(www.hiv.lanl.gov/). Le gene pol (protéase et de RT) obtenu des échantillons de

patients et des souches de référence ont été alignés en utilisant le logiciel MUSCLE

(http://www.drive5.com/muscle/) avec des ajustements manuels mineurs.

Analyse du microbiote vaginal

Préparation des librairies : tous les échantillons a séquencer ont été conservé a -

80°C jusqu’a extraction. Chaque échantillon a été incubé 1 heure a 50°C en
présence de 50ul de PK (eurobio) avant extraction automatisée sur le QiaSymphony
(Qiagen) en utilisant le kit DSP mini (Qiagen). La région V3 de 'ADN codant pour
'ARN16s a ensuite été amplifié avec la tag polymérase Platinium HiFi supermix
(Invitrogen) et des amorces F338 — R533, décrites dans la littérature®® modifiées et
bar-codées pour la technologie lonTorrent. Tous les échantillons ont enfin été

purifiés a I'aide des colonnes GeneRead Size Selection Kit (Qiagen) et quantifiés sur
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des puces Agilent high sensitivity DNA kit (Agilent genomics). Les librairies ainsi

constituées ont été conservées a -20°C jusqu’au séquengage.

Séquencage sur plateforme lonTorrent : la puce ion318 a été chargée a l'aide de

I'lonChef (Thermo Fisher Scientific) avant d’étre séquencées dans les 12 h suivantes
sur la plateforme lonTorrent (Thermo Fisher Scientific). En moyenne 149689

séquences par échantillons ont été obtenues avant analyse.

Analyse des séquences de NGS : l'analyse des FASTQ obtenus aprés séquencage

a éteé réalisée sur la version 1.40.5 de mothur en utilisant la base donnée Silval28.
L’analyse a été faite au niveau du genre et un nombre moyen de 12970 séquences

ont été assignées aux différents OTU.

Analyses statistiques : les variables continues ont été comparées en utilisant le test
de Student(t). Les comparaisons entre les variables catégorielles ont été faites en
utilisant le test chi2 et le test de Fisher, le cas échéant. La corrélation entre les
valeurs quantitatives a été analysée en utilisant le test de corrélation de Spearman.

Une valeur de p <0,05 a été considérée comme statistiquement significative.

Résultats

Patients inclus

Nous avons inclus 119 patients vivant avec le HIV-1, Soixante-cing patients (54,6%)
ont été correctement suivis aprés mise sous traitement a M3, M6 et M12. Dix décés
ont été enregistrés (8,4%) pendant I'étude et 44 (37%) perdus de vue.

Données virologiques

Charge virale : au moment du diagnostic du HIV-1, I'ARN du HIV-1 a été recherché
dans 78 sécrétions cervico vaginale (SCV), 8 échantillons de plasma séminal et 87
échantillons de salive. La détection était positive dans 84,7% (moyenne, 3,1 + 0,98
logcopies / ml), 100% (moyenne, 3,9 + 0,82 logcopies/ml) et 77,7% (moyenne, 3,1
1,20 logcopies / ml) dans les SCV, le sperme et la salive, respectivement. La charge
virale moyenne en ARN du HIV-1 dans le sang était de 4,93 + 0,85 logcopies/ml
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La valeur moyenne de I'ARN du HIV-1 était significativement plus élevée dans le
sang que dans les sécrétions génitales et dans la salive, 4.91 +0.92 vs 3.16+1.07
(p=107 par le Test Student (t)) et 3.17+0.99 logcopies/ml (p=10"), respectivement

(Figure 38).
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Figure 38. Valeur moyenne de I'ARN du HIV-1 dans le sang, les sécrétions génitales et la salive

Les charges virales de I'ARN du HIV-1 dans le sang et la salive étaient positivement

corrélées chez les hommes et les femmes (Figure 39).
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Figure 39. Analyse de la corrélation des charges d'’ARN du HIV-1 entre les échantillons de sang et
de salive chez les femmes (A) et les hommes (B)

Il N’y a pas de corrélation entre les charges virales de I'ARN du HIV-1 dans le sang et
les sécrétions génitales (Figure 40).
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Figure 40. Analyse de la corrélation des charges d'ARN du HIV-1 entre le sang et le liquide cervico
vaginal(A) et entre le sang et le sperme (B).

Sous-types viraux et analyse phylogénétique : le sous-type le plus fréquent était
CRFO02_AG (84,7%), suivi de Al (3,5%), G (3,5%), CRF06_cpx (3,5%), B (1,2%),
CRF13 cpx (1,2%), C (1,2%) et CRF26_A5U (1,2%). Soixante-sept séquences de
sécrétions génitales ont également été analysées (64 SCV et 3 spermes). Un arbre
phylogénétique a été construit avec 63, 25 et 2 séquences completes de RT-

protéase (1302 pb) obtenues a partir du sang, de la SCV et du sperme,

respectivement Figure 41). Vingt (20) échantillons de sang et de sécrétions génitales
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recueillis chez les mémes personnes présentaient des séquences similaires mais 7

étaient discordantes.

Mutations de résistance aux médicaments transmises : Des séquences de génes de
la transcriptase inverse et de la protéase ont été obtenues a partir de 27 SCV avant
la mise sous traitement ARV, un seul présentait une TDRM (E138A) également
retrouvée dans le sang correspondant. Une discordance a été retrouvée entre le
sang et les SCV pour 4 femmes (tableau 10).

Suivi apres linitiation du traitement antirétroviral : Soixante-cinq patients sur 119
(54,6%) ont été correctement suivis apres mise sous traitement a JO et M12. Au
12eme mois, la totalité de la salive testée était indétectable mais 10 SCV sur 36
(27,8%) restaient positives a la détection de I'ARN du HIV-1. Parmi celles-ci, sept
femmes présentaient une détection positive de I'ARN du HIV-1 dans les SCV et
négative dans I'échantillon de sang correspondant. Pour ces 7, le pourcentage de
concordance entre le sang et les séquences dérivées de la SCV varie de 91 a 94%.

Evolution du microbiote vaginal au cours du suivi : La composition du microbiote
vaginal a été étudiée chez 4 femmes a l'initiation et apres 1 an de TAR. Pour les 4,
une dysbiose est observée avant la mise sous traitement, mono microbienne (Figure
42B) ou poly microbienne (Figure 42A, C et D). Le genre Lactobacillus (flore
normale) redevient majoritaire apres traitement chez 3 personnes dont la charge
virale est indétectable au niveau des SCV (A, B et C). Une dysbiose persiste chez la
4°™ dont la charge virale n’est pas contrélée (D). Dans ce dernier cas on observe

une modification profonde de la composition du microbiote.
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Tableau 10 : caractéristiqgues des patients présentant des mutations de résistance initiale aux ARV (PDRM) dans le sang ou la

sécrétion génitale au moment de l'initiation du traitement et 12 mois plus tard.

A D’initiation du TAR

A 12 mois apres le début du TAR

rofil CV ARN HIV-1 HIV-1 ARN
Patient Age Stade PDRM de le résistanEe AUx DIUGS CD4 count (logyq copies/mL) CD4 count  (logyocopies/mL)

ID  Genre (ans) TARregime  Clinique sang/SCV g (cells/mm?) Sang / SCV (cells/mm?) Sang / SCV
002 F 37 3TC ABC LPV 3 None / L74V ddl ABC TDF* 9 4.70/2.60 81 1.7/<1.6
013 F 36 TDF FTC EFV 3 V1061 V1791 / ND ETR? 4 5.78/3.30 429 <1.6/<1.6
019 F 46 TDF FTC EFV 3 E138A / E138A ETR? 53 6.21/4.15 Deceased at M6

027 F 27 TDF FTC EFV 3 K103N /ND EFV NVP 452 4.90/4.02 802 <1.6/3.62
038 F 24 3TC TDF EFV 2 K103N /ND EFV NVP 74 3.75/3.51 57 5.36/2.84
043 F 37 TDF FTC EFV 2 M184V T215Y ZDV 3TC FTC 348 4.64/ND Deceased at M3

K103E Y181C/ EFV NVP ETR RPV
ND
044 F 40 3TC TDF EFV 3 None / D67N ZDV'D4T! ABC! 209 5.14/2.42 230 <1.6/<1.6
TDF!
046 F 33 TDF FTC EFV 3 K103N / None EFV NVP 113 5.48/3.70 124 <1.6/<1.6
087 F 38 3TC TDF EFV E138A/ND RPV ETR? 819 4.79/5.74 1305 <1.6/<1.6
098 M 42 3TC TDF EFV 3 E138A/ND RPV ETR? 7 5.24/ND 342 <1.6/ND
103 M 34 TDF FTC EFV 3 M184V Y181C/ 3TCFTC 178 4.60/ND Lost to follow-up
ND EFV NVP

104 M 54 3TC TDF LPV 3 V179T / None ETR? 7 5.29/ND 376 4.41/ND
115 F 39 3TC TDF EFV 1 K103N /ND EFV NVP 189 5.56/ND 884 <1.6/ND

ISi associé & au moins 2 autres mutations; “faible niveau ; ART: antiretroviral therapy; 3TC, lamivudine; d4T, stavudine; ddl, didanosine; EFV, efavirenz; ETR,
etravirine; FTC, emtricitabine; LPV, lopinavir ; NVP; nevirapine; RPV, rilpivirine; TDF, tenofovir ; GS: genital secretion, secrétion cervicovaginale (femme) ou sperme
(male); ND: Non defini.
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Discussion

Notre étude avait pour objectif principal d’étudier I'efficacité du TAR sur le réservoir
salivaire et génital de personnes nouvellement dépistées séropositives vis-a-vis de
HIV-1 a Bamako. Pour cela, des comparaisons de charge virale ainsi qu’un test de
résistance génotypigue ont été réalisées dans différents compartiments.

La charge virale ARN était significativement plus élevée dans le plasma que dans les
autres compartiments. De plus, les charges virales de I'ARN du HIV-1 dans le sang
et la salive étaient positivement corrélées chez les hommes et les femmes ce qui
confirme des résultats antérieurs®® #°. Certaines études ont méme rapporté de
rares cas de CV plus élevée dans la salive que dans le sang et une CV détectable
dans la salive mais indétectable dans le plasma®”®, ce que nous n’avons pas observé
dans notre travail.

Il est possible qu'il n'y ait pas d’ARN de HIV-1 dans le compartiment salivaire chez
certains patients en raison de I'absence de réplication localisée et il semble que la
présence de virus soit liée a un passage passif a partir du compartiment sanguin. En
effet, la proportion de positivité de 'ARN de HIV-1 salivaire est élevée lorsque la CV
plasmatique I'est également (95% quand la CV sanguine est > 33 500 copies /ml) 2*°,
Ceci pourrait faire de la salive un échantillon de secours pour le monitoring de
certaines personnes infectées. Le taux relativement faible de virus dans la salive
peut étre une explication de la rareté apparente de la transmission du virus par la
salive. Il existe des propositions suggeérant l'existence d'une activité antivirale dans
I'environnement buccal empéchant la transmission du HIV-1%*°. Dans notre étude, au
120me mois, aucune détection positive d’ARN dans la salive n’a été retrouvée. Il faut
cependant rester prudent en la matiere, des travaux ont montré que des affections
du tissu gingival de type parodontites pouvaient réactiver localement la réplication de
HIV-13°,

Contrairement a la salive, nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre les charges
virales de I'ARN du HIV-1 dans le sang et les sécrétions génitales. Tous les
échantillons de spermes avaient une CV détectable contre 84,7% de SCV. La
tendance montre que la proportion d’hommes présentant une excrétion génitale est
plus élevée que les femmes. Ceci a été décrit de méme que la faible concordance

de CV entre le plasma et les compartiments génitaux dans les deux sexes**. Par
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contre une autre étude trouva une corrélation significative entre le plasma et la CV
357

génitale
La CV moyenne était plus élevée dans le plasma séminal (3,9 logcopies/ml) que
dans les SCV (3,1 logcopies / ml) et la Salive (3,1 logcopies /ml). Par le passé, les
chercheurs ont constaté que la CV provenant de sources non sanguines pouvait
représenter 1 a 2 valeurs logarithmiques inférieures a la CV issue du plasma
correspondants *°.

Mais 27,8% des SCV restaient positives a la détection de 'ARN du HIV-1 apres 12
mois de TAR. Parmi celles-ci, sept femmes présentaient une détection positive de
I'ARN du HIV-1 dans les SCV et négative dans I'échantillon de sang correspondant.
Pour ces 7, la concordance variait de 91 a 94% entre les séquences issues du sang
et celles dérivées de la SCV.

Des résultats d’'une étude de cohorte montraient que, 5% des patients présentaient
un ARN de HIV-1 détectable dans le sperme, alors qu'il était indétectable
concomitant dans le sang chez les mémes patients sous traitement *>°.

Notre étude apporte des arguments en faveur d’'une compartimentation de HIV-1
dans le tractus génital de certaines femmes du fait (1) de discordances de valeurs de
charges virales entre le sang et les SCV, (2) de profils différents de séquences de la
RT et de la protéase entre les deux compartiments, et (3) de profils différents en
termes de mutations de résistance.

Apres 12 mois de traitement, 17.5% des femmes suivies présentaient une charge
virale positive au niveau cervicovaginal alors que leur virémie était contrélée au
niveau sanguin. Ce taux est plus élevé que celui rapporté récemment a partir d’'une
cohorte de femmes en Afrique et en contradiction avec d’autres®”3%?. Cette
réplication peut étre due a différents facteurs comme la faible diffusion des ARV dans
le tractus génital, I'utilisation de contraceptifs oraux, une inflammation locale, la
présence d’autres agents responsables d'IST ou d’une dysbiose vaginale. La
composition du microbiote vaginal chez 4 personnes, montre une dysbiose au
moment de la découverte de la séropositivité ce qui est en accord avec les données
de la littérature associant dysbiose, inflammation locale et risque d’infection par
HIV®,

Aprés un an de traitement, il a été observé un retour a une population normale de

type Lactobacillus chez 3 femmes dont la charge virale est controlée au niveau
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vaginal. Ce genre bactérien est connu comme étant protecteur vis-a-vis de HIV-1.

En revanche, une dysbiose persistante est observée chez la femme dont la
réplication locale n’est pas contrélée avec un changement notable de populations

bactériennes pendant le traitement antirétroviral.

En ce qui concerne la résistance primaire aux ARV, une seule mutation de type
TDRM (E138K) a été détectée dans le compartiment cervico vaginal avant la mise
sous traitement alors qu’il y a eu 4 cas détectés dans le plasma. La mutation E138A
peut préexister dans le réservoir proviral a une fréquence élevée avant l'exposition
au médicament, & la suite de I'édition de FAPOBEC3 %, Plusieurs essais cliniques
de phase 3 ont montré que la mutations E138A apparaissait chez les patients en
échec thérapeutique sous rilpivirine en association avec deux inhibiteurs INTI
comme, l'emtricitabine et le ténofovir ***. Au total 4 cas sur 5 présentaient une
discordance en termes de mutation retrouvée dans le sang et les SCV. Ces
discordances ont déja été constatées entre le plasma et les compartiments génital 3*°
ou salivaire %° ol des mutations de résistance ont été observée, ce qui apporte des
arguments supplémentaires en faveur d’ une compartimentation chez certains

PVVIH.

En conclusion notre étude suggére qu’il existe un réservoir potentiellement réplicatif
au niveau cervico-vaginal chez certaines femmes dont la virémie est contrdlée par le
TAR. Nous montrons également une association entre la présence de virus et une
dysbiose locale. Le risque de transmettre le virus a un partenaire est plus élevé chez
ces personnes (ou a un nouveau-né en cas d’accouchement par voie basse). Nos
résultats peuvent remettre en cause I'utilisation systématique de la charge virale

sanguine pour apprécier ce risque d’excrétion virale au niveau cervico-vaginal.
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2/ Profils de résistance de souches archivées dans le compartiment
rectal d’hommes infectés par HIV-1 et sous traitement antirétroviral
efficace (article 2)

Introduction

Les réservoirs cellulaires et tissulaires sont un obstacle majeur dans les stratégies de
guérison fonctionnelle et d’éradication de l'infection par HIV-1. A ce titre, le tractus
intestinal et en particulier le GALT joue un role majeur lors des premiéres étapes
ainsi que pendant la phase chronique de l'infection. En absence de TAR les souches
virales de HIV-1 présentent une plus grande diversité génétique dans le rectum que

148 Méme si les recommandations actuelles

dans le sang d’'un méme individu
consistent a instaurer une trithérapie dans les jours qui suivent la découverte de
séropositivité, la majorité de ces diagnostics ont lieu au cours de la phase chronique
pour la plupart des PVVIH. Un certain nombre de mutations de résistance sont
retrouvées archivées dans '’ADN cellulaire de patients sous traitement avec parfois
des différences notables entre les sites anatomiques®®*>3®. || existe peu de données
sur les caractéristiques de la souche majoritaire archivée au niveau du tissu rectal
aprés plusieurs années de traitement efficace au niveau sanguin (CV plasmatique
indétectable). La question était de savoir si cette séquence archivée est proche de
celle du virus prédominant au niveau plasmatique au moment de la découverte de
séropositivité ou si elle est porteuse de mutations de résistance en relation avec le(s)
traitement(s) instauré(s). Une autre question importante est celle de la capacité de
réactivation de ces virus archivés, potentiellement porteurs de mutations de
résistance a une ou plusieurs familles d’ARV. L’objectif de notre étude a été d’établir
le profil de résistance génotypique sur le gene pol de souches issues de biopsies
rectales d’hommes sous traitement antirétroviral depuis 1 an au moins et a 5 ans au
plus et dont la charge virale est controlée au niveau sanguin. Ce profil a été comparé
a celui de la souche majoritaire du virus amplifi€ au moment de la découverte de la

séropositivité.
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Abstract

Objectiver To evaluate the mutational patterns on the pof
gene cf themain H\-1 grain archived in cell geneme of 10
chronicallyinfected men according totheir clinical and ther-
apeutic history. The genotyping redstance profiles were
compared between the fird blood plasma available & the
timeof HIV diagnosisand rectal biopsesand PBMCsampled
1-5yearsafter theinitiation of combined antiretrovird ther-
apy (cART). Methods: H\M-1 RNA and cell-associgted HIV-1
DNA were quantified by Abbott Real-Time HIV-1 and Gener-
ic H\V® DNA cell (Biocentric) assays Themutationsin prote-
ase and reverse transcriptase genes were assessed by the
Trugene® assay {emens). The C2V3 regionwasamplified to
determine the viral tropism. Reaslfs: In S patients dight or

no differenceswere observed between the 3resdance pro-
files. Thosemod ly detected wererelated totheresdanceto
nudeestlide (D67N, L210W, T215A, T69D) and nonnucleo-
side (K103N, V08I, V179l) inhibitors. In 1 rilpivirine-treated
patient, the M230I mutation was detected in PBMC. Ne
change of viral tropianm was cbhserved between samples.
Condusion: These data sugged that resgdance mutations
harbored by the main HIV drain in plasma a the time of di-
agnosisaredurably archived in DNA cellswhat everthe delay
between infection and initiation of therapy in patientswell
controlled by cART. ©32017 S Karger AG, Basel

Introduction

Thecdlula reservoir isoneof themgor chseladlesto
afunctiond or gerilizing cureof HIV infection. In par-
ficular, the gut-associated lymphoid tissue (GALT) har-
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Table 1. Demographic, immunological, and virological characteristics of the studied population

Pa- Age, Clinical CD4*T-cell HIVRNA HIV HIVRNA  First-line Biopsy PBMC
tient years stage'  count’, \ level®, : genotype  load } treatment HIVDNA qualitative HIVDNA _qualitative
el Lyt Sz level, HIVRNA  level, HIV RNA
mL months . . . .
logcopies/  detection  logcopies/  detection
mL mL
1 30 B 248 391 B 6 FTCTDFEFV  4.08 + 323 -
2 56 A 843 345 B 3 3TCABCATV  3.06 + 241 -
3 54 C 152 5.77 B 2 FTCTDFDRV 443 + 4.21 +
4 50 B 435 4.01 B 3 FTCTDFDRV  3.73 + 3.04 +
5 47 B 257 5.52 B 3 FICTDFDRV  4.59 + 3.40 -
6 68 C 74 6.29 CRF02_AG 15 FTCTDEDRV  3.50 - 3.61 -
7 49 A 1,025 6.35 B 4 FTCTDEFDRV ~ 3.78 + 2.44 +
8 52 C 14 543 B 5 FTCTDFDRV 340 + 293 +
9 58 C 36 523 B 4 FTCTDFDRV 342 + 3.26 +
10 64 C 20 513 B 4 FTCTDFDRV 4 + 321 +

FTC, emtricitabine; TDF, tenofovir; EFV, efavirenz; 3TC, lamivudine; ABC, abacavir; ATV, atazanavir; DRV, darunavir. * CDC classification. ® At the
time of HIV diagnosis. © Delay between antiretroviral therapy initiation and the first undetectable viral load value.

bors most of HIV-1 target cells and grows during the first
weeks of HIV infection [1]. In the absence of combined
antiretroviral therapy (cART), a greater viral genetic di-
versity in the rectum than in blood has been described,
mostly because of a mucosal environment favoring a local
replication [2]. It has been largely demonstrated that an
early initiation of cART is associated with a smaller and
less genetically diverse reservoir [3-5]. Although there is
poor evidence of genetic evolution of viral populations
under suppressive cART initiated during primary infec-
tion, the persistence of HIV archived sequences is ob-
served, probably driven by the homeostatic proliferation
of memory T cells [3]. In fact, even if early diagnosis and
initiation of cART are highly recommended, most living
HIV-infected people were detected positive very late in
the course of the infection, before the “test and treat” era
and mostly during the chronic phase of their infection
[6]. Moreover, for some of them the initiation of cART
was delayed compared to the time of diagnosis.
Different resistance to antiretroviral drug profiles of
HIV-1 polsequences are archived in DNA cells of patients
who received numerous treatments [7, 8]. In addition,
differences in the resistance profiles have been observed
between anatomical sites including the gut, suggesting
the participation of intestinal mucosa in HIV genotype
selection [7, 9]. It has also been observed that successive
drug-resistant variants selected during nonsuppressive
therapy remain archived in the cellular reservoir after
long-term suppressive cCART [10]. To our knowledge, no
data are available on the major HIV strain archived in the
rectal reservoir of patients diagnosed during the chronic

Transmitted HIV Strain Durably
Archived in the Gut

phase of infection and who received an effective first-line
therapy. Moreover, even if it has been previously suggest-
ed that the gut mucosal viral reservoir is not the major
source of plasma viremia rebound after stopping cART
[11], studies dealing with the risk of reactivation of resis-
tant mutated strains from intestinal tissue are also miss-
ing.

In this work, our aim was to evaluate the mutational
patterns on the pol gene of the main HIV-1 strain ar-
chived in the cell DNA of chronically infected men under
suppressive cCART and diagnosed HIV positive at various
stages of infection. The genotyping resistance profiles be-
tween the first blood plasma available at the time of HIV
diagnosis and rectal biopsies and PBMC sampled 1-5
years after the initiation of cART were compared.

Materials and Methods

Patients

An ancillary work of a previous study [12] was conducted in 10
HIV-1 chronically infected consenting men followed up at the In-
fectious Diseases Department of the University Hospital of Saint-
Etienne, France. The protocol was reviewed and approved by the
national CPP Sud-Est I Ethical Committee. The patients had been
under cART for more than 1 but less than 5 years, without any vi-
ral escape during this period. Their characteristics are depicted in
Table 1. At the time of HIV seropositivity diagnosis (called time
zero, T0), stages of clinical infection were A, B, and C for 2, 3 and
5 men, respectively. At T0, the median HIV RNA load in blood
plasma was 5.23 (range: 3.45-6.35) log, copies/mL. The median
delay between blood plasma (T0) and rectal biopsy and PBMC
samples (both obtained at T1) was of 47 months (range: 12-158).
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Table 2. Resistance mutations and V3 loop sequences analyzed in blood plasma, PBMC, and rectal biopsy samples

Pa-  Delay Delay Time with ~ RT/protease gene V3 loop gene
tient  between between plasma HIV - - 5 5 —
HIV diag.  genotyping RNA <40 resistance mutations l:omology s homology”®, tropism¢,
and therapy, assays®, copies/mL,  blood RNA?* rectal biopsy PBMC i % R_NA/
days months months biopsy
1 1,530 96 90 Protease: K20M Protease: K20M Protease: K20M M361 98.5 80 R5/R5
M361 D60E 162V M36I D60E 162V D60E 162V L63P H69Q
L63P H69Q L63P H69Q RT: V1061 V1791
RT: V106I V1791 RT: V1061 V1791
2 3,102 158 155 Protease: none Protease: 162V Protease: 162V 99 76 R5/R5
RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W  RT: D67N T69D L210W
T215D T215D T215D
3 12 31 29 Protease: 15V Protease: 15V Protease: 115V 96 71 R5/R5
RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W  RT: D67N T69D L210W
T215A K101E T215A K101E T215A K101E
4 730 76 69 Protease: L63P Protease: L63P Protease: L63P 96.5 80 R5/R5
RT: none RT: none RT: none
5 2 57 54 Protease: 162V L63P Protease: 162V L63P A7IV  Protease: 162V 97 ND ND
RT: none RT: none L3P
RT: none
6 6 47 32 Protease: L10I Protease: M361 Protease: M361 97 ND ND
K20I H69K L89M H69K LM H69K L8IM
RT: none RT: none RT: none
7 0 12 8 Protease: L63P 164V Protease: L63P 164V ND 98.5 ND ND
RT: K103N RT: K103N
8 7 44 39 Protease: 162V Protease: 162V Protease: 162V 96.5 785 R5/R5
RT: none RT: none Q58E A7IT
RT: none
9 6 44 40 Protease: M361, 164V Protease: 164V Protease: 164V 99.5 755 R5/R5
RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W RT: D67N T69D L210W
T215W T215D
10 3 47 43 Protease: L33V, L63P, 164V Protease: L33V, Protease: L33V, L63P, 96 79 R5/R5
RT: none L63P, [64V T64V
RT: L210W RT: L210W M2301

Ttalics indicate discrepant mutations between samples. ND, not done. * The blood plasma was sampled at the time of HIV seropositivity diagnosis. ® Between RNA and biopsy se-

quences. © Determined by the Geno2Pheno algorithm.

Total Cell-Associated HIV-1 DNA Quantification

Total DNA was extracted from PBMC and biopsies using the
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). The cell-
associated HIV-1 DNA was quantified by using the Generic HIV®
DNA cell protocol (Biocentric, Bandol, France). The quantifica-
tion of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
gene was undertaken to estimate the amount of cells tested. The
results were expressed in log; copies per million of cells.

HIV-1 RNA Viral Load Quantification in Blood Plasma

The viral load was determined by using the Abbott Real-Time
HIV-1 Assay (Abbott Molecular Diagnostics, Rungis, France)
combining an automated extraction by the m2000sp apparatus
and a real-time amplification by the m2000rt instrument.

Antiretroviral Drug Resistance Mutations Assay

The antiretroviral drug resistance mutations in protease and
reverse transcriptase (RT) genes were assessed in parallel using the
Trugene® assay (Siemens, Saint-Denis, France) according to the
manufacturer’s instructions for RNA (blood samples) omitting the
reverse transcription step for DNA (PBMC and biopsy samples).
The viral susceptibility to drugs was determined according to the
ANRS resistance algorithm (http://www.hivfrenchresistance.org).

258 Intervirology 2016;59:256-261
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Intracellular HIV-1 RNA Detection

Total RNA was extracted from PBMC and biopsies using RNA
Blood Mini and RNeasy kits (Qiagen), respectively. HIV-1 RNA
was detected by real-time PCR using the Generic HIV® assay (Bio-
centric).

gp120 Gene Amplification and Tropism Determination

The C2V3 coding region was amplified according to the ANRS
ACI11 Resistance Study Group protocol (http://www.hivfrenchre-
sistance.org). The coreceptor used was predicted using the bioin-
formatic tool Geno2Pheno with a 10% false-positive rate and the
combined 11/25 and net charge rule for HIV-1 non-B subtypes
(http://coreceptor.geno2pheno.org/) [13].

Results

Efficacy of cART in Blood Compartments

The median delay between HIV diagnosis (T0) and
initiation of cART was 6.5 days (range: 0-3,102). The
time to obtain HIV RNA undetectability in blood plas-
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ma, defined as the period between initiation of cART and
the first viral load value <40 copies/mL, was 4 months
[2-15]. No viral rebound was observed during the study
period except 1 blip in patient 4 at month 18 after start-
ing cART.

HIV RNA and DNA Loads in PBMC and Rectal

Biopsies (Sampled at T1)

Rectal biopsies and PBMC samples were obtained at a
median of 47 months (range: 12-158) after HIV diagno-
sis. The median values of total HIV DNA in the rectum
and PBMC were 3.75 (3.06-4.59) and 3.25 (2.41-4.21)
log; copies/10° cells, respectively (Table 1). HIV RNA
was found positive in 9 biopsies and 6 PBMC fractions
out of the 10 tested.

Resistance Profiles on Protease and RT Genes from

Initial Blood and Distant Tissue Samples

The homology between protease and RT sequences
from plasma at TO and rectal tissue at T1 sampled in the
same patient ranged from 96 to 99.5% (Table 2).

The same resistance patterns were obtained in the 3
tested samples for 3 patients. Mutations conferring pos-
sible resistance to the protease inhibitors saquinavir/rito-
navir and tipranavir (K20M, M36I, 162V, H69Q) and to
the nonnucleoside RT inhibitor etravirine (V106I, V179I)
were detected in patient 1. Thymidine analog mutations
(TAMs) D67N, L210W, T215A, and T69D conferring re-
sistance to the nucleoside RT inhibitors zidovudine, di-
danoside, stavudine, abacavir, and tenofovir were detect-
ed in patient 3. No mutation, except the L63P minor mu-
tation, was found in patient 4. The same profiles were also
obtained in blood plasma and rectal biopsy of patient 7
(PBMC fraction not available) exhibiting the K103N mu-
tation, conferring a high level of resistance to efavirenz
and nevirapine.

In 6 patients, slight differences were observed between
resistance profiles: minor L10I, K20I, and/or M36I (pa-
tients 6 and 9), 162V (patient 2), Q58E and A71T (patient
8), and A71V (patient 5) mutations in the protease gene.
The T215D revertant mutation was detected in the T1
rectal tissue while T215W was present in the TO blood
plasma sample of patient 9. The T210W mutation was
observed in the biopsy but not in the initial blood sample
of patient 10; what is also worthy of note is the presence
of the M230I mutation related to resistance to rilpivirine
in the PBMC fraction of this patient. This man received 2
successive CART regimens, the current one associating
emtricitabine, tenofovir, and rilpivirine.

Transmitted HIV Strain Durably
Archived in the Gut

Sequences of gp120 and Viral Tropism Analysis from

Initial Blood and Distant Tissue Samples

The homology between C2V3 coding sequences from
TO plasma and T1 rectal tissue sampled in the same pa-
tient ranged from 71 to 80%. No change of viral tropism
was observed between the initial blood sample and the
rectal biopsy (all being CCRS5 tropic).

Discussion

The rectal mucosa can integrate HIV-1 strains resis-
tant to antiretroviral treatment selected during therapy
and participates to the failure to reach optimal local drug
concentrations [7, 9, 10]. Josefsson et al. 3] showed that
HIV-1DNA integrated in GALT-infected T cells remains
stable during suppressive cART when sequences between
plasma sampled at the time of initiation of cART and
GALT biopsies obtained 8-12 years after starting therapy
were compared. In our study, the resistance pattern of the
pol gene in rectal tissue and PBMC - obtained between 12
and 158 months after HIV diagnosis - of men under an
effective first-line cART regimen was compared to the
one obtained from the first blood plasma sampled at the
time of HIV diagnosis. Our data bring complementary
information since we found that the transmitted muta-
tional profile present at the time of HIV diagnosis re-
mains stable and detectable after a period of 1-5 years -
before and after the start of cCART - in 9 out of 10 men,
despite a long period without therapy in some men (pa-
tient 1 and 2). In addition, intracellular HIV RNA was
detected positive in 6 rectal biopsies. This might reflect a
local defective viral production rather than a complete
replication related to cell-to-cell transmission. Slight dif-
ferences observed between samples in some patients were
for minor mutations on the protease gene not related to
the current cART regimen. Interestingly, the only detect-
ed resistance mutation potentially related to therapy was
M230I conferring resistance to rilpivirine. One explana-
tion could be the moderate rate of diffusion in the rectum
of this nonnucleoside RT inhibitor, as recently reported
for the long-acting form of this drug [14].

It has been previously demonstrated that no significant
evolution of the HIV-1 env gene occurs in PBMC or GALT
of people initiating cART during the early phase of HIV
infection by using single genome amplification technol-
ogy [5]. We observed lower percentages of homology in
the env than in the pol gene when comparing sequences
from the initial plasma sample with those from the PBMC
and biopsies (data not shown). However, the estimated
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coreceptor usage remained the same (CCR5 in all tested
men). In fact, the Sanger technology only detects the main
strain and does not allow for deciphering whether the ob-
tained sequences or mutations belong to the same virus.
These discrepancies between pol and env genes may also
be due, atleast in part, to different selective pressures from
antiretroviral agents on the pol gene and from the host
environment on env. In addition, recombination can oc-
cur in env during antiretroviral therapy, contributing to a
specific evolution of this gene, as recently described [15].
We also did not find any evidence of archived mutations
either in the gut or in PBMC related to the period of decay
of viral load after the initiation of cART. This finding is in
agreement with Bergroth et al. [16], who did not find any
M184V mutation in the plasma of chronically infected pa-
tients during the decay period after starting a triple thera-
py regimen including 3TC. In this study, the archived pol
DNA sequences were not explored. These findings suggest
that a triple regimen composed of 2 nucleos(t)ide inhibi-
tors and 1 nonnucleoside or 1 protease inhibitor (such as
darunavir) that exhibit a high rate of tissue diffusion is
able to circumvent the selection of resistance mutations
during the first weeks after initiating cART [17].

Asawhole, our study conducted in patients diagnosed
during the chronic phase of infection demonstrates that
the main strain present in blood plasma at the time of di-
agnosis is durably archived in rectal and PBMC reser-
voirs, as was shown in PBMC of patients enrolled in the
French PRIMO cohort [18]. Even if it has been suggested
that the gut reservoir was not the major source of rebound
plasma viremia after stopping cART [11], more data are
expected on the potential risk of reactivation of archived-
resistant strains, especially in the era of the development
of HIV cure strategies.
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Conclusion

Une grande similarité génétique a été observée entre les souches archivées dans
I’ADN des biopsies rectales et des PBMC et celles issues du plasma prélevé lors de
la prise en charge initiale. Nous n’avons pas trouvé dans ’ADN des biopsies ou des
PBMC de mutations liées aux molécules utilisées dans les schémas de trithérapie,
en particuliers celles qui auraient pu étre générées/archivées au cours de la phase
de décroissance de la virémie. Ceci est probablement di a la puissance des drogues
utilisées en premiere ligne et a leur bonne capacité de diffusion tissulaire.
Néanmoins la capacité de réactivation de cet ADN archivé, potentiellement porteur
de mutations transmises (résistance primaire) reste une question importante a

étudier.
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Discussion et conclusion géneérale

L’objectif de notre travail était d’évaluer la résistance primaire de personnes
nouvellement dépistées séropositives vis-a-vis de HIV-1 a Bamako, mais aussi
d’étudier I'efficacité du TAR sur les réservoirs salivaire, génital et rectal.

Nos résultats ont permis de constater que les patients sont diagnostiqués
tardivement donc en stade d'immunodépression avancée aussi bien au Mali qu’au
Tchad, avec respectivement 39% et 37% seulement des patients dépistés au stade 1
de 'OMS. Cette situation a un impact bien sr au niveau individuel avec un risque de
morbidité et mortalité accru (8,4% de déces dans notre étude du Mali) mais aussi au
niveau collectif (risque de transmission a un ou des partenaire(s) avant le
diagnostic). Dans ce contexte d'immunodépression il a été également été suggéré
qgue l'ethnicité africaine est associée de maniére indépendante a une reconstitution
de CD4 plus faible au cours de la multi-thérapie que chez I'ethnie caucasienne 3¢’
Dans nos travaux, nous n’avons pas de données sur la réticence ou I'adhérence au
dépistage de linfection par HIV, éléments qui conditionnent la réussite du premier
« 90 ». Il est rapporté dans la littérature que le défaut de dépistage concerne
principalement les personnes jeunes et les hommes?. On estime qu’en Afrique
subsaharienne, 10% seulement des jeunes hommes et 15% des jeunes femmes (15-
24 ans) connaissent leur statut vis-a-vis de HIV-1 ?®°. Un autre probléme important
mis en évidence dans nos études est le nombre élevé de personnes perdues de vue
au cours du suivi apres le dépistage. Ce taux de PDV constaté en suivi de 12 mois,
était de 37% dans I'étude de Bamako, et de 11,25% au Tchad en 3 mois. Ces PDV
concernait exclusivement les femmes. Cet état de fait impacte I'atteinte du 2°™®
« 90 ». Des études ont montré que les femmes sont plus réticentes que les hommes
a commencer un traitement et moins adhérentes au TAR %% Une expérience
camerounaise faisait ressortir que sur 49% de patients non observant les femmes
étaient majoritaire (61,9%). Les principales raisons avancées pour la non observance
étaient : l'oubli (32,9%), la rupture de stock de médicaments (14%), les occupations
de la vie courante (12,8%)%"°. Le taux de perdus de vu était en particulier trés élevé
(72,3%) au cours de la période d'accés discontinue ou « non gratuite » de la multi-
thérapie, mais avec un suivi renforcé, les niveaux de perdus de vu revenaient a 10%.
Les patients traités par TAR et perdus de vue sont supposés seélectionner
rapidement des souches HIV-1 résistantes au traitement et développer des infections
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opportunistes fatales au cours des mois suivants 3"

. Il s’agit donc d’'un probleme
dont l'origine est probablement multifactorielle (difficulté d’accés a un centre de
santé, précarité défaut d’'information/éducation, crainte de la stigmatisation...). Dans
notre expérience, le profil des PDV était des femmes majoritairement travailleuses du
sexe et probablement non adhérentes par crainte de stigmatisation.

L’amélioration de I'adhérence au systeme de soins passe aussi par la simplification
des modalités et des tests de dépistage : réalisation d’auto-prélevements et
utilisation de TDR, de systemes de type POC ou de support de type DBS. A ce sujet,
nous avons travaillé sur des échantillons de DBS dans une étude menée au Tchad
pour évaluer la faisabilité des tests de charge virale et de génotypage de résistance
sur ce type de support. Les résultats de charge virale ont été infructueux pour 17%
des DBS du fait d’'une mauvaise conservation de 'ARN ou d’une erreur de diagnostic
sur le statut HIV-1 lors du dépistage. Le rendement s’est révélé beaucoup plus
modeste avec les tests de résistance génotypique avec un défaut de sensibilité
notoire et déja rapporté dans la littérature®®. Les résultats disponibles ont montré un
taux élevé de résistance primaire (29%) ce qui pourrait étre d0 a la présence
conjointe d’ARN et d’ADN viral dans le DBS et la détection de mutations archivées
(non détectables dans un test génotypique classique sur plasma). Il a été montré que
des niveaux élevés d'ADN de HIV-1 pouvait rendre faussement positive la détection
de I'ARN du HIV-1 dans 35% des cas environ. L'ADN du HIV-1 associé aux cellules
est libéré dans le liquide d'élution de DBS de maniére quantitative et par conséquent
amplifié lorsque les niveaux d'ADN sont élevés. Le seuil au-dela duquel 'ADN du
HIV-1 contamine fréquemment la quantification de I'ARN a été estimé entre 800 a 1
000 copies d'ADN®72. L'utilisation de DBS offre néanmoins les avantages d'un
échantillon stable et facile a collecter par piqure au bout du doigt, a transporter (sans
chaine du froid) avec un risque infectieux minimal, et avec une préparation ne
nécessitant pas de centrifugation. Ces supports sont utilisables sur la plupart des

plates-formes disponibles dans les laboratoires placés au niveau central "2

(hopitaux
et institut de recherche des grandes villes). Le DBS peut ainsi étre utilisée pour
renforcer la surveillance de la CV afin d’atteindre la derniére cible 90 des objectifs de
I'ONUSIDA (90-90-90) pour aider a mettre fin a I'épidémie du SIDA.

A Bamako, le taux de succes thérapeutique observé (charge virale sanguine
indétectable) s’est avéré trés satisfaisant, prés de 90%, dans le groupe de personnes

qui a été suivi pendant un an. Cela signifie que la prise en charge est efficace
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lorsque les PVVIH adhérent au programme (3°™ « 90 »). Il faut toutefois rester
prudent et compléter ce travail par une étude a durée plus longue, car certaines
mutations de type TAMs et d’autres conférant une résistance a I'étravirine étaient
décrites comme plus fréquentes entre 12 et 24 mois de TAR*"3. Ceci plaide pour un
suivi régulier par CV et test de résistance génotypique (si disponible) afin de
diagnostiquer un échappement virologique et de pouvoir rapidement changer une ou
plusieurs molécules. Il se pose aussi la question de la disponibilité et du colt des
molécules de 2°™ et 3°™ ligne ainsi que des ruptures de stock réguliéres, observées
mais ayant eu peu d’'impact a court terme sur le succés thérapeutique.

Un autre aspect important dans la prise en charge de l'infection et dans le cadre du
plan 90-90-90 est la surveillance de la résistance primaire et acquise vis-a-vis des
ARV. A ce titre, la mise en place de réseaux de surveillance de la résistance primaire
aux ARV permet de suivre I'évolution des taux en fonction des régions mais aussi
d’aider les décideurs a mettre en place des schémas thérapeutiques appropriés en
premiere intention, en particulier dans les régions ou les tests de résistance
génotypique ne sont pas disponibles en routine. En 2008, le taux de TDRM était de
7,9% au Mali, elle passa a 11,5% en 2010 et une légére baisse était rapportée en
2013 (9,9%) *~*°. Nous avons observé une augmentation du taux de TDRM & 15,3%
avec la mutation K103N comme mutation principale (12,9%) associée a d’autres
conférant la résistance croisée a tous les INNTI dont 'etravirine et rilpivirine, qui sont
des drogues non encore utilisées au Mali. Par contre nous avons retrouveé tres peu
de mutation aux INTI (M184V en majorité, a 3,5%). Ce faible taux avait été déja
décrit dans une étude antérieure menée en 2010, Il convient de noter que I'une des
femmes décédées dans notre étude présentait des mutations multiples (M184V,
T215Y, K103E, Y181C) au départ. Cette mutation conférait une résistance a deux
médicaments sur trois du schéma thérapeutique qu’elle suivait. En Afrique Centrale,
une étude rapporte un taux de TDRM de 7,3% en 2011%“* Ces mémes auteurs
trouvaient une prévalence de résistances aux IP de 1,1% en Afrique alors que nous
n’avons pas détecté de mutation aux IP au Mali, confirmant les données récentes de
'OMS. Peut étre l'une des conséquences de l'utilisation limitée des IP au Mali
expliquerai cette non observance de mutation aux IP. Au Tchad nous avons eu 7/24
(29,16%) sequences porteuses de TDRM, la V106l (20,6%) et la K103N (8,3%)
principalement. Nous n’avons pas trouvé d’autres données sur la résistance primaire

au Tchad. Toutefois, le nombre modeste d’échantillons séquencés et la présence
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possible d’ADN viral « parasite » sur les DBS (discuté plus haut) ne permet pas de
tirer des conclusions définitives quant a la résistance primaire au Tchad. Une étude
de plus grande envergure est en cours de mise en place pour vérifier ces premiers
résultats. Le polymorphisme peut jouer un réle important dans la résistance aux
ARV. Des mutations de polymorphisme (V90I, V1061, V179T, V179E) ont été
observées sur les quasi especes de HIV obtenus. Les études menées sur la
sensibilité du HIV-1 aux antirétroviraux dans le contexte de la diversité des sous-
types, trouvent que la plupart des mutations de résistance majeures du sous-type B
ont également été trouvées dans des sous-types non-B 3”°. Certaines mutations de
polymorphisme présentes sur le géne de la protéase de sous-types non-B ne
semblent pas impacter l'efficacité des IP : c’est le cas de la V82I, la M46l/L par
exemple 3*2. Méme si la majorité des études disponibles suggérent que tous les
sous-types de HIV-1 présentent une sensibilité similaire aux antiviraux, certains
d’entre eux semblent avoir une plus grande propension a développer une résistance
a certains médicaments®’®. Certaines substitutions qui semblent influer différemment
sur les virus non-B sont (1) les mutations sur le géne de la transcriptase inverse
G196E, A98G / S et V75M, et (2) les mutations sur le géne de la protéase M891/V et
193L. Les principales différences, entre sous types B et non B portaient sur :
¢ la V106M qui impacte I'efficacité des INNTI,
e une fréquence plus élevée de la mutation de résistance K65R chez le sous-
type C plus que celle observée habituellement avec le sous-type B,
e |aL89l/V, quiimpacte l'efficacité des IP est présente sur les sous-types C, F,
G et CRFO1_AE. L'émergence de la D30N (provoque une résistance de haut

niveau au NFV) est également favorisée dans les sous-types B et D *'°.

Une autre partie de notre travail a porté sur l'effet du TAR sur les réservoirs
mugueux. En ce qui concerne les spermes, nous avons eu des difficultés a collecter
ces échantillons, ce qui ne nous n’a pas permis d’étudier correctement l'effet du TAR
sur le compartiment génital masculin. Ces difficultés étaient surtout liées a des
troubles érectiles et a des problemes d’asthénie.

Pour les sécrétions cervico-vaginales, nous avons constaté une compartimentation
du virus chez certaines femmes traitées présentant une excrétion virale au niveau
vaginal avec une charge virale plasmatique indétectable et/ou des séquences

génétiques différentes sur le géne pol entre le virus isolé dans la muqueuse et celui
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provenant du sang. En particulier dans I'étude menée a Bamako, 27,8% des SCV
présentaient une charge virale ARN positive aprés un an de trithérapie. Dans une
étude de cohorte réalisée entre 2004 et 2013 dans 7 pays d’Afrique australe chez
des patients suivis entre 12 et 48 mois, seulement 6% de CV détectable a été
retrouvé sur un échantillon de SCV de 1114 femmes®”’.

Ceci peut étre d0 & une mauvaise pénétration des médicaments antirétroviraux dans
le tractus génital et/ou a des co-facteurs comme [linflammation, d’autres
microorganismes provoquant des IST ou une dysbiose *’. A ce sujet, nous avons
montré que cette derniére était systématiquement retrouvée chez les 4 femmes
testées avant mise sous TAR. Elle persistait chez I'une d’elles dont la charge virale
était restée détectable aprés un an de traitement. En revanche un traitement efficace
au niveau génital semble restaurer un microbiote normal majoritairement composé
de Lactobacillus. D'autres facteurs associés a l'excrétion, tels que les ulcérations
génitales peuvent augmenter la perméabilité vasculaire, permettant la transmigration
de la circulation sanguine vers le compartiment cervico-vaginal ou activer la
réplication du HIV par infiltration de lymphocytes et de monocytes activés et
production de médiateurs inflammatoires localement dans le tractus génital. Cette
compartimentation entre les populations virales du sang périphérique et du tractus
génital a été décrite chez des personnes naives de TAR *’’. Certaines femmes sous
ARV présentent donc un risque de transmettre le virus, potentiellement résistant,

malgré un TAR efficace au niveau sanguin **’.

En conclusion, nos travaux apportent des informations nouvelles sur le déroulement
des différentes étapes de la prise en charge de l'infection par HIV dans les pays en
développement : dépistage, adhérence au programme, utilité des DBS, efficacité du
traitement. Ainsi la faible adhésion au traitement, objectivée par le fort taux de
perdus de vu, peut constituer un obstacle majeur a la réalisation du plan 90/90/90 de
'ONUSIDA. Nous apportons également des données nouvelles sur la prévalence de
la résistance primaire qui plaident en faveur de I'utilisation généralisée en routine des
tests de charge virale, de I'accessibilité aux différentes classes d’antirétroviraux, de
leur utilisation rationnelle et du développement d’'un réseau de surveillance de la
résistance aux ARV dans les pays a ressources limitées. Enfin, nous avons obtenu
pour la premiére fois dans une étude menée en Afrique Subsaharienne des données

d’efficacité de traitement sur les réservoirs muqueux mettant en évidence I'existence
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d’'une compartimentation du virus notamment au niveau génital chez certaines
personnes sous ARV. Mais aussi le role potentiel du microbiote vaginal sur une
excrétion virale persistante, ce qui pose le probleme du risque résiduel de
transmission par des personnes sous trithérapie incitant & un dépistage et un
traitement des infections génitales dans leur ensemble.

L’intensification des campagnes d’information, d’éducation et de prévention, la prise
en charge des populations vulnérables et la lutte contre la stigmatisation sont des
priorités et des préalables indispensables a la réalisation des objectifs d’éradication

de l'infection par HIV a court ou moyen terme.
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Prise en charge du HIV au Mali

cv 2017
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( Objectifs
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e Patients et méthodes

INTERPRETATION

Algorithme de I'ANRS
Base de données de Los Alamos

Charge virale ARN par Q g
Abbott-Real-Time HIV-1
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INCLUSION @ par ViroSeq (Abbott)
80 DBS de patients naifs de
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Objectif 1
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€9 Caractéristiques des Patients

CD4 median
1348
cell./mm?

CV médiane :

logcopies/ml

[13-1 665] [2.78-59]

CARACTERISTIQUES A L’INCLUSION

o

utenance de Thése, 31/10/2018 & Saint Etien

(@) Genotypes de résistance

©0 o

T;aux ,de V!Utations de Vérification des échecs
réussite :35,8%  résistance avec CV < 5000
(24 sur 67) soit 29,2% copies/ml sur DBS :

infructueux

®

Soutenance de Thése, 31/1012018 & Saint Etie

© Les dlfferents profils de résistance

0 Soustpe OF Mutations observées Résistance

0 8 2 M3 a4 KESE ToF
16 CRFCPX 280 P2 428 Kol 06 Lo vino APV
% At ®OF 8 437 va WO UM Lo - o
3 CRFNCPX 267 F 23 526 Lo L

B0 198 L 363 KRR L vies

@0 2] M3 53% w0 M VI e vios

4 CRRSCPX 24 F 3 4n Le - sav
51 CRF13_CPX 2 M 40 499 L ioe

% 0 e M 5 497 e eV Vits

6 0 2 M 30 579 KR e vios

6 06 [ 57 ol we eV Lo sav
70 CRFO2 AG (3} F 2 556 o L Ko

19 CRFNCPX 247 » 595 mv v k1o l

S
W (Log/mi) _WEWW

2 Quantification de la charge virale

Six positifs par test
Determine refaits sur

DBS

Le taux de réussite
83,75% (67 sur 80)

13 échecs

c Sept négatifs par
Determine refaits sur DBS

Soutenance de Thése. 31/10/2018 & Saint Etienne

(@) Résistance et sous types de HIV
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VAV
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* Principales mutations:
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@ Patients et méthodes
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Patients et méthodes
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€ Caractéristiques des Patients

CARACTERISTIQUES A L’INCLUSION

Régime TAR: Nbre (%)
3TCTDF EFV 83 (69,7)
FTCTDF EFV 17 (14,3)
AZT 3TC NVP 11 (9,2)
AZT 3TC EFV 3 (2.5)
AZT 3TC LPV 3 (2,5
3TCTDFLPV 1 (0,9
3TCABC LPV 1 (0,9)
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@ Devenir des patients résistants aprés 12 mois

311101201

Saint Etienne

€9 Taux de résistance primaire : 15,9%

A Vinitiation du TAR

. Profil de
Patient Age Stade .
1D Genre (ans)  Regime TAR  Clinic PDRM TRbslatuton b ARV,
013 F 36 TDF FTCEFV 3 V1061 V1791 /
09 F 46 TDFFICEFV 3 £138A0
027 ¥ 27 TOF FICERVS 3 K103N
038 F 2 ITCTDFEVD 2 K103N
3 F 37 TOFEICERV> 2 MISSV T215Y
KI03E Y181C EFV NVP ETR RPV
046 ¥ 3 TDF FICEFV) 3 K103N EFV NVP
087 ¥ as 3TC TDF EFV 1 dﬁi@ RPV ETR?
w98 M 42 3TCTDF EFV 3 EI3SAS REV ETR?
103 M 34 TOFEICEFV > 3 MIB4V YISIC 3TC FTC
EFV NVP
104 M 3TC TDF LPV 3 V179t EIR'
1s I 19 3TC TDEERVD 1 K103N EFV NVP

Soutenance de These 31

34 Saint Etenne

@ Taux de résistance acquise : 3,1%

Al'initiation du TAR Aprés 12 mois de TAR
CV ARN HIV-1
Patient Toux CD4 C(L‘” vy TauxCD4  (logiecopiesmL)
ID  Regime TAR PDRM (cells/mm”) ucopies/ml) (cellymm?) blood
013 TDFFTCEFV  VIOSI VIT9I/ 4 578 9 <16
019 TDFFTCEFV EI38A B 621 DCD i M6
027 TDFFICEFV) KION 42 490 802 <16
038  3TCTDFEFV) KION ™ 378 57 536
043 TDFETCEFV  MIS4VT21SY 348 464 DCD M3
KI03E YISIC
04  TDFFTCEFV ) KION 3 548 124 <16
087  3TCTDFEFV EI38A 819 am 1305 <16
098  3TCTDF EFV EI38A 7 524 302 <16
103 TDFETCEFV>  MIS4V YISIC 8 460 Perdu de vue
104 3TCTDFLPV vInT ) 529 376 441
115 3TC TDFEFV) KIO3N 189 556 884 <16
Soutenance de Thése, 3111012018 & Saint Elenne
Journalof | l
J Antimicrob Chemother Antlm
doc10.1093/joc/dky382 Chemotherapy

Impact of HIV-1 primary drug resistance on the efficacy of a first-line
antiretroviral regimen in the blood of newly diagnosed individuals in
Bamako, Mali

Abdelaye Keita'?, Youssouf Sereme’, Sylvie Pillet’, suhpm(nlu]lx‘, Fodié Diallo*, Bruno Pozzetto™,
Tenin Aoua Thiero" and Thomas Bourlet™*
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se. 31/10/2013 & Saint Etenne

Evaluer I'impact du traitement antirétroviral sur HIV-1
dans les réservoirs muqueux
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Q Patients et méthodes

STATISTIQUE
Charge virale ARN par Student, Chi2,

Abbott-Real-Time HIV-1

Spearman @
Génotype par Viroseq (abbott) o
INCLUSION a

Etude 1: 119 patients naifs
(Bamako), réservoirs génital et
salivaire

MICROBIOTE
Dans les SCV par NGS.
Genre a partir des OTU

9

Charge virale détectable (%)

Données virologiques

Etude 1: réservoirs génital et salivaire

78 sécrétions
cervico-vaginales

84,7% 77.7%

100%

Blocd
msalva

Al’inclusion des patients

= Gentalsecretion

Females Males

Soutenance de These, 311102018 & Sain Edenre
Analyse phylogénétique a partir des séquences du sang, des
secrétions génitales obtenus au moment du dépistage
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Etude |: réservoirs génital et salivaire
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Concordance entre
sang et SCV : 23

© FEMMES

Mutation de résistance primaire 4/27 soit 14,8%

Discordance entre
e sang et SCV : 4
« 2 positifs dans le
sang et négatifs
dans les SCV :
K103N et V179T

22 sans mutation

Une E138A
« 2 positifs dans les
SCV et négatifs
dans le sang :
L74V et D67N
©@ HOMME
Etude 2 :

Comparer les profils de résistance entre la souche présente
dans le sang au moment de la découverte de la
séropositivité et celle archivée sous formes d’ADN dans le

rectum et le PBMC apres | a 5 ans de traitement.

€? Résultats

Analyse du microbiote vaginal avant et aprés initiation du
traitement antirétroviral

A B
cesac oy cEsac o

(RN

CESAC M7 cESAr 021

LR Y T — T —

* ctaitit

Patients et méthodes

Génotype, TRUGENE
I'ARN et ADN du
HIV1 Biocentric e

INCLUSION

Etude 2; 10 patients (Saint
Etienne), réservoir rectal

€ HOMME

Une grande similarité génétique a

été observée entre les souches

archivées dans '’ADN des biopsies ©
rectales et des PBMC celles issues du
plasma prélevé lors de la prise en

charge initiale.
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de Thése, 31/10/2018 & Saint Etien

Homologie entre les Souches des compartiments

CVADN  CVADN
CVARN Plas (Vindétectable Biopsie ~ PBMC RT/PR Boucle V3
AprésTARen Homologie ()

D Patient  Logcopie/ml Sous types mois  Logcopie/ml Logeopie/ml % Homologie %
1 391 8 6 408 3B \[WF) [ W0 RESISTANCE
2 345 ] 3 306 1M 2] 76
3 5n ] 2 W a1 9% n
4 401 ] 3 n £ 9%,5 80
5 552 B 3 45 3 9 ND
6 629  (RFO2_AG 15 35 361 9 ND Nous n’avons pas trouvé dans ’ADN des biopsies ou des
7 635 ] 4 k] 24 985 ND PBMC de mutations liées aux molécules utilisées dans les
8 543 ] 5 34 19 %5 %5 schémas de trithérapie, en particuliers celles qui auraient pu
9 53 B 4 0 3% 95 55 é&tre générées/archivées au cours de la phase de
10 53 ] 4 4 3 |Lssl| L] décroissance de la virémie.

Q

de Thése, 31/10/20: int Etienne.

Résistance et mutations

1 Protease: K20M M361 D6OE 162V Protease: K20M M361 D6OE 162V Protease: K20M M361 DGOE
L63P 162 1637
RT: V1061 V1791 RT: V1061 V1791 RT: V1061 V1791
2 Protéase : none Protease: 162V Protéase : 162V
RT: D67N T69DL210W T215D RT: D67N T69D L210W T215D RIT:D67N T69D T215D
3 Protease: 115V Protease: 115V Protease: 115V
RT:D67NT6IDL2IOWT21SAKIOIE  RT: D67NT69D L210W T21SAKI01E  RT: D67N T69D T21SA KI0IE
4 Protease: L63P Protease: L63P Protease: L63P
RT: none RT: none RT: none
5 Protease: 162V L63P L63PATIV L63p
RT: none RT: none RT: none
6 Protease: L101 K201 H69K L9M Protease: M361 H69K L8IM Protease: M361 H69K L8IM
RT: none RT: nane RT: none
7 Protease: L63P I64Y_RT; K103N Protease: L63P I64Y_RT; K103N ND
8 Protease: 162V Protease: 162V Protease: 162V QSBEA7IT
RT: none RT: none RT: none
9 Protease: M361 164V Protease: 164V Protease: 164V
RT: D67N T69D L210W T215W RT: D67N T69D L210W T215D RT: D67N T69D L210W
10 Protease: LI3V, L63P, 164V RT: none Protease: L33V, L63P, 164V Protease: L33V, L63P, 164V

RT: L210W RT: L210W M2301

de These, 31/10/2018 e

@ Discussion

Taux de réussite des tests de
01 CV et de génotypage sur DBS

Causes d’échec des charges virales :

* Mauvaise conservation

« Destruction ou fragmenté 'ARN voire des anticorps
« Erreur de diagnostic

Le séquencage a réussi pour les CV= 5000 copies/ml
Causes d’échec des génotypes :

* Taille du fragment

* Mauvaise conservation

+ Délai entre CV et génotype (6 mois)

Faible volume d’échantillonnage

Qualité des spots (<50pl)

.

e de These, 31/10/2018 & Saint Etienn

Publication d’article

‘Short Communication
e EET EEEE
The Genotyping Resistance Profile of the Pol
Gene Detected in Blood of Newly Diagnosed
HIV-Positive Men Is Archived in the Gut

Whatever the Time of Initiation of cART

Anne Emmanuelie Depincé*®  Hodie Dussert*  Dedphine Vergnon-Miszczycha®
Abdelaye Keita®' Sylvie Aillet*<  Bisabeth Botelho-Nevers*  Anne Frésard®
icR Lucht*?  Xavier Foblin®*

© Discussion
02 Rétention
A 12 mois

KwaZulu-Natal : 75% a 82% ekouevi etal,2010; Huerga ecal. 2018

Un diagnostic tardif du HIV peut expliquer une adhésion
aussi faible, comme cela a déja été décrit Melchior ecal, 1999

De nombreuses raisons expliquent le retard du dépistage du
HIV : une perception erronée du risque d'infection, des
craintes de stigmatisation ou un manque de connaissance des
avantages d'un traitement antirétroviral réussi erexiecal, 2017
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@ Discussion

Rétention 5
A 12 mois 54,6%

Tous les perdus de vu, n"abandonnent pas forcément le
traitement (Geng ecal2010), avec 39% PDV (Ouganda) en trois ans :
36% étaient décédés dans I'année

83% avaient visité un établissement de santé différent au cours
des trois mois précédents

Les PDV étaient exclusivement des travailleuses du sexe. Il a
déja été démontré que les femmes sont plus réticentes a
commencer un traitement et adhérent moins au traitement
antirétroviral que les hommes rosin et a1, 2015; Puskas et a1, 2011

Soutenance de These, 31/1012018 & Saint Etienne

© Discussion

Etudes antérieures : 7,9% (2008) perrache ccal, | 1,5% (2010) Haidara ec
et 9,9% (2013) maiga ecal,

La résistance était plus élevée dans les études les plus récentes
dans toutes les régions : Afrique orientale, Afrique australe,
Afrique occidentale et centrale, Amérique latine et Asie (ors 2017

Augmentation annuelle réguliére de la résistance aux INNTI en
Afrique de I'Est (oms2017)

1ce de These, 3:

8 4 Saint Etienne:

Discussion

Le polymorphisme (ex : E138K) peut réduire I'éventail
d’ARV utilisable

La question d’utilisation de 'EFV se pose dans les
schémas thérapeutiques?

L’OMS demande une révision du schéma thérapeutique
chaque fois la résistance aux INNTI> 10%

@ Discussion

Rétention
A12 mois &

Dans I'ensemble, le faible taux de rétention peut constituer un
obstacle majeur au succés des objectifs du plan 90-90-90

Lorsque les patients suivent le programme malgré le taux élevé
de résistance primaire, de rupture de stock et de I'absence de
test de génotype, la charge virale reste indétectable dans 87,7%

Par conséquent, il est urgent de mieux identifier les causes
d'une mauvaise adhésion, de les résoudre et de contrdler
réguliérement la cascade de soins du HIV

Soutenance de These, 31/10

Saint Etienne

@ Discussion

Les principales mutations : KIO3N (12,9%) et M184V (3,5%)

La KI03N (associée a d’autres) confére la résistance croisée
(E138A, V1791, Y18IC) a tous les INNTI dont I'etravirine et
rilpivirine, qui ne sont pas encore utilisées au Mali

Il convient de noter que I'une des femmes décédées
présentait des mutations multiples (M184V, T215Y, KI03E,
Y18IC) au départ, ce qui conférait une résistance a deux
médicaments sur trois du schéma thérapeutique mis en
ceuvre

@ Discussion

e, 3111012018  Saint Etienne

Une discordance en termes de mutations retrouvées dans le
sang et les SCV chez 4 patientes a été observé, ce qui est en
faveur de la compartimentation

Une charge virale ARN positive aprés un an de trithérapie dans
27,8% des SCV

Une étude de cohorte dans 7 pays d’Afrique australe chez des
patients suivis entre |2 et 48 mois, seulement 6% de CV
détectable dans SCV de | |14 femmes king et 11,2017

Certaines femmes sous ARV présentent donc un risque de
transmettre le virus, potentiellement résistant, malgré un
TAR efficace au niveau sanguin kingeca,2017
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(=) Discussion

En accord avec les données de la littérature associant

dysbiose, inflammation locale et risque d'infection par
HIV &sment ecal, 2018

Apreés 12 mois de traitement une patiente avait toujours
une dysbiose. Ceci peut étre dii au fait qu’elle a une
charge virale de 4189 copies/ml dans les sécrétions
cervico-vaginales, alors qu’elle était indétectable dans le
sang

bt &

Soutenance d 31102018  Saint Evenne
(G ] Conclusion
Nos travaux apportent des informations nouvelles sur le déroulement
de la prise en charge de I'infection par HIV dans les PED : dépistage,

adhérence au programme, utilité des DBS, efficacité du traitement
Nous apportons aussi des données nouvelles sur la prévalence de la résistance

primaire qui plaident en faveur de l'utilisation généralisée (centralisée ou non) en
routine des tests de charge virale et de génotype de résistance

Nous avons obtenu pour la premiére fois dans une étude menée
en Afrique Subsaharienne des données sur :

Lefficacité de traitement sur les réservoirs muqueux

La comparti ion du virus au niveau génital

Le réle potentiel du microbiote vaginal sur une excrétion virale persistante

Le probléme du risque résiduel de transmission par des personnes sous
trithérapie incitant a un dépi; et un trai des infections génitales
dans leur ensemble
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@ Arguments apportés par I’'étude

Discordances de valeurs de charges virales
entre le sang et les SCV

Profils différents de séquences de génes RT et
protéase entre les deux compartiments,

Profils différents en terme de mutations de
résistance

Perspectives
Mise en place d’un suivi régulier d’indicateurs sur la
réussite de la cascade de prise en charge

Etienn

(@ Taux de précocité du dépistage

@ Nombre de tests de charge virale

réalisés

© Nombre de perdus de vu (coordination
de la prise en charge des PVVIH)

@ Taux de résistance primaire et acquise

Développer et renforcer un réseau de surveillance de la
résistance aux ARV dans les pays a ressources limitées.

CIWARA

Merci
pour votre
attention

180



Prise en charge de I'infection par HIV-1 dans les Pays en Développement :
aspects diagnostiques et évaluation immuno-virologique de I'efficacité
thérapeutique dans le sang et les compartiments muqueux

Résumé

A I'ére de I'objectif cible « 90-90-90 » de 'ONUSIDA de réduction de la pandémie liée a HIV, il est important
d’évaluer régulierement la cascade de prise en charge des personnes vivant avec le virus HIV afin d’en vérifier
'avancement et d'identifier d’éventuels obstacles a sa réalisation. Pour cela nous avons étudié tout d’abord
efficacité du traitement antirétroviral (TAR) dans le sang de personnes nouvellement dépistées séropositives a
Bamako (Mali). Dans un deuxieme travail nous avons évalué la faisabilité des tests de charge virale et de
résistance génotypique aux antirétroviraux a partir de sang total séché sur un support de type buvard (DBS). La
troisieme partie de nos travaux était consacrée a des aspects plus physiopathologiques avec I'évaluation du
traitement sur les réservoirs salivaires et génitaux (patients de Bamako) et sur le microbiote vaginal, ainsi que
I'étude du profil de résistance des souches archivées dans 'ADN cellulaire de biopsies rectales. Nous avons
tout d’abord observé un taux important de perdus de vue a un an dans la cohorte de Bamako (environ 45%).
Nous avons également constaté un taux élevé de résistance primaire aux ARV a Bamako et au Tchad (>15%) De
maniére rassurante, le succes virologique au bout de 1 an chez les personnes traitées était d’environ 90% ce qui
correspond a l'objectif de 'TONUSIDA (3éme 90) et un faible niveau de mutations acquises a été observé chez
ces personnes adhérentes au traitement. Nous avons démontré I'efficacité du TAR sur le compartiment salivaire
et constaté une compartimentation du virus au niveau cervico-vaginal chez certaines femmes traitées (27%)
présentant une excrétion virale au niveau vaginal avec une charge virale plasmatique indétectable et/ou des
séguences génétiques différentes sur le géne pol entre le virus isolé dans la muqueuse et celui provenant du
sang. De plus, une dysbiose était observée avant la mise sous traitement, avec normalisation de la flore sous
TAR efficace. En ce qui concerne le travail sur les biopsies rectales, des profils similaires ont été observés entre
la souche plasmatique majoritaire au moment de la mise sous TAR et celle archivée dans le rectum 1 & 5 ans
apres traitement.

En conclusion, nos travaux apportent des informations nouvelles sur le déroulement des différentes étapes de la
prise en charge de linfection par HIV dans les pays en développement : tout d’abord une faible adhésion au
traitement ce qui peut constituer un obstacle majeur a la réalisation du plan 90/90/90 ; une forte prévalence de la
résistance primaire qui plaident en faveur de 'accessibilité aux différentes classes d’antirétroviraux et de leur
utilisation rationnelle, de [l'utilisation généralisée en routine des tests de charge virale et du développement d’'un
réseau de surveillance de la résistance aux ARV dans les pays a ressources limitées ; des données d’efficacité
de traitement sur les réservoirs muqueux mettant en évidence I'existence d'une dysbiose et d'une
compartimentation du virus au niveau génital ce qui pose le probléme du risque résiduel de transmission chez
certaines personnes, méme sous ARV.

Mots clés : HIV-1 -Traitement antirétroviral — Compartimentation — Résistance primaire - DBS

Management of HIV-1 infection in developing countries: diagnostic and
immuno-virological evaluation of therapeutic efficacy in blood and mucosal
compartments

Abstract

Regularly assess to UNAIDS cascade 90-90-90 is important to check the progress and identify any obstacles to
its implementation. For this we first studied efficacy of antiretroviral treatment (ART) in the blood of newly
diagnosed HIV-positive in Bamako (Mali).In a second work we evaluated the feasibility of viral load and genotypic
resistance tests from dried blood spot (DBS). The third part of our work is dedicated to pathophysiological aspects
with evaluation of treatment on salivary and genital reservoirs (Bamako patients) and on the vaginal microbiota,
as well as the study of the resistance profile of the strains archived in cellular DNA of rectal biopsies. We
observed a high rate of lost to follow-up at one year in the Bamako cohort (45%). We also found a high rate of
ART primary resistance in Bamako and Chad (> 15%). Reassuringly, the virological success after 1 year of
treated follow was about 90% in these adherents. We also demonstrated the efficacy of ART in the salivary
compartment and found a compartmentalization of the virus at the cervico-vaginal level in some women under
ART. In addition, a dysbiosis was observed before ART, and a normal flora under effective ART. Similar profiles
were observed on the main strain isolated in blood at the time of diagnosis and on the archived strain in the
rectum after 1 to 5 years of ART.

In conclusion, our work provides new information on the progress of the treatment stages of HIV infection in
developing countries: low adherence to treatment which can constitute a major obstacle to achieve the plan
90/90/90; a high prevalence of primary resistance advocating accessibility and rational use of different classes of
antiretrovirals drugs, widespread routine use of viral load tests and the development of ARVs resistance
surveillance network in resource-limited countries; treatment efficacy data on mucosal reservoirs revealing the
existence of genital dyshiosis and viral compartmentalization, which raises the problem of the residual risk of
transmission in some people, even under ARVs.

Key words: HIV-1, Antiretroviral treatment, compartmentalization, Primary Resistance, DBS.
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