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L’¢épidémie du VIH-1 dure maintenant depuis plus de 25 ans. La grande diversité
génétique de ce virus est un obstacle majeur en vue de 1’éradication de cette pandémie. Au
cours des années, le VIH-1 a évolué en plus de cinquante sous-types ou formes
recombinantes. Cette diversité génétique est influencée par diverses pressions de sélection,
incluant les pressions du systéme immunitaire de 1’hote et les agents antirétroviraux (ARV).
En effet, bien que les ARV aient considérablement réduit les taux de morbidité et de
mortalité, en plus d’améliorer la qualité et ’espérance de vie des personnes atteintes du
VIH-1, ces traitements sont complexes, dispendieux et amenent leur lot de toxicité pouvant
mener a des concentrations plasmatiques sous-optimales pour contrdler la réplication virale.
Ceci va permettre I’émergence de variantes virales portant des mutations de résistance aux
ARV. Ce phénomene est encore plus complexe lorsque 1’on prend en considération
I’immense diversité génétique des différents sous-types. De plus, le virus du VIH est
capable de persister sous forme latente dans diverses populations cellulaires, rendant ainsi

son éradication extrémement difficile.

Des stratégies pouvant restreindre la diversité virale ont donc été préconisées dans le but de
favoriser les réponses immunes de 1’hote pour le contrdle de ’infection et d’identifier des
variantes virales offrant une meilleure cible pour des stratégies vaccinales ou
immunothérapeutiques. Dans cet esprit, nous avons donc étudié, chez des sujets infectés
récemment par le VIH-1, I’effet du traitement ARV précoce sur la diversité virale de la
région C2V5 du géne enveloppe ainsi que sur la taille des réservoirs. En deuxi¢me lieu,
nous avons caractérisé la pression de sélection des ARV sur des souches virales de sous

types variés non-B, chez des patients du Mali et du Burkina Faso afin d’évaluer les voies
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d’échappement viral dans un fond génétique différent du sous-type B largement prévalent

en Amérique du Nord.

Notre étude a démontré la présence d’une population virale trés homogeéne et peu
diversifiée dans les premicres semaines suivant 1’infection, qui évolue pour atteindre une
diversification de +0,23% a la fin de la premic¢re année. Cette diversification est plus
importante chez les sujets n’ayant pas initié de traitement. De plus, ceci s’accompagne
d’un plus grand nombre de particules virales infectieuses dans les réservoirs viraux des
cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) chez ces sujets. Ces résultats
suggerent que l’initiation précoce du traitement pourrait avoir un effet bénéfique en
retardant 1’évolution virale ainsi que la taille des réservoirs, ce qui pourrait supporter une
réponse immune mieux ciblée et potentiellement des stratégies immunothérapeutiques

permettant d’éradiquer le virus.

Nous avons également suivi 801 sujets infectés par des sous-types non-B sur le point de
débuter un traitement antirétroviral. Bien que la majorité des sujets ait ét¢ a un stade
avancé de la maladie, plus de 75% des individus ont obtenu une charge virale indétectable
apres 6 mois d’ARV, témoignant de I’efficacité comparable des ARV sur les sous-types
non-B et B. Toutefois, contrairement aux virus de sous-type B, nous avons observé
différentes voies moléculaires de résistance chez les sous type non-B, particuliérement chez
les sous-types AGK/AK/K pour lesquels les voies de résistances €taient associées de facon

prédominante aux TAM2. De plus, bien que la divergence entre les virus retrouvés chez les
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patients d’une méme région soit faible, nos analyses phylogénétiques ont permis de
conclure que ces mutations de résistance se sont produites de novo et non a partir d’un
ancétre commun porteur de résistance. Cependant, notre dernicre ¢tude au Mali nous a
permis d’évaluer la résistance primaire a prés de 10% et des études phylogénétiques seront

effectuées afin d’évaluer la circulation de ces souches résistantes dans la population.

Ces ¢études suggerent qu'un controle de la réplication virale par les ARV peut freiner la
diversité du VIH et ainsi ouvrir la voie a un contréle immunologique ciblé, utilisant de
nouvelles stratégies vaccinales ou immunothérapeutiques. Toutefois, une thérapie
antirétrovirale sous-optimale (adhérence, toxicité) peut conduire a 1’échappement

virologique en favorisant 1I’émergence et la dissémination de souches résistantes.

Mot-clés

VIH-1, évolution virale, primo infection, sous-type, variants viraux, traitement

antirétroviraux, mutations de résistance
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The HIV epidemic has been ongoing for 25 years. The striking genetic diversity of this
virus is a formidable obstacle to the eradication of the pandemic. Throughout the years,
HIV-1 has evolved in more than fifty subtypes and circulating recombinants forms. This
evolution is shaped by selective pressures including the host immune responses and sub-
optimal HAART treatment. In the era of HAART, HIV associated morbidity and mortality
has decreased dramatically and significantly improved the life expectancy of infected
individuals. However, treatments are complex, expensive and are associated with toxicity.
When viral replication is not fully contained, drug mutations arise which further complicate
treatment options. This phenomenon is even more complex when taking into account the
great genetic diversity of various HIV-1 subtypes. HIV also has the capacity to persist in

different cellular population and thus eradication is extremely difficult to achieve.

Strategies aiming at limiting viral diversity and improving the host immune responses to
control HIV replication are needed. The identification of conserved viral variants could
ultimately be useful in vaccine design or as an immunotherapeutic target. Thus, we have
studied the effects early HAART during primary HIV infection has on viral diversity in the
C2VS5 region of the env gene and on the size of viral reservoir. We then characterized the
selective pressure of ARV on non-B subtype and evaluated drug resistance pathways in
non-B HIV genetic background in infected subjects from Mali and Burkina Faso as they

initiated treatment.
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Our study demonstrated a homogenous viral population during the first weeks post
infection. Viral diversity did increase during the first year to reach +0.23% at the end of
the first year post infection. Patients not initiating treatment exhibited a higher magnitude
of viral diversity, and the size of their viral reservoir as determined by the number of
infectious units per million PBMC’s also reached higher values. Our results suggest that
early treatment, by slowing viral evolution and size of viral reservoir, could permit strong
immune system responses against contemporaneous viruses and could help achieved

eradication.

In another study, we followed 801 patients infected with non-B subtype who were about to
start antiretroviral therapy. The majority of these patients were at advanced stages of the
infection. Nevertheless, more than 75% achieved undetectable viral load after 6 months of
therapy. This very encouraging result led us to conclude that antiretroviral therapy was
efficient in controlling replication in non-B subtype infection at similar level than in
subtype B infection. In contrast to subtype B infection, we observed different molecular
resistance pathways in non-B subtypes, particularly in the AGK/AK/K subtype for which
mutations were predominantly associated with the TAM2 pathway. Although our
phylogenetic analysis showed a very closely related viral population in our population, we
were able to determine that those mutations were not from a common ancestral virus
transmitted in this population but rather were emerging de novo in those patients. We
conducted another study in Mali and our results showed a primary drug resistance
frequency of 10%. We are now conducting phlylogenetic studies to evaluate the prevalence

of drug resistance virus transmission in this population.



Our studies suggest that controlling viral replication by treatment could delay viral
evolution. A slower viral diversity could have a beneficial effect on the immune system
and could lead to the development of new vaccines or immunotherapeutics strategies.
However, sub-optimal drugs concentrations (poor adherence, toxicitiy) could lead to viral
escape and emergence of virus bearing drug resistance mutations which could further be

disseminated in the population.

Key Words

HIV-1, viral evolution, acute infection, subtype, viral variants, antiretroviral treatment, drug

resistance mutation
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1. Introduction



1.1 Ampleur de I’épidémie

Dans le dernier rapport de juillet 2008 sur I’état de I’épidémie mondiale de VIH/SIDA
publié conjointement par ONUSIDA et 1’Organisation Mondiale de la Santé ', les efforts de
la Iutte contre le VIH commencent a porter fruit. Une 1égére diminution du nombre de cas
par année a été observée en 2007 ainsi qu’une diminution du nombre de déces. Ces
améliorations sont certainement dues aux efforts de prévention systématisés, en lien avec
une plus grande accessibilité aux traitements antirétroviraux dans les régions a ressources
limitées et qui sont les plus touchées. Toutefois, ’acces au traitement est fragilisé par la
faiblesse des infrastructures médicales, un manque de ressources humaines, 1’instabilité
politique de plusieurs pays ainsi qu’un manque de financement durable. Toutes ces
difficultés entrainent de fréquentes pénuries. Alors que la situation se stabilise dans
certaines régions, plusieurs pays sont aux prises avec une augmentation du nombre de cas
tels : la Chine, 1’Allemagne, I’Indonésie, le Mozambique, la Papouasie Nouvelle-Guinée, la
fédération Russe, I’Ukraine, 1’ Angleterre et le Viet Nam. Dans d’autres régions comme le
Swaziland, 1’ Afrique du Sud, le Lesotho et la Namibie, la prévalence s’est stabilisée mais a
des niveaux tres élevés (voir figure 1). Bien que le nombre d’individus ayant acces aux
antirétroviraux ait augmenté, la majorité des personnes ayant besoin de traitement n’y ont
toujours pas accés. A la fin de 2007, environ 3 millions de personnes suivaient un
traitement antirétroviral, soit prés d’un million de plus qu’en 2006. En dépit de ces progres,
la couverture demeure faible. A peine 31% des personnes nécessitant un traitement le

recoivent. Pire encore, le nombre de nouveaux cas annuel outrepasse de 2 fois et demie le
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nombre de personnes ayant obtenu 1’accés au traitement au cours de cette méme année.
Finalement, lorsqu’elles obtiennent acces aux traitements, elles sont souvent a des stades

, .1
avancés de la maladie .

Infections a VIH 2007: un aper¢u mondial
33 millions de personnes [30 — 36 millions] vivant avec le VIH, 2007

FIGURE 2.2

Prévalence du VIH (%)
B 15,0% - 28,0%
[ 5.0% - <15,0%
[ 1,0% - <5,0%
[ 105%-<1,0%
[ ]01%-<05%
[ ]<01%

[ Aucunes données
disponibles

Figure 1 Infections a VIH 2007 : aper¢u mondial 33 millions de personnes (30-36 millions)

vivant avec le VIH en 2007, Prévalence du VIH chez I’adulte (%) par pays '.

Globalement, le nombre de personnes vivant avec le VIH n’a jamais été aussi élevé. En
effet, plus de 33 millions de personnes vivent avec le VIH dans le monde, dont 15 millions
de femmes et pres de 3 millions d’enfants de moins de 15 ans. Chaque année, environ 2.7
millions de personnes seront infectées et plus de deux millions en mourront. L’Afrique

subsaharienne continue d’étre la région la plus touchée et le VIH/SIDA vy est la principale



cause de mortalité. A elle seule, cette région compte pour plus de 68% des cas chez
I’adulte, 90% des cas chez les enfants et plus de 75% des déces y surviennent, illustrant
tragiquement les manques criants en mati¢re d’acces aux soins de santé et aux traitements
antirétroviraux dans cette région. De plus, les femmes sont majoritairement touchées,
constituant 61% des cas. Homme ou femme, cette infection virale atteint principalement de
jeunes adultes qui, en bonne santé, débuteraient leur role dans la société active et devraient
contribuer a ’essor de leur communauté. Malheureusement, ce sont des générations
entieres qui sont pratiquement condamnées dans plusieurs pays sub-sahariens. L’infection
par le VIH est responsable de changements majeurs dans la structure de plusieurs
populations africaines. Ces effets se répercutent durement sur 1’économie, mettant ainsi en
péril le développement de plusieurs pays déja aux prises avec d’énormes probleémes de
pauvreté. L’épidémie de VIH/SIDA pose un défi aux objectifs du millénaire proposés par
I’ONU afin de contrer la pauvreté dans le monde. Ces efforts ne pourront étre couronnés
de succes sans une population en santé. Il est primordial que les enfants soient en santé afin
qu’ils puissent aller a I’école et y performer. Egalement, leurs parents doivent aussi étre en
sant¢ afin de leur prodiguer les soins et I’attention nécessaires et pouvoir contribuer
activement au développement de leur communauté. La lutte contre la pauvreté est
intimement liée a la lutte contre le VIH-SIDA. 1l est donc évident que malgré une
diminution des estimations des nouveaux cas et de la mortalité associées au VIH/SIDA, la
gravité et les conséquences de cette pandémie demeurent entiéres et 1’'urgence d’agir est

plus que jamais d’actualité.
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1.2 Historique

Au début des années 1980, plusieurs cas de pneumonie a Prneumocystis carinii et de
sarcome de Kaposi sont observés dans plusieurs grandes villes des Etats-Unis notamment a

New York et Los Angeles ainsi qu’en Europe *~.

Il s’agit de deux maladies affectant
habituellement des personnes immunosupprimées, or ces gens ne sont pas connus pour un
déficit immunitaire. Ils ne partagent qu’une seule caractéristique : il s’agit d’hommes
homosexuels. Dans les mois suivants, plusieurs nouveaux cas sont identifiés, cette fois
chez des individus hémophiles ainsi que chez des toxicomanes utilisateurs de drogues
intraveineuses ce qui permet de conclure 4 un mode de transmission sanguin * .
Commence alors une course vers l’isolation du pathogéne responsable. Ce sont les
chercheurs francais Frangoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier de I’institut Pasteur qui,
les premiers, ont identifié¢ le virus en 1983, ce qui leur a mérité le prix Nobel de Médecine
en 2008 ®. Simultanément, aux Etats-Unis, I’équipe du Dr. Gallo ainsi qu’une troisiéme
équipe de recherche dirigée par le Dr. Levy, réussissent a isoler le virus a partir

d’échantillons de patients infectés > '°.

D’abord connu sous diverses appellations soit :
LAV, HTLV-3 et ARV selon I’équipe de recherche impliquée, le séquengage complet du
génome viral permet, en 1985, de conclure que les trois virus identifiés étaient en fait le
méme pathogéne ''. En 1986, I’équipe du Dr. Montagnier récidive et isole un second type
de LAV, le LAV-2, a partir du sang d’un patient de 1’ Afrique de I’Ouest '2. Finalement, en

1986 le virus LAV, HTLV-3 et ARV devient officiellement le virus de I’immunodéficience

humaine VIH-1 et le LAV-2 le VIH-2.



1.3 Virologie

Le VIH-1 est un virus enveloppé a génome d’ARN de la de la famille des Retroviridae dont
les membres sont appelés rétrovirus. Cette famille tire son nom de sa caractéristique
principale, c’est-a-dire la présence d’une enzyme polymérase transcriptase inverse ARN-
dépendante qui permet la synthése de I’ARN en ADN, qui sera par la suite intégrée au
génome de I’hdte. La transcriptase inverse n’a pas de mécanisme de correction et est donc
trés sujette a des erreurs de transcription, ce qui résulte en une trés grande variation
génétique chez les nouvelles générations virales . A ce jour, quatre rétrovirus affectant
I’humain ont été décrits soit : HTLV 1-2 ainsi que le VIH-1-2. La famille des rétrovirus est
également divisée en trois sous-familles : les oncovirus, les spumavirus ainsi que les
lentivirus, sous-famille a laquelle appartiennent le VIH-1 et VIH-2. Les lentivirus (lenti-
lent en latin) sont des virus causant des pathologies ayant une évolution trés lente et sont
cytophathogénes pour les cellules qu’ils infectent, provoquant ainsi, a long terme, un état
d’immunosuppression chez I’hote infecté. Tous ces virus possedent une organisation
semblable et on retrouve les génes pol, gag et env chez tous les rétrovirus. Une autre
caractéristique spécifique des rétrovirus est leur intégration au génome de 1’hote qu’ils
infectent. D’ailleurs, le séquencage complet du génome humain a permis de découvrir

qu’environ 8% de notre génome est, en fait, d’origine rétrovirale '*.
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1.3.1 Structure

Le VIH-1 est doté d’un génome ARN simple brin en double copie de polarité positive de
9817 paires de bases protégé par une nucléocapside icosaédrique. C’est un virus possédant
une enveloppe formée de trimeres de la protéine gpl160 et dont la taille est de 80-100 nm.
Contrairement aux autres rétrovirus, le VIH-1-2 a une organisation beaucoup plus
complexe. En plus des trois génes communs aux rétrovirus (gag, pol, env), son ARN code
pour 6 autres génes permettant la synthése de seize protéines dont 3 enzymes (transcriptase
inverse, intégrase, protéase) 7 protéines dites structurales (gp4l, gpl20, matrice,
nucléocapside, capside, p7, p6) et 6 protéines accessoires soit : Rev, Nef, Vpu, Vpr, Tat,

Vif.

Le geéne gag est responsable de la synthése des protéines qui composeront la structure
virale, comme la capside (p24), la nucléocapside (p6, p7) ainsi que la matrice (pl17). Le
gene pol code pour les enzymes virales : la transcriptase inverse, 1’intégrase, la protéase
ainsi que la ribonucléase. Puis, le géne env, code pour les protéines gp41 et gpl120 qui
entrent dans la composition de 1’enveloppe virale (gp160) contenant les déterminants
interagissant avec le récepteur et le co-récepteur, essentiels a I’entrée dans la cellule. La
gp41 est formée de trois domaines majeurs : 1’ectodomaine responsable de la fusion, la

région d’ancrage transmembranaire et la queue cytoplasmique.



Les genes tat, rev, vpu, vif, nef et vpr sont dits geénes régulateurs et sont en charge de
régulariser divers aspects de I’infection virale. La protéine Tat est un activateur de la
transcription virale via le LTR alors que Rev joue un rdle de transport de I’ARN viral du

noyau vers le cytoplasme.

Vpu, Vpr, Nef et Vif sont des protéines dites accessoires et sont, par conséquent, non-
essentielles a la réplication virale. Par contre 1’effet des ces protéines sur la dynamique
virale et sur I’échappement au systtme immunitaire n’est pas négligeable. Notons

¢galement que le VIH-2 ne posséde pas de protéine Vif.

Figure 2 : Virion du VIH.

reverse
transcriptase

P E;

Figure 11-21 Irrluobln logy, 6/e. (© Garland Science

65,

A : Image de microscopie électronique du VIH. B structure schématisée du virion '
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1.3.2 Cycle réplicatif '* "

1.3.2.1 L’entrée

1.3.2.1.1 Liaison avec le récepteur (CD4)

Dés les débuts de la pandémie d’infection au VIH, il fut évident que le VIH cible
principalement les lymphocytes T CD4+. Rapidement, le récepteur CD4+ a la surface des
cellules fut identifi¢ comme étant le récepteur primaire permettant ’infection par le

SIV/VIH & 17,

Le récepteur CD4 est un membre de la super famille des immunoglobulines et posséde
quatre domaines extracellulaires (D1 a D4), une région transmembranaire ainsi qu’une
queue cytoplasmique. Ce récepteur est un ligand naturel pour le complexe majeur
d’histocompatibilité¢ de classe II (CMH II). Il est exprimé de facon prédominante a la
surface des lymphocytes auxiliaires (T-helper). Son role est de favoriser 1’activation de la
cellule suite a une liaison avec une cellule présentatrice d’antigéne. Le virus, via son

enveloppe virale, va se lier au récepteur CD4 afin de pénétrer dans la cellule.

La gpl20 est composée de cinq domaines constants (CI-C5) et de cinq régions
hypervariables (V1-V5) (figure 3 et 4). Le site de liaison de haute affinité de la gp120 pour
le récepteur CD4 est localisé sur un petit segment de la région extra-cellulaire N-terminale

de celui-ci alors que pour la gp120, ce site est localis¢ entre le domaine interne “inner” et le
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domaine externe “outer” connectés entre eux par le feuillet de liaison “bridging sheet”

contenant la région C3 et C4 20, 21

(figure 3,4). Toutefois, certains résidus, ailleurs dans
I’enveloppe, jouent un réle dans la liaison avec le récepteur CD4. De plus, cette protéine
est fortement glycosylée et ces sucres comptent pour pres de 50% de son poids moléculaire
2. Les molécules de gpl120 vont s’associer pour former un trimére et chaque particule
virale est composée de plusieurs trimeres d’enveloppe, chacune d’entre elles étant attachée
de fagon non-covalente 4 une molécule transmembranaire de la gp41 ** **. La gp120 est
donc la partie la plus exposée du virus et les régions hypervariables sont positionnées vers
la face externe de la protéine alors que la gp41 est relativement bien conservée. La liaison

d’une seule molécule du trimere de gp120 a un récepteur CD4 est suffisante pour initier un

changement de conformation de toute la molécule *°.
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Figure 3 Structure de la gp120.

A) La région « inner » étant plus conservée que la région « outer » qui est plus variable. Le
site de liaison avec le récepteur CD4 se trouve a I’interface de la région « inner » et

« outer » le « bridging sheet ». *°
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Figure 4 : Représentation schématique de la gp120. C1-C5 : domaines conservés, V1-V5 :

. . 26,2
domaines hypervariables ***’
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1.3.2.1.2 Liaison avec le co-récepteur

Malgré D’identification du CD4 comme récepteur majeur du VIH, plusieurs questions
demeurent en suspens et, il devient alors évident que ce récepteur ne peut a lui seul étre
responsable de I’entrée du virus dans la cellule. D’abord, plusieurs études ont démontré
que les virus obtenus a partir d’isolats cliniques avaient un tropisme variable pour les
cellules CD4. En effet, certains virus dits alors macrophage-tropiques “M T-tropiques” se
répliquaient efficacement dans les macrophages et dans les lymphocytes T alors que
d’autres isolats, tout en étant capables de se répliquer dans les cellules T, n’y parviennent
que faiblement dans les macrophages. Ces derniers furent alors nommés T-Tropiques.
Plus d’une décennie de recherche intensive a été nécessaire afin d’ultimement identifier des
molécules de la famille des récepteurs couplés aux protéines G possédant 7 domaines

transmembranaires comme co-récepteurs d’entrée pour le VIH 2%
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Figure 5 : Illustration schématique de la séquence d’acides aminés du récepteur CCRS.

TM1 a TM7 représentent les 7 domaines trans-membranaires °.

Ces récepteurs ont pour fonction de se lier aux chimiokines qui sont responsables de
I’activation cellulaire ainsi que de la communication inter-cellulaire en vue d’une réponse
immunitaire. Il existe deux groupes de récepteurs pour les chimiokines soit les CC et les
CXC selon leur structure moléculaire et la position des cystéines *'. La découverte de
I’utilisation de ces récepteurs par le VIH a permis d’expliquer la préférence de certains
isolats pour certaines populations de cellules. Selon le co-récepteur utilisé par les virus,
ceux-ci furent donc classés en deux groupes, les virus de type X4 utilisent donc le co-

récepteur CXCR4 et les virus RS utilisent le co-récepteur CCRS. Le récepteur CCRS est

[Type text]
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exprimé sur les lymphocytes T CD4+ mémoire, les cellules dendritiques, les monocytes, les
macrophages, les cellules épithéliales ainsi que sur les cellules endothéliales. Le récepteur
CXCR4 est exprimé principalement sur les lymphocytes T CD4+ activés. 1l est a noter que
certains virus sont dits & double tropisme "dual tropic" et peuvent utiliser soit CCRS5 soit
CXCR4 selon leur disponibilité. La boucle V3, qui est une région hypervariable de la
gp120, de par sa charge, va jouer un rdle important dans la détermination du tropisme viral,
les boucles chargées positivement ayant une plus grande affinité pour le co-récepteur

CXCR4 %33,

Certains individus expriment une version écourtée de 32 paires de bases, du géne codant
pour le récepteur CCRS, ce qui les protége de I’infection par le VIH **2°. Cette délétion
produit un codon stop prématurément, produisant ainsi une protéine tronquée 1’empéchant
d’atteindre la surface de la cellule. Les individus homozygotes pour cette délétion sont
naturellement résistants a I’infection par des virus VIH de type RS mais peuvent toutefois
étre infectés par des virus X4 ou bi-tropiques *’. Quant a eux, les individus hétérozygotes
peuvent étre infectés par des isolats RS mais ’infection progresse alors beaucoup plus
lentement puisque 1’expression de CCRS5 a la surface des cellules est réduite, augmentant de

34, 38 , .
> 3839 Des molécules inhibant la

ce fait leur espérance de vie de facon significative
liaison avec le co-récepteur CCRS5 ont maintenant ét¢ développées comme agents

antirétroviraux.

La phase d’attachement du virus a ses récepteurs est donc essentielle pour induire un
changement de conformation permettant a la protéine gp41 d’entrer en action et d’entamer

le processus de fusion des membranes.
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1.3.2.2 Fusion membranaire

La réaction de fusion entre la bicouche lipidique de I’enveloppe virale et la membrane
cellulaire va permettre 1’introduction de la capside contenant le génome viral a 1’intérieur
du cytoplasme. L’ectocdomaine de la gp41 contient une extrémité N-terminale fortement
hydrophobe (le peptide de fusion) ainsi que deux régions heptidiques répétées, les hélices N
et C. Suite a la liaison de I’enveloppe virale avec le CD4 et le co-récepteur, la gp41 adopte
une conformation relaxée et son peptide de fusion s’insére alors dans la membrane
cytoplasmique. Les analyses structurelles démontrent que 1’hélice C reste attachée a la
surface du virion alors que I’hélice N est ancrée dans la membrane cellulaire *> *'. La
cellule est véritablement harponnée par le peptide de fusion et le repli sur elles-mémes des
hélices C et N va rapprocher la membrane cellulaire de la membrane virale conduisant
ultimement a la fusion. Il va alors se créer un pore de fusion qui permettra au virus
d’¢éjecter sa capside a I’intérieur de la cellule. Des peptides mimant une région de I’hélice 2
de la gp41 ont été développés comme antirétroviraux pour inhiber le processus de fusion **
#_ Le plus connu est I"enfuvirtide qui est un peptide de 36 acides aminés qui, en se fixant a

la région HR2 de la gp41, va ’'empécher de remplir son réle de fusion des membranes ***.
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Figure 6 : [llustration schématique de 1’entrée du VIH.

La liaison au récepteur, du corécepteur suivi de la fusion membranaire. Identification des
différentes molécules inhibitrices de I’entrée. Imagine originale de Robert W Doms,
modifiée avec permission par Nelson Vergel.

(http://www.salvagetherapies.org/new_antiretrovirals.htm)
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1.3.2.3 Décapsidation, intégration

Une fois la capside relarguée a I’intérieur de la cellule via le pore de fusion, celle-ci est
dégradée, générant alors le complexe de transcription inverse (RTC) comportant le génome
viral constitué de deux brins d’ARN, I’amorce tRNA, les enzymes virales transcriptase
inverse, intégrase, protéase, ainsi que plusieurs protéines dont la matrice, la nucléocapside
et Vpr. Par la suite, le RTC va se lier aux microfilaments d’actine ou aura lieu la
transcription de I’ARN viral en ADN double-brin par la transcriptase inverse. Plusieurs
protéines cellulaires vont avoir un effet sur le RTC dans le cytoplasme. D’abord, la
protéine cellulaire APOBEC3G, si présente, va modifier le génome viral par
’hypermutation des cytosines en guanines résultant en virus défectueux *°. La protéine
virale Vif a pour réle de contrer les effets d’APOBEC3G. La protéine Cy-PA (peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase) est incorporée dans le virion et se lie a la capside virale rendant
alors le virus résistant a 1’action antivirale de TRIMS5a présent dans la cellule nouvellement

infectée 4%,

La transcriptase inverse fut d’ailleurs la cible des premiers médicaments anti-rétroviraux.
D’abord les INTI, comme I’AZT et le 3TC, dont le mode d’action repose sur 1’introduction
par la transcriptase inverse, de nucléotides analogues mais non fonctionnels sur le brin en
cours de synthése stoppant ainsi ’¢longation *. Les INNTI, tels la NVP et I'EFV, ciblent
I’enzyme et vont directement 1’inactiver en se liant a son site catalytique rendant alors toute

transcription de I’ARN en ADN impossible.

[Type text]
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Suite a la transcription, I’ADN viral double-brin va alors former le complexe de pré-
intégration (PIC) composé de 1’intégrase, des protéines Vpr et RT ainsi que de la matrice.
Ce complexe, sous la direction de Vpr, va alors se diriger vers le noyau et comme le VIH
peut infecter des cellules n’étant pas en cours de division, le PIC doit donc pénétrer la
membrane nucléaire intacte, ce qui représente un défi de taille puisque la taille du PIC est
nettement supérieure a celle des pores de la membrane nucléaire. Le PIC va utiliser le
réseau de transport offert par les microtubules *°. C’est alors que 1’intégrase va initier son
travail d’intégration de I’ADN viral en se liant aux extrémités LTR du provirus et va initier
la coupure de deux nucléotides au niveau de ’extrémité 3’ du virus. Simultanément,
I’intégrase va également couper 5 nucléotides sur ’ADN de I’héte. L’ADN proviral va
ensuite étre li¢ a ADN de I’hote via son extrémité 3. C’est 1’étape du transfert du
génome viral "strand transfert" Cette intégration est toutefois partielle puisqu’il faut
effectuer une réparation de 5 nucléotides au niveau de la jonction entre les deux génomes,

afin de compléter I’intégration °'.

C’est probablement les enzymes de réparation de I’hote
qui vont effectuer la correction et ainsi compléter I’intégration du génome viral dans la
cellule et plusieurs enzymes semblent étre en mesure d’effectuer la réparation comme la
polymérase beta, delta et leur co-facteur PCNA ainsi que les ligase I, III et IV en plus de
leur co-facteur XRCC4 2. Plusieurs protéines cellulaires vont jouer un rdle dans
I’intégration virale, dont la protéine BAF (barrier-to-auto-integration factor), la protéine
LEDGF75, Inil et HMGal. Ces protéines vont stimuler 1’intégration et en augmenter
Iefficacité quoique leurs mécanismes d’action ne sont pas totalement élucidés .

L’intégration est une étape trés délicate et une majorité de provirus ne parviendront pas a

s’intégrer : ils vont soit s’auto-intégrer pour former un 1-LTR circle, soit effectuer la
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ligation de leur deux extrémités pour former plutdt un 2-LTR circle. Ces deux formes étant
des culs-de-sac réplicatifs, ils seront éventuellement dégradés. Il semble également que le
virus ne s’intégre pas au hasard dans le génome de la cellule et divers rétrovirus semblent
posséder des sites de prédilection. Dans le cas du VIH, le virus s’intégre dans les unités
transcriptionnellement actives des genes Metil n’y aurait pas de préférence entre les introns
et les exons °'. Le VIH, contrairement a d’autres rétrovirus, comme par exemple le MLV,
est apte a s’intégrer dans des cellules activées ainsi que chez des cellules latentes > *°.

Ainsi, les provirus ayant réussi leur intégration sont donc dépendants du niveau d’activité

transcriptionnelle de la cellule résultant en une infection active ou latente >’
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Figure 7: Description des événements suivant I’infection d’une cellule.

Premierement, interaction entre la gpl20, le récepteur CD4 ainsi que le récepteur

chimiokine (CCRS5 ou CXCR4) permettant la fusion membranaire médiée par la gp41

suivie de la décapsidation. La transcription inverse du génome ARN viral en ADN
complémentaire va se produire sur les microfilaments Le complexe de pré-intégration va

se diriger vers le noyau a I’aide du réseau de microtubule ou va se produire 1’intégration du

i ) e ~, 58
génome viral a I’intérieur du chromosome de 1’hote ~°.
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1.3.2.4 Assemblage

Une fois le provirus intégré au génome cellulaire, la cellule ainsi piégée va produire des
ARN viraux encodant toutes les protéines virales structurales, régulatrices et accessoires
nécessaires a la réplication virale a partir de I’extrémité 5’ du LTR qui va servir, comme
pour les eucaryotes, de promoteur de transcription. La transcription débute donc mais se
produit trés lentement et génere principalement des ARN ¢épissés. Ces petits ARN vont
permettre la synthése de la protéine transactivatrice Tat, qui augmente dramatiquement la
transcription des longs ARN viraux *” . Vu son réle trés important sur la transcription
virale, Tat est 1’objet de nombreuses recherches en vue de développer de nouvelles
molécules antirétrovirales bloquant son activité. D’ailleurs, en juillet 2008, un essai

clinique a débuté en Italie utilisant une protéine recombinante activée de Tat ¢’

Suite a la transcription a partir du LTR viral, plus d’une douzaine de transcripts viraux sont
produits. D’abord les longs ARN non épissés codant pour les précurseurs des protéines
Gag et Gag-Pol. Les ARN partiellement épissés dont la taille est d’environ Skbp et qui sont
responsables de la synthése des protéines Env, Vif, Vpu et Vpr. Puis, les petits ARN
fortement épissés dont la taille se situe entre 1.7 et 2 kbp seront transcrits en protéines Rev,
Tat et Nef. La majorité des ARN seront fortement €épissés avant méme de quitter le noyau
vers le cytoplasme, causant ainsi un déficit des longs ARN partiellement et non-épissés
codant pour ses protéines structurales. Ce probléme est contourné par la protéine virale
Rev qui va agir a titre de navette entre le noyau et le cytoplasme afin de sortir les ARN du

noyau et éviter ainsi leur épissage ** ®. Une balance doit donc s’établir entre les différents

[Type text]
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types d’ARN et leur transport vers le cytoplasme. Une quantité trop importante d’ARN
épissé va produire de nombreuses protéines Rev, Tat et Nef et bien que ces protéines
régulatrices soient requises, elles ne peuvent, a elles seules, produire des particules virales
infectieuses. A 1’opposé, des quantités importantes d’ARN non-épissés vont inhiber la

synthese des protéines régulatrices compromettant ainsi fortement la réplication virale.

Ultimement, lorsque toutes les composantes du virus sont synthétisées, le processus
proprement dit d’assemblage peut finalement débuter a la membrane plasmique. Ce
processus est pris en charge principalement par les différents domaines du précurseur de
Gag. D’abord, c’est le domaine de la matrice, situé¢ a I’extrémité N-terminale du précurseur
de Gag, de par I’ajout d’acide myristique, qui est responsable de son affinité pour la
membrane plasmique. Le domaine de la nucléocapside posséde une région ayant une forte
affinité avec I’ARN viral permettant ainsi 1’encapsidation des deux copies du génome viral
6. Une fois 4 la membrane plasmique, le précurseur de Gag va également moduler les
interactions Gag-Gag, encapsider les deux copies du génome viral et va s’associer avec Env
ainsi que Vpr . La formation de la capside immature nécessite I’assemblage d’environ
1500 unités de Gag °°. La protéine d’enveloppe est synthétisée dans le réticulum
endoplasmique rugueux et la gp160 est clivée dans le Golgi par une protéase cellulaire pour
générer la gp120 mature, fortement glycosylée, ainsi que la gp41. Ces deux protéines vont

s’associer de facon non-covalente et seront ensuite transportées a la surface cellulaire en

vue de leur incorporation au virus en cours d’assemblage.

Finalement, les particules virales immatures seront libérées par bourgeonnement. Le

bourgeonnement est stimulé par des motifs tardifs dans la protéine Gag, principalement
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dans la région de p6. La délétion de p6 est suivie d’une accumulation de particules virales
immatures a la membrane plasmique et il semble donc que p6 soit indispensable a la
libération des virus ®’. Trois principaux motifs ont été décrits dans cette région : Pro-
Thr/Ser-Ala-Pro [P(T/S)AP], Pro-Pro-x-Pro (PPxY), et Tyr-Pro-xn-Leu (YPxnL). Le motif
dominant [P(T/S)AP] va se lier a la protéine cellulaire tsgl01 qui est une composante du
complexe de protéines ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) dont le

68, 69 4 .
7. La protéase virale coupe les

role est de transporter les protéines vers les vacuoles
polyprotéines Gag et Gag-Pol pour générer des protéines matures. Une cascade de

réarrangement a 1’intérieur du virus va résulter ultimement en une particule virale capable

d’infecter une nouvelle cellule.

Deux autres protéines virales vont avoir un effet sur I’efficacité de réplication virale. La
protéine Vif ainsi que la protéine Nef. Vif (facteur viral d’infectivité) est une petite
protéine de 192 acides aminés et est présente chez la presque totalité des lentivirus. Des
mutations dans Vif vont avoir un effet considérable sur I’infectivité virale. En fait, Vif n’a
pas d’effet direct sur le virus mais plutdt sur une protéine humaine ayant une action anti-
virale, la protéine APOBEC3G. En absence de Vif, APOBEC3G est introduite dans les
virus nouvellement produits et va introduire des changements de nucléotides dans le
génome viral inactivant ainsi le virus 72, Vif va contrer les effets d’APBOBEC3G en se
liant & un résidu d’acide aspartique ce qui va inhiber 1’encapsidation d’APOBEC3G. Les
virions exempts d’APOBEC3G sont protégés des effets anti-viraux de cette protéine lors de

. . 73,74
I’infection d’une nouvelle cellule " ™.
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Une autre protéine virale importante est la protéine Nef qui est une protéine de 27 kdalton
unique aux lentivirus de primates. Cette région du génome viral est trés conservée
suggérant un réle important de Nef dans ’infectivité. Plusieurs publications ont démontré
la faible pathogénicité des virus SIV et VIH déficients pour la protéine nef comparés avec

. 3.
des virus de type sauvages .

Nef diminue I’expression de plusieurs récepteurs a la
surface cellulaire tels : le CD4 ®, CD8 ™, CD28 ¥ ainsi que CMH 1 et 11 ¥ Ces
récepteurs étant essentiels au bon fonctionnement du systtme immunitaire, des
modifications au niveau de leur expression vont avoir un impact important sur les réponses
immunitaires. De plus, la diminution de DI’expression du CD4 va favoriser le
bourgeonnement et le relarguage des virus a la surface des cellules, augmentant ainsi

Pinfectivité virale °°. Nef peut également altérer 1’état d’activation de la cellule ainsi que la
p g q

signalisation cellulaire *.
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1.3.2.5 L’infection primaire

1.3.2.5.1 Les différents stades de I’infection

Un contact infectieux avec le VIH se produit généralement au niveau des muqueuses
gastro-intestinales ou génitales. Quoique les co-récepteurs CXCR4 et CCRS sont utilisés
par le VIH pour infecter une cellule, les virus utilisent presque exclusivement le récepteur
CCRS5 lors de Iinfection primaire *. Au fil de la progression de la maladie, 1’évolution
d’especes virales utilisant le récepteur CXCR4 s’observe chez environ la moitié des
individus ***. Or, la muqueuse gastro-intestinale est le plus grand organe lymphoide du
corps humain et environ 60% de la population de lymphocytes s’y trouve **°. Ces cellules
expriment fortement CD4, CCRS ainsi que les marqueurs d’activation HLA-DR et CD69
et sont donc trés susceptibles a I'infection par le VIH °'. Toutefois, une étude récente
suggére qu’une majorité de lymphocytes se trouveraient plutot dans la rate °2. Quoi qu’il en
soit, suite a un contact contaminant, ce sont les cellules de la muqueuse gastro-intestinale
qui sont généralement les toutes premieres cellules qui vont rencontrer les virus transmis.
Il va s’ensuivre une infection massive et une réplication virale importante et, plus de 50%
des cellules exprimant CD4 et CCRS5 seront infectées et détruites dans les deux a trois
premicres semaines suivant I’infection. D’autres populations cellulaires sont présentes
dans les muqueuses et sont susceptibles a I’infection. C’est le cas des cellules de
Langerhans, qui sont des cellules dendritiques cutanées. Ces cellules sont trés nombreuses
dans les muqueuses cervicales et vaginales et expriment un fort niveau de récepteurs CD4
et de CCR5 **%*. Les cellules dendritiques, quant a elles, sont des cellules présentatrices

d’antigénes et le VIH peut s’y attacher via le récepteur cellulaire DC-SIGN *> %°. Les

[Type text]
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cellules dendritiques sont de grandes voyageuses de par leurs fonctions de présentation
d’antigéne et, vont malencontreusement propager l’infection vers d’autres organes

lymphatiques comme les ganglions lymphatiques, le thymus et la rate.

Suite a cette dissémination virale, la virémie devient alors trés importante au niveau
sanguin et le sujet infecté est fortement contagieux. Toutefois, I’infection primaire passe
souvent inapercue. Les symptomes sont souvent discrets tels fievre, adénopathies, maux de
gorge, éruptions cutanées, douleurs musculaires, diarrhée et maux de téte et se résorbent
généralement en quelques semaines. Souvent ces symptomes vont étre associ€s a tort a une
mononucléose ou a une grippe. Selon la classification de Fiebig, la primo-infection peut-
étre divisée en six stades °’: D’abord le stade I se caractérise par I’apparition d’une charge
virale supérieure a 100 copies d’ARN par ml de plasma et se produit généralement dans les
10 a 17 jours suivant la transmission. Durant cette période, le virus va se répliquer
massivement et le sujet est alors fortement infectieux. En quelques jours, la détection de
I’antigéne p24 va également &tre positive (stade II) et la charge virale est nettement
supérieure (parfois jusqu’a 5-6 log d’ARN viral). Puis les premicres réponses immunitaires
de type IgM vont se produire et pourront étre détectées a I’aide des tests de nouvelle
génération dont la sensibilité est accrue : on parle alors de séroconversion (stade III).
Environ 30 jours suivant I’infection, le test western blot, qui met en évidence les protéines
virales, est indéterminé (stade IV). La charge virale est relativement stable durant les
stades II a IV, puis, approximativement 3 mois suivant l’infection, on observe une

diminution de la charge virale ainsi qu’'un résultat du test western blot positif (stade V). Le
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dernier stade peut étre subdivisé en infection récente puis, ultérieurement, en infection

chronique (figure 8).
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Figure 8. Stade de I’infection par le VIH *®

Plasma virus BNA {copissml)

Evolution de la diversité du géne env du VIH-1 en relation avec les stades de 1’infection tels

que décrits par Fiebig. (4) Stades de Fiebig °’ en corrélation avec les résultats de tests

laboratoire lors du suivi de I’infection par le VIH.

1.3.2.5.2 Les réponses immunitaires face a I’infection par le VIH

Le systéeme immunitaire va donc détecter 1’infection par le VIH et y réagir de plusieurs

facons soit via le systéme immunitaire inné constitué des phagocytes et des natural killers

(NK), ainsi que par le systtme immunitaire adaptatif composé¢ des lymphocytes T

auxiliaires et des lymphocytes T cytotoxiques.
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1.3.2.5.2.1 Immunité innée

L’immunité innée, constituée par les phagocytes, macrophages, cellules dendritiques,
cellules de Langerhans, natural killers (NK) sera la premicére a détecter 1’infection et a
tenter de la contrer ou de la limiter dans I’attente des premicres réponses immunitaires
spécifiques. Au contraire de I’immunité adaptative, I’immunité innée n’est pas spécifique
au VIH, n’utilise pas d’immunoglobulines de surface, de récepteur T ni de molécules du
CMH pour le reconnaitre et n’a pas de fonction mémoire. L’immunité innée va plutot
reconnaitre des substances trés conservées sur la majorité des micro-organismes comme,
par exemple, les résidus de mannose. En premier lieu, les cellules de Langerhans présentes
dans la muqueuse vaginale et le prépuce °, les cellules T+ y8" retrouvées dans 1’épithélium
vaginal et rectal ainsi que les macrophages, les cellules dendritiques et les NK dans les
tissus sous-épithéliaux rencontreront le virus *°. L’activation de ces populations cellulaires
va stimuler la production de différentes cytokines telles : RANTES, MIP-a, MIP-1f qui, en
se liant au récepteur CCRS5 ou en le sous-régulant, vont protéger les cellules de I’infection
19 Aussi, I’interaction entre les récepteurs de mannose 4 la surface des macrophages et
des cellules dendritiques et les glycans de la protéine de 1’enveloppe virale va induire la

sécrétion de Dinterféron de type 1 a et B 'O

En plus d’inhiber la réplication virale,
I’interféron va stimuler la production d’interféron vy, ce qui a pour effet de promouvoir le
développement de la réponse immune adaptative spécifique, en particulier les cellules Thl,
102, 103

et éventuellement induire une réponse des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques

Finalement, I’INF-o empéche 1’apoptose des lymphocytes T activés ',
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1.3.2.5.2.2 Immunité adaptative

Lorsqu’une cellule présentatrice d’antigene (CPA) rencontre un antigene, elle I’internalise
soit par phagocytose ou endocytose, ou il sera dégradé en peptides de 8 a 10 acides aminés
de longueur par des protéases cellulaires. L’antigéne dégradé est ensuite associ¢é au CMH
de classe II et acheminé vers la membrane cellulaire. La CPA migre ensuite vers les
ganglions lymphatiques ou elle va présenter son antigéne aux cellules T auxiliaires (T
helper). Les lymphocytes T auxiliaires, via leurs récepteurs TCR et CD4, vont reconnaitre
le complexe antigéne-CMH de classe 11, ce qui va entrainer la libération de cytokines ayant
pour effet d’activer les diverses composantes du systeme immunitaire. Les lymphocytes T
auxiliaires sont une composante trés importante du systéme immunitaire : d’abord, ils sont
responsables de I’activation des lymphocytes B et de la production d’anticorps. Ils vont
également promouvoir la stimulation des lymphocytes T cytotoxiques et vont maximiser

I’activité des macrophages et phagocytes.

Les individus infectés par le VIH développent de fortes réponses CTL spécifiquement
dirigées contre les différentes protéines virales tant structurelles qu’accessoires '*°. Les
CTL possedent deux types de réponses anti-VIH. Elles vont reconnaitre, a la surface d’une
cellule infectée, un peptide viral li¢ au CHM de classe I et initier la lyse de cette cellule et
peuvent donc éliminer une cellule infectée avant que celle-ci n’ait eu la possibilit¢ de
relarguer de nouveaux virions. De ce fait, ils ont une influence certaine sur le contrdle de la

106, 107

réplication virale De plus, les lymphocytes cytotoxiques peuvent inhiber la

réplication du VIH par la sécrétion de chimiokines comme la MIP-1-a, MIP-1p et

[Type text]
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RANTES. Ces chimiokines vont se lier au co-récepteur CCRS ou CXCR4 a la surface du
lymphocyte CD4+ et vont ainsi protéger la cellule de I’infection en bloquant I’acces du

. . 108
virus au recepteur .

Les alleles de HLA (antigeénes des leucocytes humains) sont treés diversifiés chez ’homme
et, selon leur séquence, vont présenter différents antigénes a leur surface. Chaque cellule
présente trois différents isotypes HLA de classe I a sa surface : HLA-A, B et C. On
retrouve également trois isotypes pour le HLA de classe I : HLA-DR, DQ et DP. Selon
qu’un individu est homozygote ou hétérozygote pour ses alleles HLA, six a douze
différents HLA seront exprimés a la surface cellulaire. Les individus étant homozygotes
vont présenter évidement une variété plus réduite de peptides viraux que les personnes
hétérozygotes et un répertoire plus vaste de peptides est associé avec une progression plus

109-111

lente de I’infection . De plus, les HLA ne sont pas tous égaux et certains d’entre eux

seraient associés a une progression plus lente de la maladie, comme les HLA B27, B57,

112-121

B58 alors que HLA B35 ont été associés a une progression plus rapide Plusieurs

études ont tenté d’établir une association entre I’intensité des réponses CTL et le controle
de la réplication virale sans toutefois parvenir a démontrer ce lien sans équivoque %,
Par contre, d’autres études démontrent aussi qu’au-dela de leur intensité, certaines réponses
CTL sont associées a une réduction de la charge virale, particulierement les réponses
dirigées envers Gag-Pol alors que celles visant Env ainsi que les protéines accessoires ou
régulatrices seraient associées avec une charge virale plus importante '**'*!. Le réle de

certains haplotypes de HLA-II dans la progression de 1’infection n’est pas aussi clair que

pour les HLA-1. Certaines études ont également démontré une progression plus lente chez
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les individus porteurs des haplotypes DRB1*13-DQB1*#06 **'**. Par contre, deux autres

¢tudes n’ont pas permis de conclure a un role quelconque de ces alleles sur la progression

116, 135

Les individus VIH+ vont aussi développer des anticorps dirigés contre différentes protéines
virales. Les premiers anticorps généralement détectés sont dirigés contre les protéines p24
et p17 encodées par le géne gag et plusieurs de ces anticorps vont se lier a des débris viraux
et n’auront évidement pas un effet antiviral important. Par contre, certains anticorps dirigés
contre 1’enveloppe vont neutraliser le virion avant son entrée dans la cellule **'**. Ces
anticorps sont appelés anticorps neutralisants. Plusieurs anticorps neutralisants ont été
identifiés a ce jour. Certains ciblent la région hypervariable V3 et, bien qu’ils possédent
une activité antivirale, leur activité est limitée puisque cette région est sujette a des
changements fréquents d’acide aminé *°. Quatre autres anticorps ont été identifiés, deux
contre la gpl120 (b12 et 2G12) et deux contre la gp4l (2F5 et 4E10) "**'*. Bien que
présents chez la majorité des patients, les anticorps neutralisants demeurent relativement
peu efficaces a controler la réplication virale puisque le virus va évoluer plus rapidement
que la réponse humorale de I’hdte. Il semble donc que seule une minorité de patients

parviennent a contenir la réplication virale suite a de hauts titres d’anticorps neutralisants

145

L’ensemble de ces mécanismes immuns vont conduire & une diminution partielle de la
charge virale puis un phénomene de plateau va apparaitre reflétant 1’équilibre crée entre le

nombre de cellules nouvellement infectées/détruites et le nombre de nouvelles cellules

[Type text]
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régénérées par le systtme immunitaire. Généralement, le systéme immunitaire réussit a
contrer la majorité des infections. Toutefois, dans le cas de I’infection par le VIH, les
cellules particulierement importantes au contréle de I’infection, les lymphocytes T
auxiliaires, sont directement ciblées et seront détruites par le virus. Il y a donc une
diminution lente mais constante du nombre des cellules du systéme immunitaire engendrant
du méme coup une réduction des fonctions immunologiques. Le systéme immunitaire a la
capacité de produire de nouveaux lymphocytes T principalement par deux mécanismes. En
premier lieu, suite a I’activation d’une cellule, il va s’ensuivre une expansion clonale de
cette cellule, c'est-a-dire la production de cellules identiques et ayant donc la méme
spécificité que la cellule-mere. Une fois le pathogene contrélé, les cellules vont adopter un
phénotype mémoire. Bien que ce phénomeéne soit efficace pour les cellules CDS, ce n’est
pas le cas pour les cellules CD4 dont la majorité vont étre détruites, soit par des effets
cytotoxiques ou par apoptose, et seul un faible pourcentage vont réverter en cellules-
mémoire '*°. Ce mécanisme assure donc la durabilité des réponses déja présentes, mais ne
permet pas de produire des cellules T ayant de nouvelles spécificités. Au début de
I’infection, lorsque le répertoire d’antigénes reconnus est relativement intact, I’expansion
clonale a des effets bénéfiques. Par contre, plus ce répertoire devient restreint, plus
I’expansion clonale a un effet moindre. Le deuxiéme mécanisme permettant de générer de
nouvelles cellules T se produit dans le thymus. C’est dans cet organe que sont produites les
cellules T naives qui vont éventuellement se différencier en lymphocytes CD4 ou CD8. Ce
répertoire cellulaire est construit principalement durant I’enfance et la capacité du thymus a

. . ~o 147,148
produire de nouvelles cellules diminue avec I’age " ™.
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1.3.2.6 L’infection chronique

L’état d’équilibre entre le nombre de cellules infectées détruites par les CTL et le nombre
de nouvelles cellules infectées va perdurer de nombreuses années mais va toutefois
entrainer le systéme immunitaire dans un état d’activation perpétuel contribuant a la perte
de lymphocytes CD4 et I’augmentation de la charge virale. Lorsque les CD4 ne sont plus
qu’a 350-500 cellules/mm’, le systéme immunitaire est endommagé et environ la moitié des
réserves immunologiques ont déja été détruites, rendant 1’hote susceptible a diverses
infections mineures comme 1’herpes simplex, des condylomes et des infections fongiques

1499150 Au-dessous de 200 cellules/mm’, le patient devient

telle la candidose
particulierement vulnérable a des infections opportunistes sérieuses et potentiellement
mortelles ainsi que des cancers. Parmi ces maladies on retrouve la pneumonie causée par
Pneumocystis jirovecii, la toxoplasmose, la cryptococcose, la tuberculose, I’infection par le

cytomégalovirus, le sarcome de Kaposi, des lymphomes ainsi que des atteintes

neurologiques "°.

1.3.2.7 Les réservoirs

Lorsque les combinaisons puissantes de médicaments antirétroviraux ont été introduites au
milieu des années 1990, le taux de mortalité et de morbidité de I’infection par le VIH a

151-154

chuté de facon dramatique dans les pays industrialisés Il fut alors permis

d’envisager la possibilité de parvenir a 1’éradication du virus chez les patients répondant
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bien au traitement >

En effet, aprés I’initiation du traitement, la charge virale devient
généralement inférieure a 50 copies d’ARN viral par millilitre en quelques semaines et une
amélioration des comptes de CD4 est observée. Malheureusement, cet espoir d’éradication
a été remis en question suite & de nombreuses études. D’une part, on observe, chez la
majorité des patients traités, d’occasionnelles augmentations (blips) de la charge virale au-
dessus de la limite de détection '*°. D’autre part, des techniques de détection du virus plus
sensibles ont permis d’observer qu’il se produit de la réplication virale a faible niveau chez

la plupart des patients (seuil 1 copie d’ARN viral/ml) "'

Aussi, lorsqu’un patient
interrompt sa médication, un rebond spectaculaire et rapide de la charge virale est observé
et atteint généralement des niveaux comparables aux niveaux pré-thérapie '°" ' Ces

données ont donc suggéré la présence de réservoirs viraux chez les patients sous thérapie

antirétrovirale.

Finzi et al. ont alors avancé 1’hypothése que des cellules lymphocytes T CD4 mémoires
pourraient servir de réservoir et ils ont démontré la présence de virus capables de provoquer
une infection dans une population pure de cellules CD4 quiescentes chez tous les patients

63

testés, malgré les antirétroviraux . Ces cellules, bien qu’infectées, ne produisent pas de

virus et permettent donc a celui-ci de perdurer et d’échapper aux réponses immunitaires en

. - SR 164-166
plus de le protéger de I’action des antirétroviraux .

En effet, le virus étant au repos,
les cellules infectées ne vont pas exprimer a leur surface, d’antigénes viraux permettant
d’identifier ces cellules comme étant infectées et celles-ci ne seront donc pas reconnues et

détruites par les CTL. De plus, le virus étant inactif, sa polymérase n’est pas sollicitée et

les INNTI et INTI n’auront pas d’effet sur ce virus. Idéalement, il faudrait des molécules
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permettant d’atteindre les virus intégrés dans une cellule et en étant de latence. Sachant que
la demi-vie de cette sous-population de cellules CD4 est d’environ 44 mois, et que ces
derniéres dérivent de cellules précédemment activées et permissives a 1’infection ayant
adoptées un phénotype mémoire, I’espoir d’éradiquer le virus par un traitement prolongé
s’est évanoui. En effet, la quantification longitudinale du nombre de virus capables de
provoquer une infection par million de CD4+ mémoire (IUPM) chez ces patients a permis
d’observer que la diminution du nombre de particules infectieuses était trés faible. Selon
les estimations, plus de 60 années de traitement optimal seraient requises afin d’éradiquer le
virus en supposant qu’il n’existe pas d’autres compartiments cellulaires ou sanctuaires ou le

17 Plusieurs autres types cellulaires comme les cellules

virus pourrait persister
dendritiques '** '®, les macrophages ' '7°, les cellules CD8 '"!, les lymphocytes B et les
cellules NK '7* servent probablement de réservoir. De plus, certains tissus et organes
pourraient également servir de réservoir viral puisqu’il est connu que les diverses drogues
utilisées dans le traitement contre 1’infection au VIH-1 n’y pénétrent pas bien et/ou que les
réponses immunitaires de 1’hote dans ces compartiments sont restreintes '™ 7% Les
organes lymphoides tels : les tissus gastro-intestinal et respiratoire, la rate et les ganglions

- 175-177 \ 178-180 . . riea] 181-184
lymphatiques , le systéme nerveux central ainsi que le tractus génital sont

probablement impliqués dans le maintien du réservoir viral.

Plusieurs études ont obtenu des résultats contradictoires quant a la taille et a la demi-vie du

185-187

réservoir (6.4 a 44.2 mois) . Reconnaissant I’importance de ces réservoirs, plusieurs

stratégies thérapeutiques ont été développées afin de cibler les réservoirs. D’abord par

I’intensification du traitement '** mais aussi par 1’activation forcée des cellules mémoire

189, 190 191

avec des molécules telles 1’acide valproique et/ou Dl’interleukine-2 tout en

[Type text]
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maintenant les traitements antirétroviraux de base afin de protéger les cellules saines d’une
éventuelle infection. Jusqu’a présent, ces stratégies ne se sont pas avérées efficaces. Aussi,
puisque le réservoir se met en place deés le début de I’infection, I'initiation rapide du
traitement suivant la séroconversion pourrait permettre de diminuer le réservoir viral des

cellules du sang périphérique ainsi que dans le GALT "gut-associated lymphoid tissue" '**

193, Chung et al. ont aussi démontré que [’initiation précoce du traitement a un effet
bénéfique et permettrait d’éradiquer complétement ce réservoir viral en 7.7 années de
traitement '** . Plusieurs modéles mathématiques récents visant a déterminer la période de
traitement nécessaire pour éradiquer le virus de toute cellule mémoire infectée semblent
¢galement démontrer qu’il serait possible avec un traitement précoce et agressif, de purger
les cellules mémoire ">, Comme plusieurs patients ayant initi¢ leur traitement lors de la
primo-infection vont bientdt atteindre ce plateau de 8 années de traitement, il serait trés
intéressant d’observer la taille des réservoirs chez ces patients et de suivre leur évolution.
Derni¢rement, 1’équipe du Dr. Sékaly a aussi démontré que les cellules T mémoire, plus
particulierement la sous-population centrale mémoire et mémoire transitoires, composaient
plus de 80% de la taille des réservoirs et que ’initiation précoce du traitement limitait la

. , . 199
taille des réservoirs .

Aussi, I’initiation précoce du traitement pourrait, en plus de diminuer la taille des réservoirs
viraux, diminuer le degré de diversification présent dans les réservoirs. Il y a cependant des
arguments contre I’initiation précoce du traitement antirétroviral. En effet, les traitements
sont associés a de nombreux effets secondaires, a de la toxicité a long terme ainsi qu’a un

colt appréciable. Puisque la majorité¢ des patients peuvent maintenir une santé normale
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pendant plusieurs années suivant ’infection par le VIH, il pourrait étre avantageux
d’attendre une détérioration du décompte CD4 avant d’initier le traitement. Cela pourrait

¢galement retarder I’apparition de mutations de résistance.

En plus des réservoirs, il existe aussi des compartiments viraux et/ou sanctuaires. Alors
que les réservoirs vont restreindre la réplication virale et préserver du virus capable de
réplication durant de trés longues périodes, les compartiments anatomiques, quant a eux,
vont permettre la réplication virale. Toutefois, il n’y a que trés peu d’échanges entre
certains compartiments anatomiques et les cellules circulantes. Quant au sanctuaire, il
s’agit d’un site ou on observe une faible pénétration des médicaments et le virus peut s’y
répliquer de fagon plus active **°. A noter que les réservoirs, compartiments et sanctuaires
ne sont pas mutuellement exclusifs. C’est le cas, par exemple, du liquide céphalo-rachidien
ou I’évolution virale peut étre indépendante de d’autres sites anatomiques et ou la
concentration de drogue peut étre sous-optimale. A ce jour, 1’éradication virale n’a été
rapportée que chez un seul patient, celui-ci ayant recu une greffe de moélle osseuse

201 .
. Bien

provenant d’un individu porteur de la mutation delta 32 sur le récepteur CCRS5
que plusieurs stratégies ont été développées afin d’éradiquer le virus et que la qualité de vie

des personnes atteintes s’est nettement améliorée, la guérison est, & ce jour, toujours

inatteignable.

[Type text]
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1.4 Diversité génétique

1.4.1 Origine du VIH et de sa diversité génétique

1.4.1.1 Origine du VIH-zoonose virale

Peu aprés ’isolation du VIH-1 en 1983 puis du VIH-2 en 1985, divers rétrovirus ayant une
organisation génomique similaire furent isolés chez plusieurs espéces de singes africains.
Ces virus sont aujourd’hui mieux connus sous le nom de virus de I'immunodéficience
simienne (SIV) et n’entrainent aucune pathologie chez leur héte naturel mais provoquent un
syndrome apparenté au SIDA lorsqu’ils sont inoculés a d’autres espéces de singes %%,

C’est d’ailleurs une caractéristique fondamentale des virus passant d’une espece vers une

autre et qu’on regroupe sous le terme de zoonose.

Plusieurs théories ont été avancées pour expliquer I’origine de I’infection du VIH chez

I’homme. La théorie la plus largement acceptée est celle du ““ chasseur malchanceux ” qui

203

se serait infecté accidentellement par du sang d’un animal infecté par le SIV “°°. Les études

phylogénétiques démontrent clairement que plusieurs événements de transmission inter-
especes des primates vers I’homme se sont produits, introduisant ainsi dans la population

humaine deux virus génétiquement distincts, le VIH-1 et le VIH-2 2.
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Bien que présent dans la population humaine depuis moins d’un siecle, le virus du VIH a

développé plus de 30% de variation génétique durant ce court laps de temps **°. En

comparaison, I’ensemble des variations génétiques du virus de I’influenza A depuis environ

2000 ans est équivalent a la variation du VIH chez un seul individu (approximativement

5%) 2% (figure 9).

h) 1996 influenza Sequoncos
Hamagghitmn {H3 )
F=86

) Demosoratio Republic of the Congo

1957, n=133 3 &

Figure 9 : Comparaison de 1’évolution virale du virus de I’influenza et du VIH durant une

année

B) Arbre phylogénétique construit a partir des 96 domaines HA1 de I’influenza humain

H3N2 isolée en 1996. F) Arbre basé sur les séquences de C2VS5 de virus isolé en 1997 en

République Démocratique du Congo *%°.
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1.4.1.2 VIH-2

Bien que le VIH-1 et le VIH-2 causent essentiellement la méme pathologie, soit
I’immunodéficience, des différences majeures existent entre ces deux virus. D’abord pour
le VIH-2, la contamination vers I’homme se serait produite a partir de singes Mangabé
(SIV sum) entre 1940 et 1945 2*. L’infection par le VIH-2 est beaucoup plus rare et est
confinée principalement en Afrique de 1’Ouest. De plus, la progression de la maladie est
beaucoup plus lente que pour le VIH-1 et ce virus se transmet plus difficilement. La charge
virale chez les individus infectés par le VIH-2 est nettement plus faible que chez les
individus infectés par le VIH-1, ce qui pourrait expliquer la plus lente progression de la

207-212

maladie et son plus faible pouvoir infectieux . Le VIH-2 est divisé en 7 groupes (A-

G) mais la quasi-totalité des infections sont de type A ou B *'°.

1.4.1.3 VIH-1

Les études phylogénétiques de virus VIH-1 trouvés chez ’homme et de virus SIVcpz chez
des primates suggérent qu’au moins trois événements indépendants de transmissions se sont
produits entre les années 1910 et 1950 & partir de chimpanzés *°>*'*. Ces événements ont
conduit a ’apparition de trois groupes M (major), O (outlier) N (non-major et non-outlier)
et O (outlier). Plus de 90% des infections sont de groupe M. En 2008, une étude parue

dans la revue scientifique Nature démontre que le VIH était présent chez [’humain en 1881

215
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Le groupe M est sous-divisé en 9 sous-types soit: A, B, C, D, F, G, H, J et K 216 La
variation génétique a I’intérieur d’un méme sous-type se situe entre 15% et 20% alors
qu’elle atteint de 25 a 35% entre les sous-types > De plus, certains clades sont également
sous divisés en sous sous-types. C’est le cas pour le sous-type A qui est divisé en quatre
sous-clades, A1, A2, A3 et A4 ainsi que pour le sous-type F séparé en deux sous-clades soit

F1 et F2 2%,

HIV-1 HIV-2

Group M Group N Group O

ARRRER
& B C B F G H 1 K CBFs

N 7

Figure 10 : Représentation schématique des sous-types du VIH-1 et VIH-2

Source : http://www.avert.org/hivtypes.htm

La recombinaison génétique est un autre processus contribuant a I’apparition de diversité
virale. Ce phénoméne se produit lorsqu’une personne est infectée par deux sous-types
différents et que ces deux virus se multiplient dans une méme cellule, résultant en un virus
hybride représentant une mosaique des deux virus présents (voir figure 11). Lorsque cette
forme recombinante est retrouvée chez au moins trois autres personnes non-
épidémiologiquement liées, on la décrit alors comme étant un CRF (circulating
recombinant form), alors que si elle n’est retrouvée que chez un seul individu on parle alors
de URF (unique recombinant form). Dans les derniéres années, I’acceés au séquencage

complet des génomes viraux a partir d’une seule copie de virus (single genome sequencing)

[Type text]
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a permis de documenter une panoplie de nouveaux CRF et URF ainsi que leur distribution
géographique, illustrant bien la complexité et la diversité de I’épidémiologie du VIH a

travers le monde *'®. A ce jour, plus de 43 CRF ont été décrits.

Mame: CRFOZ_AG  Reference strain: IbNG  Subtypes: 4, G

LTR var el LTR
D gag vif Bl [T s v
(| pai 1 Beev revl]
N 0 s
= vpu =f nef

Figure 11 : Représentation schématique de la forme recombinante CRF02_AG

Source : http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html

1.4.2 Distribution géographique et prévalence des sous-types VIH-1

Le sous-type A est présent en Afrique de I’Est et Centrale ainsi qu’en Asie de I’Est et en
Europe de 1’Ouest et il est responsable d’environ 12% des infections par le VIH dans le
monde. Bien que le sous-type B soit le plus répandu géographiquement, il est surtout
observé en Amérique, en Europe ainsi qu’en Australie et ne représente qu’environ 10% des
cas dans le monde. Au contraire, le sous-type C a lui seul, est responsable de la moitié des
infections 2'® et il se retrouve dans les régions du monde les plus touchées par 1’épidémie,
c’est-a-dire, 1I’Afrique de I’Est, I’Afrique du Sud et I'Inde. Le sous-type D se trouve
principalement en Afrique de I’Est et serait ’ancétre africain du sous-type B, les deux

clades étant génétiquement similaires. Le clade D est associé a une progression rapide de la
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maladie et ce virus utiliserait le co-récepteur CXCR4 trés tot au cours de I’infection *'% 2,

Heureusement, la prévalence de ce sous-type serait 4 la baisse **'. Le sous-type E retrouvé
surtout au sud-est de I’Asie, a été reclassé comme étant plutdt une forme recombinante AE
et non un sous-type pur E apres le séquencage complet de son génome. Ce sous-type est

222,28 (Cette forme recombinante est relativement

maintenant identifi¢ comme CRFO1_AE
répandue et représente 5% des infections VIH dans le monde. On retrouve le sous-type G
en Afrique de 1’Ouest et il représente environ 6% des infections. La forme recombinante
CRF02_AG est également fréquente dans cette région (environ 5% des cas). Finalement,

les sous-types F-H-J-K sont peu répandus et représentent moins de 1% des cas, alors que

les autres formes recombinantes représentent moins de 0.1% des cas chacune.

1.4.3 Evolution virale et apparition des variantes

Il existe donc une panoplie de sous-types du virus du VIH-1, eux-mémes composés de
centaines d’isolats distincts. Donc, des patients infectés avec un virus de méme sous-type
vont posséder des virus différents, c’est ce qu’on appelle la diversité inter-patient.
Toutefois, suite a la transmission, 1’évolution virale va se poursuivre puisque le virus
transmis est soumis a diverses pressions et il doit s’y adapter afin d’assurer sa survie.
Aussi, puisque ’infection par le VIH perdure durant de nombreuses années et que les
pressions de sélection de 1’hdte vont se modifier au fil du temps, le virus va constamment
devoir s’y adapter. Nous allons donc observer, chez un individu donné, une population

224, 225

virale hétérogéne composée de virus distincts, ou variantes L’ensemble des

variantes virales retrouvées chez un méme individu est regroupé sous 1’appellation diversité

[Type text]



45

intra-patient. Divers mécanismes tant au niveau du virus lui-méme qu’au niveau de I’hote
infecté, mais aussi quant a I’environnement dans lequel le virus va évoluer, vont moduler

I’évolution du virus chez un individu.

1.4.3.1 Facteurs Viraux

1.4.3.1.1.1 Erreurs de la transcriptase inverse

La transcriptase inverse (RT) est responsable de la réplication du génome viral. Cette
enzyme posseéde deux activités, une d’ADN polymérase et une de RNase H.
Comparativement aux polymérases cellulaires, la polymérase virale n’a pas de mécanisme
de réparation des erreurs de transcription et, par conséquent, sa fidélité est réduite. C’est
ainsi qu’entre 5 et 10 erreurs se produisent par cycle de réplication, générant de multiples

variantes virales '°.

Durant les premiers stades de ’infection par le VIH, la réplication
virale est & son niveau le plus élevé, soit environ 10'° virus par jour **°. Bien évidemment,
le nombre de virus mutants ainsi générés est directement proportionnel au niveau de
réplication chez un patient. Toutefois, ces mutations sont de type ponctuel, c'est-a-dire
qu’elles apparaissent au hasard et de fagon aléatoire sur la totalit¢ du génome viral. De ce
fait, certaines mutations peuvent conférer un avantage pour le virus et peuvent étre

sélectionnées et devenir une proportion importante de la population virale chez un patient.

Au contraire, ces mutations ont également la possibilité de nuire au virus introduisant des
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codons stop prématurément ou en modifiant des acides aminés essentiels et ainsi produire

des virus défectueux.

1.4.3.1.1.2 Recombinaison virale

Comme nous I’avons vu au chapitre précédent, des événements de recombinaison peuvent
se produire lors du cycle réplicatif et produire des virus hybrides. Or, ce mécanisme est
présent chez tous les patients bien que les effets de la recombinaison soient nettement plus
visibles chez un patient infecté par deux virus de sous-types distincts **">*. Ainsi, chez un
patient possédant diverses variantes, celles-ci pourront s’échanger par recombinaison des
portions de leur génome et ainsi générer une nouvelle variante représentée par les deux

variantes parentales.

1.4.3.1.1.3 La capacité réplicative (fitness)

Le fitness est la capacité d’un virus a se répliquer dans un environnement donné. Il s’agit
généralement du corps humain mais a plus petite échelle, la capacité réplicative d’un virus
peut varier a I’intérieur du méme organisme selon la sous-population cellulaire ou 1’organe
étudié. Plusieurs facteurs viraux, environnementaux et propres a 1’hote vont avoir un effet
sur la capacité réplicative du virus et, par conséquent, sur la diversité¢ virale. Diverses
études ont récemment démontré un lien entre la capacité réplicative du VIH, la diversité, la

231-233

recombinaison ainsi que la progression de la maladie . Le virus le mieux adapté ou le

[Type text]



47

plus "fit" a son environnement posséde donc un avantage sur les autres variantes présentes.
Par contre, il est essentiel pour le virus de limiter les dégats causés par sa présence chez
I’héte afin de maximiser sa survie ainsi que ses chances de transmission ***. Néanmoins,
certaines souches sont plus virulentes que d’autres et la virulence a un effet certain sur la
progression de la maladie. C’est le cas, entre autres, des virus ayant une protéine Nef non-
fonctionnelle et qui sont associés 4 une progression plus lente de la maladie 7. Aussi,
les virus de type X4 sont beaucoup plus “ fit ” et virulents in vitro, que les virus de type R5
2 Par contre, puisque les premiéres cellules rencontrées chez un héte lors de la
transmission expriment trés fortement CCRS5 et non CXCR4, ces virus n’ont pas la capacité
de se répliquer dans ces cellules et ce sont plutdt les virus RS qui vont initier I’infection et
prédominer tout au long de la maladie. Les virus de type X4 ou bi-tropiques vont
apparaitre chez environ 40 a 50 % des cas en cours d’évolution, possiblement en lien avec
la destruction de sous-populations cellulaires ***. Chez un héte donné, la population virale
est composée de plusieurs variantes possédant une capacité réplicative propre. La sélection

positive implique donc que certaines variantes seront plus aptes que d’autres a se répliquer

dans un environnement alors que la sélection négative va éliminer les virus les moins

13 ﬁt ”.

1.4.3.1.1.4 Sites de glycosylation

La glycosylation consiste a lier de fagon covalente une molécule de carbohydrate sur une
protéine via 1’acide aminé asparagine (N). Pour qu’une asparagine soit glycosylée, il est

nécessaire qu’elle soit dans une séquence d’acide aminé précise (N-X-S/T), consistant en
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n’importe quel acide aminé (X) suivi exclusivement d’une sérine (S) ou d’une thréonine
(T). Toutefois, il n’y aura pas de glycosylation si une proline (P) est intégrée ou suit

239, 240

immédiatement la séquence N-X-S/T . L’enveloppe du VIH est une des protéines les

plus glycosylées connues et ces sucres représentent plus de 50% de son poids moléculaire
22241 1 a présence de glycans sur la face exposée de la gp120 va former un bouclier qui va
entrainer une diminution de son pouvoir immunogene en plus de protéger le virus des

242285 1ors de la

anticorps neutralisants en leur bloquant 1’acces a leurs sites d’action
transmission vers un nouvel hote, le virus transmis posséde généralement moins de glycans
a la surface de son enveloppe et ce virus est généralement sensible aux anticorps
neutralisants qui, a ce moment, sont absents chez 1’hote nouvellement infecté 246 Au fil de
I’infection, on observe une augmentation du nombre de glycans ainsi que des changements

240, 247, 248

au niveau de leur position particuliérement dans la protéine Env . La sensibilité

aux anticorps neutralisants lors de la primo-infection pourrait étre une opportunité

o . . 246
intéressante pour le développement de vaccins “*.

1.4.3.1.1.5 Longueur des boucles V1/V2, V3, V4/V5

En plus des sites de glycosylation, ’enveloppe virale est caractérisée par cinq régions
hypervariables (V1 a V5) flanquées de régions constantes (C1-C5). Ces régions forment la
face externe de I’enveloppe virale °. Les changements dans la boucle V3 sont associés a
I’utilisation du co-récepteur CCRS ou CXCR4 alors que les régions V1/V2 moduleraient
les mouvements de V3 **!, alors que V4-V5 sont situées sur 1’autre face de la gp120 et ne

sont pas impliquées dans les interactions avec le récepteur . Les boucles V1/V2 et V4/V5
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. . . o e 249251
sont trés variables en séquence ainsi qu’en longueur et sont fortement glycosylées .

Lors de la transmission d’un virus vers un nouvel héte, le virus transmis posséderait des

" Tout comme I’ajout de glycans sur

boucles plus courtes que le virus du donneur *
I’enveloppe virale, des mutations, insertions ou délétions dans les boucles V1, V2 et V5 ont
¢été associées a une résistance aux anticorps neutralisants (Nabs) en masquant les épitopes

. 247,252,253
viraux 7,252, .

1.4.3.2 Facteur de I’hote

1.4.3.2.1.1 Pression du systtme immunitaire

En plus de la capacité de mutation propre au virus, plusieurs mécanismes chez I’hote
infecté vont également générer des mutations chez le virus. En effet, lorsque débute
I’infection, le sujet infecté n’a pas encore produit de réponse immunitaire contre le virus et
celui-ci va se répliquer a sa guise. Par contre, a mesure que vont se développer les réponses
immunitaires de 1’hote, le virus va devoir se modifier afin d’échapper a ces réponses.
Plusieurs types de réponses immunitaires seront produites afin de contrer I’infection par le

VIH.
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1.4.3.2.1.2 Les anticorps neutralisants/CMH de classe 11

Les CPA vont capturer I’antigeéne au lieu de sa pénétration, le dégrader et via leur molécule
CMH 11, vont le présenter aux cellules T auxiliaires. Cette présentation va déclencher la
sécrétion de plusieurs cytokines (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13) stimulant alors la
production d’anticorps par les lymphocytes B. Les anticorps dirigés contre 1’enveloppe
virale vont empécher le virus de pénétrer a ’intérieur de la cellule, le neutralisant ainsi. Par
contre, le virus a développé plusieurs mécanismes lui permettant d’échapper a 1’action des
anticorps neutralisants. D’abord, de par sa conformation, I’enveloppe virale limite
I’accessibilité des épitopes reconnus par les Nabs 2!, Aussi, cette protéine étant fortement

glycosylée diminue drastiquement son pouvoir immunogéne **'.

De plus, cette région
virale étant trés variable et sujette a des mutations fréquentes, ce bouclier va
continuellement se modifier au fil de I’infection afin de contrer les diverses attaques

immunitaires 2*% 2% 253,

Finalement, le VIH via les protéines Nef et Tat peut altérer le
mécanisme de présentation de 1’antigéne en diminuant I’expression des molécules du

CMHII, causant ainsi un dysfonctionnement des fonctions immunitaires.

1.4.3.2.1.3 Les lymphocytes cytotoxiques/CMH de classe I

Les cellules infectées présentent a leur surface, un épitope viral d’une longueur d’environ
8-10 acides aminés associ¢ a une molécule du CMH de class I. Ainsi marquées, ces

cellules seront détruites par I’action des lymphocytes T cytotoxiques. Les isotypes de HLA
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vont présenter différents épitopes et ainsi, des mutations virales dans ces régions pourront
permettre au virus d’échapper a la présentation par le CMH de classe I et assurer sa survie.
En 1991, Phillips et al. ont caractéris¢é une mutation dans gag permettant au virus
d’échapper a la reconnaissance de cet épitope par le CHMI et ainsi échapper a I’action des
CTL *°  Depuis, plusieurs autres études ont confirmé la présence de mutation
d’échappement aux CTL ainsi que la transmission de ces variantes vers un nouvel hote 236-

27 Comme pour les Nabs, la réponse cytotoxique de I’hdte va forcer la sélection de quasi-

especes virales ayant muté au niveau des épitopes reconnus par le systéme immunitaire.

1.4.3.2.1.4 Facteur de restriction-APOBEC

Durant la transcription inverse, APOBEC3G va éditer ’ARN viral en permutant les
nucléotides les cytosines (C) en uracil (U) sur le brin en cours de transcription résultant
ainsi en une hypermutation de nucléotide G en A sur I’ADN viral **®. Cette activité a pour
but d’introduire des mutations Iétales chez le virus soit en produisant un codon stop ou en
modifiant un acide aminé essentiel. Ce mécanisme se produit au hasard sur le génome et
lorsqu’il se produit a des endroits non-critiques pour la survie du virus, il va y avoir

apparition de variantes virales portant la signature de 1’action d’APOBEC3G -7,
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1.4.3.3 Pression de sélection des ARV

1.4.3.3.1.1 Principes et définition

L’environnement dans lequel évoluera le virus va également avoir un effet sur sa
diversification et le facteur environnemental le plus étudié est certainement I’effet des
traitements antirétroviraux. Lorsqu’un traitement antirétroviral est initi¢, celui-ci va avoir
un effet important sur la réplication virale. De ce fait, une forte pression de sélection sera
exercée sur le virus et des variantes ayant la capacité de se répliquer en présence de
traitement auront un avantage évolutif certain. Des concentrations sous-inhibitrices

d’ARYV, secondaires a des problémes d’adhérence ou d’absorption par exemple, vont

: : fed 271-276
permettre 1’émergence de virus résistants .

Depuis les premier cas d’infection par le VIH il y a 25 ans, 25 molécules antivirales ont été

277

approuvées pour le traitement “'. La premiere molécule qui fut introduite sur le marché en

1987 fut ’AZT * Toutefois, avec son usage en monothérapie, la résistance a rapidement

h Ahapitn 278 . - o I . o .
été décrite ©°°. Aujourd’hui, la monothérapie a ét¢ abandonnée et la thérapie consiste

maintenant en des associations de plusieurs molécules ce qui a permis de diminuer
drastiquement la morbidité et la mortalité¢ liées au VIH. Toutefois, des mutations se
produisant dans les génes codant pour les protéines ciblées par les médicaments, que ce soit

la transcriptase inverse, la protéase, I’intégrase ou I’enveloppe ont été identifiées et sont

279

responsables d’échecs thérapeutiques Des profils de résistance ont été décrits pour
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chacune de ces molécules et sont régulierement mis a jour . De plus, certaines mutations

sont associées a de la résistance croisée et peuvent conférer de la résistance a toute une

281-284

classe d’antirétroviraux C’est le cas de la voie des TAM (Thymidine Analogue-
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associated Mutations) qui est constituée des mutations M41L, D67N, K70R, L210W,
T215Y/F, K219Q et qui confere de la résistance a tous les INTI. Les TAM sont divisés en
deux voies, les TAM 1 qui consistent des mutations : M41L, L210W et T215Y et les
TAM2 composés des mutations: D67N, K70R, K219Q et T215F. La thérapie étant
disponible depuis plus longtemps dans les régions ou 1’on retrouve presque exclusivement
des virus de sous-type B, les mutations associées a de la résistance a ce sous-type ont été

sujettes a de nombreuses études.

Le traitement antiviral est maintenant disponible dans presque toutes les parties du monde
ou prédomine I’infection avec des sous-types non-B. Des mutations associées a de la
résistance ont été observées dans toutes ces régions mais les voies de résistance chez les

sous-types non-B sont moins connues.

1.4.3.3.1.1 Résistance naturelle aux ARV

La grande variabilité du VIH est un défi important pour la mise au point de médicaments
antirétroviraux puisque ceux-ci doivent agir sur un maximum d’isolats distribués a travers
différents sous-types. Bien que la majorité des cas d’infection au VIH se retrouve sur le
continent africain, les médicaments sont générés dans les pays du Nord et sont ¢laborés a
partir de souches appartenant au sous-type B qui sont trés peu répandues dans les régions
les plus touchées par la pandémie. De plus, le génome du sous-type B différe
considérablement de celui des autres sous-types et des formes recombinantes retrouvées en

Afrique et en Asie ou se trouvent la majorité des personnes infectées. Cette variabilité



54

pourrait certainement avoir un impact sur les voies de résistances aux ARV. D’ailleurs,
chez certains sous-types, on observe des polymorphismes naturels qui peuvent étre associés
a une diminution de la sensibilité de ces virus a certains antirétroviraux. Par exemple, des
observations in vivo et in vitro, ont mis en évidence la résistance naturelle des virus
appartenant au groupe O ainsi que les souches de VIH-2 aux INNTI de par la présence de

285, 286

cystéine ou d’isoleucine a la position 181 plutdt que d’une tyrosine On observe

aussi un polymorphisme naturel chez le sous-type C a la position G190A/S qui joue un réle

dans la résistance aux INNTT 287> 288

. Une autre étude a démontré une susceptibilité réduite
a AZT, 3TC, ddI et NVP pour le clade D et une sensibilité similaire des clades A, B, C et
CRFO01_AE * Le sous-type G possede naturellement la mutation V821 lui conférant une
sensibilité réduite 4 SQV, RTV et a IDV °. Alors que beaucoup d’efforts sont déployés
afin d’améliorer 1’acces aux antirétroviraux dans les pays en développement, un trés grand
nombre de personnes infectées avec des sous-types non-B vont initier un traitement dans
les prochaines années. Il est donc important de comprendre les polymorphismes naturels

des sous-types non-B et leur impact sur les différents patterns mutationnels sous la pression

de sélection des antirétroviraux.

1.4.3.3.1.2 Développement de résistance chez les sous-types non-B

Malgré I’importante diversité génétique entre les différents sous-types, il semble que les
polymorphismes associés a de la résistance et a I’échec thérapeutique soient relativement

291-293

stables d’un sous-type a un autre Par contre, les séquences du géne RT des sous-

types non-B disponibles dans les bases de données ne représentent qu’a peine 10% des

[Type text]
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4

séquences du sous-type B disponibles ***. Les polymorphismes naturels retrouvés chez les

non-B aux sites associés a des mutations de résistance, pourraient, suivant 1’exposition aux

ARV, influencer le type de mutations observé et avoir un impact sur les voies de sélection

295

de certaines mutations Bien que plusieurs mutations majeures associées a de la

résistance chez les sous-types B ont également été observées chez les sous-types non-B,

quelques nouvelles mutations ont été décrites chez les non-B.

D’abord pour les résistances aux INTI, une nouvelle voie associée aux TAM a été décrite

296

chez des patients infectés par le sous-type C au Botswana . Cette voie est composée de

deux mutations appartenant aux TAM 2 soit : 67N et 70R ainsi que la mutation 215Y qui

est associée aux TAMI1. Pourtant, cette nouvelle voie n’a pas été retrouvée lors d’autres

287,297, 298
d

¢tudes réalisées sur le sous-type C en Inde et en Afrique du Su . Une autre étude

a également démontré une incidence plus élevée des TAM chez le sous-type CRF06 cpx
que pour CRF02_AG **. L’étude de Montes et al. parue en 2004 recense une plus faible

prévalence des mutations M41L, L210W et, dans une moindre mesure, de la mutation

300

T215Y chez les sous-types non-B Le sous-type C aurait tendance a sélectionner plus

rapidement la mutation K65R, conférant un niveau de résistance élevé au TDF et

301, 302

intermédiaire a plusieurs autres INTI Cette mutation serait également moins

présente chez les patients infectés par le sous-type A lors de I’échec thérapeutique .

Notons aussi que la forte fréquence pré-traitement versus post-traitement des mutations
E203D/K/V/N/A, H208Y et H221Y retrouvée chez le sous-type C suggere un role probable

304

de ces mutations dans la résistance aux INTI °". Finalement, des mutations observées sur

le codon 211 plutét que sur le codon 210 ont été rapportées au Brésil chez des isolats
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305

appartenant au sous-type F exhibant de la résistance aux INTI Une autre publication

fait état de profils de résistance différents pour les sous-types B, F et C au Brésil **°

Au niveau des INNTI, plusieurs études ont confirmé I’importance de la mutation V106M

287, 288, 296, 307

chez les sous-types non-B suite au traitement avec NVP ou EFV Pour le

sous-type C, la mutation V1081 est également associ¢e avec 1’apparition d’une sensibilité
nettement réduite (entre 10 et 1000 fois) a tous les INNTI suivant I’exposition a I’'EFV 288,
Lors d’une étude menée en Ouganda ou des femmes enceintes furent traitées par une dose
unique de NVP, I’émergence de virus résistants fut observée a une fréquence plus élevée
chez les femmes infectées par le sous-type C que chez celles infectées par le sous-type A ou
D *®31%  Une autre étude issue de la collaboration de plusieurs groupes a observé une
fréquence plus importante que chez le sous-type de mutation présente sur le codon 35 pour
les sous-types A et G, 98 pour les sous-types C, G ainsi que CRF02_AG, et 106 pour le

311, 312 A , . o . .
sous-type C * " 7“. Dans cette méme étude, certains codons étaient, au contraire, moins

fréquemment mutés chez les non-B que chez le sous-type B.

Chez les isolats appartenant au clade B, la résistance au NFV est reliée a la sélection de la

mutation D30N, pourtant ce sont plutot les mutations N88S et L9OM qui semblent étre

313-315

sélectionnées chez les sous-types A, F, G ainsi que pour le CRF01_AE . La mutation

316

MBII/V a été identifié¢e chez les clades C, F et G exclusivement ° °. La mutation V82M a

également été observée uniquement chez le sous-type G *'”.
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Etant donné la mise en place massive de programmes visant a améliorer ’accés aux
thérapies antirétrovirales dans les pays en voie de développement, il est important de
documenter I’impact de cette diversit¢é virale sur les profils de résistance aux
antirétroviraux. Bien qu’il existe une variabilité virale extréme dans ces régions et que
cette diversité est associée a des voies de résistance différentes, la majorité des patients
répondent bien au traitement, ce qui permet I’amélioration de la qualité de vie des
personnes atteintes en plus de diminuer les risques de transmission. Toutefois, a mesure
que les traitements seront disponibles dans les pays en développement, il est fort probable
que ces régions seront également confrontées a 1’émergence de la résistance. Ceci pourrait
avoir des conséquences encore plus importantes que dans les pays industrialisés puisque
I’accessibilité aux traitements de troisiéme ligne est limitée. Nous pouvons imaginer
I’impact dramatique que I’émergence de virus résistants pourrait avoir dans les régions a

ressource limitée ou un seul régime de deuxiéme ligne est disponible.

1.4.3.3.1.3 La résistance primaire aux antirétroviraux

La résistance primaire se définit comme la résistance aux antirétroviraux survenant chez un
patient n’ayant jamais été traité. Elle est la conséquence de la transmission d’une souche
résistante d’un patient & un autre. Comme I’AZT a été la premic¢re molécule disponible

pour le traitement de I’infection a VIH, les premiers cas de transmission de résistance ont

318

été décrits comme étant associés a cette molécule Or depuis ce temps, ce phénomene

9

r \ 7 s . 31
s’est étendu a toutes les classes de molécules antirétrovirales ° . Les programmes de
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prévention de la transmission mere-enfant avec une dose unique de NVP sont aussi

susceptibles de favoriser la transmission de virus résistants.

Une revue des différentes études évaluant la prévalence de la résistance primaire a

. L s o - . . 320
démontré d’énormes variations selon la région géographique .

Un taux de 2.1% a été
rapport¢ au Burkina Faso alors qu’un taux de 24% a ¢été observé chez des patients
séroconverteurs de New York **'. Les traitements antirétroviraux étant disponibles depuis
de nombreuses années dans les pays développés, il n’est pas surprenant d’observer une

résistance primaire plus importante que dans les pays ou les patients infectés sont exposés

depuis moins longtemps aux traitements antirétroviraux, tel que le Burkina Faso.

Finalement, lorsque des mutations qui n’étaient pas présentes avant le début du traitement
se produisent chez un individu durant le cours du traitement, on parle alors de résistance

secondaire.

1.4.3.4 Maladie sous-jacente

La présence d’infection sexuellement transmise aurait aussi une influence sur le degré de
diversité virale retrouvée, particulicrement chez les femmes. En effet, les femmes ayant
une infection de la muqueuse vaginale lors d’une relation sexuelle a risque seraient non
seulement plus susceptibles d’étre infectées mais également, de recevoir du partenaire

322

plusieurs variantes virales Toute atteinte pouvant avoir un effet sur le systéme

immunitaire, comme une infection avec un co-pathogene, est susceptible de diminuer la

[Type text]
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capacité du systétme immunitaire de controler la virémie, d’augmenter la charge virale
(méme temporairement) et est donc susceptible d’entrainer 1’apparition de nouvelles

variantes.

1.4.3.5 Compartiment/Réservoir

Un autre facteur ayant un effet sur la diversité virale est le site de réplication du virus.
Comme les virus contenus a I’intérieur d’un compartiment sont isolés, ils ne pas soumis
aux mémes pressions de sélection. La concentration de drogue ou I’action du systéme
immunitaire peuvent ne pas étre optimaux selon le compartiment et ces virus ont tendance a

évoluer de maniére distincte 2%,

1.4.4 Etude de la diversité

D’abord, la diversité virale est le décompte de toutes les différences entre des séquences
génétiques. Afin de bien saisir ce concept, on peut illustrer la diversité dans un contexte
plus familier, par exemple, le parc automobile ou I’on pourrait définir la diversité comme
étant les différentes couleurs des voitures. La diversité est souvent représentée par une
valeur, soit en pourcentage soit en nombre de différences par 100 unités (nucléotides ou

acides amingés).

I1 existe plusieurs algorithmes permettant de calculer la diversité. Le plus simple est de

calculer le nombre de disparités entre des séquences. Ce calcul peut s’effectuer autant sur
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les nucléotides que sur les acides aminés. Puisque plusieurs séquences de nucléotides
peuvent conduire a la synthése du méme acide aminé, nous comprendrons que la diversité
calculée avec les acides aminés est généralement inférieure a la diversité calculée a 1’aide
des nucléotides. L’algorithme de Jukes et Cantor (1969) est un modele de substitution trés
simple qui permet de calculer le nombre de différences entre des séquences **. Le modéle
de Felsenstein (1981) est une modification de Jukes-Cantor et qui n’assume pas que la
fréquence des nucléotides est uniforme *** . Ce modéle est biologiquement plus prés de la
réalité, particuliecrement chez les vertébrés dont le génome est riche en C-G. D’autres
algorithmes vont permettre de donner un score plus élevé a des types de mutations
particuliers. Par exemple, un changement de nucléotide n’ayant aucun effet sur I’acide
aminé synthétisé (mutation silencieuse ou mutation synonyme) obtiendra un score plus
faible qu’une mutation ayant pour effet de modifier 1’acide aminé (mutation non-

323 ainsi que 1’algorithme

silencieuse, ou non synonyme). L’algorithme de Kimura (1980)
HKY (Hasegawa, Kishino et Yano, 1985) **® vont octroyer un score plus élevé a une
mutation de type transversion (purine <> pyrimidine) qu’a une transition (purine«<>purine
ou pyrimidine—pyrimidine). Il est également possible de donner plus de poids a des
mutations se trouvant a un site particulier (mutations associées a la résistance) ou dans une
région particuliére sur un géne (mutation dans une région constante versus mutation dans
une région trés variable). Il existe donc diverses méthodes afin d’évaluer le niveau de

polymorphismes entres des séquences. Il est toutefois important de noter que peu importe

la méthode choisie, les résultats devraient illustrer une méme tendance.

[Type text]



61

1.4.4.1 La distance/divergence

La distance ou divergence est une notion différente de la diversité mais y est toutefois
fortement liée. Sans diversité, il ne peut y avoir de distance. La divergence est le calcul
qui permet de nous renseigner sur la distance d’un variant viral par rapport a un autre,
généralement, la souche ancestrale (most recent common ancestor ou MRCA). Si la
diversité nous renseigne quantitativement sur le nombre de différences entre deux
séquences, la divergence nous informe plutdt sur I’ordre dans lequel se sont produites les
dites mutations. Aussi, lorsque des mutations se produisent au hasard et qu’elles ne
produisent pas d’avantages marqués chez les souches possédant ces nouvelles mutations, la
diversité virale augmente mais la divergence reste constante. Alors que des variantes
possédant une mutation leur permettant de résister a la présence de médicaments, par
exemple, pourraient étre moins diversifiées puisqu’elles possedent toutes la méme mutation
mais seront plus ¢loignées de la souche ancestrale. Si on reprend notre exemple des
voitures ou les différentes couleurs représentent la diversité, les voitures hydrides, méme si
elles sont toutes de la méme couleur, se trouveraient a une distance plus ¢loignée des

voitures a essence que des voitures a essence de couleurs différentes.

Comme pour la diversité, la divergence peut étre calculée a partir des nucléotides ou des
acides aminés. Aussi, les mémes algorithmes sont utilisés pour déterminer la distance.
Plus les calculs seront effectués tot dans I’évolution, plus la diversité et la divergence
posséderont des valeurs similaires; la divergence augmentera au fil de I’apparition des
nouvelles générations. De fagon générale, la distance génétique est illustrée par la

construction d’arbres phylogénétiques. Ces arbres sont similaires aux arbres généalogiques
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représentants les familles mais sont souvent représentés horizontalement plutdt que
verticalement et la longueur de la branche représente sa distance par rapport aux autres
¢léments alors que la disposition verticale n’a pas de signification. Il existe plusieurs
formes, comme par exemple la forme circulaire, rectangulaire ou radiale. La forme choisie

n’a pas d’influence sur les liens entre les différents éléments de ’arbre.

1.4.4.2 Diversité intra-patient et évolution de la maladie

Plusieurs études suggérent qu’une seule ou quelques variantes virales sont transmises vers

327-333

le nouvel hote La population virale lors de la primo infection est généralement

homogeéne (moins de 1% de variation génétique pour le géne de I’enveloppe), et ce,
particulierement chez I’homme. Cette faible diversité génétique a été également observée

chez des patients dont le partenaire source était pourvu d’une panoplie de variantes

329-331

suggérant ainsi la présence d’une barri¢re de sélection lors de la transmission . Cette

pression de sélection lors de la transmission a aussi été observée chez les enfants nés de

meres infectées par le VIH. En effet, la majorit¢é des enfants présentaient un nombre

334, 335

inférieur de quasi-espéces que chez la mere . Toutefois, ce goulot d’étranglement ne

semble pas prévenir aussi fortement la transmission de multiples variantes chez les femmes

africaines puisque plus de 60% des femmes possédaient de multiples variantes tres tot dans

336-338

I’infection selon plusieurs études . Sagar et al. ont démontré en 2004 que les femmes

ayant une infection génitale et/ou utilisant des contraceptifs hormonaux seraient plus a
risque d’étre infectées par plusieurs variantes virales, et ce, indépendamment du sous-type

322
1

viral °*7. Cette méme équipe a aussi ¢tudié¢ la transmission de multiples variantes chez les
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utilisateurs de drogues intraveineuses et bien que les résultats obtenus soient a la limite du
seuil de signification dii au faible nombre de participants, ils suggérent que ces individus
seraient ¢également plus a risque d’étre infectés par plusieurs variantes lors de la

.. 322
transmission "

I1 est important de noter que I’infection par diverses variantes a été reliée a une progression
plus rapide de la maladie, par une diminution marquée des CD4 ainsi qu’une charge virale

338 iy Lo r sz r
. D’une manicre générale, les études citées précédemment ont toutes

plus ¢élevée
observé, lors de la primo-infection, une population virale homogene lorsqu’une ou deux
variantes virales sont transmises et une population plus hétérogéne lorsqu’il y a
transmission de multiples variantes. Toutefois, une autre étude semble infirmer ces
résultats. Il semblerait plutot que plusieurs particules infectieuses seraient transmises et
que I’'une d’elles, de par son potentiel réplicatif supérieur, donnerait faussement I’apparence
d’une infection homogéne **°. Puisque le géne de I’enveloppe est directement 1i¢ & I’entrée
du virus dans la cellule, il est aussi possible que la pression de sélection lors de la
transmission agisse fortement sur ce gene et que 1’apparence de population virale

330, 331

homogene soit uniquement associée a cette région . Sachant que le risque d’infection

par acte sexuel est faible, (environ 0,3%), il est fort probable qu’une seule variante soit

transmise. Plus récemment, Keele et al. ainsi que Haaland et al. ont démontré, que dans

98, 340

90% des cas, un seul variant était transmis . Haaland et al. ont de plus démontré que

tous les partenaires ayant de multiples variantes avaient é¢galement une infection génitale

inflammatoire (inflammatory genital infections) **.
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Une fois le virus transmis chez un nouvel hote, les premiéres mutations vont se produire,
majoritairement par erreur de la transcriptase inverse. Puisque la réplication virale est
¢levée au début de 'infection, plusieurs variantes seront ainsi générées. Toutefois, ces
erreurs se produisent au hasard sur toute la longueur du génome viral et ne sont aucunement
associées a une pression de sélection. De ce fait, 1’analyse phylogénétique de ces
séquences devrait produire un arbre avec une conformation de type “étoile”, c'est-a-dire que
toutes les séquences sont a égale distance de la souche ancestrale **. Par conséquent, la
séquence consensus de ces virions devrait permettre d’identifier la ou les variantes
transmises. Lorsque les premiéres réponses immunitaires vont se manifester, environ 3
semaines post-infection, celles-ci vont exercer une pression de sélection sur le virus. Le
virus doit s’adapter pour survivre et la réponse immunitaire va ainsi sculpter I’évolution
virale. Il y aura donc apparition de variantes possédant certaines mutations leur permettant
de déjouer les réponses immunitaires (ajout de sites de glycosylation sur 1’enveloppe
masquant les sites d’action des Nabs, changement d’acide aminés sur les épitopes reconnus
par les CTL). Ces mutations n’étant pas distribuées au hasard mais sur des sites précis,
I’analyse phylogénétique démontre alors D’apparition de lignées distinctes. Au fil de
I’infection, on peut observer 3 différentes phases de diversification des séquences .
D’abord, il y a augmentation graduelle mais continuelle de la diversité virale ainsi que de la
distance génétique. Pour le geéne de I’enveloppe, il est possible d’observer une
augmentation de la divergence d’environ 1% par an pendant la phase asymptomatique

. . - 250
jusqu’a un plateau d’environ 5%

. Puis, plusieurs années post-infection, il se produit une
stagnation dans la diversité alors que la distance de la souche ancestrale continue de se

creuser. Cette phase est associée a I’émergence de virus avec un tropisme X4 dans 50%
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87, 88, 341
des cas

. Puis finalement, lors de la derniére phase, une stagnation de la divergence
et une diminution de la diversité sont observées. Généralement, cette phase coincide avec

un déclin marqué du décompte CD4 chez ces individus.
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1.5 Hypothéses

Nous avons formulé I’hypothése qu’un traitement antirétroviral initié précocement pourrait,
en plus de controler la réplication virale et maintenir un décompte CD4 dans les valeurs
normales, limiter la taille des réservoirs ainsi que la diversification virale. Le fait de
posséder une population virale homogene pourrait étre bénéfique pour ces patients puisque
la variabilit¢ extréme du VIH est un obstacle majeur a 1’éradication. Elle permet
I’échappement au systéme immunitaire, compliquant la mise au point d’un vaccin efficace.

De plus, I’émergence de virus résistants limite les options thérapeutiques.

Dans ce contexte, sachant que les traitements antirétroviraux sont de plus en plus
disponibles dans les régions ou I’épidémie de VIH est principalement due a des sous-types
non-B, nous avons voulu vérifier si des polymorphismes présents chez les sous-types non-B
pourraient avoir un impact sur 1’efficacité du traitement. Il existe relativement peu d’études
sur les voies de résistance des CRF, tels que les sous-types CRF 02 AG et CRF06 cpx
ainsi que sur les sous-types plus rares comme le sous-type K. Ces polymorphismes
pourraient diriger 1’évolution virale dans des voies génétiques différentes sous la pression
de sélection des médicaments et résulter en des canevas de mutations de résistance
différents. Bien qu’il soit bien essentiel d’améliorer 1’acces aux molécules antirétrovirales
dans les pays en voie de développement, il est également indispensable de documenter
I’émergence de la résistance et de préparer I’accessibilit¢ aux molécules de deuxieme et

troisieme lignes.
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2. Résultats



2.1 Effet du traitement antirétroviral sur la diversité virale
durant la primo-infection

Dans cet article, nous avons caractérisé¢ 1’évolution virale du géne d’enveloppe chez 18
patients ayant récemment obtenu un diagnostic d’infection par le VIH. De ce groupe, 9 ont
décidé d’initier un traitement antirétroviral alors que 9 ont choisi de s’en abstenir. Bien que
plusieurs articles ont déja traité de la diversité¢ virale du gene de I’enveloppe, il existe
relativement peu d’études sur I’évolution virale durant la premiére année suivant I’infection
et Peffet du traitement sur la diversité n’est pas bien documenté. Ce premier article tente
donc d’apporter de nouvelles données quant a I’effet du traitement précoce sur 1’évolution

virale ainsi que sur la taille des réservoirs viraux.

Cet article a été soumis a AIDS Research and Human Retroviruses. Juin 2009

Dans cet article, Annie Chamberland avec 1’aide de Mohamed Sylla a procédé a 1’isolation
des PBMC, a leur mise en culture, a I’évaluation de la p24, extraction ARN/ADN, dilutions
en série, amplification par RT/PCR ainsi qu’au séquencage. FElle a ensuite procédé a
I’édition et a I’alignement des séquences afin de générer les calculs sur la diversité virale et
les analyses phylogénétiques. Les analyses statistiques ont été effectuées par 1’étudiante
avec la collaboration du service de statistique de 1’Université¢ de Montréal

Annie Chamberland a également rédigé le manuscrit sous la supervision de sa directrice

Dre. Cécile Tremblay.
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Objective(s): It is unknown whether early antiretroviral treatment during acute HIV-1
infection has a beneficial effect. We evaluated the impact of early therapy on viral
genetic evolution in a cohort of subjects during primary HIV-1 infection in Québec.
Methods: 18 patients recently infected with HIV-1 were selected from the Montreal HIV-
1 primary infection cohort, 9 initiated antiretroviral therapy after enrolment and 9
remained untreated. Clonal analyses of envelope sequences obtained from plasma and
from PBMC at baseline and after one year of follow-up were evaluated for diversity and
phylogenetic analysis. Replication-competent viruses (RC) were measured at both time-

points using an ultrasensitive PBMC culture technique.

Results: Viral variants were homogeneous at baseline (0.19%) and diversity remained
low after one year of follow-up in both groups (0.29%). However, a significant increase
in viral diversity was observed in the untreated group after one year of follow-up for the
V4 (p=0.046) and V5 (p=0.046) domains of gp120 and a trend towards an increase in

diversity was observed in C2V5 and V3.

Conclusions: Genetic diversity during primary infection remains low through the first

year of infection. Early treatment contributed to a decrease in viral RC from PBMCs and

to maintaining homogeneous viral populations in the viral reservoir. These findings may

have relevance for the rational design of HIV specific immunotherapeutic strategies.

Keywords: HIV-1, Sequence diversity, Treatment, Acute infection
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Introduction

HIV-1 evolves rapidly because of its high replication rate and the low fidelity of its
reverse transcriptase. Viral populations found in newly infected hosts are highly
homogenous, although continuous viral evolution generates multiple and distinct variants
over time which remain highly related throughout the course of infection 27330331 342,343
Replacement of viral lineages and an increase in divergence and heterogeneity of viral

. . . 250
quasispecies are observed over time .

Recent studies have attempted to identify
ancestral strains within a host, responsible for productive clinical infection as this could

be instrumental in elucidating the molecular basis of HIV-1 transmission and in designing

. . 98
effective vaccines ~.

Following primary infection, disease in some individuals progresses rapidly, while
others, albeit rarely, remain healthy with low plasma viral loads, high CD4 counts, strong
virus-specific CTL responses and/or high neutralizing antibody activity for many years.

Some studies in infants have demonstrated a positive association between viral diversity

344, 345

in C2V5, CD4 cell decline and disease progression , whereas others have showed

that a higher level of diversity was associated with strong immune pressure and slower

328, 332, 346-349

disease progression . The conflicting data could be explained, in part, by the

various factors contributing to viral diversity such as the mode of transmission, the
quality of the immune response, the use of anti-retroviral therapy, random mutations,

recombination events or viral fitness >>°>*,
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Following acute HIV infection, the effect of treatment on viral diversity is not well
documented. Early antiretroviral treatment, by limiting viral replication, could attenuate
viral diversity which could, in turn, protect from CTL escape and from chronic activation
and exhaustion of the immune system. On the other hand, a low antigenic diversity could
prevent the initiation of a broad immune response in a context of a more preserved

immune system.

Env is the most variable HIV-1 gene and the C2VS5 region is particularly variable in
sequence and length *>. This region is also highly glycosylated and sequence evolution

246,356 In the context of a

in this region can affect sensitivity to neutralizing antibodies
very homogenous viral population such as HIV-1 primary infection, studying the env
gene may be useful to highlight the effect of a therapeutic intervention on viral evolution.
Therefore, we investigated the effect of antiviral therapy on sequence diversity in the env

gene in 18 patients recently infected with HIV-1. We also evaluated changes in

V3/V4/V5 lengths and potential N-linked glycosylation (PNG) sites.

Methods

Study population

Eighteen subjects were selected from a prospective cohort of individuals participating in

35 .
1 ¥7 and were recruited from several

the Primary HIV-1 infection Cohort in Montrea
clinical sites and were followed for one year. Patients were enrolled in the Cohort

according to acute infection criteria which consist of a negative HIV enzyme

[Type text]



Page 73

immunoassay serology (EIA) with positive p24 antigen or a positive EIA with
indeterminate Western Blot and positive p24 antigen. In order to confirm acute infection,

sera were tested with a detuned EIA (Abbott) **.

Nine subjects did not received
antiretroviral therapy during the study. Eight patients initiated treatment in the first
month following HIV-1 infection diagnostic (range from 1 day to 25 days) and one
patient initiated two months post diagnostic (57 days). One patient had started treatment
one week prior to the first visit. Nine subjects deferred initiation of antiretroviral therapy
during the study. The decision to initiate ART or not was made by physician and the
patient, based on clinical judgment and patient preference. Plasma HIV-1 RNA
quantification was obtained by assay from Chiron 3.0 which has a lower limit of
detection of 50 copies per ml. HIV-1 primary infection was first assessed by clinical and
epidemiological history. Viral sequences were obtained from proviral DNA from
peripheral blood mononuclear cells (PBMC), from plasma RNA and from replication-

competent viruses recovered from an ultrasentive PBMC culture described elsewhere **.

PCR amplification of the env gene

Viral RNA was extracted fom all positives wells and from plasma using QIAamp Viral
Mini Spin Kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada), according to the manufacturer’s
instructions and reverse transcribed using SSIII/RT enzyme (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA. PCR was performed with primers E90 and E110 covering the C2V5 region.
Amplification conditions were: 94°C for 5 minutes followed by 35 cycles at 94°C for 30

sec, 55°C for 30 sec and 68°C for Iminute and 30 sec, and a final extension at 68°C
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during 10 minutes was performed. Proviral DNA was extracted from PBMC and DNA
was serially diluted and amplified by PCR as described earlier without the RT step. All
positive results from RNA isolation and the lowest positive PCR reaction from DNA
sample were sequenced at Génome Québec sequencing facilities on an 3730x] DNA
Analyzer systems from Applied Biosystems (McGill University and Genome Quebec

Innovation Centre, Montreal, Quebec, Canada).

Phylogenetic analysis:

Sequences were aligned using Clustal W version 1.83 (Thompson, 1994) followed by
manual alignment editing using BioEdit version 7.0.4.1. Pairwise alignment parameters
were set to the dynamic "slow-accurate" programming, using 10 as the gap opening
penalty and 0.1 as the gap extension penalty. Multiple alignment parameters included a
gap extension penalty equal to 0.2. Pairwise nucleotide distance within each patient were
estimated with Kimura two-parameter model using a 2.0 transition/transversion ratio as

implemented in the Mega 3.1 software with a 1000 bootstrap value.

Statistical analysis

We used the non-parametric Mann-Whitney method to compare the virus sequence
evolution within all patients at baseline at year 1 and at each time point within untreated
and treated groups. We then compared the diversity for each group at each time point

with the Wilcoxon test. Pearson's khi-two and/or correlation coefficient test were used to

[Type text]
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test the relation between variables. All analysis were done using SPSS version 15 with a

lower significant limit of 5%.

Results

Patient characteristics

Eighteen patients from the Montreal Primary HIV-1 Infection Cohort were selected and
followed for one year; 8 patients initiated treatment within one month of enrolment, one
patient started treatment after 2 month and 9 did not initiate treatment during the study
period. As illustrated in Table 1, there were no significant differences between the two
groups according to mode of acquisition, gender, median CD4 cell count (400 vs 650
cells/mm’ in the treated vs untreated group p=0.09) and median viral load (81,283

copies/ml versus 46,773 copies/ml respectively p=0.436) at baseline.

CD4 cell recovery

At one year of follow-up, the CD4 cell counts increased in the treated group (from a
median CD4 of 400 to 580 cells/mm® p=0.021) while it decreased or remained stable in
the untreated group (median CD4 of 650 cells/mm’ to 520 cells/mm’® p=0.141). The
difference between the groups was significant, -130 for the untreated group compared to

+180 cells/mm’ for the treated patients (p=0.004).
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Viral Quantification

Using an ultrasensitive culture technique, virus was recovered from all patients at
baseline and at follow up visit one year later. We observed a decline in IUPM in 8/9
treated patients and in 3/9 untreated patients (p=0.016). At the start of the study, there
was no significant difference in the number of infectious units for both groups median
IUPM (p= 0.436). We observed a significant difference in the variation of IUPM
between the two groups, with a decline in the treated group of -5.42 IUPM and an
increase of +0.87 IUPM in the untreated group (p=0.001). IUPM decline was not

correlated with viral load at baseline (p=0.830).

Sequence diversity

All HIV isolates were subtype B. Highly specific clustering of autologous sequences
from patients excluded possible cross-contamination among subjects or with laboratory
strains, although three transmission pairs were identified by clinicians and confirmed by

close similarities of C2V5 sequences and bootstrap values (>98%) (Data not shown) 360,

Evolution of HIV-1 envelope C2VS5 is limited in the year following acute infection

We measured intra-patient sequence diversity for all patients at the time closest to
infection, and before treatment initiation except for one patient that initiated treatment 5

days before enrolment in the study. The median diversity at baseline was 0.19% and was

[Type text]
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not statistically different between patients who initiated treatment compared to the
patients who remained untreated (0.09% versus 0.23% p=0.93, Table 2). There was no
correlation between viral diversity and CD4 count (p=0.64), viral load (p=0.704) or

[UPM (p=0.830).

During the first year of infection, sequence diversity increased +0.06% in the treated
group (p = 0.678) and +0.15% for the untreated group (p=0.028). The difference

between the two groups was not statistically significant (p=0.297).

Characterization of V3

Clonal analysis of the V3 loop revealed that all subjects harboured viruses with a single
V3 loop length, most of them (15 patients) consisting of 35 amino acids, while 3 patients
had 34 amino acid V3 loops, missing the aa 23T. Two of these three subjects were in a
transmission pair. Viral populations were extremely homogenous in V3 at baseline for
both groups and increased in both group during our study to reach 0.20 for the treated
patients and 0.76 for the untreated group. We observed an increase in sequence diversity
in V3 for both the treated group (+0.20% p= 0.674), and the untreated group (+ 0.75% p=

0.327); however the difference between the two groups was not significant. p=0.67).
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Characterization of V4

Sequence patterns for V4 were more complex than for V3. The lengths of V4 loops
ranged from 28 to 38 amino acids, and 4 subjects had viral populations harbouring 2
different loop lengths while one subject had 3. Viral diversity for the entire population
was 0.08% at baseline and was not significantly different between the two groups
(p=0.436). It increased to 0.49% after one year. However, in the group initiating
treatment, diversity was 0.35% at baseline and decreased during the course of infection to
reach 0.26% one year later (p = 0.735). In the untreated group, diversity increased from
0.0 to 0.73% (p=0.046). Although there was a greater increase in viral evolution for the
untreated group, the differences in rate of sequence evolution did not reach statistical
significance between the two groups (-0.09% for the treated group and +0.73% for the

untreated group, p=0.094).

Characterization of V5

All patients except one had clones with a unique V5 length. V5 lengths ranged between
11 to 16 amino acids. Baseline diversity was extremely low for the entire population
(p=0.73). It increased for both group and was 0.45 for the treated patients, and 0.77 for
the untreated group after one year (p=1). For the entire population, viral diversity in V5
did not significantly increase during the first year of infection (+0.56% p=0.340). In the
treated group, diversity increased from 0.0% to 0.45% (p=1.0) while viral diversity

significantly increased from 0.00% to 0.77% in the untreated group (p=0.046). The
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difference was not statistically different between the two groups. (+0.45 for the treated

group and +0.77 for the untreated patients p=0.34)

Potiential N-glycosylation sites

We looked at changes in the PNG sites during the first year of infection. There was an
increase in the number of sites in most subjects. There was no change in the number of
glycosylation sites in the treated group with a median of 11.0 at visit one and of 12.0 a
year later (p=0.66). In the untreated group, the average sylation site increased non-

significantly from 11.4 to 11.90 (p=0.51).
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Discussion

HIV-1 diversification has been associated with an attempt of the virus to escape control
by the immune system. However, other studies have linked high level of sequence

diversity with slower disease progression and better immune responses > >*03%,

In this study we evaluated the effects of early antiretroviral therapy initiated during acute
HIV-1 infection on viral suppression and evolution, exploring the hypothesis that
suppression of viral replication will limit viral diversification and its potential to escape
the immune system. Our results suggest that early treatment does play a role in viral

reservoir decay and may limit or slow viral diversification.

As expected, antiretroviral therapy led to a rapid decline in viral load and recovery in
CD4 cell counts. Using an ultrasensitive culture method, we were able to recover
replication-competent virus in all subjects at baseline and in 7/9 treated patient with
undetectable viral load at one year. The level of PBMC IUPM was significantly lower in

the treated group. We did not observe a decline in [UPM in untreated patients.

After one year of suppressive therapy, replication-competent viruses isolated from PBMC
represent predominantly virus from latent reservoirs. Most studies showing the stability
of viral reservoirs over time have been performed in chronically infected individuals.
Our subjects started antiretroviral therapy 4 weeks after infection except for one patient
that started treatment 8 weeks after infection. Therefore, early treatment may have

helped limit the replenishment of these reservoirs.
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In order to study viral evolution, we chose to study the env gene. HIV-1 env gene
encodes the surface glycoproteins gpl20 and gp41 and exhibits a higher degree of
evolution of HIV-1 genes (approximatively 1% per year), particularly in the

250, 330, 331

hypervariable regions of gp120 C2V5 . These domains are highly N- and O-

glycosylated, and glycosylation changes have been associated with escape from

255

neutralizing antibodies Also, mutations in env have been shown to affect T

lymphocyte cytotoxic epitopes 2> .

We examined the viral diversity of the C2V5 region and of V3, V4 and V5 individually
during the first year post infection in treated and untreated subjects. Viral diversity was
low overall . At the end of study, there was a trend towards higher diversity in the
untreated group for C2VS5 (+0.09%), V3 (+0.56%), V4 (+0.82%) and V5 (+0.32%)
compared to the treated group, although this was not statistically significant. C2V5
diversity did not correlate with viral load, which was consistent with a previous study **°,
although another study has shown a correlation with subtype CRF02_AG infection **.
There was no link between CD4 count and viral diversity, either at baseline or one year

post infection, in contrast to a study by Delwart et al. that showed reduced diversity in

patients with rapid CD4 decline ***.

Our results suggest that treatment may play a role in limiting C2V5 sequence diversity by
either diminishing the level of viral replication, thus decreasing the virus’s reverse

transcriptase opportunity to generate new variants, and/or by diminishing viral antigen
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exposure to the immune system, limiting pressure on the virus to generate better adapted

quasispecies.

Several studies have shown that hypervariables loops V3, V4 and V5 accumulate
mutations at glycosylation sites and that the number of PNG sites may vary during the
course of infection. This was not the case for most of our patients during the first year of
infection. V3 lengths were relatively stable during the first year and we did not observe

any marked increased of the net charge of the V3 loop **>%

. However, viral diversity in
V3 did increase during the first year. The observed sequence variability was similar for

both groups. V4 and V5 loop diversity increased significantly in the untreated group,

while V4 tended to decrease and V5 showed a slight increase in the treated group.

The accumulation of glycosylation sites are known to affect profoundly the susceptibility
to neutralizing antibodies. Many studies have showed the increase of glycosylation sites

c . . 255,356, 366
with time after infection =°>> 77> °™°.

Although we observe an increase in PNG sites for
both groups, our results did not reach statistical significance. Nevertheless, different

pattern of PNG were observed and could affect neutralization sensitivity.

Characterizing viral diversity during early infection is important in order to identify
strains that are more likely to establish infection. Conserved epitopes within these
ancestral strains could be targeted by vaccines in order to elicit strong cellular or humoral
immune responses against viruses with the highest potential to initiate infection. Our

study has shown that viral diversity is low during the first year of infection in treated and
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untreated patients, confirming that very few viral variants are transmitted to a new host,
and infection will be established from these initial variants. Furthermore, we did observe
a trend toward lower sequence diversity in C2V5, V3, V4 and V5 loop in the treated
patient group suggesting that early treatment may be limit viral evolution. Low viral
diversity could be more amenable to viral control with immunotherapeutic strategies. In
our study, early treatment during acute infection was associated with a decrease in the
size of viral reservoirs and a trend towards lower diversification. These results support
further studies of early treatment during acute infection to evaluate whether clinical

benefits can be derived from such a strategy.
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Table 1. Characteristics of subjects

Treated (n =9)

Page 85

Untreated (n=9)

Gender
Male
Female
Mode of transmission
MSM
Hetero
IVDU
Work related
Race/Ethnicity
White non-Hispanic
African American
Hispanic
Age
Symptoms at onset
Yes
Non
Time post infection
Between 3 and 6 months
More than 6 months

CD4 count at baseline

7 (78%)
2 (22%)

7 (78%)
1 (11%)
0 (0%)
1 (11%)

6 (67%)
1(11)
2 (22%)
36.00 + 8.03

7 (78%)
1 (22%)

5 (56%)
4 (44%)
400* (90-860)

8 (89%)
1 (11%)

6 (67%)
2 (22%)
1 (11%)
0 (0%)

9 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
43.1147.77

7 (78%)
2 (22%)

8 (89%)
1 (11%)
650* (470-942)

VL at baseline 81283 (3981->1 000 000) 46773 (575->1 000 000)
MSM: Men having sex with men
IDVU: Intravenous drug user

*.

Median value
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Table 2. Median value for treated and untreated patients and of entire population for
C2V5, V3, V4 and V5

Diversity

Baseline

Variation

Baseline

Variation

Baseline

Variation

Baseline

Variation

*Non parametric Wilcoxon test
**Non parametric Mann-Whitney test
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IUMP decline in treated and untreated patients
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Figure 1: Decline in infectious units per millions of PBMC (IUPM) in treated and

untreated patient during the first year post infection.
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Figure 2: Average sequence diversity evolution (%) for all patients for hypervariables

loops V3, V4, V5 and C2VS5 at time closet to infection (V1) and after one year follow-up

(V10)
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2.2 Etude de la résistance chez les sous-types non-B

Nous avons effectué deux études en Afrique de ’Ouest. D’abord, nous avons évalué la résistance
primaire au sein d’une cohorte de 101 sujets VIH+ non traités au Mali. Par la suite, nous avons
évalué D’efficacité des traitements antirétroviraux chez 801 sujets HIV+ du Mali et du Burkina
Faso. Suite a Dlinitiation du traitement, nous avons évalué la prévalence de mutations de
résistance chez les patients en échec thérapeutique et comparé les voies moléculaires de la
résistance. Notre étude nous a également permis d’obtenir un portrait de la diversité virale ainsi

que leur lien phylogénétique.

L’article: High level of primary resistance in a cohort of treatment naive individual in Mali a été
soumis a: HIV Medecine Juin 2009

Annie Chamberland, en collaboration avec Alpha Haidara, a effectué¢ les extractions d’ARN et
I’amplification par PCR ainsi que la réaction de séquencage puis elle a procédé a I’édition et
I’alignement des séquences et a l’analyse des mutations de résistance et aux analyses
phylogénétiques. Elle a également participé a la rédaction de 1’article ainsi qu’aux révisions du

manuscrit.
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Le second article intitulé : Characterization of drug resistance in antiretroviral treated patients
infected with HIV-1 CRF02 AG and AGK subtypes in Mali and Burkina Faso a été publié¢ dans
la revue Antiviral therapy, 2008;13:141-148. L’¢étudiante a participé a part égale avec Mohamed
Sylla a toutes les expériences de biologie moléculaire, a 1’analyse des séquences puis a la
détermination des mutations de résistance ainsi qu’a la construction des arbres phylogénétiques.

De plus, elle a participé a la rédaction du manuscrit ainsi que pris part aux révisions.
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Background: As access to antiretroviral drugs increases in developing countries, it will be
important to monitor the emergence of resistance and define the molecular pathways

involved to identify optimal therapeutic regimens.

Methods: We performed genotypic resistance testing on plasma obtained from 101 HIV-
infected treatment-naive individuals from Mali. Genotyping was carried out using the

Virco protocols and mutations identified using the HXB2 reference sequence.

Results: CRF02 AG was the most common subtype representing 71.29% of the total
isolates.  Other subtypes were: B, C, G, CRF06 CPX, CRF09 CPX, CRF01 AE,
A2/CRF16_A2D, Al and CRF13_CPX. 28.70% of isolates harbored resistance mutations.
The most frequent NRTI-resistance mutations were T215Y/A, NNRTI were K103N/T and
PI, L10I/V. The minor PI resistance mutation L10I/V was present in 18.81% of subjects
and may represent a polymorphism. Phylogenetic analysis revealed that these isolates were
not genetically linked. Even excluding the L10I/V mutation, the rate of primary resistance

was still 9.90%.

Conclusion: Resistance mutations were seen in 28.70% of subjects, which is higher than
what has been previously described in Mali. Even excluding L10I/V mutations, primary
resistance was still 9.90%. Our study reflects the need to monitor the evolution of

resistance on a regular basis and follow the trends of transmitted resistance.

Keywords: HIV subtypes, Mutations, Primary resistance
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Introduction

The initiation of highly active antiretroviral therapy (HAART) in developing countries
where HIV-1 non-B subtypes circulate has been associated with good clinical outcomes
when combined with appropriate clinical follow-up'. However, as HAART is scaled up, it
is essential to monitor the emergence of primary resistance, as this may impact success of
an already limited choice in first-line therapies in resource-limited settings®. Furthermore,
studies have shown that polymorphisms in non-B subtype genomes can lead to different
pathways to drug resistance than those studied in subtype B HIV-1**°. We have studied
the rate of primary resistance in Mali, a resource-limited country in West Africa. With a
population of 11 million inhabitants, Mali has an HIV prevalence rate estimated at 1.3%
representing 146,000 persons infected with HIV®. The first antiretroviral drugs have been
available in 1997, followed by roll-out of HAART through a National Treatment Program
in 2004 with stavudine, lamivudine and nevirapine recommended as first line treatment’. A
study in 2006 estimated that the overall prevalence of primary resistance in Mali was
11.5%’. In the context of the scale-up of HAART, we therefore decided to evaluate the

evolution of primary resistance in this country.
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Methods

Study Population

101 antiretroviral naive HIV-infected individuals from Mali were prospectively enrolled in
this study. Individuals were recruited from three different sites in Bamako: Centre
d’Ecoute de Soins, d’Animation et de Conseil (CESAC), the Hopital du Point G (HPG) and
the Hopital Gabriel Toure (HGT). Plasma samples were collected before the initiation of
HAART. Samples were stored at -80 degrees until sent on dry ice for genotyping at the
retrovirology laboratory at the Centre Hospitalier de 1’Université de Montréal, Montréal,
Canada. This study was approved by the ethics committees of Mali and CHUM research

centre.

Viral extraction, PCR and sequencing

Viral RNA was extracted using viral QIAamp spin Mini Kit QIAGEN and according to the
protocol provided by Virco. It was then amplified using super script III HIFI with primers
(S'out and 3'RT provided by Virco) covering the protease reverse-transcriptase (RT-PR)
genes. For the nested PCR, we used the HF expand as PCR enzyme and primers (5'IN and
3'IN provided by Virco). Amplification conditions were as follows: first amplification
(one step RT-HIFI): pre - PCR 53°C/30min for reverse transcription and 94°C/2min for
denaturing followed by 40 cycles (92°C/15sec, 55°C/30sec, 68°C/2min30sec) and then a

final extension of 7min to 68°C. For the nested PCR, the conditions were: pre-PCR
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94°C/2min for denaturing followed by 30 cycles (94°C/15sec, 60°C/30sec and 72°C/2min)
and then a final extension of 7min to 72°C. It should be noted that, from the 11st cycle, the
time elongation increased by 5 seconds for each cycle. All samples underwent two PCR
followed by a purification step of the nested product. The presence of amplicons was then
confirmed by separation on 1% agarose gel. The purification was done using QIAprep spin
Miniprep Kit 50 of QIAGEN. Sequencing was performed at Genome Quebec (McGill
University and Genome Quebec Innovation Centre, Montreal, Quebec, Canada) using eight

primers (provided by Virco) covering the PR-RT genes.

Analysis of data

The sequences were analyzed using Sequencer 4.5 Gene code software corporations, Ann
Arbor, MI. Analyses of drug resistance mutations and subtypes were done using the Virco
algorithm (Virconet). Sequences were also analyzed using the Stanford university HIV
drug resistance database

(http://hivdb6.stanford.edu/asi/deployed/hiv central.pl?program=hivdb&action=showSequ

enceForm).

Phyvlogenetic analysis

The sequences were aligned with references representing all subtypes and FIU using
CLUSTAL W version 1.83 (Thompson, 1994), followed by manual alignment using

BioEdit edition version 7.0.4.1. Sub-types references were selected from the Los Alamos
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National Library database for HIV-1 (http://www.hiv.lanl.gov/). The phylogenetic tree was
constructed with MEGA software version 4.1, using the Kimura two parameter model
(neighbor joining method) and bootstrap value of 500 replicates. The sequences that were

included were the consensus sequence for the M group and study sequences (n =101).

Statistical study

Statistical analyses were performed using the software Statistical Analysis System (SAS)

version 9.1.
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Results

Study Population

Among the 101 subjects included in this study, 42 were enrolled at CESAC, at HPG and 16
patients at HGT. Clinical data was lacking for one subject. Among the remaining 100
subjects, 76 were women and 24 men. The mean age was 35.41 years and the median CD4

cell count was 135 cells/mm’ (1-585 cells/mm’) (Tablel).

All our samples could be amplified and sequenced. CRF02_ AG subtype was identified in
72 of the 101 samples (71.29%). The distribution of other subtypes was as follows: 8
CRFO06_cpx (7.92%), 6 B (5.94%), 4 C (3.96%), 3 G (2.97%), 2 CRF09_cpx (1.98%), 2
CRFO01_AE (1.98%), 2 A1 (1.98%), 1 CRF13_cpx (0.99%) and 1 A2/CRF16-A2D (0.99%)

(Fig. 1).

Resistance Mutations

Table 2 summarizes all drug-resistance mutations observed in this study. Out of 101
patients, 29 (28.70%) harbored drug resistance mutations. Among these patients, 5 had
NRTI mutations (4.95%), 6 NNRTI mutations (5.94%) and 20 PI mutations (19.80%).
Two patients had resistance mutations to more than one drug class. The T215A/Y was the
most frequently observed NRTI mutation followed by M41L, D67N, M184V, L210W, and
K219E (Fig. 2A). K103N was the most frequent NNRTI mutation followed by V179E,

V108I and Y181C (Fig. 2B). L10I/V was the most frequent PI mutation, observed in
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18.81% of patients (Fig. 2C). Phylogenetic analysis showed no epidemiological link
between subjects with these mutations (data not shown). Excluding the L10I/V mutation
which role is not clear in non-B subtypes, the prevalence of primary resistance was still

9.90%.

Several other minor mutations or polymorphisms were observed at high frequencies such as

K201 (found in 90% of patients), M361 (94%), H69K (93%) and 93% for L8IM.
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Dicussion

We evaluated primary antiretroviral drug resistance in Bamako, Mali from samples
collected between July 2007 and October 2008. Subtype analysis showed a high frequency
of the recombinant form CRF02_ AG at a rate of 71.29% (Fig. 1). Our results are consistent
with a recent study conducted in Mali, which showed a rate of 72%’. In 2005, the
frequency of this recombinant form was 75% in 2005 and 88% in 2002°. There seems to be
a decline in the frequency of CRF02 AG over time. This could be due to the emergence of
new recombinants forms such as CRF13 cpx and A2/CRF16-A2D which had not been
described in Mali prior to this study. These new recombinant forms may reflect the
diversification of the HIV-1 epidemic in this country, due to both migration from
neighboring countries and recombination events within the local population. This
increasing diversity could lead to the emergence of new resistance pathways that could

affect first-line therapy in the future.

Several studies have suggested that non-B isolates show a different pattern of resistance

mutations than subtype B * '°.

Reports have shown that the mutation V106M confers
resistance to non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs) in subtype C HIV',
and is preferentially selected in vivo'> and that the D30N mutation is not preferentially
selected by HIV-1 subtype C in the development of resistance to nelfinavir'>. We have
previously shown that subtype K reverse transcriptase may preferentially select for the

thymidine analog mutations 2 (TAM-2) pathways in the presence of nucleoside reverse

transcriptase inhibitors'*. Differences in how resistance evolves between different subtypes
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may mean that some second-line regimens will be less effective than previously thought.
Moreover, treatment of patients with primary resistance will be compromised from the
outset, potentially leading to onward transmission of drug resistant HIV. Use of
compromised treatment regimens may not result in the expected prevention benefits; that is,

decreased HIV transmission.

WHO currently recommends first-line therapy with two NRTIs and one NNRTI, a
combination with good efficacy, tolerability and simplicity, low cost, and good adherence
to treatment'”. The first-line regimens in Mali are based on this recommendation. ARVs
have been made available in Mali since 1997, and are free since 2004. The recommended
first-line regimen is a fixed-dose combination stavudine / lamivudine / nevirapine, currently
prescribed free of charge for the majority of patients. The alternative first-line regimens are
zidovudine / lamivudine / efavirenz or zidovudine / lamivudine / nevirapine. The
recommended second-line regimen is abacavir /didanosine /indinavir, and the alternative

drugs are tenofovir and lopinavir’ or the use of indinavir/ritonavir.

The availability of ARVs has brought great hope for HIV- infected individuals in resource-
limited countries. The emergence and transmission of resistant virus could compromise the
effectiveness of specific treatments in areas where the therapeutic options are limited'®.
There were limited data on primary ARV drug resistance before 2000 in these countries'’.
Preliminary data suggest that resistance may be emerging in countries currently scaling up
access to antiretroviral therapy'®. Africa is no exception to the rule. Reports from Uganda,

Rwanda, Mozambique and Zambia have indicated a low prevalence of primary drug-
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resistance mutations among treatment-naive individuals'’. A recent study shows a rate of
primary resistance of 0% in Nigeria®. The prevalence of primary resistance is estimated at
4.2% in one province of South Africa in 2002-2004*' and 4.3% in Congo®*. Recently, a
study in Tanzania showed that primary resistance to NRTIs and NNRTIs was detected
among 3% and 4% of treatment-naive patients, respectively'”. In West Africa, primary
resistance prevalence is estimated at 5.6% in Cote d'Ivoire™, and 8.3% in Burkina Faso™.
These data support WHO’s recommendation for surveillance of ARV resistance in

developing countries like Mali.

In our study, we found a 28.70% prevalence of resistance mutations. This rate is very high
compared to previous studies conducted in Mali, which reported 3% in 2005 and 11.5% in
2006 including L10I/V mutations. Even if we exclude L10I/V, the prevalence of primary
resistance would still be 9.90%. Moreover, another study conducted in Mali showed that
the primary resistance was 0% in 2002°. This progression could reflect growing use of
ARVs in this country as well as in neighbouring countries that have strong migratory ties to
Mali. In developed countries, the prevalence of primary resistance at seroconversion range

between 10 and 20%>°.

NRTI resistance associated mutations (M41L, D67N, M184V, L210W, T215A/Y and
K219E) were present in four patients. They were mostly thymidine-associated mutations
(TAM) except for one patient who harbored the M184V which confers resistance to
lamivudine. One patient harboured three NRTI resistance mutations (M41L, M184V and

T215Y) and two NNRTI mutations (K103N and V179E). This is the first reported case of



108

multi-drug resistant viral transmission in Mali. The mutations NNRTI (K103N, V108I,
VI179E and Y181C) were observed in six patients. Three of them had a K103N mutation
and the other two had mutations V108I, V179E and Y181C. These mutations confer cross-
resistance to most NNRTI. The patterns of mutations observed in our study are compatible
with widespread use of triomune which contains nevirapine, stavudine and lamivudine, and

the use of efavirenz and zidovudine as first line therapy in Mali.

In contrast, the use of protease inhibitors is very limited in Mali, and this is reflected in our
data. Two Pl-resistance mutations were identified: L33F was observed in one patient and
L10I/V was observed in 19 subjects. It is unclear whether L33F and L10I/V represents
resistance mutations or simply polymorphisms. LI10I/V is associated with low-level
resistance to most PIs except darunavir. Several studies have associated this mutation to
the loss of virologic response to nelfinavir®®, saquinavir27, fosamprenavirzg, lopinavirzg,
indinavir30, atazanavir'! and ipranavir3 2, Moreover, the L10I/V mutation was observed at
higher frequency (18.81%) than in Burkina Faso (11.72%) 33 which forms the border with
Mali. In order to assess whether there could be a founder effect, we performed a
phylogenetic analysis which revealed no link between patients harbouring drug-resistance
mutations (Fig. 3). The L33F mutation has also been recently reported by Derache and al.”
in Mali. This mutation is associated with low-level resistance to most PIs including

35,36

. . 34 . 35 . . 37 . . .
lopinavir™, nelfinavir’” to atazanavir and darunavir’’. Since Pls are not widely used in

Mali these mutations are more likely to be polymorphisms.
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We found several of RT and PR polymorphisms (Table 2). These polymorphisms,
although not associated with a significant decrease in susceptibility to ARVs, may
nonetheless contribute to an increase in resistance in the presence of accumulating major

mutations under selective pressure by suboptimal treatments’®.

We observed several mutations in the C-terminal domain of the reverse transcriptase
(amino acids 293-560): A371V (63.37%), G335D (76.24%) and E399D (10.89%). Recent
studies have shown that these mutations are associated with the emergence of resistance to
NRTI and NNRTI drugs. Brehm and al. showed that mutations A371V and Q509L, in
association with TAMs, lead to a significant increase in resistance to zidovudine and cross-
resistance to lamivudine and abacavir, but not to stavudine or didanosine®. G335D if
associated with TAMs also causes a surge of resistance to zidovudine®. E399D has also
been associated with resistance to zidovudine and NNRTI*!. The high prevalence of these
mutations observed in our study raises the question of the role of these polymorphisms in
non-B subtypes and whether they could contribute to increasing resistance to first-line

therapies.

In our study, the overall prevalence of primary resistance in Mali was 28.70%. This
increase in the rate of primary drug resistance in Mali is worrisome in the context of the
limited treatment options for first line therapy. It is therefore necessary to regularly
monitor the development of primary resistance in Mali, and in other resource-limited

countries to better inform our treatment strategies.
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Characteristics Patients
Number 101
Women 76%

Men 24%
Age* 35.41 (years)
VL* 400,000 copies/ml
CD4* 135 cells/mm’
CD4<200 67%
200-350 21%
>350 12%

VL: Viral load
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Figure 1: Frequency of subtype for 101 subjects.
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Table 2: List of 29 patients with at least one resistance mutations to one of 3 drug class

(NRTI, NNRTT or PI), - indicates no mutation

Isolates Clades NRTI mutations NNR.TI PI mutations
mutations

GT2005 G M41L, T215Y, 184V K103N B
GT2013 CRF02_AG B K103N B
GT2021 CRF02_AG 3 3 L101
GT2027 CRF02_AG 3 V108I 3
GT2030 CRF09 CPX 3 3 L101
GT2034 CRF02_AG B 3 L10V
GT2044 C K219E j j
GT2045 CRF06_CPX L210W, T215A B L10I
CE3001 CRF02_AG B B L101
CE3002 CRF01_AE B B L10V
CE3003 CRF02_AG 3 3 L101
CE3006 CRF02_AG B 3 L10V
CE3012 CRF02_AG D67N, K219E B B
CE3013 CRF02_AG B 3 L10V
CE3015 Al _ B L10I
CE3017 CRF02 AG B B L10V
CE3020 CRF02_AG B K103T B
CE3033 CRF06 CPX } } L10I
CE3037 CRFO1_AE } } L33F
CE3049 CRF09 CPX j j L101
CE3053 CRF02_AG B 3 L10V
PG1002 CRF02_AG B 3 L10V
PG1003 CRF02_AG B B L10V
PG1008 CRF02 AG T215/A B B
PG1011 CRF02_AG B B L10V
PG1012 CRF02_AG B Y181C B
PG1013 CRF02_AG 3 V179E 3
PG1019 CRF02_AG B 3 L10V
PG1021 CRF02_AG L101
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Figure 2: A) Number of mutation s (NRTIs) according subtypes B) frequency of mutations
(NNRTI) according to the subtypes and C) frequency of mutations (PI) according to the

subtypes. The results are presented at percentage.
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Background: In a multicentred cohort of patients on antiretroviral therapy (ART) in
Burkina Faso and Mali, we analysed the prevalence of HIV drug resistance mutations in

patients failing a modified directly observed therapy (mDOT) protocol.

Methods: Patients on ART >6 months and with viral load (VL) >500 copies/ml were
enrolled in a mDOT protocol. Genotypic resistance testing was performed on pre- and

post-mDOT plasma samples of patients who still had VL >500 copies/ml after mDOT.

Results: Eight hundred and one patients from seven sites participated in the study. One
hundred and thirteen patients (14.1%) had VL >500 copies/ml. Most patients were treated
with lamivudine along with zidovudine or stavudine and efavirenz or nevirapine.
Genotypes were available for 46 patients. The predominant HIV-1 subtypes were
CRF02_AG in 26 (56.5%) and AGK/K/AK in 12 (26.1%) patients. The prevalence of drug
resistance mutations by class were as follows for nucleoside reverse transcriptase
inhibitors: 1841/V (82.6%), 215Y/F (32.6%), 219E/Q (19.6%), 70R (19.6%), 67N (21.7%),
41L (15.2%) and 151M (2.2%). For non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors the
prevalence was: 103N (50%) and 181C/I (19.6%). Phylogenetic analysis showed that,
although the genetic distances were small among isolates, there was no clustering of a
particular subtype in a specific region and that the high prevalence of AGK subtype in our

drug-resistant population was not due to a circulating resistant strain.

Conclusion: Although CRF02 AG is the dominant clade in the Burkina Faso/Mali region,

isolates with subtype K reverse transcriptase were frequent in our cohort. Drug resistance



124

mutation pathways in subtype K reverse transcriptase need to be further evaluated in a

larger cohort of non-B HIV-infected individuals.
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Introduction

A rapidly growing number of HIV-infected individuals in developing countries now have
access to antiretroviral therapy (ART). The World Health Organization estimated that, as of
March 2006, 1.3 million people were receiving ART in Africa in middle- and low income
countries, a figure that more than tripled over the past 2 years [1]. These numbers are likely
to expand even more rapidly as large interventions such as the US Presidential Emergency
Program for AIDS Relief (PEPFAR), UNAIDS, the Global Fund and other organizations
ramp up operations. As antiretroviral drugs are more widely used in countries where non-B
HIV-1 subtype infections are prevalent, it is important to assess the drug resistance
mutation pathways emerging among various subtypes. Some data suggest that non-B
isolates show a different pattern of resistance mutations than the B subtype [2—5]. Reports
have shown that mutation V106M confers resistance to non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NNRTIs) in subtype C HIV [6, 7]. Furthermore, the D30N
mutation is not preferentially selected by HIV-1 subtype C in the development of resistance
to nelfinavir [8]. Differential evolution of resistance patterns among subtypes has important
implications for clinical management and drug development. Differences in mutational
pathways by different clades could affect our choices of first- and second-line regimens.
They could also shed light on the molecular mechanisms by which HIV acquires and
maintains resistance to antiretroviral agents. However, little data exist on drug resistance
mutation pathways in non-B subtypes. Here, we describe a group of patients in Burkina
Faso and Mali in Western Africa. These patients harboured non-B subtypes with resistance

to antiretrovirals (ARVs), and were studied in the context of an intervention to support
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adherence to treatment. We report the specific subtypes and mutations found as well as

treatment histories for the patients from whom they were derived.

Methods

Study population and design

Eight hundred and one patients from Mali (n=398) and Burkina Faso (n=403) were enrolled
in a study to assess adherence to ART. Viral loads were measured in all 801 patients, who
had received ARVs for >6 months. In 113 patients whose viral load was >500 c/ml, a 1-
month adherence intervention (modified directly observed therapy; mDOT) was proposed;
77/113 patients agreed and completed the intervention. Viral load was measured 1 month
after the intervention. Genotypic analysis of drug resistance mutations was performed

before and within a month following the completion of the adherence intervention.

Viral load

Viral load was measured with COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, version 1.5

(Roche Diagnostics, Branchburg, NJ, USA), according to the manufacturer’s instructions.
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Genotypic analysis

Plasma viral RNA was extracted using QIAamp Viral Mini Spin Kit (Qiagen, Mississauga,
Ontario, Canada) and concentrated three times, according to the manufacturer’s
instructions. ¢cDNA synthesis was performed using SuperScript III One-Step reverse
transcriptase (RT)-PCR System with Platinum Taq Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) with primers covering Gag—Pol domains (Gag-1824F, Tm 65°C and Pol-4295R, Tm
63.5°C) using a 30 min cycle at 50°C. Amplification conditions were as follows: an initial
2 min cycle at 94°C for denaturation, 40 cycles with three steps (15 s at 94°C, 30 s at 58°C
and 5 min at 68°C) and a final extension cycle for 5 min at 68°C. Samples with low viral
load or that were difficult to amplify were submitted to nested PCR with primers (Gag-
1824F and Pol-4002R or Pol-2137F and Pol-4295R) in order to obtain the expected band.
PCR products were separated on a 1% agarose gel to confirm the presence of a 2020 bp
band. They were purified using QIAprep Spin Miniprep Kit 50 (Qiagen). Sequencing was
performed at Génome Québec (McGill University and Genome Quebec Innovation Centre,
Montreal, Quebec, Canada) using six primers covering pol. All nucleotide sequences were
submitted to GenBank and provided with accession numbers (DQ001615-DQ991673,
EF010976, EF010977, EF525643—-EF525650, EF525652-EF525667 and EF588323—

EF588326
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Data analysis

Sequences were analysed using Sequencer 4.5 from Gene Codes Corporation software
(Ann Arbor, MI, USA). Analysis of drug resistance mutations and subtype analysis were
performed using the Stanford University HIV Resistance Database. Results were confirmed
using the Los Alamos HIV blast tool (http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-
db/BASIC BLAST/basic_blast.html; Los Alamos National Laboratory [LANL]). The
comparison of drug mutations according to subtype was analysed using a nonparametric
statistical analysis, using Mann—Whitney test on SPSS 12.0 for Windows. (Chicago, IL,

USA).

Phyvlogenetic analysis

Sequences were aligned using Clustal W version 1.83 [9] followed by manual alignment
editing using BioEdit version 7.0.4.1. Pairwise alignment parameters were set to the
dynamic ‘slow-accurate’ programming, using 10 as the gap-opening penalty and 0.1 as the
gap extension penalty. Multiple alignment parameters included a gap extension penalty
equal to 0.2 [10]. Subtype reference sequences were obtained from LANL HIV sequence
database (http://www.hiv.lanl.gov/). We estimated a maximum likelithood (ML) tree with
our data (AG and AGK) and each available sequence from the LANL HIV database from
the same subtypes and gene region (97 sequences). Phylogenetic analysis was done by first
using PAUP* to estimate a starting NJ tree and then used the swapping algorithm SPR

under an HKY+G+I model of evolution.
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Population substructure

We used two methods to determine whether our study population was distinct from
previously described AG and AGK clades. First, we used a cladistic-based method [11, 12]
to determine if HIV sequences from within our study population had a history of migration
between the local population and AG and AGK strains found elsewhere. We therefore
estimated a maximum likelihood (ML) tree with our data (AG and AGK) and as many
database sequences from the LANL HIV database of the same subtypes and gene region
(97 sequences) using PAUP*(Sinaver Associates Inc. Sunderland, MA, USA). [13]. We
then mapped the number of potential migration events between populations onto the
phylogeny using the software program MacClade [14]. Next, we used a genetic distance-
based method called nearest-neighbour statistic (Snn), which is reported to be one of the
most statistically powerful methods to detect a restriction of gene flow among populations
using genetic distance data [15]. This method enumerates the number of individuals that
are the closest in terms of genetic distance (that is, nearest neighbour [nn]) to each
individual sampled from both putative populations and then simply sums the number of nn
individuals within each populations divided by the total number of nn across all putative
groups arriving at the Snn test statistic. P-values are determined non-parametrically by

randomizing the genetic distance between individuals.
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Results

To be eligible for ART, most patients had to have CD4+ T-cell counts <200 cells/mm3.
Most patients were receiving a NNRTI plus two nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTTI), with stavudine, lamivudine and nevirapine being the most commonly used drugs.
Of the 801 patients enrolled on therapy, viral load was measured in 798 patients. After 6
months of therapy, 598 patients (74.9%) had plasma HIV-1 RNA <50 copies/ml.
Adherence intervention, including counselling and home visits, was performed in 77/113
patients with viral load >500 copies/ml at that time. Genotyping was attempted in these 77
patients before and after this intervention. Thirteen more patients achieved an undetectable
viral load after this intervention; consequentally, a total of 611 patients had plasma HIV-1
RNA levels <50 copies/ml (76.5%). Resistance testing was successfully performed in
46/113 patients with viral load >500 copies/ml. Some viral sequences could not be
amplified because of the poor quality of the samples. Characteristics of these patients are
summarized in Table 1. In both countries, the predominant form of virus was the circulating
recombinant form CRF02_ AG, accounting for 56.5% of the patients tested, followed by
CRF_AGK in 26.1% of patients. These viruses were composed of AG subtype sequences in
protease and K sequence in RT. One patient’s virus was K subtype over both protease and
RT and another patient’s was AK. Other subtypes represented in single patients were: A, C,
AGG (which differs from our other AGs only in the protease domain with clade G), GH,
BD and B; CRFO1_AE was found in two patients. Some previous reports indicated that
CRF02_AG is common in Western Africa [16—18], whereas subtype K is rare [18]. Most of

our AGK isolates were from Burkina Faso (8/10), which is consistent with recent reports
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describing CRF 06 cpx (a mosaic of A, G, J and K subtypes) and CRF 09 cpx in this
country [19, 20]. There was no known epidemiological link among the patients as assessed
by our demographic questionnaire and our phylogenetic analysis. However, the genetic
distances between all AGK isolates were small. Our subtype K isolate, originating from
Mali, clustered with the only two other subtype K isolates described in the literature (from
Cameroon and Congo) as well as some CRF 09 cpx strains. Isolates from Mali and from

Burkina Faso did not cluster preferentially within a country (Figure 1).

Resistance mutations found in the 46 patients are shown in Figure 2. The most common
NRTI resistance mutation encountered was the 1841/V (82.6% of patients). Thymidine-
associated mutations (TAMs) were detected in 52.1% of patients: 21.7% had mutations
characteristic of the TAM1 pathway (M41L, L210W, T215Y) and 30.4% of the TAM?2
pathway (D67N, K70R, T215F, K219Q/E). Of interest, a greater proportion of mutations
associated with the TAM2 pathway was observed in patients harbouring viruses of the
AGK or K subtypes compared with CRF02_ AG subtypes (41.7% versus 19.2%, P=0.150),
although this trend was not statistically significant perhaps due to the small sample size.
One patient had the Q151M MDR mutation complex. Very little viral evolution

occurred between the time points. Only three patients acquired additional NRTI mutations
between the two time points (Figure 3a). Groups of 16 patients each were on NNRTI
containing regimens, either nevirapine or efavirenz. However, 36 patients had NNRTI
resistance-associated mutations: 31/32 patients on an NNRTI-containing regimen had
NNRTI-associated mutations, and three patients on NRTI-only regimens and two patients

on a PI-containing regimen had NNRTI mutations, possibly due to previous exposure to an
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NNRTI. KI103N was the most common (50%), followed by Y181C (19.6%), P225H
(19.6%), G190A/S (17.4%) and K101E (13%). The K103N mutation was more common in
CRF02_AG infections as opposed to CRF AGK/K infections (69.2 versus 33.3%,
P=0.042). However, more patients with CRF02 AG were on efavirenz-containing
regimens (56% compared with 17% of CRF AGK/K subtypes). K103N mutations were
present in 13/16 (81%) patients on efavirenz-containing regimens (all of them were subtype
AGQG), in contrast to 6/17 (35%) patients on nevirapine-containing regimens (4/5 AG and 2/8
AGK on nevirapine-containing regimens). KI0IE was predominantly identified in CRF
AGK/K subtypes (25% versus 0% in CRFO02AG subtype; Figure 3b). Eleven patients
received a Pl-containing regimen (indinavir). Four of them harboured PI resistance-
associated mutations (G48W, 154V, V82A/T). Several polymorphisms, such as K20I and

M36I and L10V/M/I, were observed.
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Drug resistance evolution

We used two methods to ascertain the probability that the observed drug resistance patterns
in the population we studied was driven by transmitted drug resistant virus or by
independent evolution of the drug-resistant genotypes. To test this hypothesis, we
compared our observed number of drug-sensitive genotypes evolving into drug-resistant
genotypes on the ML tree with the null hypothesis of random independent evolution of
drug resistance. If drug resistance mutations were being transmitted in the population, we
would expect our observation to be significantly outside the null distribution. To obtain the
P-value, we compared the observed number of drug resistance mutations evolving on the
ML tree to our null hypothesis, which is the distribution of same evolutionary measure
across 1,000 independent random trees given the drug resistance mutations we observed.
The second method we used to determine if drug resistance was being transmitted among
the individuals within our local study population was to derive ML estimates of the
ancestral state of each independent cluster of viruses found in our study population. We
found that viruses in our study population are genetically distinct from previously described
strains (Figure 1). First, we found that the ML tree topology supports the notion that our
population is more isolated then we would expect by chance alone (P<0.001). We observed
18 migration events between our AGK and AG variants and similar CRFs found in the
LANL database. We also found that the genetic distance data supported the same
conclusion. The Snn value was 0.64 and the probability of observing a value this small or
smaller under the null of free gene flow is P=0.013. Our cladistic-based method revealed

that the number of times drug resistance evolved in our population appears to be no
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different than random expectation. If the population of infected HIV individuals were
transmitting drug-resistant viruses to each other at appreciable frequencies, we would see
many fewer evolutionary events on the phylogeny. The ancestral state would harbour drug
resistance mutations and all of the descendants from the ancestor would also be drug
resistant, thus requiring few changes on the phylogeny to adapt to this selective force. We
observed 57 changes from drug-sensitive to drug-resistant genotypes in the AG dataset,
which was no different than random expectation (P=0.7). In the AGK dataset, we observed
17 changes from drug-sensitive to drug-resistant genotypes (P=0.058). The marginal
significance for the AGK set was perhaps due to the smaller sample size decreasing the
statistical power. Ancestral states estimated on the ML tree were drug sensitive, further
supporting the notion that antiretroviral drug resistance arrived in this population due to de

novo mutations.

Discussion

This study is the largest to date on viruses encoding subtype K RT and reports some
intriguing findings. First, in our group experiencing virological failure, patients with HIV
AGK subtype were common. The epidemiological significance of this finding is difficult
to ascertain given that the majority of the 801 patients sampled had undetectable viral loads
and, therefore, their subtype could not be determined. The prevalence of CRF_AGK in the
Western African countries of Burkina Faso and Mali has not been extensively studied [16,
18, 21]. According to our phylogenetic analysis, it is unlikely that the high prevalence of

AGK in our drug-resistant patients was due to primary infection with a circulating resistant
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strain. Furthermore, the patterns of drug resistance mutations differed among patients.
Although eight of the nine patients were cared for at the same site, they came from different
neighbourhoods. Furthermore, our phylogenetic analysis illustrates that although the
genetic distances among the isolates are small, there was no clustering of a particular
subtype in a specific region. In our population, subtype K RT isolates tended to evolve
NRTI resistance predominantly through the TAM2 pathway unlike our CRF02_AG strains
and previous observations on subtype B strains [22, 23]. This suggests that there may be
differences in the molecular evolution of resistance in this clade. In subtype B, TAM1s are
more common than TAM2s, possibly because of long-term trends in sequential use of
ARVs, which has resulted in TAMIs evolving over time or possibly due to a fitness
advantage conferred by certain mutations, such as T215Y or L210W, in a TAMI
background [24]. In our cohort of patients, treatment regimens were similar among
subtypes. Furthermore, none of the patients who were on a stavudine regimen developed
any TAMs. Therefore, the differences observed in the predominance of TAM2s could not
be attributed to stavudine. Further evidence supporting the hypothesis that AGK RT may
differ in its molecular evolution toward resistance stems from the finding that NNRTI-
resistant AGK mutants were more likely to have Y181C than K103N, whereas the converse
was true for CRF_AGO02 mutants. However, patients with CRF02_AG had been more
exposed to efavirenz-containing regimens. Six patients did not have any resistance
mutations, although only one of them was reported to be nonadherent. At the second time
point, 20/46 patients harbouring resistance mutations had NNRTI mutation as well as
TAMs and the 184V mutation, which compromised their future therapeutic options. The

other 20 patients had various patterns of mutations: 14 patients had NNRTI and the 184V
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mutations, two only had the 184V mutation, one had NNRTI plus TAM, one had the
Q151M complex and NNRTI mutations, one had 69S plus NNRTI mutations and one only
had NNRTI resistance mutations. This is the first analysis of the molecular evolution of a
group of subtype K RT under ARV selective pressure. Our data suggest that subtype K
viruses may evolve differently from other subtypes after exposure to RT inhibitors. This
may have important consequences on treatment options and second-line regimens as more
drugs become available to individuals in resource-poor settings. These findings indicate

that further molecular studies in AGK viruses are warranted.
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Table 1. Patiznt characteristics

CRRZ_AG CRF_AGESE Cthers Total

Female, o (3%) 11 [44) 10 [40]) 4 (18] 25 (100
KMalk, i &) 12 [53.1] 4 (19.04] Sl23.8] 210100
Subtype distribution, m (W) 26 [BE.5] 12 [ZE1) Bi{17.4) 455 {100
Mean CO4* T-cell count, cells/mm? 161 210 1437 1 &3 (100
Orug regimen, m [Hl*

ZOW + 3TC + HWP E(122) & (41.6) 2(25) 12 (100)
Z00 + aTC + ERV 13 [50) 108.3] 0 14 {100
D4T + 3TC + HWP 0 3 (28] 1{12.E) 4 [100]
04T + 3TC + EFY 20771 1] i) pr [ ]
OO + Z0W + 3TC 1 (3.8 108.3] 1{12E) 3 1100]
OO + D4T + 100 20771 1(8.3 1] b [ ]
OO + Z0V + IOV 0 0 1{12.8) R [u]x]]
04T + 3TC + 1DV 1 (3.8l 11(8.3 1{12.E) b [ ]
Z00 4+ aTC + IOV 20(7.71 1] 1{12.5 3 1100l
0D+ 3TC + 10V a 0 1{12.5) 1 100)

00N, didarcsire; D4T, skavudine; EFY, efadirenz; IDV, indinavir; BVP, nevirapine; 3TC, lamiudine ; 20%, didovudine.
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Figqure 1. Phdogenetic anabysis of 46 wiral sequences
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Figure 2. NRTl and NMRTI resistance mutations identified in 48 isolates
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024G |cio7e1 ] DOSaTE5 152
024G [C10507 [ ] D997 E45/50
024G | A7 DOaT825/40
024G A10a7 EFBISE5354
024G | a1488 EF525655/56
024G | assae B EFE2SE52/585226
024G | AzE1R [ | B e EFE25657/58
024G | B7156 EFB2355
O2AG| ACT EFBa5E43M4
024G | B28s B B EFB25645.46
024G| Acco DOSITEISE
o2as| Aces | DOgSaTETTE
02AG | C48s D091 47/
0ZAG| ADes .. DOSATETSIZ0
02aG| DE04 n B DOaTE53/5
02aG| DE3s DCA915EEFEaET25
02aG| DETY B DOSATETETS
024G | 41177 DOgaTEagee
AGHK | AZgal DOga1E27/28
AGK | DE3D EF50323124
AGEK | DE1D B DOGRTE57/58
AGK | DE4T B D091 EE4ES
AGK | DES2 DO BEEET
AGK | DE15 | | N B D097 ES5/ED
AGK | DE24 DOgaTEs1/E2
AGK |C10484 EFm2E5E)
AGK | B202 EFB25E47448
AGK | DESE B R DOSATETOT
Ak | azean B DOSaTEIS3E
K_|ci094s EFO10S757T
A-4 | DEOT B B DOGaTE5ESE
50 |eroed DOSaT 4182
ccleriz | | EFB25651 452
D1AE | AZEBE EFm2EsE
DTAE | Al424 ] B EF525654 55
a-+ [ciosza [ [} | B EFE25655/67
B-D | m2ao B EFBISE4050
A5G| DEsE B B B D051 E5E/ED

Black bowes comespond to mutations identified at koth time points (before and 20 days after a 1 month-adherence interention; TF), yellow boxes correspond to
miukatiors identified at the second time point anly, and pink boxes comespond to mutations identified at the first time points onby. For three patients, only cne
tirme-point sequence is available. Clades in bold and italic = Mali; nomnal font = Burkinag Faso. HHET], non-nucleoside reverse trarscriptase inhikitor; MRT),

nuclecgide reverss transeriptase inhibitor.
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Figure 3. Distribution of NRTI and NNRTI drugs resistance mutations according to subtype
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NHETI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitor.
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Le traitement antirétroviral a permis de réduire considérablement le taux de morbidité et de
mortalité des personnes infectées par le VIH en plus d’augmenter significativement leur

qualité de vie "*.

Malheureusement, le traitement n’est pas sans amener son lot de
problémes et de complications. Les traitements sont complexes, coliteux et les effets
indésirables sont nombreux. De plus, les patients se doivent de suivre rigoureusement leur
traitement puisqu’une mauvaise adhérence est associée avec 1’apparition de mutations de
résistance **"%. Bien que les traitements permettent de maitriser la réplication virale ainsi
que d’améliorer le taux de CD4, on ne peut parler d’éradication ou de guérison dans le
contexte actuel. En effet, le virus persiste sous forme latente comme le démontre le rebond
spectaculaire de la charge virale lors d’interruption du traitement. Le réservoir viral est
donc un obstacle majeur dans le traitement de I’infection. Mais de loin, 1’outil principal
que possede le virus pour déjouer toutes nos stratégies vaccinales et thérapeutiques est sa
formidable diversité génétique. L’objet de cette thése a donc été d’analyser cette diversité
génétique dans deux contextes: premicrement un contexte de stratégie immuno-
thérapeutique telle que le traitement précoce en primo-infection pour limiter la diversité

génétique et identifier des cibles vaccinales; deuxiemement, dans le contexte de

I’échappement au traitement antirétroviral chez des isolats de sous-types non-B.

Nous avons formulé 1’hypothése que I’initiation précoce du traitement pourrait limiter la
diversité¢ virale. Une diversité virale réduite, pourrait étre bénéfique pour le controle de
I’infection a long terme par le systtme immunitaire. En effet, lors de la réplication virale
qui est exponentielle durant I’infection primaire, I’enzyme transcriptase inverse de par sa

faible fidélité va introduire diverses erreurs dans le génome viral. Ces mutations entrainent
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dans bien des cas, la formation de virus défectueux mais dans quelques cas, vont produire
des virus pouvant échapper au systéme immunitaire en rendant inefficace la présentation
par les CPA et la neutralisation par les anticorps. Bien que la possibilit¢ d’éradiquer le
virus dans le contexte actuel soit pratiquement impossible, il est clair qu’une population
virale homogéne devrait étre plus facile a éradiquer qu'une population composée d’une
multitude de variantes possédant des caractéristiques phénotypiques distinctes et pouvant
court-circuiter les réponses immunes. Le traitement initié précocement va inhiber
drastiquement la réplication virale ce qui se traduira par une évolution virale plus lente.
Comme les réponses immunes évoluent plus lentement que le virus, un ralentissement de
I’évolution virale pourrait donc avantager le systéme immunitaire et permettre un meilleur
contrdle de I’infection. Aussi, puisque le réservoir se met en place au début de I’infection,
le traitement précoce pourrait également circonscrire la taille du réservoir ainsi que la

diversité virale contenue dans ces réservoirs.

D’un autre co6té, plusieurs raisons motivent le choix de retarder le traitement. D’abord, le
systétme immunitaire est relativement intact et est en mesure de maitriser en partie la
réplication virale tout en continuant de protéger I’hote des micro-organismes communs.
Les patients peuvent ainsi vivre quasi normalement pendant de nombreuses années sans
traitement. De plus, les traitements sont colteux et complexes. Ils requi¢rent une
adhérence sans faille afin de limiter I’émergence de mutation de résistances et sont aussi

associés a de nombreux effets secondaires importants.
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Par contre, 1’absence de traitement va permettre au virus de se répliquer de fagon
importante, et ce, durant une longue période de temps, permettant au virus de se diversifier
et ainsi de générer une multitude de variantes virales. De plus, les réponses immunitaires
de I’hote vont contribuer a la diversité virale puisque le virus va se modifier afin
d’échapper aux anticorps neutralisants ainsi qu’aux lymphocytes cytotoxiques. Les
réponses immunitaires (CTL et anticorps neutralisants) vont également exercer une
pression de sélection positive sur les variantes possédant des mutations d’échappement a
ces réponses. Finalement, I’expression continuelle d’antigénes viraux va également
produire une activation chronique du systéme immunitaire et éventuellement conduire a son

épuisement.

Il n’y a pas consensus quant au meilleur moment pour initier la thérapie. Au cours des 10
dernieres années, les lignes directrices ont été revues et corrigées a maintes reprises. Dans
un premier temps, les recommandations suggéraient qu’un traitement précoce pourrait
protéger le systéme immunitaire et ainsi retarder la progression de I’infection. Par la suite,
c’est un traitement tardif, lorsque les CD4 sont inférieurs a 200 cell/mm’ qui a été
privilégié, et ce, dans le but de minimiser la toxicité associée aux antirétroviraux.
Récemment, le pendule revient en faveur de traitements précoces suite a la publication
d’études ayant démontré un bénéfice clinique a initier le traitement a des CD4 de plus de

350 cellules/mm?> 370374,

[Type text]



149

Un autre point en litige concerne 1’origine de la réplication résiduelle observée dans les
réservoirs viraux chez les patients sous traitement. A ce sujet, deux modes de pensée sont
proposés. Une hypothése supporte la notion que les molécules antirétrovirales parvenant a
peine a maitriser la réplication virale, il se produit de la réplication virale occasionnelle

chez la majorité des patients '™.

Lorsque des techniques plus sensibles furent mises au
point, il fut alors démontré qu’il était possible d’observer du virus plasmatique chez la
majorité des patients, et ce, en tout temps, suggérant ainsi la présence de réplication a bas
bruit chez la majorité des patients sous traitement > Cette réplication fait en sorte que de
nouvelles cellules deviennent infectées et bien qu’une majorité de ces cellules mourront, un
certain nombre d’entre elles redeviendront des cellules mémoires et ainsi réalimenteront le
réservoir. Deux points majeurs viennent appuyer cette théorie. En premier lieu, il y a
d’abord présence d’évolution virale chez certains patients sous traitement et pour y avoir
évolution virale, il doit nécessairement y avoir de la réplication virale. Deuxiémement, la
majorité des études concluent a I’effet qu’il n’y a pas ou trés peu de diminution de la taille
des réservoirs, et ce, méme apres plusieurs années de traitement. Or, si les médicaments
parviennent a protéger les cellules de I’infection, au fur et a mesure de la mort naturelle des
cellules contenues dans les réservoirs, nous devrions observer une diminution de la taille
des réservoirs. Des molécules plus puissantes ayant un pouvoir de pénétration dans les
réservoirs ainsi qu’une intensification du traitement sont donc proposées afin de stopper

toute réplication virale résiduelle et ainsi empécher 1’infection de nouvelles cellules et la

réalimentation du réservoir.
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La seconde hypothese, soutenue en particulier par 1’équipe du Dr. Siliciano, suggere plutot
que la thérapie permet bel et bien de protéger les cellules de toute nouvelle infection et que
de nouvelles molécules ou une intensification du traitement ne pourront pas stopper cette
réplication résiduelle. En fait, selon eux, il n’y aurait pas véritablement de réplication
résiduelle mais plutdt une libération de virus par les réservoirs. En séquencant le virus
provenant de la réplication résiduelle, ils n’ont observé aucune évolution virale chez les
patients ayant bien répondu aux traitements, et ce, méme durant les épisodes de “ blips .
Seuls les patients avec une suppression virale sous-optimale démontraient des signes

d’évolution %% 37°,

Ils concluent donc qu’il n’y pas de réplication résiduelle chez les
patients avec un traitement antirétroviral optimal mais plutot une libération de virus

provenant des réservoirs. De plus, ces virus n’étant pas homologues aux virus retrouvés

chez les cellules mémoires latentes, ils seraient libérés a partir d’autres réservoirs viraux.

D’autres études sont donc requises afin d’améliorer nos connaissances sur ce sujet. Il est
fort important d’¢lucider 1’effet du traitement sur la progression de la maladie et d’évaluer
si I’initiation précoce procure un avantage a long terme pour les patients au niveau de la
taille et de la diversité virale contenue dans les réservoirs. Il est également nécessaire
d’identifier d’ou proviennent les virus résiduels, a savoir s’ils sont libérés par les réservoirs,
et ce, sans évidence de réplication et donc d’évolution ou s’il s’agit bel et bien de
réplication a faible niveau associée a une augmentation de la diversité. Toutefois, il existe
peu d’études sur I’effet d’initier un traitement antirétroviral tot suivant I’infection sur la
taille et le déclin des réservoirs ainsi que sur 1’évolution de la diversité virale. Alors que

I’effet du traitement sur la diversité virale n’est pas bien documenté, les conséquences
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méme de cette diversité ne le sont pas davantage. Si certains auteurs semblent démontrer
que les rares patients qui controlent le virus naturellement sans médicaments (controleurs
¢lites) auraient une diversité virale plus importante due a de fortes réponses immunitaires,
certaines autres études démontrent plutdt une diversité réduite chez les controleurs élites ***
37637 " De plus, la présence de plusieurs variantes lors de la primo infection est associée a

une progression rapide de la maladie. Finalement, on observe vers la fin de la maladie une

diminution de la diversité associée avec une diminution marquée des CD4.

Afin d’éclaircir le sujet, nous avons choisi d’observer 1’effet du traitement précoce sur le
déclin du réservoir ainsi que sur 1’évolution virale. Pour ce faire, nous avons suivi durant
une année, suite au diagnostic, d’infection par le VIH, 18 sujets de la cohorte de primo
infection de Montréal, 9 ayant initié un traitement antirétroviral précocement alors que les 9
autres ont décidé de s’abstenir. Nous avons comparé la taille des réservoirs viraux au
niveau des cellules mononuclées du sang périphérique chez les deux groupes de sujets et
suivi I’évolution virale du géne env au niveau de la région C2V5 puisque cette partie du
génome ¢étant la plus variable, elle est plus susceptible d’étre composée de diverses
variantes virales tot suivant 1’infection. Les séquences virales ont été¢ obtenues a partir du
plasma, de ’ADN proviral ainsi qu’a partir d’une culture cellulaire ultrasensible de CD4+
activées a 1’aide d’un anticorps bispécifique CD3,8. Cette technique permet de récupérer le

virus capable de réplication de populations cellulaires



152

Au cours de I’année, nous avons observé une diminution de la charge virale chez la
majorité des patients peu importe le groupe. Pour les patients non traités, cette diminution
correspond a D’action des réponses immunitaires partielles se produisant en début
d’infection et a 1’établissement de 1’état d’équilibre entre le nombre de cellules
nouvellement infectées versus le nombre de cellules détruites par les CTL ainsi qu’au
nombre de virus neutralisés par les anticorps si présents. Chez les patients traités, la
diminution est nettement plus marquée et tous les patients ont atteint une charge virale
indétectable. Par contre, les taux de CD4 se sont améliorés chez les patients traités alors
qu’ils se sont dégradés chez les non traités. Nous avons observé un déclin de la quantité de
virus présent dans les réservoirs viraux, significativement plus important chez les patients
traités que chez les non traités. Ces résultats démontrent I’effet positif du traitement sur le
déclin des réservoirs. La réplication virale a diminué davantage chez les patients traités et
seuls ces patients ont démontré une diminution du nombre d’IUPM. Ces premiers résultats
semblent donc suggérer que les réservoirs seraient moins importants chez les patients ayant
initi¢ le traitement tot suivant I’infection en contraste avec les patients n’ayant pas initié¢ de
traitement. Fort probablement que dans les prochaines années, un certain nombre de ces
patients vont, eux aussi, initier un traitement antirétroviral et il serait fort intéressant de
comparer une année plus tard la taille des réservoirs chez ces patients en comparaison avec
les patients qui avaient choisi d’initier le traitement au tout début de ’infection. Le
traitement semble donc diminuer la taille des réservoirs mais qu’en est-il au niveau de la

diversité virale contenue dans ces réservoirs?
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La réplication virale est responsable de I’apparition de la diversité virale, et plus celle-ci
sera controlée rapidement moins les virus entrant dans les réservoirs auront eu le temps de
se diversifier. Il existe un délai de plusieurs semaines suivant I’infection avant d’observer
les premiéres réponses immunitaires. Durant cette période, les mutations observées au
niveau viral seront issues de pressions de sélections négatives, ¢’est-a-dire que les variantes
virales ainsi générés ne seront pas associés a des avantages évolutifs. Par contre, au fil de
I’infection, et suite aux pressions de sélections provenant des CTL et des anticorps
neutralisants, ces forces vont moduler la diversité virale. Les virus ayant des mutations
associées a de 1’échappement contre ces réponses seront favorisés et vont éventuellement
émerger comme variantes dominantes. Le traitement va réduire la réplication
dramatiquement et va donc ralentir I’évolution virale. Si le traitement est initi¢ avec le
début des premiéres réponses immunitaires, les virus qui auront été¢ générés jusqu’a ce jour
seront issus de pressions négatives. Ces virus devraient donc étre majoritairement sensibles
aux anti-rétroviraux, aux anticorps neutralisants ainsi qu’a I’action des CTL. Comme les
réservoirs se mettent en place au début de I’infection, les réservoirs devraient également
posséder ces mémes caractéristiques. Chez les patients ayant débuté le traitement de fagcon
précoce, les réservoirs viraux pourraient, en plus d’avoir une taille réduite, étre constitués
de virus sensibles et, de ce fait, nettement plus faciles a éradiquer que des virus ayant été

exposés aux réponses immunitaires de 1’hote depuis de nombreuses années.
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La seconde partie de notre étude porte donc sur la diversité virale retrouvée chez les
patients en primo-infection ayant initié ou non un traitement antirétroviral. La diversité
virale est un domaine d’¢tude complexe. D’abord, il existe une multitude de mode¢les
mathématiques chacun ayant leurs points forts et leurs points faibles ainsi que leurs
détracteurs. Bien que chaque modé¢le utilise une technique différente, tous les modéles
devraient toutefois décrire les mémes tendances dans une population donnée. Dans le cas
du VIH, I’é¢tude de la diversité est trées complexe. D’abord parce que ce virus va muter
rapidement de par les erreurs de sa transcriptase inverse mais aussi parce que les réponses
immunitaires de 1’h6te vont moduler son évolution. De plus, le choix du site de
préléevement va avoir un effet sur la diversit¢ retrouvée (PBMC, plasma, sécrétion
vaginales, liquide céphalo-rachidien, sperme, rate). Le choix du matériel génétique soit
ARN viral, ARN plasmatique et ADN proviral ainsi que la méthodologie utilisée vont
également avoir un effet sur la diversité retrouvée: culture cellulaire in vitro au préalable
dans des cellules autologues ou non, PCR effectu¢ sur une seule copie virale d’ARN ou
ADN. Ultimement, la diversité virale est en fonction du temps post infection et la période

choisie pour étudier la diversité va également avoir un effet sur la celle-ci.

Nous avons donc évalué la diversité virale de la région C2V5 chez les 18 sujets au moment
le plus prés de I'infection primaire a partir du virus plasmatique, de I’ADN proviral ainsi
qu’a partir de virus récupérés a partir des cultures cellulaires. Nous avons alors observé
une faible diversité virale chez tous les patients. Ces résultats sont en d’accord avec la
littérature et plusieurs études ont démontré une diversité virale réduite lors de la

250, 327-329, 331-333, 354, 379

transmission et tot dans I’infection . Ces données suggerent que lors
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de la transmission, une variante est préférentiellement transmise et que ce serait a partir de

ce virus fondateur que seront dérivées les quasi-espeéces subséquentes.

Comme il ne s’agissait pas d’une ¢tude randomisée, la décision d’initier ou non un
traitement a pu étre influencée par plusieurs facteurs comme une charge virale trés élevée
et/ou une diminution plus rapide des CD4. D’ailleurs, nous avons observé une charge
virale plus élevée ainsi que des CD4+ plus faibles chez les patients qui allaient initier le

traitement. Par contre, ces valeurs n’étaient pas statistiquement significatives.

Une année suivant le diagnostic, nous avons observeé une augmentation de la diversité virale
a l’intérieur des deux groupes, et ce, indépendamment de 1’initiation ou de ’absence de
traitement. L’augmentation de la diversité était plus importante chez les patients non traités
particulierement pour les régions hypervariables V4 et V5. Nous n’avons pas observé un
plus grand nombre de sites de glycosylation. Peu de changement ont été observés dans la
région de la boucle V3. Nous n’avons pas observé de changement d’acide en position 11
et/ou 25 ayant un impact sur la charge nette de la boucle V3. Des changements dans la
charge de la boucle V3 vont modifier son affinité pour le récepteur CCR5 ou CXCR4
induisant potentiellement un changement de tropisme viral. Toutefois, puisque 1’infection
est généralement due a des virus de type RS et que les virus X4, lorsque présents,
n’émergent qu’en fin de progression, il n’est pas surprenant de constater que nos patients,
dans un contexte de primo-infection, possédent une relative homogénicité dans cette région.
Il serait important de continuer le suivi de la charge de V3 afin de pouvoir surveiller un

éventuel changement de tropisme. Par contre, la diversité ainsi que la complexité de la
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boucle V4 est intéressante. Une étude récente a démontré la trés grande variation de la
boucle V4 principalement due a des insertions et délétions ayant un effet sur la position des

2% 1] demeure relativement difficile de

PNG et possiblement sur la sensibilité aux Nabs
recruter des patients des le début de ’infection et un plus grand nombre de patients serait

requis afin d’augmenter notre puissance statistique.. Toutefois, plusieurs d’études publiées

portent également sur un nombre restreint de participants.

Shankarappa et al. ont observé chez 9 patients suivis pendant plus de 10 années une
¢lévation de la diversit¢ de la région C2V5 d’environ 1% par an jusqu’a un plateau

230 Pour notre

d’environ 5% puis finalement, une phase de déclin de la diversité virale
part, nous avons observé une €lévation de +0.10% de la diversité de la région C2VS5 durant
la premicre année post-infection ce qui est considérablement inférieur aux résultats de
Shankarappa et al. Les patients de cette étude ont été infectés entre 1983 et 1984 et étaient
infectés depuis moins de 8 mois. Les patients choisis avaient aussi taux un faible taux de
CD4+ et tous présentaient des signes de progression, ce qui suggere que ces patients
n’étaient pas réellement en primo-infection. Il est probable qu’a I’époque, les tests de
dépistage du VIH étant moins sensibles qu’aujourd’hui, ces patients étaient déja dans la
phase chronique de [D’infection virale et présentaient déja une diversité virale plus
importante. Encore aujourd’hui, I’infection étant souvent asymptomatique, il n’est pas aisé
de recruter des patients lors de la primo-infection. Par contre, grice aux efforts
d’information des cliniciens de la cohorte de Primo-Infection de Montréal, il nous est

permis d’accéder a des préleévements sanguins au tout début de I’infection. En 2006,

I’équipe du Dr. Mullins a analysé la variabilit¢ génétique de divers patients provenant de
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différentes cohortes et, bien qu’il ne remet pas en doute I’augmentation de la divergence de
1% par an, il ajoute qu’il existe un délai d’environ 2-3 ans chez une grande proportion de

380 Ppar contre, nos

patients avant de voir apparaitre cette divergence annuelle de 1%
résultats pour les régions hypervariables V3, V4 et V5 des patients non traités sont pres de
1% avec 0.75%, 0,73% et 0,77% respectivement. Toutefois, étant donné la petite taille de

ces régions, particuliecrement pour V5, une seule mutation représente un pourcentage

important.

Derni¢rement, le Dr. Siliciano et son équipe ont proposé une nouvelle théorie affirmant que
chez les patients ayant une réponse optimale a la thérapie antirétrovirale, il n’y a plus de
réplication virale et donc 1’évolution virale est stoppée (CROI 2009). Selon cette équipe,
I’observation d’évolution virale durant le traitement serait due a un traitement non-adéquat
permettant un faible niveau de réplication. A la lumiére de nos résultats, cette théorie ne
semble pas s’appliquer a nos patients puisque nous avons observé une évolution virale au
cours de la premiére année de traitement bien que celle-ci soit faible et inférieure a
I’évolution décrite par Shankarappa. Nos résultats suggérent qu’il se produit bel et bien de
la réplication a faible niveau chez les patients traités. Par contre, chez certains patients,
nous avons observé une diminution ou une stagnation de la diversité. C’est le cas chez 4
patients traités ainsi que chez un patient non trait€é qui semblait trés bien controler son
infection en maintenant des CD4 supérieurs a 900 ainsi qu’une charge virale inférieure a
1000 copies d’ARN/ml, suggérant que ce patient pourrait potentiellement devenir un
controleur ¢lite. Il reste donc cinq patients traités chez qui nous avons observé une

évolution virale. Si la théorie selon laquelle toute évolution virale est impossible sous
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traitement optimal, nous devrions conclure que plus de la moitié des participants ne recevait
pas un traitement optimal ou n’y ont pas bien adhéré. Par contre, nous n’avons pas
d’indication en ce sens, ces patients ont tous atteints une charge virale indétectable ainsi
qu’une amélioration importante de leur décompte CD4. Il est fort probable que des virus se
soient intégrés dans des cellules mémoires possédant des spécificités contre des micro-
organismes usuels et que, de fagon ponctuelle, ces cellules soient réactivées et relarguent du
virus. Ce phénomeéne pourrait expliquer la présence d’évolution virale chez les patients

traités.

Bien que la majorit¢ des études sur la diversité ait démontré une population virale
homogene en primo-infection, plusieurs études ont obtenu des résultats contradictoires
quant au degré de cette divergence au fil du temps ainsi que sur son rdle dans la progression
de la maladie. Une question demeure entiere : est-ce-que la présence d’une population
virale homogene est le résultat de la transmission d’une seul variante de laquelle vont
découler toutes les variantes futures? Ou est-ce qu’une multitude de variantes seraient
transmises et que, suite a un processus d’homogénéisation a D’intérieur de 1’hote
nouvellement infecté, une seule variante émergerait et coloniserait son hote? Afin de
répondre a cette question avec une certaine puissance statistique, il faudrait avoir acces a un
trés grand nombre spécimens provenant de patients récemment infectés. Puisque
I’infection par le VIH est souvent asymptomatique ou semblable a d’autres infections plutot
banales, les patients n’ont pas tendance a consulter durant cette période. De plus, il est
souvent complexe d’évaluer avec exactitude la date de I’infection et les critéres de

I’infection primaire différent selon les cohortes. Toutefois, plusieurs études indépendantes,
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incluant la noétre, ayant des critéres de sélection distincts, des modes de transmission
différents ou effectuées sur des divers sous-types sont parvenues a une méme conclusion.
En effet, il ressort que la diversité virale est treés limitée dans le gene de I’enveloppe, plus
précisément dans la région C2V5 dans les tous premiers stages de I’infection. Publiée en
novembre 2008, 1’é¢tude de Keele et coll. effectuée sur des patients infectés depuis moins de
30 jours a permis de conclure que la majorité des patients étaient infectés avec un seul
variant, le virus fondateur, alors que chez quelques patients, on retrouve plutdét une
infection polyclonale ¢’est-a-dire avec plus d’un virus fondateur **. 1I s’agit d’une percée
importante puisqu’une population homogene devrait étre plus facile a éradiquer qu’une
population trés diversifiée. La primo-infection serait donc une excellente occasion d’agir
thérapeutiquement soit avec des médicaments puissants ou avec un vaccin fabriqué a partir
d’épitopes tres conservés chez une majorité d’isolats. Par contre, une question persiste
toujours, est-ce que le mode de transmission joue un rdle dans le nombre de variantes
transmis? Pour répondre a cette question, nous participons présentement a une étude a
partir de spécimens provenant de patients infectés par utilisation de drogue intraveineuse
afin d’évaluer si ce mode de transmission serait associ¢ a un risque plus élevé de se voir

transmettre de multiples variantes.

Une autre problématique reliée a 1’étude de la diversité est le choix du matériel génétique
étudié : soit ARN plasmatique, ADN proviral et ARN provenant de culture cellulaire.
L’ARN plasmatique est représentatif du virus se répliquant présentement chez un individu
donc de virus le mieux adapté a son environnement. Dans le plasma, la diversité virale est

faible alors que la divergence avec le virus fondateur va augmenter avec le temps. L’ARN
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plasmatique nous renseigne donc sur le virus se répliquant présentement ou venant d’étre
relargué des réservoirs mais ne donne aucune information sur les virus qui ont déja été
présents. Il est également possible d’évaluer la diversité génétique a I’aide de I’ADN
proviral. Contrairement a I’ARN plasmatique, I’ADN proviral est intégré a la cellule et
celui-ci, peut ne pas étre fonctionnel. En fait, lors de 1’intégration, plusieurs virus vont
s’intégrer de fagon déficiente dans le génome cellulaire. La diversité sera alors surestimée
puisque plusieurs variantes recensées seront, en fait, des culs-de-sac réplicatifs et n’auront
pas d’influence sur le cours de I'infection. On peut y retrouver en plus des variantes
contemporaines, toutes les variantes ayant déja été présentes chez un individu et, de ce fait,
I’ ADN proviral nous permet d’évaluer la diversité contenue dans les réservoirs viraux. Par
conséquent, certaines variantes archivées seront trés proches du virus fondateur alors que
les variantes contemporaines en seront beaucoup plus éloignées. Chez les patients
répondant bien aux traitements et dont la charge virale est indétectable ainsi que chez les
nouveaux-nés, I’analyse a partir de I’ADN proviral est souvent la seule facon de détecter le

virus.

Finalement, une autre fagon obtenir de 1’information sur les variantes présentes chez un
individu consiste a mettre en culture les cellules du patients et, aprés quelques jours
d’incubation, d’en récolter I’ARN viral a partir des surnageants. Cette technique présente
plusieurs avantages. D’abord puisque le matériel de départ consiste de cellules, les
variantes virales vont représenter autant les variantes archivées que les variantes
contemporaines. De plus, seul des virus aptes a se répliquer seront présents dans le

surnagent. La culture cellulaire nous libére donc de la possibilité d’identifier des variantes

[Type text]



161

défectueuses. Par contre, la culture cellulaire ne représente pas 1I’environnement auquel fait
face le virus chez son hote et il est possible que des mutations se produisent durant la
culture cellulaire et pourraient permettre I’identification de variantes qui ne sont pas
présentes chez I’hote. Quoique minime, ce risque est réel et il est important de travailler

avec des cellules autologues.

Dans notre étude, nous avons évalué la diversité virale a partir de I’ARN plasmatique, de
I’ADN proviral dilué¢ en série ainsi qu’a partir des surnageant de culture. Bien que le
nombre de séquences obtenu soit relativement faible, nous n’avons pas observé de
différences de diversité marquée selon la provenance du matériel génétique. De plus, les
séquences intra-patients ¢étaient fortement reliées.  L’utilisation de divers matériel
génétique, 1’indépendance des expériences ainsi que 1’absence de contamination inter-
patients tout au long de notre étude, semblent confirmer que nos résultats reflétent bien la
réalit¢ d’une faible diversité lors de la primo-infection et ne sont pas dus a des erreurs

techniques.

En plus de la problématique reliée au matériel génétique choisi, il existe également
plusieurs problématiques au niveau technique. L’objectif étant d’identifier toutes les quasi-
espeéces présentes a I’intérieur d’un spécimen il est nécessaire de développer des outils
permettant I’identification des variantes virales majoritaires autant que des variantes-
espéces minoritaires. Une fagon d’identifier un maximum de variantes consiste a cloner le
produit PCR dans un plasmide puis, suite a la transformation bactérienne, séquencer toutes

les colonies présentes sur la gélose. Cette technique, bien que facile d’approche, est de
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moins en moins utilisée puisqu’elle requiert I’isolation de centaines de colonies afin
d’identifier un maximum de variantes. La technique la plus utilisée présentement consiste a
effectuer a partir de ’ARN ou ’ADN des dilutions en série puis de séquencer la plus faible
dilution permettant d’obtenir un résultat positif suite au PCR. Le principe de cette
technique repose sur le séquencage d’une seule particule virale par réaction de PCR (Single
Genome Sequencing) et, bien qu’elle permette d’identifier un maximum de quasi-espéces,
nécessite la réalisation de centaines de réactions de PCR en plus d’étre laborieuse. Le
risque de contamination inter-patients est également important. De plus, il est primordial
d’utiliser des enzymes trés performantes a trés haute fidélité puisqu’une erreur introduite
lors du premier cycle sera répétée a chacun des cycles subséquents. Egalement, bien que
I’objectif est d’effectuer la réaction de PCR sur une seule copie de génome viral, dans la
réalité il est fréquent d’avoir plutdt deux ou trois copies par réaction ce qui rend I’analyse
des chromatographes impossible. Pour notre étude, nous avons effectué¢ le clonage de
produits de PCR provenant des surnageants de la culture cellulaire et nous avons effectué

des dilutions en série sur I’ADN proviral.

En 2005, une nouvelle technique, le Ultra Deep Sequencing ou 454, permet le séquencage a
haut débit. Cette technique est semblable au PCR en temps réel mais appliquée au domaine
du séquencage puisque la fluorescence émise lors 1’ajout d’un nucléotide est captée en

r 1 381
temps réel

. Cette technique permet de séquencer plus de 400 millions de paires de bases
en quelques heures. Elle est extrémement sensible et permet d’identifier tous les

polymorphismes présents dans un échantillon, et ce, méme s’ils y sont trés peu représentés.
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Le ultra deep sequencing va certainement devenir un outil trés important dans 1’é¢tude de la

diversité virale chez les patients VIH.

Depuis quelques mois, nous avons acces via Génome Québec a la technologie Ultra Deep
Sequencing. Nous pourrons donc confirmer nos résultats et, dans nos projets futurs, utiliser

directement cette technique de pointe.

Notre ¢tude a donc démontré la présence de réservoirs viraux de plus petite taille chez les
patients ayant initi€ un traitement antirétroviral ainsi qu’une diminution de leur charge
virale et une amélioration de leur CD4+. Nous avons également observé la présence d’une
population virale homogene dans les premiers stades de ’infection. Il pourrait donc s’agir
d’un moment propice pour agir et introduire un traitement antirétroviral puissant afin
d’avoir un effet maximal et possiblement de parvenir a 1’éradication virale. Notre étude a
¢galement démontré la présence d’une évolution virale chez les patients non traités et, dans
une moindre mesure, chez les patients traités suggérant la présence de réplication a faible
niveau chez les patients traités. La présence de la diversité virale chez un hoéte ainsi que la
persistance virale sont deux phénomeénes importants et impliqués dans la difficulté de traiter
et d’éradiquer I’infection par le VIH. Il serait intéressant de poursuivre notre étude sur ces
patients pendant plusieurs années afin de suivre 1’évolution de la diversité virale en
fonction de leur progression. En continuant le suivi, il serait primordial de documenter la
nature des mutations qui vont apparaitre. Est-ce que ces mutations seront issues de
pressions de sélection positive telles : mutations de résistance aux ARV, d’échappement

aux Nabs ou aux CTL, changement de tropisme, diminution/augmentation de la capacité
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réplicative. Aussi, le suivi pourrait permettre d’améliorer nos connaissances sur 1’évolution
virale dans un contexte de traitement précoce a savoir si ces patients vont conserver une
diversité réduite par rapport aux patients non traités ou si éventuellement leur niveau de
diversité va atteindre le méme niveau que chez les non traités. Egalement, nous pourrions
analyser 1I’évolution virale dans d’autres régions du génome afin de vérifier si nos résultats
sont uniques a la région C2V5 ou s’ils sont reproduits dans la totalité du génome. En effet,
il est possible que des mutations dans le geéne pol soient plus nombreuses chez les patients
traités que chez les patients non traités. Il est également possible que la diversité soit
différente selon la population cellulaire ou le site de préleévement et il s’agit d’une avenue
intéressante a développer. Idéalement, il faudrait suivre un plus grand nombre de patients
nouvellement infectés afin d’augmenter la puissance statistique de notre étude. En
conclusion, bien que notre étude suggere que le traitement précoce procurerait un bénéfice,
il reste beaucoup a découvrir dans 1I’étude de la diversité virale et de nombreuses années de
recherche seront encore nécessaires afin de bien comprendre la dynamique de la diversité

virale ainsi que les forces et les facteurs en jeu.

En plus de la diversité a I’intérieur d’un hote, il existe une diversité inter-hote. Celle-ci est
caractérisée par la diversité entre les virus d’'un méme sous-type ainsi que celle attribuée
aux différents sous-types. Le VIH démontre une variabilité extréme et cette variabilité

205,382 Tous ces différents

n’est pas sans conséquences diagnostiques et thérapeutiques
virus n’ont pas la méme sensibilité aux ARV et n’ont pas le méme pouvoir pathogene.

Puisque la diversité des acides aminés du geéne pol varie d’environ 10 a 15% entre les sous-

types, un seul changement dans la séquence des acides aminés peut donc altérer
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drastiquement la sensibilité d’un virus a un médicament antirétroviral. Dans la seconde
partie de notre étude, nous avons voulu évaluer I’impact de la diversité virale chez une
population infectée avec des sous-types non-B sur I’efficacité du traitement antirétroviral
ainsi que la présence de mutations associées a de la résistance aux ARV. La majorité des
connaissances sur les traitements et la diversité virale sont basées sur les virus de sous-type
B alors que ce sous-type est sous-représenté sur le continent Africain. Depuis quelques
années, beaucoup d’efforts sont déployés pour améliorer 1’acces aux traitements dans les
régions les plus touchées par 1’épidémie de VIH/SIDA. Il est donc essentiel d’améliorer
nos connaissances sur la diversité génétique des sous-types non-B et sur leur profil
thérapeutique puisque que I’apparition de diversité, associée a des mutations de résistance,

sont des facteurs majeurs de I’échec thérapeutique.

Nous avons évalué chez 101 patients du Mali, le degré de diversité virale ainsi que la
présence de résistance primaire chez des patients n’ayant jamais été exposés a des
traitements ARV. En premier lieu, nous avons observé une variation génétique importante
dans cette région. Nous avons retrouvé le sous-type CRF02_ AG a une fréquence de 71%
suivi du sous-type CRF06 cpx a pres de 8%. Nous avons également observé la présence
des sous-types B, C, G, AE, A, AD ainsi que CRF09 cpx et CRFO13 cpx. Nos études
génotypiques nous ont permis d’observer un taux de 29% des mutations de résistance aux
antirétroviraux. De ces mutations, 5% étaient associées a de la résistance aux INTI, la plus
représentée étant la mutation T215A/Y, suivie de M41L, D67N, M184V, L210W et
K219E. Nous avons également observé un taux de 6% de mutations de résistance associées

aux INNTI avec la mutation K103N présente chez 3 patients suivi de V108I, V179E et
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Y181C. Finalement, nous avons ¢galement observé la présence de la mutation L101/V chez
plus de 20% des patients. Cette mutation présente chez environ 5 a 10% des patients non
traités est associée a de la résistance aux IP lorsque présente avec d’autres mutations.
Toutefois le role de ce polymorphisme sur la résistance aux inhibiteurs de la protéase n’est
pas clair et des études de mutagénese dirigée sont présentement en cours dans notre
laboratoire afin d’observer D’effet de cette mutation sur la concentration minimale

inhibitrice des inhibiteurs de la protéase.

La diversit¢ virale semble augmenter dans cette région avec une diminution de la
prévalence du sous-type CRF02 AG et une augmentation de certains sous-types
préalablement inexistants dans la région. Cette augmentation de la diversité pourrait avoir
une implication sur le taux de succes des thérapies antirétrovirales. Si nous excluons la
mutation L10I/V de notre analyse, nous obtenons alors un taux de résistance primaire de
10%. Il existe plusieurs études sur la prévalence de mutations de résistance au Mali depuis
les années 2000. D’abord en 2002, Derache et al. ont rapporté un taux de 0% de résistance

3

primaire **. Cette méme équipe a rapporté des taux de 3% en 2005 et de 11.5% en 2006

¥ et ce, en tenant compte de la mutation L10I/V. Des analyses de la prévalence de
résistance primaire conduites en Ouganda, au Rwanda, en Mozambique et en Zambie
indiquent que la prévalence de la résistance est pratiquement inexistante dans ces régions
%5 Aussi, une étude de surveillance au Nigeria n’a observé aucune résistance primaire .

388 ot de

Toutefois une prévalence de 3.5% a été notée en Tanzanie >, de 4.3% au Congo
5.6% en Cote-d’Ivoire **. Les résultats obtenus par notre étude sont donc nettement

supérieurs.  Toutefois, les ARV sont disponibles depuis 1997 et sont distribués
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gratuitement depuis 2004 au Mali. La population est donc exposée aux ARV depuis
presque la méme période de temps que les patients des pays développés ou des taux de 7 a
20% de résistance primaire ont été observés >*°>"*. Nos résultats suggérent que les pays en
voie de développement ayant de plus en plus acces aux traitements antirétroviraux devront,
tout comme les pays développés, faire face aux défis occasionnés par les échecs
thérapeutiques dus a la présence de virus transmis possédant des mutations de résistance.
De plus, nous avons observé de la résistance multiple chez quatre patients conférant de la

résistance a la presque totalité des INNTI.

A la lumiére de nos résultats, il est donc essentiel de prendre action dés aujourd’hui afin
d’éviter une catastrophe potentielle. Plusieurs niveaux d’interventions sont importants,
allant de la formation des dispensateurs d’antirétroviraux, aux programmes d’adhérence,
aux mesures administratives pour assurer la continuité dans I’approvisionnement des ARV
et a ’augmentation de 1’accessibilité d’outils diagnostiques comme la charge virale. 1l sera
¢galement important de suivre a I’échelle des populations la résistance primaire au fil du

temps.

Par la suite, nous avons effectué¢ le suivi de 801 patients provenant du Mali ainsi que du
Burkina Faso s’apprétant a débuter le traitement antirétroviral. Nos résultats ont démontré
que les patients infectés par des sous-types non-B, répondent trés bien au traitement, et ce,
malgré la diversité génétique importante dans ces régions. En effet, 75% des patients
traités avaient une charge virale indétectable a la visite de suivi soit 6 mois apres le début

du traitement. Chez les 113 patients n’ayant pas atteint une charge virale indétectable apres
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six mois, 77 ont été rencontrés afin de leur souligner I’'importance de 1’adhérence au
traitement. De ces 77 patients rencontrés, 13 ont finalement atteint une charge virale en-
dessous du seuil de détection, augmentant ici le pourcentage total de patients ayant bien
répondu au traitement a prés de 76%. Plusieurs études ont obtenu une suppression virale a

394, 395

des niveaux similaires Par contre, chez les patients ayant des charges virales

détectables persistantes, les risques d’apparition de résistance sont élevés *°°.

Nous avons
donc effectué¢ le génotypage des patients en échec thérapeutique. D’abord au niveau des
sous-types représentés, nous avons observe le sous-type CRF02_ AG chez 68% des cas, le
sous-type CRF06_cpx a 7% ainsi que les sous-types CRFO1_AE, AK, K, C, GH et B chez
3.6% des patients respectivement. Ces résultats sont similaires bien que légérement
inférieurs aux fréquences obtenues dans la base de données de 1’organisme Los Alamos
alors que 70% des séquences appartiennent au sous-type CRF02_AG et 12% au sous-type
CRF06 cpx. Il semble y avoir une diminution de la fréquence de ce sous-type au Mali. En
effet, ce sous-type représentait 88% des cas d’infection par le VIH en 2002 ** Une autre
étude a obtenu un taux de 72% en 2005-2006 ***. Pour le Burkina Faso, 44% des patients
étaient plutot infectés avec un virus de clade CRF06 cpx et 39% avec le sous-type
CRF 02 AG. Ces résultats étant Iégérement différents de ceux obtenus par Nadembega, W
M et all. en 2006 qui ont retrouvé 55% de virus de sous-type CRF06 cpx et 33% de
CFR02_AG *’. Nous avons également retrouvé les sous-types AGG, AA et B a 5.6%
chacun. Dans la base de données de Los Alamos on retrouve pour le Burkina Faso, le sous-
type CRF06_cpx a 51% suivi du sous-type CRF02_AG a 37%. Il est donc fort intéressant

de constater que le virus du VIH est tres diversifié dans cette région et que, malgré tout, les

patients répondent bien aux traitements. Bien que ce ne fut pas le but de notre étude, il sera
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intéressant d’évaluer la fréquence des sous-types des patients ayant bien répondu aux
traitements afin d’observer si certains sous-types sont sur ou sous-représentés chez les
patients ayant échoué. Toutefois, les fréquences observées par sous-type sont similaires
aux résultats des bases de données, ce qui nous permet de supposer que 1’échec n’est pas ou

trés faiblement relié ou sous-type.

Nous avons ensuite évalué la présence de mutation de résistances chez les patients en échec
thérapeutique. Chez les patients traités avec des INTI tel I’AZT en combinaison avec 3TC
ou D4T, la mutation M184V/I lors d’échec thérapeutique va apparaitre et si le traitement
non-suppressif est maintenu, d’autres mutations associées au TAM (thymidine-analogue-

398 . , .
. Deux voies de résistances

associated mutations) vont éventuellement émerger
distinctes ont ¢été décrites, d’abord les TAMI1 (M41L, L210W, T215Y) ou TAM2 (D67N,
K70R, T215F, K219Q/E ***: 40 Toutefois, ces études sur la résistance ont été effectuées a
partir d’observations chez des patients infectés par des virus du sous-type B. Dans notre
étude, 83% des patients possédaient la mutation M184V/I qui est fortement associée a la
résistance au 3TC, au FTC et dans une moindre mesure a ABC. De plus, 52% des patients
avaient des mutations associées aux TAM. Un fait intéressant dans notre étude, les virus de
sous-type AGK/AK/K possédant des mutations de résistance étaient plus fréquemment

associés au TAM?2, ce qui pourrait suggérer que ce sous-type évolue préférentiellement vers

les TAM?2.
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Pour les INNTI, la mutation K103N ¢tait la plus commune, suivie des mutations Y181C,
P225H, G190A/S et KIO1E. La mutation K103 était statistiquement plus fréquente chez le
sous-type AG que chez les AGK (69% versus 33%, p =0,042). Toutefois, un plus grand
nombre de ces patients infectés avec le sous-type CRFAG 02 ¢étaient traités avec EFV.
Aussi, la mutation K101E a été observée avec une plus grande fréquence chez le sous-type
CRF06 cpx (25% versus 0%). La présence de la mutation K103N est inquiétante
puisqu’elle est associée a de la résistance a la NVP et cet antirétroviral est administré sous
forme de dose unique afin de prévenir la transmission mére-enfant. Plus, de 500 000
enfants sont infectés chaque année dont 90% provenant de la transmission de la mére a
I’enfant. Depuis le début des années 2000, ’OMS endosse I’administration des doses
uniques de NVP administrées aux femmes sur le point d’accoucher ainsi que chez le

nouveau-né afin de minimiser les risques de transmission **'**.

Onze patients ont recu un traitement comprenant un inhibiteur de la protéase. Nous avons
observé la présence de mutations chez quatre d’entre eux (G48W, 154V, V82A/T) ainsi que

plusieurs polymorphismes tels : K201, M361 et LIOV/M/I.

Finalement, nous avons vérifié¢ si la présence de résistance chez nos patients était due a la
transmission de virus résistants ou si ces mutations de résistance se sont produites de novo
chez les patients initiant un traitement antirétroviral. La premiére étape de notre analyse fut
d’abord d’évaluer si notre population était indépendante des autres séquences AG et AGK
déja décrites. A I’aide des séquences disponibles dans la base de données de Los Alamos,

nous avons généré une multitude d’arbres phylogénétiques avec la méthode de parcimonie
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maximale. L’objectif est de créer I’arbre le plus parcimonieux, c’est-a-dire 1’arbre
représentant la disposition des séquences nécessitant le moins de changement possible.
Cette analyse a permis de conclure qu’il y a échange génétique entre nos séquences et les
séquences obtenues a partir de la base de données et donc nos séquences ne sont pas
monolithiques et sont distribuées sur diverses branches de 1’arbre. Néanmoins, nos
séquences sont plus isolées entres elles et sont distinctes des autres séquences AG et AGK
décrites. L’arbre phylogénétique de la figure 1 représente bien ce phénomene puisque
plusieurs séquences sont sur les mémes branches de I’arbre. Ce résultat n’est pas
surprenant puisque des virus locaux vont souvent démontrer une forte homologie. C’est le
cas d’ailleurs des virus retrouvés chez les patients de la cohorte de primo infection de
Montréal ou les virus retrouvés sont plus pres les uns des autres que des virus de sous-type
provenant d’une autre région géographique. Or les séquences du Mali et du Burkina Faso
sont plus pres les unes des autres que des autres séquences AG et AGK décrites dans la

banque de données.

Cette analyse a démontré que la population virale étudiée est distincte et évolue de facon
indépendante des autres virus CRF02_AG et CRF06 cpx. Nous nous sommes ensuite pos¢
la question a savoir, puisque ces virus sont fortement reliés, est-ce que les mutations
observées étaient présentes chez ’ancétre commun ou si ces mutations se sont plutot
produites de novo chez ces individus. Nous avons donc calculé le nombre de mutations
requises pour changer le génotype de virus sensible a virus résistant. Si les mutations de
résistances sont transmises, nous nous attendons donc a observer un faible nombre de

mutations et nous devrions observer ces mutations a la base de la branche principale



172

représentant des mutations s’étant produites tot dans I’évolution virale de notre population.
Nous avons observé 57 changements requis pour expliquer toutes les mutations de
résistance observées dans notre population de virus AG et 17 pour les AGK. Ces valeurs
sont beaucoup trop ¢levées pour supporter la thése selon laquelle un ancétre commun
résistant était présent et a été transmis dans notre population et donc, les mutations
observées se sont produites de novo chez ces individus. Seule la mutation M184V atteint
les seuils de signification et nous pourrions conclure que cette mutation est bel et bien
transmise dans la population. Mais 1’explication alternative serait la facilité de sélection de

cette mutation en présence d’un traitement sous-optimal contenant la 3TC.

Cette ¢tude effectuée au Mali et au Burkina Faso nous renseigne sur I’impact de la diversité
virale sur le traitement et nos résultats démontrent que celle-ci n’est pas un obstacle majeur
lors de I’initiation de la thérapie chez les patients infectés avec des sous-types non-B. Bien
que nous ayons observé un certain nombre d’échecs thérapeutiques et que les séquences de
virus sont relativement homologues et pres les unes des autres, les mutations se sont
produites de novo chez les patients et ne sont pas associées a un ancétre commun résistant

ayant été le point de départ de 1’infection dans ces communautés.

Ces résultats sont intéressants et nous renseignent sur la diversité virale de ces régions ainsi
que sur les effets de I’initiation du traitement sur des sous-types non-B. D’abord, nos
résultats démontrent que plus de 75% des patients traités ont trés bien répondu aux
traitements ce qui est en accord avec la littérature ***. Ces résultats sont trés encourageants

a plusieurs niveaux. Premierement, les antirétroviraux semblent avoir un excellent effet
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antiviral chez les sous-types non-B a des nivaux similaires au sous-type B. D’autant plus
que les patients enrdlés dans notre étude étaient a des stades relativement avancés de
Iinfection, comme I’indique le décompte des CD4 qui est inférieur a 200 cell/mm’ pour la
majorité des patients, ces résultats sont trés encourageants. Nos résultats confirment
I’importance et I’impact majeur de I’initiation du traitement sur la pandémie d’infection par
le VIH dans les régions les plus touchées. En plus d’améliorer significativement la qualité
de vie des personnes atteintes, c’est toute 1’économie de certains pays qui devrait en
profiter. De plus, I’initiation du traitement devrait diminuer I’incidence dans les années a
venir. De ce fait, tous les efforts visant a améliorer 1’acces gratuitement ou a peu de frais
aux traitements devraient €étre maintenus et rendus disponibles a plus grande échelle.
Toutefois, il est également essentiel de continuer le suivi de 1’évolution des mutations de
résistance des sous-types non-B afin de bien documenter les voies de résistances. Il y a fort
a parier que les pays en développement seront, dans un avenir rapproché, confrontés aux
mémes problémes reliés a la résistance aux antirétroviraux que les pays développés. 1l est
donc primordial de mettre sur pied des infrastructures médicales solides permettant le suivi
des patients possédant des virus résistants a certains antirétroviraux et que les efforts
fournis pour améliorer 1’acces aux ARV ne soient pas suivis d’un vide pharmaceutique
important lorsque les problémes reliés a la résistance vont émerger. Il faudra développer
I’acces aux nouvelles classes de médicaments, et ce, rapidement et a des colits acceptables

pour ces populations.



Conclusion
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Les perspectives de notre travail sont diverses. D’abord I’étude de la diversité virale chez
les patients de la cohorte de primo-infection de Montréal a démontré une population virale
homogeéne au début de I’infection, suivi par une augmentation de la diversité virale en
fonction du temps. Bien que non statistiquement significative, cette augmentation était plus
importante chez les patients n’ayant pas initi¢ de traitement. L’initiation précoce du
traitement suite a I’infection pourrait avoir comme effet de limiter la taille ainsi que le
nombre de sous-espéces alimentant les réservoirs. De ce fait, un traitement agressif lors de
la primo-infection pourrait permettre 1’éradication du virus. De plus, la présence d’une
population virale homogéne au tout début de I’infection pourrait représenter un moment

propice au développement de vaccins.

De plus, malgré une diversité génétique importante de la région sub-saharienne, notre
travail a démontré que plus de 75% des patients infectés avec des sous-types non-B
réagissaient bien au traitement et atteignaient des niveaux de charge virale indétectable.
Notre étude a aussi confirmé la proximité des virus présents dans cette région tout en
confirmant que la majorité des mutations de résistance étaient produites de novo chez ces
patients.  Notre travail souligne bien [Defficacit¢ des programmes d’accés aux

antirétroviraux dans les régions les plus pauvres et les plus touchées par I’épidémie du VIH.
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5. Annexe I- Article supplémentaire
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Abstract

Background: Sub-Saharan Africa has seen dramatic increases in the numbers of people
treated with antiretroviral therapy (ART). Although standard ART regimens are now
universally applied, viral load measurement is not currently part of standard monitoring

protocols in sub-Saharan Africa.

Methods: We describe the prevalence of inadequate virological response (IVR) to ART
(viral load > 500 copies/mL) and identify factors associated with this outcome in 606 HIV—
positive patients treated for at least 6 months. Recruitment took place in 7 hospitals and
community-based sites in Bamako and Ouagadougou, and information was collected using

medical charts and interviews.

Results: The overall prevalence of IVR in treatment-naive patients was 12.3% and 24.4%
for pretreated patients. There were no differences in rates of IVR according to ART
delivery sites and time on treatment. Patients living farther away [odds ratio (OR) = 2.48;
95% confidence interval (CI) 1.40 to 4.39], those on protease inhibitor or nucleoside
reverse transcriptase inhibitor regimens (OR = 3.23; 95% CI 1.79 to 5.82) and those
reporting treatment interruptions (OR = 2.36; 95% CI 1.35 to 4.15), had increased odds of
IVR. Immune suppression (OR = 3.32, 95% CI 1.94 to 5.70) and poor self-rated health

(OR =2.00; 95% CI 1.17 to 3.41) were also associated with IVR.
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Conclusions: Sufficient expertise and dedication exist in public hospital and community-
based programs to achieve rates of treatment success comparable to better-resourced

settings.

KeyWords:

Viral load, antiretroviral treatment monitoring, sub-Saharan Africa, immune suppression,

public hospital, community-based organization

(J Acquir Immune Defic Syndr 2008;48:476—484)
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Background

Sub-Saharan Africa has seen dramatic increases in the numbers of people treated with
antiretroviral therapy (ART). ART is now considered an integral part of the comprehensive
response to HIV prevention, care, and support. Highly active antiretroviral therapy
(HAART) requires that patients take at least 3 different antiretrovirals (ARVs) daily for
life. Factors that are predictors of response to ART include adherence,”* stage of disease
with immune status at baseline,™® treatment history,”® and sociodemographic factors such
as age and gender. ° But, by far, the most important determinant of therapeutic success is
adherence to treatment. HIV infection has management requirements that are especially
difficult to meet in sub-Saharan countries where resources are scarce, such as long-term
follow-up and support of patients and frequent laboratory monitoring. Despite considerable
challenges, ART treatment programs in resource-poor settings have success rates similar to

those reported for developed countries despite low standards of monitoring.'® Early results

11-13 14,15

from Senegal and Cote d’Ivoire, Uganda,'*"* and from South Africa'® were particularly
encouraging. These studies show remarkably high rates of adherence and excellent
virological and immunological outcomes, allaying initial concerns about difficulties with
adherence and inadequate infrastructure. Less commented upon, however, has been the
fact that these initial pilot projects were better resourced than what can be expected in more
routine settings. As demonstration projects, many received technical assistance by

expatriate physicians, had selected for the most motivated patients, and had direct links to

academic resources in the North. However, as treatment access is expanded and



182

decentralized, it will be difficult to maintain this intensity of resources, follow-up, and
motivation. Moreover, free ARVs do not release the patient from the burden of additional
expenditures. Laboratory monitoring may not be free, and even if it is, patients must often
incur transportation costs to travel to appointments and often find that their food
expenditures increase with improved health and appetite. This has been cited as a potential
barrier to adherence.!” Standard HAART comprises 2 nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NRTIs) and a nonnucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTTI) for first-
line therapy and a protease inhibitor (PI)-based regimen for second-line treatment.’
Although these regimens are now universally applied, standards for laboratory monitoring
of patients greatly depend on availability of basic laboratory services and appropriate
training and quality control. These continue to be limited, and many regions in developing
countries still rely on clinical status alone for treatment decisions. CD4 cell count remains
the strongest predictor of HIV-related complications'® and is widely advocated by World
Health Organization (WHO) for treatment initiation and monitoring. Viral load (VL)
measurements' and drug resistance surveillance'’ are not recommended for wide use in
public health management of ART and remain restricted because of cost. Nonetheless, a
growing number of urban centers are equipped with facilities able to perform VL
measurement, and this is used to monitor therapy for selected patients. In some major cities,
even genotypic resistance testing is now available. Both VL monitoring® and genotypic
resistance testing at diagnosis®' and after treatment failure>> have been shown to improve
clinical outcomes. This is because they permit early detection of a failing regimen and
guide switch to a second line24 before a broad cross-class resistance has evolved. Mali has

an estimated 120,000 people living with HIV® and a national program which is now
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treating over 10,000 with free ART. Laboratory monitoring is not covered by the program.
Burkina Faso has an estimated 300,000 people living with HIV.?® There, most patients are
receiving ART through nongovernmental mechanisms®’; however, the public health system
is rapidly developing ART delivery programs for HIV patients. Scale-up is occurring
rapidly from a baseline of 4446 patients in April 2005 to a target of over 30,000 by 2008.
In this study, we focus on virological outcomes (concentrations of plasma HIV RNA) of
HIV-positive patients treated with HAART in 7 hospitals and community-based sites in
Bamako (Mali) and Ougadougou (Burkina Faso) to describe treatment efficacy and identify
main factors associated with inadequate virological response (IVR), defined as HIV RNA

levels higher than 500 copies/mL in observational settings.
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Methods

Patients

A sample of 636 HIV-infected patients treated with HAART for more than 6 months
voluntarily enrolled in this study between January and October 2005 in a pilot study to
assess adherence, clinical, immunological, and virological outcomes. A convenience
sample of patients were recruited in 3 public hospitals (n = 406) and 3 community-based
organizations (CBOs) (n = 230) in Bamako (Mali) (n = 314) and Ouagadougou (Burkina
Faso) (n = 322) to provide a representative mix of public, nongovernmental, community,
and hospital-based ART delivery sites. As of 2005, sites participating in our study treated
from 450 to 2372 patients. To evaluate adherence and potential causes of treatment failure,
patients were interviewed independently by trained staff including medical personnel or
another person living with HIV using a standard questionnaire. The questionnaire covered
demographic and relational characteristics, psychosocial factors, self-reported adherence,
and serostatus disclosure. VL was obtained in all patients except for 30. We report the
results of the remaining 606 patients for whom questionnaire and VL data were available.
HAART regimens were generally combinations of 2 NRTIs with 1 NNRTI or with 1 PIL.
NRTIs mostly used were lamivudine (3TC) (57.4%), D-drugs [didanosine (ddl) and
stavudine (d4T)] (38.6%), and zidovudine (AZT) (25.1%). NNRTIs were efavirenz (43.9%)
and nevirapine (30.7%). PIs included indinavir-unboosted (15.8%) and ritonavir-unboosted

(1.0%) as sole PI. Combination ART including dual combination ART (Combivir, Duovir,
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or Avocomb) (30.2%) and triple combination ART (Triomune) (6.8%) were also available.
Triple combination ART that was used was Triomune (Cipla), and dual therapies were a
combination of 3TC + AZT drugs: Duovir-N (Cipla), Combivir (GlaxoSmithKline), and
Avocomb (Ranbaxy). Consent for participation was obtained from all patients, and the
study was approved by the Ethics Committees in Bamako, Ouagadougou, and at University

of Montreal.

Clinical Data

Clinical and immunological responses to HAART were measured as part of routine
checkup and medical examination but varied slightly according to site. Start and stop dates
for each ARV and the most recent clinical evaluation by physician and CD4 cell count were
obtained from patients’ medical files. HIV-1 RNA plasma viral load (PVL) was measured
in all subjects. Immunological and virological failures (VFs) were defined according to
WHO guidelines. Immunological suppression (IS) was defined as CD4 count below 200
cells/mm3 and virological failure as HIV-1 RNA more than 10,000 copies/mL. VL
persisting >500 ¢/mL after more than 6 months is a clinically significant outcome as it is
prognostic for treatment failure, we defined this as inadequate virological response. Body
mass index (BMI) was calculated as weight (kilograms) divided by square of height
(meters). Self-rated health (poor, neither good nor poor, and good) is a good predictor of
health outcomes including mortality,” hence, it was also included as a proxy for patients’

general health.



186

Variables

Variables that were selected from the standardized questionnaire were grouped into 4
categories as follows: (1) sociodemographic characteristics including age, gender, food
insecurity (having often skipped a meal or reduced the amount of food intake in the last 6
months because of money), literacy (being able to read and write in French), and distance
from ART delivery site (<1 hour or .>1 hour); (2) context of ART care including country
and type of site (public hospital or CBO); (3) treatment factors including prescribed ART,
ART history (treatment naive or experienced), drug formulation (3) different pills or fixed-
dose ART), and patient-reported drugrelated adverse events (digestive, skin rashes,
arthralgia, neurological, and fatigue); and (4) behavioral factors including adherence
(patient-reported number of doses missed, yesterday, the day before yesterday, and in the

last 7 days, and treatment interruption) and alcohol use (yes or no).

Laboratory Methods

CD#4 cells were quantified by flow cytometry (Becton Dickinson FACSCaliburTM system
in Ouagadougou and FACScan in Bamako). Plasma HIV-1 RNA loads were measured in
the Centre Hospitalier de 1I’Universite de Montreal laboratory using a quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction (Ultrasensitive Assay version 1.5; Roche Molecular

Systems, Branchburg, NJ), which has a lower limit of detection of 50 ¢/mL.
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Statistics

The proportions of patients with IVR were compared with patients with low (<500 ¢/mL)
or undetectable PVL (<50 ¢/mL) using the x2 statistic. The level of significance was 0.05.
Factors associated with PVL $500 copies/mL were analyzed in a logistic regression model
using multivariate approach with staggered entry. We modeled the associations with IVR
by including sociodemographic factors (country, type or ART delivery site, distance from
ART delivery site, age, gender, literacy, and food insecurity), treatment factors (prescribed
HAART, previous HAART usage, use of fixeddose ART, and ART-related adverse
events), behavioral factors (previous treatment interruption, 7-day adherence, and alcohol
use), and clinical characteristics (BMI, CD4 cell count, and self-rated health) in 4
sequential steps. Variables from each step were selected by using stepwise backward
strategy in which statistical criteria for entry and retention of variables in each model were
P < 0.05 and P< 0.10, respectively Fifty-seven cases were removed from the final model
due to missing information on any of the variables included in the analysis. This resulted in
549 cases selected in the final model. Results are presented as odds ratios (ORs) with 95%

confidence intervals (95% Cls).
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Results

Patients

This analysis is based on 606 patients treated with HAART for at least 6 months for whom
VL and questionnaire data were available. Mean age of the study population was 38.0 6
7.9 years, and 66.8% were females. Patients were equally distributed in each country, and
more than two-thirds (64%; n = 388) were treated in public hospitals as compared with
CBOs (Fig. 1). Patients were divided by time on treatment into 3 groups: 6—12 months
(22.4% of patients), 12-24 months (48.5%), and .24 months (29.2%). The majority of
patients were on NNRTI-based regimens (83.7%), 15.4% were on Plbased regimens, and 5
patients were on a triple NRTI regimen. Fixed-dose medications with double (Duovir-N,
Combivir, Avocomb) or triple (Triomune, Trizivir) ARVs were prescribed in, respectively,
30.2% and 6.8% of the patients (Table 1). Eighty-two (15.8%) patients had previously
received ARVs. Pretreated patients were more likely to be females (15.9% versus 9.0%; P
= 0.021) to be treated in Burkina Faso (17.3% versus 9.3%; P = 0.004) and in CBOs
(19.3% versus 10.4%; P = 0.002). For 52 of the 82 patients who had previously received an
ART, we were able to ascertain their first regimen. The majority (90.4%) had received
triple ARVas an initial regimen; only 4 patients had been previously treated with NRTI
dual therapy (both NRTIs), and 1 woman reported having taken zidovudine (AZT)
monotherapy during pregnancy. For their second ART, 23 patients (44.2%) were receiving

an NNRTI-based regimen, 23 (44.2%) were on a Plbased regimen, and 6 (11.5%) were on a
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triple NRTI regimen. In half the patients (26), their regimen was a fixed-dose ART (eg,
Combivir). Changes in treatment were based on clinical or immunological criteria because
VL quantification was not available at the time of the study. The majority of treatment
switches (n = 34, 65.4%) had resulted in the substitution of only one drug. Substitutions of
2 or all drugs were observed in 15 (28.8%) and 3 (5.8%) patients, respectively. Forty-four
percent of the treatment changes (23 cases) involved switching ARVs without switching
classes either for toxicity or supply reasons. Among the 29 patients who switched classes,
18 switched from a Pl-based regimen to an NNRTI-based regimen, 4 switched from an
NRTI-only regimen to an NNRTI-based regimen, 4 switched from an NNRTI-based
regimen to a PI-based regimen, and 1 patient switched from an NRTI-only regimen to a PI-
based regimen. In all but one case, patients were on unboosted PIs. Treatment adherence in
the entire sample was generally good with 391(64.5%) patients reporting perfect adherence
in the last week and 471(77.7%) never having interrupted their treatment regimen. Of the
493 patients for whom BMI was measured, 287(58.2%) were considered to have a normal
BMI, 65(13.2%) patients were considered underweight, and 141(29.6%) were overweight

(Table 1).

Virological and Immunological Outcomes

More than three quarters (77.2%) of the patients had suppressed PVL below the detection
level (50 ¢/mL), 8.7% had low detectable VL (50-499 c/mL), 14.0% had IVR, of which

70.6% (60 patients) had VF (Fig. 1). Prevalence of IVR ranged from 7.9% to 20.7% across
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ART delivery sites, but the differences in the proportion of patients in each VL category
between countries, types of sites, and actual ART delivery sites were not statistically
significant (Fig. 1). Proportions of patients with VL >500 ¢/mL (IVR) were not different
between time-ontreatment groups. However, differences were observed between treatment
regimens and between pretreated and naive patients. Overall prevalence of virological
suppression was 79% in naive patients and 68% in pretreated patients. Virological
suppression was also more frequent in NNRTI-treated patients (79.6%) as compared with
patients treated with other regimens (62.9%; P< 0.001). In Figure 2, rates of IVR are
disaggregated by time on treatment, type of regimen, and history of ART use. Higher
proportions of naive patients had IVR in the first year if they were on PI as compared with
NNRTI. More so, a previous ART use was significantly associated with higher rates of
IVR. Pretreated patients taking an NNRTI regimen were significantly more likely to have
IVR in the first 2 years of treatment whereas those taking a PI regimen were significantly
more likely to have IVR after their second year of treatment. One hundred forty-four
(25.9%) patients did not increase their CD4 counts over the threshold of 200 cells/mm3
(IS), even though two thirds of these patients had undetectable VL. IS suppression was
more common in women (31.2% versus 23.2%; P = 0.004) and among those who reported
food insecurity in the last 6 months (33.1% versus 19.7%; P<0.001). There were no
significant differences in rates of IS according to time on treatment, treatment history, and
type of HAART regimen, but patients on fixed-dose ART (Duovir + NNRTI or Triomune)
were less likely to have IS (19.4% versus 30.0%; P = 0.007). Furthermore, rates of IS

correlated well with BMI and self-rated health.
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Correlates of IVR

Bivariate analysis (Table 1) indicates that there are no differences in the rates of IVR
between men and women or between literate and illiterate patients. However, patients who
reported living more than one hour away from their ART delivery site were more likely to
have an IVR. IVR was also more frequent in patients treated with PI- and NRTI-only
regimens than in patients taking NNRTTIs, in patients taking more pills, and in treatment-
experienced patients. None of the specific drug-related events or cumulative number of
adverse events (not shown) was associated with IVR. Treatment interruptions were
associated with IVR whereas partial adherence in the last week was not. As expected,
clinical factors such as low BMI, self-rated health, and immunosuppression were also
associated with IVR. Although only marginally significant, the relationship between BMI
and HIV RNA seemed curvilinear with overweight patients having the best virological
outcomes (6.1% IVR; P = 0.061) as compared with others with higher or lower BMI.
Results of the multivariable logistic regression models are reported in Table 2. Regression
models suggest that factors related to patients’sociodemographic characteristics, treatment
regimen, adherence, and clinical status may all be independently associated with high HIV
RNA concentration. Model 1 describes the effect of patients’ sociodemographic
characteristics on virological outcomes. Age, gender, or literacy and food insecurity were
selected into this model; however, living more than one hour away from ART delivery site
increased the odds of having an IVR (OR = 1.66; 95% CI 1.01 to 2.73). In model 2,
treatment-related factors are included. In this model, PI- or NRTI-only regimens (OR =

3.12; 95% CI 1.81 to 5.38) and previous history of ART (OR = 2.32; 95% CI 1.27 to 4.22)
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were associated with increased odds of having high PVL when compared with NNRTI
regimens and treatment-naive patients, respectively. Once history of treatment interruption
was included in model 3, the odds of having an IVR in pretreated patients slightly dropped
and the association lost its significance, but the effect of other variables remained relatively
unchanged. Contrary to our expectations, this finding indicates that the mechanism by
which distance from site affects virological outcome is not explained by its effect on ART
interruption. ART interruption was a significant predictor of poor virological outcome (OR
=2.63; 95% CI 1.57 to 4.41) once adjusted for model 1 and 2 variables. Finally, IS (3.32;
95% CI 1.94 to 5.70) and poor self-rated health (OR = 2.00; 95% CI 1.17 to 3.41)
significantly increased the odds of having an IVR, and their effects were independent of
distance to ART delivery sites, treatment regimen, previous ART use, and treatment
interruptions. Surprisingly, the odds of IVR for patients living farther away from ART
delivery sites increased with this final adjustment, suggesting that this variable interacts

with either of the 2 clinical variables.
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Discussion

This study describes virological and immunological responses to HAART in routine care in
a large group of patients receiving treatment in a variety of hospitals and CBOs in Burkina
Faso” and Mali. This multicenter 2-country study is significant as it describes treatment
outcomes in representative health care settings. Overall, 76.6% and 74.6% of patients in
the first, second year, and later had adequate immunological and virological outcomes,
respectively. The overall prevalence of undetectable VL in treatment naive patients was
79% and 68% in pretreated patients. Rates of virological suppression in naive and
pretreated patients remained stable across ART delivery sites and time on treatment.
Results are encouraging given that they were neither obtained from randomized trials nor
obtained from highly monitored and supervised programs. Moreover, results reported
herein are superior to some of the results obtained in resource-limited contexts and are quite
comparable to those obtained from middle- or high-income countries. For example, rates
of undetectable VL at 12 months of 40% and 50% have been reported in Uganda®® and Céte

d’Ivoire.?

High rates of virological suppression (80%) were observed in the paying ART
clinic in Blantyre (Malawi), but patient population is unlikely to be representative of HIV-
positive people in need of treatment because more than half were lost to follow-up after
initiating treatment.”’ According to the number provided by the national HIV program in
Mali (December 2005), 69.78% of the patients who have initiated treatment are still being
routinely followed in the 3 HAART delivery sites in Bamako. Although similar

information was not available for Burkina Faso, we hypothesize that patients may be more

representative of HIV-infected people in our setting because the free access to treatment is
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likely to improve patient retention. In Brazil, 25% of treatment-naive patients had IVR at 6
months after initiation of treatment with nonbrand name drugs.*® In a heterogeneous clinic
population in the United States, one quarter of patients had IVR over a period of 2 years.”
Strikingly similar results were observed in patients initiating HAART in North America
and Europe, where 83% had attained HIV RNA < 500 ¢/mL at 6 months.* However,
slightly higher virological outcomes were obtained from the Swiss cohort, where 90% of
the naive patients and 79% of the pretreated patients had suppressed their viral RNA at 12
months.® The appropriate threshold for switching regimens remains to be determined and is
a research priority; in high-income countries, a confirmed detectable VL at any level after
being suppressed is sufficient to switch therapy. In resource-limited settings, WHO
guidelines recommend that 10,000 c¢/mL may be an appropriate threshold for switching.'
Resistance testing was conducted on a subsample of 46 patients who had high viremia
(858-160,000 c/mL); 33 (71%) had VL >10,000 consistent with WHO guidelines of VF
and an indication for treatment switch. However, in this subgroup, 39 patients (85%)
already harbored HIV with major resistance mutations.” These results suggest that an
important proportion of patients with high viremia already have future treatment options
compromised and would require access to second-line treatments. Immunological outcomes
are a concern in these patients because 1 of 4 patients had CD4 cell count below 200
cells/mL. Immune reconstitution is challenging; some studies have reported that some
patients may never have CD4 counts that exceed 200 cells/mm3 and thus never leave the
zone of AIDS—defining immunosuppression.”® Such low counts are associated with
significantly increased odds of contracting opportunistic infections or clinical progression

to AIDS.*”*® Our data also show that food insecurity was associated with IS, as reported
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by others.” This supports recommendations for beginning treatment earlier in contexts
where immune reconstitution may be a challenge, for instance in contexts where
malnutrition, poor hygiene, and infectious diseases are prevalent.”’ As would be expected,
treatment interruptions, low CD4 count, and poor self-rated health were associated with
treatment failure, consistent with the SMART study on treatment interruption.”’ The
results of studies evaluating differences in responses based on gender or socioeconomic
background have been inconsistent. Nevertheless, poor socioeconomic conditions and low
literacy have not been reported to be major obstacles for proper adherence and therapeutic
success in resource-limited settings* or in more marginalized populations in high-income
countries.* This is in line with our findings showing a lack of association between literacy
or demographic factors and treatment failure. However, geographic distance from ART
delivery site was identified as predictor for poor virological outcome in our sample, and
contrary to our expectations, the effect of this factor was not explained by the fact that it
may be a barrier for proper adherence.'” Because ART delivery mechanisms in this study
varied greatly with regard to infrastructure, human resources, management culture, services
to person living with HIV, and patient characteristics, neither selection bias nor sitespecific
factors would explain these results. We believe these results to be generalizable to the
whole population of people living with HIV in these 2 countries. A rate of 14.7% of IVR
response to ART suggests that, in these patients, the risk of treatment failure and resistance
is significant. IVR was associated with treatment regimen, history of ART, and previous
treatment interruption. We measured adherence with 2 questions: having ever interrupted
the current treatment regimen and having forgotten one or more doses in the last week. The

former was associated with IVR whereas the latter was not. Part of the reason for the
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absence of association between self-reported last week adherence and virological response
may be that this measure is more susceptible to social desirability bias than reporting events
that date further back. Another potential explanation for this is that patients may have been
more likely to report treatments interruptions if these events consisted of longer or more
significant numbers of pills missed and less likely to report missing 1 pill in the last week.
Nevertheless, our results suggest that events outside the patient’s control leading to
treatment interruptions may also contribute to IVR as does actual patient behavior. This
underscores the importance of developing strategies to support adherence over the long
term. Pl-based regimen and NRTI-only regimens have poorer efficacy than NNRTI-based
regimens—even when adjusted for ART history and adherence. NRTI-only regimens are
known to be less effective than HAART regimens with a PI or an NNRTL>® and PIs have
also been reported to be less effective than NNRTI regimens.** The association between
IVR and treatment with a PI-containing regimen is explained by the fact that the majority
(93.8%) of these patients were taking unboosted indinavir, which is known to have low
genetic barrier and to be less effective than boosted PIs.*> Indinavir is a challenging drug to
use as it requires strict dosing and, in our experience, is particularly poorly tolerated with
patients often experiencing recurrent nausea, vomiting, and diarrhea. This is reflected in a
higher switch rate from PIs than from NNRTIs. As treatment switches were not guided by
VL response but by clinical factors, the majority of switches were for tolerability reasons.
Only 2 patients had a complete regimen switch for presumed treatment failure. This study
was limited by its cross-sectional design. Single time-point measurement of VL made it
impossible to determine whether a VL of more than 500 ¢/mL was a single ‘‘blip’’ or

represented persistent viremia, which selects for resistance and is associated with treatment

[Type text]



197

failure.*® Similarly, it was not possible to distinguish whether patients with CD4 <200
cellssmm3 were true immunological failures as these patients may still be able to
reconstitute their immune systems to above 200 cells/mm3 with more time. This was a
convenience sample of patients recruited at ART delivery sites during routine
examinations; none of the respondents were hospitalized at the time of the study. Although

refusal rates were low, patients volunteering for this study might have better health.

Conclusions

These results suggest that, even without significant external inputs, sufficient expertise and
dedication exist in public hospital and community-based programs to achieve rates of
treatment success comparable to better-resourced settings. That self-reported treatment
interruptions were associated with IVR whereas self-reported partial adherence in the past
week suggests that structural factors outside the control of patients may be more important
than behavioural factors in this resource-poor setting. In this study, structural factors
outside the control of patients included geographic distance from care sites, availability and
accessibility of ART including type of regimen (eg, use of regimens containing indinavir as
an unboosted PI), and absence of VL monitoring. Because IVR is not detected in the
absence of VL monitoring, in these minority of patients with treatment failures, future
salvage options may be compromised as continued treatment with a suboptimal regimen
that will lead to broad cross-class resistance. Further research is needed on determinants of
treatment success and IVR. Adherence must be measured at the level of ART availability

and accessibility and individual behavior. Even in the absence of accessible VL
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monitoring, ongoing operations research using VL as a gold standard will be needed to
develop easily usable screening tools to predict IVR. This suggests that ARV rollout
programs need to include strengthening of health care delivery capacity, adherence support

programs, and monitoring and drug distribution.
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FIGURE 1. Number of patients with
undetectable PVL, low detectable
PVL, IVR, and with VF. Undetectable
PVL was <50 plasma HIV RNA
copies/mL; low detectable PVL was
50-499 plasma HIV RNA copies/mL,;
IVR was =500 plasma HIV RNA
copies/mL; and VF was =10,000
plasma HIV RNA copies/mL.
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