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AVANT-PROPOS

Le programme ESTHER "Ensemble pour une Solidarité Thérapeutique Hospitaliere en
Réseau" a été crée par le gouvernement francais afin de favoriser l'acceés aux soins des
personnes vivant avec le VIH dans les pays a ressources limitées. Ce programme, basé sur la
collaboration entre des hopitaux francais et des hopitaux de nombreux pays a ressources
limitées, ceuvre dans le but de renforcer les plateaux techniques biologiques, d’améliorer
I’équipement hospitalier et de maniere générale d'appuyer les stratégies nationales de prise en
charge des personnes vivant avec le VIH. ESTHER collabore avec 17 pays dont le Burkina
Faso, pays de seize millions d’habitants situ¢ en Afrique de I’Ouest. En 2002, 1’accord
ministériel engageant le Burkina Faso et la France dans le programme ESTHER a été signé et
depuis de nombreux jumelages inter-hospitaliers ont vu le jour. Le laboratoire du CHU
Charles Nicolle de Rouen et celui du CHU pédiatrique Charles De Gaulle de Ouagadougou
travaillent en commun depuis 2002. Fait marquant de ce jumelage, une technique de mesure
de la charge virale VIH a pu étre installée au CHUP-CDG permettant aujourd’hui, la
réalisation de nombreuses charges virales pour le diagnostic et le suivi thérapeutique des
enfants infectés. Le laboratoire de virologie du CHU Charles Nicolle réalise également des
tests génotypiques de résistance pour les patients en échec virologique.

L’acces au TAR pour tous, demeure un défi majeur et un enjeu stratégique de la lutte
contre cette pandémie. Défi majeur car le prix des traitements reste inabordable pour la grande
majorité de ceux qui en ont besoin. Enjeu stratégique car traiter permet de réduire la mortalité
des personnes infectées, mais permet aussi d’agir sur I’incidence de la maladie en diminuant
le nombre de nouvelles contaminations, notamment par la réduction du risque de transmission
mere-enfant. Ce défi financier est en passe d’étre relevé grace a des initiatives venues de la
communauté internationale. Pour exemple, UNITAID, organisation internationale créée par
I’ONU en 2006, centralise les achats de médicaments contre le VIH, la tuberculose et le
paludisme, dans le but d’obtenir des prix abordables pour les pays en voie de développement.
Le financement d’UNITAID s’effectue par une taxe sur les billets d’avion. Dans le méme
temps, il parait nécessaire que I’acces au TAR s’accompagne d’une bonne observance, que
I’offre thérapeutique proposée au malade s’enrichisse au fil du temps et, que 1’acces aux tests
de résistance puisse €tre rendu possible pour un suivi efficace.

Au cours de ma derniere année d'internat, j'ai effectué deux semestres dans le

laboratoire de virologie du CHU Charles Nicolle ou il m'a été proposé de travailler sur les



aspects épidémiologiques et immuno-virologiques des enfants suivis au CHUP-CDG. J’ai pu,
dans ce cadre, me rendre au Burkina Faso afin d’assister a 1’atelier ESTHER de
programmation du plan VIH pour les années 2013 a 2015, et rencontrer les différents acteurs
locaux de la prise en charge.

En introduction de ce travail, nous présenterons une synthese bibliographique sur les
caractéristiques du VIH et sur la prise en charge des patients infectés dans les pays du nord et
dans les pays du sud, facilitant ainsi la compréhension de notre démarche scientifique. Dans
une seconde partie, nous détaillerons les différents aspects épidémiologiques et immuno-
virologiques des enfants suivis au CHUP-CDG ainsi que les caractéristiques génotypiques des

virus infectant ces enfants.



PARTIE 1 : GENERALITES

I CARACTERISTISQUES VIROLOGIQUES DU VIH

A-CLASSIFICATION ET STRUCTURE

Le VIH est un virus enveloppé dont les virions mesurent entre 90 et 120 nanomeétres
de diameétre (figure 1). Son génome est un ARN de polarité positive. Il appartient a la famille
des Retroviridae, a la sous-famille des Orthoretrovirinae et au genre des Lentivirus. Cette
famille présente la particularité de rétrotranscrire son génome ARN viral monocaténaire en

ADN viral bicaténaire, et de l'intégrer dans I'ADN cellulaire [1, 2].

p41 - Transmembrane
Glycoprotein

B Reverse Transcriptase

r #

Figure 1 : Structure d'une particule virale du VIH.

(d'apreés le National Institute of Allergy and Infectious Diseases; http://www.niaid.nih.gov)

Le virion est composé de trois grandes entités structurelles :

9,

« L'enveloppe

L'enveloppe virale est composée d'une bicouche de phospholipides provenant des membranes
cellulaires, et de deux glycoprotéines virales interagissant avec la cellule hote. Ces
glycoprotéines, gpl120 et gp4l, s'assemblent pour former un trimére a la surface de

l'enveloppe virale.



+ La matrice
La matrice externe est formée par la protéine pl7 (ou MA). Elle est liée au feuillet interne de
la membrane plasmique et forme une coquille externe qui entoure la capside. La protéase
virale, qui participe a la maturation des virions immatures, est située entre cette matrice et la
capside.

+» La capside
La capside, coquille d'aspect conique, résulte de I'assemblage de la protéine p24 (ou CA). Elle
protége la nucléocapside qui est formée par 1'association des deux brins d'ARN identiques et
des nucléoprotéines p7. Deux enzymes importantes du cycle virale y sont présentes: la

p66/p51 (TI) et la p32 (IN).

B-ORGANISATION GENOMIQUE

Le génome du VIH a une longueur d'environ 9200 paires de bases sous forme d'ADN.
Il est flanqué de chaque coté par des séquences répétitives nommées LTR participant a
l'intégration et a 1'expression du génome viral [1]. Chaque particule virale contient deux brins
d'ARN identiques. Le génome est composé de trois génes principaux gag, pol, env et de
multiples genes accessoires. La fonction de chacun de ces génes est décrite sommairement

dans la figure 2.

| um |

1ong Smiingd Séquence contenant le promoteur de la transcription.
repeat
i {;p — Code pour des protéines de structure.
antigen
polymerase Code pour les enzymes virales T, IN, PR.
Code pour les glycoprotéines d'enveloppe impliquées
i i dans la relation avec I'hote.
“ transcrip - Entraine un rétrocontréle positif de la transcription de I'ADN viral.
transactivator
rev regulator of viral Régule I'épissage et permet I'export des ARN messagers non
expression épissés et de I'ARN génomique hors du noyau.
vﬂ wiral ’f::;a::mry Inhibiteur du facteur APOBEC3G ayant une activité antivirale.
viral protein r Transporte I'ADN jusqu’au noyau et régule le cycle cellulaire.
‘HF] viral protein u Favorise la libération des virions en agissant contre la tetherine.
nef negative regulatory Augmente la réplication virale, diminue le nombre de CD4,
factor diminue I'expression des CMH de type 1 et Il

Figure 2 : Organisation génomique de I'ADN proviral du VIH .
(d'aprés Immunobiology, Garland Science, 2005)



C-CYCLE DE MULTIPLICATION VIRALE

Le cycle de multiplication virale du VIH peut étre décomposé en deux grandes phases
comprenant chacune plusieurs étapes [3]:

- une phase pré-intégrative qui comprend l'entrée du virus, la transcription inverse et
l'intégration.

- une phase post-intégrative qui comprend la transcription de I'ADN intégré, la
traduction en protéines virales, l'assemblage, le bourgeonnement, et la maturation des
nouveaux virions formés.

L'ensemble des étapes du cycle viral est représenté dans la figure 3 ci-dessous.

1-Fusion et
entrée du VIH

_2-Lihéfﬂ:éoll

- .’ \

o' ADN viral parla T

4-Trangport de I"ADM viral

s-Transcription des ARNg et
'.iu MMMM
o ARNm en proteines virale

Figure 3 : Cycle de multiplication du VIH .
(d'aprés National Institute of Allergy and Infectious Diseases; http://www.niaid.nih.gov)
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1-L’entrée du virus dans la cellule hote et la libération de la capside

La glycoprotéine gpl20 se fixe sur son récepteur cellulaire CD4 et modifie la
conformation de ses différents domaines. Ce réarrangement conduit a la présentation de la
boucle V3 de la gpl20 a la surface du lymphocyte T CD4. Cette boucle V3, région
hypervariable du génome, possede la particularit¢ de se fixer sur les récepteurs aux
chimiokines cellulaires CCRS et/ou CXCRA4, corécepteurs du virus.

La fixation aux corécepteurs engage la gp41 dans la membrane cellulaire par sa partie
amino-terminale, appelée peptide de fusion [4].

Telle une épingle a cheveux, la structure en hélice de la gp41 se replie alors
sur elle-méme, et permet ainsi le rapprochement des membranes virales et cellulaires et
leur fusion (figure 4).

Cette fusion libére ensuite la capside virale dans le cytosol de la cellule cible.

1-Ligison du CD4 et de la gp120

Z-Liaison de la boucle V3
avec le corécepteur

3-lngertion du peptide de fusionde la 4-Rapprochement des membranes
gpdtdans la membrane cellulaire cellulaires et virales

5-Fugion des membranes

«) (m

Figure 4 : Les différentes étapes de 1'entrée du VIH dans la cellule
(d'apreés Permanyer, Trends Microbiol, 2010 [4])
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2-La transcription inverse

Apres libération du génome viral dans le cytosol, la TI initie la synthése d'ADN
double brin a partir du génome a ARN.

L'activité polymérase de la TI du VIH nécessite un brin matrice (génome ARN viral de
polarité +) et un ARNt;,s servant d'amorce a la TI. Cet ARNt;y est complémentaire d'une
séquence du génome située dans la région 5' non codante nommée PBS ou site de fixation de
I'amorce [5].

RNA primor

viiNA & us PBS gag ¥

A partir de cette amorce, la TI initie la transcription inverse du génome viral jusqu'a

son extrémité 5' : il en résulte la formation d'une séquence hybride ARN/ADN.

Cette séquence ARN/ADN est le substrat spécifique de l'activité RNAase H de la TI
qui dégrade la séquence ARN du brin hybride.

Aux extrémités 3' et 5' du génome viral, il existe une séquence identique nommée
repeat R. Lors du premier saut de matrice (first jump), le transfert du brin ADN néo-

synthétisé s'effectue de l'extrémité 5' vers I'extrémité 3'.

Apres ce saut, la transcription inverse reprend son activité, toujours vers l'extrémité 5'

ate

du génome viral.

IRt ninninnnniinnitil

12



De manicre concomitante, la matrice ARN viral est détruite par 'activit¢ RNAase H

5
S .wﬂus-%. i|
" ¥

La séquence PPT joue le réle d'amorce pour la synthése du second brin d'ADN de

e

5 u3 us F

sauf au niveau d'une région riche en purine nommée PPT.

polarité (+).

[ res [ om U3 us

L' ARNt,s se détache, la séquence PBS du brin positif s'hybride au niveau de la

séquence PBS du brin négatif réalisant ainsi le second saut de matrice.

P ] =

L'¢longation se termine sur les deux brins d'ADN, aboutissant a la formation d'un

ADN viral double brin possédant a chaque extrémité des séquences LTR.

FLTR TR

3-L'intégration
L'intégration de 'ADNv dans I'ADN cellulaire permet la poursuite du cycle de

réplication virale et la formation de nouveaux virions. L'intégrase est I'enzyme clé de cette

étape du cycle et le processus d'intégration peut se décomposer en plusieurs étapes [3]:

«» Dans le cytoplasme :

o Formation d'un complexe de pré-intégration CPI comprenant I'ADNyv et
l'intégrase.

o Excision d'un dinucléotide (GT) de 'ADNv au niveau de l'extrémité
3'OH; cette étape est aussi appelée le 3'-processing.

o Transfert du complexe de pré-intégration dans le noyau.

13



+* Dans le novau :

o Le transfert de brin ou intégration de I'ADN viral dans I'ADN cellulaire.

o Réparation de I'ADN apres intégration.

Les étapes de 3'-processing et de transfert de brin sont détaillées dans la figure 5.

Jprocessing

Translart de brins

Figure 5 : Processus d’intégration du provirus catalysé par ’intégrase

(d’apres Pommier, Nature Rev, 2005 [6])

A) Le multimére d’intégrase (en jaune) se fixe aux extrémités de I’ADN viral (en violet) pour former le complexe de préintégration CPI.
B) Le 3’-processing se déroule dans le cytoplasme de la cellule infectée. 11 s’agit d’une coupure des dinucléotides terminaux CA générant des
extrémités 3’-OH (cercles rouges). Ce complexe de pré-intégration migre dans le noyau. C et D) Le CPI se lie a I’ADN cellulaire (bleu) et y
insére I’ADN viral. E) Cette intégration crée une bréche dans la chaine d'acides nucléiques (fleche verte) qui sera réparée par les enzymes

cellulaires.

4-La transcription et la traduction

Une fois intégré, la machinerie cellulaire transcrit 'ADN proviral en différents ARNm
qui seront traduits en protéines. La région LTR de I'ADN proviral posséde une région
promotrice capable de recruter les facteurs nécessaires a l'initiation de la transcription par
I'"ARN polymeérase II.

Dans un premier temps, la transcription est peu efficace mais sous l'action du
transactivateur viral Tat associ¢ a des protéines kinases, 'ARN polymérase II est
phosphorylée et rendue plus efficace pour 1'¢longation [7].

Dans une phase précoce, les ARNm produits sont épissé€s et aboutissent a la synthése

des protéines régulatrices et auxiliaires Nef, Tat et Rev.
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Dans une phase tardive, sous l'action des protéines régulatrices virales, les ARNm non
¢épissés et les ARN génomiques produits sont exportés vers le cytoplasme permettant ainsi la

synthése des protéines de structure (Gag/Pol et Env), l'assemblage, et la libération des virions.

5-L’assemblage, la maturation et la libération des virions

Toutes les informations nécessaires a l'assemblage de la particule virale résident dans
la polyprotéine Gag : in vitro, cette seule polyprotéine est capable de former des pseudo-
particules virales en l'absence d'autres protéines [8]. Grace a une ancre lipidique située sur son
extrémité N-terminale, la polyprotéine Gag contenant matrice, capside, et nucléoprotéine,
s'attache au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique de la cellule hote. Ces
molécules Gag interagissent entre-elles pour former un treillis protéique responsable du
bourgeonnement des virions. Lors du bourgeonnement, I'ARN génomique est 1i¢ a I'extrémité
C-terminale de la polyprotéine Gag permettant son incorporation dans la particule. Les virions
néoformés sont immatures et non infectieux.

Dans un second temps, a l'intérieur du virion, la PR virale s'active et clive la
polyprotéine Gag en un jeu de protéines de structures. Ces différentes protéines se réarrangent
pour former les différentes couches du virion mature : la protéine de matrice (ou MA) reste
attachée au feuillet interne de I'enveloppe virale, les nucléoprotéines s'associent au génome
viral ARN pour former la nucléocapside et enfin les protéines p24 s'assemblent et forment la
capside conique contenant la nucléocapside et les enzymes virales associées (TI et IN). Le
virion est mature et peut infecter une autre cellule. Les étapes d'assemblage, de

bourgeonnement, et de maturation sont représentées dans la figure 6.

I-LIBERATION
D'UN VIRION IMMATURE

3-ASSEMELAGE ET
MULTIMERISATION DEE GAG
AUNIVEAU DELA
MEMBRANE CELLULAIRE

4-MATURATION ET
FORMATION
D'UN VIRION MATURE

1-LIAISON DE L'ARNg AU GAG
W)

polyprotéine gag

Figure 6 : Schéma représentant les étapes d'assemblage, de bourgeonnement et de maturation du VIH
(d'aprés Serrano & Neil, Nat Rev Microbiol, 2011 [9])
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D-EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE

Grace aux progrés de la biologie moléculaire, de nombreux génomes de VIH
provenant de patients de diverses régions du globe ont pu étre séquencés. La comparaison de
ces séquences a montré qu'il existait une trés grande diversité génétique chez les VIH. De
plus, la comparaison du génome des VIH avec celui des VIS a montré que ces virus avaient
une organisation génomique similaire et une physiopathologie trés proche, prouvant ainsi

I’origine simienne des VIH. On distingue deux types de VIH, le type-1 et le type-2.

1-Le VIH de type 1

Les VIH de type 1 sont classés en 4 groupes distincts :

- Le groupe M major est responsable de la pandémie actuelle. Il comprend neuf sous-
types non recombinants ou "purs" (A a D, F a H, J et K). En France, le sous-type B
prédomine. Cependant au niveau mondial, le sous-type C est le plus largement répandu et
constitue pres de 50% des cas d'infection. Ces différents sous-types peuvent recombiner entre
eux et former des virus composites appelés formes recombinantes circulantes CRFs. Une
forme est dite circulante a partir du moment ou elle est retrouvée chez 3 patients n’ayant
aucun lien épidémiologique. La distribution géographique de ces différentes formes est

rapportée dans la figure 7.

- Le groupe O pour "OQutlier"” est plus rare et principalement isolé¢ chez des patients
vivant en Afrique centrale (Cameroun, Gabon, Guinée équatoriale). Au sein de ce groupe, une
forte variabilit¢ génétique existe. Les 3 clades définies (O:A, O:B, O:C) regroupent de
nombreux virus variables, mais certains virus du groupe O treés divergeant ne sont classés dans

aucune d’entre elles.

- Le groupe N pour "Ni M, Ni O" identifié chez une patiente vivant au Cameroun est

plus rare [10].

- Le groupe P a été identifi¢ au laboratoire du CHU de Rouen chez une patiente
Camerounaise agée de 62 ans. Ce nouveau variant a été suspecté sur la base de discordances
séro-moléculaires et sur l'absence d'amplification par les techniques de PCR classiques

spécifiques [11].
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Figure 7 : Distribution géographique des sous-types du VIH (d'aprés Buonaguro, J Virol, 2007 [12])

2-Le VIH de type 2

Le VIH de type 2 est géographiquement localisé en Afrique de 1’Ouest. Le VIH-2 est
classé en 8 groupes distincts (A a H). Seuls les groupes A et B sont épidémiques. En France,
la proportion d’infection par le VIH-2 représente 1,8% des nouveaux diagnostics entre 2003
et 2006, dont 0,1% de co-infections VIH-1/VIH-2. La présence de polymorphismes naturels

confere au VIH-2 une résistance naturelle aux inhibiteurs non nucléosidiques de la TI.
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IT EPIDEMIOLOGIE DU VIH

En 2010, le rapport ONUSIDA [13] estimait le nombre de personnes vivant avec le

VIH dans le monde a 34 millions, soit une hausse de 17% par rapport a 2001 (figure 8). Cet

accroissement s'explique par

ce, malgré une diminution de

I'augmentation de la survie des personnes vivant avec le VIH et

l'incidence (figure 9).
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Figure 8: Nombre de personnes vivant avec le VIH dans le monde de 1990 a 2010.

(d'apreés le rapport ONUSIDA 2011[13])
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(d'aprés le rapport ONUSIDA 2011[13])
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A-DANS LES PAYS DU NORD

Le nombre total de personnes vivant avec le VIH en Amérique du Nord, en Europe

centrale et en Europe occidentale est estimé a 2,2 millions en 2010, soit environ un tiers de

plus qu’en 2001 (figure 10). Le nombre de déces liés au sida a peu varié¢ depuis 2000,

expliquant I’augmentation de 34 % du nombre de personnes vivant avec le VIH [13].

EUROPE
CENTRALE
OCCIDENTALE

AMERIQUE DU
NORD

Adultes et enfants
vivant avec le VIH

Adultes et enfants

Prévalence chez

Décés dus au sida

Prévalence chez les

nouvellement les adultes (%) chez les enfants et jeunes (15-24 ans, %)
infectes par le VIH les adultes
Homme Femme
2010 840 000 30 000 0,2 9900 0.1 0.1
2001 630 000 30 000 0,2 10 000 01 01
2010 1,3 million 58 000 0,6 20000 0,3 0.2
2001 980 000 49 000 0,5 0,3 0.2

19 000

Figure 10 : Nombre de personnes vivant avec le VIH dans les pays occidentaux

(d'aprés le rapport ONUSIDA 2011[13])

En France, pour I'année 2008, le nombre de personnes infectées par le VIH était estimé

a 152 000 dont 30 000 ignorent leur statut ou ne sont pas suivies [14]. Les données

d’épidémiologie en France en 2010, situe le nombre de nouvelles contaminations par an

autour de 7 000 a 8 000 cas [15].

B-DANS LES PAYS DU SUD

L'Afrique subsaharienne est la région du monde la plus touchée par I'épidémie,

regroupant pres de 68% des personnes vivant avec le virus et concentrant 70% des nouvelles

infections ayant eu lieu en 2010 [13]. Depuis 1998, le SIDA est responsable de la mort d'un

million de personnes par an dans cette région. Cependant, depuis cette date, on observe une

diminution des déceés liés au VIH.

AFRIQUE
SUBSAHARIENNE

Adultes et enfants
vivant avec le VIH

Adultes et enfants

Prévalence chez

Décés dus au sida

Prévalence chez les

nouvellement les adultes (%) chez les enfants et jeunes (15-24 ans, %)
infectés par le VIH les adultes
Homme Femme
2010 22,9 milliens 1,9 millien 5.0 1,2 millien 1.4 3,3
[21,6-24,1 millions] [1,7-2,1 millions] [4,7-5,2] [1,1-1,4 million] [1,1-1,8] [2,7-4,2]
2001 20,5 milliens 2,2 milliens 59 1,4 millien 2,0 52
[19.1-22,2 millions] [2,1-2,4 milliens] [5.6-6,4] [1,3-1,6 millien] [1.6-2,71 [4,3-6,8]

Figure 11 : Nombre de personnes vivant avec le VIH en Afrique subsaharienne.

(d'aprés le rapport ONUSIDA 2011[13])
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Cette diminution de la morbi-mortalité¢ s'explique par les engagements des grandes
instances politiques internationales, qui ont permis d’accroitre les investissements concernant
les programmes de traitement et de prévention du VIH dans les pays a faibles revenus. Dans
la figure 12, on remarque que l'infléchissement de la courbe des nouvelles infections VIH

concorde avec ces grands engagements politiques de lutte contre le VIH.
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Figure 12 : Ressources disponibles pour le VIH dans les pays a faible revenu

et nombre de nouvelles infections (d'aprés le rapport ONUSIDA[13])
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IIT PRISE EN CHARGE DE L’INFECTION A VIH AU NORD

Chaque pays définissant sa politique spécifique en termes de prise en charge, nous
prendrons l'exemple des recommandations francaises pour détailler le dépistage, la prise en

charge thérapeutique et le suivi des patients vivant avec le VIH.

A-DEPISTAGE

1-Stratégie du dépistage en France

En Novembre 2009, la Haute Autorité de Santé a émis de nouvelles recommandations
concernant la stratégie de dépistage du VIH [16]. Elle s'articule autour de deux grands axes :

» une offre de dépistage concernant la population générale de 15 a 70 ans qui
promeut l'acces a la connaissance de son statut sérologique et vise a améliorer la précocité du
dépistage et de la prise en charge.

» une offre de dépistage ciblée et réguliére des populations a risque et des
situations particuliéres : cette offre se base sur la persistance de groupes de population
particulierement touchés par I'épidémie et sur l'identification de certaines situations a risque
(table 1).

Certaines situations épidémiologiques régionales sont également prises en compte,
comme en Guyane, département francais d'Outre-Mer. La HAS souligne les caractéristiques
épidémiologiques particulieres de ’infection dans ce département qui le placent dans une
situation d’épidémie généralisée (la prévalence du VIH atteignant 1% des femmes enceintes
dans certaines régions). Elle insiste sur la nécessit¢ de mettre en ceuvre des stratégies de
dépistage spécifiques et volontaristes, reposant sur une proposition réguliere du test de

dépistage a ’ensemble de la population.

Table 1 : Ciblage des populations et situations a risque pour le dépistage du VIH (d'apres la HAS [16]).

DEPISTAGE CIBLE ET REGULIER

Populations a risque Situations a risque
- Population homosexuelle - Suspicion ou diagnostic d'hepatite B ou C
- Multi partenariat - Suspicion au diagnostic de tuberculose
- Populations des departements francais d'Ameérique - Projet de grossesse
- Usagers de drogues injectables - Interruption volontaire de grossesse
- Personnes en situations de prostitution - Viel
- Personnes dont les partenaires sexuels sont - Personnes incarcerees
infectes
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> Place des laboratoires d'analyses de biologie médicale

Dans ces mémes recommandations [16], I'HAS explicite la place des laboratoires
d'analyses médicales dans la stratégie de dépistage.

La HAS estime pertinent que l'acces au dépistage de l'infection VIH dans les
laboratoires d'analyses de biologie médicale puisse se faire sans prescription médicale, sous
réserve du respect des conditions de remise du résultat. Ainsi, dans le cas d'un test réalisé en
I'absence de prescription sur demande expresse du patient, la HAS a considéré qu'il
appartenait au biologiste d'informer lui-méme le patient. La remise du résultat doit se faire
lors d'un entretien individuel. En cas de résultat positif et en I'absence de médecin traitant, la
HAS recommande au biologiste de proposer un accompagnement au patient afin qu'une prise
en charge préventive et thérapeutique puisse lui étre proposée sans délai. Il peut orienter ce
dernier vers un réseau ville-hopital, ou tout dispositif mis en place par le comité de

coordination régionale de lutte contre le VIH (COREVIH).

> Place des tests rapides d'orientation diagnostique TROD

Selon l'arrété du 9 novembre 2010 [17] fixant les conditions de réalisation des tests
rapides d'orientation diagnostique de l'infection VIH : "un test rapide d'orientation
diagnostique TROD détectant l'infection a virus de l'immunodéficience humaine VIH peut
étre réalis€é chez toute personne, dans son intérét et pour son seul bénéfice, apres l'avoir
informée et avoir recueilli son consentement libre et éclairé".

Ce test a lecture subjective ne permet qu'une orientation diagnostique et ne constitue
en aucun cas un diagnostic biologique de certitude. Il est pratiqué sur sang total, sérum ou
plasma, au moyen d'un réactif détectant l'infection a VIH 1 et 2 et doit étre revétu du
marquage CE.

En cas de résultat positif du test, la personne est dirigée soit vers un médecin, soit vers
un établissement ou un service de santé, pour la réalisation du diagnostic biologique de
l'infectiona VIH 1 et2 .

En cas de résultat négatif, la personne testée est informée des limites inhérentes a
l'interprétation du résultat du test et sur I'éventualité de renouveler le dépistage biologique,

notamment en cas de risque récent de transmission du virus.
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2-Outils techniques et algorithme de dépistage

L'arrété publié le 28 Mai 2010 [18] définit les conditions du dépistage de I'infection a

VIH. Les biologistes doivent utiliser un seul réactif de type Elisa permettant la détection

combinée des anticorps anti VIH-1 et 2 ainsi que 1' Ag p24 du VIH-1 avec un seuil minimal

de détection de I'antigéne p24 du VIH-1 de 2 Ul/ml. Ces réactifs sont communément appelés

tests combinés de 4°™ génération. La cinétique d'apparition des marqueurs viraux au cours de

la primo-infection est représentée ci-dessous dans la figure 13.

Concentrations des marqueurs

Contage

. Combinés
ARN plasmatique (cop/ml) - = =
Anticcys @2tectés en ELISA

#Corps détectés par WB

Signe%ues

/ ' / \ / Seuil détection des marqueurs
| \ \ | \ \
11 16 21 26 29 Temps en jours

Figure 13 : Dynamique des marqueurs viraux au cours de la primo-infection VIH.

(d'aprés le modéle de Fiebig adapté par V. Lemée)

En cas de positivité du test combiné, un test de confirmation par western blot ou

immunoblot sera réalisé et un second prélévement sera effectué¢ afin d'écarter toute erreur

d'identification. L'utilisation de la charge virale plasmatique dans les situations indéterminées

est prévue par l'algorithme de la HAS. L'algorithme de dépistage est détaill¢ dans la figure 14.
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Figure 14 : Algorithme de dépistage du VIH en France (cas général)

(d'aprés les recommandations HAS 2009 fixant les modalités de réalisation des tests de dépistage VIH)

3-Bilan initial

Apres 'annonce du diagnostic, I'évaluation du statut immunologique s’effectue d’une
part par la numération des CD4 en cytométrie de flux et d’autre part la mesure de la charge
virale ARN plasmatique par RT-PCR en temps réel. Les techniques de mesure de la charge
virale plasmatique sont trés sensibles avec un seuil de détection de 40 copies/mL pour
certaines. L appréciation de 1’état immuno-virologique du patient constitue I’élément central
de la prise en charge, notamment pour la décision de mise sous traitement et le suivi
thérapeutique.

Le rapport Yéni 2010 préconise un bilan biologique initial de base pour les personnes
infectées. Ce bilan clinico-biologique a pour objectif de rechercher les co-morbidités et les
complications infecticuses et tumorales potentiellement présentes. La recherche des co-
infections virales, notamment les hépatites B et C, doit étre effectuée. Un test génotypique est
également recommandé afin de typer la souche de VIH et de rechercher d'éventuelles

mutations de résistance pouvant impacter le choix du traitement.
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B-TRAITEMENT ANTI-RETROVIRAL

A titre individuel, la mise sous traitement antirétroviral doit prévenir la dégradation du
systéme immunitaire et empécher I'évolution de la maladie vers le stade SIDA. Il a pour
objectif immuno-virologique un maintien des CD4 au dessus de 500/mm’ et une
indétectabilité de la charge virale plasmatique. Dans une perspective de prévention collective,
la mise sous traitement des personnes infectées serait un outil performant de prévention de la
transmission du virus [19].

En 2012, il existe 6 classes de molécules antirétrovirales disponibles sur le marché :

- les inhibiteurs nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse

- les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse
- les inhibiteurs de protéase

- les inhibiteurs de l'intégrase

- les inhibiteurs de fusion

- les antagonistes des récepteurs CCRS

1-Initiation du traitement

En France, il est recommand¢ d'initier un traitement dans trois situations [15]:

> Patients symptomatiques et immunodéprimés asymptomatiques ayant un taux

de lymphocytes CD4 inferieurs a 350/mm’

Ce groupe de malades rassemble les patients atteints d'infections opportunistes
majeures notamment de la catégorie C de la classification CDC. Elle comprend aussi les
patients atteints d'infections marquées ou récidivantes de la catégorie B de la classification
CDC et les patients présentant une néphropathie liée au VIH. Dans ces cas, il est recommandé
de débuter un traitement antirétroviral sans délai.

» Patients asymptomatiques ayant un taux de lymphocytes CD4 compris

entre 350 et 500 /mm’

Il est recommandé de débuter un traitement antirétroviral chez ces patients a condition
qu'ils n'expriment pas un refus et adhérent pleinement au projet thérapeutique.

> Patients asymptomatiques ayant un taux de taux de lymphocytes CD4

supérieur 3 500/ mm’

L'instauration d'un traitement antirétroviral doit étre discutée en fonction d'un certain
nombre de critéres tels que la charge virale, la décroissance rapide des lymphocytes CD4, la
présence d'une co-infection VHB ou VHC, I'dge ou le souhait du patient de réduire le risque

de transmission sexuelle.
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2-Schémas thérapeutiques

Le schéma thérapeutique de premiére intention recommandé consiste en une
association comprenant deux INTI et d'un troisiéme agent. Les deux associations fixes d'INTI,
les plus souvent utilisées en raison de leur efficacité et de leur tolérance, sont [TDF+FTC]
(Truvada®) et [ABCH+3TC] (Kivexa®™). Le choix du troisiéme agent s'effectue généralement
dans la classe des IP, des INNTI ou dans la classe des INI.

Les associations recommandées par le rapport Yéni sont résumées en table 2.

Table 2 : Recommandations pour un premier traitement antirétroviral (d'aprés le rapport Yéni [15])

CHOIX PREFERENTIELS

2 INTI INNTI Commentaires
TDF/FTC? EFV 600 mg x 1 Faible barriére génétique d'EFV
2 INTI IP/r Commentaires

ATV/r 300/100 mg x 1

TDF/FTC? DRV/r 800/100 mg x 1
LPV/r 400/100 mg x 2 ou LPV/r 800/200 mg x 1
ATV/r 300/100 mg x 1

ABC/3TC 23

LPV/r 400/100 mg x 2

1 : précaution en cas d’'insuffisance rénale (clairance de la créatinine < 80 mL/min) ou de risque de survenue d’insuffisance rénale.
Surveillance rénale en début de traitement.

2 : uniguement si HLA B*5701 négatif. Nécessité de surveillance de survenue d’'HSR méme si HLA B*5701 négatif.

3 : uniguement si CV < 100000 ¢/mL.

3-Suivi virologique au cours de ’infection

L’évolution naturelle de I’infection VIH se déroule en trois phases : la primo-
infection, la phase de latence clinique et la phase symptomatique comme le montre la figure

15.

1-6 mois

“—>r e — p  Durée

Primo-infection

Figure 15 : Evolution naturelle de l'infection par le VIH.
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Des études ont montré qu’en parallele de la numération des lymphocytes CD4, la
quantification de I’ARN du VIH-1 plasmatique était un marqueur de suivi trés sensible. Sa
valeur est étroitement liée a la dégradation du systéme immunitaire. Plus la charge virale est
¢levée, plus la baisse du taux des lymphocytes CD4 est importante, et plus 1’évolution vers le

stade SIDA est rapide.

a) Succes virologique apreés initiation d'un premier traitement

L'indétectabilité (charge virale < 50 copies/mL) a six mois est 1'objectif principal apres
instauration d'un premier traitement antirétroviral. Cependant, des objectifs intermédiaires
sont définis afin de mieux évaluer de l'efficacité du traitement et la probabilité d'atteinte de

l'objectif principal [15].

INITIATION DU PREMIER
TRAITEMENT ANTIRETROVIRAL

OBJECTIF INTERMEDIARE A M1 :
DIMINUTION DE 2 LOG DE LA CV

OBJECTIF A M3:
CV < 400 copies/mL
OBJECTIF FINAL :

CV<50 copies/mL

MAINTIEN DE L’INDETECTABILITE A VIE

Figure 16 : Objectif immuno-virologique aprés instauration d'un premier traitement antirétroviral
(d'aprés le rapport Yéni 2010 [15])

b) Echec virologique

On définit plusieurs situations d'échec virologique [15]:

- La non-réponse au traitement

Elle est définie par une diminution inférieure a 2 log de la charge virale plasmatique,
un mois apres l'initiation d'un premier traitement.
- L'échec initial
Il se définit par la persistance d'une charge virale plasmatique détectable supérieure a
200 copies/mL a six mois, confirmée par une charge virale plasmatique supérieure a 50

copies/mL a 12 mois.

27



- Le rebond virologique

Il correspond a une remontée de la charge virale sur deux prélévements successifs
apres une période de succes virologique. La non atteinte d'un objectif virologique, qu'il soit
final ou intermédiaire, doit faire rechercher une mauvaise observance, des interactions
médicamenteuses, un sous-dosage plasmatique, apreés avoir écarté la présence de mutations
naturellement présentes sur la souche. Il convient de corriger au plus vite la cause identifiée,

et d'effectuer un suivi rapproché du patient.

C-RESISTANCE AUX ARV

La TI du VIH effectue une erreur toutes les 10000 paires de bases et est dépourvue de
fonction correctrice. Cette faible fidélit¢ de l'enzyme explique la variabilité du virus, et les
mutations qui entrainent la résistance aux ARV.

Lorsqu'un traitement est instauré, une pression de sélection s'exerce sur la population

virale et les souches résistantes sont sélectionnées et archivées dans 'ADN cellulaire.

L'apparition d'une résistance peut étre formulée sous la forme d'une équation [3]:

R=MxE x PS

R : Résistance

=

: Multiplication du virus
E :Erreur dela RT
PS : Pression de sélection de I'ARV

Chez un patient trait¢ ayant une charge virale indétectable, le risque d'apparition de
mutations de résistance chez le virus est nul (Si M=0, alors R=0). L'adhésion du patient au
traitement et la tolérance médicamenteuse sont des éléments essentiels pour obtenir une bonne
observance et garantir une efficacité¢ thérapeutique, qui évitera la sélection de mutants
résistants. Sous traitement (PS#0), tous les éléments aboutissant a la persistance d'une
réplication virale entraineront, a plus ou moins longue échéance, la sélection de mutants

résistants et un rétrécissement de la palette thérapeutique a disposition.

Nous traiterons uniquement des résistances aux INTI, INNTI et aux IP dans la suite de

ce paragraphe.
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1-Cibles thérapeutiques des ARV et mutations de résistance
a) La transcriptase inverse

a) Structure et fonction

La TI est un hétérodimere composé de deux sous unités : la p66 et la p51 qui
proviennent du clivage protéolytique de la polyprotéine Gag/Pol par la protéase virale. Dans
le cytoplasme de la cellule infectée, les activités ADN polymérase et RNAase H de p66
cooperent et convertissent I'ARN viral simple brin en ADN double brin pour étre intégré au
génome. La p51 participe pour sa part a la stabilit¢ de 1'hétérodimeére en maintenant la
conformation de la p66.

La TT est souvent comparé a une "main" et sa structure est illustrée dans la figure 17.

I5"

ARN viral

Figure 17 : Représentation de la TI et organisation de ses différents domaines.

A : Représentation en cristallographie des 2 domaines p51 et p66 et de leurs structures secondaires (d'apres
Sarafianos [5]). B : Schématisation de la TI sous forme de main et emplacement des sites actifs de l'enzyme
(d'apres Kohllstaedt et al. Resolution of HIV-1 reverse transcriptase, Science, 1992)

La réaction de polymérisation commence par la fixation des acides nucléiques a la TI.
Les doigts, la paume, le pouce, la zone de connexion de p66 et les sous domaines RNAase H
participent a la formation d'un sillon qui constitue le lieu d'ancrage des acides nucléiques
comme représenté sur la figure 17B. Ce sillon de fixation, permettant le bon ancrage des
acides nucléiques, peut étre comparé au creux d'une main qui maintient et transloque la chaine
d'acide nucléique pendant la transcription inverse. Une fois la matrice fixée, il existe une

modification conformationelle du pouce qui passe d'une position fermée a une position

ouverte.
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Cette ouverture permet au dNTP entrant d'accéder a son site de fixation. Les doigts se
referment ensuite sur le ANTP au niveau du site catalytique et la réaction de polymérisation
peut avoir lieu. Enfin, les doigts se rouvrent pour libérer les produits de la réaction de

polymérisation et permettre la translocation de la chaine nucléique [5].

Concernant le site catalytique de la transcriptase inverse

Le site catalytique de la TI est formé¢ d'une triade de groupements carboxylates
capables de complexer deux ions Mg*'(motif YMDD). Ces cations divalents sont des
catalyseurs de la réaction de polymérisation qui positionnent de maniére trés précise le ANTP
au cours de la polymérisation grace a la formation d'un complexe.[5]

Lorsque le dNTP est correctement aligné, le groupement 3' hydroxyl terminal (3'OH)
libre du brin matrice réalise une attaque nucléophile sur le phosphate en oo du ANTP comme
représenté sur la figure 18. L'incorporation de ce dernier allonge la chaine d'un nucléotide et

libere les produits de la réaction.

D ib léotide terminal ’
de la chaine d’acides nucléiques -

Desoxyrinbonucléotide triphosphate (dNTP)

\ (en cours de polymérisation)
- Pyrophosphate
TRIADE ASPARTIQUE

DU SITE CATALYTIQUE

Attaque nucléophile e e ’

Atome phosphore .
Atome oxygéne .
Mg2+ £

Figure 18 : Polymérisation d'un dNTP aprés chélation au niveau du site actif de la T1.
(d'aprés Sarafianos, J Mol Biol, 2009 [5])
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) Mécanismes d'action des INTI et principales mutations pourvoyeuses de résistances

Actuellement, il existe deux classes d'inhibiteurs de la TI commercialisées, les
inhibiteurs nucléosidique de la TI et les inhibiteurs non nucléosidiques de la T1 :

> Les INTI

Les INTI sont des analogues des nucléosides naturels dépourvus de groupement OH en 3.

Comme les substrats naturels, ils doivent étre triphosphorylés avant d'étre utilisés par la TIL.
Lorsqu'ils sont intégrés a la chaine d'acide nucléique, I'absence de groupement hydroxyle en 3'
bloque 1'¢élongation de I'ADN : ils sont aussi appelés "nucléotides terminateurs de chaine". Il
existe deux grands mécanismes pourvoyeurs de résistance a la T1 :

- Les mutations d'excision

Les mutations associées aux analogues nucléosidiques de la thymidine (TAM’s) sont
sélectionnés par 1'AZT et la d4T. En augmentant 1’affinité de 1'ATP au niveau du site de
polymérisation, ils provoquent I’excision des nucléotides terminateurs de chaine dé¢ja
incorporés [20]. L’ATP va venir phosphoryler le médicament et permettre aux nucléosides
naturels de se fixer de nouveau a la chaine pour continuer 1’¢longation.

Un premier profil de TAM’s associe les mutations T215Y, L210W, M41L. Un second
profil composé des mutations T215F, D67N, K70R, K219E/Q induit une capacité réplicative
moindre et posseéde donc une fréquence plus faible [3, 21].

- Les mutations d'exclusion

Ces mutations de résistance consistent en une sélection préférentielle des nucléosides
naturels au détriment des INTI. De maniére concomitante, ces mutations ne doivent pas
altérer de maniére démesurée la capacité réplicative de la TI afin que la réplication du virus
puisse se poursuivre.

- la mutation M184V

Cette mutation sélectionnée lors des traitements comprenant 3TC ou FTC [22], se
situe au niveau de la paume de la TI dans le motif YMDD du site catalytique [23, 24]. Elle
confére un trés haut niveau de résistance au 3TC et au FTC. Cependant, la présence de cette
mutation diminue la capacité réplicative du virus [25, 26] et autoriserait le maintien du 3TC
ou du FTC, lorsque le choix de molécule se restreint et a condition que les autres composants
du traitement soient pleinement actifs.

- la mutation K65R

Cette mutation est sélectionnée essentiellement par des traitements contenant du TDF,

de I'ABC et du DDI lorsque la trithérapie est insuffisamment efficace. Elle provoque une

résistance a la grande majorité des INTI. Au niveau des doigts de la TI, zone d'incorporation
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des nucléotides, la K65R remplace la lysine en position 65 par une arginine. L’arginine plus
volumineuse et moins flexible entraine une diminution de I’incorporation des INTI et des
substrats naturels, cependant cette diminution d'incorporation est beaucoup plus marquée pour
le médicament [3]. Néanmoins, la baisse d'affinité pour les substrats naturels a un effet
délétere sur la capacité réplicative du virus, mais cet effet délétére est compensé par une
augmentation de la fidélité et de la processivité de la TI [27, 28]. La mutation K65R et les
TAM's sont antagonistes et ne peuvent €tre présentes chez un méme génotype viral. Dés lors
en présence d'une K65R, I'AZT est I'INTI de premier choix [15, 29].
-laL74V

Cette mutation est sélectionnée essentiellement par des traitements comprenant la
DDI et de I'ABC [22]. Cette position se situe au niveau des doigts de la TI. Elle a un effet
délétere sur la capacité réplicative du virus en diminuant la fixation du brin matrice sur la TI
et en diminuant I’incorporation des nucléotides. Elle est présente chez 15% des patients en
¢chec virologique sous ABC ou DDI.

- le complexe de mutations Q151IM

La Q151M, sélectionnée par des traitements associant la DDI a I'AZT ou au d4T [22,
30], est une MDR multidrug resistance. Seule, la Q151M entraine une résistance
intermédiaire a ¢levée a 1'AZT, au DDI, au d4T et a I'ABC. L'addition de mutations
complémentaires A62V, V751, F77L, F116Y augmentent le niveau de résistance aux INTI
cités et permet au virus de retrouver une meilleure capacité réplicative [3]. La sensibilité¢ du

TDF n'est pas affectée en présence de Q151M.

> Les INNTI

Les INNTI se fixent dans une poche hydrophobe trés proche du site catalytique. La
fixation de l'inhibiteur dans cette poche entrainerait des modifications conformationnelles de
la triade catalytique, empéchant ainsi le recrutement de Mg*" catalyseur de la réaction. Cette
fixation entrainerait aussi une diminution de la mobilité du pouce pendant la polymérisation,
selon le modéle du "pouce arthritique" [31].

Les principaux acides aminés de cette poche (L100, K101, K103, V106, T107, V108,
V179, Y181, Y188, G190) correspondent a des positions de mutations de résistance aux
INNTI (figure 19).
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Figure 19 : Site de fixation des INTI et des INNTI et principaux acides aminés impliqués dans la
formation de la poche hydrophobe (d'aprés A.Chéret, Virologie, 2008 [32]).

Les INNTI de premiére génération, la NVP et I'EFV, sont caractérisés par le fait
qu'une seule mutation est capable d'empécher la fixation et l'action de 'INNTI dans la poche
hydrophobe, tout en conférant une résistance croisée a l'autre INNTI.

Ces molécules, bien qu'ayant une action antivirale puissante, possedent donc une
barriere génétique faible:

- la mutation Y181C

Cette mutation, sélectionnée en majeure partie par la NVP [22], confére une résistance

croisée a I'EFV.
- la mutation K103N
Cette mutation, sélectionnée en majeure partie par I'EFV [22], confére une résistance

croisée a la NVP.

b) La protéase
o) Structure et fonction

La PR joue un rdle déterminant dans la réplication et la maturation des virions en
clivant les précurseurs protéiques : les polyprotéines Gag et Gag-Pol.

Les protéases rétrovirales (HIV/SIV) appartiennent a la famille des protéases
aspartiques. Cette famille de protéase est définie par la présence de groupements aspartates au
niveau du site catalytique de l'enzyme et regroupe en son sein des protéases cellulaires aux
fonctions bien connues, telles que la rénine et la pepsine. Cependant contrairement aux
protéases cellulaires, qui sont constituées d'un seul monomere protéique (figure 20), les
protéases rétrovirales sont beaucoup plus petites et résultent de la dimérisation de deux

monomeres identiques [33].
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Protéase aspartigue retrovirale dimerigue FProréase aspartigue celiufaire monomerigue

Figure 20 : Schéma comparatif des structures secondaires des protéases aspartiques rétrovirales et

cellulaires [33] .

Chacun des monoméres de la PR rétrovirale, participent de maniére égale a la
formation des différentes structures fonctionnelles de l'enzyme dont les principales sont
représentées sur la figure 21 :

» La zone de dimérisation dont le role majeur consiste a stabiliser le dimére

> Les volets de la protéase ou "flap" qui permettent aux substrats d'accéder au
site actif, lorsque les volets sont ouverts, et de maintenir les substrats dans le
ceeur de la protéase lorsque les volets sont fermés.

» Le site actif DTG lieu de clivage de la liaison peptidique par la triade d'acide
aminés (D25; T26; G27).

ZONE DES VOLETS ou « FLAP »

ZONEDE
DIMERISATION

Figure 21 : Structure tertiaire de la protéase du VIH

(d'aprés Zoete, J Mol Biol, 2002 [34])

34



B) Mécanismes d'action des IP et principales mutations pourvoyeuses de résistance

Les IP sont des analogues de substrat de la protéase rentrant en compétition avec les
substrats naturels. Ces inhibiteurs compétitifs de PR sont aussi appelés des peptidomimétiques
car ils miment les liaisons peptidiques présentes dans les polyprotéines gag et gag/pol, a la
différence prés que ces liaisons sont non clivables dans le cas des IP. Le ritonavir (Norvir™)
est un IP qui n'est plus utlis¢ comme ARV mais comme inhibiteur des cytochromes
hépatiques qui améliore la biodisponibilité de l'antiprotéase qui lui est associé : c'est I'effet
boost.

La résistance aux IP est un phénoméne graduel et cumulatif : en effet plusieurs
mutations sont nécessaires avant que la résistance s'exprime, et les molécules de cette classe
thérapeutique sont qualifiées d'ARV a barriére génétique élevée. Les mutations survenant sur

la PR sont classées en deux catégories, et on distingue :

> Les mutations majeures ou primaires

Ces mutations, sélectionnées les premiéres, concernent trés souvent les positions des
acides aminés en contact avec les IP dans la cavité contenant le site actif de 1'enzyme.
En modifiant la structure des zones d'interaction entre l'enzyme et 1'IP, ces mutations
entrainent une diminution de la fixation du médicament et donc une diminution de son activité
antirétrovirale. Certaines mutations n'ont qu'un effet mineur sur la résistance, mais lors d'un
traitement prolongé, des mutations secondaires apparaissent, et majorent considérablement le
niveau de résistance préexistant.

- la mutation 147A

Sélectionnée chez les patients traités par le LPV/r, la mutation [147A est située au

niveau des volets de la PR. Elle est trés souvent associée a la V32I et procure un haut niveau

de résistance au LPV/r et au FPV/r.

- la mutation I50L
Cette mutation au niveau des volets est sélectionnée chez les patients en échec

virologique traités par I'ATV/r. Elle entraine une résistance ¢levée a I'ATV/r.

- la mutation 184V
Cette mutation sélectionnée par la majorité des IP, entraine un résistance d'emblée au
NFV et a I'IDV. Lorsqu'elle est associ¢e a d'autres mutations, elle participe a la résistance des

IP les plus utilisés que sont I'ATV/r, le LPV/r et le DRV/r.
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- La mutation L9OM
Elle est sélectionnée par la grande majorité des IP, dont elle réduit la sensibilité.

Lorsqu'elle est présente avec d'autres mutations, elle participe a la résistance au LPV/r et a

I'ATV/r.

> Les mutations secondaires

Les mutations primaires affectent trés souvent la capacité réplicative du virus.
L'apparition de mutations secondaires, généralement situées a distance du site actif, permet au
virus d'accroitre sa capacité réplicative et/ou d'augmenter le profil de résistance d'une

mutation primaire.

> Les mutations polymorphes

Certaines mutations secondaires, généralement présentées comme mutations
accessoires pour le sous-type B, sont présentes naturellement chez les sous-types non-B. On

parle alors de polymorphisme.

PROTEASE ANTIRETROVIRALE SAUVAGE SOUS TYPE B

G Traitement pat P

MUTATIONS PRIMAIRES
D30N, V32, M46L, 147A/V, G48V, I50L/V
I54V, L76V, V821, 184V, LIOM

Résistance aux IP par diminution
de affinité de 'IPpourla protéase

Diminution de la capacité réplicative du
virus par diminution de I'affinité pour les précurseurs gag & gag/pol

@ Traitement par IP

MUTATIONS SECONDAIRES
L101, K20I, M36l, L33, F53L, A71L

Majorationdes la résistance des mutations primaires

Augmentation de la capacité répliicative par augmentation de
la processivité de la protéase

POLYMORPHISME DES SOUS-TYPES NON B
Certoines mutations secondaires apporaissant chez les sous types B peuvent
étre présentes naturellement chez les sous-types non B.

Figure 22 : Schéma représentant la séquence d'apparition des mutations de la PR.
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2-Analyse de la résistance

L'analyse des résistances, chez les patients atteints du VIH, est une question difficile et
importante a laquelle les équipes médicales sont confrontées pour le suivi et le traitement de
leurs malades. Contrairement a I'utilisation de routine des antibiogrammes en bactériologie,
l'antivirogramme, ou phénotypage, ne peut tre réalis¢ facilement pour des raisons techniques
(temps et cotit), c'est pourquoi le génotypage est utilisé de fagon préférentielle pour prédire les
résistances au traitement.

L'apparition de mutations dans une population virale, est un phénomeéne complexe qui
pose de nombreuses questions quant a 1'impact réel de celles-ci sur le traitement, le degré de
résistance associée, et la capacité a prédire in vivo un échec virologique en fonction d'un sous-
type viral et d'un traitement donné.

De plus, le VIH existe in vivo sous la forme d'une quasi espéce virale regroupant de
nombreuses sous-populations virales différentes; des lors, pour des raisons techniques liées a
la PCR, le génotypage d'une souche ne représente que la population virale majoritaire qui se
réplique, avec pour risque d'ignorer les populations virales minoritaires pouvant abriter des
mutations de résistances.

Les systémes d'interprétation, ou algorithmes, ont été créés afin de prédire la réponse
virologique au traitement en fonction de la présence, ou non, de mutations de résistance. Ces
algorithmes permettent de s'assurer de l'efficacité des différents traitements avant la mise sous
traitement de premicre ligne, mais aussi de changer de traitement en cas d'échec virologique

(persistance d'une réplication virale sous traitement).
a) Les outils techniques

a) Le test phénotypique ou antivirogramme

Les tests phénotypiques mesurent la quantité de virus produite par des cultures
cellulaires soumises a des concentrations croissantes d'antirétroviral [1]. L'antivirogramme
permet de définir les concentrations de médicament capables d'inhiber 50% et 90% de la
production virale. Ces concentrations sont respectivement appelées CIS0 et CI90.

Les virus résistants sont capables de se multiplier en présence d'une concentration
antirétrovirale plus forte que les virus sensibles. Ceci se traduit par une augmentation de la
CI50 comme le montre la figure 23. Le rapport des CIS0 entre une souche mutée et une

souche sauvage de référence permet de définir le fold change FC, ou le rapport définissant la
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réduction de sensibilité. Pour exemple si le FC=6, on pourra dire qu' in vitro, il faut 6 fois plus

de médicament pour étre aussi efficace sur la souche mutée que sur la souche sauvage.

Pourcentage
d’inhibition A
100F -
Souche Souche
sauvage mutante
50 __________________________________ : = Fc‘dChange
0 >
CI50 CI50 Concentration

croissante d’ARV

Figure 23 : Détermination des CIS0 d'une souche sauvage et d'une souche mutée
(d'apreés Wilson [35]).

B) Le test génotypique ou séquencage de résistance

Le génotypage permet 1'é¢tude des mutations présentes sur les genes codant pour les
protéines cibles des ARV : la TI, la PR, I'IN, la gp41 et la région C2V3 de la gp120 pour
I’é¢tude du tropisme.

Aprés amplification de la région cible par PCR et séquengage, la séquence d'acide
nucléique est traduite en protéine par un logiciel, puis comparée a une séquence de référence.
Cette comparaison permet d'identifier les mutations non silencieuses et de prédire, grace aux
algorithmes, 1'impact qu'elles auront sur l'efficacité du traitement. Ces algorithmes nécessitent
une mise a jour réguliere, lorsque de nouvelles données sont disponibles, ou lors de la

commercialisation de nouvelles molécules.

b) Les données exploitables pour la construction des algorithmes

La construction des algorithmes s'appuie sur les trois types de données

suivantes [2, 36, 37] :

o) La mise en évidence des mutations apparaissant in vitro et in vivo sous pression de sélection

La connaissance des mutations sélectionnées in vitro et in vivo, lors d'une exposition a

un antirétroviral sert de point de départ a 1'élaboration des algorithmes. Cette étape permet de
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mettre en évidence les mutations qui apparaissent lorsqu'une pression est exercée par un ARV
in vivo et in vitro. Les souches virales, qui continuent de se multiplier chez les patients en
échec thérapeutique lors des essais cliniques, et lors des tests phénotypiques, sont isolées en
culture puis séquencées afin d'identifier le panel de mutations potentiellement responsables de

la résistance.

B) Les données de corrélation entre un génotype viral et un phénotype

Ces corrélations ont pour but de quantifier l'effet d'une mutation sur la susceptibilité
d'un ARV par rapport a une souche sauvage. Les souches virales étudiées proviennent
d'isolats cliniques, ou de souches issues de techniques de mutagéneése.

Ce type de données a une signification clinique limitée pour plusieurs raisons :

- certaines mutations ne causent pas de résistance mais sont des marqueurs d'autres
mutations de résistance, qui permettent de rétablir le fitness viral,

- certaines mutations diminuent la capacité réplicative du virus et peuvent inciter a
continuer le traitement en dépit d'un haut niveau de résistance a un ARV,

- les ARV different dans leurs activités antivirales (mesurées par la CI50) et leurs
propriétés pharmacocinétiques. Ainsi, la diminution de 50 fois de la sensibilit¢ d'un ARV
donné pourrait avoir la méme signification qu'une diminution de 5 fois de la sensibilité pour

un autre ARV.

v) Les données de corrélation entre un génotype viral et une réponse virologique a un traitement

Cette ¢tape permet de valider le caractére pronostique de la présence des mutations
vis-a-vis de la réponse virologique. Ces données proviennent d'études qui mettent en relation
un génotype viral et une réponse virologique aprés instauration d'un nouveau traitement.
L'analyse de ces données est compliquée du fait de nombreuses variables tels que les
traitements antérieurs, les autres ARV accompagnant la molécule testée, et le faible nombre

de patients par étude.

¢) Les différents algorithmes

Plusieurs systémes ou reégles d’interprétation de la résistance utilisant des données
génotypiques ont ét¢ développés dans le but d’apporter aux cliniciens une information concise

et simple sur la sensibilité¢ des molécules antirétrovirales utilisées.

En France, 1’algorithme de I’ANRS rapporte trois niveaux de résistance pour un

antirétroviral donné : sensible, résistance possible, résistant. La régle d'interprétation de la
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sensibilité d’un antirétroviral y repose sur I'analyse du succes ou de I'échec virologique in vivo
chez des patients traités en fonction de la présence ou de I’absence d’une mutation identifi¢e
comme pourvoyeuse de résistance. La version actuellement utilisée de 1’algorithme de

I’ANRS est disponible en annexe I.

Le systtme d’interprétation de I'université de Stanford repose, quant a lui, sur
I’attribution d’un score de pénalité pour chaque mutation. La valeur du score de pénalité
prend en compte a la fois des données de résistance phénotypique en fonction de la présence
ou de l'absence de mutation génotypique, et aussi des données obtenues in vivo lors de
l'analyse des essais cliniques chez I'homme. La somme des différents scores de pénalité
permet d’obtenir un score final qui classera le médicament en 5 niveaux de résistance :
sensible, potentiel faible niveau de résistance, faible niveau de résistance, niveau de résistance

intermédiaire, haut niveau de résistance.
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IV PRISE EN CHARGE DE L'INFECTION A VIH AU SUD

A-DEPISTAGE

1-Stratégie et outils du dépistage dans les pays a ressources limitées

Le dépistage du VIH dans les pays a ressources limitées est un enjeu majeur, car il
conditionne l'accés des personnes malades a la prise en charge thérapeutique. La bonne
réalisation et interprétation des tests de dépistage est sous la dépendance de nombreuses
variables telles que l'implication des politiques en place en matiere de santé¢ publique, les
ressources humaines et financieres disponibles, et les conditions d'entretien du matériel
utilisé.

L'algorithme conventionnel utilisé au Nord pour le diagnostic sérologique du VIH
emploie un test immuno-enzymatique de type ELISA pour dépister les échantillons positifs,
puis ces ¢échantillons réactifs sont ensuite confirmés par un western blot. Cependant,
I'application de cet algorithme dans les pays a faible revenu présente de nombreux
inconvénients :

- le WB est cher et nécessite une expertise technique,

- les résultats du WB peuvent étre indéterminés,

- le WB exige un délai plus long pour sa réalisation et un laboratoire équipé.

Plusieurs stratégies de dépistage alternatives, sans WB, sont proposées par I'OMS
(figure 24). Ces algorithmes proposent d'utiliser différents tests immuno-enzymatiques de
dépistage, soit de maniére simultanée, soit de maniére séquentielle. Le choix et la mise en
ceuvre d'une stratégie alternative est conditionnée par des critéres tels que 1'objectif du test
(sécurité¢ transfusionnelle ou diagnostic), la spécificité et la sensibilité¢ des tests, ou la
prévalence du VIH dans la population considérée [38, 39].

Dans le cadre du don de sang et de la sécurité transfusionnelle, 1'algorithme utilisé
présentera moins d'étapes de vérification dans la mesure ou tout sérum ayant une réactivité
faussement positive ou indéterminée sera systématiquement écarté du don [38].

En revanche, dans le cadre du dépistage et du diagnostic de l'infection par le VIH, il
apparait primordial de s'affranchir des erreurs de sensibilité et de spécificité d'une stratégie de
dépistage basée sur une seule technique. De plus, dans les pays a faible revenu, 1'absence de

confirmation lors des erreurs d'identification risque de priver un patient contaminé d'une prise
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en charge préventive et thérapeutique, et de traiter a tort un patient avec des molécules parfois
toxiques, sans compter la stigmatisation inutile du sujet.

Afin d'éviter de traiter inutilement une personne séronégative, I'OMS préconise des
¢tapes de vérification sérologique sur de nouveaux prélévements et par d’autres techniques
(test de diagnostic rapide), afin que 1'annonce du résultat au patient soit un acte définitif et
certain. Les résultats de plusieurs études montrent que les stratégies utilisant des
combinaisons de plusieurs tests ELISA sont moins coliteuses et préservent de trés bons
résultats en termes de sensibilité (100%), mais aussi en termes de spécificité (>99% pour
certaines trousses de réactifs) dans des régions ou la variabilité virale est la plus forte [39-41].
Dans tous les cas, ’OMS et ’ONUSIDA recommandent d’utiliser des tests ayant une

sensibilité¢ d’au moins 99 % et une spécificité d’au moins 98 % [38].
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Figure 24 : Stratégie diagnostique par combinaison de 3 tests selon la stratégie n°3 de 'OMS
(d'aprés "L'OMS et les stratégies de dépistage du VIH sans WB " [1, 38]).

2-Bilan initial

La numération des CD4 au début de la prise en charge est un outil majeur pour
apprécier I'état du systéme immunitaire, mais aussi afin de guider la décision d'initiation d'une
trithérapie antirétrovirale. Cette premicre numération des CD4 servira de référence pour le
suivi thérapeutique aprés mise sous traitement.

Une série de mesures procure davantage d’informations qu’une mesure unique, car

elle permet d'apprécier une dynamique de croissance ou de décroissance des CD4. D¢s lors, il
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est préférable de répéter la numération des CD4 si une décision majeure concernant le patient
en dépend.

En situation de ressources limitées, il n’est pas nécessaire de mesurer la charge virale
plasmatique (ARN du VIH) avant de commencer un TAR. La mesure de la charge virale est
utilisée pour détecter les échecs thérapeutiques. Une détection plus précoce de 1’échec
virologique permet a la fois de cibler les interventions relatives a 1’observance et de mieux

préserver I’efficacité des schémas thérapeutiques de deuxiéme intention.

B-PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE : RECOMMANDATIONS OMS

1-Contexte général

En 2005, le nombre de personnes ayant acceés aux traitements ARV dans les pays a
ressources limitées était estimé a 1,3 millions de personnes. Ce chiffre représentait 20% de la
population réelle en ayant besoin, estimé a 6,5 millions.

L'¢largissement de 1'acces aux ARV a toutes les personnes qui en ont besoin a été acté
par les pays membres du G8 et la résolution A/60/1.43 de 'assemblée générale des nations
unies. Cet élargissement résulte aussi de 'acceptation de l'utilité du traitement ARV dans la
stratégie préventive a 1'échelle individuelle comme a 1'échelle collective.

Les recommandations "Traitement antirétroviral de l'infection VIH chez l'adulte et
l'adolescent” de I'OMS s'adressent aux équipes médicales, aux responsables régionaux et de
maniere générale a tous les décideurs et acteurs de la lutte contre le VIH dans les pays a

ressources limitées.

2-Initiation du traitement

L'évolution des recommandations OMS entre 2006 et 2010 concernant les criteres
d'¢ligibilité¢ a la mise sous TAR (table 3) permettrait, selon les estimations pour la période
2010-2015, une augmentation de 49% du nombre de personnes mises sous traitement et une
réduction de la mortalité liée au VIH de 20%. Cette évolution aboutirait aussi a une meilleure
prévention de la transmission sexuelle et de la transmission materno-foetale.

Les risques attenant a cette forte augmentation des personnes mises sous TAR sont,
d'une part, l'augmentation du cout général du TAR (estimée a prés de 57% pour la période
2010-2015), et d'autre part, le risque de devoir faire face a un manque de traitement pour des
personnes en situations d'urgence thérapeutique. Enfin, une exposition plus précoce au TAR

signifie aussi une augmentation du nombre d'effets indésirables, et une augmentation de la
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résistance aux ARV avec tous les problémes d'observance, et de suivi clinique et biologique

qui en résultent.

Table 3 : Evolution des recommandations OMS de la mise sous TAR entre 2006 et 2010 [42, 43]

STADE CLINIQUE OMS RECOMMANDATIONS OMS 2006 RECOMMANDATIONS OMS 2010

1 Commencer le TAR si les CD4 < 200/mm? Commencer le TAR si les CD4 < 350/mm?
2 Commencer le TAR si les CD4 < 200/mm? Commencer le TAR si les CD4 < 350/mm?
3 3
3 Envisager le TAR CD4 si les CD4 £ 350/mm c SpRp P p— bre de CD4

Commencer le TAR CD4 si les CD4 < 200/mm? ()
4 Commencer le TAR quel que soit le nombre de CD4  Commencer le TAR quel que soit le nombre de CD4

V1 était recommandé de commencer le traitement avant que le nombre de CD4 ne passe en dessous de 200 cellules/mm3

En résumé en 2010, 1'OMS recommande d'instaurer un traitement antirétroviral chez :
» Les patients présentant un stade clinique 3 ou 4 de la classification OMS
(table 4) quel que soit le nombre de CD4
> Les patients présentant un taux de CD4 inferieur & 350 cellules/mm’ quel que
soit le stade clinique OMS

> Les patients coinfectés par 'hépatite B ou ayant une tuberculose active

De plus, 'OMS recommande que tous les patients présentant un stade clinique de
I’OMS 1 ou 2 aient acces au test de numération des CD4 pour déterminer le moment ou

commencer un traitement.

Table 4 : Stade clinique OMS (d'aprés les recommandations OMS 2010 [42]).

STADE CLINIQUE OMS

Stade 4 Stade 3 Stade 2 Stade 1
Syndrome cachectique di au VIH Perte de poids sévére inexpliquée Perte de poids modérée i Asympiomatique
FPreumonie & ée chronique inexpliquée depuis plus d'un mois des voies Lymphadénopathie généralisée
ie baciérienne récurrenie Fiévre persistante iqueé respiratoires supeérieures
Infection herpétique chronigue - buccale persistante - Zona
- ien - Leucoplasie chevelue de la cavité buccale - Cheilite anguiaire
- Tuberculose extra pulmonaire - Tuberculose pulmonaire - Ulcérations buccales récumentes
- Sarcome de Kaposi - Infections bactériennes graves. - Prurigo
- Infection & cytomégalovirus - Stomatite, ou gingivite, ou parodontite aigué nécrosante - Dermite séborhéique
- Toxoplasmese cérébrale - Anémie (<8 g/dl), neutropénie (<0.5 x 109 par litre) etiou - Infections fongiques de l'ongle
- Encéphalopathie a VIH thrombocytopénie chronique
- Cryptococcose (<50 x 109 par litre) inexpliquées
5 - S
“‘""j“ e s
_tbetuleuﬂ!_ g i
progressive
- Cryptosporidiose chronique
- Isosporose chronigue
- Mycose disséminée
Seplicemie récumente
- Lymphome cérébral ou lymphome non
hodgkinien a cellules B
- Carcinome invasif du col de l'utérus
- L \ar lisse &
- Néphropathie associée au VIH
- Myocardiopathie associée au VIH
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3-Schéma thérapeutique de premiére intention

Chez les personnes naives de traitement, et éligible pour en recevoir un, I'OMS
recommande ['utilisation en premicre intention de l'un des schémas thérapeutiques
suivant [42]:

- AZT + 3TC + EFV

- AZT +3TC + NVP

- TDF + 3TC (ou FTC) + EFV

- TDF + 3TC (ou FTC) + NVP

L'utilisation de 1'abacavir ABC et de la didanosine ddI en premiére intention n'est pas
recommandée pour des problémes li€s au colit pour le premier et de toxicité pour le second.
L'arrét et le remplacement progressif de la d4T par le TDF ou I’AZT est justifié par le fait que
les effets indésirables importants de cette molécule (acidose lactique et lipodystrophie)

peuvent avoir des conséquences sur l'observance et le suivi de ces patients.

4-Schéma thérapeutique de deuxiéme intention

L'utilisation dun IP, associ¢ a deux INTI, est recommandé comme schéma
thérapeutique de deuxiéme intention. Les IP disponibles sont ATV/r et LPV/r.

I1 est aussi préconisé d'utiliser une combinaison d'INTI différente de celle prescrite en
premiére intention par exemple : " si la combinaison [d4T ou AZT]+[3TC ou FTC] a été
utilisée dans le TAR de premicre intention, il faut utiliser une base d’INTI associant
[TDF]+[3TC ou FTC] pour le TAR de deuxiéme intention et si la combinaison
[TDF]+[3TC ou FTC] a été utilisée dans le TAR de premiére intention, utiliser une base

d’INTI associant [AZT] + [3TC] pour le TAR de deuxiéme intention [42] ".

5-Décision de changement de traitement lors d'un échec thérapeutique.

Lorsqu'un traitement antirétroviral est instaur¢, le suivi thérapeutique organisé¢ doit
permettre de détecter précocement les échecs thérapeutiques afin de pouvoir changer de
traitement. Lors d'une prise en charge optimale, le suivi thérapeutique regroupe un examen
clinique, une mesure du nombre de CD4 et une mesure de la charge virale.

Cependant dans les pays a ressources limitées, certains outils biologiques, notamment
la mesure de la charge virale, ne sont pas toujours disponibles pour des raisons techniques et
financieres. Pour autant, il est avéré que la mesure de la charge virale est un indicateur plus

sensible de 1’échec thérapeutique que les indicateurs cliniques ou immunologiques.
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L'OMS propose deux types de stratégies d'utilisation de la charge virale dans le suivi
thérapeutique des personnes recevant des ARV:

La premiére stratégie dite "stratégie ciblée de mesure de la CV" ne préconise la
mesure de la CV que dans le but de confirmer un échec thérapeutique suspecté sur une base
clinique ou immunologique (figure 25A). Elle posseéde l'avantage de minimiser les colits
financiers. Une mesure de la charge virale entre 4 et 6 mois apres le début du traitement, peut
tout de méme étre utilisée afin d’évaluer 1’observance du patient.

La deuxiéme stratégie dite "stratégie de mesure systématique de la charge virale" a
pour objectif de détecter 1’échec virologique de fagon précoce (figure 25B). Elle permet des
interventions rapides sur I’observance ou sur le changement de traitement qui limiteront la
réplication virale avec pour conséquence une diminution du risque d’accumulation de

mutations de résistance.
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Figure 25 : Recommandations OMS pour I'utilisation de la charge virale pour le suivi
des patients vivants avec le VIH [42].
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C- CAS PARTICULIER DE LA PRISE EN CHARGE PEDIATRIQUE

En 2009, I'OMS estime a 2.5 millions le nombre d'enfants vivant avec le VIH dans le
monde. Cette méme année, les nouvelles infections de nourrissons et d'enfants ont été
évaluées a 430 000. La trés grande majorité de ces nouvelles infections ont lieu en Afrique

sub-saharienne et sont dues a une transmission mere-enfant.

1-Risque de transmission mére-enfant

La transmission mere-enfant du VIH s'effectue a différents stades de la grossesse par
des voies de contamination différentes :

- la transmission in utero
Elle est qualifiée de transmission précoce et résulte d'un contact hématogene transplacentaire
entre le sang de la meére et le liquide amniotique du feetus,

- la transmission lors de l'accouchement ou per partum,
Elle est qualifiée d'infection tardive et s'effectue lors du passage dans la filicre génitale
pendant le travail : la peau et les muqueuses du nouveau-né se retrouvent en contact avec les
sécrétions cervico-vaginales et/ou le sang de la mere,

- la transmission en période post natale par 1'allaitement

Le risque de transmission du VIH persiste, en effet, tout au long de 1'allaitement.

En l'absence d'intervention thérapeutique ou préventive, plusieurs études ont situé le
risque de transmission du virus de la mere a son enfant entre 20 et 50% [44-46]. Une synthese
des données de plusieurs essais cliniques concernant des stratégies préventives de la
transmission mére-enfant par des thérapeutiques antirétrovirales a permis d'approximer le
risque de transmission du VIH, en fonction du terme de la grossesse, dans des populations de

femmes allaitantes ou non. La table 5 récapitule ces estimations.

Table 5 : Approximation du risque de transmission du VIH en fonction
du terme de la grossesse. (d'aprés Athena P Kourtis, Lancet Infect Dis, 2006 [47])

RISQUEDE TRANSMISSION DU VIRUS

RISQUE GLOBAL DE EN FONCTION DU TERME DE LA GROSSESSE (%)
POPULATIONS TRANSMETTRE LE -
VIRUS A L’ ENFANT (%) AVANT LA ENTRE LA ENTRE LA 36 SA PERIODE
145A 14-36 SA ETLE TRAVAIL ACCOUCHEMENT oy o NATALE
PAS D'ALLAITEMENT 25 3 17 50 30 N/A
ALLAITEMENT
31 4 13 39 26 18

JUSQU'A 6 MOIS

ALLAITEMENT

JUSQU'A 18-24 MOIS 41 2 10 29 20 39
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Dans les pays occidentaux, ce taux de transmission serait aujourd'hui inferieur a 2 %
grace aux nombreux progres effectués en matiére de prise en charge préventive tels que le
traitement antirétroviral pendant la grossesse, la prophylaxie néonatale, I'utilisation de la
césarienne et 1'absence d'allaitement lorsque cela est possible [48-51].

Dans les pays a ressources limitées, de nombreuses stratégies préventives ont montré

leur efficacité en réduisant trés significativement le risque de transmission mere-enfant.

2-Diagnostic de l'infection VIH chez 1'enfant et le nourrisson

Selon 'OMS, le diagnostic d'une infection VIH chez un enfant, ou un nourrisson, doit
pouvoir étre propos¢ le plus rapidement possible aux enfants nés de méres séropositives. Un
diagnostic précoce permet aux acteurs de santé d'offrir une prise en charge thérapeutique
rapide aux enfants infectés (enfants pouvant rapidement progresser vers un SIDA) avec tous
les bénéfices apportés par celle-ci en termes de réduction de la morbi-mortalité. La
connaissance du statut du nourrisson vis-a-vis de l'infection VIH permet de guider la meére
quant au choix de 'alimentation de I'enfant. Des réductions de cofts sur les traitements ARV
seront également faites chez les enfants ayant des tests virologiques négatifs a la sixiéme

semaine.

a) Les tests sérologiques
Chez les enfants de plus de 18 mois, l'utilisation des tests sérologiques permet de

conclure sur la présence ou non d'une infection VIH chez le sujet testé.

Chez les enfants de moins de 18 mois, en raison de la transmission passive des
anticorps maternels, les résultats des tests sérologiques ne permettent que de dire si I'enfant a
¢té exposé ou non au VIH pendant la grossesse de sa mere. Cependant, pour un nourrisson
expos¢ au VIH pendant la grossesse de sa mere, 1'absence de diminution du titre d'anticorps au
cours de la premicre année de vie oriente vers la présence d'une infection VIH qui devra étre

confirmée par un test virologique.

b) Les tests virologiques
Les tests virologiques mettent directement en évidence le virus ou une partie des

composants de celui-ci. Le génome viral est détecté par des techniques de biologie
moléculaire comme la RT-PCR. La détection de l'antigene p24 traduit la présence dans le
sérum des composants de la capside virale. Enfin, la particule virale entiére peut étre isolée

par culture cellulaire du virus.
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Lors d'une démarche diagnostique, la cinétique de positivité des tests informe sur la
date et le mode d'infection du nourrisson. Lorsque le test virologique est positif dans les
quarante huit premicres heures de vie de I'enfant, on s'oriente vers une transmission mere-
enfant in utero [52, 53]. La transmission lors de l'accouchement se traduit par un test
virologique négatif a la naissance puis positif entre la premiére et la 6™ semaine de vie du
nouveau né [52, 53]. Un premier test virologique effectué a 1'age de 4 a 6 semaines permettra
d'identifier plus de 95% des nourrissons infectés in utero ou lors de I'accouchement [54, 55].
Chez les enfants allaités par des meéres séropositives, la réalisation des tests virologiques
doivent étre effectués 6 semaines apres l'arrét de l'allaitement afin de garantir le statut de
l'enfant vis-a-vis du VIH : un test virologique se positivant a I'issu de cette période est le reflet

d'une infection VIH chez I'enfant ayant eu lieu au cours de l'allaitement.

3-Prise en charge thérapeutique

A partir des recommandations OMS, chaque pays ¢labore sa politique spécifique en
termes de prise en charge. Dans ce paragraphe, nous détaillerons les recommandations OMS
pour la prise en charge des enfants infectés par le VIH tout en montrant comment s'effectue la

prise en charge au CHUP-CDG.

a) Initiation du traitement

Dans les pays a ressources limitées, les enfants infectés par le VIH non traités
décedent généralement avant leur cinquiéme anniversaire, entrainant ainsi une forte
augmentation de mortalité infantile dans ces pays [56, 57]. Une mortalité infantile plus forte
et une progression vers le stade SIDA plus rapide ont été constatées chez les enfants ayant
acquis l'infection par transmission in utero ou au moment du travail, par rapport a ceux l'ayant
acquis plus tardivement au moment de I'allaitement [57].

Les résultats d'une méta-analyse rassemblant des données clinico-biologiques
concernant 3941 enfants issus de cohortes, ou d'essais cliniques randomisés, confirment le fait
que pour un taux de CD4 donné, les enfants en bas age non traités, ou traités par
monothérapie d'AZT, ont une mortalité beaucoup plus importante, et une évolution vers le
stade SIDA beaucoup plus rapide, que les enfants infectés plus agés, comme le montre la

figure 26 [58].
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Figure 26 : Probabilité de décés (A) et probabilité d'apparition d'événement classant SIDA (B) en fonction
du taux de CD4 et de I'dge. (d'aprés Dunn, Lancet, 2003 [S8])

Ces données soulignent l'importance cruciale de l'initiation précoce d'une
thérapeutique adéquate chez ces enfants afin d'améliorer leur survie par un contréle immuno-
virologique de l'infection.

Concernant le moment de I'initiation thérapeutique, une étude randomisée sud-
africaine a étudié 1'évolution des enfants traités avant 1'age de 3 mois par rapport a ceux chez
qui le traitement n'était débuté que si I'enfant développait des symptomes ou si le taux de CD4
chutait en dessous de 20%. Cette étude montre une surmortalité de 75% dans le groupe des
enfants au traitement différé [59, 60].

Ces différents travaux de recherche ont permis de faire évoluer les recommandations
de I'OMS sur le moment opportun pour initier un traitement antirétroviral chez le nourrisson.

Actuellement, 'OMS recommande d'initier un traitement dans les situations suivantes :

Table 6 : Recommandations OMS pour l'instauration d'un traitement antirétroviral chez I'enfant [53].

] STADE CLINIQUE OMS & CRITERE IMMUNOLOGIQUE (CD4)
AGE <24 MOIS

Commencerun traitement antirétroviral dés le
AGE > 24 MOIS

diagnosticposé, quel que soient le stade clinigue OMS et le nombre de CD4

*STADE CLINIQUE OMS 3 & 4 : Commencer le traitement guel gue soit la valeur des CD4.

*STADE CLINIQUEOMS 1 & 2 : Commencerle traitement en fonction de la valeurdes CD4 :
-Sil'age de I'enfant est compris entre 24 et 53 mois, commencer un traitement antirétroviral avant
que les CD4 soient inférieurs 8 750/mm? ou 25%.

- Si 'enfant est 4gé de plus de 5 ans, commencer un traitement antirétroviral avant que les CD4
soientinférieurs a 350,/ mm?3.
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b) Schéma thérapeutique de premiére intention
Chez les nourrissons infectés par le VIH et n'ayant pas été¢ exposés a la NVP lors du

traitement préventif de la transmission materno-feetale, 'OMS recommande 1'utilisation de
d'une trithérapie composée de deux INTI et un INNTI, la NVP. Trois schémas sont proposés :
-AZT +3TC + NVP
-ABC + 3TC + NVP
-d4T + 3TC + NVP

Ce schéma thérapeutique peut etre modifi¢ en fonction des situations suivantes :

- le remplacement de la névirapine par ’EFV est possible a partir de 1’age de 3 ans,

- en cas d'exposition a la NVP, il existe une probabilité non négligeable que le virus soit
résistant a la classe des INNTI, le traitement recommandé par I'OMS associe alors deux INTI
etun IP, le LPV/r

- si le patient est infecté par un VIH de type 2, les INNTI inefficaces peuvent étre remplacés
par un IP,

- ’association de 3 INTI, bien que moins efficace, peut étre utilisée chez les patients ayant
une tuberculose,

- en cas d’anémie lors du bilan initial, le d4T est préféré mais sera substitué¢ par de I’AZT dés

que possible.

¢) Schéma thérapeutique de deuxiéme intention

L'utilisation d'un IP, associ¢ a deux INTI, est recommandé comme schéma
thérapeutique de deuxiéme intention. La molécule privilégiée est le LPV/r.

I1 est aussi préconisé d'utiliser une combinaison d'INTI différente de celle prescrite en
premiere intention par exemple : " si la combinaison [d4T ou AZT]+[3TC] a été utilisée dans
le TAR de premiere intention, il faut utiliser une base d’INTI associant [ABC+3TC] pour le
TAR de deuxiéme intention et si la combinaison [ABC+3TC] a été utilisée dans le TAR de
premicre intention, utiliser une base d’INTI associant [AZT+ 3TC] pour le TAR de deuxiéme
intention". Il est également possible d'utiliser la combinaison [ABC+DDI] comme base

d'INTL.
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PARTIE 2 : TRAVAIL PERSONNEL

I OBJECTIFS

L’objectif général était de décrire les caractéristiques épidémiologiques et immuno-
virologiques de [D’infection & VIH chez les enfants suivis au laboratoire d’analyses
biomédicales du CHUP-CDG, et de préciser les aspects génotypiques des virus infectant ces

enfants.

I METHODOLOGIE

A-POPULATION DE L’ETUDE

Ont été inclus dans notre étude, tous les enfants infectés par le VIH traités et non
traités, agés de 0 a 15 ans, et ayant bénéficié d’au moins une charge virale VIH-1 au
laboratoire d’analyse du CHUP-CDG entre 2005 et 2011.

N’ont pas ¢été inclus dans notre étude, tous les enfants ayant bénéfici¢ d’une charge

virale a visée diagnostique se révélant négative, et les enfants infectés par le VIH-2.

B-CADRE DE L’ETUDE

Notre étude s’est déroulée dans le cadre d’une collaboration inter-hospitaliere entre les
CHUP-CDG et Charles Nicolle de Rouen.

Situ¢ dans le cceur de la ville de Ouagadougou, le CHUP-CDG, actuellement doté
d’une capacité d’accueil de 120 lits, assure entre autre la prise en charge des enfants infectés
par le VIH depuis 2003. Le laboratoire de virologie du CHU de Rouen intervient en tant que

soutien technique et de formation.

C-TYPE DE L’ETUDE

Il s’agit d’une étude rétrospective a visée descriptive portant sur 559 enfants infectés
par le VIH et suivis au laboratoire d’analyses biomédicales du CHUP-CDG entre 2005 et
2011.

D-METHODES UTILISEES POUR LES EXAMENS BIOLOGIQUES

1-La numération des CD4

La numération des lymphocytes CD4 a été réalisée par le cytométre de flux Facscount

(Becton Dickinson®) au CHUP-CDG. Le principe de cette technique consiste au marquage
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sélectif des lymphocytes CD4 par des fluorochromes conjugués a des anticorps monoclonaux

anti-CD3, anti CD4 et anti CDS.

2-La charge virale plasmatique

La charge virale a ét¢ déterminée par RT-PCR temps réel avec le kit Generic HIV
(Biocentric®). Ce test développé par I'ANRS pour les pays a ressources limitées est beaucoup
moins colteux que les tests commerciaux. Les amorces utilisées dans cette technique ciblent
la région LTR, région suffisamment conservée pour permettre l'amplification de la grande
majorité¢ des sous-types viraux du groupe M (A, B, C, D, CRF01_AE, F, CRF02_AG, H).
L'extraction est réalisée par le kit QIAamp viral RNA Mini (Qiagen®). Le protocole utilisé au
CHUP-CDG nécessite un volume 200uL de plasma pour l'extraction. L'éludt d'un volume de
60 pL est conservé entre 2 et 8°C avant d'étre testé le jour méme, conformément aux
recommandations du fournisseur.

Le kit charge virale Generic HIV utilise 5 standards compris entre 10°> UI/mL (soit 500
copies/mL ou 2,7 log/mL) et 10’ UI/mL (soit 5 000 000 copies/mL ou 6,7 log/mL). Ces deux
bornes, 2,7 log/mL et 6,7 log/mL, représentent les limites de quantification de la technique.
La limite de détection de la méthode, qui représente la plus petite quantité de virus qui peut
étre détectée mais pas nécessairement quantifiée de manicre précise, est estimée a 300
copies/mL ou 2,5 log/mL et la détection est réalisée par l'automate ABI PRISM®7000
(Applied Biosystem®). Dans la suite de nos travaux, nous avons utilisé le seuil de
quantification de la technique pour définir la suppression virologique, soit 2,7 log/mL.

Afin de s'assurer de la qualité de rendu des résultats de charge virale, le laboratoire du

CHUP-CDG participe régulierement a un controle de qualité international QCMD.
3-Le génotypage de résistance
a) L'échantillon biologique : le DPS (Dried Plasma Spot)

a) Le dépdt, le transport et la réception du buvard dans le service

Les buvards utilisés sont des buvards Whatman 903®. Trois dépdts de 50 uL de
plasma sont effectués, puis les buvards doivent sécher au moins 3 heures a température
ambiante. Ces buvards sont transportés via une personne en provenance de Ouagadougou.

Une fois a Rouen, les DPS sont congelés a -80°C jusqu’a analyse.
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B) L'élution du buvard

Les buvards sont, dans un premier temps, ¢lués afin de libérer les molécules d'acides
nucléiques séquestrées dans la matrice au moyen d'un tampon approprié. Les points de dépots
de plasma sur le buvard sont découpés en quatre morceaux a l'aide de ciseaux stériles. Afin
d'éviter les contaminations inter-échantillons, une paire de ciseaux différente est utilisée pour
chaque échantillon. Ces morceaux de buvards sont ensuite placés dans un cone eppendorf®
avec 500 pL de PBS filtré, puis incubés pendant une heure a 4°C sous agitation entre 800 et
1000 tours/minutes. Apreés la période d'incubation, les surnageants sont récupérés et
centrifugés afin que les traces de papiers buvards, pouvant inhiber la PCR, puissent étre
¢liminées. On récupere ainsi 400 pL de surnageant qui serviront a l'extraction des acides

nucléiques sur l'automate d'extraction EZ-1(Quiagen®).

v) L'extraction de I'éluit du buvard

Cette étape permet d'extraire les acides nucléiques présents dans notre échantillon
patient de 400 puL. L'EZ-1 est un automate qui permet une extraction et une purification
rapides et automatisées des acides nucléiques a l'aide de billes magnétiques. Le
fonctionnement de cet automate peut étre résumé en trois étapes :

- La lyse des composants de la matrice par la protéinase K

Cette €tape a pour objectif de lyser les tissus et les cellules de 1'échantillon, d'inactiver
et dégrader les protéines et les enzymes présentes, tout en conservant l'intégrité structurale des
acides nucléiques que l'on souhaite amplifier par la suite. Elle s'effectue par l'ajout d'une
enzyme dégradant les protéines, la protéinase K, en présence d'un tampon permettant a
I'enzyme de fonctionner de maniére optimale et dans des conditions de température €levées.

- L'adsorption des acides nucléiques et la purification des lysats

Apres 1'étape de lyse, les lysats sont mis en présence d'un tampon contenant des billes.
Ces billes possedent deux propriétés indispensables au bon déroulement de I'extraction et de
la purification : le magnétisme et la capacité d'adsorption des acides nucléiques. Grace a ces
deux propriétés, les billes vont adsorber spécifiquement les molécules d'ARN ou d'ADN
présentes dans le lysat, puis elles vont étre retenues par magnétisme dans une zone ou
s'écouleront les différents tampons de lavage permettant la purification de notre échantillon.

- L'élution des acides nucléiques restés sur les billes dans la zone magnétique

Dans une derniére étape, un tampon d'élution sera utilisé afin de dissocier les acides
nucléiques présents a la surface des billes magnétiques. Les extraits finaux d'un volume de

60 pL sont ainsi disponibles pour I'étape d'amplification.
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- Traitement a la DNAse

Afin d'amplifier spécifiquement 'ARN du virus, toute trace d'ADN est éliminée par un

traitement a la DN Aase.
b) L'amplification et le séquencage des génes d'intérét

a) Les PCR externes

Cette PCR amplifie le génome ARN du VIH présent dans I'extrait en de nombreuses
copies d'ADN virales, grace a une ¢tape de transcription inverse, et de cycles de
polymérisation par une ADN polymérase thermorésistante. Cette étape permet 1'amplification
de deux fragments du géne pol/ du VIH correspondant a deux enzymes : la TI et la PR.
L'amplification du fragment de la PR, comprenant 653 paires de bases, s'effectue a partir des
amorces 5'prot-1 & 3'prot-1. L'amplification du fragment de la TI, comprenant 941 paires de
bases s'effectue a partir des amorces Mj3 & Mj4. Ces couples d'amorces, dont la localisation

est schématiquement illustrée dans la figure 27, sont recommandés par I'ANRS pour le

génotypage de résistance du VIH.

PROTEASE TRANSCRIPTASE INVERSE INTEGRASE

Séquence PROTEASE 653ph
opres 1o PCR .

Séquence TRANSCRIPTASE INVERSE 94 1ph
oprés g PCR .

5'prot-1 Mj 3

PCR

externes

Fprot-1 Mj4

Figure 27 : Représentation schématique de la localisation des amorces des PCR,,, sur le géne pol.

Dans un premier temps, les deux mix d'amplification (celui de la PR et celui de la TI)
sont préparés dans une piece dédi¢e uniquement a la préparation des mix : la salle des mix.
Cette salle isolée du reste du laboratoire, permet d'éviter de contaminer les réactifs
d'amplification avec des extraits de patients positifs. Le tableau suivant récapitule les

différents composants nécessaires a la préparation du mix PR et TI pour un échantillon.

1réaction de PCR 4réactions de PCR 1réactionde PCR  4réactionsde PCR

Mix contenantla T

Mgso,
Eau

Amorce 5'protl

Amorce 3’protl

TAQ haute fidélité

TOTAL

Mix contenantla Tl

MgS0,

Eau

Amorce Mej4

Amorce Mej 3

TAQ, haute fidélité

TOTAL

Figure 28 : Composition des mix de la PR (en bleu) et de la TI (en rouge).
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L'enzyme assurant l'activité TI et Taq est la Superscript® III présente dans le kit
SuperScript® III Platinum One-Step (Invitrogen life technologies®).
Les extraits et les témoins (10uL) sont ensuite déposés dans les tubes contenant les
mix. Apreés dépot, les cupules sont disposées dans un thermocycler dans la salle
d'amplification. Le programme d'amplification comprend une étape de 30 minutes a 50°C
permettant la transcription du génome viral ARN en ADN suivie d'une inactivation de
I'enzyme a 94°C. Les étapes suivantes permettent 'amplification de I'ADN virale par la Taq
de haute fidélité (ADN polymérase ADN dépendante) :
- 50°C pendant 30 minutes
- 94°C pendant 2 minutes

dénaturation
- 94°C pendant 30 secondes /
- 55°C pendant 30 secondes 5 cycles —®  hybridation
- 68°C pendant 90 secondes

¢longation

- 68°C pendant 7 minutes

Amgplicons PCR, delaPR Amplicons PCR, delaTl

g\ oli deéposés U\ g’\ g‘\ g‘\ du patient n°1 du patientn®l
Préparation du mix

J'smplification de la PR pour

2 amplifications Amplicons PCR, delz Amplicens PCR, delz
PR du témain positif Tl du temoin positif
Preparation du mix ? U.\ g\ g\
d'amplification de laTl
paur & amplifications BCR témoin PCR temoin
d'extraction du mix
SAI[EDESMJ'X SHI[ED’AMPUFICA”O#E

A 4 @

")

i pour
smplificstion o la PR

Elution X
Buvare Elusit 0 buvars EZ1 Extrit
patiznt ril patiznt r*l patiznt n°L

Q — - -
Buvars temcin Elution EZ1
extraction Eludt Su temair Temsin
#'extractior d'extractior
Mix powr
mglificaticr 2= 18 PR

SALLE D'EXTRACTION
e i i

Figure 29 : Schéma récapitulatif des étapes de manipulation de 1'élution des

buvards jusqu'a la premiére réaction de PCRy;.
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B) Les PCR internes

Une deuxiéme réaction de PCR, dite nichée et nommée PCR;, , est réalisée sur les
amplicons obtenus lors de la premicre réaction de PCR. Cette nouvelle amplification de
séquence permet d'augmenter la sensibilité et la spécificité du séquengage.

Deux nouveaux jeux d'amorces représentés sur la figure 30 (pour la TI et la PR), sont utilisés
pour cette réaction :

- les amorces de la PR : 5'prot-2 & 3'prot-2

- les amorces de la TT : A35 & NE1(35)

I PROTEASE TRANSCRIPTASE INVERSE INTEGRASE —

— =

rd >
5'prot-1 | Séquence PROTEASE 653ph Mj3 Séquence TRANSCRIPTASE INVERSE 941ph
aprés la PCR_, oprés la PCA_.

r

M

PCR.,;

~ -
3'prot-1 Mjd

PCR

~

- z
S'prot2 .;;umue;:; AT Séquence Tl
aprés la PCR., aprés o PCR..,

h

& <
< €
I'prot-2 ME1[35)

Figure 30 : Localisation schématique des couples d'amorces des PCR nichées.

Les étapes de cette PCR nichée sont similaires a celle de la PCR externe. On prépare et on
répartit les mix de la PCRy, dans des cupules réactionnelles pour PCR; chaque cupule
contient 25 pL de Hot Start Taq Master Mix (Quiagen®) , 2 uL de MgCl,, 17 uL d'eau, 2 pL
d'amorce sens et 2 uLL d'amorce anti-sens soit un volume total de 48 puLL de mix. On dépose 2
puL de produits de la PCRext. dans les cupules réactionnelles contenant les 48 uL. de mix. On

centrifuge et on dispose les cupules dans un thermocycler avec le programme suivant :

- 95°C pendant 15 minutes

- 94°C pendant 30 secondes dénaturation

- 55°C pendant 30 secondes 30 cycles __y, hybridation
- 72°C pendant 1 minute \ ¢longation

- 72°C pendant 1 minute

v) La révélation et la purification des produits de la PCR

Cette étape permet de mettre en évidence la présence ou l'absence d'amplification de
séquences apres la réaction de PCRjy;. Elle consiste en une migration électrophorétique sur un
gel d'agarose contenant un agent intercalant de 'ADN aux propriétés fluorescentes: le
bromure d'éthidium ou BET. En cas d'amplification positive, ' ADN chargé négativement va
migrer vers 1'anode et le BET va se fixer a 'ADN. Aprées le dépot des échantillons et d'un

marqueur de taille de I'ADN, la migration est effectuée pendant 45 minutes. Les gels sont
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ensuite révélés par excitation du BET sous UV et une photo de la lumiére émise est prise par
une camera UV. La photo du résultat de la migration est imprimée, comme le montre la figure
31.

Apres avoir révélé les produits ADN issus de nos réactions PCR, on réalise une étape
de purification afin d'enlever les amorces et les nucléotides ainsi que les enzymes, les sels et
les autres impuretés présentes dans le milieu réactionnel. On utilise les colonnes de
purification du kit Nucleospin Gel and PCR Clean Up (Macherey-Nagel®). Le volume
d'¢lution varie et dépend de l'intensité de la bande de fluorescence obtenue (50pL pour une
petite bande et 150 puL pour une bande tres épaisse). Le tampon d'élution est incubé une
minute a température ambiante, puis I'¢ludt est récupéré par une derni¢re centrifugation de
11000g pendant une minute. Cet €luat, ou purifiat, sera utilis¢ pour lancer la réaction de

séquence.

ZONE DE DEPOTS
e e

ARARO LELR DE TANLE

FPeol. Zuv 15802 B Bwr L3130

Figure 31 : Photographie d'un gel d'agarose aprés migration électrophorétique .

8) La réaction de séquence

La troisiéme et dernicre réaction de PCR est appelée réaction de s€quence ou méthode
de Sanger. Cette PCR "non conventionnelle" permet la formation de nombreuses copies
d'ADN de toutes les tailles (de la plus petite a la plus grande) du fragment d'ADN que I'on
souhaite séquencer. Au cours des cycles de polymérisation, la taille du fragment d'ADN
dépendra du nombre de nucléotides "normaux" (dNTP) qui seront polymérisés par 'ADN
polymérase avant qu'un nucléotide "terminateurs de chaines et fluorescents" (ddNTP) ne

viennent terminer la chaine.
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Les conditions de réaction sont déterminées afin que le nombre de fragments de taille
n soit statistiquement équivalent au nombre de fragments de taille n+1, n+2, n+3 etc...
Sur une plaque de 96 puits, on effectue dans un premier temps le dépot des mix préparés a
l'aide du DCTS Quick Start Kit (Beckman Coulter®), de l'eau et des amorces des PCR nichées
(5'prot-2 & 3'prot-2 et A35 & NE1) dans les puits de la plaque. Puis on dépose le purifiat de
chaque patient dans le puits de la plaque qui lui est associé. On place ensuite la plaque dans
un thermocycler et on lance le programme suivant:
- 96°C pendant 25 secondes
- 50°C pendant 25 secondes 30 cycles
- 60°C pendant 4 minutes
L'ADN est précipité par de I'é¢thanol et, une fois purifié, on reprend le culot dans 40 puL.
de Sample Loading Solution du DCTS Quick Start Kit (Beckman Coulter®).

€) Le séquencage : la migration électrophorétique capillaire

La plaque contenant les produits de la réaction de séquence est disposée dans le
séquenceur CEQ-8000 (Beckman &Coulter®) représenté sur la figure 32B et dont le mode de
fonctionnement repose sur le principe de 1'¢lectrophorése capillaire. Les fragments d'ADN
contenus dans les puits de la plaque vont étre injectés dans le capillaire puis vont migrer le
long de celui-ci a une vitesse qui dépendra de la taille et de la charge du fragment. Un
faisceau laser va exciter les fluorochromes présents sur les ddNTP terminateurs de chaine et
ces derniers vont réémettre une fluorescence caractéristique pour chaque ddNTP.
L’enregistrement et I’analyse spectrale de la fluorescence spécifique du dANTP permettra
alors d’assigner la base correspondante et de déterminer la séquence nucléotidique du brin
d'ADN. L'ensemble de la séquence sera ensuite traduite automatiquement en protéines par le
logiciel informatique pour permettre de déterminer les mutations de résistance aux ARV. La
détermination des sous-types viraux pourra également étre effectuée en comparant la

séquence de la T1, ou de la PR dans différentes bases de données disponibles sur internet.

capiilaire

500 Viem
0-30 kV

+ -

genérateur

Figure 32 : A :Représentation schématique d'un appareillage de 1'électrophorése capillaire (A)
(d'aprés F.Cotton [61]) & B : le séquenceur Beckman Coulter CEQ 8000.
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E-RECUEUIL DES DONNEES

1-Les données récoltées au laboratoire du CHU Charles De Gaulle

Tous les résultats de charges virales effectuées au laboratoire du CHUP-CDG sont
conservés dans une base de données mise a jour régulierement, apres la réalisation de chaque
série de charge virale VIH. Les informations contenues dans cette base sont le numéro
d'anonymat du patient, I'age, le sexe, le dernier traitement antirétroviral prescrit, ainsi que la
date d'initiation de ce dernier, la date de réalisation ainsi que le résultat en mm’ et en % des
différentes numérations de CD4 réalisées, la date de réalisation de la charge virale ainsi que le
résultat de celle-ci. Les résultats des données analysées et présentées dans la suite de ce travail

proviennent de la version de Novembre 2011.

2-Les données du génotypage de résistance du CHU Charles Nicolle

Un tableau répertoriant dans chaque géne (PR ou TI) la présence ou l'absence de
mutations sur les positions prises en compte dans I'algorithme 2011 de I'ANRS, a été établi.
Celui-ci a permis de prendre en compte I’interprétation de la résistance des souches
séquencées selon les données de 1'algorithme 2011 de I'ANRS, et ceci, quelle que soit 1'année
ou le séquencage a été effectué. La charge virale, la thérapeutique et la numération des CD4
dans la période précédant et succédant le séquencage ont €té relevées, lorsqu'elles étaient
connues, afin de décrire I'état immuno-virologique de ces patients dont certains étaient en
situation d’échec thérapeutique. Le génotype viral a pu étre déterminé en comparant notre
séquence avec la séquence de nombreux virus présents dans les bases de données des sites
suivant :

http://www.hiv.lanl.gov/content/index

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi
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IIT RESULTATS

A-CARACTERISTIQUES DES ENFANTS INFECTES SUIVIS AU CHUP

De 2005 a 2011, 559 enfants agés de 1 mois a 15 ans ont bénéficié d'un suivi
virologique par charge virale VIH-1. La figure 33 rassemble les données d'age et de sexe de

cette population.

REPARTITION DES PATIENTS EN REPARTITION DES PATIENTS EN
FONCTION DE L'AGE ET DU SEXE FONCTION DU SEXE
100%
90%
80%
70%
60%
50% BFille M Garcon
20% B Gargon EFille
30% N, =559 Ny =559
20%
10%
0%
Groupe [0-5] ans Groupe[6-10]ans  Groupe [11-15] ans

Figure 33 : Répartition de I'ensemble des enfants en fonction du sexe et de 1'age

Cette population regroupe 292 garcons et 267 filles soit un sex ratio de 1,1. On
dénombre 182 enfants entre 0 et 5 ans, 188 entre 6 et 10 ans, et 189 entre 11 et 15 ans, pour
un age médian de 8 ans.

La figure 34 expose le nombre moyen d'examens immunologiques et virologiques

réalisés par patient et par catégorie d'age.

NOMBERE MOYEN DE NUMERATIONS NOMEBRE MOYEN DE CHARGES
DECD,DOCUMENTEES PARPATIENT VIRALES REALISEES PARPATIENT

1,40 7,00

1,20 6,00

1,00 5,00

0,80 4,00

ETotal ETotal
3,00

0,60

0,40

- :.
0,00 - 0,00 -

Groupe [0-5] ans  Groupe [6-10] ans Groupe [11-15] ans Groupe [0-5] ans  Groupe [6-10] ans Groupe [11-15] ans

2,00

1,00

Figure 34 : Nombre moyen de numération CD4 et de charges virales réalisées

par patient pour un groupe d'age donné.
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Le nombre total de numérations de CD4 réalisées est de 490. La moyenne de
numérations réalisées par patient est de 0,88 pour l'ensemble de la population (n=559). On
constate une augmentation significative de cette moyenne dans les différents groupes d'age :
la moyenne de numérations de CD4 par patient entre 6 et 10 ans est significativement plus
forte qu'entre 0 et 5 ans (p=1,3.107 <0.05; test de Student unilatéral) et la moyenne de
numeérations de CD4 par patient entre 11 et 15 ans est significativement plus forte que celle
des enfants agés 6 a 10 ans ( p=4.10" <0.05; test de Student unilatéral).

Le nombre total de charges virales réalisées est de 2628 avec un nombre moyen de
charges virales réalisées pour chaque patient de 4,7. 288 patients ont bénéfici¢ d'au moins 4
mesures de charge virale ce qui représente plus de 50% de 1'ensemble des patients. L'analyse
statistique montre que le nombre moyen de charges virales réalisées par patient croit de
maniére significative avec l'dge : la moyenne de charges virales par patient est
significativement plus forte dans le groupe des 6 a 10 ans que dans le groupe des 0 a 5 ans
(p=1,8.10"" <0.05; test de Student unilatéral) et la moyenne de charges virales par patient est
significativement plus forte dans le groupe des 11 a 15 ans que dans le groupe des 6 a 10 ans
(p=1,4.10"<0.05; test de Student unilatéral).

On constate que le nombre moyen de charges virales réalisées par patient est
significativement supérieures au nombre moyen de numération de CD4 réalisées par patient
(p=7,6.10""<0.05; test de Student unilatéral).

Dans la suite des résultats, nous avons utilis¢ la valeur de la derni¢re charge virale et
de la derniére numération de CD4 pour rendre compte du statut immuno-virologique des
enfants. Selon les recommandations du rapport Yeni 2010, I'é¢tat immunologique des enfants
de 0 a 5 ans est apprécié en pourcentage des CD4, en raison de I'hyperlymphocytose
physiologique des enfants a cet age. Apres 5 ans, I'état immunologique est apprécié comme

chez I'adulte par la valeur des CD4/mm3.
B-CARACTERISTIQUES DES PATIENTS TRAITES ET NON TRAITES
1-Les patients non traités

a) L'ensemble de la population

Sur les 559 patients, 134 patients sont considérés comme ne recevant pas de
traitement, ce qui représente 24% de I'ensemble des enfants infectés. La figure 35 représente

ces enfants par groupe d'age.
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PATIENTS NON TRAITES :
REPARTITION EN FONCTION DE L'AGE

HEGroupe [0-5] ans
BEGroupe [6-10] ans
EGroupe [11-15] ans

N;=134

Figure 35 : Répartition des enfants non traités en fonction de 1'age.

L'dge médian des enfants non traités est de 5 ans (écart-type = 3,8 ans). La répartition

des sexes est homogene avec un sex ratio de 1 (68/69). 56 % des patients sont agés de 0 a 5

ans. Ce sous-groupe qui comprend les patients les plus fragiles sera détaillé dans la suite des

résultats.

> les données immunologiques

La figure 36 expose 1'état immunologique des patients non traités en se référant au résultat

de la derniére numération de CD4.

PATIENTS NON TRAITES :
REPARTITION DES CD,

B =20%
H{20-30[%

Ny=12

PATIENTS NON TRAITES :
REPARTITION DES CD,

B < 200mm3
M [200-350[mm3
M [350-500{mm3
O 2 500mm3

N,=14

Figure 36 : Répartition des taux de CD4 en % et en mm3 chez les patients non traités.
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Seuls 14 enfants sur 134, soit 10%, ont bénéficié d'une numération de CD4. Chez 12
d'entre eux, le pourcentage de CD4 était rapporté. La valeur moyenne du pourcentage de CD4
est de 9,5 %, et on constate que chez 11 patients sur 12, la valeur de cette derniére numération
est inférieure a 20%. 75% des patients (9/12) ont un taux de CD4 inférieur a 15%. Concernant

cette méme valeur en mm™, 64% des valeurs (9/14) observées sont inferieures a 500 /mm’.

> les données virologiques

La figure 37 expose la répartition des différentes charges virales observées chez les

patients non traités.

PATIENTS NON TRAITES:
REPARTITION DES CHARGES VIRALES

M [2,7-4,7] log
B [4,7-6] log
mz6log

N,=134

Figure 37 : Répartition de la valeur de la derni¢re charge virale chez les patients non traités.

48% des valeurs sont supérieures a 6 log/mL. 83% des valeurs sont supérieures a 5
log/mL. La moyenne d'dge est significativement plus basse dans la classe des charges virales
supérieures a 6 log/mL (3,7 ans) que dans la classe des charges virales comprises entre 4,7 et

6 log/mL (6,9 ans) (p=9,8.107 <0.005).

b) Le groupe des enfants non traités dgés de 0-5 ans

La figure 38 expose la répartition des différentes charges virales observées chez les

patients non traités agés de 0 a 5 ans (n=75).
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PATIENTS NON TRAITESDE 0 a 5 ANS :
REPARTITION DES CHARGES VIRALES

B [2,7-4,7] log
E[4,7-6[log

mz6log

N, =75

Figure 38 : Répartition de la valeur de la derniére charge virale chez

les patients non traités 4gés de 0 a 5 ans.

En observant le schéma ci-dessus, on constate que 65% des charges virales sont
supérieures a 6 log/mL. De plus, la moyenne d'dge des enfants ayant une charge virale
supérieure a 6 log/mL est significativement plus basse (2,0 ans) que la moyenne d'age des
enfants ayant des charges virales comprises entre [4,7-6[ log (3,2 ans) (p=0.004 <0,05 ; test de
Student unilatéral). Les enfants agés de moins de 2 ans ont des charges virales supérieures a 6
log/mL dans plus de 80% des cas tandis que chez les enfants 4gés de 2 a 5 ans, cette
proportion est de 52%. Au final, plus les enfants sont jeunes plus les charges virales observées
sont élevées.

Concernant I'é¢tat immunologique de ces malades, 7 enfants ont eu une numération de

CDA4. La proportion des CD4 était inférieure a 20% dans tous les cas.

2-Les patients traités

Les patients bénéficiant d'un traitement antirétroviral représentent 76% de l'ensemble
des patients suivis, soit un total de 425 enfants. L'dge médian est de 10 ans et le sexe ratio est
de 1,1. La figure 39 expose les proportions des différentes lignes observées chez les enfants

traités. Les critéres de mise sous traitement ont été décrits dans la table 6.
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REPARTITION DES ENFANTS SELON REPARTITION DES ENFANTS TRAITES

LA LIGNE THERAPEUTIQUE ET L'AGE SELON LA LIGNE THERAPEUTIQUE

"

-]

)

<

-

= S — —
- ol | -
30% N, =559 Ny =425
-

o

-

Groupe [05] ans  Groupe[6-10]ans  Groupe [11-15] ans

Figure 39 : Proportion globale et par age des différentes lignes thérapeutiques.

Les traitements de premicre ligne représentent 84% de I'ensemble des traitements. On
remarque que 59% (n=107) des enfants recoivent un traitement entre 0 et 5 ans, prés de 80%

n= entre 6 et 10 ans, et o (n= entre 11 et 15 ans.
146 6etl0 91% 172 11etl5

a) Les patients bénéficiant d'un traitement de premiere ligne

Avec 355 patients, ce groupe représente 64% de I'ensemble des patients suivis et 84%
des patients recevant un traitement. L'age médian de ce groupe est de 9 ans et le sex-ratio est
de 1,1 (185 /170). Les différents traitements utilisés sont exposés dans la figure 40. Les quatre

associations mentionnées ci-dessous ont été classées dans les traitements de premiere ligne.

PATIENTS TRAITES REPARTITION PATIENTS TRAITES REPARTITION
SELON LE TRAITEMENT SELON LE TRAITEMENTET L'AGE
100%
Q0% |
80%
70%
60%
O d4T+3TC+NVP B d4T+3ITC-EFY
[ AZT+3TCHNVP 50% - DI AZT+3TC+EFV
O AZT+3TC+EFV HAZT+ITCNVE
W daT+3TC+EFV ia 0 4T+ 3TCNVE
MN;=355 30% i, %
20%
10%
0%

Groupe [0-3] ans Groupe [3-8] ans Groupe {10-15] ans

Figure 40 : Répartition des trithérapies utilisées en premiére ligne.
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On remarque que les deux associations les plus utilisées en premicre ligne sont
[d4T+3TC+NVP] et [AZT+3TC+EFV]. Elles représentent respectivement 34% et 32% des
associations de premicres lignes. En regardant I'évolution de Il'utilisation de I'association
[d4T+3TC+NVP] en fonction de 1'dge, on constate que celle-ci prédomine chez les enfants
agés de 0 a 3 ans, avec une utilisation dans plus de 60% des cas, alors que chez les enfants
agés de 10 a 15 ans, elle ne représente que 14% des traitements. Concernant 1'association
[AZT+3TC+EFV], le phénomeéne inverse est observé, avec une utilisation dans seulement 6%
des traitements entre 0 et 3 ans, 11% des traités entre 3 et 9 ans, alors qu'elle représente plus

de 50% des traitements utilisés chez les enfants agés de 10 a 15 ans.

La figure 41 expose l'utilisation préférentielle de I'AZT par rapport au d4T, et de I'EFV
par rapport a la NVP, en fonction de 1'age des patients.

TRAITEMENTA BASE DE d4T ET D'AZT : TRAITEMENT A BASE DE NVP ET D'EFV :
REPARTITION EN FONCTION DE L'AGE REPARTITION EN FONCTION DE L'AGE

100% -

100% -

90% -

90% -

80% -

80%

70% -

TF0% -

60% -

60% -

50% - W Tta base d'AZT 50% - Tt 3 base d'EFV

BTt a base ded4T ETt 3 base de NVP

40%

40%

N,=355 N =355

30%

30%

20% - 20%

10% - 10%

0% -

0%
Groupe [0-3[ ans Groupe [3-9] ans Groupe [10-15] ans Groupe [0-3[ ans Groupe [3-9] ans Groupe [10-15] ans

Figure 41 : Comparaison de l'utilisation préférentielle des INTI et INNTI.

En observant le schéma ci-dessus, on observe une diminution de I'utilisation du d4T
avec l'age. Il est utilisé dans plus de 60% des traitements entre 0 et 3 ans, et diminue a moins
de 30% des cas entre 10 et 15 ans. Concernant l'utilisation de I'EFV, on remarque le
phénomene inverse : il n'intervient que dans 20% des schémas thérapeutiques entre 3 et 9 ans

alors qu'il est présent dans pres de 70% des schémas thérapeutiques entre 10 et 15 ans.

> les données immunologiques

La figure 42 montre comment sont réparties les valeurs de numérations de CD4.

67



REPARTITION DES VALEURS DES CD, CHEZ

LES TRAITES DE PREMIERE LIGNE ENTREQET 5 ANS

B<20%
B20-30)%
B>30%

Ne=31

REPARTITION DES VALEURS DES CD, CHEZ
LES TRAITES DE PREMIERE LIGNE ENTRE 6 ET 15 ANS

B<200mm3
DOf200-350{ mm3
B[350-500] mm3
B >500 mm3

N.=152

Figure 42 : Répartition de la derniére valeur de CD4 observée chez les patients traités en premiére ligne.

Sur la figure 42 , on note que plus de la moitié des enfants agés de 0 a 5 ans (55%), ont

une valeur de leur derniére numération de CD4 inférieure a 20%. Chez les enfants agés de 6 a

15 ans, prés de 70% de ces valeurs sont supérieures a 500 éléments/mm’.

La moyenne du taux de CD4 pour l'ensemble des enfants agés de 0 a 15 ans est de 23,6%

(n=179). La différence entre le taux de CD4 des patients traités de premicre ligne et des

patients non traités (A CD4) est égale a 14,1% (23,6%-9,5%).

> les données virologiques

Sur la figure 43, sont réparties les valeurs des derniéres charges virales observées chez les

patients recevant un traitement de premiere ligne.

REPARTITION DES CHARGES VIRALES
CHEZ LES TRAITES DE PREMIERE LIGNE

me2,7log
B{2,7-3,7[ log
@ [3,7-6[ log
m26log

N, =155

Figure 43 : Répartition des valeurs de charge virale par tranche.
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Les données virologiques collectées chez les 355 patients traités par une association de
premicere ligne, montrent que pres de 70% des patients ont une charge virale indétectable lors
de leur dernier examen, et que 77% d'entre eux ont une charge virale inférieure au seuil

d'échec virologique défini par I'OMS soit 3,7 log/mL ou 5 000 cp/mL.

Echec virologique au seuil de 3,7 log/mL (seuil OMS d'échec virologique)

On constate que 81 patients soit 23% des traités de premicre ligne, ont une dernic¢re charge
virale supérieure a 3,7 log/mL. Parmi ces 81 patients, 54 ont leurs deux dernic¢res charges
virales supérieures a 3,7 log/mL. En rapportant ces 54 patients a l'ensemble des traités de
premicéres ligne, on peut estimer a environ 15% (54/355) le taux d'échec virologique dans

cette population selon les critéres OMS.

Echec virologique au seuil de 2,7 log/mL (limite de quantification de la technique)

Au seuil de quantification, 108 patients soit 30 % des traités de premicre ligne, ont une
derniere charge virale détectable. Parmi ces 108 patients, 61 ont deux antériorités successives
de charge virale détectable. En rapportant ces 61 patients a I'ensemble des traités de premicre
ligne, on peut estimer a environ 17% (61/355) le taux d'échec virologique dans cette

population par rapport aux limites de la technique.

b) Les patients bénéficiant d'un traitement de deuxiéme ligne

46 enfants regoivent un traitement de deuxieme ligne. L'age médian est de 10 ans et le sexe
ratio est de 1,3. Ce groupe représente 11 % de I'ensemble des enfants traités. La figure 44 ci-

dessous répertorie les traitements utilisées en deuxieme ligne.

REPARTITION DES TRAITEMENTS
DE DEUXIEME LIGNE

BABC+DDI+LPVIr
BAZT+3TC+LPVIr
Bd4T+3TC+LPVir
OddT+3TC=NFV
BAZT+3TC+NFV
OAZT+DOI+NFV
OTDF+3TC+LPYIr
OABC+3TC+LPVIr

N-= 48

Figure 44 : Trithérapies utilisées dans les thérapies de deuxiéme ligne.
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On remarque que les trois associations majeures regroupant 81% des traitements de deuxiéme
ligne, sont [ABC+DDI+LPV/r] (37%) , [AZT+3TC+LPV/r] (29%), [d4T+3TC+LPV/r]
(15%). Les associations contenant du LPV/r sont représentées a hauteur de 85% de l'ensemble

de ces thérapies.

> les données immunologiques

La figure 45 étudie la répartition des valeurs de numérations de CD4.

REPARTITIONDE LA DERNIERE NUMERATION CD,
CHEZLES TRAITES DE DEUXIEME LIGNE

B 200 mm3
B[200-350] mm3
BE[350-500{ mm3
> 500 mm3

N;= 28

Figure 45 : Répartition des CD4 chez les traités de deuxiéme ligne.

Comme dans ce groupe, la majorité des enfants ayant bénéficié d'une numération CD4
sont agés de plus de 5 ans [90%], nous avons étudié leur répartition en mm™. On note que plus
de la moitié¢ des enfants ont une derniére numération de CD4 inférieure a 500 /mm’. Les

patients fortement immunodéprimés (<200 /mm?) représentent 18% des enfants du groupe.

> les données virologiques

Sur la figure 46, les valeurs des derniéres charges virales observées chez les patients de

deuxieme ligne sont classées par groupe.
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REPARTITIONDELADERNIERE CHARGE VIRALE
CHEZ LES TRAITES DEDEUXIEME LIGNE

O< 2,7 log
B[2,7:3,7[ log
O[3.7-6] log

=26 log

N =48

Figure 46 : Répartition des valeurs de charges virales observées chez les traités de deuxiéme ligne.

Les données virologiques chez les 46 patients traités par une association de deuxiéme ligne
montrent que 68% des patients ont une charge virale indétectable lors de leur dernier examen.

83 % d'entre eux ont une charge virale inférieure au seuil d'échec virologique défini par

I'OMS, soit 3,7 log/mL.

Echec virologique au seuil de 3,7 log/mL (seuil OMS d'échec virologique)

8 patients avaient une charge virale supérieure a 3,7 log/mL et 3 d'entre eux ont leurs deux
dernieres charges virales supérieures a 3,7 log/mL. En rapportant ces 3 patients a l'ensemble
des traités de deuxiéme ligne, on peut estimer a environ 7% (3/46) le taux d'échec virologique

dans cette population selon les criteres OMS.

Echec virologique au seuil de 2,7 log/mL (limite de quantification de la technique)

15 patients avaient une charge virale au seuil de quantification de la technique soit 2,7
log/mL. 5 patients avaient leurs deux dernicres charges virales supérieures a cette limite. Par
conséquent, en rapportant ces 5 patients a I'ensemble des traités de deuxieéme ligne, on peut

estimer a environ 11% (5/46) le taux d'échec virologique par rapport aux limites de la

technique.
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¢) Les patients bénéficiant de traitements atypiques

Nous avons répertorié 24 patients dans cette population. L'age médian y est de 11 ans.
Afin d'évaluer au mieux les traitments utilisés dans cette classe, nous les avons regroupés par

catégorie comme le montre la table 7 et la figure 47.

Table 7 : Différentes associations utilisées dans les traitements atypiques.

QUADRITHERAPIE 2ZINTI +1 INNT 3INTI 1INTI +1 INNTI + 1IP BITHERAFIE

= dAT+3TCHLPV/r+NFV = AZT+d4T+EFV * ABC+DDI+TDF » 3TC+NVP+LPV/r = 3TC+LPV/r
= AZT+dAT+3TC+NVP = AZT+d4T+NVP sAZT+3TC+ABC = ABC+DDI

= AZT+3TCHEFV+NFV = ABC+DDI+NVP » AZT+d4T+3TC = DDI+LPV/r
= AZT+3TC+DDI+EFV = ABC+3TC+EFV * d4T+3TC+DDI = ABC+LPV/r
= ABC+DDI+LPV/r+EFV

La répartition des classes de traitement mentionnées dans la table 7 est exposée dans la

figure ci-dessous.

REPARTITION DES AUTRES
TRAITEMENTS UTILISES

mQuadrithérapi
E2INTI=1INNTI {rare)
E3INTI
EAINTI = 1INNTI= 1IP
& Bithérapi

N,=24

Figure 47 : Répartition des traitements atypiques par groupe de thérapie.

La quadrithérapie représente 33% des thérapeutiques de cette population. Le groupe des

3INTI représentent 21% des traitements et les bithérapies 17% des traitements.
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» les données immunologiques

La figure 48 expose la répartition des taux de CD4, chez les patients recevant un

traitement atypique.

AUTRES TRAITEMENTS UTILISES :
REPARTITION DES CD,

E< 200 mm3
®[200-350[ mm3
E[350-500[ mm3
o> 500 mm3

N;=14

Figure 48 : Répartition des CD4 chez patients classés dans la catégorie traitements atypiques.

On constate que 43% des patients ont une derniére valeur de CD4 inférieure 4 500 mm® et un

seul patient était fortement immunodéprimé avec une valeur de CD4 inférieure a 200 mm’.

> les données virologiques

Les valeurs des derniéres charges virales observées chez les patients de ce groupe (n=24)

sont classées dans la figure 49.

AUTRES TRAITEMENTS UTILISES :
REPARTITION DES CHARGES VIRALES

g<27 log
B[27-3,7] log
O[3,75] log
B26log

Ny=24

Figure 49 : Répartition des valeurs de la derniére charge virale dans le groupe des traitments atypiques.
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18 patients sur 24 (75%) ont leur dernicre charge virale indétectable. 5 patients ont une

charge virale supérieure a 3,7 log/mL.

Echec virologique au seuil de 3,7 log/mL (seuil OMS d'échec virologique)

5 patients avaient donc une charge virale supérieure a 3,7 log/mL et 4 d'entre eux ont leurs
deux dernicres charges virales supérieures a 3,7 log/mL. En rapportant ces 4 patients a
I'ensemble des traités de ce groupe, on peut estimer a environ 17% le taux d'échec virologique

dans cette population selon les critéres OMS.

Echec virologique au seuil de 2,7 log/mL (limite de quantification de la technique)

6 patients avaient une charge virale au seuil de quantification de la technique soit 2,7 log/mL.
5 patients avaient leurs deux derniéres charge virales supérieures a cette limite. Par
conséquent, en rapportant ces 5 patients a 1'ensemble des traités de ce groupe, on peut estimer

a environ 21% le taux d'échec virologique par rapport aux limites de la technique.

3-Ensemble des données des enfants suivis

L'ensemble des observations présentées jusqu'alors est représenté dans la figure 50.

ENFANTS NON TRAITES E
N.= 134 N.= 425
Age negiar= B ans Age meqizn= 10ans

92%[11/12] avec des CD,= 20%
48% [64/134] avecune CV = 6 log

lss% 84% 1%

ENFANTS NON TRAITESDE 0-§ ANS
N-=785
100% [7/7] avec des CDy= 20%
65% [49/75] avec une CV = 6 log

ldl%

ENFANTS NON TRAITES DE 0-2 ANS
N-=21
84% [26/31] avec une CV = 6log

EVgus Lt
EVrecn ' B

tior delatechnigue

Figure 50 : Récapitulatif de I'ensemble des enfants suivis entre 2005 et 2011 au CHUP-CDG.
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C-PATIENTS AYANT BENEFICIE D'UN GENOTYPAGE DE RESISTANCE

1-Etude de la diversité virale

Parmi les 41 patients ayant bénéficié d'un test de résistance au sein de la cohorte
pédiatrique, nous avons pu déterminer le sous-type viral de 37 d'entre eux, apres 1'étude des
séquences de la TI et de la PR.

La proportion de ces sous-types viraux de VIH-1 est décrite dans la figure 51.

SOUS-TYPES VIRAUX
DES VIRUS SEQUENCES

100%

90% -
80% -
70% -
60% - o Cpx

m CFRO6_Cpx
mCRFO2_AG

50% -

40% -

30% -

20% -

10%

0% -

Figure 51 : Répartition des sous-types viraux étudiés dans
la cohorte pédiatrique du CHUP-CDG.

Les résultats des séquencages effectués retrouvent 20 CRF02_AG, 14 CRF06 cpx, et

3CRF cpx. Les CRF02 et CRF06 représentent ensemble pres de 92% des sous-types viraux

observés.

2-Les patients naifs de traitement

Les caractéristiques immuno-virologiques de cet échantillon sont représentatives des
caractéristiques immuno-virologiques de l'ensemble de la population non traitée, avec une
immunodépression marquée et des charges virales élevées.

Pour déterminer les mutations impliquées dans la résistance aux INTI, INNTI et aux

IP, nous nous sommes basés sur 1’algorithme de I’ ANRS version 2011 disponible en annexe.

Prévalence des mutations impliquées dans la résistance aux INTI

Aucune mutation associée a la résistance aux INTI n’a été trouvé parmi les 21 genes de TI

séquencees.
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Prévalence des mutations impliquées dans la résistance aux INNTI

Une mutation impliquée dans la résistance aux INNTI a été retrouvé dans les séquences de TI

de 3 patients : 2 V179 et 1 V106I.

Prévalence des mutations causant une résistance aux IP

I L101 113V L1eE K20I/R M3el Le3P HESK LBIM PR

24% 19%  29% 100% 100% 33% 100% 90%

Figure 52 : Prévalence des mutations observés sur le géne de la protéase.

Aucune mutation majeure aux [P n’a été trouvée. Des mutations de polymorphisme
ont été fréquemment observées compte tenu des sous-types des virus étudiés. Les mutations
K20I/R, M36I et H69K ont été trouvées dans 100% des séquences. La mutation L8OM a été
trouvée dans 90% des séquences. Les mutations G16E et L63P ont été trouvées dans pres de
30% des séquences (n3p=6 et ngieg = 7). S mutations en position L10I et 4 mutations 115V

ont été observées.

3-Les patients traités

Les séquences de 20 patients traités en situation d'échec virologique étaient
disponibles entre 2005 et 2011. L'age médian de ces patients était de 4 ans. 19 patients étaient
des traités de premiere ligne, 1 patient recevait un traitement de deuxiéme ligne. La répartition

des traitements de ces patients est représentée dans la figure 53.

TRAITEMENT DES PATIENTS AYANT
BENEFICIE D'UN GENOTYPAGE

B ABC+DDI+LPY/r
B d4T+3TC+NVP
B AZT+3TC+NVP
B AZT+3TC+EFV
O d4T+3TC+EFV

;=20

Figure 53 : Répartition des molécules utilisés chez les patients traités en échec virologique.
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La situation immuno-virologique des patients au moment du séquencage est

représentée sur la figure 54.

PATIENTS TRAITES AVANT SEQUENCAGE : PATIENTS TRAITES AVANT SEQUENCAGE :
REPARTITION DES CD, REPARTITION DES CHARGES VIRALES

100% - 100% -

90% 20% |

80% 80%

70% - 70% -

60% 60%

E<200mm3 Wz6log
50% 50% |

B [200-500] mm3 m[5-6[log
L2 9 m>500mm3 40% - H[4-5[log

30% - 30% |
N:=8 N =19

20% - 20%

10% 10%

0% - 0% -

Total Total

Figure 54 : Etat immuno-virologique des patients traités dont les virus ont été génotypés.

Chez les enfants ayant bénéficié¢ d'une numération de CD4 (n=8), on constate que la
moitié d'entre eux avaient un taux de CD4 inférieure 4 500 mm®. Nous n'avons pas pu étudier
le taux de CD4 en pourcentage en raison de l'absence de données. 70% des charges virales

disponibles (n=19) étaient supérieures a 5 log.

a) Mutations associées a la résistance aux INTI

La figure 55 représente le nombre de séquences de patients possédant des mutations de
résistance aux INTI. Les mutations de types TAM's sont représentées en rouge tandis que les

mutations d'exclusion sont représentées en bleu.

NOMBRE DE MUTATIONS AUX INTI
OBSERVEES CHEZ LES PATIENTS TRAITES

m|T215Y/F
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Figure 55 : Effectif des mutations de résistance aux INTI chez les traités.
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On remarque que la mutation M184V est présente dans 85% des cas (17/20). La mutation
principale des TAM's, la T215Y/F, est trouvée dans 40% des séquences (n=8). 12 patients
présentent au moins une TAM's et le nombre moyen de TAM's trouvées chez ces 12 patients
est de 3,1. La mutation de polyrésistance aux INTI, la Q151M, est trouvée chez 3 patients soit
15% (3/20) du groupe.

Le profil de résistance aux INTI, interprété avec l'algorithme ANRS 2011, est

représenté dans la figure 56.

PROFIL DE RESISTANCE AUX INTI

100%
80%
o
dat aTc opi ABC TOF

Figure 56 : Profil de résistance aux INTI des enfants traités.
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La résistance au 3TC est présente dans 85% (17/20) des cas. La résistance a 'AZT et a la d4T
sont observées dans 70% (14/20) des cas. Les molécules conservant le plus fréquemment leur

sensibilité sont la DDI et le TDF dans respectivement 85% (17/20) et 80% (16/20) des cas.

b) Mutations associées a la résistance aux INNTI

La figure 57 répertorie le nombre de mutations associées a la résistance aux INNTI.

NOMBRE DE MUTATIONS AUX INNTI OBSERVEES
CHEZ LES PATIENTS TRAITES

I I I I weflecnid
7 " i

fffjf*fff

Figure 57 : Effectif des mutations de résistance aux INNTI chez les traités.
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La K103N est la mutation la plus représentée avec une prévalence de 50% (10/20). Suivent
ensuite en terme de fréquence les mutations K101E/H/I/P/R, et GI90A/C/E/Q/S/T/V avec des
prévalences respectives de 30% (6/20) et de 35%(7/20).

Le profil de résistance aux INTI est représenté dans la figure 58.

PROFIL DE RESISTANCE AUX INNTI

| |s
@RP
mR
EFV NVP ETR

Figure 58 : Profil de résistance aux INNTI des enfants traités.

$ 5§ 888 38 8§

g

La résistance a I'EFV est présente dans 100% (20/20) des cas et celle a la NVP dans
95% (19/20) des cas. Les souches présentant une résistance a I'ETR sont au nombre de 4 soit

20% des virus.

¢) Mutations associées a la résistance aux IP

La figure 59 montre le nombre de mutations associées a la résistance aux IP. Les
mutations majeures sont représentées en rouge, les mutations hautement polymorphiques sont
représentées en violet, et les mutations mineures, atypiques ou faiblement polymorphiques

sont représentées en bleu.

NOMBRE DE MUTATIONS AUX IP
OBSERVEES CHEZ LES PATIENTS TRAITES
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Figure 59 : Effectif des mutations pouvant étre impliquées dans la résistance aux IP.
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Les mutations les plus fréquemment retrouvées sont : la M36I/V et la H69K/R dans 100%
(20/20) des cas et la K20I et la L89I/M dans 95% (19/20) des cas. Les deux mutations
majeures M46I et LOOM n'ont été retrouvées qu'une fois et ce chez le méme patient.

Le profil de résistance aux IP est représenté dans la figure 60.
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Figure 60 : Profil de résistance aux IP.

Un seul profil de résistance est observé parmi les 20 souches virales présentes : cette
résistance impacte sur la sensibilité au LPV/r, NFV, IDV et ATV/r. La sensibilité générale des

IP est conservée dans au moins 95% des cas.
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IV DISCUSSION

La prévalence de I’infection par le VIH au Burkina Faso diminue de maniére régulicre
depuis de nombreuses années. Estimée par ’OMS a 7,17% en 1997, a 2,3% en 2005, elle
serait de 1,2% en 2009. Cette prévalence de 1,2% correspond a environ 110000 personnes
vivant avec le VIH, dont 70000 femmes et 17000 enfants [62].

L'objectif de ce travail est de décrire les aspects épidémiologiques, thérapeutiques, et
immuno-virologiques des enfants suivis au CHUP-CDG de Ouagadougou. La description des
caractéristiques de la population pédiatrique infectée, dans son ensemble, est un préalable
nécessaire a la description des enfants en situation d'échec virologique dont les virus peuvent
présenter des mutations de résistance aux ARV.

Les données rétrospectives de ce travail ont été colligées sur plusieurs bases de
données différentes, rendant parfois difficile I’exhaustivité des informations biologiques et
thérapeutiques des patients. L’analyse de la base de données présente également une limite,
dans la mesure ou nous avons considéré uniquement les derniéres données immuno-
virologiques renseignées pour chaque patient. Or, les données de certains patients peuvent
dater d’années précédant 2011.

Grace a la collaboration et a I'échange de données avec le CHUP-CDG, nous avons
cependant pu décrire les caractéristiques thérapeutiques et immuno-virologiques de 559

patients suivis entre 2005 et 2011.

La répartition des patients en fonction de I’age et du sexe est homogene (sex ratio H/F
= 1,1). Concernant I’évolution du nombre moyen d’examens immuno-virologiques réalisés
par patient, il existe une augmentation significative de ce nombre avec l’age: cette
augmentation traduit le fait que la prise en charge et le suivi thérapeutique des patients
diagnostiqués sont continus et montre I’adhésion des patients au processus de prise en charge.
De plus, on remarque que le nombre de charges virales réalisées est significativement plus
important que le nombre de numérations de CD4 effectuées : ceci montre que I’examen
virologique est privilégié¢ par rapport a ’examen immunologique pour le suivi des malades.
Ces résultats différent des recommandations OMS pour le suivi biologique des enfants
infectés. Cependant, plusieurs études rapportent une faible sensibilit¢é et un manque de
spécificité de 1'évaluation immuno-clinique pour I'appréciation de 1'échec virologique par
rapport a la quantification de la charge virale [63, 64]. Cette mauvaise appréciation peut

entrainer un retard dans la modification du traitement, favorisant la sélection de souches
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résistantes du virus. Elle risque aussi d'entrainer a l'inverse des changements thérapeutiques
chez des patients ayant une charge virale indétectable, engendrant par la méme un surcott des
traitements. Au vue de nos résultats, l'attitude adoptée au CHUP-CDG semble privilégier
I'examen virologique pour le suivi biologique des malades, ce qui est bénéfique pour leur

prise en charge.

Les patients non traités

Parmi les enfants infectés suivis au CHUP-CDG, pres de 25% (n=134) d'entre eux ne
sont pas traités par TAR. Plus de la moiti¢ de ces enfants non traités (56%) sont agés de 0 a 5
ans.

D’un point de vue immunologique, nous avons souhaité¢ étudier, conformément aux
recommandations, la répartition des derniers CD4 en % chez ces enfants dont la médiane
d'age est de 5 ans. Bien que ces numérations ne soient documentées que chez 12 patients
(9%), il en ressort qu'un taux de CD4 inférieur a 15% est observé pour 75% des patients
traduisant ainsi la profonde immunodépression au moment de la réalisation de ce test. La
moyenne observée de ce taux était de 9,6% dans notre étude. En faisant I'hypothése que ces
numérations correspondent au début de la prise en charge, nous observons que I'état
immunitaire dégradé des patients est comparable a celui d'enfants naifs décrits dans des
cohortes provenant de nombreux autres pays a ressources limitées. Ainsi, dans une méta-
analyse portant sur les données de cohortes d'enfants de pays a ressources limitées [65], le
taux moyen de CD4 des 5928 enfants naifs de traitement inclus, était de 8,1%, corroborant
ainsi les données de notre étude. La trés grande majorité des taux moyens de CD4 observés
dans chacune des 12 cohortes étudiées par cette méta-analyse, était inférieure a 15%.

D'un point de vue virologique, on observe que pres de 83% des patients non traités ont
des valeurs de charge virale supérieures a 5 log/mL. Des valeurs fortes de charges virales sont
¢galement observées dans cette méme méta-analyse [65] ou les charges virales moyennes des
enfants naifs de traitement étaient toutes supérieures a 5 log/mL. De plus, nous observons que
l'age moyen de 3,7 ans des enfants ayant une charge virale supérieure a 6 log/mL est
significativement plus bas que celui des enfants ayant une charge virale inférieure, et
comprise entre 4,7 et 6 log/mL (4ge moyen = 6,9 ans).

Cette observation nous a incité a étudier plus spécifiquement les caractéristiques

immuno-virologiques des enfants non traités de 0 a 5 ans.
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Les patients non traités Agés de 0 a 5 ans

L'état immunitaire des enfants non traités agés de 0 a 5 ans est tres similaire a celui de
l'ensemble des non traités : 100% des enfants ont ainsi un taux de CD4 inférieur a 20% et 86%
un taux inférieur a 15%.

C'est en ¢étudiant le niveau des charges virales chez ces patients que 1'on constate des
différences. Si 'on considére tout d'abord la part des charges virales supérieures a 6 log/mL,
nous montrons dans les figures 37 et 38 qu'elle représente une part plus importante dans le
groupe des 0 a 5 ans que pour l'ensemble des non traités (65% contre 48%). Si 1'on considére
ensuite 1'dge moyen des enfants en fonction de la valeur de la charge virale (figure 38), on
constate que les enfants présentant une charge virale supérieure a 6 log/mL sont
significativement plus jeunes (dge moyen = 2 ans) que les enfants présentant une charge virale
virale plus basse. Le systéme immunitaire immature des trés jeunes enfants contient
difficilement l'infection virale, ce qui explique que de fortes valeurs de charges virales soient
observées chez ces derniers [66, 67]. En grandissant, ces valeurs ont tendance a diminuer chez
les enfants plus agés, au fur et a mesure que le systéme immunitaire gagne en maturité.
Considérant également que la réponse du systéme immunitaire face a l'infection serait
conditionnée en partie par le moment de la transmission mere-enfant (in utero/per
partum/post partum) [68], cet écart peut peut-étre également s’expliquer par des profils
d’enfant contaminés a des moments différents. Chez des enfants infectés, un retard de
consultation et/ou de diagnostic explique également une détérioration rapide du systéme

immunitaire ainsi que la forte charge virale associée.

Les patients traités

Parmi les 559 enfants suivis, 425 enfants recoivent un TAR ce qui représente pres de
75% de l'ensemble de la population. Comme le montre la figure 40, on remarque que la
proportion d'enfants traités augmente de maniere conséquente entre les différentes tranches

d'age, passant de pres de 60% entre 0 et 5 ans, a plus de 90% entre 11 et 15 ans.

Les patients traités par une premiere ligne

Les patients recevant un traitement de premiere ligne représentent 84% des enfants
traités. Chez les enfants agés de 0 a 3 ans, le traitement majoritairement utilisé est
l'association [d4T+3TC+NVP] avec prés de 65% des traitements. L'utilisation de cette
association va décroitre de maniére importante avec 1'dge pour ne représenter qu'un peu plus

de 10% des traitements entre 10 et 15 ans. L'utilisation de NVP est trés largement majoritaire
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entre 0 et 3 ans avec une présence dans plus de 90% des associations utilisées (figure 41).
Ceci s'explique par le fait que I'EFV n'est utilisable chez l'enfant qu'a partir de 3 ans, et que
l'utilisation de I'IP en premiére intention n'est pas recommandée, sauf en cas d'exposition a la
NVP lors de la prévention de la transmission de l’infection VIH de la mére a 1’enfant.
Toujours chez ces enfants agés de 0 a 3 ans, on remarque que les associations a base de d4T
sont majoritaires et représentent 65% des cas d'utilisation. Dans une étude rétrospective
menée au CHUP-CDG entre janvier 2003 et juin 2006 [69], on note que prés de 75% des
enfants suivis au CHUP-CDG pour une infection VIH étaient anémiés au début de leur prise
en charge. Cette anémie peut s'expliquer par de nombreuses causes : paludisme,
hémoglobinopathies, déficits enzymatiques, dénutrition. C'est pourquoi, les associations
contenant de I'AZT sont faiblement utilisées a cet 4ge pour ne pas ajouter aux autres causes de
l'anémie, les effets myélotoxiques et anémiant de I'AZT. Enfin, l'existence d'une co-
formulation regroupant la d4T, le 3TC et la NVP dans les comprimés de Triomune®, peut
expliquer une utilisation préférentielle de ces molécules dans le but d'améliorer I'observance
thérapeutique chez des enfants agés de 3 a 9 ans au moment de l'initiation du traitement.

Chez les enfants agés de 10 a 15 ans, le traitement le plus utilisé est 1'association
[AZT+3TC+EFV] qui représente prés de 54% des associations. Dans ce groupe d'adge, on
remarque la large utilisation de I'AZT et de I'EFV qui sont présents dans pres de 70% des
associations prescrites. Le remplacement de la d4T par I'AZT peut s'expliquer par le fait
qu'une fois I'anémie corrigée, les cliniciens préférent réduire les effets secondaires de la d4T,
tels que les lypodystrophies pour améliorer 'observance et le confort de vie des patients. Ceci
correspond en tous points aux recommandations OMS actuelles.

Comme attendu, I'état immunologique des patients traités par une premiere ligne est
meilleur que celui des patients non traités (figures 36 et 42). En effet, la proportion d'enfant
ayant un taux de CD4 inférieur a 20% passe de 94% (11/12) chez les non traités a 55%
(17/31) chez les traités de premicre ligne. Le gain moyen de CD4 (ou A CD4%) entre ces deux
populations, estimé a 14,1% (9,5% =» 23,6%), témoigne aussi de I'amélioration de 1'état
immunologique des enfants traités. La méta-analyse de Ciaranello et al. [65] a étudié le gain
moyen de CD4 de 1839 enfants, entre le moment de l'initiation du TAR et aprés 12 mois de
traitement : le gain moyen A CD4 (%) est estimé a 13,7%. Ces valeurs sont comparables avec
les valeurs trouvées dans notre étude. Cependant la méta-analyse présente des données issues
d'un suivi longitudinal de patients contrairement a nos données étudiées rétrospectivement.

Concernant les données virologiques, la derniére charge virale des patients était

indétectable dans 69% des cas (247/355), au seuil de 2,7 log/mL. Comme pour les données
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immunologiques, nos données concordent ¢galement avec celles observées dans d’autres
¢tudes similaires. Chez les 1097 enfants ayant bénéfici¢ d'un suivi virologique dans la méta-
analyse de Ciaranello et al. [65], le taux de suppression virologique 12 mois apres 1'initiation
d'un traitement de premicre ligne était de 70%, au seuil a 2,6 log/mL. Dans notre étude le
seuil technique appliqué pour la définition de 1'échec virologique, ne semble pas avoir eu
d'impact sur la proportion d'enfants concernés par cet échec (15% pour un seuil a 3,7 log/mL

contre 17% pour un seuil a 2,7 log/mL).

Les patients traités par une deuxiéme ligne

Une faible proportion de patients (n=46) recoit un traitement de deuxiéme ligne soit
11% des enfants traités du CHUP-CDG. Lors de 1'atelier de programmation ESTHER pour le
plan VIH 2013-2015, I’évaluation provenant du logiciel ESOPE, qui permet de suivre les
différentes cohortes d'ESTHER, rapporte un taux de 7,7% de patients traités en deuxiéme
ligne pour le CHUP-CDG. Sur son site internet, ESTHER [62] affiche une proportion
d'enfants en deuxieme ligne thérapeutique de 7,4%, pour l'ensemble du Burkina Faso. Notre
¢valuation du nombre de patients traités de deuxiéme ligne est 1égérement supérieure aux
proportions données par ESOPE pour le CHUP-CDG et ESTHER pour I'ensemble du Burkina
Faso. Cet écart s’explique par deux biais introduits lors de 1’exploitation de la base de
données. Le premier biais est dii aux patients ayant ¢t€¢ exposés a la NVP pour la prévention
de la transmission materno-feetale et qui recoivent comme traitement de premiere ligne une
trithérapie a base d'IP. Lors de I’exploitation de la base nous les avons classés comme patients
traités de deuxieme ligne, les IP n’étant généralement pas accessibles en premicre intention.
Le second biais provient probablement de quelques patients d'autres centres qui viennent
effectuer leur suivi virologique au CHUP-CDG, lorsque les moyens techniques de leur hopital
ne le permettent pas.

Comme le montre la figure 44, les trithérapies a base de LPV/r représentent 85% des
traitements utilisés en deuxieme ligne. Cette forte prévalence du LPV/r dans les traitements
est en accord avec les recommandations OMS pour le suivi et la prise en charge des enfants
infectés par le VIH [53]. L'association [ABC+DDI+LPV/r] est la combinaison
préférentiellement utilisée.

Sur les figures 42 et 45, les patients fortement immunodéprimés représentent 18% des
traités de deuxiéme ligne contre 8% pour les traités de premicre ligne. La proportion de
patients ayant des CD4 supérieurs a 500/mm’ (objectif immunologique) est de 43% pour les

traités deuxiéme ligne contre 69% pour les traités de premiere ligne : ces différences
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pourraient s'expliquer par 1'échec immuno-virologique précédant le passage a la deuxieme
ligne.

Les données virologiques pour les traités de deuxiéme ligne sont encourageantes. En
effet, prés de 68% des patients de ce groupe sont en situation de suppression virologique pour
leur dernicre charge virale. Ce taux est trés proche de celui trouvé a la suite d'un traitement de
premiere ligne (69%) dans cette méme cohorte. Concernant les patients en échec virologique,
nous constatons que, quel que soit le seuil virologique utilis¢ (seuil OMS ou seuil de
quantification), nous obtenons un taux d'échec virologique proche : 7% pour le seuil OMS et
11% pour le seuil de quantification. Ces taux d'échec virologique semblent plus faibles en
deuxiéme ligne qu'en premiére ligne, probablement en raison de I'utilisation du LPV/r dont la

puissance et la barriere génétique sont élevées.

Etude de la diversité virale

Concernant la diversité génétique de ces virus, on montre que prés de 92% des sous-
types analysés sont des CRF02_ AG (54%) et des CRF06_Cpx (38%). Une étude portant sur
l'analyse de 46 échantillons de patients suivis au centre Muraz de Bobo-Dioulasso, deuxi¢me
plus grande ville du Burkina Faso, conforte nos résultats avec prés de 93% de CRF02 et de
CRFO06 [70]. Une deuxiéme étude menée sur les échantillons de 104 patients suivis au CHU
de Yalgado a Ouagadougou, retrouve une répartition similaire des sous types viraux avec 85%

de sous-types CRF06 Cpx ou CRF02_ AG [71].

Les patients naifs de traitement ayant bénéficié d'un génotypage

En ce qui concerne la prévalence des mutations observées sur le géne de la TI, on note
qu'aucune mutation associée a la résistance aux INTI n'est présente sur les 21 séquences
analysées. Pour la résistance aux INNTI, 2 mutations isolées la V1791 (n=2) et la V106l
(n=1), toutes deux impliquées dans la résistance a l'étravirine, sont observées chez trois
patients. Ces mutations seraient plus le reflet d'un polymorphisme viral que d'une
transmission materno-feetale de mutant résistant. En effet, aucune autre mutation pourvoyeuse
de résistance aux INTI et/ou aux INNTI n'a été retrouvée en dépit des fortes prévalences que
peuvent atteindre certaines d'entre elles chez des patients traités (M184V, K103N, TAM's).
De plus, ces mutations sont rapportées comme "polymorphisme commun" sur le site de
I'université de Stanford [22].

En ce qui concerne la prévalence des mutations observées sur le géne de la PR, la

prévalence des mutations K20I/R, M361, H69K et L9IM est de 100%. Ces mutations de la PR
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se situent sur des positions hautement polymorphiques : en effet, elles sont souvent absentes
chez les virus de sous-types B naifs de traitement, et présentes chez la quasi-totalité des virus

de sous-types non-B naifs de traitement comme le montre la figure 61.
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Figure 61 : Prévalence des acides aminés majoritaires sur le géne de la PR en fonction

des sous-types viraux de patients naifs ( adapté d'apreés le site de 'université de Stanford [72])

Les patients sous traitement avant bénéficié d'un génotypage

Parmi les 20 enfants que nous avons étudiés, 19 d’entre eux recevaient un traitement
de premicre ligne et un seul recevait un traitement de deuxiéme ligne. Leur état
immunologique au moment du séquengage est hétérogéne : en effet la moiti¢ d’entre eux ont
une numération de CD4 inférieure a 500/mm3. Du co6té virologique, on observe une
multiplication virale intense chez la majorité des enfants : prés de 70% des enfants ont une
charge virale supérieure a 5 log/mL. Les virus séquencés présentent au moins une mutation de
résistance aux ARV dans 100% des cas. Dans 1'¢tude de Sigaloff et al. [73], étudiant la
prévalence des mutations de résistance chez plus de 1000 enfants de pays a ressources
limitées en situation d'échec virologique, on observe que pres de 90% des enfants possedent

au moins une mutation de résistance aux ARV.

En ce qui concerne les mutations pourvoyeuses de résistances aux INTI décrites en
figure 56, la mutation M1841/V, trouvée chez 85% des souches étudiées, est la mutation la
plus prévalente. L'article de Sigaloff et al. [73] constate également cette prédominance de la
M184V chez 63% (587/934) des enfants en situation d'échec virologique. Cette forte
prévalence de la M184V s'explique par la fréquente utilisation du 3TC dans les associations
antirétrovirales prescrites. Malgré la résistance qu’elle procure au 3TC et au FTC, les virus
porteurs des mutations M1841/V se multiplient moins bien (fitness diminué) que les virus
sauvages. De plus, ces virus mutés seraient beaucoup plus sensibles a 1’action du TDF et de

I’AZT. Ainsi dans ses lignes directrices [53], 'OMS recommande de poursuivre 1’utilisation
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du 3TC dans les schémas thérapeutiques de deuxiéme intention malgré la présence probable
d’une M184V plutdét que de la remplacer par la DDI. Notre étude montre une relative
adéquation avec ces recommandations, en effet on note que la 3TC est associ¢e aux IP dans
61% des traitements de deuxieme ligne contre 39% pour la DDI.

Du fait de la forte utilisation de I'AZT et de la d4T dans les traitements de premicre
ligne, les TAM’s représentent une part non négligeable des mutations observées. La mutation
principale des TAM’s, la T215Y/F, s’observe chez 40% des enfants de ce groupe. Les
souches virales présentant des TAM’s, en possédent en moyenne 3 : ceci est certainement en
rapport avec la longue exposition au d4T et a I’AZT, des patients en situation d'échec
virologique.

Notre étude retrouve 3 mutations Q151M chez des patients tous traités par des
associations contenant de la d4T. Il semble que cette mutation de résistance a large spectre
soit plus fréquente chez des patients recevant l'association [d4T+3TC] que chez ceux recevant
I’association [AZT+3TC], avec des fréquences évaluées a 5,6% et 0.3% respectivement, des
souches recensées dans la base de données du site de I'université de Stanford [74].

Le profil de sensibilité aux INTI (figure 57) montre une résistance a I’AZT et a la d4T
dans 75% des cas, et une résistance au 3TC dans 85% des cas. La DDI conserve sa sensibilité
dans 85% des cas et I’ABC dans prés de 70% des cas, expliquant leur utilisation importante
en deuxieme ligne. Le TDF quant a lui, conserve sa sensibilité dans pres de 80% des cas,

faisant également de cet ARV une molécule de choix en cas d’échec virologique.

En observant le profil de résistance aux INNTI sur la figure 59, la résistance a I'EFV et
a la NVP, respectivement présentes dans 100% et 95% des cas, témoigne de la large
utilisation de ces molécules, et de la faible barricre génétique des INNTI de premicre
génération. Dans I'étude de Sigaloff et al. [73], une mutation de résistance aux INNTI était
retrouvée chez 88% des patients ayant bénéficié d'un séquengage de la TI. Dans notre étude,
ce profil de résistance est di le plus souvent a la présence des mutations K103N, G190A, et
K101E/H/P. Le recours a I'ETR, INNTI de deuxiéme génération présentant une barriere
génétique plus forte, semble étre une alternative interessante pour ces patients en situation
d'échec virologique. Cependant, il n'est que trés rarement disponible dans les pays a
ressources limitées, et en dépit de résultats trés encourageants d'études pédiatriques [75, 76], il
ne possede pas encore 'AMM pour 'enfant. Notre étude rapporte 4 cas de résistance a I'ETR
chez des patients non exposés a cette molécule, comme le montre la figure 59. Cette

résistance a I'ETR est due, dans la majorité des cas, aux mutations de résistance comme la
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Y181C, la K101E/H/P, la A98G et la G190A, qui s'accumulent lors de traitements par des
INNTI de premicre génération. Notons également que cette résistance a I'ETR pourrait
survenir encore plus rapidement, chez certains patients pouvant présenter des mutations de
polymorphisme telles que la V90I, la V1061 ainsi que la V1791 [77]. Ces données révelent
que l'utilisation prolongée d'INNTI de premieére génération chez des enfants en situation
d'échec virologique pourrait compromettre a long terme I'éfficacité thérapeutique des INNTI

de deuxiéme génération.

Concernant les mutations de résistances aux I[P, nous constatons que la forte
prévalence des mutations de polymorphisme décrites précédemment chez les patients non-
traités s'observe en proportion égale chez les patients traités : les mutations K201, M36I,
H69K et L89M sont trouvées dans au moins 95% des séquences. Parmi les 20 patients étudiés
de ce groupe, un seul regoit une association a base d'IP et nous n'avons pas mis en évidence de
mutations majeures de résistance chez ce patient. Deux mutations majeures de résistance aux
IP, la L90OM et la M46I, ont au contraire été retrouvées chez un patient de 15 ans traité par
l'association [AZT+3TC+EFV]. En retragant 1'historique thérapeutique de ce patient, on note
une notion d'exposition au NFV dans une ligne précédente, expliquant ainsi la présence de ces
deux mutations. La trés faible proportion de patients exposés aux IP dans ce groupe nous
limite dans 1'étude du profil de résistance a ces molécules. Néanmoins, nous pouvons
constater 1'absence de transmission materno-feetale de virus résistants aux IP dans ce groupe

de patients.
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V CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les données décrites pour l'ensemble des enfants traités sont encourageantes. La
grande majorité des patients traités (plus de deux tiers) parvient a obtenir une suppression
virologique, et ce quelle que soit la ligne concernée. Il semble primordial de pouvoir préserver
le plus longtemps possible I’efficacité du traitement de premiére ligne, sachant que le panel
thérapeutique est restreint en situation de ressources limitées, et que les enfants malades,
amenés a grandir, seront exposés plus longuement aux molécules antirétrovirales que les
adultes infectés. Pour cela, il serait intéressant que la charge virale soit rendue accessible au
plus grand nombre et particulieérement aux populations rurales vivant loin des grands centres
de santé.

Les données concernant les enfants en situation d’échec virologique sont plus
préoccupantes. En effet, la prévalence des mutations de résistance aux ARV est importante et
I’absence d’alternative thérapeutique aprés un traitement de seconde ligne questionne sur la
stratégie thérapeutique a adopter pour ces patients.

Ainsi, la mise a disposition de nouvelles molécules antirétrovirales doit pouvoir
s’accompagner d’une juste utilisation de celles-ci, et I’accés au génotypage de résistance, bien
qu’engendrant des cotits financiers conséquents, peut permettre d’atteindre cet objectif. Aussi,
I’installation d’un séquenceur in situ présenterait de nombreux avantages comme celui
d’améliorer le délai de rendu des résultats dans ces situations d’échec virologique. Dans le
méme temps, il serait intéressant qu’ESTHER puisse permettre d’intégrer les résultats des
tests de résistance dans ESOPE, afin qu’au moment des consultations, les prescripteurs

puissent avoir un acces rapide a ces données.
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October 2011- Version n°21

ANRS - AC 11 : RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: NUCLEOSIDE AND NUCLEOTIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS

Mutations associated with resistance Mutations associated with « possible resistance »

e T215Y/F o T215A/C/D/E/G/H/IILIN/SIV [1, 2, 3, 4]
e At least 3 mutations among : M41L, D67N, K70R, L210W,
T215A/C/D/E/G/H/I/ILIN/SIV, K219Q/E [1, 2, 3, 4]

Q151M

Insertion at codon 69

ZDbV

M184V/I
Insertion at codon 69

3TCIFTC

K65R [11, 12, 16]
Q151M

At least a score of + 2 among: M41L + T69D + 215Y/F + K219Q/E — K70R
- M184 VIl [5, 14, 15, 17, 18]

L74VII [19]

Q151M

Insertion at codon 69

ddl

K65R [11, 12]

V75A/M/SIT e T215A/C/D/E/G/H/IILIN/SIV [4, 7]
T215Y/F [6]

At least 3 mutations among : M41L, D67N, K70R, L210W,
T215A/C/D/E/G/H/I/LIN/SIV, K219Q/E [4, 7, 14, 15]

K65R [30, 31, 32]

Q151M

Insertion at codon 69

d4T

At least 4 mutations among : M41L, D67N, M184V/I, L210W, T215Y/F [8,
19, 29]

e KG65R[9, 11, 12]

e L74VI/I[24, 25, 26, 27, 28, 29]

e Y115F

e Q151M

¢ Insertion at codon 69

ABC ¢ 3 mutations among : M41L, D67N, M184VI/I, L210W,

T215YI/F [8, 19, 29]

e At least 6 mutations among: M41L, E44D, D67N, T69D/N/S, L74VI/I,
L210W, T215Y/F [13, 20, 33]

e KG65R[9, 10, 11, 12]

e Insertion at codon 69
K70E [21, 22, 23]

TDF e 3,4 or 5 mutations among: M41L, E44D, D67N,

T69D/N/S, L74VI/l, L210W, T215Y/F [13, 33]

ZDV: zidovudine, 3TC lamivudine, FTC: emtricitabine, ddl: didanosine, d4T: stavudine, ABC: abacavir, TDF: tenofovir
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ANRS - AC 11 : RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: NON-NUCLEOSIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS

Mutations associated with resistance Mutations associated with « possible resistance »

L100l

K101E
K103H/N/S/T [1]
V106M [2]

E138K [12, 13]
Y181C/I

Y188CIL
G190A/C/E/Q/SITIV
P225H

M230L

EFV

A98S (for HIV-1 subtype C only) [3] o E138K[13]
L100I

K101E
K103H/N/SIT [1]
V106A/M [2]
Y181C/I

Y188C/H/L
G190A/C/EIQISITIV
M230L

NVP

At least 4 among: V90I, A98G, L100I,

ETR K101E/H/I/P/R, V1061, V179D/F/I/L/IM/T, Y181ClII,

¢ 3 mutations among: V90I, A98G, L100Il, K101E/H/I/P/R,
G190A/S,M230L [4, 7, 8, 9, 10, 11] V1061, V179D/F/I/L/M/T, Y181C/l, G190A/S,M230L [4, 7, 8,

o E138K[12, 13] 9,10, 11]

o Y181V [5, 6] e E138A/G/QIR[5, 6, 7, 8]
o Y181C+H221Y [7]

RPV e K101E/P [9, 13]
E138A/G/KIQ/R/S [12, 13, 14]
V179L [9]

Y181C/IV [13]

Y188L [9]

H221Y [13]

M2301/L/V [9]

o L1001 + K103N [9]

EFV: efavirenz, NVP: nevirapine, ETR: etravirine, RPV : rilpivirine
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ANRS - AC 11 : RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: PROTEASE INHIBITORS

Mutations associated with resistance

Mutations associated with « possible resistance »

IDV

M461/L

V82A/F/M/SIT [11]

184A/V [8]

L90M and at least 2 among : K20M/R, L24l, V32I, M36l,
I54V/ILIMIT, A71VIT, G73S/A, V771

e L9OM

SQV/RTV
1000/100 mg BID

G48V
At least 4 mutations among: L10F/I/M/R/V, I15A/V,
K20I/M/R/T, L24l, 162V, G73S/T, V82A/F/SIT, 184V, L90M [9]

¢ 3 mutations among: L10F/I/M/R/V, 115A/V, K20I/M/R/T,
L24l, 162V, G73S/T, V82A/FISIT, 184V, L90M [9]

NFV

D30N
IB4A/V [8]
N88S/D
L90M

e VB82A/F/SIT and at least 2 among: L10l, M361, M46I/L,
I54V/ILIM/T, AT1VIT, V771 [1]

FPVIRTV

700/100 mg BID

150V

V32l and 147A/V [2, 13, 14]

At least 4 mutations among: L10F/I/V, L33F, M36l,
I54A/L/M/SITIV, 162V, V82A/C/FI/G, 184V, L90M [2, 20]

LPVIr o At least 6 mutations among : L10F/I/R/V, K20M/R, L24l, e 4 or 5 mutations among: L10F/lI/R/V, K20M/R, L24l,
L33F, M46I/L, 150V, F53L, I54M/L/T/V, L63P, A71I/LIVIT, L33F, M46lI/L, 150V, F53L, I154M/L/T/V, L63P, A71l/L/VIT,
V82A/FISIT, 184V, L9OM [3, 4, 5, 21] V82A/FISIT, 184V, L9OM [3, 4, 5, 21]
o 147A[15, 16]
o L76V[18,19]
ATVIRTV o I50L [6]

300/100 mg QD

At least 3 mutations among: L10F/I/V, G16E, L33F/I/V,
M46I/L, D60E, 184V, 185V, L90M [7, 12, 22]

TPVIRTV e Atleast a score of + 3*: 36l/L/V — 53L/W/Y + 58E + e A score of + 2* : 36l/L/V — 53L/W/Y + 58E +
500/200 mg BID 691/K/N/Q/R/Y + 891/M/R/T/V [10, 23] 691/K/N/Q/R/Y + 891/M/R/T/V [10, 23]
DRV/RTV e At least 4 mutations among: V11Il, V32I, L33F, 147V, 150V, |« 3 mutations among: V11Il, V32I, L33F, 147V, 150V,

600/100 mg BID

I154L/M, T74P, L76V, 184V, L89V [17, 24, 25, 26]

I154L/M, T74P, L76V, 184V, L89V [17, 24, 25, 26]
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IDV: indinavir, SQV: saquinavir, NFV: nelfinavir, RTV: ritonavir, FPV: fosamprenavir, LPV: lopinavir, ATV:atazanavir, TPV: tipranavir,

DRV : darunavir

V82A is associated with better virological response to darunavir [27]

* Insufficient data for HIV-1 subtype non-B
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ANRS - AC 11 : RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION: FUSION INHIBITOR

Mutations associated with resistance

G36A/D/IEISIV[1, 2,3,4,5,6, 7]
V38A/E/KIM

Q40H/K/PIT

N42D/T

N43D/H/K/S

L44M

L45Q/M

ENF
T20

ENF (T20): enfuvirtide
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ANRS - AC 11 : RESISTANCE GROUP

GENOTYPE INTERPRETATION: INTEGRASE INHIBITORS

Mutations associated with resistance Mutations associated with « possible resistance »

RAL

T66K [10]

E92Q [1, 2]
F121Y [10]
G140A/S [7]

Y143C/G/H/IRIS [1, 3, 4, 5, 9]

Q148E/G/H/K/R [1, 2]
V151L [10]
N155H/S/T [1, 2, 10]
E157Q [2]

o At least 3 mutations among : V72I, L74M, T97A, V1511,
G163R, S230R [8, 10]

EVG

T66I/A/K [6]
E92Q [6]

F121Y [10]
E138K

G140C/S

P145S [10]
S147G
Q148H/R/K [6]
V151L [10]
N155H/S/T [6, 10]

DTG

V151L [10]

S153Y

T66K + L74M

E92Q + N155H
E138A/K + Q148H/K/R
G140C/S + Q148H/K/R
Q148R + N155H

o T66K [10]
e S153F

RAL.: raltegravir, EVG: elvitegravir, DTG: dolutegravir
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ANRS - AC 11 : RESISTANCE GROUP
GENOTYPE INTERPRETATION FOR HIV-2

NUCLEOSIDE AND NUCLEOTIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS

K65R : resistance to ddl, TDF, ABC [1]

Q151M : all NRTI except 3TC and FTC [1]
M184V : resistance to 3TC/FTC [1]
S215A/C/FILIPIY : resistance to AZT and d4T [1]

NON-NUCLEOSIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS

o Naturally resistant to all NNRTI [2, 3]

PROTEASE INHIBITORS

o Naturally resistant to APV and fosAPV [2, 3]

Contradictory data for ATV, TPV [2, 4]

FUSION INHIBITOR

o Naturally resistant to T20 [2, 3]

INTEGRASE INHIBITORS

e Y143C/H/R : resistance to raltegravir [7]
¢ Q148KI/R : resistance to raltegravir [5]
e N155H : resistance to raltegravir [6]
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RESUME

L’acces au TAR pour tous, demeure un défi majeur et un enjeu stratégique de la lutte
contre le VIH. Défi majeur car le prix des traitements reste inabordable pour la grande
majorité de ceux qui en ont besoin. Enjeu stratégique car traiter permet de réduire la mortalité
des personnes infectées, mais permet aussi d’agir sur 1’incidence de la maladie en diminuant
le nombre de nouvelles contaminations, notamment par la réduction du risque de transmission
mere-enfant. Dans le cadre du programme ESTHER, les laboratoires du CHU pédiatrique
Charles De Gaulle de Ouagadougou et celui du CHU Charles Nicolle travaillent dans le but
d'améliorer la prise en charge des enfants infectés par le VIH.

L’objectif de notre travail a été de décrire les caractéristiques immuno-virologiques et
thérapeutiques et de l’infection a VIH chez les enfants suivis au CHU pédiatrique de
Ouagadougou, et de préciser les aspects génotypiques des virus infectant ces malades

Nos résultats montrent que les patients traités ont un taux de suppression virologique
de pres de 70%, et ce quelle que soit la ligne considérée. Comme attendu, 1'état
immunologique des patients traités était meilleur que celui des patients non traités. Chez les
patients traité€s en situation d'échec virologique, les mutations de résistance aux INTI montrent
une forte prévalence de la M184V et des TAM's. Les mutations de résistance aux INNTI sont
nombreuses et conférent une résistance aux INNTI de premiére génération trés importante. La
grande majorit¢ des mutations de résistance aux IP sont des mutations mineures ou

polymorphiques.

Mots-clés : VIH, prise en charge pédiatrique, pays a ressources limitées, génotypage de

résistance, ESTHER



