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INTRODUCTION

Le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) causé par le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH) est une menace sanitaire majeure dans le monde a cause

de I’absence de vaccin efficace et de traitement curatif (Pankrac et al., 2017).

Le traitement actuellement utilisé, connu sous le nom de traitement antirétroviral
hautement actif (Highly active ARV therapy (HAART)) est une combinaison de plusieurs
classes d’antirétroviraux (ARV) qui bloquent 1’évolution du virus a différent stades de son
développement (Mattevi et al., 2017). Dans les pays a ressources limitées, peu de personnes
avaient acces a ce traitement. Cependant I’atteinte des objectifs 90-90-90 de 1’Organisation des
Nations Unies pour la lutte contre le SIDA (ONUSIDA) (90% des personnes vivant avec le
VIH connaissent leur statut sérologique, 90% de toutes les personnes infectées par le VIH
dépistees recoivent un traitement anti rétroviral durable et 90% des personnes recevant un
traitement antirétroviral ont une charge virale durablement supprimée) (ONUSIDA, 2014) a
entrainé un accroissement considérable du nombre de personnes bénéficiant du HAART. Le
nombre de personnes sous traitement était de 21,7 millions dans le monde en 2017 (ONUSIDA,
2018) 2. En Afrique de I’Ouest et du Centre, ce nombre était estimé a 2,4 millions (ONUSIDA,
2018) 2 contre 905 700 en 2010 (ONUSIDA, 2016).

La Cote d’Ivoire avec 500 000 Personnes Vivant avec le VIH (PVVIH), est ['un des pays
d’Afrique de I’Ouest les plus touchés (ONUSIDA, 2018) °. Pour y remédier, TONUSIDA a
mené des initiatives. L’évaluation de I’initiative pour 1’acceés aux traitements a clairement
montré la faisabilité et surtout I’efficacité bioclinique des antirétroviraux (ARV) avec des
résultats pratiquement superposables a ceux rapportés dans les pays développés (Eholié et al.,
2009 ; Mbopi-Keou et al., 2014).

Par conséquent, depuis 2008 le gouvernement ivoirien a rendu totalement gratuit I’acces
aux ARV (Tovi et al., 2014). Il a offert en collaboration avec des partenaires nationaux et
internationaux le traitement antirétroviral (TAR) a 225839 adultes et enfants en 2017
(ONUSIDA, 2018) P soit une augmentation de 174 019 par rapport a 2008 ot le nombre était
de 51 820 selon le Ministere de la Santé et de I’Hygiéne Publique de Céte d’Ivoire (MSHP)
(MSHP, 2009). Il a aussi adopté et adapté a son contexte les recommandations 2013 et 2014
de I’organisation mondiale de la santé (OMS, 2013 ; OMS, 2014 ; PNLS, 20159). Ainsi, le

protocole thérapeutique national est constitué de trois lignes formées a partir de la combinaison

These Unigque de Biologiec Humaine Tropicale (BHT) — Option Biochimic — Biologic Moléculaire 1



INTRODUCTION

de quatre classes d’ARV (PNLS, 2015) @ sur six classes approuvées par 1’agence américaine

des produits alimentaires et médicamenteux (US-FDA) (Acharya et al., 2016).

L’ensemble des décisions du gouvernement ivoirien en collaboration avec les partenaires
nationaux et internationaux a permis d’augmenter 1’espérance de vie des patients sous TAR ;
cependant, chez certains patients, les ARV ne sont pas efficaces (Santoro et al., 2013 ; Etta et
al., 2017). Cette situation a un impact sur la morbidité et la mortalité dans les premiers mois de
traitement (Eholié et al., 2009).

Dans la plupart de ces cas, I’inefficacité des ARV est imputable aux conditions de leurs
mises en route et au suivi de la réponse. En effet, ils devraient impliquer les résultats de tests
virologiques tels que la charge virale et le test génotypique de résistance (TGR). Mais, ces
marqueurs virologiques ne sont pas d’usage courant en pratique clinique en Cote d’Ivoire, a
cause de la centralisation des techniques dans des laboratoires de référence, leurs co(ts et le
mangue de ressources humaines formées. Depuis 2015, le Programme National de Lutte contre
le Sida (PNLS) recommande pour le suivi de personnes vivant avec le VIH (PVVIH), la
détermination de la charge virale (PNLS, 2015) .

Ainsi, le TAR est généralement initié ou modifié sans tenir compte du niveau de réplication
virale et des résistances développées par le virus vis-a-vis des ARV. Par conséquent, I’efficacité
des ARV est compromise par la transmission de virus résistants ou par ’acquisition de
résistance au cours du traitement (Rhee et al., 2015 ; Vega et al., 2015 ; Yang et al., 2015;
Scherrer et al., 2016).

Dés lors, la surveillance des virus résistants chez les personnes sous traitement est
indispensable pour optimiser I’efficacité du traitement, dans un contexte ou les choix en
combinaisons thérapeutiques restent limités et le nombre de personnes sous TAR en hausse
(OMS, 2017).

Problématique actuelle de la résistance du VIH aux antirétroviraux

La problématique actuelle de la résistance du VIH aux antirétroviraux concerne quatre axes

prioritaires sur lesquels se concentre la recherche :

— La surveillance de la résistance du VIH aux ARV dans les populations d’adultes récemment

infectés ;

— La surveillance de la résistance du VIH aux ARV avant traitement dans les populations

d’adultes qui commencent un TAR ;
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— La surveillance de la résistance du VIH aux ARV acquise dans les populations d’adultes et

d’enfants sous TAR ;

— La surveillance de la résistance du VIH aux ARV chez les enfants agés de moins de 18 mois

n’ayant jamais regu de traitement.
Questions de recherche abordées par le présent travail
Question 1

Les inhibiteurs de la protéase du VIH sélectionnent plus de mutations qu’aucune autre
classe d’ARV (Shafer et al., 2008). L’accumulation de ces mutations induit une résistance aux
IP (Baxter et al., 2016). De plus, le développement d’une large résistance croisee dans cette
classe présente un véritable déefi dans la pratique clinique (Baxter et al., 2016 ; Hu et al., 2016)
particulierement chez les enfants ou il existe des difficultés liées au nombre limité de formes
galéniques pédiatriques, de I’adhérence, de I’environnement social, des facteurs psychosociaux
et de I’absence de monitorage biologique (Salou et al., 2016). En Coéte d’Ivoire, 2 IP sont
disponibles pour la trithérapie chez les enfants (PNLS, 2015) @ sur les 8 approuvés par US-
FDA. Mais un seul est fréeqguemment utilisé en premiere ligne de traitement. Dans ce contexte,
il est indispensable de surveiller les mutations de résistance pouvant affecter la sensibilité des
IP dans un contexte ou les choix en combinaisons thérapeutiques restent limités et le nombre
d’enfants sous HAART en hausse. Cette situation a suscité une question de recherche : « Les
profils de mutation de résistance aux IP sont-ils retrouvés chez les enfants sous traitement

antirétroviral depuis au moins 6 mois a Abidjan (Céte d’Ivoire) ? »

Hypothése 1

Les enfants sous traitement antirétroviral depuis au moins 6 mois, dans un contexte de suivi
biologique limité développent et accumulent des mutations de résistance qui diminuent

I’efficacité des IP en Céte d’Ivoire.

Question 2

L’adoption par la Cote d’Ivoire de la stratégie « Tester et Traiter Tous » afin d’atteindre les
objectifs 90-90-90 a entrainé un accroissement considérable du nombre de personnes
bénéficiant du TAR et nécessitant un suivi. Cette situation pourrait avoir pour conséquence,
une augmentation de la résistance dans la population qui serait a la base de la non atteinte de

’un des objectifs de ’ONUSIDA qui est d’avoir 90 % de personnes sous TAR ayant une charge
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virale supprimée (ONUSIDA, 2014). En effet, ces stratégies devraient impliquer les tests
virologiques tels que la charge virale et éventuellement les TGR. Mais, I’accés a la charge virale
en Cote d’Ivoire reste encore limité a certains centres et le TGR aux centres de référence. Ainsi,
les régimes thérapeutiques sont généralement initiés ou modifiés sans tenir compte du niveau
de réplication viral et des résistances développées par le virus. De plus, les sous-types et les
recombinants du VIH-1 ont des résistances naturelles a certaines molécules (Wainberg et
Brenner, 2012). Face a cette situation, la question de recherche suivante se pose: «Les
mutations de résistance aux antirétroviraux sont-elles développées par des personnes

infectées par le VIH en échec virologique en Cote d’lvoire, Afrique de I’Ouest ? »

Hypothése 2

Les personnes infectées par le VIH en échec virologique en Céte d’Ivoire développent des

mutations de résistance aux ARV.
Objectifs de I’étude

Objectif général : Etudier les profils de résistance du VIH-1 chez des patients traités par des
ARYV a Abidjan (Cote d’Ivoire).

Objectifs spécifiques

1- Déterminer le profil de mutation de résistance aux IP chez les enfants sous traitement

antirétroviral depuis au moins 6 mois a Abidjan (Cote d’Ivoire) ;

2- Décrire le profil de résistance du VIH-1 aux ARV chez des patients adultes traités en échec
virologique a Abidjan (Cote d’Ivoire) ;

3- Caractériser le polymorphisme génétique du VIH-1 chez des patients sous TAR a Abidjan
(Cote d’Ivoire).
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CHAPITRE 1: VIRUS DE L’IMMUNODEFICIENCE HUMAINE (VIH)

Le VIH appartient & la grande famille des Retroviridae, & la sous-famille des
Orthoretrovirinae et au genre Lentivirus (Gurtler et al., 2016).

Le genre Lentivirus comprend : le virus maedi-visna chez les ovins, le virus de I’arthrite-
encéphalite caprine chez les caprins, le virus de I’anémie infectieuse équine chez les chevaux,
le virus de I’immunodéficience bovine chez les bovins, le virus de I’immunodéficience félin
chez les chats, le virus de I’immunodéficience simienne (VIS) et le virus de I’immunodéficience
humaine (VIH) chez les primates (Bhatia et al., 2013).

Ils ont la caractéristique de transcrire leur génome d’acide ribonucléique (ARN) en acide
désoxyribonucléique (ADN) a I’intérieur de la cellule héte grace a une enzyme appelée la
transcriptase inverse (TI) (La et al.,, 2015; Thammaporn et al., 2015). lls infectent
principalement les cellules du systéme immunitaire provoquant une immunodéficience sur des

périodes relativement longues (Becerra et al., 2016).

Des analyses phylogénétiques indiquent que plusieurs événements de transmission inter-
especes des VIS vers I’homme se sont produits, introduisant dans la population humaine deux
types de VIH génétiqguement distincts : le type 1 (VIH-1) originaire du chimpanzé (Pan
troglodytes troglodytes) et le type 2 (VIH-2) provenant du singe (Cercocebus atys atys) (Sharp
et Hahn, 2011 ; Ayouba et al., 2013 ; Rajarapu, 2014 ; Cella et al., 2016).

Le VIH-1 est le principal agent responsable de 1’épidémie quant au VIH-2, il est présent de

maniere significative dans la région Ouest africaine (Peeters et al., 2014 ; Rajarapu, 2014).
1.1. STRUCTURE ET ORGANISATION GENOMIQUE DU VIH

Le VIH se présente sous la forme d’une particule sphérique enveloppée avec un diameétre
d’environ 90-120 nm (Figure 1) (Becerra et al., 2016). L’enveloppe virale est composée de
bicouche de phospholipides provenant de la membrane de cellules hotes au cours du
bourgeonnement de nouveaux virions (Acharya et al., 2016). Elle est aussi composée de deux
glycoprotéines (gp) la gpl20 et la gp4l (Rajarapu, 2014). La gp4l traverse la bicouche
lipidique tandis que la gp120 occupe une position plus périphérique (Herschhorn et al., 2016).

La gp120 se fixe a la molécule membranaire CD4 des cellules hotes tandis que la gp41 est
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responsable de la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire (Herschhorn et al.,
2016). A D’intérieur de la particule, le « core » viral ou nucléocapside inclut une couche de
protéines (p) de matrice p17, une couche plus profonde de protéines de capside p24 et une
protéine de nucléocapside (p7) (Acharya et al., 2016). Quant a la protéine p6, elle est impliquée

dans le bourgeonnement viral (Acharya et al., 2016).

La particule virale dispose d’un génome qui se présente sous la forme de deux copies
d’ARN simple brin avec une longueur de 9749 nucléotides (Figure 2) (Gurtler et al., 2016).
Il est constitue de trois génes principaux : gag (groupe antigene) qui code pour les protéines
structurales (matrice, capside, nucléocapside et p6), pol (polymérase) qui code pour les
enzymes virales (protéase (PR), Tl et intégrase (IN)), env (enveloppe) qui code pour les
protéines d’enveloppe (gp120 et gp4l) (Gurtler et al., 2016 ; Becerra et al., 2016 ; Li et al.,
2016). Les genes gag, pol et env sont régulés par des séquences répétées terminales « Long
Terminal Repeat (LTR) » qui sont créées lorsque la TI synthétise I’ADN proviral (Figure 2)
(Gartler et al., 2016). Le génome est aussi composé d’autres génes appelés accessoires et
régulateurs qui codent pour des protéines qui ont un réle variable (Tableau I) (Gurtler et al.,
2016).
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ARN génomique

/[

Figure 1 : Structure de la particule virale du VIH-1 (Becerra et al., 2016)
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5'-LTR J'-LTR

gag wif env
pol nef

Figure 2 : Structure et organisation du génome du VIH-1 (Gurtler et al., 2016)
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Tableau | : Vue d'ensemble des protéines du VIH-1 et leur fonction (Gurtler et al., 2016)

Gene  Taille* Protéines Fonction
gag Pr55Gag précurseur des protéines de structure interne
p24 protéine de capside (CA) formation de la capside conique
pl7 protéine de matrice (MA) protéine myristillée, formant la couche interne de la membrane
p7 nucléoprotéine (NC) formation de la nucléoprotéine/complexe ARN
p6 impliqués dans la libération de particules virales
pol Pr160GagPol précurseur des enzymes virales
p10 protease(PR) clivage protéolytique de la protéolytique de la protéine précurseur de Gag (Pr55)
et de Gag-Pol (Pr160GagPol); liberation de proteins structurales et d’enzymes
p51 transcriptase reverse (RT) virales
p15 (66) RNase H transcription de I’ARN du VIH dans I’ADN proviral
p32 integrase (IN) dégradation de I’ ARN viral dans la réplication de I’ ARN/ADN viral

complexe d’intégration de I’ADN proviral dans le génome de 1’hote

env PrGp160 précurseur des proteins d’enveloppe SU et TM, clivage par protease
gp120 glycoprotéine de surface (SU)) cellulaire fixation du virus a la cellule cible

gp4l protéine transmembranaire (TM)  ancrage de la gp120, fusion des membranes virales et cellulaires

tat pl4 protéine transactivatrice activatrice de la transcription des génes viraux
rev p19 Régulateur de I’épissage de I’ARN régule I’exportation de I’ARNm viral non épissé et partiellement épissé
nef p27 facteur de régulation négatif protéine myristilée, influence la replication du VIH, améliore le pouvoir

infectieux des particules virales, régulation négatif des CD4 sur les
cellules cibles et les cellules HLA sur la cible

vif p23 protéine d'infectiosité virale importante pour la production de virus infectieux in vivo.

vpr p15 protéine virale r composant des particules virales, interaction avec p6, facilite I’infectiosité du
virus, effet sur le cycle cellulaire

vpu p16 protéine virale unique libération de particules virales efficaces, controle de la dégradation des CD4,
modulation du trafic intracellulaire

VpX p15 protéine virale x interaction avec p6 dans les particules virales, impliquées dans les étapes
précoces de la réplication du VIH-2, composant des particules virales

tev p26 protéine tat/rev protéine de fusion Tat-Env-Rev, régule l'activité de Tat et Rev dans le noyau.

*Les nombres correspondent a la taille des protéines (p) ou des glycoprotéines (gp) en 1 000 Da.
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1.2. DIVERSITE GENETIQUE DU VIH

La grande variabilité¢ du VIH est a I’origine de sa classification en types (VIH-1 et VIH-2),
groupes, sous-types, sous sous-types et formes recombinantes (Robertson et al., 2000 ; Peeters
etal., 2003 ; Loukou et al., 2012 ; Kamangu et al., 2015).

Le VIH-1 est classé en quatre groupes (M, O, N et P) (D’arc et al., 2015 ; Becerra et al.,
2016) issus du saut des espéces du Virus de I’Immunodéficience Simienne (VIS) des
chimpanzés et des gorilles (Sharp et Hahn, 2011 ; Ayouba et al., 2013).

Le groupe M (Major) étroitement lié au VIS infectant les chimpanzés (V1Scpz) est a lui
seul responsable de la majorité des infections dans le monde (Serafino et al., 2015 ; D’arc et
al., 2015 ; Turk et Carobene, 2015). Il est actuellement subdivisé en neuf sous-types (A-D, F-
H et J-K) (Serafino et al., 2015 ; Librelotto et al., 2015) et de nombreuses formes circulantes
recombinantes (CRF) avec des formes recombinantes uniques (URF) (Becerra et al., 2016). Il
existe actuellement 97 CRFs (https://www.hiv.lanl.gov), dont 2 représentent environ 13 % de
toutes les infections dans le monde les CRFO1_AE et CRF02_AG (Tongo et al., 2018 ;
Hemelaar et al., 2011) (Figure 3a et 3b). Le CRF02_AG étant prédominant en Cote d’Ivoire
(Toni et al., 2007). Du fait de la variabilité génétique entre certains groupes de seéquences
(clusters), des souches virales appartenant a un méme sous-type sont subdivisées en sous sous-
types. C’est le cas des sous types A et F qui sont divisés en sous sous-type Al-A4 et F1-F2

respectivement (Peeters et al., 2014 ; Serafino et al., 2015).

Le groupe O (Qutlier) pourrait provenir de VIS infectant les gorilles sauvages (VISgor)
(Peeters et al., 2014 ; D’arc et al., 2015). L’origine du groupe N (New) a été attribuée a un
événement de recombinaison entre I’ancétre du groupe M et du VIScpz (Santos et Soares,
2010 ; Sharp et Hahn, 2011).

Le VIH-1 groupe P a été décrit chez une Camerounaise (Plantier et al., 2009 ; Vallari et
al., 2011). L origine de ce groupe a été corrélée avec VISgor, sans preuve de recombinaison

avec d’autres groupes de VIH-1 (Santos et Soares, 2010 ; D’arc et al., 2015).

Quant au VIH-2, il est tres proche du VIS infectant les singes Mangabeys (VISsmm) et se
divise en 9 sous-types (A-1) (Ayouba et al., 2013 ; Peeters et al., 2014). Seuls les sous-types
A et B ont une diffusion épidemique (Peeters et al., 2014). En 2010, Ibe et collaborateurs ont
découvert le premier recombinant des groupes A et B du VIH-2 (CRF01_AB) (lbe et al., 2010)
(Figure 3c).
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Figure 3 : Recombinants de sous-type du VIH (https://www.hiv.lanl.gov)
a) Sous-type A/E du VIH-1 (CRF01_AE)
b) Sous-type A/G du VIH-1 (CRF02_AG)
c) Sous-type A/B du VIH-2 (CRFO1_AB)
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1.2.1. Causes de la diversité génétique

Plusieurs facteurs biologiques sont responsables de la diversité génétique du VIH :

1.2.1.1. Faible fidélité de la transcriptase inverse (TI) et dynamique de réplication

La TI joue un role important dans la réplication du VVIH. Elle catalyse la conversion de son
ARN simple brin en ADN double brin (La et al., 2015 ; Thammaporn et al., 2015). C’est une
ADN polymérase ARN dépendante qui posséde aussi une activité Ribonucléase H (RNAse H)
permettant la destruction de I’ARN hybridé a I’ADN et une activit¢ ADN polymérase-ADN
dépendante (Esposito et al., 2012 ; La et al., 2015 ; Li et al., 2016). Mais, elle ne posséde pas
d’activité exonucléasique permettant la correction des erreurs de transcription (Hu et Hughes,
2012 ; Presloid et Novella, 2015). Le taux d’erreur est estimé entre 1 et 10 mutations par
génome a chaque cycle de réplication (Arts et Hazuda, 2012 ; Kerina et al., 2013). Associer
ce facteur avec une forte réplication virale, environ 10! virions produits par jour (Coffin et
Swanstrom, 2013), implique qu’un individu est infecté par un grand nombre de virus
génétiquement différents appelés « quasi-espéces » (Dilernia et al., 2015 ; Ode et al., 2015 ;
Presloid et Novella, 2015).

1.2.1.2. Recombinaison génétique

La recombinaison est un mécanisme genétique permettant au VIH de générer de nouvelles
souches, d’accroitre sa diversité et de faciliter son adaptation (Arenas, 2015 ; Pérez-Losada et
al., 2015 ; Nikolaitchik et al., 2015).

Elle est liée a des événements de co-infections ou de surinfections par au moins deux
souches virales génétiquement différentes au sein d’un méme individu (Kerina et al., 2013 ;
Kiwelu et al., 2013). Elle intervient au bout de deux cycles de réplication successifs. Au cours
du premier cycle, au moins deux virus génétiqguement différents infectent une méme cellule.
Cette double infection va mener a 1’intégration de deux provirus dans le génome cellulaire apres
transcription des ARN viraux simples brins en ADN viraux double brin. La lignée résultante
sera constituée par des virions hétérozygotes et homozygotes. Dans un second cycle, une
particule hétérozygote infecte une nouvelle cellule. Durant le processus de réplication, la Tl va
copier alternativement les deux brins d’ARN (Kiwelu et al., 2013). Elle va générer ainsi une
mosaique d’ADN (Kiwelu et al., 2013) conduisant a la formation de provirus chimérique et a

la production de particules virales recombinantes (Figure 4).
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Figure 4 : Processus de recombinaison (Simon-Loriére et al., 2006)
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1.2.1.3. Pression de sélection

Deux types de pression de sélection sont identifiés : les pressions négatives et positives.
Les pressions dites négatives favorisent les mutations synonymes ou silencicuses, n’entrainant
pas de changement d’acide aminé, mais seulement une variation sur le matériel génétique. Par
opposition, les pressions positives favorisent des substitutions d’acide aminé (mutations non-

synonymes).

Ainsi, lorsque le VIH infecte les cellules hotes, la pression de sélection liée au systeme
immunitaire va provoquer des mutations positives sur les protéines de I’enveloppe permettant
au virus d’échapper au systéme immunitaire : des changements dans les déterminants
antigéniques permettent a ces nouveaux variants de ne plus étre reconnus par les anticorps et

les cellules immunitaires.

De la méme facon, la pression de sélection liée aux ARV va permettre de sélectionner des
variants résistants préexistants dans le milieu. Aussi, des mutations de résistance peuvent
apparaitre dans les régions qui sont ciblées par les ARV, essentiellement le gene pol (TI, PR et
IN) (Sachithanandham et al., 2016), mais aussi les génes gag (site de clivage) et env (sur la

gp41) contribuant a produire des virus résistants.
1.2.2. Conséquences de la diversité génétique

Les conséquences de la diversité génétigue du VIH concernent principalement la
transmission, la virulence, le diagnostic, les traitements antirétroviraux et 1’élaboration d’un

vaccin.

La transmission et la virulence sont fonction du type de VIH. En effet, les risques de
transmission sexuelle et verticale sont plus faibles chez les patients infectés par le VIH-2 que
ceux infectes par le VIH-1 (Raugi et al., 2013 ; Borkar et Kashid, 2015). Aussi, la progression
naturelle de I’'immunodéficience est généralement plus lente pour le type 2 (Borkar et Kashid,
2015 ; Deuzing et al., 2015). Par conséquent, les non-progresseurs a long terme sont observés

plus fréquemment chez les patients infectés par le type 2 (Nyamweya et al., 2013).

Le diagnostic repose principalement sur des analyses sérologiques ou moléculaires. Ces
analyses ont été congues pour détecter et/ou mesurer un ou plusieurs marqueurs de 1’infection.

Ils devraient détecter toutes les formes génétiques du VIH. Mais leur performance peut étre
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affectée par I’évolution génétique et antigénique du virus, sa diversification continue et la

redistribution globale de ces groupes, sous-types et recombinants (Bartolo et Taveira, 2012).

La diversite génétique a également un impact sur la stratégie thérapeutique. Pour bloquer
la réplication virale dans les premiéres lignes de traitement, on utilise les inhibiteurs de la
transcriptase inverse (ITI) dans la combinaison de TAR. Ces inhibiteurs ont 2 classes : les
inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI) et les inhibiteurs non
nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI). La transcription inverse du VIH-1 ou du
VIH-2 peut étre bloguée par les INTI. Cependant, du fait de la divergence génétique, le VIH-1
du groupe O et le VIH-2 sont naturellement résistant a I’ensemble des INNTI (Borrego et al.,
2012 ; Villabona-Arenas et al., 2015). De plus, le VIH-2 est naturellement résistant a
I’inhibiteur de fusion enfuvirtide (Borrego et al., 2012 ; Deuzing et al., 2015), et a certains

inhibiteurs de la protéase (IP).

Ainsi, la résistance du VIH aux ARV et le contrdle de 1’épidémie nous interpellent sur la
nécessité d’un vaccin. Cependant, plusieurs défis entravent le développement d’un vaccin
prophylactique, notamment I’extraordinaire diversité du virus, au sein méme d’un héte infecté

(Brown et al., 2015).
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CHAPITRE 2 : PHYSIOPATHOLOGIE DU VIH

2.1. CYCLE DE REPLICATION DU VIH

Les cellules infectées par le VIH doivent exprimer en leur surface le récepteur CD4 (cluster
de différenciation 4) (Abbas et al., 2016). En effet, la gp160 du VIH qui se compose de deux
sous unités (gpl20 et gp4l) a une affinité pour le récepteur CD4 présent a la surface des
lymphocytes T-CD4*, des monocytes, des macrophages, des cellules dendritiques et
microgliales du cerveau (Ghori et al., 2016). Le virus se fixe sur le récepteur CD4 de ces
cellules grace a la sous unité gp120 (Abbas et al., 2016). La liaison de la gp120 au CD4
déclenche des changements conformationnels dans le gene env, ce qui provoque des
interactions avec le récepteur chimiokinique CCR5 ou CXCR4 (Klasse, 2012). Ces interactions
vont entrainer des changements encore plus drastiques dans le géne env libérant le potentiel
fusogéne de la sous unité gp41 (Klasse, 2012). Ainsi, une fusion suivie d’une lyse va créer un
pore dans la membrane de la cellule cible permettant a la capside virale de pénétrer dans le

cytoplasme cellulaire pour libérer son contenu (Figure 5) (Michaud et al., 2012).

Une fois I’ARN viral dans le cytoplasme de la cellule hote, il est rétrotranscrit en ADN
complémentaire (ADNCc) par la T1 puis dupliqué en ADN double brin (ADNdb) (Ghori et al.,
2016). Cet ADN viral est alors intégré au génome de la cellule hote grace a I’intégrase (Anochie
etal., 2015).

L’ARN polymérase de I’hote transcrit alors I’ADN proviral en ARN génomiques viraux
(Michaud et al., 2012). Certains sont exportés dans le cytoplasme pour étre utilisés comme
ARN génomique des virions pendant que d’autres sont épissés en des molécules d’ARN
messagers virales (ARNm) avant d’étre exportés dans le cytoplasme ou elles sont traduites en
protéines virales par le mécanisme de traduction cellulaire (Michaud et al., 2012 ; Becerra et
al., 2016).

Une fois que I’ARN génomique viral et les polyprotéines virales se sont accumulés dans le
cytoplasme, la formation des particules virales commence avec I’encapsidation de I’ARN
génomique viral non épissé et le bourgeonnement de la cellule (Michaud et al., 2012). Aprés
avoir bourgeonné, la cellule est non mature et non infectieuse (Michaud et al., 2012). La
protéase favorise la maturation en clivant les protéines de la capside (Michaud et al., 2012).
Ainsi, si la réplication virale n’est pas bloquée, 10% & 10% particules virales seront produites

quotidiennement par les cellules infectées (Gurtler et al., 2016).
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Figure 5 : Cycle de réplication du VIH et cibles des antirétroviraux (Michaud et al., 2012)

Légende : RT: Reverse Transcriptase; CCR5: Récepteur aux chimiokines5; CXCR4: Récepteur aux

chimiokine 4.
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2.2. HISTOIRE NATURELLE ET EVOLUTION DES MARQUEURS BIOLOGIQUES

En général, dans les 3 a 6 semaines qui suivent 1’exposition au VIH, les personnes infectées
développent un syndrome bref et aigu caractérisé par des symptémes pseudo-grippaux associés
a une charge virale importante et une baisse significative du nombre absolu des lymphocytes T

CD4" dans le sang circulant (Schwartz et al., 1999).

Chez la plupart des sujets infectés, une réponse immunitaire spécifique au VIH et une
baisse de la virémie plasmatique surviennent habituellement dans les 4 a 6 semaines apres

I’apparition des symptémes (Horsburgh et al., 1989 ; Albert et al., 1990)

Aprés la séroconversion, les sujets infectés entrent typiquement dans une phase

asymptomatique de stabilité clinique qui peut durer des années (Schwartz et al., 1999).

Cette période asymptomatique est caractérisée par la présence persistante d’une faible
virémie dans le plasma et par une déplétion graduelle des lymphocytes T CD4" entrainant une
immunodéficience sévere, des infections opportunistes séveres, des affections malignes et
finalement la mort (Schwartz et al., 1999 ; Madiba et al., 2009) (Figure 6).
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Figure 6 : Histoire naturelle de I’infection par le VIH chez un patient sans TAR (Madiba et

al., 2009)
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CHAPITRE 3 : SUIVI BIOLOGIQUE DE L’INFECTION A VIH EN COTE D’IVOIRE

Le suivi biologique de I’infection a VIH en Cdte d’Ivoire concerne principalement le

dépistage, la mise en route du TAR et la surveillance de la réponse.

3.1. DEPISTAGE DE L’INFECTION A VIH

Selon le Programme National de Lutte contre le Sida, deux types d’algorithmes sont utilisés
pour le diagnostic de I’infection a VIH. 11 s’agit de 1’algorithme adopté au poste de dépistage et
celui adopté au laboratoire (PNLS, 2016).

3.1.1. Algorithme national de dépistage du VIH au poste de dépistage

L’algorithme adopté aux postes de dépistage clinique et communautaire recommande
I’utilisation de deux tests rapides en série (Figure 7). Le premier test est le DETERMINE® et
le deuxiéme test est le STAT PAK® (PNLS, 2016).

Le test doit étre réalisé par piqure au bout du doigt en intégrant le conseil pré-test et post-
test par le méme prestataire. Le premier test est sensible et le second test est spécifique. Le
deuxiéme test doit étre réalise en cas de réactivité du premier test. Cet algorithme permet
d’obtenir les résultats suivants : VIH négatif ou VIH positif ou Statut VIH indéterminé. En cas
de statut VIH indéterminé, le prestataire doit référer le client ou son prélevement au laboratoire
de référence (PNLS, 2016).
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Figure 7 : Algorithme national de dépistage pour les sites de premiers contacts (PNLS, 2016)
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3.1.2. Algorithme national de dépistage du VIH au laboratoire

L’algorithme adopté au laboratoire recommande 1’utilisation en série de trois tests pour la
confirmation du statut sérologique et le typage du VIH (Figure 8). Le premier test est le
DETERMINE®, le deuxiéme test est le GENIE 111® ou BIOLINE® et le troisieme test est le
STAT PAK® (PNLS, 2016). Le premier test est sensible et le second test spécifique et
discriminant. Le troisieme test est réalisé en cas de résultat discordant entre le premier test et le

second test. C’est un test décisionnel qui permet d’avoir le résultat définitif (PNLS, 2016).
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Figure 8 : Algorithme national de dépistage du VIH au laboratoire (PNLS, 2016)
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3.1.3. Algorithme national de dépistage du VIH chez les enfants

Les anticorps maternels (immunoglobulines G) anti-VIH d’une mére infectée par le VIH,
passent chez I’enfant a travers le placenta et persistent jusqu’a 1’age de 12 mois dans la majorité
des cas. lls peuvent étre toujours retrouvés a 18 mois dans quelques cas (Chantry et al., 1995 ;
Mclntosh et al., 1998). Par conséquent le diagnostic précoce de I’infection par le VIH ne peut
étre établi que par les tests virologiques.

En Céte d’Ivoire, tout enfant exposé au VIH doit bénéficier d’un diagnostic précoce par
biologie moléculaire (PCR ADN) a la 6°™ semaine de vie pour une prise en charge précoce en
cas de séropositivité (PNLS, 2016). La méthode utilisée est un test qualitatif ADN VIH par
PCR en temps réel sur papier buvard (Dried Blood Sopt (DBS)) (PNLS, 2016). L’algorithme

national de dépistage du VIH chez les enfants est présenté dans la figure 9.
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Figure 9 : Algorithme de dépistage du VIH chez le nourrisson (PNLS, 2016)
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3.2. MISE EN ROUTE DU TAR ET LE SUIVI DE LA REPONSE

Les directives de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommandent une mise en route
du TAR chez toutes personnes vivant avec le VIH, indépendamment de la numération des CD4
et du stade de la maladie (OMS, 2016). Par ailleurs, selon ces directives, la méthode de
surveillance privilégiée pour établir le diagnostic de 1’échec du TAR et confirmer ce type

d’échec demeure la mesure de la charge virale (OMS, 2016).

Cependant, les directives de I’OMS varient en fonction des pays. Ainsi, en Cote d’Ivoire,
dans le cadre de ’atteinte des objectifs de 1’élimination de 1’épidémie a VIH/SIDA d’ici 2030
et de la réalisation des objectifs 90-90-90 d’accélération de la réponse nationale au sida d’ici
2020, le Ministére de la Santé et de I’Hygiéne Publique (MSHP) a adopté I’approche « Tester
Traiter Tous » comme nouvelle stratégie de prise en charge des PVVIH (PNLS, 2018). Cette
approche consiste a mettre sous traitement ARV toute personne dépistée positive au VIH sans
condition d’¢ligibilité au traitement (PNLS, 2018). La charge virale reste I’outil préférentiel de
surveillance de 1’efficacité du TAR dans le suivi biologique des patients sous TAR et sera
réalisée 6 mois aprés la mise sous traitement, a 12 mois puis tous les ans (PNLS, 2015) .
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CHAPITRE 4 : PRISE EN CHARGE DE L’INFECTION A VIH PAR LES ARV EN
COTE D’IVOIRE

Les ARV permettent d’améliorer la qualité de vie du patient. IlIs bloquent la réplication du
virus et favorisent 1’élévation du taux de lymphocytes T CD4. Les combinaisons d’ARV
recommandées pour la thérapie du VIH se composent de deux ou plusieurs catégories
différentes de médicaments et sont appelées traitement antirétroviral hautement actif (HAART)
(Acharya et al., 2016).

4.1. CLASSES D’ARV DISPONIBLE EN COTE D’IVOIRE

Les différentes classes d’ ARV approuvées par US-FDA sont les : INTI, INNTI, inhibiteurs
de la protéase (IP), les inhibiteurs de 1’intégrase, les inhibiteurs d’entrée et les inhibiteurs de
fusion (Acharya et al., 2016). Quatre classes approuvées par le ministére de la santé sont
disponibles en Cote d’Ivoire. Il s’agit des INTI, des INNTI, des IP et des inhibiteurs d’intégrase
(PNLS, 2015) 2.

4.2. REGIME THERAPEUTIQUE DES PATIENTS EN COTE D’IVOIRE

En Cote d’Ivoire, le régime thérapeutique pour les patients infectés par le VIH-1 est

constitué de trois lignes thérapeutiques définit par le ministere de la santé (PNLS, 2015) 2.

Généralement, la premiére ligne utilise la combinaison de deux INTI et un INNTI pour le
VIH-1 (PNLS, 2015) @. La deuxiéme ligne se compose de deux INTI et un inhibiteur de protéase
boosté a la Ritonavir (IP/r) (PNLS, 2015) 2. La troisieme ligne (réservé au centre de référence)
est fonction des molécules actives issues du TGR. Le traitement proposé se composant d’un
IP/r, d’un inhibiteur d’intégrase et de deux INTI choisis en fonction de I’histoire thérapeutique
du malade et du TGR (PNLS, 2015) 2.

Pour les patients infectés par le VIH-2 ou doublement réactifs (VIH-1+2), la premiére ligne
utilisée pour les patients VIH-1 n’est pas efficace a cause de la résistance naturelle du VIH-2 a
I’ensemble des INNTI (Borrego et al., 2012). Les patients commencent alors le traitement avec
un protocole comprenant un IP/r. Le changement de ligne thérapeutique nécessite qu’ils soient

adressés aux centres de référence (PNLS, 2015) @.
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CHAPITRE 5 : MECANISMES D’ACTION DES ARV ET RESISTANCE DU VIH

Actuellement, il n’existe pas de cure pour I’infection a VIH (lyidogan et Anderson, 2014).
Plus de deux décennies de recherche scientifique approfondie ont conduit a la découverte de 6
classes d’ARYV avec différents mécanismes d’action (lyidogan et Anderson, 2014 ; Acharya
et al., 2016). Cependant, le virus a aussi développé des mecanismes de résistance a ces

différentes classes (Kurapati et al., 2016 ; Scherrer et al., 2016).

5.1. INHIBITEURS NUCLEOSIDIQUES ET NUCLEOTIDIQUES DE LA
TRANSCRIPTASE INVERSE (INTI ET INtTI)

La classe des INTI est la premiére qui a été approuvée par I’'US-FDA (Novotny et AL-
Mutairi, 2016). Ce sont des prodrogues qui nécessitent d’étre phosphorylé en leur forme active
triphosphate par les kinases cellulaires (Mu et al., 2016 ; Novotny et AL-Mutairi, 2016). Ces
INTI-triphosphates (INTI-TP) sont des analogues structuraux des désoxyribonucléotides
triphosphates naturels (ANTP) (Wang et al., 2014 ; La et al., 2015). Ainsi, durant 1’¢longation
de la chaine d’ADN viral, les INTI-TP entrent en compétition avec les dANTP naturels pour leur
incorporation par la Tl (Wang et al., 2014). Mais, parce que les INTI-TP n’ont pas de
groupement 3’— hydroxyle (3> — OH) sur le sucre ribose, un INTI-monophosphate (INTI-
MP) qui a été incorporé a la chaine d’ADN virale va inhiber I’action de la TI et bloquer
1’élongation (Boyer et al., 2012 ; Wang et al., 2014 ; Sahoo et al., 2016).

Cependant, le virus peut lever I’inhibition en développant des résistances aux INTI. Ces
résistances impliquent généralement deux principaux mécanismes : la diminution de 1’affinité
de la TI pour I’analogue et I’excision de I’analogue de la chaine d’ADN en synthése (ESposito
etal., 2012 ; lyidogan et Anderson, 2014).

Le premier mécanisme implique des mutations discriminatoires qui diminuent I’affinité de
liaison de I’INTI a la TI, tout en conservant I’efficacité de liaison des dNTP naturels (lyidogan
et Anderson, 2014) (Tableau Il). En conséquence, 1’incorporation des INTI dans la chaine

d’ADN virale diminue et le virus continue a proliférer (lyidogan et Anderson, 2014).

Le second mécanisme se caractérise par 1’inversion de la réaction de polymérisation en vue
de la restauration de la synthése de I’ADN viral (lyidogan et Anderson, 2014). Dans ce
mécanisme, la TI utilise 1’adénosine triphosphate (ATP) ou le pyrophosphate inorganique (PPi)
comme co-substrat pour eliminer le monophosphate analogue incorporé qui bloquait
1’élongation de la chaine d’ADN (lyidogan et Anderson, 2014).
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Les INTI approuvés par I’US-FDA sont : la zidovudine (azidothymidine ; AZT ou ZDV),
la didanosine (ddl), la stavudine (d4T), la lamivudine (3TC), I’abacavir (abacavir sulfate,
ABC), I’emtricitabine (FTC) et le tenofovir disoproxil fumarate (tenofovir DF, TDF) (Acharya
et al., 2016) (Figure 10).

Le TDF est le seul inhibiteur nucléotidique de la transcriptase inverse (INtTI). Il a déja un
groupement phosphate résistant a I’hydrolyse (Mehellou et De Clercq, 2010 ; Esposito et al.,
2012). Par conséquent, il a besoin seulement de 2 étapes de phosphorylation pour étre converti
en dérivé actif (Esposito et al., 2012), ce qui réduit les étapes d’activation intracellulaire et

permet une conversion plus rapide et plus complete en agent actif (Esposito et al., 2012).
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Tableau 11 : Génotype de résistance des INTI et INtTI (www.hivfrenchresistance.org)

Mutations associées a la résistance

Mutations associées a une « résistance possible »

ZDV

T215A/C/D/IEIG/H/I/LINISIVIYIF

Au moins 3 mutations parmi: M41L, D67N, K70R, L210W, K219Q/E
Q151M

Insertion au codon 69

3TC/IFTC

K65R
M184V/|
Insertion au codon 69

Q151M

ABC

Au moins 3 mutations parmi: M41L, D67N, M184V/I, L210W,
T215A/C/D/E/G/H/I/LIN/SIVIYIF
K65R

L74V/

Y115F

Q151M
Insertion au codon 69

e 2 mutations parmi: M41L, D67N,
L210W,
T215A/C/D/EIG/H/NILINISIVIYIF

o M184Vi/i

TDF/TAF

Au moins 4 mutations parmi: M41L, E44D, D67N, T69D/N/S, L74VII,
L210W, T215A/C/D/E/G/HNILINISIVIYIF

K65R/E/N

Insertion au codon 69

K70E

e 3 mutations parmi: M41L, E44D, D67N, T69D/N/S,
L74V/l, L210W, T215A/C/D/E/G/H/I/LINISIVIYIF
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Figure 10 : Structure chimique des INTI (Arts et Hazuda, 2012)
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5.2. INHIBITEURS NON NUCLEOSIDIQUES DE LA TRANSCRIPTASE INVERSE
(INNTI)

A la différence des INTIL, les INNTI ne nécessitent pas d’activation intracellulaire pour
exprimer leurs activités pharmacologiques (Esposito et al., 2012 ; lyidogan et Anderson, 2014).
Ce sont des inhibiteurs non compétitifs qui se fixent a une poche hydrophobe a proximité du site
actif de la Tl (Sahoo et al., 2016). Cette fixation va entrainer un changement conformationnel
dans le domaine actif enzymatique ce qui va bloquer 1’interaction enzyme-substrat (Acharya et
al., 2016 ; Sahoo et al., 2016). L’enzyme va donc perdre son activité de polymérisation et

1’élongation de la nouvelle chaine va s’arréter (Esposito et al., 2012 ; Acharya et al., 2016).

Cependant, le virus peut développer des mécanismes de résistance impliquant des
mutations (Tableau I11). Ces mécanismes sont généralement au nombre de trois : perte ou
changement des principales interactions hydrophobes, encombrement stérique et mutations a
I’entrée de la poche hydrophobe (Sarafianos et al., 2009).

Le premier mécanisme met en cause la mutation des résidus d’acides aminés situés dans le
noyau hydrophobe de la poche de liaison de PINNTI. La mutation de ces résidus entraine une
résistance significative par le biais de la perte des interactions du noyau aromatique avec les
INNTI (Sarafianos et al., 2009). Cela provoqgue des niveaux élevés de résistance a la premiére
génération d’INNTI, qui sont relativement rigides (Sarafianos et al., 2009). Les INNTI de
seconde génération, cependant, sont congues avec ce qu’on appelle «une flexibilité
stratégique » qui leur permet de s’adapter aux mutations dans la poche de liaison hydrophobe
(Sarafianos et al., 2009). Cette flexibilité intrinséque rend possibles des interactions

compensatoires avec la Tl (Sarafianos et al., 2009).

Le second mécanisme se traduit par la mutation des résidus d’acides aminés présents dans
la région centrale de la poche de liaison de 'INNTI La mutation de ces résidus cause des
niveaux élevés de résistance aux INNTI. Certaines de ces mutations vont conférer la résistance
en changeant la forme de la poche hydrophobe (I’acide aminé est sous la forme B au lieu d’étre

sous la forme vy), tandis que d’autres vont provoquer son renflement (Sarafianos et al., 2009).

Le troisieme mécanisme implique des résidus d’acides aminés situés a la surface de I’entrée
de la poche hydrophobe. Leurs mutations causent des résistances en interférant avec ’entrée
des INNTI dans la poche (Sarafianos et al., 2009).
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Les INNTI approuvés par I’US-FDA sont : la nevirapine (NVP), I’éfavirenz (EFV), la

delavirdine (DLV) pour la premiére génération, la rilpivirine (RPV), I’étravirine (ETR) pour la

deuxieme génération (Usach et al., 2013 ; Vaidya et al., 2016) et la doravirine (DOR) qui est

une nouvelle molécule récemment approuvée (Figure 11) (Wang et al., 2018).

Tableau 111 : Génotype de résistance des INNTI (www.hivfrenchresistance.org)

Mutations associées a la résistance

Mutations associées a une « résistance possible

L100I

K101E
K103H/N/SIT
V106M

E138K

Y181C/I

Y188C/L
G190A/CIEIQISITIV
P225H

M230L

EFV

A98S (Pour le sous type C du VIH-1
uniguement)

L100I

K101E

K103H/N/SIT

V106A/M

Y181C/I

Y188C/H/L

G190A/C/EIQISITIV

M230L

NVP

e E138K

Au moins 3 d’entre eux: V90I, A98G,
L100l, K101E/H/I/P/R, V106,
V179D/F/I/ILIMIT, G190A/S, M230L

. E138K

e  Y181C/IIV
H221Y

ETR

e  E138A/G/QIRIS

e 2 mutations parmi: V90I, A98G, L100l,
K101E/H/IIP/R, V106l, V179D/F/IN/L/IMIT,
G190A/S, M230L

RPV K101E/P
E138A/G/K/QIR/S
V179L

Y181C/IV

Y188L

F227C

H221Y

M2301/L/V

L1001 + K103N/S

L1001 + K103R + V179D

e V179D

DOR V106A/M
Y188L

G190S

M230L

L100I + K103N
K103N +Y181C

K103N + P225H
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Figure 11 : Structure chimique des INNTI (Wang et al., 2018)
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5.3. INHIBITEURS DE LA PROTEASE

Les IP sont des inhibiteurs compétitifs de la protéase (Acharya et al., 2016). Ce sont des
analogues de substrat. Leur structure chimique ressemble a celle des précurseurs (gag et gag-
pol), mais les liaisons peptidiques normalement reconnues et clivées par la protéase ont été
remplacéees par des liaisons non clivables par cette derniére. Ainsi, les IP bloquent une étape
essentielle dans le processus de maturation virale (Baxter et al., 2016). Pour ce faire, ils se
fixent au domaine catalytique actif de I’enzyme et inhibent sa fonctionnalité (Acharya et al.,
2016).

L’utilisation optimale des IP nécessite de comprendre les origines et les mécanismes de
résistance développés par le VIH. En effet, la résistance est causée par une perte d’affinité des
IP pour la protéase, alors que la protéase maintient sa capacité de liaison avec ses substrats
normaux (Acharya et al.,, 2016). Cette perte d’affinité est causée par des mutations
(Tableau 1V) qui peuvent se produire dans le site actif de la protéase ou aux alentours (Baxter
et al., 2016). Ces mutations peuvent également se produire dans les zones de clivage ou de non
clivage de gag, en dehors du domaine du géne de la protéase (Baxter et al., 2016).

Les mutations se produisant dans le site actif de la protéase sont appelées mutations
primaires ou majeures et ont un grand impact sur la résistance aux IP (Wensing et al., 2015 ;
Baxter et al., 2016). Ils entrainent un changement conformationnel qui perturbe la liaison

hydrogéne entre les IP et les résidus d’acides aminés de la protéase (Baxter et al., 2016).

En revanche, les mutations impliquant des résidus d’acide aminé se produisant en dehors
du site actif sont nommées mutations secondaires ou mineures (Wensing et al., 2015 ; Baxter
et al., 2016). Ces mutations ne causent pas de résistance aux IP, mais elles augmentent le degré
de résistance aux IP en association avec les mutations primaires (Baxter et al., 2016).
Cependant, leur accumulation peut entrainer une résistance a certains IP (Baxter et al., 2016).

Les IP approuvés par I’US-FDA sont : le saquinavir (SQV), le ritonavir (RTV), I’indinavir
(IDV), le nelfinavir (NFV), le fosamprenavir (FPV), le lopinavir (LPV), I’atazanavir (ATZ), le
tipranavir (TPV) et le darunavir (DRV) (Figure 12) (Arts et Hazuda, 2012).
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Tableau IV : Génotype de résistance des IP (www.hivfrenchresistance.org)

Mutations associées a la résistance

Mutations associées a une « résistance possible »

LPV/r

Au moins 4 mutations parmi: L10F/I/R/V, K20M/R, L24l, L33F,
M46I/L, 150V, F53L, I54M/L/T/V, L63P, A7T1I/L/IVIT, V82AIFISIT,
184V, L9OM

147A

L76V

3 mutations parmi: L10F/I/R/V, K20M/R, L24l, L33F,
M46I/L, 150V, F53L, I54M/L/T/V, L63P, AT1I/LIVIT,
V82A/FISIT, 184V, L9OM

ATVIRTV
300/100 mg QD

I150L
N88S

Au moins 3 mutations parmi: L10F/I/V, G16E, L33F/I/V,
M46l/L, D60OE, A71VIT, 184V, 185V, L90OM

2 mutations parmi: L10F/I/V, G16E, L33F/I/V, M46I/L,
D60E, A71V/T, 184V, 185V, L90OM

TPVIRTV
500/200 mg BID

Au moins un score of + 3*: M36I/L/V — F53L/W/Y +
Q58E + H69I/K/N/Q/R/Y + L89I/M/RIT/V

un score de + 2*;: M36I/L/V — F53L/W/Y + Q58E
+ HB9I/K/N/Q/R/Y + L89I/M/RITIV [6, 15]

DRV/RTV**
600/100 mg BID

800/100 mg QD

Au moins 4 mutations parmi: V111, V32I, L33F, 147V, 150V,
I54L/M, T74P, L76V, 184V, L89V

2 mutations parmi: V11l, V32I, L33F, 147V, 150V, I154L/M, T74P,
L76V, 184V, L89V

3 mutations parmi: V111, V32I, L33F, 147V, I50V, I54L/M,
T74P, L76V, 184V, L89V
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Figure 12 : Structure chimique des IP (Arts et Hazuda, 2012)
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5.4. INHIBITEURS D’INTEGRASE

Les inhibiteurs d’intégrase sont congus pour bloquer I’action de I’intégrase, une enzyme
virale qui catalyse 1’intégration chromosomique de I’ADN viral double brin nouvellement
synthétisé dans I’ADN génomique de 1’hote (Musmade et al., 2012 ; Sachithanandham et al.,
2016). Pour ce faire, les fonctions de traitement, de transfert et d’intégration de 1’intégrase
(Quashie et al., 2012 ; Zhang et al., 2016 ; Sachithanandham et al., 2016) seront inhibées
par les inhibiteurs d’intégrase par leur fixation sur le complexe ADN viral-intégrase au niveau
du site actif de I’intégrase. Cependant, des mutations (Tableau V) au niveau de ce site

entrainent un changement conformationnel qui diminue I’affinité de 1’inhibiteur.

Ainsi, une ou deux mutations majeures peuvent entrainer des résistances aux inhibiteurs de
premiere génération approuvés par ’'US-FDA, a savoir le raltegravir (RAL) et I’elvitegravir
(EVG) (Wainberg et Han, 2015 ; Chang et al., 2016). Le dolutegravir (DTG) qui est un
inhibiteur de deuxiéme génération présente une barriere de résistance plus élevée (Wainberg
et Han, 2015). Deux nouveaux inhibiteurs d’intégrase, Cabotegravir (CAB) et Bictegravir
(BIC), sont actuellement en phase finale d’essais cliniques (Smith et al., 2018) (Figure 13).
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Tableau V : Génotype de résistance des inhibiteurs d’intégrase (www.hivfrenchresistance.org)

Mutations associées a la résistance Mutations associées a une « résistance possible »

RAL T66K
E92Q

G118R

F121Y

G140A/S
Y143A/C/GIHIRIS
Q148E/GIHIK/R
V151L
N155H/S/T
E157Q

S230R

R263K

L74F + V75l

e o o o o o o 0 o 0 0 o o

EVG T66I/AIK
E92Q

T97A
G118R
F121Y
E138K
G140C/S
Y143A/CIGIHIRIS
P145S
S147G
Q148H/RIK
V151L
N155H/S/T
E157Q
S230R
R263K
L74F + V75l

® o o o o o o o o o 0o 0 0 0 o o o

DTG
50 mg
BID

G118R ¢ T66K

F121Y Q148H/K/R + 1 mutation parmi: L74l ou E138A/K/T ou G140A/C/S
V151L

S153F/Y

R263K

T66K + L74M

E92Q + N155H

Q148H/K/R + au moins 2 mutations parmi:
L741 ou E138A/K/T ou G140A/C/S

¢ QI48H/K/R + N155H

G118R « TB6K
F121Y E157Q
E138A/K/T
G140A/C/IS
Q148H/K/R
V151L
S153F/Y
N155H
S230R
R263K

T66K + L74M
L741 + E92Q

50 mg
QD

CAB G118R < TB6K
F121Y E157Q
E138A/K/T
G140A/C/IS
Q148H/K/R
V151L
S153F/Y
N155H
S230R
R263K

T66K + L74M
L741 + E92Q

BIC G118R < T66K
F121Y . E157Q
E138A/KIT
G140A/C/S
Q148H/K/R
V151L
S153F/Y
N155H
S230R
R263K

T66K + L74M
L741 + E92Q

e o o o o o o o o o o o
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Figure 13 : Structure chimique des inhibiteurs d’intégrase (Smith et al., 2018)

Légende: RAL : Raltegravir
EVG : Elvitegravir
DTG : Dolutegravir
CAB : Cabotegravir

BIC : Bictegravir
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5.5. INHIBITEURS D’ENTREE

Le seul antagoniste du corécepteur CCR5 du VIH-1 approuvé par I’US-FDA est le
Maraviroc (MVC) (Figure 14) (Bon et al., 2013 ; Vaidya et al., 2016). C’est un inhibiteur non
compétitif qui inhibe I’entrée du VIH-1 dans la cellule héte par sa liaison dans la poche
hydrophobe du CCRS5, altérant ainsi la conformation des boucles extracellulaires du CCR5 de
sorte qu’ils ne sont plus reconnus par la gp120 (Potard et al., 2015 ; Acharya et al., 2016 ;
Borm et al., 2016).

Le corécepteur CCR5 étant une protéine de la cellule héte, elle ne subira pas de mutation
en réponse a la thérapie avec le Maraviroc (Ghebremedhin, 2012). Cependant, I’adaptation
virale au Maraviroc pourrait impliquer des mutations dans la protéine d’enveloppe virale et la

modification de la dépendance au corécepteur CCR5 (Ghebremedhin, 2012).

Ainsi, la résistance au Maraviroc peut se produire soit par des mutations qui permettent au
virus d’utiliser le corécepteur CXCR4 (changement de tropisme) soit par des mutations qui lui
permettent de continuer a utiliser le corécepteur CCR5, malgré la présence du Maraviroc
(Ghebremedhin, 2012).
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I=

Figure 14 : Structure chimique du Maraviroc (Salmas et al., 2015)
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5.6. INHIBITEURS DE FUSION

L’enfuvirtide (T20) (Figure 15) est le seul inhibiteur de fusion approuvé par I’'US-FDA
(Vaidya et al., 2016). C’est un polypeptide synthétique de 36 acides aminés qui mime une
portion de la région répétée HR2 (HR : heptat repeat) de la gp41 (Marcelin et Calvez, 2007 ;
He, 2013). De par son homologie de séquence avec une région de HR1 de la gp41, il se lie a
cette derniere, empéchant les changements conformationnels nécessaires a la fusion des

membranes virales et cellulaires (Marcelin et Calvez, 2007 ; Andrianov et al., 2016).

La résistance a cette molécule est liée a D’acquisition par le virus des mutations
(Tableau V1) dans une région de HR-1 de la gp41 allant des acides aminés 36 a 45 (Marcelin
et Calvez, 2007 ; Yeni, 2008).
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Tableau VI : Génotype de résistance des inhibiteurs de fusion (www.hivfrenchresistance.org)

Mutations associées a la résistance

ENF |+ G36A/D/E/SIV
T20
« V38A/E/K/M
o QA4OH/K/PIT
e N42D/T

«  N43D/H/K/S

o L44M

« L45Q/M
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CHAPITRE 6 : METHODES D’EVALUATION DES RESISTANCES AUX ARV

Les tests de détection de la résistance du VIH aux ARV permettent aux cliniciens
d’améliorer les résultats du traitement antirétroviral (Hanna et D’Aquila, 2001 ; Pattery et
al., 2012). Deux principales approches sont utilisées pour évaluer la résistance : les tests

génotypiques et les tests phénotypiques (Paking et al., 2002).

6.1. TESTS GENOTYPIQUES

Le test génotypique est la méthode la plus couramment utilisée pour détecter les isolats
résistants du VIH-1 et constitue 1’une des premiéres applications du séquencage de génes a des
fins cliniques (Shafer et al., 2002). Ce test cible les régions du genome du VIH qui codent les
enzymes et protéines virales essentielles a la réplication du virus ; ces régions sont les cibles
préférentielles des molécules antirétrovirales (Pattery et al., 2012). Cette méthode est basée
sur le séquencage classique selon la méthode de Sanger (Sanger et al., 1977 ; Brenner, 2014).
Son but est de rechercher dans le géne correspondant a la cible de I’antirétroviral, des mutations
connues comme associées a la resistance (Hanna et D’Aquila, 2001). 1l s’agit généralement
de I’ensemble de la protéase (codon 1 a 99) et d’une partie de la TI (codon 1-40 a 247-335)
mais aussi en fonction du TAR, d’une partie de ’intégrase (codon 1 a 160) (gene pol) et de la
gp4l (Arts et al., 2012). De plus, en cas de prescription de Maraviroc (antagoniste CCR5), un
test génotypique qui analyse la séquence de la boucle V3 de la gp120 (géne env) est demandé
pour confirmer que le VIH du patient utilise le corécepteur CCR5 pour entrer dans la cellule
hote plutdt que le CXCR4 (Swenson et al., 2013).

L’ARN plasmatique extrait de la population de virus se reproduisant activement est le
materiau de choix pour les tests génotypiques de routine (Vicenti et al., 2007). L’ ARN viral est
d’abord rétrotranscrit en ADN puis selon la région du génome qui est ciblée, les genes sont
amplifiés specifiqguement par PCR. Les produits de PCR subissent une électrophorése sur des
séquenceurs automatiques (Clutter et al., 2016). Les séquences obtenues sont alignées sur la
référence du VIH-1 (HIV-1 HXB2, numéro accession GenBank : K03455) pour caractériser la
nature des codons d’intérét et préciser s’il s’agit de souches « sauvages » (codon sans mutation),
de souches portant une mutation de résistance ou de polymorphisme et de doubles populations
(présence du codon sauvage et de mutation). De plus, il permet aussi de caractériser les sous
types du VIH-1.

Il existe des Kits commerciaux approuvés par la US-FDA pour le génotypage (Viroseq®,

Abbott ; Thermofisher) et de nombreux protocoles « maisons » (Inzaule et al., 2017 ;
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Rosemary et al., 2018) basés sur les recommandations de 1’Agence Nationale de Recherche
sur le Sida (ANRS, www.hivfrenchresistance.org/). Pour 1’analyse des séquences, outre les
outils d’analyse et d’interprétation accompagnant les trousses commerciales de tests
génotypiques, d’autres algorithmes cliniquement validés et réguliérement mis a jour sont
disponibles en ligne. Ce sont des algorithmes d’accés libre, parmi lesquels, les plus utilisés sont
les  algorithmes  du groupe AC11 de I’ANRS, de  [U’Universit¢  de
Stanford, et Rega. L’International AIDS Society (IAS) fait une revue annuelle globale des
publications traitant de la résistance du VIH pour mettre a jour la liste consensuelle des

mutations associées a la résistance.

Un facteur limitant de cette technique est la valeur de la charge virale plasmatique
inférieure & 1000 copies/ml. A ce seuil la technique manque de sensibilité. L autre limite de
cette technique est qu’elle ne détecte pas les mutations minoritaires (<20 % des variants) (Nasir
et al., 2017). Il existe des approches différentes pour détecter des variants minoritaires, comme
le clonage moléculaire ou des techniques de séquencage nouvelles générations (NGS «New
Generation Sequencing») telle que la technologie de pyroséquengage, qui permettent d’étudier
les souches virales minoritaires d’environ 1 % mais elles sont réservées aux protocoles de

recherche.

6.2 TESTS PHENOTYPIQUES

Contrairement aux tests génotypiques du VIH-1, le phénotypage est un test in vitro, qui
mesure la capacité du virus a se répliquer en présence de médicaments et fournit ainsi une
mesure directe de la sensibilité aux médicaments (Qari et al., 2002 ; Bronze et al., 2012). La
comparaison des concentrations de médicaments requises pour inhiber 50 % (ICso) de la
réplication du virus du patient avec I’ICso d’un virus de référence sensible aux médicaments est

utilisée pour mesurer les réductions de sensibilité aux médicaments (Qari et al., 2002).

Les tests phénotypiques classiques nécessitent 1’utilisation d’isolats du VIH-1, qui peuvent
étre obtenus en cultivant des cellules mononucléées du sang périphérique ou du plasma. Les
nouveaux tests développés par des firmes (Antivirogram®, Virco; PhenoSense®) utilisent des
virus recombinants (Bronze et al., 2012 ; Puertas et al., 2012). En effet, un virus VIH-1
artificiel est produit par I’insertion de la région du géne pol du virus du patient dans le génome
d’un virus adapté a la croissance sur lignée cellulaire (Puertas et al., 2012). Ce virus
recombinant est cultivé en présence d’une concentration croissante de médicaments et le taux

de réplication in vitro est mesuré. En utilisant ces techniques, le phénotypage a I’avantage de
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fournir des résultats quantitatifs (Clso) et permet de prendre en compte toutes les mutations
présentes in vivo sur les genes étudiés.

Ce sont des techniques automatisées, assez cheéres, réalisables uniquement dans un
laboratoire de confinement de niveau 3 selon la Haute Autorité de Santé (HAS) (HAS, 2009).

En pratique clinique, il est plus simple de réaliser des tests genotypiques.
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DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES

CHAPITRE 1: MATERIEL

1.1. CADRE ET SITE DE L’ETUDE

Notre étude a été initiée par le laboratoire de biochimie de ’UFR sciences médicales (UFR-
SM) de I’Université Félix HOUPHOUET-BOIGNY (UFHB) d’Abidjan et a été réalisée dans
I’unité de biologie moléculaire du laboratoire de virologie du Centre Intégré de Recherches

Biocliniques d’Abidjan (CIRBA).

Les patients de cette étude ont été recrutés entre 2012 et 2017, dans le cadre de différents projets
de recherches thématiques de 1’unité de biologie moléculaire du laboratoire de virologie du

CIRBA.

En effet, le CIRBA est un centre de référence pour la prise en charge des personnes vivant
avec le VIH (PVVIH). Il a été créé le 8 janvier 1996 et sa gestion est assurée par la Fondation
Mondiale Recherches et Prévention SIDA (FMRPS) dirigé par le professeur Luc Montagnier
(Prix Nobel de Médecine 2008). Depuis sa création, la direction du CIRBA est assurée par le

docteur Henri Chenal.

Les activités du CIRBA concernent principalement le suivi clinique et biologique des
PVVIH, la mise a disposition des ARV et des médicaments contre les maladies opportunistes,
la recherche clinique et biologique et la formation.

1.2. POPULATION D’ETUDE

Il s’agit de deux cohortes. La premiére cohorte était constituée de 61 enfants issus d’une
cohorte nationale prospective au CIRBA de 2012 a 2013 regroupant 260 enfants infectés par le
VIH-1. La seconde cohorte était constituée de 182 patients adultes suivis en routine au CIRBA

de juin 2015 a juillet 2017. Au total, nous avons disposé d’une cohorte de 243 patients.

1.3. ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

Le sang total et le plasma étaient les échantillons biologiques utilisés pour cette étude.

1.4. MATERIEL TECHNIQUE

Le matériel technique utilisé dans ce travail est essentiellement composé de congélateurs

(- 80 °C et -20 °C) pour la conservation des échantillons, des extraits, des amplicons et des
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réactifs, de hotes a flux laminaire (SterilGARD®III, The Baker Company, Sanford, USA) pour
protéger la manipulation et le manipulateur, de centrifugeuse de marque Megafuge 1.0R
(Heraeus Instruments) pour 1’obtention du plasma, de centrifugeuse réfrigérée de marque
SiGmA 2K15 pour la concentration et I’extraction de ’ARN viral, de thermocycleur 9700
(Applied Biosystems) pour I’amplification des génes ciblés, de centrifugeuse eppendorf 5424
pour la purification des produits de la PCR (Polymerase Chain Reaction) « nichée », de
centrifugeuse réfrigerée de marque SiIGMA 4K15 pour la purification de la réaction de
séquence, de dispositif électrophorese sur gel d’agarose pour la migration des amplicons de la
PCR « nichée », de four a micro-onde pour la préparation du gel d’Agarose, de
transilluminateur (Spectroline, Westbury, NewYork, USA) pour la révélation des échantillons
positifs sous lumiere ultraviolette (UV), de séquenceur Genetic Analyser 3130 (Applied
Biosystem, Courtaboeuf, France) pour la détermination des séquences nucléotidiques, de Facs
Calibur (Becton Dickinson) pour la détermination du taux de lymphocyte T CD4, de Cobas
AmpliPrep/Cobas TagMan (CAP/CTM) (Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne) pour
I’extraction automatique et la quantification de ’ARN VIH plasmatique, de vortex-Genie 2
pour homogenéiser les solutions, de spectrolinker XL-1500 (Spectronics corporation,
Westbury, NewYork, USA ) pour stériliser le matériel par rayon ultraviolet (UV) et de balance
pour peser les composants du tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) (1X).

1.5. PETITS MATERIELS DE LABORATOIRE

Le petit matériel de laboratoire est composé de pipette multicanaux, de micropipettes et
embouts a filtre (5 pL, 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pL, 1 000 uL), de pipette électronique (50
ul), de tubes falcons (15 mL et 50 mL), de tubes eppendorfs (1,5 mL), de cryotubes (2 mL), de
microtubes de PCR (0,2 mL) (Applied Biosystems), de strips (Applied Biosystems), de plaques
de réactions de sequencage (MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate, Applied Biosystems),
de MicroAmp Optical Adhesive Film, de rouleau de papier aluminium, de plaques et supports
de plaque de PCR.

1.6. REACTIFS ET PRODUITS CHIMIQUES

Les réactifs utilisés sont composés de kit d’extraction de I’ARN : High Pure Viral RNA
extraction kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), de kit de RT-PCR : Titan One Tube RT-PCR Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne), de kit de PCR « nichée » : Expand High Fidelity
PCR System (Roche Diagnostics), de kit de purification de produit de PCR : Qiaquick PCR
Purification Kit (250) (Qiagen), de kit de réaction de séquence : Big Dye Terminator v3.1
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(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et de kit Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-
Test, v2.0.

Les produits chimiques utilisés sont composeés de bouteille d’éthanol absolu (qualité biologie
moléculaire), de tube de formamide (Applied Biosystems), de tube de POP-7 (Performance
Optimized Polymer) (Applied Biosystems), de tampon 10X contenant de ’EDTA (Applied
Biosystems), de bouteille de Tris (trishydroxyméthylaminométhane) (SIGMA), de bouteille
d’acide borique (SIGMA), bouteille d’EDTA (SIGMA), bouteille d’Agarose (SIGMA), de
bouteille de Bromure d’éthidium (BET) et de bouteille de bleu de bromophénol, de réactif
Tritest CD3-FITC/CD4-PE/CD45-PerCP, de solution de FACSClean, FACSRInse,
FACSLysing et FACSFlow.
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CHAPITRE 2 : METHODES

2.1. TYPE DE L’ETUDE

Pour atteindre notre objectif, nous avons eu recours a deux types d’études : I’une était une
étude transversale et I’autre une étude transversale rétrospective. Les deux études avaient une

visée analytique et descriptive.

2.2. CRITERES DE SELECTION

Nous avons eu a définir des criteres de sélection pour les enfants et pour les patients adultes.

Les enfants qui ont été sélectionnés pour 1’étude avaient une sérologie positive pour le
VIH-1 ou pour le VIH-1 et le VIH-2. lls avaient un age inférieur a 18 ans et une charge virale
supérieure a 1000 copies/mL. Leurs TAR avaient débuté au CIRBA et en cours depuis au moins

6 mois.

Les patients adultes qui avaient une indication de TGR pour le VIH-1 et suivis en routine
de juin 2015 a juillet 2017 au CIRBA ont été sélectionnés.

2.3. CRITERES D’EXCLUSION

Les enfants dont 1I’age était supérieur & 18 ans et ceux pour qui les parents ou tuteurs légaux ont
exprimé un refus de participation a I’étude ont été exclus. De méme, les patients qui ne sont pas

suivis au CIRBA et ceux qui ont exprimé un refus de participation a 1’étude ont été exclus.

2.4. PROCEDURE DE RECUEIL DE DONNEES DES PATIENTS

Nous avons eu a élaborer deux procédures de recueil de données des patients. Concernant
les enfants, les objectifs de 1’étude ont été expliqués aux parents ou tuteurs légaux afin d’obtenir
leur consentement éclairé. Les données des enfants anonymisées ont été récoltées dans un
guestionnaire apres que les parents ou tuteurs légaux aient accepté que leurs enfants participent
al’étude. Une fiche de consentement éclairé a €té signée par les parents ou tuteurs légaux avant
le prelévement sanguin. Pour les adultes, un consentement éclairé a été obtenu du patient avant
I’analyse de son échantillon de plasma qui avait été stocké dans la biotheque (-80 °C) du CIRBA
au cours des bilans biologiques de routine. Les données des patients ont été obtenues grace a la

base de données du CIRBA et aux dossiers patients.
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2.5. PROCEDURE DE COLLECTE DES ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

Les prélevements de sang veineux ont été réalisés sur tubes EDTA (Ethyléne-Diamine-
Tétra-Acétique) (Becton Dickinson : bouchon violet, 4 ml). Les prélevements ont été traités
dans la méme journée. Le sang total a permis de déterminer le taux de lymphocytes T-CD4. Le
plasma a été obtenu aprés centrifugation des tubes EDTA a 3500 tours/minute pendant
5 minutes. Un maximum de trois aliquotes de plasma d’au moins 1 mL chacun ont été réalisés

et conserveés a -80 °C pour le TGR et la quantification de I’ARN VIH-1 plasmatique.

2.6. ANALYSES BIOLOGIQUES

Les analyses biologiques ont concerné la détermination du taux de lymphocytes T-CD4, la
quantification de I’ARN VIH-1 plasmatique, la détermination des génotypes de résistance et la

phylogénie moléculaire.
2.6.1. Détermination du taux de lymphocytes T-CD4

La détermination du taux de lymphocytes T-CD4 a été réalisée par cytométrie en flux sur

un Facs Calibur (Becton Dickinson) (Annexe 1).

2.6.1.1. Principe

La cytométrie en flux est une technique d’analyse qualitative et quantitative de cellules et
particules en solution. Elle permet I’étude des caractéristiques physiques et chimiques des
cellules telles que la taille, la réfringence et d’autres composants ou fonctions pouvant étre
détectés grace a une sonde fluorescente spécifique (De Paoli et al., 1984 ; Romeu et al., 1992).
Cette technique analyse les échantillons cellule par cellule, permettant la distinction des
différentes sous-populations. Ainsi, lorsque le sang total est ajouté aux anticorps monoclonaux,
les anticorps marqués au fluorochrome dans le réactif se lient spécifiquement aux antigénes de
surface des leucocytes. Ces cellules passent une a une devant le faisceau laser en dispersant la
lumiére. Ces cellules marquées deviennent fluorescentes. Les signaux de diffraction et de
fluorescence détectés par la cytofluorimétrie fournissent des informations concernant la
dimension des cellules (taille), leur complexité interne (granulométrie) et leur intensité de
fluorescence relative. L’affichage simultané de ces informations traitées par 1’unité

informatique du cytofluorimétre visualise chaque cellule sur un écran sous forme de point.
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2.6.1.2. Mode opératoire

Les échantillons sanguins prélevés sur anticoagulants sont marqués suivant les consignes
spécifiques de la notice du fabricant. Un tube a hémolyse prévu pour chaque échantillon est
étiqueté. Dix microlitres (10 pL) de réactif Tritest CD3-FITC/CD4-PE/CD45-PerCP et 40 pL
de sang total sont déposés respectivement dans les tubes qui sont bouchés et homogeénéises par
agitation grace a un agitateur de type vortex (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc.
Bohemia, USA). Les tubes sont incubés pendant 15 minutes a 1’obscurité a température
ambiante. Apres ce temps d’incubation, 500 pL de solution de FACSLysing dilué au 1/10 sont
ajoutés au mélange. Les tubes sont rebouchés, homogénéisés par agitation au vortex et incubés
pendant 10 minutes a I’obscurité a température ambiante. Les tubes ainsi préts sont agités avant

d’étre analysés avec le Facs Calibur (Becton Dickinson).

2.6.2. Quantification de ’ARN VIH-1 plasmatique

La technique de quantification de I’ARN VIH-1 plasmatique a été celle développée par la
firme Roche sur Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-Test, v2.0 (Roche Diagnostics,

Mannheim, Allemagne) avec un seuil a 20 copies/mL (Annexe 2).

2.6.2.1. Principe

La technique de quantification de I’ARN VIH-1 plasmatique développée par la firme
Roche sur Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan (CAP/CTM) permet I’automatisation de la
préparation des échantillons pour le dosage quantitatif ou qualitatif des acides nucléigques. La
préparation des échantillons est suivie de la transcription inverse, de I’amplification par PCR
et de la détection automatisée de I’ ARN cible du VIH-1 et I’ARN du Standard de Quantification
(QS) du VIH-1. Le mélange réactionnel contient des amorces et des sondes spécifiques a la fois
de ’ARN du VIH-1 et de I’ARN du QS du VIH-1. Le mélange réactionnel a été concu de fagon
a permettre une détermination quantitative équivalente des sous-types du VIH-1 du groupe M
et du groupe O. La détection de I’ADN amplifié est réalisée par I’utilisation de sondes-Tagman
doublement marquées spécifiques de la cible et du QS, permettant 1’identification indépendante
des amplicons du VIH-1 et du QS du VIH-1. Les constantes de calibration spécifiques aux lots
fournies avec le test servent a calculer la valeur de titre des échantillons et des contréles en se
basant sur les valeurs seuils critiques (CT) de I’ARN du VIH-1 et de ’ARN du QS du VIH-1.

La prise d’essai est de 1 mL de plasma.

These unique de Biologie Humaine Tropicale (BHT) — Option Biochimie — Biologic Moléculaire 54



DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES

2.6.2.2. Mode opératoire

Il s’agit d’une PCR en temps réel automatisée et réalisée en deux étapes. La premiere étape
consiste a extraire I’acide nucléique a partir de 1000 pL de plasma et a préparer le mélange
réactionnel. Cette étape se fait sur le Cobas AmpliPrep selon la chronologie suivante : la
digestion des membranes et la séparation de 1’acide nucléique des protéines, la formation des
liaisons entre les acides nucléiques chargés négativement et les billes de silices chargées
positivement et enfin la préparation du mélange réactionnel. La seconde étape se fait sur le
Cobas TagMan48 en utilisant des sondes fluorescentes TagMan et standard de quantification
interne. Cette étape se déroule selon I’ordre suivant: Rétrotranscription, Amplification,
détection et quantification de I’acide nucléique.

Les deux appareils sont gérés par un ordinateur équipé du logiciel AMPLILINK 3.2.2.

simplifiant le travail des différentes étapes.

2.6.3. Détermination des génotypes de résistance

La détermination des génotypes de résistance a été réalisée en utilisant les techniques

développées par le groupe AC11 de I’ANRS (http://www.hivfrenchresistance.org).

Pour ce faire, plusieurs étapes ont été nécessaires: I’extraction de I’ARN viral,
I’amplification des génes ciblés, I’électrophorese sur gel d’Agarose, la purification des produits
de la PCR «nichée », la réaction de séquence, la purification des produits de la réaction de

séquence, le séquencage et les analyses bio-informatiques.

2.6.3.1. Extraction de ’ARN

L’extraction de ’ARN a été réalisée avec le kit QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Germany) selon les recommandations du fabricant. Les extraits ont été conservés a -80 °C pour

les futures analyses.

2.5.3.1.1. Principe

C’est une technique qui isole I’ARN a partir d’une cellule en quantité et en qualité
suffisante pour permettre son analyse. Elle utilise une solution de lyse exclusive pour la lyse
virale. Cette solution contient un sel chaotropique comme substance active. Ce dernier permet

de libérer I’ARN de la particule virale et le protége de la dégradation par les RNase. L’ARN
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libére est ensuite précipité par I’alcool, puis récupéré et purifié sur des colonnes contenant une
résine a base de silice.

2.6.3.1.2. Mode opératoire

Plusieurs étapes ont été nécessaires pour l’extraction, a savoir: la lyse virale, la
précipitation de I’ARN, la capture de I’ARN, le lavage et I’¢lution. La lyse virale a été effectuée
apres agitation au vortex pendant 15 secondes et incubation pendant 10 minutes a température
ambiante (15 a 25 °C) des microtubes de 1,5 mL contenant 560 uL de tampon AVL avec ARN
«entraineur » et 140 pL de culot obtenu a partir de 1 mL de plasma centrifugé a 14 000

tours/minute pendant 1 heure a 4 °C.

Les acides nucléiques ont été précipités apres agitation au vortex pendant 15 secondes et
centrifugation a 8000 tours/minute pendant 1 minute a 20 °C des microtubes contenant le lysat

auquel ont été ajoutés 560 pL d’éthanol absolu.

La capture de I’ARN rétroviral par les colonnes contenant une résine a base de silice a été
réalisée apres transfert de la totalité du lysat sur les colonnes suivi d’une centrifugation a 8000
tours/minute pendant 1 minute a 20 °C. Les tubes collecteurs ont été remplacés avant le premier

lavage.

Le premier lavage a été effectue avec 500 pL de tampon AW1 transféré sur les colonnes et
centrifugées a 8000 tours/minute pendant 1 minute a 20 °C. Les tubes collecteurs ont été
remplacés avant le second lavage qui a été réalisé avec 500 pL de tampon AW2 déposé sur les
colonnes et centrifugées a 14 000 tours/minute pendant 3 minutes a 20 °C. Les tubes collecteurs
ont été changés et une centrifugation a vide a 14 000 tours/minute pendant 1 minute a 20 °C a

éteé effectuée pour éliminer les traces d’éthanol avant 1’élution.

La récupération de I’ARN rétroviral a été réalisée par élution avec 60 pL d’eau de qualité
biologie moléculaire, aprés 1 minute d’incubation et une centrifugation a 8000 tours/minute

pendant 1 minute a 20 °C. L’ ARN viral ainsi obtenu a été conservé a -80 °C pour les PCR.

2.6.3.2. Amplification des génes ciblés

L’amplification des génes de la polymérase (transcriptase inverse et protease) a été réalisée
par PCR ou « Polymerase Chain Reaction » sur un thermocycleur GeneAmp PCR System 9700

(Applied Biosystem) (Annexe 3).
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2.5.3.2.1. Principe

La réaction de PCR permet d’amplifier in vitro une région spécifique d’un acide nucléique
donné afin d’en obtenir une quantité suffisante pour le détecter et I’étudier. Pour ce faire, une
série de réactions permettant la réplication d’une matrice d’ADN double brin est répétée en
boucle. Ainsi, au cours de la réaction de PCR, les produits obtenus a la fin de chaque cycle
servent de matrice pour le cycle suivant, I’amplification est donc exponentielle. Pour avoir la
réplication d’un ADN double brin, il faut agir en trois étapes : dénaturation de I’ADN pour
obtenir des matrices simples brins, hybridation des amorces spécifiques et réalisation de la
réaction de polymérisation du brin complémentaire par I’enzyme polymérase. A la fin de

chaque cycle, les produits sont sous forme d’ADN double brin.

2.5.3.2.2. Mode opératoire

» Reverse transcription et premiere PCR (RT-PCR)

La RT-PCR a été réalisée avec le kit Titan One Tube RT-PCR (Roche Diagnostics,
Manheim, Allemagne) selon les recommandations du fabricant. Il a permis de synthétiser

I’ADNCc et de faire une PCR initiale en une seule étape.

La composition du mélange réactionnel, les couples d’amorces et le programme thermique

d’amplification pour une réaction de RT/PCR sont précisés dans les tableaux VII, V111 et IX.
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Tableau VII : Composition du mélange réactionnel pour une réaction de RT/PCR

Composition Concentration Volume par tube (ul)
Tampon 5X (Buffer) 5X 10
DiThioThréitol (DTT) 100 mM 2,5
dNTP mix 10 mM 4
Amorce sens 20uM 1
Amorce antisens 20uM 1
Rnase Inhibitor 5U/ul 1
Titan Enzyme Mix — 1
H20 (qualité biologie moléculaire) — 19,5
ARN patient — 10
Volume final 50
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Tableau V111 : Séquences nucléotidiques des amorces de RT/PCR pour I’amplification de la Tl et PR

Geéne Amorces sens Amorces antisens
MJ3 MJ4
Transcriptase
Inverse 5’-AGT AGG ACC TAC ACC TGT CA-3’ 5-CTGTTAGTGCTTTGG TTCCTC T-3’
5°’PROT1 3’PROT1
Protéase

5>-TAATTT TTT AGG GAAGATCTGGCCTTCC-3°  5-GCA AAT ACT GGAGTATTG TAT GGATTT TCA GG-3°

These unique de Biologie Humaine Tropicale (BHT) — Option Biochimie — Biologie Moléculaire 59



DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES

Tableau IX : Programme thermique d’amplification de la RT/PCR

Etape Température Temps Cycle

Reverse transcription 50°C 30 minutes 1X

Activation enzymatique + dénaturation 94°C 2 minutes 1X
94°C 30 secondes

Cycles d’amplification 55°C 30 secondes 40X
68°C 1 minute 30 secondes

Elongation 68°C 7 minutes 1X

Conservation 4°C infini —
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» PCR «nichée »

La seconde PCR a été réalisée avec le kit Expand High Fidelity (Roche Diagnostics,
Manheim, Allemangne) selon les recommandations du fabricant. La composition du mélange
réactionnel, les couples d’amorces et le programme thermique d’amplification pour la PCR

«nichée » sont précisée dans les tableaux X, XI et XII.
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Tableau X : Composition du mélange réactionnel pour la PCR « nichée »

Composition Concentration Volume par tube (ul)
Tampon 5X (Buffer) 5X 5
dNTP mix 10 mM 1
Amorce sens 30uM 1
Amorce antisens 30uM 1
Expand High Fidelity Enzyme Mix 3,5U/uL 0,4
H20 (qualité biologie moléculaire) — 36,6
ADN patient — 5
Volume final 50
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Tableau XI : Séquences nucléotidiques des amorces de la PCR « nichée » pour I’amplification de la Tl et PR

Geéne Amorces sens Amorces antisens

A35 NE135
Transcriptase
Inverse 5-TTGGTT GCACTT TAAATTTTCCCATTAGTCCTATT-3> 5-CCTACTAACTTC TGT ATG TCATTG ACAGTC CAGCT-3

5°PROT2 3’PROT?2
Protéase

5’-TCA GAG CAG ACC AGA GCC AAC AGC CCC A-3 5>-AAT GCT TTTATT TTT TCT TCT GTC AAT GGC-3°
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Tableau XI1 : Programme thermique d’amplification de la PCR « nichée »

Etape Température Temps Cycle
Activation enzymatique + dénaturation 95°C 3 minutes 1X
94°C 15 secondes
Cycles d’amplification 55°C 30 secondes 10X
72°C 2 minutes
94°C 30 secondes
Cycles d’amplification 55°C 30 secondes 20X
2 minutes
72°C 5 secondes*
d’incrémentation
Elongation 72°C 7 minutes 1X
Conservation 4°C infini —

*125 secondes d’incrémentation au premier cycle, puis on rajoute 5 secondes a chaque cycle

additionnel.
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2.6.3.3. Analyse des produits de PCR « nichée » par électrophoréese

Le dispositif d’électrophorése sur gel d’Agarose est présenté en annexe 4.

2.6.3.3.1. Principe

L’¢électrophorése sur gel d’agarose est une méthode utilisée pour séparer des protéines,
I’ADN ou I’ARN (Kryndushkin et al., 2003 ; Yilmaz et al., 2012). Les molécules d’acide
nucléique sont séparées a 1’aide d’un champ électrique ou les molécules chargées negativement
migrent vers I’anode (Yilmaz et al., 2012). Le flux migratoire est uniquement déterminé par le
poids moléculaire ou les petites molécules en poids migrer plus rapidement que les plus grandes
(Yilmaz et al., 2012).

Afin de visualiser les molécules d’acide nucléique en gels d’agarose, des colorants comme
le Bromure d’éthidium (BET) ou SYBRGreen sont généralement utilisés (Yimaz et al., 2012).
L’illumination des gels d’agarose avec une lumiére ultraviolette & 300 nm est ensuite utilisée

pour visualiser les acides nucléiques colorés (Yilmaz et al., 2012).

2.6.3.3.2. Mode opératoire

L’analyser des produits de PCR « nichée » a nécessité trois étapes :
» Préparation du tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) (10X)

Le tampon TBE 10X pour 1 litre a été obtenu en pesant 107,8 g de tris [hydroxyméthyl]
aminométhane, 55 g d’acide borique et 5,8 g d’EDTA qui ont été dissouts dans 1 litre d’eau

distillée sur un agitateur magnétique (AGIMATIC-N, Espagne).
» Préparation de la gélose

Le gel d’Agarose (1 %) a été obtenu en pesant 1 g d’agarose qui a eté dissout dans 100 mL
de tampon TBE (10X) dilué au dixieme (tampon (1X)). Le mélange a été mis au four a micro-
onde pendant 2 minutes a 100 °C pour la cuisson. Avant refroidissement, 5 uL de Bromure
d’éthidium (BET) ont été ajoutés au melange. Le mélange a ensuite été coulé dans un bac a
électrophorese contenant deux peignes. La solidification de la gélose a été obtenue entre 30-45

minutes a la température du laboratoire (22 °C).
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» Electrophorése

Le gel d’Agarose solidifié a été déposé dans une cuve a électrophorése contenant du
tampon TBE (1X). Sur du parafilm, 8 pl de produits de PCR « nichée » ont été mélangés a 2 ul
de tampon de charge (5X) puis déposés dans les puits du gel. Le tampon de charge (5X) a
permis de maintenir les produits de PCR « nichée » dans les puits. Leur migration a été réalisée
par un champ électrique (110V- 85 mA pendant 20 min) pour permettre leur séparation. Un
marqueur de poids moléculaire (1Kb) a permis de déterminer la taille des amplicons migrés. La
révélation des échantillons positifs a été faite sous lumiére ultraviolette (UV) sur un
transilluminateur (Spectroline, Westbury, New-York, USA) (Annexe 5).

2.6.3.4. Purification des produits positifs de la PCR « nichée »

La purification des produits positifs de la PCR « nichée » a été réalisée avec le kit Qiaquick

PCR Purification Kit (Qiagen, Germany) selon les recommandations du fabricant.

2.6.3.4.1. Principe

C’est une technique qui utilise une membrane de silice unique et des tampons spécialement
congus pour récupérer de I’ADN et éliminer les autres composants (amorces et dNTP libre)
apres une PCR. L’ ADN est capturé par la membrane en silice et les contaminants sont éliminés
en passant a travers la colonne. L’ADN capturé est élué¢ avec de ’eau de qualité biologie

moléculaire.

2.6.3.4.2. Mode opératoire

La purification a été faite avec deux tampons. Le premier tampon était le tampon de liaison
PB. Il a permis de lier I’ADN a la membrane de silice. Le second tampon était le tampon de

lavage PE. Il a permis de purifier ’ADN en éliminant les impuretés.

Pour ce faire, 250 pL de tampon de liaison PB et le reste des produits de la PCR «nichée »
détectés positifs ont été déposes dans des colonnes a filtre puis centrifugées a 13000

tours/minute pendant 1 minute pour permettre la liaison de I’ADN sur la membrane a silice.

Apreés centrifugation, les tubes collecteurs ont été remplacés et 750 puL de tampon de lavage
PE ont éte transférés dans les colonnes a filtre puis centrifugées a 13 000 tours/minute pendant

1 minute pour éliminer les contaminants et purifier I’ADN.
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Les tubes collecteurs ont été changés a nouveau et une centrifugation a vide a 13 000
tours/minute pendant 1 minute a été effectuée pour s’assurer de 1’élimination compléte de

produits résiduels avant 1’¢élution.

L’¢lution a été réalisée aprés 5 minutes d’incubation a température ambiante (15 a 25 °C)
de 60 pL d’eau de qualité biologie moléculaire déposées sur les filtres de la colonne suivi d’une
centrifugation a 13000 tours/min pendant 1 minute. L’¢luat a été recueilli dans un tube

collecteur. L’ ADN ainsi purifié a été utilisé pour la réaction de séquencage.

2.6.3.5. Réaction de séquence

La réaction de séquence repose sur la méthode de SANGER ou méthode des interrupteurs
de chaine, décrite pour la premiére fois en 1977 (Sanger et al., 1977) et ameliorée par
I’introduction de 1’électrophorése capillaire, qui a permis d’accroitre le rendement, la
sensibilité, et la fluorescence qui a permis de s’affranchir de la radioactivité (Prober et al.,
1987 ; Smith, 1991).

Notre réaction de séquence a été realisée avec le kit BigDye Terminators v3.1 Sequencing

Kit (Applied Biosystems) selon les recommandations du fabricant.

2.5.3.5.1. Principe

C’est une technologie qui utilise un systéme de transfert d’énergie par résonance (FRET)
entre deux fluorochromes fixés sur le méme didésoxyribonucléotide (ddNTP) et reliés entre eux
par un linker. Le premier est une fluorescéine (6 carboxyfluoréscéine) appelée fluorochrome
donneur, commun aux quatre ddNTP. Le second est une dichlororhodamine (dRhodamine) qui
joue le rble de fluorochrome accepteur.

Le fluorochrome donneur est excité par un rayon laser a argon émettant a 488 nm et
514,5 nm. Son énergie de fluorescence émise (515-520 nm) est captée intégralement par le
fluorochrome accepteur qui est excité a son tour. Le fluorochrome accepteur ou
dichloroRhodamine est différent pour chaque type de ddNTP (ddATP = dR6G (560-565 nm),
ddTTP = dROX (615- 620 nm), ddCTP = dR110 (530- 535 nm) et ddGTP = dTAMRA (590-
595 nm).

Le spectre de la fluorescence réémise sera ainsi spécifique de chaque type de ddNTP. Le
transfert du signal de la fluorescéine vers la dRhodamine permet une amplification du signal et

par conséquent, une augmentation de la sensibilité de la technique.
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2.5.3.5.2. Mode opératoire

La composition du mélange réactionnel, les couples d’amorces et le programme thermique

d’amplification pour la PCR de réaction de séquence sont précisés dans les tableaux X111, X1V

et XV.

Tableau XI11 : Composition du mélange réactionnel pour la PCR de réaction de séquence

Composition Concentration

Volume par tube (ul)

Big Dye Terminator (BDT)

Tampon (Buffer)

Amorce

H20 (qualité biologie moléculaire)

ADN purifié

oX

4uM

20 — 50ng/pL

Volume final

1,5

4,5

12
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Tableau X1V : Séquences nucléotidiques des amorces de la PCR de réaction de séquence pour I’amplification de la Tl et PR

Geéne Amorces sens Amorces antisens
A20 NE120
Transcriptase
Inverse 5-ATTTTCCCATTAGTCCTATT-3’ 5> ATGTCATTGACAGTCCAGCT-3’
5°PROT2 3’PROT2
Protéase
5’-TCA GAG CAG ACC AGA GCC AAC AGC ccc A-3° 5-AATGCTTTTATTTTT TCT TCT GTC AAT GGC-3’
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Tableau XV : Programme thermique d’amplification de la PCR de réaction de séquence

Etape Température Temps Cycle
96°C 10 secondes

Cycles d’amplification 50°C 5 secondes 25X
60°C 4 minutes

Conservation 4°C infini —
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2.6.3.6. Purification de la réaction de sequence

Les produits de la réaction de séquence ont été purifiés selon les recommandations du

fabricant (Applied Biosystems).
2.5.3.6.1. Mode opératoire

La purification a été faite avec 16 pL d’eau de qualité biologie moléculaire et 64 pL
d’éthanol (95 %) melangés au produit de la réaction de séquence dans les puits de la plaque de

réaction.

La plaque a ensuite été incubée pendant 1 heure au moins a température ambiante pour la

précipitation a I’abri de la lumicre.

Apres la précipitation, la plaque a été centrifugée a 2700 g (g = accélération de la pesanteur
a la surface de la Terre) pendant 30 minutes et son contenu a par la suite été reversé délicatement

sur du papier absorbant.

Puis 150 uL d’éthanol (70 %) ont été ajoutés dans chaque puits de la plaque. Elle a par la
suite été centrifugée a 2000 g pendant 10 minutes et son contenu a été reversé délicatement sur

du papier absorbant.

Une centrifugation a vide de la plaque retournée a 700 g pendant 1 minute a permis
d’éliminer 1’excédent d’éthanol. Les produits obtenus ont été reconstitués dans 20 pL de

formamide pour le séquencage.

2.6.3.7. Séquencage

Les produits de la réaction de séquence purifiés ont été placés dans le séquenceur Genetic
Analyser 3130 (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France) (Annexe 6) pour la détermination
des séquences. Ce dernier a lancé un flux électrique d’ions a travers un capillaire, ce qui a

provoqué la migration des fragments d’ADN.

2.6.3.8. Analyse bio-informatique

Le traitement des données issues du séquenceur a nécessité 1’utilisation du logiciel
Sequencing Analysis (Seq A) pour visualiser les données sous la forme de séquences
nucléotidiques (Annexe 7) et d’électrophorégrammes (Annexe 8). Cette visualisation a permis

de juger de prime abord la qualité des seéquences nucléotidiques. Ensuite, les séquences

/////
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« FASTA » et alignées sur la référence du VIH-1 (HIV-1 HXB2, numéro accession GenBank :
K03455) grace au logiciel SeqScape (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France).

2.6.3.9. Détection et interprétation des génotypes de réesistance

La détection des génotypes de résistance a été realisée en utilisant la base de données de
Stanford (http://hivdb.stanford.edu/). L’interprétation des reésultats a été faite en utilisant
I’algorithme de I’ANRS (http://www.hivfrenchresistance.org, septembre 2016, Version 26 et
septembre 2017, Version 27).

2.6.4. Phylogénie moléculaire

Afin de préciser les sous-types viraux, les séquences consensus obtenues ont été alignées
avec les séquences de référence de différents sous-types de VIH-1 (sous-type A (92UG-
UGO37, 94SE-SE7523, et 94KE-Q23), sous-type B (90US-WEAU160, 86US-JFRL, et 83FR-
HXB2), sous-type C (86ET-ETH2220, 96BW-0502, et 95IN-21068), sous-type D (94UG-114,
83CD-NDK, et 99TCMNO011), sous-type F1 (93BR-20, 93BE-V1850, et 93FI-FIN9363), sous-
type F2 (95CM-MP255, CM-MP257, et CM53657), sous-type G (93SE-SE61615,
93FIHH8793, et 96DE-DRCBL), sous-type H (90CF-CF056, BE.VI1991, et BE.V1997), sous-
type J (93SE-SE92809 et 93SE-SE91733), sous-type K (97CD-EQTB11 et 96CM-MP535),
CRF02_AG (IBNG, DJ263, et 98SE-MP1211), CRF06_cpx (BFP90 et 95ML-84), et CRF09
(96GH2911, 95SN1795, et 95SN7808)) disponible dans la GenBank (http://hiv-web.lanl.gov/)
grace au logiciel Clustal W (Thompson et al., 1994) implanté dans le programme BioEdit v7
(Hall, 1999). Les arbres phylogénétiques ont été réalisés avec le logiciel Mega 7 (Kumar et

al., 2016) apres enregistrement des sequences au format « MEG ».

2.7. TRAITEMENTS DES DONNEES ET ANALYSES STATISTIQUES

Le logiciel SPSS Statistics 17.0.1 a été utilisé pour les analyses statistiques. 1l a permis de

faire les taches suivantes :
— Création d’un masque de saisie pour entrer les données de 1’étude ;

— Analyses univariées (détermination de la prévalence de résistance du VIH aux différentes
classes d’ARV, détermination de la prévalence de résistance du VIH aux ARV, calcul des
médianes et intervalles médians (age, lymphocyte TCD4/mm?, charge virale et durée sous

traitement) ;

— Traitement graphique des résultats (histogrammes, camemberts).
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2.8. CONSIDERATIONS ETHIQUES

Les aspects éthiques de ce travail et les protocoles ont été validé par le Comité National
d’Ethique des Sciences de la Vie et de la Santé (CNESVS) anciennement Comité National
d’Ethique de la Recherche (CNER) (Annexe 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16).
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CHAPITRE 1 : PROFIL DE MUTATION DE RESISTANCE AUX INHIBITEURS DE
PROTEASE CHEZ LES ENFANTS SOUS TRAITEMENT
ANTIRETROVIRAL DEPUIS AU MOINS 6 MOIS A ABIDJAN
(COTE D’IVOIRE)

1.1. RESULTATS
1.1.1. Caractéristiques des patients de I’étude

A partir d’une cohorte de 260 enfants, 61 ont été inclus dans notre étude soit 23 %
(61/260). La proportion d’enfants sous IP était de 51 % (31/61). La charge virale mediane était
de 4,4 logio copies/mL (03-6,6) avec une médiane de lymphocyte T-CD4 de 411 cellules/mm?
(33-1388). La médiane de la durée sous traitement était de 6 ans (01-12). Le pourcentage
d’enfants en premiére ligne et deuxiéme ligne de traitement était respectivement de 49 %
(30/61) et 51 % (31/61).

1.1.2. Distribution des sous types viraux

La synthese des différentes analyses phylogénétiques a montré que le CRF02_AG
représentait 85 % (52/61) des sous-types viraux isolés. Ensuite les sous-types A, CRF06_cpx
et CRF09 _cpx représentaient respectivement 10 % (6/61), 3 % (2/61) et 2 % (1/61) de la
population virale. Les souches non B du VIH-1 représentaient 100 % (61/61) des sous-types

viraux observés (Figure 16).
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Figure 16 : Distribution des sous-types de VIH-1 dans la population d’étude
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1.1.3. Distribution des mutations sur le gene de la protéase

L’analyse des 61 séquences a permis d’identifier 56 substitutions dont 93 % (52/56) étaient
des mutations mineures et 7 % (04/56) des mutations majeures. Les mutations associees a la

résistance étaient au nombre de 24.

Les mutations mineures fréquemment associées a la résistance étaient M361 (substitution
d’une méthionine en position 36 par une isoleucine) et K20I (substitution d’une lysine en
position 20 par une isoleucine) avec une fréquence respective de 100 % (8/8), H69K
(substitution d’une histidine en position 69 par une lysine) 88 % (7/8), L89M (substitution
d’une leucine en position 89 par une méthionine) et 154V (substitution d’une isoleucine en
position 54 par une valine) avec une fréquence respective de 75 % (6/8) et G16E (substitution

d’une glycine en position 16 par un glutamate) 50 % (4/8).

Les enfants ayant une résistance aux IP étaient au nombre de 8 soit une prévalence de 13 %
(8/61). Les mutations majeures de résistance et leurs fréquences sont présentées dans le
tableau XVI. On a noté la présence de V82A (substitution d’une valine en position 82 par une
alanine) 75 % (6/8), M46I (substitution d’une méthionine en position 46 par une isoleucine)
63 % (5/8), L90M (substitution d’une leucine en position 90 par une méthionine) 38 % (3/8) et
L76V (substitution d’une leucine en position 76 par une valine) 13 % (1/8).
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Tableau XVI : Mutations majeures de résistance aux IP chez les enfants de I’étude

Mutation majeure Fréquence (%)
V82A 75%
M46l 63%
L9OM 38%
L76V 13%

Légende : V : Valine, A : Alanine, M : Méthionine, | : Isoleucine, L : Leucine
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1.1.4. Profils génotypiques et IP résistants chez les enfants en échec thérapeutique

Les profils génotypiques et les IP résistants chez les enfants sont présentés dans le
Tableau XVII. Tous les enfants avec une résistance avaient en commun les mutations
mineures M361 et K20I. H69K était présente chez 7 enfants (Pedi_Resi 02, 03, 04, 05, 06, 07
et 08), L89M et 154V ont été retrouvées chez 6 enfants (Pedi_Resi 01, 02, 03, 05, 06, 08 et
Pedi_Resi 01, 04, 05, 06, 07 08 respectivement) et G16E chez 4 enfants (Pedi_Resi 01, 02, 06
et 07). Pedi_Resi 07 avait toutes les mutations majeures (V82A, M461, L90M et L76V)
rencontrées dans notre étude. Pedi_Resi 04, 05, 06 et 08 avaient en commun les mutations
majeures M461 et V82A. Pedi_Resi 02 et 03 avaient une seule mutation majeure, la L90M.

Pedi_Resi_01 avait aussi une seule mutation majeure, la V82A.
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Tableau XVII : Profils génotypiques et IP résistants chez les enfants ayant des virus

résistants
ID patient IP résistant Mutations majeures Mutations mineures
Pedi_Resi 01 IDV, FPVI/r V82A M361, K20I, L89M, 154V,
G16E, L10V, L63P
Pedi_Resi _02 NFV L90M M361, K20I, L89M, H69K,
G16E
Pedi_Resi 03 NFV L90M M361, K20I, L89IM/V, H6E9K,
L10V
Pedi_Resi _04 IDV, FPVIT, M461, V82A M361, K20I, H69K, 154V,
LPV/r, ATVIr L10V, L63P, A71T, L89I, L33l
Pedi_Resi 05 IDV, SQVIr, M461, V82A M361, K20I, L89M, H69K,
FPVIr 154V, 162V, L10I, T74P
Pedi_Resi _06 IDV, SQV/r, NFV, M461, V82A M361, K20I, L89M, H69K,
FPVIr, ATVIr 154V, G16E, L10l, L241, Q58E
Pedi_Resi _07 1DV, SQVI/r, NFV, M461, L76V, M361, K20l, H69K,G16E,
FPV/r, LPVIr, V82A, L90OM 154V, L89l, L10F, 162V, 115V
ATVIr
Pedi_Resi 08 IDV, SQVIr, M461, V82A M361, K20I, L89M, H69K,
FPVIr 154V, L10l, T74P, 162V

Légende : ID : identité patient, IP : inhibiteur de la protéase, IDV: Indinavir, FPV/r: Fosamprenavir/ Ritonavir,
NFV : Nelfinavir, LPV/r: Lopinavir/Ritonavir, ATV/r: Atazanavir/Ritonavir, SQV/r : Saquinavir/
Ritonavir, V : Valine, A : Alaning, L : Leucine, M : Méthionine, | : Isoleucine, K : Lysine, G : Glycine,

P : Proline, H : Histidine, T : Thréonine, Q : Glutamine.
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1.1.5. Fréquence de la résistance aux IP

Parmi les enfants ayant des virus résistants aux IP, 2 étaient en premiere ligne de traitement.
Leurs régimes thérapeutiques au moment de 1’échec étaient composé€s respectivement de
DDI+3TC+EFV et AZT+3TC+EFV. Les enfants en deuxieme ligne de traitement et résistants
aux IP étaient au nombre de 6. Parmi eux, 3 avaient comme régime thérapeutique au moment
de 1’¢chec ABC+DDI+LPV/r. Deux autres avaient comme régime thérapeutique

ABC+3TC+LPV/r. Le dernier avait comme régime thérapeutiqgue AZT+DDI+ LPV/r.

La figure 17 résume 1’émergence des résistances du VIH-1 aux différents ARV de la classe
des IP. Aucune résistance a TPV/r et DRV/r n’a été observée. On a noté une résistance a IDV
et FPV/r avec une fréquence de 75 % (6/8), NFV et SQV/r avec une fréquence de 50 % (4/8),
ATVIr 38 % (3/8) et LPV/r 25 % (2/8).
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Figure 17 : Fréquences de résistance aux IP chez les enfants ayant des virus résistants

Légende : IDV: indinavir, LPV/r: lopinavir/ritonavir, SQV/r: saquinavir/ritonavir, FPV/r: fosamprenavir/ritonavir,

NFV: nelfinavir, ATV/r: atazanavir/ritonavir, TPV/r: tipranavir/ritonavir, DRV/r: Darunavir/ritonavir.
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CHAPITRE 2: RESISTANCE AUX ANTIRETROVIRAUX CHEZ DES PERSONNES
INFECTEES PAR LE VIH EN ECHEC VIROLOGIQUE EN COTE
D’IVOIRE, AFRIQUE DE L’OUEST

2.1. RESULTATS

2.1.1. Caractéristiques des patients de I’étude

Cent quatre-vingt-deux (182) plasmas de patients ayant une indication de TGR ont été

analysés sur la période de juin 2015 a juillet 2017.

2.1.2. Distribution globale des sous-types et recombinants viraux

La synthese des différentes analyses phylogénétiques a montré que le CRF02_AG était le
plus représenté 83 % (151/182). On a noté également la circulation du sous-type A (9 % ;
16/182), B (2%; 3/182), C (1%; 1/182), D (1% 1/182) et de recombinants
complexes CRF02/A1 (1 % ; 1/182), CRFO2/CRF09 (1 % ; 1/182), CRF09_cpx (2 % ; 4/182)
et CRFO6_cpx (2 % ; 4/182) (Figure 18).
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Figure 18 : Distribution globale des sous-types et recombinants viraux dans la population

d’étude
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2.1.3. Fréquence de résistance aux différentes classes d’ARV

La fréquence de résistance a au moins une molécule ARV était de 74 % (134/182). La
figure 19 résume 1’émergence des résistances du VIH-1 aux différentes classes d’ARV. Elle
était de 87 % (117/134) aux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI), 81 %
(108/134) aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) et 37 %
(49/134) aux inhibiteurs de la protéase (IP). La fréquence de résistance a deux classes était de
45 % (60/134) aux INTI/INNTI et 12 % (16/134) aux INTI/IP. La fréquence de résistance aux
trois classes (INTI/INNTI/IP) était de 24 % (32/134).
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Figure 19 : Fréquence de résistance des patients de I’étude aux différentes classes d’ARV

Légende : INTI : inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse ; INNTI : inhibiteur non nucléosidique de la

transcriptase inverse ; IP : inhibiteur de la protéase.
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2.1.3.1. Fréquence de résistance aux INTI

La figure 20 résume 1’émergence des résistances du VIH-1 aux différents ARV de la classe
des INTI. La fréquence de résistance a 3STC/FTC était de 93 % (109/117), 62 % (73/117) a d4T,
58 % (68/117) a ZDV, 50 % (59/117) a ABC, 27 % (32/117) a ddl et 23 % (28/117) a TDF.
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Figure 20 : Fréquence de résistance des patients de 1’étude aux INTI

Légende : 3TC : lamivudine ; FTC : emtricitabine; d4T : stavudine ; ZDV : zidovudine ; ABC : abacavir, ddl:

didanosine ; TDF: tenofovir.

These Unigque de Biologic Humaine Tropicale (BHT) — Option Biochimic — Biologic Moléculaire 85



TROISIEME PARTIE : RESULTATS

2.1.3.2. Fréquence de résistance aux INNTI

La figure 21 résume 1’émergence des résistances du VIH-1 aux différents ARV de la classe
des INNTI. La fréquence de résistance a EFV et a NVP était respectivement de 94 % (102/108

et 101/108). Celle a RPV était de 63 % (22/108) et de 20 % a ETR.
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Figure 21 : Fréquence de résistance des patients de I’étude aux INNTI

Légende : EFV : efavirenz ; NVP: nevirapine ; RPV : Rilpivirine ; ETR: Etravirine.
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2.1.3.3. Fréquence de résistance aux IP

La figure 22 résume 1’émergence des résistances du VIH-1 aux différents ARV de la classe
des IP. La fréquence de résistance a IDV était de 84 % (41/49), 78 % (38/49) a LPVI/r, 63 %
(31/49) respectivement a SQV/r et fosAPV/r, 61 % (30/49) a NFV, 57 % (28/49) a ATVIr, 43 %
(21/49) a TPV/r et 14 % (7/49) a DRVIr.
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Figure 22 : Fréquence de résistance des patients de |’étude aux IP

Légende: IDV: indinavir; LPV/r: lopinavir/ritonavir ; SQVI/r:  saquinavir/ritonavir ;  fosAPV/r:
fosamprenavir/ritonavir ; NFV: nelfinavir ; ATV/r: atazanavir/ ritonavir ; TPV/r: tipranavir/ritonavir ; DRV/r:

Darunavir/ritonavir.

These Unigque de Biologic Humaine Tropicale (BHT) — Option Biochimic — Biologic Moléculaire 87



TROISIEME PARTIE : RESULTATS
2.1.4. Fréquence des mutations de résistance dans différentes classes d’ARV

Les mutations de résistance fréqguemment rencontrées étaient la substitution d’une
Méthionine en position 184 par une Valine (M184V) (88 %) et les « thymidine analogue
mutations (TAMS) » (la substitution d’une Thréonine en position 215 par une Tyrosine/
Phénylalanine (T215Y/F), la substitution d’une Méthionine en position 41 par une Leucine
(M41L), la substitution d’une Leucine en position 210 par un Tryptophane (L210W), la
substitution d’un acide aspartique en position 67 par une Asparagine (D67N), la substitution
d’une Lysine en position 70 par une Arginine (K70R) et la substitution d’une Lysine en position
219 par une Glutamine/Acide glutamique (K219Q/E)) (23 %) pour les INTI. Pour les INNTI,
la substitution d’une Lysine en position 103 par une Asparagine (K103N) (65 %) était
fréquemment rencontrée. Concernant les IP, les plus rencontrées étaient la substitution d’une
Histidine en position 69 par une Lysine (H69K) (84 %), la substitution d’une Lysine en position
20 par une Isoleucine (K20I) (73 %) et la substitution d’une Méthionine en position 36 par une
Isoleucine (M361) (71 %) pour les mutations mineures et la substitution d’une Méthionine en
position 46 par une Isoleucine (M461) (67 %) pour les mutations majeures.

2.1.5. Distribution des mutations primaires responsables de la résistance aux ARV

Les mutations primaires responsables de la résistance & de nombreux ARV ont été
retrouvées dans toutes les classes d’ARV. Ainsi, la résistance croisée aux 7 ARV de la classe
des INTI était le fait de la substitution d’une Lysine en position 65 par une Arginine (K65R)
(71 % ; 5/7) et la substitution d’une Glutamine en position 151 par une Méthionine (Q151M)

(57 % ; 417) retrouvées respectivement chez 1 et 5 patients.

La résistance croisée aux 4 INNTI a été observée chez 23 patients. Elle était due a la
substitution d’une Tyrosine en position 181 par une Cystéine (Y181C) (100 % ; 4/4). 75 % (3/4)
des résistances a 3 INNTI étaient le fait de la substitution d’une Lysine en position 101 par un
acide glutamique (K101E), la substitution d’un acide glutamique en position 138 par une Lysine
(E138K) ou la substitution d’une Méthionine en position 230 par une Leucine (M230L). Ces
mutations ont été retrouvées chez 5, 1 et 2 patients respectivement pour K101E, E138K et
M230L.

Dans la classe des IP, les mutations majeures responsables de la résistance a 22 % (2/9)
des IP étaient la substitution d’une Isoleucine en position 84 par une Valine (I84V) et la
substitution d’une Asparagine en position 88 par une Sérine (N88S). Ces mutations ont éte

retrouvées chez 20 et 2 patients (respectivement pour 184V et N88S) (Tableau XVIII).
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Tableau XVIII : Répartition des résistances aux ARV chez les patients de I’étude

Mutations (ARV sensible) Nombre de patients (%)
Mutations primaires : INTI (N= 117)

M184V/1 (3TC/FTC) 106 (91)
T215I/N/VIYIF (ZDV, d4T) 53 (45)
Q151M (ZDV, ddl, d4T, ABC) 1(1)
K65R (3TC/FTC, ddl, d4T, ABC, TDF) 5(4)
L74V/1 (ddi, ABC) 25 (9)
V75M/T (d4T) 5(4)
Y115F (ABC) 7 (6)
K70E (TDF) 9(8)
Mutations primaires : INNTI (N= 108)

K103N/S (EFV, NVP) 72 (67)
L1001 (EFV, NVP) 8(7)
K101E (EFV, NVP, RPV) 5(5)
K101P (RPV) 2(2)
V106M (EFV, NVP) 1(1)
E138K (EFV, RPV, ETR) 1(1)
E138A/G/Q (RPV) 20 (19)
Y181C (EFV, NVP, RPV, ETR) 23 (21)
Y181V (RPV, ETR) 1(1)
Y188C/L (EFV, NVP) 13 (12)
Y188L (RPV) 11 (10)
G190A/S (EFV, NVP) 17 (16)
P225H (EFV) 22 (20)
M230L (EFV, NVP, RPV) 2(2)
A98S (NVP) 2(2)
H221Y (RPV, ETR) 13 (12)
Mutations majeures : IP (N= 49)

M461/L (IDV) 34 (69)
V82A/FIT (IDV) 18 (37)
184V (IDV, NFV) 20 (41)
G48V (SQVIr) 2 (4)
N88S (NFV, ATVI/r) 2 (4)
L90M (NFV) 4 (8)
150V (fosAPV) 49 (2)
147A (LPV/r) 2 (4)
L76V (LPV/r) 20 (41)

Légende : N : Nombre de personne avec une mutation ; INTI : inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase
inverse ; INNTI : inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse ; IP : inhibiteurs de la
protéase ; M : Méthionine ; V : Valine ; T : Thréonine ; Y : Tyrosine ; F : Phénylalanine ; L : Leucine
; N Asparagine ; K : Lysine ; Q : Glutamine; E : Acide glutamique ; R : Arginine ; | : Isoleucine ; S
: Sérine ; C : Cystéine; P : Proline ; H : Histidine ; A : Alanine ; G : Glycine ; 3TC: lamivudine ; FTC:
emtricitabine ; d4T: stavudine ; ZDV: zidovudine ; ABC: abacavir, ddl: didanosine ; TDF: tenofovir ;
EFV: efavirenz ; NVP: nevirapine ; RPV: Rilpivirine ; ETR: Etravirine ; IDV: indinavir ; LPV/r:
lopinavir/ ritonavir; SQV/r: saquinavir/ ritonavir ; fosAPV/r: fosamprenavir/ritonavir ; NFV:
nelfinavir ; ATV/r: atazanavir/ ritonavir ; TPV/r: tipranavir/ ritonavir ; DRV/r: Darunavir/ritonavir.
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Profil de mutation de résistance aux inhibiteurs de protéase chez les enfants sous

traitement antirétroviral depuis au moins 6 mois a Abidjan (Cote d’Ivoire)

L’analyse phylogénétique du gene de la protéase des enfants a mis en évidence une
distribution hétérogene de 4 souches non B du VIH-1 parmi lesquelles le CRF02_AG (85 %)
était prédominant.

Les enfants infectés par les souches non B du VIH-1 présentaient une fréquence élevée de
mutations mineures. Les plus fréquentes étaient : M361, K201, H69K, L89M, 154V et G16E.
Les mutations majeures rencontrées étaient V82A, M461, L90M et L76V.

Ces résultats sont superposables a ceux de Anejo-Okopi et al., 2014 et Mossoro-Kpinde
et al., 2017 qui estiment que les mutations mineures M361, K201, H69K, L89M et G16E font
parties des mutations couramment rencontrées dans les souches non B du VIH-1 et
correspondraient au polymorphisme naturel dans le géne de la protéase de ces souches.
Toutefois, 1’accumulation et 1’association a d’autres mutations « Mmineures» comme au
codon 10, peut affecter la sensibilité de certains IP comme le SQV/r et ’ATV/r. L’ATV/r étant

I’une des 2 molécules IP couramment prescrites en Cote d’Ivoire.

Les mutations majeures de 1’étude ont été retrouvées dans d’autres études réalisées sur la
résistance chez les enfants. Ainsi, Rossouw et al., 2015 et Salou et al., 2016 ont observé toutes
les mutations majeures de notre étude, a savoir V82A, M461, L90M et L76V. Kuhn et al., 2014
ont relevé 3 des 4 mutations majeures, a savoir M461, V82A et L76V. Giandhari et al., 2015

ont observé 2 des 4 mutations majeures a savoir V82A et M46l.

Tous les enfants avec une résistance avaient en commun les profils de mutations
mineures M361 et K20l caractéristiques des sous-types non B de VIH-1. Les profils de
résistance comprenaient en plus H69K (88 %), L89M (75 %), 154V (63 %), G16E (50 %) et
V82A (75 %), M461 (63 %), L90OM (38 %), L76V (13 %) pour les mutations mineures et

majeures respectivement.

L’interprétation de ces mutations selon ’algorithme de I’ANRS a permis de les associer a
I’inefficacité des IP du VIH-1. Ainsi, M361 fait partie des mutations mineures qui associées a

d’autres mutations entrainent une résistance a IDV, FPV/r et TPV/r. De méme, ’addition de
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K20I a d’autres mutations entraine une résistance a SQV/r. Dans le méme registre, H69K et
L89M entrainent une résistance & TPV/r chez les VIH-1 sous type B. Aussi I’association de
154V a certaines mutations conduit & une résistance a IDV, FPV/r et LPV/r. G16E associée a
d’autres mutations entraine une résistance a ATV/r. V82A et M46I sont responsables de la
résistance a IDV. L90M et L76V sont responsable de la résistance a NFV et LPVI/r

respectivement.

Parmi les enfants avec une résistance, 2 étaient en premiere ligne de traitement. Leurs
régimes thérapeutiques au moment de 1’échec étaient composés respectivement de
DDI+3TC+EFV et AZT+3TC+EFV. Les enfants en deuxiéme ligne étaient au nombre de 6,
avec des régimes thérapeutiques composés de ABC+DDI+LPV/r, ABC+3TC+LPV/r et
AZT+DDI+ LPV/r respectivement pour 3, 2 et 1 enfants. Aucune résistance a TPV/r et DRV/r
n’a été observée. On a noté une résistance a IDV et FPV/r avec une fréquence de 75 % (6/8),

NFV et SQV/r avec une fréquence de 50 % (4/8), ATV/r 38 % (3/8) et LPV/r 25 % (2/8).

En Cote d’Ivoire, LPV/r et ATV/r sont les 2 IP couramment utilisés chez les enfants. La
prévalence de résistance a ces molécules reste modérément élevee (25% et 38 %
respectivement pour LPV/r et ATV/r). La résistance développée par les enfants en premiere
ligne serait probablement le résultat de virus résistants transmis. Les enfants en deuxiéme ligne
avaient un régime thérapeutique a base de LPV/r au moment de 1’échec. La résistance a ATV,

IDV, FPV/r, NFV et SQV/r serait le fait de résistance croisée.
Résistance aux antirétroviraux chez des personnes infectées par le VIH en échec
virologique en Cote d’Ivoire, Afrique de I’Ouest

Il a été déterminé les profils phylogénétiques et de résistance du VIH-1 aux ARV chez des

patients traités depuis au moins 12 mois a Abidjan (Cdte d’Ivoire).

Nous avons constaté que 26 % des patients sous traitement depuis au moins 12 mois, qui
avaient une indication de TGR, n’avaient aucune mutation de résistance. Cette proportion est
approximativement égale a celle obtenue au Rwanda (27 %) chez des patients en échec

virologique sans mutations de résistance aux ARV (Ndahimana et al., 2016).

Par conséquent, 1’un des objectifs de ’ONUSIDA qui est d’avoir 90 % de personnes sous

traitement antirétroviral ayant une charge virale supprimée (ONUSIDA, 2014) ne serait pas
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encore atteint. Les autorités sanitaires doivent faire des efforts dans ce sens pour atteindre cet
objectif a I’horizon 2020.

Pres de trois quarts des patients (74 %) présentaient des virus résistants a au moins une
molécule antirétrovirale. Cette prévalence est proche de celle obtenue au Sénégal et en Guinée
Conakry (Diouara et al., 2014). La proportion de patients avec des virus résistant aux mono-
classes était de 87 %, 81 % et 37 % respectivement aux inhibiteurs nucléosidiques de la
transcriptase inverse (INTI), aux inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse
(INNTI) et aux inhibiteurs de la protéase (IP). Elle est sensiblement égale a celle obtenue au
Mali et au Kenya en ce qui concerne les INTI et INNTI (Fofana et al., 2014 ; Kantor et al.,
2014). Pour ce qui est des IP, elle varie entre 0 % et 50 % dans les pays a ressources limitées
(Hosseinipour et al., 2013). Des prévalences de 18 % et 22 % ont été observées dans la méme

région (Ajose et al., 2012 ; Boender et al., 2016). Notre étude confirme cette tendance.

Les virus résistants a deux classes ont été isolés chez 45% et 12 % des patients
respectivement pour les INTI/INNT et INTI/IP. Pour ce qui est de I’association INTI/INNT, la
prévalence est estimée a 47 % en Zambie et 52 % au Cameroun et au Guatemala (WHO, 2017).
Ces valeurs sont similaires a celles de notre étude. Quant a 1’association INTI/IP la prévalence
notée dans notre étude était en deca de celle obtenue par d’autres auteurs (22 %) (Boender et
al., 2016).

Dans 24% de cas, les patients avaient des virus résistants aux trois classes
(INTI/INNTU/IP).

Cela nous interpelle sur la nécessit¢ d’un monitorage virologique incluant les TGR pour

I’optimisation des traitements.

Notre étude confirme ainsi une prévalence élevée de la résistance aux différentes classes
d’ARYV en Cote d’Ivoire.

Les profils de résistance des ARV analysés individuellement ont révélé une faible
résistance a la didanosine (ddl) (27 %) et au ténofovir (TDF) (23 %) dans la classe des INTI.
Dans celle des INNTI, seulement 6 % des patients avaient des virus sensibles a I’éfavirenz
(EFV) et a la névirapine (NVP). Une résistance modérée a I’étravirine (ETR) (20 %) a été
constatée contrairement a la rilpivirine (RPV) (63 %). Pour les IP, 86 % des patients avaient un

virus sensible au darunavir/ritonavir (DRV/r) et 57 % a tipranavir/ritonavir (TPV/r).
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Notre étude a confirmé la résistance des virus a la deuxiéme génération de INNTI (ETR et
RPV). Nos résultats corroborent ceux obtenus au Togo avec des proportions sensiblement
égales, 21,5 % et 64,4 % respectivement pour ETR et RPV (Konou et al., 2015).

Les mutations de résistance fréquemment rencontrées dans notre étude étaient M184V
(88 %) et les TAMS (23 %) pour les INTI. Pour les INNTI, on avait K103N (65 %). Concernant
les IP, HE9K (84 %), K201 (73 %) et M361 (71 %) pour les mutations mineures et M461 (67 %)

pour les majeures.

La prévalence ¢levée de ces mutations dans notre étude a été confirmée par d’autres

auteurs.

Pour ce qui est des mutations aux INTI, nos résultats sont proches de celles obtenues au
Togo (M184V (88 %) et les TAMS (Thymidine Analogue Mutations) fréquemment rencontrées
étaient M41L, D67N/D, K70R, K219E/Q et T215Y/F) (Dagnra et al., 2016), au Nigeria
(M184V (89 %) et TAMS (27 %)) (Chaplin et al., 2011) et au Mali (M184V (76 %) et les
TAMS retrouvées étaient M41L, D67N, L210W et T215Y/F/N) (Fofana et al., 2014).

Concernant les mutations aux INNT]I, nos observations ne sont pas tres éloignées de celles
obtenues en Afrique du Sud (K103N (50 %)) (Etta et al., 2017) et en Mauritanie (K103N
(43 %)) (Fall-Malick et al., 2014).

Une étude réalisée en Inde révéle que les mutations fréquemment observées conférant une

résistance aux INTI et aux INNTI étaient respectivement M184V (90 %) et K103N (45 %)
(Kandathil et al., 2009).

En ce qui concerne les mutations majeures aux IP, nos résultats sont superposables a ceux
d’une étude réalisée en Afrique subsaharienne qui indique que M461 (86 %) est fréquemment
rencontré (Boender et al.,, 2016). Le méme constat a été fait chez des patients en Inde
(Kandathil et al., 2009). Les mutations mineures de notre étude ont été identifiées comme
faisant parties des mutations mineures freqguemment retrouvées chez des patients au Nigeria
(M361 (93 %), K201 (77 %) et H69K (86 %)) (Anejo-Okopi et al., 2013). Cette méme
remarque a été faite chez des patients qui avaient en commun le CRF02_AG (Anejo-Okopi et
al., 2014).
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Les mutations pouvant induire une résistance majeure en fonction des TAR sont K65R et
Q151M pour les INTI, Y181C pour les INNTI et 184V et N88S pour les IP.

En effet, I’administration de d4T est associée a I’émergence des mutations Q151M et K65R
qui conferent une résistance croisée aux INTI (Nouhin et al., 2013). La sélection de telles
mutations est une question critique en Cote d’Ivoire ou les molécules de la classe des INTI
disponibles pour le traitement de deuxieme ligne restent limitées. Bien que les principales
raisons pour lesquelles I’OMS ait recommandé en 2010 de réduire ou d’abandonner I’utilisation
du d4T dans le cadre d’un traitement ARV de premiére ligne dans les pays aux ressources
limitées soient liées a une toxicité excessive (WHO, 2009), nos observations corroborent cette
orientation en raison de I’association avec des mutations qui rendent le virus résistant a la

plupart ou a la totalité des INTI disponibles en Céte d’Ivoire.

De nombreux pays aux ressources limitées, comme la Cote d’Ivoire ont adopté et adapté a
leurs contextes les recommandations 2013 et 2014 de ’OMS (WHO, 2013; WHO, 2014 ;
PNLS, 20159). Ainsi, le protocole thérapeutique basé sur les INNTI est largement utilisé
comme régime initial pour les patients adultes et adolescents n’ayant jamais recu de traitement
contre le VIH-1 (PNLS, 2015) 2. Mais le probléme avec la premiére génération d’INNTI est sa
faible barriere génétique et sa résistance croisée (Teeranaipong et al., 2016). Ainsi, une
mutation telle que Y181C ou K103N entraine une résistance de haut niveau a la premiere
génération de INNTI (NVP et EFV) et une résistance de niveau intermédiaire a la deuxiéeme
génération (RPV et ETR) (Teeranaipong et al., 2016 ; Diphoko et al., 2018) pas encore
disponible en Cote d’Ivoire (PNLS, 2015) @ De plus, I’association de Y181C a d’autres
mutations peut exacerber de facon synergique la résistance a ETR et RPV (Teeranaipong et
al., 2016). Par conséquent, la détection précoce de telles mutations serait indispensable pour
préserver I’activité des futurs régimes thérapeutiques incluant les INNTI.

La résistance aux IP est la conséquence de I’accumulation de substitutions d’acides aminés
dans la protéase (Baxter et al., 2016). Ainsi 184V et N88S sont des mutations non-
polymorphiques conduisant a la résistance a I’'IDV et NFV pour le premier et a ATV/r et NFV
pour la seconde mutation. Le groupe d’experts sur les directives antirétrovirales pour les adultes
et les adolescents, recommande la non utilisation de certains ARV dont I’'IDV et NFV en raison
de la puissance antivirale sous-optimale, les toxicités inacceptables, la charge de pilule élevée,
ou les préoccupations pharmacologiques (Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and

Adolescents, 2018). Nos observations corroborent cette prédisposition en raison de leurs

These Unique de Biologie Humaine Tropicale (BHT) — Option Biochimie — Biologie Moléculaire 9



QUATRIEME PARTIE : DISCUSSION

associations avec des mutations qui rendent le virus résistant a certains IP dont ATV/r qui est
une des options préférentielles dans les schémas de deuxiéme ligne en Cote d’Ivoire (PNLS,
2015) &,

Au vu des observations, il existe un besoin réel et croissant d’un acces accru a des options
de médicaments de troisieme ligne, idéalement guidées par des tests de résistance génotypique,
pour assurer le succes du traitement du VIH-1 en Cote d’Ivoire. En prévision, des efforts accrus
doivent étre déployés pour réduire les prix des médicaments de troisieme ligne actuellement

chers pour les programmes, y compris les inhibiteurs DRV/r et raltégravir (RAL).

La synthése des différentes analyses phylogénétiques a montré que le CRF02_AG (83 %)
était le plus représenté. On a noté également la circulation du sous-type A (9 %), B (2 %), C
(1%), D (1 %) et de recombinants complexes CRF02/A1 (1 %), CRF02/CRF09 (1 %),
CRF09_cpx (2 %) et CRF06_cpx (2 %).

La prédominance du CRF02_AG et I’évolution de la diversité génétique des souches
circulantes ont été observées dans plusieurs pays d’Afrique de 1’Ouest (Anejo-Okopi et al.,
2014 ; Loubet et al., 2015 ; Dagnra et al., 2016). Notre étude confirme ainsi cette tendance et

la nécessité d’établir une surveillance de la dynamique de ces souches.
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CONCLUSION

Notre étude était constituée d’une cohorte de 243 patients. Elle était composée de 61
enfants issus d’une cohorte nationale prospective au CIRBA de 2012 a 2013 regroupant 260
enfants infectés par le VIH-1 et 182 patients adultes ayant une indication de TGR du VIH-1 et
suivis en routine de juin 2015 a juillet 2017 au CIRBA.

Les TGR sur les génes de la protéase et de la transcriptase inverse ont été realises et
interprétés selon 1’algorithme de I’ANRS. Les arbres phylogénétiques réalisés grace au logiciel
Clustal W implanté dans le programme BioEdit v7 et le logiciel Mega7 ont permis de

déterminer les sous types viraux.

L’¢tude a permis de confirmer la prédominance du CRF02 AG mais a montré une
évolution de la diversité génétique des souches circulantes en Cote d’Ivoire. Elle démontre ainsi

la nécessité d’établir une surveillance de la dynamique de ces souches.

Elle a rendu possible la détermination des mutations mineures et majeures sur le gene de
la protéase du VIH-1 associées a la résistance aux IP chez les enfants. Le LPV/r et I’ATV/r sont
les 2 IP utilisés chez les enfants infectés par le VIH-1 en Cote d’Ivoire. La mutation majeure
responsable de la résistance a LPV/r était L76V. Aucune mutation majeure n’était responsable
a elle seule de la résistance a ATV/r. La combinaison des mutations mineures et majeures
fréquemment associées a 1’inefficacit¢ des molécules était I’association de 4 mutations, 154V,
V82A, L90M et M461 pour LPV/r et I’association de 3 mutations, G16E, L90M et M461 pour
ATV/r. Aucune résistance a TPV/r et DRV/r n’a été observée. TPV/r n’étant pas disponible
dans notre contexte, DRV/r en raison de sa barriére génétique reste une molécule de choix dans
les traitements relais comportant un IP, notamment dans les schémas de troisieme ligne de

traitement.

L’étude a aussi donné I’occasion de décrire le profil de résistance du VIH-1 aux ARV chez
des patients adultes traités en échec virologique en Cote d’Ivoire. Les mutations de résistance
fréquemment rencontrées étaient M184V et les TAMS pour les INTI. Pour les INNTI, on avait
K103N. Concernant les IP, H69K, K201 et M361 pour les mutations mineures et M461 pour les
mutations majeures. Les mutations pouvant induire une résistance majeure en fonction des TAR
étaient K65R et Q151M pour les INTI, Y181C pour les INNTI et 184V et N88S pour les IP.
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Elle a de méme permis de :

— Montrer une prevalence élevée de la résistance chez les patients en échec thérapeutique suivi

en routine en Cote d’Ivoire ;

— Montrer la nécessité d’un acces accru a des options de médicaments de troisieme ligne,
idéalement guidées par des TGR, pour assurer le succes du traitement du VIH-1 en Cote

d’Ivoire ;

— Montrer que des efforts doivent étre déployés pour réduire les prix des médicaments de
troisieme ligne actuellement chers pour les programmes, y compris les inhibiteurs DRV/r et
Raltégravir (RAL).

PERSPECTIVES

Comme perspectives pour ce travail, nous nous proposons d’évaluer :

— Le polymorphisme du gene de I’intégrase du VIH-1 pour identifier les mutations de
polymorphismes pouvant induire une résistance aux inhibiteurs d’intégrase en vue de

I’amélioration de 1’algorithme du traitement ARV du VIH-1;

— La transmission de variants minoritaires par la technique de séquencage de nouvelle
génération (NGS) par ce que les tests de résistance actuellement utilisés en pratique clinique ne
permettent pas la détection de sous-populations minoritaires en dessous d’un seuil

correspondant a 20 % de la population globale.
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ANNEXES

Annexe 1: Facs Calibure

A

S BD FACSCalibur

Annexe 1: Facs Calibur (Becton Dickinson)
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Annexe 2: Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan

Annexe 2:Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan (Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne)
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Annexe 3:Thermocycleur Gene Amp PCR System 9700

Annexe 3: Thermocycleur GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem)
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Annexe 4: Dispositif d'électrophorése sur gel d'Agarose

PREYEIE T

Annexe 4: Dispositif d'électrophorése sur gel d'Agarose
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Annexe 5: Transilluminateur

_GPECTROLINE' W
Ultraviolet Transilluminator i

.

Annexe 5: Transilluminateur (Spectroline, Westbury, New-York, USA)
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Annexe 6: Séquenceur Genetic Analyser 3130

i
i
i
?
5

Annexe 6: Séquenceur Genetic Analyser 3130 (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France)
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Annexe 7: Données du séquenceur visualisé sous forme de séquences nucléotidiques
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Annexe 7 : Données du séquenceur visualisé sous forme de séquences nucléotidiques
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Annexe 8: Données du séquenceur visualisé sous forme d'¢lectrophorégrammes
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Annexe 8 : Données du séquenceur visualisé sous forme d’électrophorégrammes
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Annexe 9: Lettre d'accord du CNER (N° 3408/MSHP du 22/06/2012)

FAIMISTERE DE LA S0 MTE REPLIBLIG LE DE COTE CriWDoRE
CT 0D LA LUTTE COHTRE LE i, L LA LS E T R
CaAINET

CEAITE KATIDNAL CFETHIOUL IT
DE L& RECHERCHE (CMER )

ETL LN 57 MM 2012

WY eSS CMER-din Sbidjar, [«
Ao
Dhcteur Fluesinas I aquin Toel
1P ASRES)

QEJET: Autarisalion de mitse an zuere du projot de rechercke Gmtitoelé o Evaluation de la
régistanoe auk antirétrevirouk cher des enfants traités depuls au meins & mais an
Cote d'ivaire o [FASRES].

[hackear,

Al cours de la session du mercredi 11 awil 2002, e Comite Baticnl 358 higue of de

G Recircns I:C'?{EF:] i emrming wolre demande d auterisaiion de mise en aouweng du projet

Cilde an akje,

Sous catte parspaciive, ol & ébé dmis un avis Tavorable sous chaerde de la prise an
conpie des observations du eomitd & Pulilisation de o projosale.

Far consenuenl, jo donnn enoavis faverahle sous réserve dies ohservations & prendre
rn comate,

Toutefnis, || faut noter qua lz valicite de colle autorisation ost d°um (1) an H oompter
de b dake de signatuce.

Far allleurs, wouws saurai-jg grd de bien vouloir Transmelire &u CNORE wne aepie de
rappast da cetre Studs.

e prie ol pgrcer, Docieur, Veagprossion de mas salutations distingugss.

L Til: <225 5B ASEE 25 o = 25 22 A8 55 05

-rail : izresksumbnElyaboe.ie
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Annexe 10: Notice d'information
EVALUATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIRETROVIRAUX CHEZ DES
ENFANTS TRAITES DEPUIS AU MOINS 6 MOIS EN COTE D’IVOIRE

Approuvée par le Comité d’Ethique de Cote d’Ivoire N° 3408/MSHP du 22/06/2012
Centre Intégré de Recherches Biocliniques d’Abidjan, Abidjan, Céte d’Ivoire
Promoteur: PASRES, Centre Suisse de Recherches Scientifiques en Cote d*lvoire
Tél: (+225) 23-47-28-29

Investigateur: Dr Thomas d’Aquin Toni (CIRBA, Abidjan, Cote d’Ivoire)

Note d’information au patient

Merci de lire attentivement ce document d'information. Le médecin qui vous re¢oit pourra vous
donner toutes les informations complémentaires nécessaires a sa compréhension. N'hésitez pas

a le refaire lire ou a demander des explications si vous ne comprenez pas certains passages.

Qu’est-ce que « I’infection par le virus VIH » et le « SIDA »?

L'infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est désormais présente dans tous
les pays du monde. En Céte d'lvoire, un grand nombre de personnes ont déja été contaminées.
L'infection par le VIH ne veut pas nécessairement dire SIDA. Quand on est infecté par le virus,
les défenses du corps contre les infections (on dit aussi les défenses immunitaires) disparaissent
petit a petit. En général, au début on ne s’apergoit de rien, puis au bout de quelques années les
défenses immunitaires sont moins fortes, on devient fragile et on tombe de plus en plus souvent
malade parce qu’on n’arrive plus a se défendre contre les maladies. Le SIDA est une maladie
grave qui n'apparait en général que plusieurs années apres la contamination par le VIH. Si de
nombreux progres ont été réalisés dans la prise en charge des sujets infectés par le VIH, de
nombreuses questions scientifiques et médicales restent encore sans reponses. Cette

connaissance est essentielle pour I’amélioration de I’efficacité des traitements.

Il existe deux types de VIH appelés VIH-1 et VIH-2. Ces deux types de virus causent le SIDA.
Il existe des traitements qui permettent de bloque la réplication du virus. Ces traitements
deviennent parfois inefficaces a cause de la résistance aux médicaments. Les tests de résistance

sont tres chers et ne sont pas offerts dans le cadre du programme national. Ces tests permettent
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de savoir quel medicament est encore efficace et optimiser ainsi la nouvelle prescription des

médecins.

Comment se déroulera 1’étude?

Si vous acceptez de participer a cette étude, un médecin vous examinera soigneusement afin de
connaitre votre état. Ce méme jour, un prélevement de sang sera réalisé. Cette étude nécessite
une (01) seule visite. Les examens biologiques de routines et les examens specifiques de
I’étude seront réalisés sur les échantillons de sang. Vous bénéficierez des résultats de ces

examens.

Nous prendrons en charge sous la forme d'un forfait vos frais de déplacement pour ce rendez-
vous. Vous aurez droit a une collation et bénéficierez gratuitement au cours de I’année de deux

bilans biologiques comprenant la charge virale.

Confidentialité:

Toute information vous concernant sera rigoureusement confidentielle et protégée par les régles
strictes du secret médical auquel est tenue toute I'équipe participant au projet. Les résultats des
examens pratiqués sont strictement confidentiels. Les données recueillies seront rendues
anonymes avant d'étre utilisées dans le cadre de cette recherche par les responsables du projet.
Enfin, si vous le souhaitez, vous serez personnellement informé(e) par votre médecin des
résultats de cette recherche des gu'ils seront disponibles.

Cette étude a été approuvée par le Comité National d’Ethique et de la Recherche.

Adresse boite postale: 22 BP 80 Abidjan 22, Céte d’Ivoire Renseignements - Secrétariat: 22 40
29261/ 24

Courriel : lou.penali@gmail.com

Projet approuvé par le Comité National de 1’éthique et de la Recherche (no d’approbation...),

Si vous acceptez de participer a cette étude, il vous suffit de signer le formulaire de
consentement de participation. Un exemplaire du document complet vous sera remis.

Nous vous remercions de votre collaboration.

Nom de I’investigateur ayant remis la note d’information: Dr Thomas d’ Aquin Toni, FMRPS-

CIRBA, 18 BP 2071 Abidjan 18, Tél: 21 24 09 24. Date ...... l...... [oceiiun.
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Annexe 11: Formulaires de consentement et d'assentiment

EVALUATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIRETROVIRAUX CHEZ DES
ENFANTS TRAITES DEPUIS AU MOINS 6 MOIS EN COTE D’IVOIRE

Approuvée par le Comité d’Ethique de Cote d’Ivoire N° 3408/MSHP du 22/06/2012
Centre Intégré de Recherches Biocliniques d’Abidjan, Abidjan, Cote d’Ivoire

Promoteur: PASRES, Centre Suisse de Recherches Scientifigues en Co6te d'lvoire
Tél: (+225) 23-47-28-29

Investigateur: Dr Thomas d’Aquin Toni (CIRBA, Abidjan, Cote d’Ivoire)
Formulaire de consentement

Je soussigné, M OUMIME .....o.iiniii i Certifie que:
Le médecin désigné ci-dessous m’a proposé de participer a 1’étude, selon ce qui est décrit dans

la note d’information.

0 J’ai lu cette note et je 1’ai comprise
0 On m’a lu cette note en frangais et je 1’ai comprise
0 On m’a traduit cette note et je 1’ai comprise

J’en ai discuté avec ce médecin qui m’a expliqué les avantages et les inconvénients de cette
étude.

J’ai notamment bien compris que je suis libre d’accepter ou de refuser cette proposition, et que
si je m’engage dans cette étude, je pourrai ensuite changer d’avis et interrompre ma
participation sans en étre inquiété(e) et en continuant a bénéficier des mémes conditions de
traitement et de suivi.

J’accepte de participer a cette étude.

J’autorise que les données confidentielles qui me concernent soient consultées et analysées par
les personnes qui collaborent a la recherche et qui sont tenues au secret médical.

Jaccepte que des échantillons de mon sang soient conservés au laboratoire d’analyses
biologiques dans mon pays. Ces échantillons pourraient étre utiles pour des recherches futures

sur le VIH, et seulement pour les analyses demandées.
Fait a Abidjan le
Signature
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Je soussigné, Dr S

certifie avoir expliqué a la personne susnommée 1’ intérét et les modalités d’inclusion et de suivi
dans notre projet de recherche. Je m’engage a faire respecter les termes de la notice

d’information, les droits et libertés individuels ainsi que les exigences d’un travail scientifique.

Cette explication s’est faite:

0 Exclusivement en francais
0 Par moi-méme, avec ’aide d’une autre langue
0 Avec I’aide d’un traducteur, dans une autre langue

Fait & Abidjan le

Signature
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EVALUATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIRETROVIRAUX CHEZ DES
ENFANTS TRAITES DEPUIS AU MOINS 6 MOIS EN COTE D’IVOIRE

Approuvée par le Comité d’Ethique de Cote d’Ivoire N° 3408/MSHP du 22/06/2012
Centre Intégré de Recherches Biocliniques d’Abidjan, Abidjan, Cote d’Ivoire

Promoteur: PASRES, Centre Suisse de Recherches Scientifiques en Cote d'lvoire
Tél: (+225) 23-47-28-29

Investigateur: Dr Thomas d’ Aquin Toni (CIRBA, Abidjan, Cote d’Ivoire)
Formulaire d’assentiment

Je soussigné, M ou Mme----------=-=-=-mnmmmmmmmen oo e

Certifie que:

Le médecin désigné ci-dessous m’a proposé de participer a I’étude, selon ce qui est décrit dans

la note d’information.

0 J’ai lu cette note et je 1’ai comprise
0 On m’a lu cette note en frangais et je 1’ai comprise
O On m’a traduit cette note et je 1’ai comprise

J’en ai discuté avec ce médecin qui m’a expliqué les avantages et les inconvénients de cette
étude.

J’ai notamment bien compris que je suis libre d’accepter ou de refuser cette proposition, et que
si je m’engage dans cette étude, je pourrai ensuite changer d’avis et interrompre ma
participation sans en étre inquiété(e) et en continuant a bénéficier des mémes conditions de
traitement et de suivi.

J’accepte de participer a cette étude.

J’autorise que les données confidentielles qui me concernent soient consultées et analysées par
les personnes qui collaborent a la recherche et qui sont tenues au secret médical.

Jaccepte que des échantillons de mon sang soient conservés au laboratoire d’analyses
biologiques dans mon pays. Ces échantillons pourraient étre utiles pour des recherches futures

sur le VIH, et seulement pour les analyses demandées.
Fait a Abidjan le

Signature
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Je soussigné, Dr S

certifie avoir expliqué a la personne susnommée I’intérét et les modalités d’inclusion et de suivi
dans notre projet de recherche. Je m’engage a faire respecter les termes de la notice

d’information, les droits et libertés individuels ainsi que les exigences d’un travail scientifique.

Cette explication s’est faite:

0 Exclusivement en francais
0 Par moi-méme, avec ’aide d’une autre langue
0 Avec I’aide d’un traducteur, dans une autre langue

Fait & Abidjan le

Signature
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Annexe 12: Formulaire d'enquéte

Etude résistance Enfants PASRES

(Approuvée par le CNER N° 3408/MSHP du 22/06/2012)
IDENTIFICATION DU PATIENT

N° du patient dans son dosSier : .........ccccccevveriereennn.

N° patient pour étude: PASR | |

DONNEES GENERALES SUR LE PATIENT

-

. Date de naissance: |||/l /Il
Jour  Mois Année

. Sexe: Masculin [] Féminin [

N

w

. Stade clinique de I’infection a VIH (OMS) au début du traitement :

100 200 3 ald

N

. Stade clinique de I’infection a VIH (OMS) actuel sous traitement : T| |
5. Niveau d’instruction du patient : Aucun [ Primaire [_] Secondaire [] Supérieur []

. Le patient a-t-il des rapports sexuels : Oui [ Si Oui: Protégés [_] Non protégés []

Non []

CARACTERISTIQUES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES ET SITUATION SOCIO-
ECONOMIQUE DES PARENTS

(o2}

7. Niveau d’instruction du parent: Aucun[_| Primaire[] Secondaire[ ] Supérieur []

8. Statut matrimonial actuel des parents:
Célibataire[ ]~ Unionlibre []  Marié []  Séparé[] Vveuf ]  Divorcé []

9. Les parents ont-t-il des revenus: Oui [_1 Si Oui: Revenus ponctuels [] Revenus réguliers []

Non|[ ]

10. Type d’activité des parents :
Sans emploi (1 secteur privé [l Fonctionnaire L1 Etudiant [] Retraité []

11.  Nombre de personnes vivant sous le méme toit ?|__||__|

These Unique de Biologie Humaine Tropicale (BHT) — Option Biochimie — Biologie Moléculaire 133



ANNEXES

TRAITEMENT
A demander au Patient ol aux Parents:

12. Avez-vous déja pris des ARVs avant votre prise en charge thérapeutique actuelle ?

o] N~NLJ nNspLl]
13. Avez-vous bénéficié précédemment de la PTME ? O 0 ~nO wsep O
14. Avez-vous changé de centre de traitement ? O 1 ~nO ~spOd

Tous les traitements (modifications, interruptions, reprises) doivent étre reportés de

maniére chronologique dans le tableau ci-dessous.

Commencer par la date du début du traitement et sa description, penser aux changements de
molécules depuis le début du traitement, noter si le patient a suspendu son traitement et s’il y

a eu des ruptures de stock ARVs qui ont touché le patient.

15. TABLEAU DES TRAITEMENTS (a remplir dans I’ordre chronologique)

Traitement De (jj/mm/aa) | A (jj/mm/aa) Raison *

code  Préciser (pour1,2,3,40u8

* Code Raison : 1= Toxicité/ effets secondaires (préciser), 2= Echec thérapeutique (préciser les

symptémes), 3 = Echec immunologique (préciser), 4 = Echec virologique (préciser), 5 = Désir

de grossesse, 6 = Rupture d’approvisionnement, 7 = Patient, 8§ = Autres (préciser).
DONNEES BIOLOGIQUES

Diagnostic
16. Date du premier test VVIH positif : Inconnue [_]

Connue [ ] |l Wl J_J_JI__|

17.  Typede VIH : VIH-1 [ viH2 [  wviH-1+2] Non déterminé [
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A Pinitiation du traitement :

18. Dosage CD4 a Pinitiation : Oui[_]  Non []

19. Si oui, donner : DatedesCD4 : | ||| | 1 | | |

ValeursCD4: | |||l |V cellulesrmm®| || |%

20. Mesure charge virale a Dinitiation: Oui (1 Nonld

21. Si oui, donner: Date charge virale: |___ ||}/ VI |
Valeur charge virale: ||| | Jl__ll__]| copies/ml

(N | N { o CTo

Données pendant le suivi :

22. Dosage CD4 : Oui u Non ]

23. Sioui,donner : DatedesCD4 : | ||| | 1 | | |

ValeursCD4: | |||l |l_ V/cellules’mm®|__[|_|%

24. Mesure charge virale : Oui [] Non []

25. Si oui, donner : Date charge virale: || V| /|

Valeur charge virale: ||| [ Jl__l[__]| copies/ml

| Il [togio

OBSERVANCE

26. Au cours de la semaine, vous est-il arrivé de manquer la prise de tout (ou partie) de
vos médicaments antirétroviraux ?
Oui, 1 jour []

Oui, 2 jours  []

Cochez une seule case Oui, 3 jours []
Oui, 4jours  []

Oui, plus de 4 jours []

Non, jamais []
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27. Au cours des 4 derniéres semaines, vous avez :
Respecté strictement toutes les prises (rythme et quantités) []
Respecté globalement les prises hormis quelques écarts []
Souvent modifié les prises []

Cochez une seule case Rarement respecté les prises []

Arrété tout traitement & la demande du médecin [_]
Arrété tout traitement de votre propre initiative[_]
Arrété tout traitement pour d’autres raisons [] PIECISCZ, .\ttt eie e eee e,

28. Au cours des 4 derniéres semaines, si vous avez arrété vos médicaments
antirétroviraux, a quand remonte la derniere prise ?

A moins d’une semaine (1 a 7 jours) []

Cochez une seule case Entre 1 et 2 semaines (8 & 14 jours) [ ]

Entre 2 et 4 semaines (15 & 28 jours) []

29. En général, lorsque vous avez manqué un traitement, donnez les raisons principales :
Motifs Cocher
Oubli Oui[ ] Non[]

Trop contraignant (heures de prise, nombre de comprimés, a jeun...) | Oui[ | Non[ ]

Eviter effets secondaires, les effets désagréables des médicaments | Oui[ | Non[ ]

Etat psychologique (le patient se sent malade, déprimé...) Oui[ ] Non[ ]
Bon état général (le patient se sent en forme) Oui[ ] Non[]
Contraintes vis-a-vis de I’entourage (travail, famille...) Oui[ | Non[ ]
Plus de medicament Oui[ ] Non[ ]
Adutres raisons a préciser : Oui[ ] Non[ ]
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Annexe 13: Lettre d'accord du CNESVS (N° 138-18/MSHP du 05/10/2018)

MIMISTERE DE L& SANTE REPUBLIQUE OE COTE D'IVOIRE
ET CE 'HYGIENE PUBLICGIUE URICH-DISCIFLINE - TRAVAIL

COMITE NATIONAL DETHIQUE M
DES SCIENCES DE LA VIE ET DE .
L SANTE (CNESWS)

--.;_'."'_.-'

Le Président
N/Réf: 138-18/MSHP/CNESVS-km

Abidian, leJ 5 OCT. 2018

A

Monsieur DECHI Jean-Jacques Renaud
Investigateur Principal/ Doctorant
UFHB - CIRBA

ABIDJAN

OBJET: Autorisation de mise en ceuvre du projet de recherche intitul -

«Résistance du VIH aux antirétroviraux dans une cohorte de patients suivis sclon une
approche de santé publique a Abidjan (République de Cate d*Ivoire)s.

Monsieur,

Le Comité National d*Ethique des Sciences de la Vie et de la Santé (CNESVS) a examiné votre
demande d awtorisation de mise en ceuvre du projet cité en objet.

Sous cette perspective, il a été émis un avis favorable 4 "utilisation de ce protocole.

Par conséquent, je vous autorise & meltre en ceuvre votre étude telle que soumise au Comité
Mational d"Ethique.

Toutefois, il faut noter que la validité de cette autorisation est d’un an (1) & compter de la date
de signature. Par ailleurs. je vous saurai gré de bien vouloir transmeltre au CNESVS une copie

du rapport de cette étude dés la fin de sa mise en ceuvre. 5D
. L H ] " . - - . 1 E .
Je vous prie dagréer, Monsieur, "expression de mes salutations distinguées. J_c,?gﬁﬁessrﬂgf; 4?,&

iy
. CNES"JE’\
Dr Louis PENA C'EE'?J‘,‘F} :
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Annexe 14: Notice explicative

RESISTANCE DU VIH AUX ANTIRETROVIRAUX DANS UNE COHORTE DE
PATIENTS SUIVIS SELON UNE APPROCHE DE SANTE PUBLIQUE A ABIDJAN
(REPUBLIQUE DE COTE D’IVOIRE)

Approuveée par le CNESVS N° 138-18/MSHP du 05/10/2018

Centre Intégré de Recherches Biocliniques d’Abidjan (CIRBA), Abidjan, Cote d’Ivoire
Promoteur: CIRBA

Tel: (+ 225) 21 24 09 24

Etudiant en Thése : DECHI Jean-Jacques Renaud (CIRBA, Abidjan, Cote d’Ivoire)
Encadreur Scientifique : Dr Thomas d’Aquin Toni (CIRBA, Abidjan, Cote d’Ivoire)
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NOTICE EXPLICATIVE

RESUME

Vous étes invité a participer a une étude parce que vous avez été diagnostiqué avec une maladie
spécifique et répondez aux criteres d'étude de participation. Avant de décider, vous devez
d’abord comprendre les risques et les avantages. Vous devrez lire attentivement cette notice
d’informations, poser des questions aux personnels pour mieux comprendre I’importance de
cette étude. Vous ne devriez pas y participer tant que vos questions ne sont pas traitées.
Rassurez-vous, vous ne serez pas identifié, la confidentialité sera assurée par le fait que votre
nom et votre/vos prénom (s) ne seront pas relevés; seul votre numéro d’anonymat sera
enregistré. Dans la base finale, votre numéro d’anonymat sera remplacé par un numéro d’ordre
ne permettant pas de remonter a vous.

Le principal objectif d’une étude de recherche en biologie médicale est de comprendre les
phénomenes pour aider chaque patient. La décision d'y adhérer ne vous fera perdre aucun
avantage médical. Votre médecin continuera a vous traiter selon les recommandations en
vigueur. Ce faisant, des parties de votre dossier médical peuvent contribuer a la recherche par
le promoteur de 1’étude.

Cette etude vise a déterminer le profil de résistance du VIH aux antirétroviraux (ARV) et la
phylogénie moléculaire chez des patients traités en échec thérapeutique a Abidjan (Céte
d’Ivoire).

Contexte et objet de la présente étude de recherche

Mr DECHI Jean-Jacques Renaud est un étudiant inscrit en thése de doctorat qui travaille sur la
résistance du VIH aux ARV chez des patients sous traitement. Cette étude permettra d’inclure
des patients sous traitement ARV depuis au moins 12 mois suivis en routine et ayant eu une
indication pour un TGR du VIH. Aucun nouveau prélevement biologique ne sera effectué. Les
échantillons de plasma qui avaient été stockés dans la biothéque (-80°C) du CIRBA au cours
des bilans biologiques de routine seront utilisés pour la réalisation des tests génotypiques
résistance (TGR).

PROCEDURES
1- Votre consentement éclairé sera recueilli avant d’analyser votre échantillon.

2- I’analyse de votre échantillon consistera a le retrouver dans la biothéque (-80°C) du CIRBA
et a effectuer le TGR.
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3- Les fichiers de I’étude seront identifiés par des numéros d’anonymat. Dans la base finale, les
numéros d’anonymat seront remplacés par des numéros d’ordre ne permettant pas de
remonter a vous.

RISQUES

Il n’y a aucun risque corporel pour le patient qui participe a 1’é¢tude. Aucun nouveau
prélévement biologique ne sera effectué. Pour éviter des fuites d’information sur 1’identité des
patients, les investigateurs seront formés a la confidentialité.

RESULTATS DE RECHERCHE

Les résultats des analyses réalisées ne seront pas pertinents pour le patient participant a 1’étude.
En effet, I’échantillon de plasma qui sera analysé est stocké depuis plusieurs années antérieures
a I’¢état virologique actuel du patient participant a 1’étude.

AVANTAGES

Les résultats de cette étude permettront d’améliorer le suivi virologique des PVVIH d’autant
plus qu’ils seront obtenus a partir d’échantillon de patients suivis selon les recommandations
nationales.

COMPENSATION
La participation a cette étude est gratuite. VVous étes responsable des colts associés a vos soins
médicaux de routine. VVous avez le choix de participer ou non a cette étude.

INFORMATIONS A RECUEILLIR DANS LA BASE DE DONNEES PATIENTS

« Information démographique (age, sexe) ;
* Temps sous ARV ;

* Charge virale (Copie/mL) ;

« Taux de CD4/mm?3;

* Protocole thérapeutique ;

* Ligne de traitement.

SOURCE DE FINANCEMENT DE L'ETUDE
Le promoteur de cette étude est le CIRBA.

QUESTIONS / PROTECTION DE VOS DROITS
Cette étude sera examinée par le Comité National d’Ethique des Sciences de la Vie et de la
Santé (CNESVS).

Si vous acceptez de participer a cette étude, il vous suffit de signer le formulaire de
consentement éclairé. Un exemplaire du formulaire de consentement éclairé vous sera remis.
Nous vous remercions de votre collaboration.

Pour des questions ou préoccupations relatives a 1’étude, contactez Dr Thomas Toni d’Aquin
/IDECHI Jean-Jacques Renaud. Tel: (+225)21240924/(+225)05898149/(+225)48102567,
FMRPS/CIRBA km4 Bd. de Marseille devant CFAO Technologie - Treichville - 18 BP 2071
Abidjan 18, Abidjan - Cote d'lvoire.

Signature
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Annexe 15: Formulaire de consentement ¢clairé

RESISTANCE DU VIH AUX ANTIRETROVIRAUX DANS UNE COHORTE DE
PATIENTS SUIVIS SELON UNE APPROCHE DE SANTE PUBLIQUE A ABIDJAN
(REPUBLIQUE DE COTE D’IVOIRE)

Approuvée par le CNESVS N° 138-18/MSHP du 05/10/2018

Centre Intégré de Recherches Biocliniques d’Abidjan (CIRBA), Abidjan, Cote d’Ivoire
Promoteur: CIRBA

Tel: (+ 225) 21 24 09 24

Etudiant en Thése : DECHI Jean-Jacques Renaud (CIRBA, Abidjan, Cote d’Ivoire)
Encadreur Scientifique : Dr Thomas d’Aquin Toni (CIRBA, Abidjan, Cote d’Ivoire)
Directeur de These : Pr CAMARA Cisse-Massara (UFR-SM, Abidjan, Cote d’Ivoire)

CONSENTEMENT ECLAIRE

Jai lu ce formulaire de consentement (ou on me I'a lu). Des réponses satisfaisantes ont été
données a toutes mes questions sur 1’étude. J’ai compris les procédures et les risques de 1’étude.
Je consens alors librement a participer a cette étude. J'autorise la publication de mes données
biologiques et de recherches dans le cadre de cette étude. En signant ce formulaire de

consentement, je n'ai renoncé a aucun de mes droits Iégaux.

Je consens que mes échantillons soient utilisés dans ce protocole sous réserve de I’approbation
du CNESVS:

Ooul NON

Nom du Participant :

Signature du Participant et Date:

Nom de ’Investigateur :

Signature de I’Investigateur et Date:
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Annexe 16: Formulaire de recueil de données

RESISTANCE DU VIH AUX ANTIRETROVIRAUX DANS UNE COHORTE DE
PATIENTS SUIVIS SELON UNE APPROCHE DE SANTE PUBLIQUE A
ABIDJAN (REPUBLIQUE DE COTE D’IVOIRE)

(Approuveée par le CNESVS N° 138-18/MSHP du 05/10/2018)

FORMULAIRE DE RECUEIL DE DONNEES
IDENTIFICATION DU PATIENT

1- Numéro d’anonymat : __

2- Numéro d’ordre :

DONNEES GENERALES SUR LE PATIENT

1- Date de naissance (JJJMM/AAAA). | [
2- Sexe : Homme D Femme D
CRITERE D’INCLUSION
1- Date de stockage de 1’échantillon de plasma (JI/IMM/AAAA): _ _ [ | _
2- Le patient est suivi en routine au CIRBA : Oui D Non D
3- Le patient a une sérologie positive : VIH-1 D VIH-2 D

4- Indication pour un TGR du VIH Mentionné dans le dossier patient : OuiD Non D

5- Le patient est sous TAR depuis au moins 12 mois : Oui D Non |:|
5-1-  Si oui préciser:

- Le nombre d’années sous TAR:

Le protocole thérapeutique:

- La ligne thérapeutique : 1= O 22~ [ 3 [J

NOTE: Tous les critéres d’inclusion doivent étre répondus OUI pour étre inclus dans [ ’étude

CRITERE D’EXCLUSION

1- Le patient n’est pas sous TAR: Oui D Non D

NOTE: Le critére d’exclusion doit &tre répondu NON pour étre inclus dans I’étude

g -

: Le patient a-t-il satisfait aux critéres d’éligibilité pour cette étude? Oui [] Non [] :

O P P U U USSP PRI PP PP =

Signature de I’Investigateur et Date:
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Annexe 17: Valorisation scientifique du travail
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Protease Inhibitor Resistance Mutation Profile in
Children on Antiretroviral Therapy for at Least Six
Months in Abidjan (Cote d’Ivoire)

Renaud J-J. Dechi'?, Thomas A. Toni"", Phillipe J-L. N’din'", Jean F. N'guessan', Emmanuel Brou',

Ahoua z\guja', Kouadio Kouakou', Henri Chenal', Massara Camara-Cisse’

"Wirology Laboratory, Abidjan Integrated Bioclinical Research Center (CIRBA), Abidjan, Cote d'Ivoire
IBiochimLstry Laboratory, Faculty of Medical Sciences, Umiversity of Félix Houphouét-Boigny {UFHB), Abidjan, Cote d'[voire

Abstract Protease inhibitors (Pls) select more mutations than any other class of antiretroviral drugs (ARV). The objective
of our study was to determine minor and major mutations in HIV-1 protease that may decrease the efficacy of PIs in children.
The determination of mutations and their interpretations were performed using ANRS techniques and algorithms
(www_hivfrenchresistance.org). Sequence analysis identified 13% of children resistant to Pls. Frequent minor mutations were
M361 and K201 (100% respectively), H6OK (88%), LEOM and 154V (75% respectively) and G16E (50%). The major
mutations were VE2XA (75%), Mdol (63%). L90OM (38%) and L76V (13%). Resistance was noted to Indinavir (IDV) and
Fosamprenavir/Ritonavir (FPV/r) (75% respectively), Nelfinavir (NFV) and Saquinavir/Ritonavir (SQV/r) (50%
respectively), Atazanavir/Ritonavir (ATV/r) (38%) and Lopinavir/Ritonavir (LPV/T) (25%). This study identified mutations
associated with Pls resistance in children. The minor mutations frequently encountered whose association with other
mutations cause resistance to LPV/r and ATV/r respectively were [54V and G16E. The major mutation responsible for
resistance to LPV/r was L76V. The combination of minor and major mutations frequently associated with Pls ineffectiveness
wis the combination of 4 mutations, [54V, VE2A, L9OM and M46l for LPV/T and 3 mutations, G16E, L90M and M46]1 for

ATV/r. No resistance to DRV/T was observed, it could be a surrogate molecule.

Keywords Resistance mutation, Child, HIV-1, Protease inhibitor, Céte d’Ivoire

1. Introduction

The era of highly active antiretroviral therapy (HAART)
began with the introduction of protease inhibitors (Pls) in
combination with nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTIs) [1].

HAART has reduced HIV-related morbidity and
mortality among children in resource-limited countries
[2,3].

But Pls select more mutations than any other class of
antiretroviral drugs (ARV) [4]. The accumulation of these
mutations will induce resistance to Pls [1]. Furthermore, the
development of broad cross-resistance in this class presents
a real challenge in clinical practice [1, 5] especially in
children where there are difficulties in the limited number
of paediatric dosage forms, adherence, social environment,
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psychosocial factors and lack of biological monitoring [6].

The US Food and Drug Administration (US-FDA) has
approved the marketing of 8 Pls [7]. In Cote d'Ivoire, only
one is used in children [8]. It 1s therefore essential to
maonitor resistance mutations that may affect sensitivity to
Pls in a context where therapeutic combination choices
remain limited and the number of children on HAART is
increasing.

With very little up-to-date data on mutations associated
with Pls ineffectiveness in children in Cote d'lvoire, we
initiated this study to determine the minor and major
mutations in the HIV-l protease gene involved in the
decreased efficacy of Pls.

2. Materials and Methods

2.1. Study Population

A sample of children from a prospective national cohort at
the Abidjan Integrated Bioclinical Research Centre (CIRBA)
from 2012 to 2013, including 260 children infected with
HIV-1, constituwted our study population. The children
included in the study had HIV-1 or HIV-1+2 positive
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serology, were under |8 years of age, had started and been on
ARV therapy for at least 6 months at CIRBA, and had a viral
load greater than 1000 copies/mL. The study was approved
by the MNational Research and Ethics Committee (CNER).

1.1, Determination of Mutations in the Protease Gene

The determination of minor and major mutations on the
protease gene was performed using ANRS AC1I reference
techniques (http:/fwww.hivirenchresistance.org). To do this,
the protease gene was amplified after extraction of viral
RNA with the QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Germany). The Titan One Tube RT-PCR System (Roche
Diagnostics, Manheim, Germany) was used for the first PCR
and the Expand™ High Fidelity PCR System (Roche
Diagnostics, Manheim, Germany) for the second PCR. The
amplicons obtained were purified with the QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Germany). The sequence reaction
was performed with the BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France).
The products of the sequence reaction were precipitated and
purified by an ethanol purification process according to the
manufacturer'’s recommendations (Applied Biosystem,
Courtaboeuf, France). An electrophoretic migration of the
purified products was done with the Genetic Analyser
sequencer 3130 (Applied Bio system, Courtaboeuf, France)
for sequence determination. The sequences obtained were
aligned with the HIV-1 reference (HIV-1 HXB2, accession
number GenBank: K03455) using SeqScape 3.0 software
(Applied Biosystem, Courtaboeuf, France). The hist of
mutations defined is that of the Intemational Aids
Society (IAS, http:'www.iasusa.org). The interpretation
was made using the ANRS algorithm
(http:fwww. hivfrenchresistance.org/, September 2016,
Version 26).

1.3, Phylogenetic Analyses

A In order to specify the viral subtypes, the consensus
sequences obtained were aligned with the reference
SEqUENCEs available in the GenBank
(http:/fhiv-web.lanl.gov/). The sequences were aligned with
Clustal W [9] software implemented in the BioEdit v7
program [10]. The phylogenetic trees were made with Mega
7 software [11].

1.4, Data Processing and Statistical Analysis

The SPSS Statistics 17.0.1 software was used for
statistical analyses.

3. Results

3.1. Study Patient Characteristics

From a cohort of 260 children, 61 were included in our
study, or 23% (n=61/260). Women represented 57% (n =
35/61) of the studied population. The median age was 11
years (03-17 years). The proportion of children on Pls was

51% (n= 31/61). The median viral load was 4.4 log,
copies/mL (03-6.6) with a median CD4 count of 41 l/mm’
(33-1388). The median duration of treatment was 6 years
(01-12) (Table 1).

Table 1. Social, biological, and therapeutic characteristics of the 61
children included in the CIRBA study in 2012 and 2013 (N=61/260, 23%)
Characteristics Value Imterval
Sex
Female (n, %) 35 57
Age (vear)
(median, IQR) 11 (03-17)
CD4/mm’
(median, IQR) 411 (33-1388)
Viral load
{median log,g, 1QR) 44 (03-.6)
Duration under ART (vear)
(median, IQR) [ (D1-12)
First line ARV (N, %) 30 49
Second line ARV (N, %) Ell 51

3.2. Distribution of Viral Subtypes

The synthesis of the different phylogenetic analyses
showed that CRF02_AG represented 85% (n= 52/61) of
the isolated wviral subtypes. Then, subtypes of the wviral
population, A, CRF06_cpx and CRF09 cpx represented
10% (n=6/61), 3% (n=2/61) and 2% (n = 1/61) respectively.
Non-B strains of HIV-1 represented 100% (n= 61/61) of the
viral subtypes observed (Fig. 1).

3% gag

BCRFO2_AG

LF

B CRF06_cpx
CRF0A_cpx

Figure 1. Distribution of HIV-1 subtypes of the 61 children included in
the study at CIRBA in 2012 and 2013 obtained from phylogenetic trees
produced using BioEdit v7 and Mega7 software. The consensus sequences
were aligned and compared with the reference sequences: subtype A
(2UG-UGO3T,  WMSE-SE7523, and WMKE-Q23), subtype B
(MUS-WEAUISD,  B6US-JFRL, and S3FR-HXB2), subtype C
(BGET-ETH2220, %BW-0502, and 95IN-21068), subtype D (M4UG-114,
S3CD-NDE, and WTCMNOL), F1 subtype (93BR-20, 93BE-VIS50, and
QIFI-FIN9363), F2 subtype (95CM-MP255, CM-MP257, and CM33657),
G subtype (935E-SE61615, 93FI1-HHETY3, and 96DE-DRCBL), H subtype
(M0CF-CFO56, BEVI®I, and BE.VI%T), subtype J (93SE-SE92809 and
QISE-SE91733), subtype K (97CD-EQTEIl and 96CM-MP3335),
CRFO2_AG (IBNG, DJ263, and 983E-MP1211), CRFD6_cpx (BFP90 and
93ML-84), and CRFO9 {96GHI911, 955N1795, and 955NTE0E)
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3.3. Distribution of Mutations on the Protease Gene

Analysis of the 6] sequences identified 56 substitutions
of which 93% (n=52/56) were minor mutations and 7%
(n=04/56) were major mutations. There were 24 mutations
associated with resistance.

Minor mutations frequently associated with resistance
were M36]1 (substitution of a methionine in position 36 by an
isoleucing) and K201 (substitution of a lysine in position 20
by an isoleucine) with a respective frequency of 100% (n=
&/8). HG9K (substitution of a histidine in position 69 by a
lysine) 88% (n= 7/8), L89M (substitution of a leucine in
position 89 by a methionine) and 154V (substitution of an
isoleucine i position 54 by a valine) with a respective
frequency of 75% (n= 6/8) and GI6E (substitution of a
glycine in position 16 by a glutamate) 50% (n=4/8).

There were & children with Pls resistance, representing a
prevalence of 13% (n=8/61). The major resistance mutations
and their frequencies are presented in Table 2. The presence
of VE2A (substitution of a valine in position 82 by an alanine)
75% (n= 6/8), M46l (substitution of a methionine in position
46 by an isoleucine) 63% (n= 5/8), L90M (substitution of a
methionine in position 36 by an isoleucine) 38% (n=3/8) and
L76V (substitution of a leucine in position 76 by a valine)
13% (r= 1/8) was noted.

Table 2. Major mutations in Pls resistance and their uency in the 8
resistant children included in the CIRBA study in 2012 and 2013
Major mutation Frequency (%)
VEIA 1%
M46T 63%
L9OM 8%
LT6V 13%

3.4. Genotypic Profiles and Resistant PIs in Children in
Failure

Genotypic profiles and Pls resistant in children are
presented in Table 3. All children with resistance had in
common the minor mutations M361 and K201, H64K was
present in 7 children (PR 02, 03, 04, 05, 06, 07 and 08),
L89M and 154V were found in 6 children (PR. 01, 02, 03, 05,
06, 08 and PR 01, 04, 05, 06, 07 08 respectively) and G16E
in 4 children (PR 01, 02, 06 and 07). PR 07 had all major
mutations (VE2A, Mdal, L9OM and L76V) encountered in
our study. PR 04, 05, 06 and 08 had in common the major
mutations M461 and VE2A. PR 02 and 03 had only one major
mutation, the L90M. PROI also had only one major mutation,
VEIA.

3.5, PIs Resistance Frequency

Among children with Pls resistance, 2 were in the first line
of treatment. Their treatment regimens at the time of failure
were DDI+3TC+EFV and AZT+3TC+EFV, respectively.
There were 6 children in the second line of treatment
who were Pls resistant. Of these, 3 were on a regimen at
the time of faillure ABC+DDI+LPV/r. Two others had
ABCH3TC+LPV/r as their therapeutic regimen. The latter

had as therapeutic regimen AZT+DDI+ LPViT.

No resistance to TPV/r and DREV/r was observed.
Resistance was noted to IDV and FPV/r with a respective
frequency of 75% (n= 6&/8), NFV and SQV/r with a
respective frequency of 50% (n= 4/8), ATV/r 38% (n= 3/8)
and LPV/r 25% (n= 2/8). The frequency of Pls resistance is
shown in Figure 2.

Table 3. Genotypic profiles and resistant Pls in the 8 resistant children
incheded in the CIRBA study in 2012 and 2013

Patient : Major Minor
Resistant P1
1o Mutation Mutation
. . M36I, K200, LE9M, 154V,
PR O] 1DV, FPVir VEIA GI6E. LIOV, L63P
PRO2 NEV Lo0M M36I, K.!DI., LEIM, HOMEK,
GI6GE
M36I, K201, LEOMA,
PR O3 NFV La0M HEOK. L10V
M36I, K200, HA9E, 1534V,
1DV, FPVT, M46l, 7
PR 04 LPVi. ATVt VeI L10V, L63P, A71T, LE9I,
L331
PR 05 1DV, S0V, M4al, M36L, K201, LE9M, HATE,
FPVir VE2A [54V, 162V, L10L, T74P
1DV, SQViT, M6 M36I, K201, LE9M, HASE,
PR 06 MNFV, FPVIr, ;.-’Slﬁ: 154V, G16E, L101, L241,
ATV Q58E
M46l,
1DV, S0V, LT6V M3aL, K201, HA9K, G16E,
PROT MNFV, FPVIr, WP}; 154V, L39L, L10F, 162V,
" 1A, v
LPVi, ATVir L0 115V
PROS 1DV, SQViT, M46l, M36I, K201, LE9M, HASE,
FPVir VE2A 154V, L10I, T74P, 162V
80%  T5% T5%
T0%5
60%
S0 S0P
500
38%
40%5
30%% 25%
20%
10%
0% 0%
0%
FPVIir 1DV NFV SOV/r ATV LPVA TPVir DRVIE

Figure 2. HIV-1 Pls resistance frequencies in the ¥ resistant children
included in the CIRBA study in 2012 and 2013

4. Discussion

Phylogenetic analysis of the protease gene in children
revealed a heterogeneous distribution of 4 non-B strains of
HIV-1 among which CRF02_AG (85%) was predominant.

Our study indicated that children infected with non-B
strains of HIV-1 had a high frequency of minor mutations.
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The most frequent were: M36L, K201, HG9K, LEOM, 154V
and GI6E. The major mutations encountered were VE2A,
M461, L90M and L76V.

Owr results are in agreement with those of Anejo-Okopi
et al., 2014 [12] and Mossoro-Kpinde ef al., 2017 [13] who
estimate that the minor mutations M361, K201, H69K, LEOM
and GI6E are part of the mutations commonly found in
non-B strains of HIV-1 and would correspond to the natural
polymorphism in the protease gene of these strains. However,
accumulation and association with other « minor » mutations,
such as codon 10, may affect the sensitivity of some Pls such
as SQV/r and ATV/r.

The major mutations in our study have been found in other
studies of resistance in children. Thus, Rossouw éef af., 2015
[3] and Salou et al., 2016 [6] observed all major mutations in
our study, namely V32A, M46l, L90M and L76V. Kuhn e
al., 2014 [14] identified 3 of the 4 major mutations, namely
M461, VE2A and L76V. Giandhari et al., 2015 [15] observed
2 of the 4 major mutations, namely VE2A and M461.

All children with resistance shared the minor M361 and
K201 mutation profiles characteristic of non-B HIV-I
subtypes. The resistance profiles also included H69K (88%),
LBOM (75%), 154V (63%). GIGE (50%) and VB2A (75%).
M46l (63%). L90M (38%), L76V (13%) for minor and
major mutations respectively.

The interpretation of these mutations according to the
ANRS algorithm (September 2016) made it possible to
associate them with the ineffectiveness of HIV-1 Pls. Thus,
M36I 1s one of the minor mutations associated with other
mutations that cause resistance to 1DV, FPV/r and TPV/T.
Similarly, the addition of K201 to other mutations results in
resistance to SQV/r. In the same register, H69K and LEIM
cause resistance to TPV/r in HIV-1 subtype B. Also the
association of [54V with certain mutations leads to resistance
to IDV, FPV/r and LPV/r. G16E in combination with other
mutations causes resistance to ATV/r. VE2A and M46I are
responsible for resistance to IDV. L90M and L76V are
responsible for resistance to NFV and LPV/T respectively.

Among children with resistance, 2 were in the first line
of treatment. Their treatment regimens at the time of
faillure were DDI+3TC+EFV and AZT+3TC+EFV,
respectively. There were 6 children in the second row, with
therapeutic regimens consisting of ABC+DDI+LPVIT,
ABCH3TC+LPV/r and AZT+DDI+ LPV/r for 3, 2 and |
children respectively. No resistance to TPV/r and DRV/r was
observed. Resistance was noted to IDV and FPV/r with a
respective frequency of 75% (n= 6/8), NFV and SQV/r with
a respective frequency of 50% (n=4/8), ATV/r 38% (n=3/8)
and LPV/r 25% (n= 2/8).

In Céte d'Tvoire, LPV/r and ATV/r are the 2 PIs commonly
used in children. The prevalence of resistance to these drugs
remains moderately high. The resistance developed by
children in the first line would probably be the result of
resistant viruses transmitted. Children in the second line
were on an LPV/r regimen at the time of failure. Resistance
to ATV/r, IDV, FPV/r, NFV and SQV/r would be
cross-resistance.

5. Conclusions

This study confirmed the prevalence of non-B strains of
HIV-1, particularly CRF02_AG. It also identified minor and
major mutations in the HIV-] protease gene associated with
Pls resistance in children in Céote d'Ivoire. LPV/r and ATVir
are the 2 Pls commonly used in children infected with HIV-1.
Some minor mutations frequently encountered in our study
whose association with other mutations led to resistance to
LPV/r and ATV/r respectively. The major mutation
responsible for resistance to LPV/r was L76V. No single
major mutation was responsible for resistance to ATV/T. The
combination of minor and major mutations frequently
associated with molecule ineffectiveness was  the
combination of 4 mutations, 154V, VE2A, L90M and M461
for LPV/r and 3 mutations, Gl6E, L90M and M461 for
ATV/r. No resistance to TPV/t and DRV/r was observed.
TPVt is not being available in our context; DRV because
of its genetic barrier remains a molecule of choice in relay
treatments with Pls.
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Abbreviation

ID: patient identity, PI: protease inhibitor, IDV: Indinavir,
FPV/r: Fosamprenavir/ Ritonavir, NFV: Nelfinavir, LPVir
Lopinavir/Ritonavir, ATV/r: Atazanavir/Ritonavir, SQViT:
Saquinavir/ Ritonavir, V: Valine, A: Alanine, L: Leucine, M:
Méthionine, It Isoleucine, K: Lysine, G: Glycine, P: Proline,
H: Histidine, T: Thréonine, Q): Glutamine, TPV/r: tipranavir/
ritonavir, DRV/r: Darunavir/mtonavir.
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ABSTRACT: The selection of resistance mutations is one of the main consequences of
virological failure. The objective of our study was to determine the resistance profile of HIV-1
to ARVs and molecular phylogeny in patients treated with virological failure in Cote d'lvoire.
The genotypic resistance testing (GRT) were performed and interpreted according to the ANRS
algorithm fwww.hivfrenchresistance.org). Phylogenetic trees were created using BioEdit v7
and Mega? software. Phylogenetic analysis showed that CRF02_AG (83%) was the most
represented. Also noted are the circulation of subtype A (9%), B (2%), C (1%), D (1%) and
complex recombinants CRF02/41 (1%), CRFO2/CRF09 (1%), CRF09_cpx (2%), CRF06_cpx
(2%). The frequency of resistance to at least one ARV molecule was 74%. It was 87% for
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs), 81% for non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NNRTIs) and 37% for protease inmhibitors (Pls). The resistance
frequency at two classes was 45% and 12% respectively at NRTIs/NNRTIs and NRTIs/Pls. The
frequency of resistance to all three classes (NRTIs /NNRTIs/Pls) was 24%. Frequently
encountered resistance mutations were for NRTIs: MI84V (88%), "thymidine analogue
mutations" (23%); for NNRTIs: KI103IN (65%). As for Pls, resistance to lopinavir/ritonavir,
atazanavir/ritonavir and darunavir/ritonavir were 78%, 57% and 14% of Pls resistance,
respectivelv. The analvses showed a high prevalence of resistance in patients in therapeutic
Jfailure followed routinely. These data support more accessible monitoring for the viral load
and GRT in subjects treated for therapeutic failure.

KEYWORDS: HIV-1, ARV Resistance, Molecular Phylogeny, Céte d'Ivoire.

INTRODUCTION

Since treatment intensification began in the 2000s, the level of resistance of the human
immunodeficiency virus (HIV) to antiretrovirals (ARVs) has gradually increased (WHO, 2012;
Gupta et al, 2012) and resistance has been identified as one of the main consequences
compromising the effectiveness of commonly used therapeutic regimens (Hamers er al., 2012;
Wittkop er al., 2011).

The adoption of the « Test and Treat All » strategy to achieve the 90-90-90 targets has resulted
in a considerable increase in people receiving antiretroviral treatment (ART) and requiring
follow-up. But this situation could result in an increase in resistance in the population, which
would be at the root of not achieving one of UNAIDS' objectives, which is to have 90% of
people on ART with a viral load suppressed (UNAIDS, 2014).
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This increase in resistance would probably come from difficulties in accessing ARVs and
monitoring response to treatment. Indeed, these strategies should involve virological tests such
as viral load and possibly genotypic resistance testing (GRT). However, access to viral load in
Cote d'lvoire is still limited to certain centres and GRT to reference centres.

Thus, therapeutic regimens are generally initiated or modified without taking into account the
level of viral replication and resistance developed by the virus. In addition, HIV-1 subtypes
and recombinants have natural resistance to certain molecules (Wainberg and Brenner, 2012 ;
Santos and Soares, 2010).

Therefore, monitoring of resistance in people on ART is essential, in a context where
therapeutic combination choices remain limited and the number of people on treatment is
increasing,.

The aim of our study is to determine the resistance profile of HIV-1 to ARVs and molecular
phylogeny in patients treated for at least 12 months in Abidjan (Cote d'Ivoire).

MATERIALS AND METHODS
Study population

This is an analytical, descriptive study that analyzed the plasmas of patients with an indication
of HIV-1 GRT and followed routinely from June 2015 to July 2017 at the Abidjan Integrated
Bioclinical Research Center (CIRBA). The study was approved by the National Ethics
Committee for life and health sciences (CNESWVS).

Determination of HIV-1 resistance patterns to ARVs

HIV-1 resistance profiles to ARVs have been determined using techniques developed by the
ANRS ACI11 (http:/’www. hivirenchresistance.org/). To do this, plasma aliquots of at least 1
mL obtained from samples taken from Ethylene-Diamine-Tetra-Acetic (EDTA) tubes were
stored at -B0°C until the GRT were obtained. Viral RNA was extracted from plasma using the
QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany). The Titan One Tube RT-PCR System
(Roche Diagnostics, Manheim, Germany) was used for the first PCR and the Expand™ High
Fidelity PCR System (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) for the second PCR. The
amplicons obtained were purified with the QlAgquick PCR Purification Kit (Qiagen, Germany).
The sequencing of protease and reverse transcriptase genes was performed with the BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France) and the
Genetic Analyser 3130 sequencer (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France) according to the
manufacturer's recommendations (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France). The sequences
obtained were aligned with the HIV-1 reference (HIV-1 HXB2, accession number GenBank :
K03455) using SeqScape software 3.0 (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France). The list of
defined mutations is that of the International Aids Society (IAS, http://www iasusa.org). The
interpretation was made using the ANRS algorithm (http:/fwww.hivirenchresistance.org/,
September 2017, Version 27).

Phylogenetic analyses

In order to specify the viral subtypes, the consensus sequences obtained were aligned with the
reference sequences available in the GenBank (http:/hiv-web.lanl.gov/). The sequences were
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aligned with Clustal W (Thompson et al., 1994) software implemented in the BioEdit v7
program (Hall, 1999). The phylogenetic trees were made with Mega 7 software (Kumar er al.,
2016).

Data processing and statistical analysis

The SPSS Statistics 17.0.1 software was used for statistical analyses.

RESULTS
Study Patient Characteristics

One hundred eighty-two (N=182) patient plasmas were analyzed over the period June 2015 to

July 2017. Patients had a median age of 43 years (18-75). Female gender represented 53% (n
=96/182).

Overall distribution of viral subtypes and recombinants

The synthesis of the different phylogenetic analyses showed that CRF02_AG was the most
represented 83% (n= 151/182). Also noted were circulation of subtype A (9%: n= 16/182), B
(2%; n= 3/182), C (1%: n= 1/182), D (1%:; n= 1/182) and complex recombinants CRF02/A
(1%; n= 1/182), CRFO2/CRFO09 (1%: n= 1/182), CRF09_cpx (2%: n= 4/182) and CRF06_cpx
(2%; n= 4/182) (Fig. 1).

_ 285 CRFO02_AG
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B CRFO2/A1
CRFO02/CRF09
CRFO09_cpx

B CRF06_cpx

1]
1
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""""" ——
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Figure 1 : Global distribution of subtypes and viral recombinants of 182 HIV-1 patients
routinely monitored from June 2015 to July 2017 at CIRBA obtained from
phylogenetic trees produced using BioEdit v7 and Mega7 software. The
consensus sequences were aligned and compared with the reference sequences:
subtype A (92UG-UGO37, 94SE-SE7523, and 94KE-Q23), subtype B (90US-
WEAU160, 86US-JFRL, and 83FR-HXB2), subtype C (86ET-ETH2220, 96BW-
0502, and 95IN-21068), subtype D (94UG-114, 83CD-NDK, and 99TCMNO11),
F1 subtype (93BR-20, 93BE-VIB50, and 93FI-FIN9363), F2 subtype (95CM-
MP255, CM-MP257, and CM53657), G subtype (93SE-SE61615, 93FI-HHE793,
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and 96DE-DR.CBL), H subtype (90CF-CF056, BE.VI991, and BE.VI997), subtype
J (93SE-SE92809 and 935E-5E91733), subtype K (97CD-EQTBI11 and 96CM-
MP535), CRFO2_AG (IBNG, DJ263, and 985E-MP1211), CRF06_cpx (BFP90
and 95ML-84), and CRF09 (96GH2911, 955N1795, and 955N7808).

Frequency of resistance to different classes of ARVs

The frequency of resistance to at least one ARV molecule was 74% (n= 134/182). It was 87%
(n= 117/134) for nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs), 81% (n= 108/134) for
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (WNRTIs) and 37% (n= 49/134) for protease
inhibitors (Pls). The frequency of resistance to two classes was 45% (60/134) at
NRTIs/NNRTIs and 12% (16/134) at NRTIs/Pls. The frequency of resistance to all three
classes (NRTIs/NNRTIs/Pls) was 24% (32/134) (Fig. 2).

100% 87% 81%
B0%
60% 37% 45%
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Figure 2: Frequency of resistance of 134 patients to different classes of ARVs out of 182
HIV-1 patients routinely followed from June 2015 to July 2017 at CIRBA. NRTI
: nucleoside reverse transcriptase inhibitor ; NNRTI : non-nucleoside reverse

transcriptase inhibitor ; PI : protease inhibitor.

Frequency of resistance to NRTIs

The resistance frequency at 3TC/FTC was 93% (n= 109/117), 62% (n= 73/117) at d4T, 58%
(n=068/117) at ZDV, 50% (n=59/117) at ABC, 27% (32/117) at ddL, and 23% (28/117) at TDF

(Fig. 3).
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Figure 3: Frequency of resistance of 117 patients to NRTIs out of 134 HIV-1 patients
resistant to at least one ARV molecule routinely monitored from June 2015 to
July 2017 at CIRBA. 3TC: lamivudine : FTC: emtricitabine ; d4T: stavudine ; ZDV":

zidovudine ; ABC: abacavir, ddl: didanosine ; TDF: tenofowvir.

Frequency of resistance to NNRTIs

The frequency of resistance to EFV and NVP was 94% (n= 102/108 and n= 101/108
respectively). The RPV was 63% (n=22/108) and 20% ETR (Fig. 4).

100% Q4% 9424
80%
63%
60%
40%
20%
I
0%
EFV NWVP RPV ETR

Figure 4: Frequency of resistance of 108 patients to NNRTIs out of 134 HIV-1 patients
resistant to at least one ARV molecule routinely monitored from June 2015 to
July 2017 at CIRBA. EFV: efavirenz ; NVP: nevirapine ; RPV: Rilpivirine ; ETR:
Etravirine.

PIs resistance frequency

The frequency of resistance to IDV was 84% (n= 41/49), 78% (n= 38/49) to LPV/r, 63% (n=
31/49) respectively to SQV/r and fos APV/r, 61% (n=30/49) to NFV, 57% (n=28/49) to ATV/r,
43% (n= 21/49) to TPV/r and 14% (n= 7/49) to DRV/r (Fig. 5).
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Figure 5: Frequency of resistance of 49 patients to PIs out of 134 HIV-1 patients resistant
to at least one ARV molecule routinely monitored from June 2015 to July 2017
at CIRBA. IDV: indinavir ; LPV/r: lopinavir/ ritonavir ; SQWV/r: saquinavir/
ritonavir ; fosAPV/r: fosamprenavir/ritonavir ; NFV: nelfinavir ; ATV/r: atazanavir/
ritonavir ; TPV/r: tipranavir/ ritonavir ; DRV/r: Darunavir/ritonavir.

Frequency of resistance mutations in different classes of ARVs

Frequently encountered resistance mutations were M184V (88%) and "thymidine analogue
mutations ( TAMS)" (T215Y/F, M41L, L210W, D6TN, K70R and K2 19Q/E) (23%) for NRTIs.
For NNRTIs, K103N (65%) was frequently encountered. Concerning Pls, the most common
were HOOK (84%), K201 (73%) and M361 (71%) for minor mutations and M461 (67%) for
major mutations.

Distribution of primary mutations responsible for resistance to a wide range of ARVs

Primary mutations responsible for resistance to a wide range of ARVs have been found in all
classes of ARVs. Thus, resistance to a wide range of the 7 ARVs in the NRTls class was found
in K65R (71%:; n=5/7) and Q151M (57%:; n=4/7) in 1 and 5 patients, respectively. Resistance
to all NNRTIs was observed in 23 patients. [t was due to Y181C (100%; n= 4/4). Also, 75%
(n=3/4) of ARV resistance in this class was due to K101E, E138K or M230L. These mutations
were found in 5, 1 and 2 patients respectively. In the Pls class, the major mutations responsible
for the 22% resistance (n=2/9) of ARVs were 184V and N8ES found in 20 and 2 patients
respectively (Table 1).
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Table 1: Distribution of ARV resistance obtained in 134 HIV-1 patients out of a total of
182 routinely followed from June 2015 to July 2017 at CIRBA

Mutations {ARVs affected by mutations) Number of patients (%)
Mutations : NRTI (N=117)

MI184V/I (3TC/FTC) 106 (91)
T215UN/VIY/F (ZDV, d4T) 53 (45)
QI151M (ZDV, ddl, d4T, ABC) 1(1)
K65R (3TC/FTC, ddl, d4T, ABC, TDF) 5(4)
L74V/1 (ddi, ABC) 25 (9)
VISNUT (d4T) 5(4)
Y115F (ABC) 7 (6)
K70E (TDF) 9(8)
Mutations : NNRTI (N= 108)

K103N/S (EFV, NVP) 72 (67)
L1001 (EFV, NVP) B(7)
KI101E (EFV, NVP, RPV) 5(5)
K101P (RPV) 2(2)
V106M (EFV, NVP) 1(1)
E138K (EFV, RPV.ETR) 1(1)
E138A/G/Q (RPV) 20 (19)
YIZ1C (EFV, NVP, RPV, ETR) 23 (21)
Y181V (RPV, ETR) 1(1)
YI18BC/L (EFV. NVP) 13 (12)
Y18BL (RPV) 11 (10)
G190AJS (EFV, NVP) 17 (16)
P225H (EFV) 22 (20)
M230L (EFV, NVP, RPV) 2(2)
A98S (NVP) 2(2)
H221Y (RPV, ETR) 13(12)
Mutations : P1 (N=49)

M46I/L (IDV) 34 (69)
VEZA/ET (1IDV) 18 (37)
I84V (IDV, NFV) 20 (41)
G4BV (SQVIT) 2(4)
NEBS (NFV, ATV/r) 2(4)
L90M (NFV) 4(8)
150V (fosAPV) 49 (2)
I47A (LPV/T) 2(4)
L76V (LPV/r) 20 (41)

N : Number of persons with a mutation ; NRTI : nucleoside reverse transcriptase inhibitor ;
NNRTI : non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor ; Pl : protease inhibitor ; M :
Meéthionine ; V : Valine ; T : Thréonine ; Y : Tyrosine ; F : Phénvlalanine ; L : Leucine ; N :
Asparagine ; K : Lysine ; Q : Glutamine; E : Acide glutamique ; R : Arginine ; | : Isoleucine ;
S : Sérine ; C : Cystéine; P : Proline ; H : Histidine ; A : Alanine ; G : Glycine ; 3TC:
lamivudine ; FTC: emtricitabine ; d4T: stavudine ; ZDV: zidovudine ; ABC: abacavir, ddl:
didanosine ; TDF: tenofovir ; EFV: efavirenz ; NVP: nevirapine ; RPV: Rilpivirine ; ETR:
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Etravirine ; IDV: indinavir ; LPV/r: lopinavit/ ritonavir ; SQV/r: saquinavir/ ritonavir ;
fos APV/r: fosamprenavir/ritonavir ; NFV: nelfinavir ; ATV/r: atazanavir/ ritonavir ; TPV/r:
tipranavir/ ritonavir ; DRV/r: Darunavir/ritonavir.

DISCUSSION

In this study, we determined the phylogenetic and resistance profiles of HIV-1 to ARVs in
patients treated for at least 12 months in Abidjan (Coéte d'Ivoire).

We found that 26% of patients on treatment for at least 12 months, who had an indication for
GRT. had no resistance mutation. This proportion is approximately equal to that obtained in
Rwanda (27%) in patients in virological failure without ARV resistance mutations (Ndahimana
etal, 2016).

Therefore, one of UNAIDS' goals of having 90% of people on ART with viral load suppressed
(UNAIDS, 2014) is not yet achieved. Health authorities must make efforts in this direction to
achieve this objective by 2020.

Almost three quarters of patients (74%) had viruses resistant to at least one ARV molecule.
This prevalence is close to that obtained in Senegal and Guinea Conakry (Diouara et al., 2014).
The proportion of patients with mono-class resistant viruses were 87%, 81% and 37%
respectively at NRTIs, NNRTIs and Pls. It is substantially equal to that obtained in Mali and
Kenya with regard to NRTIs and NNRTIs (Fofana et al., 2014 ; Kantor et al., 2014). As for
Pls, it varies between 0% and 50% in resource-limited countries (Hosseinipour er al., 2013).
Prevalences of 18% and 22% were observed in the same region (Ajose er al., 2012 ; Boender
et al., 2016). Our study confirms this trend.

Viruses resistant to dual classes were identified in 45% and 12% of patients for NRTIs/NNRTIs
and NRTIs/Pls respectively. For the NRTIs/NNRTIs association, the prevalence is estimated
at 47% in Zambia and 52% in Cameroon and Guatemala respectively (WHO, 2017). These
values are similar to those of our study. Regarding the NRTIs/Pls association, the prevalence
noted in our study is lower than that obtained by other authors (22%) (Boender et al., 2016).

In 24% of cases, patients had viruses resistant to all three classes (NRTIs/NNRTIs/Pls). This

challenges us on the need for virological monitoring including GRT for treatment optimization.

Owr study thus confirms a high prevalence of resistance to different classes of ARVs in Cote
d'Ivoire.

The resistance profiles of ARVs analysed individually revealed lower resistance to ddl (27%)

and TDF (23%) in the NRTIs class. In NNRTIs, only 6% of patients had viruses susceptible to
EFV and NVP respectively. Moderate resistance to ETR (20%) was found in contrast to RPV
(63%). For Pls, 86% of patients had a virus susceptible to DRV/r and 57% to TPV/r.

Our study confirmed the resistance of viruses to the second generation of NNRTIs (ETR and
RPV). Our results corroborate those obtained in Togo with roughly equal proportions, 21.5%
and 64.4% respectively for ETR and RPV (Konou e al., 2015).
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The resistance mutations frequently encountered in our study were M184V (88%) and TAMS
(23%) for NRTIs. For NNRTIs, we had K103N (65%). For Pls, H6OK (84%), K201 (73%) and
M361 (71%) for minor mutations and M461 (67%) for major mutations.

The high prevalence of these mutations in our study has been confirmed by other authors.

As regards mutations at NRTls, our results are close to those obtained in Togo (M184V (88%)
and the TAMS frequently encountered were M41L, D6TN/D, K70R, K219E/Q and T215Y/F)
(Dagnra et al., 2016), Nigeria (M184V (89%) and TAMS (27%)) (Chaplin er al., 2011) and
Mali (M184V (76%) and the TAMS found were M41L, D6TN, L210W and T215Y/F/N)
(Fofana er al., 2014).

Concerning mutations at NNRTIs, our observations are not very far from those obtained in
South Africa (K103N (50%)) (Etta et al., 2017) and Mauritania (K103N (43%))(Fall-Malick
etal, 2014).

A study in India revealed that the mutations frequently observed conferring resistance to
NNRTIs and NNRTIs respectively were M184V (90%) and K103N (45%) (Kandathil er al.,
2009).

As far as major mutations to Pls are concerned, our results are in agreement with those of a
study conducted in sub-Saharan Africa which indicates that M46l (86%) i1s frequently
encountered (Boender er al, 2016). The same finding has been made in patients in India
(Kandathil ef al., 2009). The minor mutations in our study were identified as part of the minor
mutations frequently found in patients in Nigeria (M361 (93%), K201 (77%) and H69K (86%))
(Okopi et al., 2013). This same observation was made in patients who had CRF02_AG in
common (Anejo-Okopi ef al., 2014).

Mutations that can induce major resistance as a function of ART are K65R and Q151M for
NRTIs, Y181C for NNRTIs and I84V and NBRS for Pls.

Indeed, the administration of d4T is associated with the emergence of Q151M and K65R
mutations which confer cross-resistance to NRTIs (Nouhin et al., 2013). The selection of such
mutations is a critical issue in Céte d'lvoire where NRTIs molecules available for second-line
treatment remain limited. Although the main reasons why World Health Organization (WHO)
recommended in 2010 to reduce or discontinue the use of d4T in first-line ARV treatment in
resource-limited countries are related to excessive toxicity (WHO, 2009), our observations
support this direction because of the association with mutations that make the virus resistant to
most or all of the NRTIs available in Cote d'Ivoire.

Many countries with limited resources, such as Cote d'Ivoire, have adopted and adapted to their
contexts the 2013 and 2014 recommendations of the WHO (PNLS, 2015; WHO, 2014; WHO,
2013). Thus, the NNRTI-based treatment protocol is widely used as an initial regimen for adult
and adolescent patients who have never received HIV-1 treatment (PNLS, 2015). But the
problem with the first generation of NNRTIs is its low genetic barrier and broad cross-
resistance (Teeranaipong et al., 2016). Thus, a mutation such as Y181C leads to high level
resistance to the first generation of NNRTIs (NVP and EFV) and intermediate level resistance
to the second generation (RPV and ETR) (Teeranaipong et al., 2016; Diphoko et al., 2018) not
yet available in Cote d'lvoire (PNLS, 2015). In addition, the association of Y181C with other

mutations may synergistically exacerbate resistance to ETR and RPV (Teeranaipong et al..
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2016). Therefore, early detection of such a mutation would be essential to preserve the activity
of future therapeutic regimens including NNRTIs.

Pls resistance is the consequence of the accumulation of amino acid substitutions in the
protease (Baxter et al.. 2016). Thus 184V and N88S are non-polymorphic mutations leading to
resistance to [DV and NFV for the former and to ATV/r and NFV for the latter
(httpz/fwww . hivirenchresistance.org/, September 2017, Version 27). The panel on
antiretroviral guidelines for adults and adolescents, recommends the non-use of certain ARVs
including IDV and NFV due to suboptimal antiviral potency, unacceptable toxicities, high pill
load, or pharmacological concerns (Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and
Adolescents, 2018). Our observations corroborate this orientation because of their associations
with mutations that make the virus resistant to certain Pls including ATV/r which is the
preferred option in second line schemes in Cote d'lvoire (PNLS, 2015).

In light of the evidence, there is a real and growing need for increased access to third line drug
options, ideally guided by genotypic resistance testing, to ensure successful HIV-1 treatment
in Cote d'Ivoire. In anticipation, increased efforts are needed to reduce the prices of currently
unatfordable third line drugs. including DRV/r and Raltegravir (RAL) inhibitors.

The synthesis of the different phylogenetic analyses showed that CRF02_AG (83%) was the
most represented. Circulation was also noted for subtype A (9%), B (2%). C (1%), D (1%) and
complex recombinants CRFO2/AL1 (1%), CRFO02/CERF09 (1%), CRF09 cpx (2%) and
CRF06_cpx (2%).

The predominance of CRF02_AG and the evolution of the genetic diversity of circulating
strains has been observed in several West African countries (Dagnra et al., 2016 ; Angjo-Okopi
et al., 2014; Loubet er al., 2015). Our study thus confirms this trend and the need to establish

monitoring of the dynamics of these strains.

CONCLUSIONS

This study confirmed the predominance of CRF02_AG but showed an evolution in the genetic
diversity of circulating strains. The analyses showed a high prevalence of resistance in patients
in therapeutic failure followed routinely for at least 12 months. These data support more
accessible monitoring for viral load and GRT in subjects treated for therapeutic failure.
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Figure 5 : Fréquence de résistance de 49 patients aux IP
sur 134 patients VIH-1 résistants a au moins une
molécule ARV suivis en routine de Juin 2015 a Juillet
2017 au CIRBA
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Tableau | : Fréquence des mutations de résistance dans différentes classes d’ARV obtenu chez
its VIH-1 sur un total de 182 suivis en routine de Juin 2015 a Juillet 2017 au CIRBA
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Conclusions et Recommandations

Cette étude a permis de confirmer la prédominance du CRF02_AG mais a montré une évolution de la diversité génétique des souches circulantes. Les analyses ont montré
une prévalence élevée de la résistance chez les patients en échec thérapeutique suivi en routine. Ces données sont en faveur d'un monitorage plus accessible pour la charge

virale et le TGR chez les sujets fraités en échec thérapeutique.



RESUME

Justification : La sélection des mutations de résistance est 1’'une des principales conséquences de 1’échec
virologique. L’acces a la charge virale permettant de détecter les échecs virologiques précoces reste limité et les
tests génotypiques de résistance (TGR) sont rares. 1l est nécessaire de déterminer le profil de résistance du virus
de I’immunodéficience humaine (VIH) aux antirétroviraux (ARV) et la phylogénie moléculaire chez des patients
traités en échec thérapeutique a Abidjan (Cote d’Ivoire).

Objectifs : Le but de notre étude est d’étudier les profils de résistance du VIH-1 chez des patients traités
par des ARV a Abidjan (Cote d’Ivoire).

Matériel et méthodes : Les patients de cette étude ont été recrutés entre 2012 et 2017, dans le cadre de différents
projets de recherches thématiques de I'unité de biologie moléculaire du laboratoire de virologie du CIRBA. 11
s’agit de deux cohortes. La premicre cohorte était constituée a partir de 61 enfants issus d’une cohorte nationale
prospective au CIRBA de 2012 a 2013 regroupant 260 enfants infectés par le VIH-1. La seconde cohorte était
constituee a partir de 182 patients adultes suivis en routine au CIRBA de juin 2015 a juillet 2017. Au total, nous
avons disposé d’une cohorte de 243 patients. Les TGR sur les genes de la protéase et de la transcriptase inverse
ont été réalisés et interprétés selon I’algorithme de I’ANRS (www.hivfrenchresistance.org). Les arbres
phylogénétiques réalisés grace aux logiciels BioEdit v7 et Mega7 ont permis de déterminer les sous types viraux.

Résultats : Dans la premiére cohorte, il ressort qu’a partir de 260 enfants, 61 ont été inclus dans notre étude soit
23 % (n=61/260). Le genre féminin représentait 57 % (n=35/61). L’age médian était de 11 ans (03-17). La
charge virale médiane était de 4,4 log10 copies/mL (03-6,6) avec une médiane de CD4 de 411/mm3 (33-1388).
La médiane de durée sous traitement était de 6 ans (01-12). Les souches non B du VIH-1 représentaient 100 %
(n=61/61) des sous-types viraux observés. L’analyse des 61 séquences a permis d’identifier 56 substitutions
dont 93 % (n=52/56) étaient des mutations mineures et 7 % (n=04/56) des mutations majeures. Parmi les enfants,
8 étaient résistants aux IP soit une prévalence de 13 % (n= 8/61). Les mutations associées a la résistance étaient
au nombre de 24. Les mutations mineures plus fréquentes étaient M361 et K201 avec une fréquence respective
de 100 % (n=8/8), H69K 88 % (n= 7/8), L89M et 154V avec une fréquence respective de 75 % (n= 6/8) et G16E
50 % (n= 4/8). Les mutations majeures étaient V82A 75 % (n= 6/8), M461 63 % (n=5/8), L90M 38 % (n= 3/8)
et L76V 13 % (n= 1/8). Aucune résistance a TPV/r et DRV/r n’a été observée. On a noté une résistance a IDV
et FPV/r avec une fréquence respective de 75 % (n= 6/8), NFV et SQV/r avec une fréquence respective de 50
% (n=4/8), ATV/r 38 % (n=3/8) et LPV/r 25 % (n= 2/8). Dans la deuxiéme cohorte, il ressort que 182 patients
ont ét¢ inclus dans notre étude sur la période de juin 2015 a juillet 2017. L’age médian était de 43 ans (18-75).
Le genre féminin représentait 53 % (n = 96/182). L’analyse phylogénétique a montré que le CRF02_AG était
le plus représenté (83 %). On note également la circulation du sous-type A (9 %), B (2 %), C (1 %), D (1 %) et
de recombinants complexes CRF02/A1 (1 %), CRF02/CRF09 (1 %), CRF09_cpx (2 %) et CRF06_cpx (2 %).
La fréquence de résistance a au moins une molécule ARV était de 74 % (n= 134/182). Elle était de 87 % (n=
117/134) aux INTI, 81 % (n= 108/134) aux INNTI et 37 % (n= 49/134) aux IP. La frequence de résistance a
deux classes était de 45 % (60/134) aux INTI/INNTI et 12 % (16/134) aux INTI/IP. La fréquence de résistance
aux trois classes (INTI/INNTI/IP) était de 24 % (32/134). Les mutations de résistances fréquemment rencontrées
étaient pour les INTI : M 184V (88 %), les « thymidine analogue mutations » (23 %) ; pour les INNTI : la K103N
(65 %). Quant aux IP, la résistance a LPV/r, ATV/r et DRV/r étaient respectivement de 78 %, 57 % et 14 % de
la résistance aux IP.

Conclusion : Les différents travaux realisés au cours de cette thése ont permis de confirmer la prédominance
du CRF02_AG mais ont montré une évolution de la diversité génétique des souches circulantes. Les analyses
ont montré une prévalence élevée de la résistance chez les patients en échec thérapeutique suivi en routine. Ces
données sont en faveur d’un acces accru a des options de médicaments de troisiéme ligne, idéalement guidées
par des TGR, pour assurer le succés du traitement du VIH-1 en Céte d’Ivoire. En prévision, des efforts accrus
doivent étre déployes pour réduire les prix des médicaments de troisiéme ligne actuellement inabordables, y
compris les inhibiteurs DRV/r et raltégravir (RAL).

Mots-clés : VIH-1, Résistance aux ARV, Phylogenie moléculaire, Cote d’lvoire.




