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ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DPSAA : DONGO Etienne, Professeur
VICE-DOYEN / DSSE : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences
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1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (37)

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
2 | MBACHAM FON Wilfred Professeur En poste
3 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
4 | NINTCHOM PENLAP V. épse BENG Professeur En poste
5 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
6 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
7 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
8 | BELINGA née NDOYE FOE M. C. F. Maitre de Conférences Chef DAF/ FS
9 | BIGOGA DIAGA Jude Maitre de Conférences En poste
10 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
11 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
12 | FOKOU Elie Maitre de Conférences En poste
13 | KANSCI Germain Maitre de Conférences En poste
14 | NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences En poste
15 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
16 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
17 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences En poste
18 | AKINDEH MBUH NJI Chargée de Cours En poste
19 | AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Chargée de Cours En poste
20 | BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Chargée de Cours En poste
21 | DAKOLE DABOY Charles Chargée de Cours En poste
22 | DJOKAM TAMO Rosine Chargée de Cours En poste
23 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Chargée de Cours En poste
24 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
25 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste
26 | EWANE Cécile Anne Chargée de Cours En poste




37 | MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle | Assistante | En poste
27 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
28 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
29 | KOTUE KAPTUE Charles Chargeé de Cours En poste
30 | LUNGA Paul KEILAH Chargeé de Cours En poste
31 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargeée de Cours En poste
32 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargeée de Cours En poste
33 MOFOR née TEUGWA Clotilde Chargée de Cours Inspeli:/'ltmzzdseuierwce
34 | PACHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 | TCHANA KOUATCHOUA Angele Chargée de Cours En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (44)

1 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
2 | DIMO Théophile Professeur En Poste
3 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
ESSOMBA née NTSAMA

4 | MBALA Professeur VDoyen/FMSB/UYI
5 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
6 | KAMGANG René Professeur C.S. MINRESI
7 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
8 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
9 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste

10 | NOLA Moise Professeur En poste

11 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste

1 | TCHUEM TCHUENTE Louis orof Inspecteur de service

Albert rotesseur Coord.Progr./MINSANTE
13 | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Maitre de Conférences | VICE-DOYEN / DSSE
14 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste
15 | FOTO MENBOHAN Samuel Maitre de Conférences En poste
JATSA BOUKENG Hermine épse N .
>0 | MEGAPTCHE Maitre de Conférences En Poste
16 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste
17 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
MONY Ruth épse NTONE Maitre de En Poste
18 Conférences
19 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste
Maitre de

21 TOMBI Jeannette Conférences En poste
22 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Maitre de Conférences En poste
23 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
24 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
25 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargeé de Cours En poste




26 | BILANDA Danielle Claude Chargée de Cours En poste
27 | DJIOGUE Séfirin Chargée de Cours En poste
28 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
29 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
30 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
31 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargeé de Cours En poste
32 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
33 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
34 | MOUNGANG LucianeMarlyse Chargée de Cours En poste
35 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
36 | NGOUATEU KENFACK Omer Béhé Chargé de Cours En poste
37 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
38 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
39 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
40 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
41 | YEDE Chargé de Cours En poste
43 | ETEME ENAMA Serge Assistant En poste
44 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (27)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII

2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste

3 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

4 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département

5 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
6 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste
7 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste
8 | DJOCGOUE Pierre Frangois Maitre de Conférences En poste
9 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste
10 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste
11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/UDs
12 | MBOLO Marie Maitre de Conférences En poste
13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
14 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences En poste
15 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste
16 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
17 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
18 | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Chargé de Cours En poste
19 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
20 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
22 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
23 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
24 | NSOM ZAMO Annie Claude épse PIAL Chargée de Cours Expert

national/UNESCO




| 25 | TONFACK Libert Brice Chargé de Cours En poste
26 | DJEUANI Astride Carole Assistante En poste
27 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Assistante En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (ClI) (32)

Vice RecteurUniv

1 AGWARA ONDOH Moise Professeur ‘Bamenda
2 | ELIMBI Antoine Professeur En poste
. Recteur
3 Florence UFI CHINJE épouse MELO Professeur Univ.Ngaoundere
Ministre Chargé
4 GHOGOMU Paul MINGO Professeur deMiss PR
5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
CT MINRESI/Chef de
6 NDIFON Peter TEKE Professeur Departement
. Vice-Doyen Univ.
7 NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Bamenda
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs

10 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences | Chargée Mission P.R.
11 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste

12 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste

13 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences En poste

14 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste

16 | NGOMO Horace MANGA Maitre de Conférences Vice Chancelor/UB
17 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En poste

18 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste

19 | YOUNANG Elie Maitre de Conférences En poste

20 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste

21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste

23 | EMADACK Alphonse Chargé de Cours En poste

24 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste

24 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste

25 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste

26 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste

27 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste

28 | NDI NSAMI Julius Chargé de Cours En poste

29 | NEBA nee NDOSIRI Bridget NDOYE Chargée de Cours '”SpeCtN‘flul\zgél\SﬂerV'ce
30 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste

31 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste

32 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste




5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (32)

1 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen / PSAA
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDS
3 | NGOUELA Silvére Augustin Professeur En poste
4 | NKENGFACK Augustin Ephreim Professeur Chef de Département
5 | NYASSE Barthélemy Professeur Directeur/UN
6 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP
7 | WANDJI Jean Professeur En poste
8 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences | DEPE/ Rectorat/UYI
9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences | Chef Service DPER
10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste
11 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
12 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
13 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
14 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
15 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
" - ) Sous/Direct.
16 NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences MINERES]
17 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
18 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
19 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI
20 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste
21 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
22 | AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste
23 | FOTSO WABO Ghislain Chargé de Cours En poste
24 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
25 | MVOT AKAK CARINE Chargé de Cours En poste
26 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
27 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Chargé de Cours En poste
28 . . . Chef
NOTE LOUGBOT Olivier Placide Chargé de Cours Service/MINESUP
29 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
30 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste
31 | ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
32 | NGNINTEDO Dominique | Assistant | En poste |
6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (25) |
1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
Chef Dpt ENS/Chef
) FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IGA MINESUP
3 | NDOUNDAM Réné | Maitre de Conférences | En poste \
4 | AMINOU Halidou Chargé de Cours En poste
5 | DJAM Xaviera YOUHEP KIMBI Chargé de Cours En Poste




6 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste
7 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
8 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
9 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
10 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
11 | KAMGUEU Patrick Olivier Chargé de Cours En poste
12 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
13 | OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa
14 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
15 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
16 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
17 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
18 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
19 | EBELE Serge Assistant En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | KAMDEM KENGNE Christiane Assistante En poste
23 | MAKEMBE. S. Oswald Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistante En poste
25 | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (28)
1 | BITJONG NDOMBOL Professeur En poste
2 | DOSSA COSSY Marcel Professeur En poste

AYISSI Raoult Domingo

Maitre de Conférences

Chef de Département

EMVUDU WONO Yves S.

Maitre de Conférences

CD Info/ Chef division

4 MINESUP
5 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste
6 | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences En poste
7 TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Directeur/AIMS
Rwanda
¢ | AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours ,Vﬁ,lle;fAG:\'/‘I’X’T
9 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
10 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
11 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
12 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
13 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste
14 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
15 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
16 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
17 | MBEHOU Mohamed Chargé de Cours En poste
18 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargé de Cours En poste
19 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste

E



20 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
21 | NIMPA PEFOUNKEU Romain Chargée de Cours En poste
22 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
23 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
24 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
25 | TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste
26 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste
27 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
28 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (12)
1 | ESSIA NGANG Jean Justin | Professeur | DRV/IMPM
3 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
4 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste
5 | NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste
6 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
7 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste
8 | ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste
9 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
10 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
11 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargeé de Cours En poste
12 | NJIKI BIKOI Jacky Chargée de Cours En poste
13 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (40)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
3 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
4 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
- Sous-Directeur/
5 NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur MINRESI
6 | NJOMO Donatien Professeur En poste
7 | PEMHA Elkana Professeur En poste
8 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
9 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
10 | WOAFO Paul Professeur En poste
BIYA MOTTO Frédéric Maitre de DG/HYDRO Mekin
Conférences
14 | BODO Bertrand Mautr/e de En poste
Conférences
DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM | Maitre de En poste
12 Conférences

vii



EKOBENA FOUDA Henri Paul

Maitre de

Chef Division. UN

15 Conférences
. Maitre de
16 EYEBE FOUDA Jean sire Conférences En poste
. Maitre de
17 FEWO Serge Ibraid Conférences En poste
Maitre de
18 HONA Jacques Conférences En poste
19 | MBANE BIOUELE César Maitre de En poste
Conférences
Maitre de Director/Students/Affairs.
20 NANA ENGO Serge Guy Conférences uB
NANA NBENDJO Blaise Maitre de En poste
21 Conférences
Maitre de
2 NOUAYOU Robert Conférences En poste
SAIDOU Maltrg de Sous-Directeur/Minresi
23 Conférences
. Maitre de
24 SIEWE SIEWE Martin Conférences En poste
25 SIMO Elie Maltrg de En poste
Conférences
26 VONDOU Derbetini Appolinaire Maltr’e de En poste
Conférences
27 , . Maitre de Sous Directeur/
WAKATA née BEYA Annie Conférences MINESUP
28 . Maitre de
ZEKENG Serge Sylvain Conférences En poste
29 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
30 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
31 | ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Chargée de Cours En poste
32 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER
33 | MBINACK Clément Chargé de Cours En poste
34 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste
35 | MELT’T Joelle Larissa Chargée de Cours En poste
36 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
37 | NDOP Joseph Chargé de Cours En poste
38 OBOUNOU Marcel Chargé de Cours DA/Univ In_ter
Etat/Sangmalima
39 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
| 40 [ CHAMANI Roméo Assistant | En poste
| 10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 | KAMGANG Pierre Professeur En poste
Conseiller
4 MEDJO EKO Robert Professeur Technique/UYI|




5 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
6 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste
7 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Vice-Doyen / DRC
8 Conférences
GHOGOMU Richard TANWI Maitre de CD/UMa
9 Conférences
10 | MOUNDI Amidou (':\f')f‘]']fgfeﬂies CT/ MINIMDT
11 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Maitre de Conférences En poste
12 | NGOS Il Simon Maitre de Conférences DAAC/Uma
13 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
14 | ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences En poste
15 BISSO Dieudonné MaTt,re de Directeur/Projt)at
Conféerences Barrage Memve ele
16| EKOMANE Emile Maitre de En poste
Conférences
17 GANNO Sylvestre Malt,r e de En poste
Conférences
18 Maitre de
NYECK Bruno Conférences En poste
TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de En poste
19 Conférences
20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste
21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. /IMINTP
70’0 ZAME Philémon Maitre de DG/ART
22 Conférences
23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste
24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste
25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste
26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste
27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste
28 | FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Sec. D’Etat/MINMIDT
29 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste
30 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste
31 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste
32 | METANG Victor Chargé de Cours En poste
33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours CD/Uma
34 | MOUAFO Lucas Chargé de Cours En poste
35 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
37 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste
38 | NGUEUTCHOUA Gabriel Chargé de Cours CEA/MINRESI
39 | NOMO NEGUE Emmanuel Chargé de Cours En poste
36 | NTSAMA ATANGANA Jacqueline Charge de Cours En poste
40 | TCHAKOUNTE J. épse NOUMBEM Chargée de Cours Chef.cell / MINRESI
41 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Chargé de Cours En poste
42 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste
43 | TEMGA Jean Pierre Chargé de Cours En poste




Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé 1

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

DEPARTEMENT Professeurs Maitres de Chargés de  Assistants Total
Conférences Cours

BCH 5(2) 12 (6) 19 (11) 1(1) 37 (19)

BPA 12 (1) 10 (5) 20 (07) 2 (0) 44 (13)

BPV 5(0) 10(2) 9 (04) 2(02) 26 (9)
Cl 9(1) 9(2) 14 (3) 0 (0) 32 (6)
CcO 7 (0) 14 (4) 10 (4) 1(0) 32(8)
IN 2 (0) 1(0) 13 (0) 10 (3) 26 (3)

MAT 2 (0) 4 (1) 19 (1) 2 (0) 27 (2)
MIB 2 (0) 5(2) 5(@1) 0 (0) 12 (3)

PHY 10 (0) 17(2) 11 (3) 1(0) 39 (5)
ST 7(1) 15 (1) 21 (5) 1(0) 43(7)

Total 61 (4) 97 (25) 141 (39)) 19(6) 318 (75)

1 Soit un total de 318 (75) dont :

Professeurs 61 (4)

Maitres de Conférences 97(25)

Chargés de Cours 141 (39)

Assistants 18(5)

2 () = Nombre de Femmes
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RESUME

Du fait de sa grande diversité, le Virus de I’ lmmunodéficience Humaine (VIH) pose de
nombreux problemes dans le monde. Le Cameroun n’est pas en reste face a cette pandémie ; la
dynamique de ce virus entraine de nombreuses complications pour le diagnostic, le suivi ainsi
que le traitement dans ce pays ou les options thérapeutiques sont limitées. Dans 1’optique
d’atteindre les objectifs 90/90/90 fixés par ONUSIDA pour 2020, il est important de suivre
I’évolution des proportions des différents variants de VIH circulants. A cet effet, nous nous
sommes proposé de déterminer la fréquence de détection des variants de VIH circulant au
Cameroun et leur profil de résistance aux antirétroviraux (ARVS).

Deux échantillons d’étude ont été utilisés. Le premier était constitué d’échantillons de
plasma provenant des patients regus en routine au Centre Pasteur du Cameroun (CPC), soit pour
une demande de sérologie VIH, soit pour une demande de test de résistance du VIH aux
ARVs, de la période allant de janvier 2010 a décembre 2016 et de septembre 2013 a décembre
2016 respectivement. Le second était composé de prélevements de sang diagnostiqués VIH
positifs au cours de I’enquéte démographique de santé (EDS) de 2011. Les tests permettant la
discrimination des sérotypes M, N, O, P, M+O et VIH-2 ont été réalisés. Les analyses
moléculaires des genes pol et env spécifiques de groupes de variants identifiés en sérotypie ont
permis de confirmer les réactivités sérologiques et de rechercher des discordances pol/env, en
faveur d’une forme recombinante. Enfin, le test de résistance du VIH aux ARVSs pour le géne
pol (protéase et transcriptase inverse)a été réalisé sur les échantillons concernés et les
résistances ont été identifiées avec I’algorithme de I’ANRS.

De 2010 a 2016, parmi les 83253 patients recus en routine au CPC pour un diagnostic
sérologique au VIH, 24448 (29,4%) se sont avérés infectés. Le sérotypage a montré que 24079
(98,5%) de ces sujets positifs étaient mono-réactifs M, 119 (0,5%) mono-réactifs O, 1 (0,004%)
mono-réactif N, 9 (0,04%) mono-réactifs VIH-2, 70 (0,3%) doublement réactifs M+O et 171
(0,7%) sérotypes indéterminés. Au fil du temps, les analyses ont indiqué une diminution
significative du nombre de patients VIH positifs recus au CPC, allant de 53,2% en 2010 a 15,5%
en 2016 (p=0,001). Dans le méme ordre d’idée, une augmentation significative du nombre de
doubles réactivités VIH-1/M+0O a également été observée (p=0,001). Grace aux tests
moléculaires, la double infection M+O a éte confirmée chez un patient et la présence de
recombinants M/O a également été identifiee.

Concernant les 295 patients infectés par le VIH et enregistrés au CPC pour le test de

résistance aux ARVs, 203 (68,8%) étaient en échecs de traitement et la plupart (70,2%) étaient
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en premiére ligne de traitement avec 3TC + TDF + EFV. Les analyses réalisées ont montré que
ces patients étaient infectés avec les VIH de sous types non B (71%, CRF02_AG). Les
mutations prédominantes observées sont M184V/I a 75,3% (222/295) et K103S/N/R a 47,8%
(141/295) chez les inhibiteurs nucléosidiques et les inhibiteurs non nucléosidiques de la
transcriptase inverse respectivement. Aucune insertion au codon 69 n’a été identifiée. La
résistance la plus observée dans la Tl est celle a la Névirapine (76,6%) suivie par la Lamivudine
(75,3%). Concernant les IP, une résistance de moins de 10% pour I’ensemble des molécules a
été notée. Les analyses faites sur trois ans (2014 a 2016) ont montré une augmentation, avec le
temps, du nombre de patients mis sous Ténofovir (51% en 2014, a 77% en 2016) p=0,02.
L’évolution significative de la résistance a cette molécule a également été observée chez les
patients en premiéere ligne de traitement (3% en 2014 a 25% en 2016) p=0,06.

Les 673 échantillons conclus VIH positifs au cours de I’EDS de 2011 ont obtenu en
sérotypie, 646 mono-réactivité M, 4 mono-réactivité O et 23 sérotypes indéterminés. La
prédominance du variant M (CRF02_AG) a été observée dans toutes les régions du Cameroun.
Par contre, les VIH-1/O obtenus sont du sous-groupe H et proviennent du Nord, de I’Adamaoua
et du Centre.

Parmi les 673 VIH positifs de I’EDS, 294 ont pu étre séquencés parmi lesquelles 160
(54,4%) sur les deux régions (protéase et transcriptase-inverse), 25 (8,5%) et 18 (6,1%)
respectivement en protéase et revers-transcriptase uniquement pour le test de résistance du VIH
aux ARVs. Globalement une faible résistance a €té observée au sein de cette population. Les
mutations prédominantes dans la région de protéase sont M361, H69K et L89M (97,5%, 96,3%
et 95% respectivement). Pour la transcriptase inverse, les mutations prédominantes étaient
M184V (5,6%) suivie de T215Y (5%). La majorité des résistances dans la région TI étaient
observée avec la Rilpivirine (8,1%). Dans la région protéase, la résistance prédominante est
celle a la Saquinavir (8,1%).

Les résultats obtenus sur les deux populations d’étude confirment la prédominance du
variant VIH-1/M, la présence du VIH-1/O et une trés faible circulation du VIH-1/N au
Cameroun. Cependant nous notons une diminution du nombre de VIH positifs au fil des années
et une augmentation significative des probables doubles infections VIH-1/M+0. Une
émergence de la résistance au TDF a également été observée. Ces données soulignent la
nécessité de renforcer la surveillance de ces différents variants afin d’améliorer le diagnostic et
le suivi des patients infectés au Cameroun et de prédire I’émergence de nouveaux variants.

Mots clés : Cameroun, VIH, Diversité génétique, Traitement, Résistance, Surveillance.
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ABSTRACT

Due to its broad diversity, human Immunodéficient Virus (HIV) remains a major public
health problem in the world. The dynamism of this virus in Cameroon involves many challenges
on diagnosis, follow-up and treatment in this country where the therapeutic options are limited.
To target the ONUAIDS 90/90/90 objectives for 2020, it is important to observe and analyse
the evolution of these different strains circulating in Cameroon. This is why we described the
distribution of different strains of HIV circulating in Cameroon and the resistance profile of

these strains to antiretroviral treatment (ART).

Two groups of samples were used. The first consisted of plasma samples of patients
who ich requested serological diagnosis of HIV between January 2010 and December 2016 or
HIV genotyping resistance test between September 2013 and December 2016 on CPC. The
second constituted all HIV positive blood collected in the framework of the Demographic
Health Survey (DHS) of 2011 in Cameroon. The in-house serotyping test was performed to
separate the different serotype of HIV (M, N, O, P, M+O and VIH-2). All the HIV non-M
groups and doubles infections observed, were characterized by molecular test on the
polymerase (pol) and envelope (env) genes to confirm the serological status. The discordance
between pol and env genes, which favour the presence of recombinant forms were also
analysed. The HIV genotypic resistance tests were done on pol region (Prot and RT) and only
the specimen with positive amplification on these two regions were sequenced and analyzed for
drug-resistant mutations using the French National Agency for research on HIV/AIDS and viral

hepatitis algorithm.

Out of the 83253 patients routinely received at the CPC for HIV diagnosis between 2010
and 2016, 24448 (29.4%) were found to be infected. The serotyping test revealed that 24079
(98.5%) were mono-reactive M, 119 (0.5%) mono-reactive O, 1 (0.004%) mono-reactive N, 9
(0.04%) mono-reactive VIH-2, 70 (0.3%) doubles-reactive M+O and 171 (0.7%) indeterminate
serotypes. Over time, analyses showed significant decrease in the number of HIV positive
samples from 53.2% in 2010 to 15.5% in 2016 (p=0.001). In the same order, we also observed
a significant increase in the number of HIV-1/M+0 double-activity (p-0.001) (from 0.08% in
201010 2.11% in 2016). One double HIV infection M+O was confirmed in one patient with the

molecular test, and the presence of recombinant M/O was also observed.




Of the 295 HIV-infected patients registered with the CPC for the ARV resistance test,
203 (68.8%) were of therapeutic failure. All these patients were infected with non B HIV
subtype (CRF02_AG, 71%) and more than half of patients (70.2%) were on first-line ART with
3TC + TDF + EFV. On pol gene, the predominant mutations were M184V/I at 75.3% (222/295)
and K103S/N/R at 47.8% (141/295) respectively in NRTI and NNRTI. No insertion on codon
69 was observed. Resistante to Lamivudine was commonly observed (75.3%) following by
Nevirapine (76.6%). Concerning protease Inhibitors (PI) globally, lower resistance was
observed (less than 10% of resistance by drugs). With time, significant increase in the number
of patients on TDF was observed (51.2% in 2014, to 77% in 2016) (p=0.02). Similarly, an
important increase in virus resistance to TDF on patients in first line only was also observed
with rates of 3% and 25% in 2014 and 2016 respectively (p=0.02).

Concerning 673 dried blood spot confirmed to be infected by HIV during DHS-2011,
646 were mono-reactive M, 4 mono-reactive O and 23 indeterminate serotypes. HIV-1/M was
the predominant strains observed in all the regions of our country, and the four H subtype of
HIV-1/0 observed were identified in north, Adamawa and Centre of Cameroon.

Among the 673 dried blood spot analyzed for HIV genotyping resistance test, 294 were
sequenced, with 160 (54.4%) on both regions (Prot and RT), and 25 (8.5%) and 18 (6.1%)
respectively on Protease and reverse transcriptase regions only. Globally lower resistance was
perceived in this population. The common mutations detected in reverse-transcriptase region
were M184V (5.6%) following by T215Y (5%). The current resistances present in this region
were the resistance to Rilpivirine at 8.1%. As concerned protease region, the common mutations
identified were M361, H69K and L89M (97.5%, 96.3% and 95% respectively), and the

predominant resistance was resistance to Saquinavir (8.1%).

To conclude, our results confirm the circulation of different strains of HIV in Cameroon
with the predominance of HIV-1/M, the presence of HIVV-1/0O, and a very low flow of HIVV-1/N.
However we note a significant decrease in the number of patients infected by HIV over time
and a significant increase in probable double infections of HIV-1/M + O. We also observed the
likelihood of emergence of resistance to the TDF. These data highlight the need to strengthen
the monitoring of HIV strains in order to improve the diagnosis and follow-up of infected
patients in Cameroon and predict possible treatment failure, mainly in resource-limited settings

where the therapeutics options are limited.

Keys word: Cameroon, HIV, Genetic Diversity, Treatment, Resistance, Surveillance.
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Introduction




Plus de 30 ans apres sa découverte, I’infection par le Virus de I’Immunodéficience
Humaine (VIH) reste un probléme majeur de santé publique dans le monde. L’ Afrique sub-
saharienne est la partie du globe la plus touchée avec 25,7 millions de personnes infectées a la
fin 2019 et elle comptait pres de 70% des nouvelles infections dans le monde (WHO, 2020).
Afin d’étre plus efficace dans la lutte contre cette pandémie, 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) a standardise les stratégies de lutte. C’est ainsi qu’un taux de CD4<250
celluless/mm? de sang, utilisé comme principal critére de prise en charge des patients VIH
positifs a partir de 2010, a laissé la place en 2013 a la charge virale (CV) qui, a son tour, a été
remplacée en 2016 par la stratégie de « test and start » dans 1’optique d’atteindre les objectifs
90/ 90/ 90 (c'est-a-dire 90% des personnes infectées par le VIH doivent connaitre leur statut,
90% d’entre-eux doivent étre sous traitement et 90% des personnes traitées doivent avoir une
CV indétectable) fixés par 'UNUSIDA pour 2020 (ONUSIDA, 2014a).

Le VIH est un parasite cellulaire obligatoire qui s’attaque a toutes les cellules possédant
les récepteurs CD4 mais majoritairement aux lymphocytes T helper. C’est un virus 8 ARN de
la famille des Retroviridae, de la sous-famille des Orthoretrovirinae et du genre Lentivirus. Il
est muni d’une enveloppe, matrice protectrice dans laquelle se trouve une nucléocapside, qui
contient deux copies identiques d’ARN monobrins de polarité positive, dotées chacune d’une
Transcriptase Inverse (TI) (Alter et al., 2004). Le génome du VIH posséde 9200 paires de bases
(9,2 kb) constitutives de 3 genes structuraux et de 6 genes accessoires. Ces genes structuraux
sont communs aux autres rétrovirus a savoir : le groupe antigéne (Gag) qui code pour la
synthese de la matrice, la capside et la nucléocapside ; la polymérase (pol) qui code pour la
synthése des enzymes telles que la protéase, la Transcriptase Inverse et I’intégrase ; et
I’enveloppe (env) qui code pour la synthése des protéines de 1’enveloppe telles que la Gp120 et
la Gp41l. Les 6 genes accessoires qui sont la Tat ou transactivator of transcription, la Rev ou
regulator of expression virion proteins, la Nef ou negative expression factor, la Vif ou viral
infectivity factor, la Vpr ou viral protein R, enfin la VVpu ou viral protein U, codent pour la
synthése des protéines régulatrices. L’infection des cellules par le VIH est possible grace au
mécanisme réplicatif qui se met en place en méme temps que le cycle de multiplication de la
cellule hote. De ce mécanisme de réplication du VIH découlent certains phénomenes tels que :
une production assez élevée (de 1’ordre de 10° virus/jours) de variants viraux (Perelson et al.,
1996), un taux d’erreurs trés €levé de la transcriptase inverse qui a la particularité de ne pas étre
fidele durant la conversion de L’ ARN viral en ADN (1,4 a 3x10™° mutations par base et par
cycle), et une possibilité de « switch (changement) » de la transcriptase inverse d’une copie

d’ARN en une autre durant la rétro-transcription. Ces différents phénoménes sont a 1’origine




des quasi-espéres virales chez un méme individu et responsables de la grande diversité
génétique du VIH ainsi que de sa résistance aux antirétroviraux (ARVS).

Le Cameroun est 1’un des pays de la sous-région d’Afrique Centrale qui connaisse une
situation épidémique tres importante concernant 1’infection a VIH bien que la séroprévalence
de ce virus au sein de la population générale adulte soit passée de 5,5% en 2004 a 4,3% en 2011
selon I’enquéte démographique de santé (EDS) de 2011 (INS-Cameroun, 2012). Selon cette
enquéte, le nombre de personnes vivant avec le VIH (PVVIH) au Cameroun a été estimé a
environ 660.000 en 2011, parmi lesquelles plus de femmes (56%) que d’hommes (44%), avec
d’importantes disparités géographiques. C’est dans la région du Sud (10,6%) que la prévalence
du VIH a été plus élevée chez les femmes, alors que chez les hommes, c’est dans le Centre
(5,3%) et a I’Ouest (5,0%) que la proportion des séropositifs été la plus élevée. Dans la
population générale, les régions du Sud (7,2%), de I’Est (6,3%) et du Nord-Ouest (6,3%) ont
présente les prévalences les plus élevées, tandis que les régions de I’Extréme-Nord (1,2%) et
du Nord (2,4%) présentent les plus faibles valeurs. La situation de 1’épidémie & VIH au
Cameroun est en partie liée au faible niveau de connaissances de la maladie et aux
comportements sexuels a hauts risques, notamment chez les jeunes de 15-24 ans. Par ailleurs,
la connaissance du statut sérologique dans la population a risque est faible ; les données de
I’EDS de 2011 ont révélé que la prévalence du VIH était tres élevée parmi les veuves (17,9%),
les divorcées/séparées (15,7%), et les veufs (10,6%). Une proportion encore importante de
femmes infectées (30%) et d’hommes infectés (36%) n’ont jamais effectué de test du VIH ou
I’ont effectué mais n’en connaissent pas le résultat. Chez 5,9% de couples, un seul des deux
conjoints était séropositif, soit la femme (2,8%), soit I’homme (3,1%) ; de plus, chez 1,5% des
couples, les deux conjoints étaient séropositifs. La prise en charge des personnes vivant avec le
VIH/SIDA a néanmoins connu une nette amélioration grace notamment a la gratuité des
traitements ARV depuis mai 2007, associée a une diminution importante du colt du suivi
biologique subventionné et de la charge virale (CV). Un accent particulier a été mis sur la
prévention de la transmission du VIH de la mere a I’enfant (PTME), la promotion du dépistage
volontaire et celle de I’utilisation du préservatif. Cependant, 1’accés aux soins et aux
équipements médicaux a été inégal, notamment dans les parties Nord et Est du pays.

Sur le plan moléculaire, le Cameroun se distingue par la forte diversité génétique du
VIH, avec la présence des deux types VIH-1 et VIH-2 et de tous les groupes de VIH-1 (M, O,
N et P) d’une part et, d’autre part, par I’existence de nombreuses formes recombinantes
circulantes (CRFs) du groupe M, en plus des recombinants M/O (De Leys et al., 1990; Simon
et al., 1998; J.C. Plantier et al., 2009b; Vallari et al., 2011; Mourez et al., 2013; Ngoupo et al.,




2016). Parmi les variants de VIH-1 non-M, le VIH-1/0O a été plus fréequent et représente 0,6%
a 1% des infections a VIH (Vessiere et al., 2010b; Villabona-Arenas et al., 2015). Grace a
I’utilisation d’un important panel d’une centaine de séquences de VIH-1/0O, Leoz et al. (2015)
ont montré, sur une période de 25ans, une évolution de I’épidémie en deux phases d’expansion,
calquées sur des évenements historiques du pays ayant conduit a la diversification des VIH-1/0
en deux sous-groupes, H et T (Leoz et al., 2015). Concernant le VIH-1/N, parmi les 20 souches
identifiées a ce jour (Simon et al., 1998; Roques et al., 2004; Yamaguchi et al., 2006b; Vallari
et al., 2010; Delaugerre et al., 2011), seul un cas d’infection a été décrit hors du Cameroun,
plus précisément en France, chez un patient d’origine togolaise (Delaugerre et al., 2011). Le
groupe P quant a lui a été découvert en France chez une patiente d’origine camerounaise agée
de 62 ans. La seconde souche a aussi été identifiée en 2006 au Cameroun, chez un homme de
54 ans hospitalisé a I’Hopital Jamot de Yaoundé (Vallari et al., 2011). La prévalence de ce
dernier groupe au Cameroun semble tres faible puisque estimée a 0,06% en 2011 (Vallari et al.,
2011). Des travaux de veille épidémiologique tres récents ont confirmé cette tendance par un
screening diagnostic sur 13700 échantillons collectés entre 2011 et 2015, au Sud Cameroun.
Malgré une estimation de la prévalence a 0,015%, du fait de deux réactions sérologiques faisant
évoquer un variant du groupe P, aucune de ces suspicions n’a été confirmée par les tests
moléculaires appropriés (Rodgers et al., 2017).

Au Cameroun, comme dans les autres pays de 1’ Afrique sub-saharienne, les protocoles
de traitements utilisés sont ceux recommandés par I’OMS, a savoir: 2 inhibiteurs
nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse (INTI) + linhibiteur non nucléotidique de la
transcriptase inverse (INNTI) en premiére ligne et 2 INTI+1IP (inhibiteur de protéase) en
deuxiéme ligne de traitement. Les dernieres recommandations du pays sur le traitement
annoncent bien I’arrivée des inhibiteurs d’intégrase (INT) en troisiéme ligne de traitement en
cas d’échec de la deuxiéme ligne. Le passage d’un patient d’une ligne de traitement a une autre
préconise la réalisation d’un test de résistance du virus aux ARVs dans ’optique d’une
adaptation du traitement. Cependant, malgré la standardisation des protocoles de suivi et la
subvention actuelle des ARVs au Cameroun, le contréle du suivi des patients infectés par le
VIH reste fort difficile du fait des multiples problémes de rupture de stocks des ARVs a
disposition et de la mauvaise prise du traitement par les patients. De plus, le traitement aux
ARVs est variant VIH dependant ; 1l a été démontré que plus de 60% des souches de VIH-1/0O
présentent une résistance naturelle aux INNTI due a la présence de la mutation Y181C dans la
région TI du virus (Descamps et al., 1997). Cette classe d’ARVs, largement utilisée dans les

traitements de premiere ligne, conduirait le plus souvent a des échecs thérapeutiques sur les
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variants du VIH-1/0. Ces différents parametres font que la charge virale de plusieurs patients
mis sous traitement reste trés élevée et, par conséquent, est source des échecs thérapeutiques en
raison de 1I’émergence des résistances qui sont la conséquence de I’apparition des mutations au
cours de la réplication virale. Par contre le test de résistance, qui est une analyse assez complexe
pouvant prédire ces différents cas d’échecs de traitement, n’est actuellement fait que dans
certains laboratoires de réference ou dans le cadre de la recherche. Cette analyse est donc
pratiqguement inaccessible a la plupart des sujets infectés et mis sous traitement ; cette réalité
constitue ainsi un gros probleme dans le suivi des personnes vivant avec le VIH (PVVIH) au

Cameroun, ou la diversité génétique du VIH est bien établie.

Problématique et objectifs

La grande diversité du VIH au Cameroun est déja bien démontrée avec la présence de
tous les types de VIH (VIH-1 et 2), groupes de VIH-1 (M, N, O, P), et des CRF intragroupes et
intergroupes. Cette diversité pose de nombreux problémes dans le diagnostic et le suivi
biologique et virologique des personnes infectées. Les VIH-1/0O, par exemple, sont caractérises
par une tres grande diversité génétique comparés aux VIH-1/M (Roques et al., 2002; Leoz et
al., 2008). L’utilisation d’outils de diagnostic inadéquats pour le dépistage de ces variants
conduirait a un grand risque de diagnostics sérologiques faussement négatifs (J.C. Plantier et
al., 2009a). Cette grande diversité impacte également sur la quantification virale (Gueudin et
al., 2003; Gueudin et al., 2007). En effet, sans une identification spécifique préalable du variant,
ces infections ne sont bien souvent suspectées que tardivement sur la base des discordances
immuno ou clinico-virologiques. Cette diversité pourrait aussi étre une source de mutations
entrainant de nouvelles souches difficiles a diagnostiquer et résistantes aux traitements
antirétroviraux (TARVSs). L’absence d’identification du groupe mis en cause peut conduire a
une mise sous traitement inadéquate du patient qui favorise I’émergence et la transmission de
variants VIH résistants compromettant le succes thérapeutique. Cependant, les données sur la
diversité génétique et sur les résistances des agents causals aux TARVs, au Cameroun, restent
parcellaires et approximatives. Celles qui existent proviennent généralement des études portant
sur des échantillonnages de convenance chez des patients qui visitent des formations
sanitaires surtout dans les villes de Yaoundé et Douala. Cette situation entraine un biais dans
les estimations obtenues au Cameroun (Ahidjo Ayouba et al., 2001; Vergne et al., 2003;

Yamaguchi et al., 2004). La connaissance de la prévalence réelle des différents variants, la
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caractérisation moléculaire de ces derniers et I’identification de la fréquence de détections et du




profil de résistance de certaines mutations de résistance au sein de la population camerounaise
serait un atout dans 1’orientation des politiques de diagnostic et de suivi des PVVIH. De ce qui
précede, nous avons défini trois principales questions de recherche a savoir :

- quelle serait la fréquence de détection des variants de VIH circulant au Cameroun?

- quelle serait le profil génétique des variants non M circulant au Cameroun?

- quelle serait le profil de résistance du VIH aux ARVs chez les patients naifs ou en échec

de traitement aux ARVs au Cameroun?

Ces Trois interrogations nous ont permis de poser les hypothéses suivantes :

- la fréquence de détection des variants de VIH circulant au Cameroun est variable en
fonction des sous-populations cibles ;.

- le profil génétique des variants de VIH serait tres diversifié au Cameroun ;

- le profil de résistance de ce virus aux ARVs est fonction des sous-populations cibles.

L’objectif général de ce travail est donc de déterminer la fréquence de détection des
variants de VIH et le profil de résistance de ce virus aux ARVs au Cameroun. Pour atteindre
cet objectif principal, trois grands objectifs spécifiques ont été définis a savoir :

- déterminer la fréquence de détection des différents variants de VIH circulant au
Cameroun;

- faire la caractérisation moléculaire des variants non VIH-1/M détectés ;

- déterminer la fréquence de détection des différentes mutations de résistance et le profil
de résistance du VIH circulant chez les patients naifs ou en échec de traitement aux
ARVs.

Ce travail est divisé en quatre grands chapitres. Le premier chapitre est la revue de
littérature ou les connaissances genérales sur le VIH sont développées ; il s’agit de sa
découverte et des avancées réalisées en ce qui concerne le diagnostic, le suivi et le traitement.
Ce chapitre se terminera par un apercu sur les limites actuelles de la lutte contre ce virus,
notamment les conséquences de la diversité génétique de ce virus et surtout le probleme de
résistance de ce virus aux ARVs auquel fait face le monde en général et les pays a ressources
limitées en particulier. Le chapitre Il résume les différentes méthodes utilisées dans ce travail
pour atteindre nos objectifs. Le chapitre I11 regroupe les résultats obtenus. Enfin, les discussions

seront assemblées dans le chapitre IV. Une conclusion et les perspectives clotureront ce travail.




Chapitre I : Revue de
litterature




1.L1.  Généralités sur le VIH
1.1.1. Epidémiologie Virale

Depuis la caractérisation du Syndrome d’Immunodéficience Acquise (SIDA) (CDC,
1981; Malcolm et al., 1983) puis la découverte successive de son agent causal a savoir le virus
de ’immunodéficience humaine VIH (Barre-Sinoussi et al., 1983), I’infection a VIH a connu
une expansion sans précédent et demeure I’un des principaux problémes de santé publique dans
le monde. A ce jour, plus de 70 millions de cas ont été recensés avec plus de 34 millions de
décés enregistrés et une importante disparité géographique (WHO, 2018). L’Afrique
subsaharienne, avec 25,6 millions de personnes infectées, est la région la plus sévérement
touchée et compte prés de 70 % des nouvelles infections (WHO, 2018). La transmission par
voie sexuelle est le moyen prépondérant de contamination ; cependant, on estime que les
utilisateurs des drogues injectables font partie des populations les plus affectées. La
transmission du VIH de la mére a I’enfant est un probleme en Afrique subsaharienne ou
vivaient, en 2011, 90% des enfants infectés par ce virus (UNAIDS, 2012).

Grace aux progres récents concernant 1’accés au traitement antirétroviral, les personnes
séropositives vivent désormais plus longtemps et en meilleure santé car ce traitement prévient
aussi la transmission du VIH. Au milieu de I’année 2017, 20,9 millions de sujets ont bénéficié
d’un traitement antirétroviral dans le monde, ce qui a représenté 53% des 36,7 millions de
patients alors porteurs du VIH (WHO, 2018). Malgré I’amélioration dans cette région de 1’acces
au traitement antirétroviral (TARV), la standardisation des protocoles de traitements, la
promotion de 1’usage des médicaments de forte barriére génétique et la révision des lignes
directives pour la mise sur TARV, I’ Afrique sub-saharienne est toujours en marge de la lutte
contre le VIH (WHO, 2013, 2015).

Le virus de I’immunodéficience humaine est un parasite cellulaire obligatoire ; il
S’attaque a toutes les cellules possédant les récepteurs CD4 tels que les monocytes, les
macrophages et surtout les lymphocytes T helper (Barre-Sinoussi et al., 1983). Cette infestation
des cellules est possible grace au mécanisme réplicatif du virus qui se fait en méme temps que
le cycle de multiplication de la cellule héte. La remarquable diversité génétique de ce virus et
sa grande capacité d’évolution, du fait de son haut niveau d’adaptation a son hote et a son
environnement, contribuent a 1’entretien de 1’épidémie. L’OMS au fil des années publie un

ensemble de lignes directrices et apporte son aide aux pays pour 1’élaboration et la mise en
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ceuvre des politiques et programmes visant a améliorer et a renforcer les services de prévention

du VIH, de traitement, de soins et de soutien pour tous ceux qui en ont besoin.

[.1.1.1.  Découverte du VIH

En 1981, un cas de pneumonie a Pneumocystis carinii est observé a Los Angeles chez
un sujet masculin, jeune, sans antécédents médicaux notables, mais présentant un effondrement
d’une sous-population de lymphocytes T CD4 qui jouent un role majeur dans 1’orchestration
des défenses immunitaires (Gottlieb et al., 1981). Quelques semaines apres, d’autres cas de
pneumocystoses, parfois associés a un sarcome de Kaposi jusqu’ici exceptionnel en Amérique
du Nord et en Europe, sont répertoriés a Los Angeles et 8 New York chez des hommes jeunes
tous homosexuels. Par la suite, le « Centre for Disease Control and Prevention » (CDC) publie
une alerte sur cette épidémie d’infections pulmonaires a Pneumocystis pneumonia, des cas de
sarcome de Kaposi, ainsi que d’autres infections opportunistes (pneumonies a
CytoMegaloVirus, encéphalites a toxoplasmes et/ou a CytoMegaloVirus, résurgences séveres
d’Herpes Simplex Virus et/ou de Varicella-Zoster Virus) associées a une immunodépression
chez des homosexuels aux Etats Unis d’Amérique (USA) ; la dénomination Syndrome de
I’Immuno-Déficience Acquise, en abrégé SIDA, alors fut adoptée pour désigner les syndromes
décrits (CDC, 1981). A cette époque, le SIDA concernait uniquement des homosexuels trés
actifs et utilisant des drogues contenant du nitrite d’amyle. La premiére hypothése
physiopathologique retenue pour expliquer la déplétion lymphocytaire a été la toxicité de ce
composé pour les lymphocytes T CD4. Toutefois, des cas de SIDA ont encore été observés aux
Etats-Unis chez des polytransfusés, des héroinomanes et des haitiens ; c’est alors qu’une
nouvelle hypothese a été proposée a savoir, celle d’un agent infectieux transmissible par le sang
et les relations sexuelles.

En 1983, une équipe de I’Institut Pasteur de Paris (IPP) a isolé le virus responsable de
cette immunodéficience, a partir d’une biopsie d’un ganglion prélevé chez un sujet homosexuel
et ayant eu plusieurs partenaires sexuels aux Etats-Unis et présentant des lymphadénopathies.
Ce rétrovirus avec un tropisme pour les lymphocytes T a été baptisé «Lymphadenopathy
Associated Virus» en abregé LAV (Barre-Sinoussi et al., 1983). La méme année, Gallo et al.
(1983) ayant isolé le méme virus chez un patient américain 1’ont baptisé «Human T-
Lymphotropic Virus Il1» en abrégé HTLV-III a cause des similitudes de caracteres avec les
autres HTLV, bien qu’a I’inverse de ceux-ci, le HTLV-III causait une chute des lymphocytes
T. D’autres isolements et des résultats sérologiques obtenus des patients présentant les

symptomes de SIDA leur ont permis, en 1984, d’établir un lien de causalité entre ce virus et le




SIDA (Gallo et al., 1983; Gallo et al., 1984). Un virus semblable a été décrit chez des patients
a San Francisco et a été nommé AIDS Related Virus en abrégé ARV (Levy et al., 1984). Le
virus du SIDA a donc eu trois dénominations (LAV, HTLV-1I1 et ARV) selon les auteurs. Leur
comparaison ayant montré qu’ils étaient des variants d’un méme virus, le comité de
nomenclature international des virus a, en 1985, établi un consensus sous le terme Human
Immunodeficiency Virus en abrégé HIV-1 (Ratner et al., 1985). D’autres travaux ont indiqué
que le HIV-1, de son acronyme frangais VIH (Virus de I’Immunodéficience Humaine) est
distinct des HTLV et qu’il s’agit non pas d’un oncovirus mais d’un lentivirus.

Apreés la découverte du VIH-1, d’autres études ont montré la présence des anticorps anti-
STLV-IlIimac (rétrovirus des macaques apparentés au HTLV-111 décrit par Gallo et al.) chez
des patients sénégalais (Barin et al., 1985a; Kanki et al., 1986). Ensuite, en 1986, Clavel et al.
(1986) ont isolé ce virus chez deux patientes sénégalaises atteintes de SIDA ; sa caractérisation
aréveéle qu’il était proche du STLV-IlImac, avec quelques différences antigéniques. Ces auteurs
I’ont nommé LAV-II qui deviendra apres la révision de la nomenclature, VIH-2 (Clavel et al.,
1986).

[.1.1.2.  Classification
Le VIH appartient a la famille des Retroviridae ou des rétrovirus, qui comprend

plusieurs virus de vertébrés largement répandus parmi diverses espéces animales. Les rétrovirus
sont des virus @ ARN enveloppés ; ils possedent une enzyme caractéristique de leur famille, la
transcriptase inverse (TI), qui leur permet de transcrire I’ARN viral en ADN capable de
s’intégrer dans le génome de la cellule hote. Les rétrovirus sont subdivisés en deux sous-
familles :
- celle des Orthoretrovirinae qui regroupe les genres : Alpharetrovirus,
Betaretrovirus, Deltaretrovirus, Gammaretrovirus, Epsiloretrovirus et Lentivirus ;
- celle des Spumaretrovirinae qui comprend le genre Spumavirus, identifié chez
de nombreux mammiferes, qui ne semble associé a aucune pathologie connue chez I’homme

et les animaux.

Les virus de genre Lentivirus induisent des infections lentes. Ils infectent également de
nombreux mammiferes tels que le chat, la chévre, le cheval et notamment les primates non-
humains d’Afrique, tels que les singes verts d’Afrique, le sooty mangabey, le mandrill, le
chimpanzé et le gorille (Keele et al., 2006; VVan Heuverswyn et al., 2006; Sharp et al., 2011).

Chez ces especes de singes, ils sont dénommeés Simian Immunodeficiency Virus, en abrégé
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SIV. Les lentivirus de primates sont actuellement répartis en 6 lignées phylogénétiques
distinctes a savoir les: SIVsm pour sooty mangabey, SIVcpz pour chimpanzee, SIVagm pour
african green monkey, SIVsyk pour syke’s monkey, SIVmndl pour mandrill associé au
SIVIhoest et SIVsun, et SIVcol pour colobus (Courgnaud et al., 2003). La plupart de ces SIVs
infectent naturellement 1’hote sans engendrer de pathologie ; cependant le transfert d’une
espéce d’hdtes donnée a une autre peut les rendre pathogenes, ¢’est le cas des macaques infectés

en captivité par des "sooty mangabeys".

L’existence de différences génétiques entre les virus responsables du SIDA a permis
d’identifier les deux variants: VIH-1 et VIH-2. Le VIH de type 1 (VIH-1) a été mis en évidence
pour la premiére fois chez un patient homosexuel avec des lymphadénopathies multiples
(Vessiere et al., 2010b). Quant au VIH de type 2 (VIH-2), suspecté initialement a partir de la
réactivité sérologique particuliere d’échantillons issus des sénégalaises (Mourez et al., 2013),
il a finalement été isolé a I’origine des prelévements de deux patients en stade SIDA (Clavel et
al., 1986). Bien que partageant des caracteres morphologiques et biologiques communs, le VIH-
2 se distingue du VIH-1 par la nature des glycoprotéiques d’enveloppe et une composition
antigénique singuliere (Barin et al., 1985b; Guyader et al., 1987). La nomenclature, qui s’est
enrichie au fil de multiples caractérisations moléculaires, rend compte des propriétés

génotypiques et phénotypiques distinctes de chaque virus.

I.1.2. Structure du génome viral

Bien qu’ayant quelques différences sur leurs propriétés aussi bien génotypiques que
phénotypiques, le VIH-1 et le VIH-2 ont la méme structure et, a quelques différences pres, le
méme génome et le méme cycle réplicatif.

1.1.2.1. Structure

Le VIH est un virus a ARN dont le diametre est compris entre 80-120 nm. Son génome
est constitué de deux molécules d’ARN identiques de 9,2 kb, composées d’une portion codante
flanquée a chaque extrémité par des séquences non codantes répétées dites « Long Terminal
Repeat » en abrégé LTR (Paillart et al., 2004). 1l posséde une capside icosaédrique et une
enveloppe provenant de la cellule hdte. L’ ARN viral est associé a la transcriptase inverse dans
un "core" cylindrique compose d’une protéine p24 de 24 kilodaltons. La matrice virale (MA)
constituée de la p17 située entre le "core" et I’enveloppe, est une émanation de la membrane
cytoplasmique qui porte des glycoprotéines virales: gp4l en position transmembranaire et
gp120 a la surface du virus; cette glycoprotéine120 permet la fixation du virus a son récepteur

cellulaire (fig. 1).

E



p4l

Glycoprotéine transmembranaire

gp120
?nyg_loppe G'é': zgg‘t’itg;\ne
ipidique,

ARN
protéase, » génomique
peptides

protéine
p17
Capside Nucléocapside

intégrase

Transcriptase inverse

Figure 1: Structure du VIH

Source : http://svt-oehmichen.over-blog.fr/2015/11/carte-d-identite-du-v-i-h.html (Page consultée le
03/07/2018).Dans la structure tridimensionnelle de la particule virale, les différentes protéines du VIH sont
représentees. Les protéines dérivées du géne gag (p6, p7, pl7 et p24), les enzymes dérivés du géne pol (Protéase,
Transcriptase Inverse et Intégrase) et les glycoprotéines de 1I’enveloppe dérivées du géne env (gp41 et gp120) sont
également précisées.

1.1.2.2. Génome

Le genome du VIH est un ARN monocaténaire d’environ 9,2 kb possédant trois cadres
de lecture ouverte (fig. 2). Il compte neuf génes dont trois génes principaux (gag, pol et env)
communs a tous les rétrovirus, codant pour les protéines de structure, et six génes secondaires
ou accessoires (vif, vpr, vpu, tat, rev et nef) qui sont propres au VIH-1. Les géenes gag (groupe
antigene) et env (enveloppe) codent pour les protéines et les glycoprotéines structurelles, alors
que le gene pol (polymérase) code pour les différentes protéines fonctionnelles (enzymes).

Chez le VIH-2, le géne vpr est remplacé par le gene vpx. Récemment, Cassan et al.
(2016) ont decrit un dixieme gene appelé asp (antisense protein gene), spécifique au VIH-1

groupe M, qui pourrait étre associé a la pandémie a VIH-1 (Cassan et al., 2016).
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Figure 2 : Schéma d’organisation du génome du VIH-1.

Source : https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/IMAGES/hxb2genome.gif (Page consultée le
04/07/2018). L’échelle correspond au nombre de bases nucléotidiques et les chiffres en gras aux 3 cadres de lecture
(FRAME). Les différents genes du VIH-1, ainsi que leur position sur le génome, sont représentés. Les protéines
codées par ces différents genes sont représentées au niveau du géne correspondant. La région LTR est présente
aux extrémités 5’ et 3” du génome.

> Le gene gag

Ce géne code pour la synthese de la polyprotéine p55Gag protéine de 55 Kda. Il est
encore appelé « assembline » a cause du role qu’il joue dans 1’étape d’assemblage lors de la
réplication virale. 1l comprend trois polyprotéines distinctes ayant chacune un réle dans
I’assemblage d’une capside immature puis le relargage des virions immatures dans le milieu
extracellulaire (Sakalian et al., 1996; Singh et al., 2001); il s’agit principalement de :

- pl7 (MA) ou protéine de matrice. Elle tapisse la face interne de 1’enveloppe et
intervient a 1’étape du bourgeonnement des virions par le ciblage de la membrane plasmique ;

- p24 (CA) ou proteine de capside. Elle intervient a 1’étape d’assemblage et permet
des interactions critiques de type Gag-Gag. Cette protéine est recherchée dans le diagnostic
précoce de I’infection a VIH ;

- p15 (NC) ou protéine de nucléocapside. Elle est clivée en deux protéines la p6,
qui intervient a I’étape de la libération des virions, et la p7 qui interagirait avec le génome du

virion et aurait une action dans I’initiation de la transcription inverse.

> Le géne pol
Ce gene code pour une protéine de fusion p160Gag-Pol dont le clivage aboutit aux trois
enzymes majeures du cycle de réplication virale : la protéase, la transcriptase inverse et
I’intégrase.
La protéase ou pll (PR) est un homodimere de 99 acides aminés qui appartient a la
famille des protéases aspartiques (Weber et al., 1989). Son site actif est constitué de plusieurs
feuillets béta et d’une hélice alpha. La flexibilité engendrée par le feuillet béta de chaque
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monomere forme deux rabats qui restreignent 1’accessibilité au site actif. A 1’état libre, les
rabats de I’enzyme sont en position ouverte (Toth et al., 2006b) mais la présence du ligand sur
le site actif induit une conformation en position semi-fermée (Toth et al., 2006a). Ce ligand est
essentiel dans I’assemblage et la maturation de la particule virale. 1l est aussi responsable du
clivage des précurseurs polyprotéiques p55Gag et pl60Gag-Pol et de certaines protéines
cellulaires pour favoriser la mort cellulaire par apoptose et nécrose (Levy, 1993), contribuant
in fine & la déplétion des cellules CDA4.

La transcriptase inverse (T1) ou p51/66 assure la transcription de I’ARN viral en ADN
proviral capable de s’intégrer a I’ADN de la cellule hote. Cette enzyme TI est un hétérodimere
composé de deux sous-unites : la p66 et la p51. La p66 contient les sites actifs qui assurent les
deux fonctions de I’enzyme, a savoir : I’activité¢ ADN polymérase ARN/ADN dépendante, qui
assure la transcription de ’ARN en ADN, et I’activité RNAse H, qui dégrade la matrice ARN
lors de la transcription inverse. La p66 joue ainsi un role catalytique alors que la p51 joue un
role structural (Hu et al., 2012). L’absence d’activité 3’-5’ exonucléasique de la TI est
responsable du fort taux d’erreurs générées au cours de la transcription inverse, facteur
déterminant de la grande variabilité génétique observée chez le VIH.

L’intégrase ou p31 (Int) comprend 288 acides aminés et 3 domaines indépendants
(Asante-Appiah et al., 1997): le domaine N-terminal constitué d’environ 50 acides, le core
catalytique central qui est un domaine hautement conservé et site clé de ’activité enzymatique,
enfin le domaine C-terminal qui est la structure dimérique la moins conservée au sein des
intégrases des rétrovirus (Eijkelenboom et al., 1995; Lodi et al., 1995). L’acétylation post-
traductionnelle de quatre lysines de ce domaine régule I’ensemble des étapes d’intégration et
induit un déclin de la réplication du virus (Cereseto et al., 2005). Ces composants assez
complexes de I’Intégrase permettent d’assurer I’intégration de I’ADN proviral (provirus) dans

le génome de la cellule hote.

> Le geéne env

Le gene env code pour la synthése d’une polyprotéine-précurseur trimérique, la gp160,
clivée par une protéase cellulaire en deux glycoprotéines d’enveloppe : la gp120 en surface et
la gp41 transmembranaire.

La gp120 (SU) est indispensable a 1’étape de fixation de la particule virale sur la cellule
cible. Elle mesure 120 kDa et formée d’environ 500 acides aminés répartis en cing régions
conservées (C1 a Cb) et variables (V1 a V5). Elle interagit avec les récepteurs CD4 et les
corécepteurs CCR5 et CXCRA4. La boucle V3 présente une hypervariabilité importante (Hioe et
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al., 2010). II a été démontré qu’elle est un déterminant majeur pour le tropisme cellulaire et le
principal déterminant des phénotypes Sl (induisant des syncitia in vitro et associé a I’utilisation
du CXCR4) et NSI (n’induisant pas de syncitia et associé a 1’utilisation du CCRS) (de Jong et
al., 1992; Holm-Hansen et al., 2000).

La gp4l (TM) est responsable de la fusion entre la particule virale et la membrane
cytoplasmique de la cellule cible. C’est une glycoprotéine transmembranaire de 41 kDa qui
s’associe de fagon non covalente a la gp120 externe pour assurer 1’ancrage membranaire du
virus a la cellule héte. La région antigéenique de la gp41 est appelée épitope immuno-dominant
(IDR pour « immuno-dominant region »). De structure trimérique, son unité fonctionnelle est
composée de trois domaines : un ectodomaine extracellulaire (HR2), une région
transmembranaire centrale (HR1) et une queue cytoplasmique. Sa conformation en faisceau de
six hélices est destinée a rapprocher les membranes cellulaires et virales pour permettre leur

fusion et la libération intracytoplasmique du contenu viral.

> Les genes accessoires

Le VIH possede aussi six genes accessoires qui lui sont propres et codent pour des
protéines jouant, chacune, un réle dans la régulation de la réplication et le pouvoir pathogéne
du virus. Elles assurent un role important dans 1’établissement de I’infection, et semblent
induire une action d’adaptation moléculaire du virus pour détourner les mécanismes de défenses
de la cellule héte, tels les facteurs de restriction (Strebel, 2013). Il s’agit du :

- vif (viral infectivity factor) ou protéine Vif qui est une protéine cytoplasmique,
augmentant I’infectivité du virus ;

- vpr (viral protein R ») qui est une protéine incorporée au virion. Elle interagit
avec le précurseur p55Gag et intervient dans le transport du complexe de pré-intégration vers
le noyau. Elle jouerait un réle de transactivateur de certains genes cellulaires, son homologue
chez le VIH-2 est le géne vpx ;

- vpu (viral protein U), c’est une protéine qui a deux fonctions principales : la
dégradation des molécules de CD4 dans le réticulum endoplasmique, d’une part, et la libération
des virions, d’autre part ;

- tat (transactivator of transcription) il représente 1’un des facteurs essentiels de
régulation du virus. 1l se lie au TAR (« TransActivation Response ») et active le promoteur
LTR en empéchant le signal de polyadénylation 5’LTR AATAAA, qui est responsable de la
terminaison prématurée de la transcription. Il joue un rdle dans la régulation positive du taux

d’ARNm et la production de virus ;
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- rev (« regulator of expression virion proteins ») est I’autre facteur essentiel de
régulation du virus qui est localisé dans le noyau des cellules. Il interagit avec la séquence RRE
« Rev Responsive Element » située dans le géne env et permet la stabilisation des ARNm et leur
transport vers le cytoplasme avant leur traduction ;

- nef (« negative expression factor») qui est une protéine qui jouerait un réle dans
la régulation négative des récepteurs CD4 et du CMH classe I. Elle aurait également un impact
sur I’infectivité du virus.

» LTR (Long Terminal Repeat)

La séquence LTR est présente aux extrémités 5” et 3” de I’ADN proviral. Chacune d’elle
est formée de trois régions, U3, R et U5, qui participent a I’intégration de I’ADN proviral a
I’ ADN cellulaire. Une fois le provirus intégré, la LTR joue le rdle de promoteur de la réplication

virale en interagissant avec différents éléments trans-activateurs viraux et cellulaires.

1.1.2.3. Cycle réplicatif
Le cycle réplicatif du VIH se déroule en plusieurs étapes représentées dans la figure 3.
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Figure 3 : Cycle de réplication du VIH (adapté d’Engelman et al., 2012).

Les différentes étapes sont indiquées en gras. L’ ADN proviral est représenté en orange et I’ADN cellulaire
en bleu.
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» Adsorption et fusion
La particule virale se fixe aux récepteurs CD4 de la cellule cible par I’intermédiaire de
sa glycoprotéine gp120, ce qui entraine des modifications de conformations des protéines et
permet a la gp120 de se fixer sur un corécepteur (CCR5 ou CXCR4). Cette fixation expose la
protéine gp41, qui libere un peptide de fusion. Ce dernier peut alors s’insérer dans la membrane
plasmique et opérer la fusion de 1’enveloppe virale et de la membrane cellulaire, permettant la
libération de la capside dans la cellule cible. Les corécepteurs, CCR5 et CXCR4, appartiennent
a la super-famille des récepteurs couplés aux protéines G et sont outre I’infection liée au VIH
impliqués dans de nombreuses autres pathologies telles que les affections neurologiques, les
inflammatoires chroniques et le cancers (Choi et al., 2011).
> Décapsidation
Aprés I’adsorption de la particule virale et la fusion de I’enveloppe virale avecla
membrane cellulaire, la capside du VIH pénétre dans le cytoplasme de la cellule hote ; elle y
est dégradée en libérant les deux copies d'’ARN et les enzymes qu'elles contenaient dans le
compartiment intra-cytoplasmique.
» Transcription inverse
Une fois ’ARN linéaire monocaténaire viral est libéré dans le cytoplasme, la TI
synthétise, grace a son activité ADN polymérase, un brin d’ADN complémentaire (ADNCc) a
partir de cette matrice ARN. Ensuite, le deuxiéme brin d’ADN est synthétisé a partir de I’ADNc,
pour former une molécule d’ADN double brin qui s’intégre dans le genome de la cellule héte.
Plusieurs résidus protéiques en position 65, 115 et 151 (respectivement nommés K65, Y115 et
Q151) ont un intérét dans la formation du site de liaison au nucléotide, comme le motif YXDD
conservé de la Tl qui induit, lorsqu’il est muté, la suppression de ’activité enzymatique et
diminue I’infectiosité du virus (Huang et al., 1998).
> Intégration
Le complexe de pré-intégration, constitu¢ de I’ADN double brin, de la protéine de
matrice, de la TI, de I’Intégrase et de la protéine vpr, permet au virus de franchir la membrane
nucléaire. L’intégration de I’ ADN proviral a I’ADN cellulaire est catalysée par 1’Intégrase qui
conduit au clivage des extrémités de I’ADN proviral puis de I’ADN cellulaire en une premiere
étape de terminaison en 3’ou « 3 ‘end processing » exposant alors des terminaisons CAOH-3".
La seconde étape de transfert du brin d’ADN ou « DNA strand transfer » permet une liaison
entre le groupement hydroxyl libre de I’ADN viral et les groupements phosphodiesters de
I’ADN cellulaire. Il en résulte un intermédiaire d’intégration ou I’extrémité 3° de I’ADN viral

est liée de maniére covalente a I’ADN cible. Des enzymes cellulaires interviennent ensuite pour
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finaliser la ligation de I’extrémité 5° de I’ADN viral (Ellison et al., 1994). C’est une étape
essentielle du cycle viral qui permet 1’archivage de I’information génétique virale dans la cellule
hote.
» Transcription et synthése des protéines virales
Lorsque la cellule est activée, I’ ADN viral intégré (provirus) est transcrit en ARN grace
a la machinerie enzymatique de la cellule. Ces ARNs servent a la synthése des protéines virales
et de ’ARN génomique des nouveaux virions. Les séquences d’ARN excisées/épissées
deviennent des ARNm qui sont traduits en protéines par la machinerie enzymatique de la
cellule. C’est ainsi que :
- les glycoprotéines de 1’enveloppe sont synthétisées; elles migrent puis
s’incorporent dans la membrane de la cellule ;
- les protéines de la capside, sous forme de précurseurs indifférenciés (protéines
Gag et Gag-Pol), s’amarrent a la face interne de la membrane cellulaire. A ce stade la protéase
virale se détache de la protéine Gag-Pol par autoclivage et clive a son tour les précurseurs Gag
et Gag-Pol.
» Assemblage et bourgeonnement
Tous les éléments du virion et son ARN sont encapsidés. Le processus de maturation,
piloté par la protéase virale, dure jusqu’a I’assemblage définitif de la capside. Dés lors, les
nouveaux virions sont libérés par bourgeonnement en emportant un fragment de la membrane

cellulaire, avec les glycoprotéines de lenveloppe qui y sont préalablement incorporées.

1.1.2.4. Cellules cibles et physiopathologie de I’infection par VIH

Le VIH parasite le systtme immunitaire en utilisant a son propre compte diverses
molécules de ce systéme. La sélectivité du tropisme de ce virus et la sévérité du déficit
immunitaire induit par I’infection sont liées, en grande partie, a I’interaction spécifique entre la
glycoprotéine de I’enveloppe du VIH, la gp120, et la molécule CD4, récepteur de haute affinité
a ce virus. Le récepteur CD4 est une protéine membranaire exprimée abondamment a la surface
des lymphocytes T auxiliaires. Ces derniers sont responsables de I’initiation de la réponse T
auxiliaire et de I’amplification des diverses fonctions du systéme immunitaire. La molécule
CD4 est également exprimée, bien qu’a moindre degré, sur les cellules présentatrices
d’antigénes qui sont les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, microgliales et
de Langerhans. Toute cellule humaine dotée de récepteurs CD4 est capable de fixer le VIH,
méme si I’interaction CD4/gp120 n’est pas toujours suffisante pour permettre I’infection. Le

VIH, par son tropisme pour le CD4, infecte ainsi les cellules centrales du systéme immunitaire.
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Des co-récepteurs (CCR5 et CXCR4), en association avec le recepteur CD4, sont nécessaires
pour I’entrée du virus dans la cellule (Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996; Deng et al., 1996;
Feng et al., 1996). 1l s’agit des récepteurs a chimiokines, membres de la super-famille des
cytokines classes suivant la separation des cystéines conservées par un acide aminé (CXC), ou
aucun (CC). Le CCR5 est le co-récepteur des souches virales a tropisme macrophagique ; il est
un récepteur naturel des chimiokines MIP1 et RANTES. Quant au CXCR4, c’est le co-récepteur
des souches virales a tropisme lymphocytaire T ; il a pour ligand naturel la chimiokine SDF-1.
On pense que la primo-infection est faite avec des souches a tropisme macrophagique (M)
puisqu’au fur et a mesure des cycles de réplication et des mutations virales, les souches
acquiérent un tropisme pour les lymphocytes T. La nature et I’intégrité des co-récepteurs sur
les cellules cibles peuvent étre des déterminants importants de la progression de la maladie. Les
souches qui utilisent le CXCR4 (X4) induisent la formation de syncytia SI (Syncytium
Inducing), alors que les souches qui utilisent le CCR5 (R5) n’induisent pas la formation de
syncytia (NSI, Non-Syncytium Inducing). Certains isolats ont un double tropisme M et T, avec
I’'usage des 2 co-récepteurs (R5X4). La primo-infection est limitée aux souches avec un

phénotype R5/NSI puis les variants X4/SI généralement évoluent durant la phase chronique.

1.1.3. Diversité génétique

Les VIH sont divisés en deux types : le VIH-1 et le VIH-2. Le VIH-1 est le plus répandu
dans le monde et responsable de la pandémie actuelle a VIH. Le VIH-2 quant a lui restreint sa
distribution en Afrique de 1’Ouest et en Asie (Ayouba et al., 2013). Les études menées sur le
VIH ont permis la mise en évidence d’autres variants au sein du VIH-1 et leur subdivision en

groupes.

1.1.3.1. Variants du VIH-1
La premiére souche de VIH (HXB2) décrite a I’IPP a constitué le prototype du VIH,
retrouve chez la plupart des patients infectés. A la suite de, la découverte des variants divergents
du groupe O (outlier) (Charneau et al., 1994), cette souche a été nommée groupe M pour «
Major ». A c6té du VIH-1 groupe M, d’autres variants (O, N et P) ont été chronologiquement
décrits (Fig 4).
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Figure 4: Diversité génétique du VIH-1, adaptée de Lihana et al. (Lihana et al., 2012).

L’arbre phylogénétique a été construit a partir des séquences (7509 bp) des VIH-1/M (1 séquence
représentative de chaque sous-type); les VIH-1/N et O sont représentés par quatre et cing séquences
respectivement; le VIH-1/P est représenté par les deux séquences des deux seuls échantillons décrits actuellement.

» Variant VIH-1groupe M

Les premiéres tentatives de classification du VIH-1 sur la base des homologies de
séquences ont été faites par une subdivision géographique (souches européennes/nord-
américaines Vs. souches africaines). L’enrichissement progressif des banques de séquences a
révélé les limites de cette classification ; les arbres phylogénétiques ont plutét montré des
divisions en clades équidistants les uns des autres, qui ont donné naissance a la classification
alphabétique actuelle en sous-types. Ces sous-types se regroupent au sein d’un clade majeur
nommé groupe M (« major ») distinct des autres groupes découverts plus tard. A 1’origine de la
pandémie mondiale, le VIH-1 groupe M (VIH-1/M) a représenté la majorité des isolats
caractérisés soit plus de 30 millions d’infections. De nos jours, on dénombre neuf sous-types
A B, C, D, F, G, H,Jet K (Robertson et al., 2000) dans ce groupe, qui divergent entre eux de
15% en moyenne dans le géne gag et de 25% dans le géne env. L’amélioration des techniques
de séquencage permet a présent de caractériser les souches non plus sur une seule sous-région
du génome mais sur différentes régions d’un méme génome voire sur le génome entier. Cette
approche permet de mettre en évidence des virus mosaiques qui resultent de recombinaisons

entre des virus de différents sous-types ayant infecté un méme individu.
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» Découverte des variants non-M
Apres la mise en évidence du variant VIH-1 groupe M, d’autres variants au sein du type

VIH-1 ont été découverts. 11 s’agit des variants VHI-1: groupe O, groupe N et groupe P.

e Découverte du VIH-1/0

En 1990, une équipe de I’Institut de médecine tropicale d’Anvers a isolé un rétrovirus
chez un couple camerounais résidant en Belgique et présentant des lymphadénopaties
généralisées (De Leys et al., 1990). Ce rétrovirus (ANT70) était morphologiquement et
biologiquement semblables aux VIH-1 et VIH-2 mais avec des caractéristiques antigéniques
particuliéres. Les analyses moléculaires ont indiqué qu’il était plus proche du VIH-1 que du
VIH-2. En 1993, des analyses sérologiques ont révélé la présence des antigenes d’ANT70 dans
les sérums de patients camerounais et gabonais (Nkengasong et al., 1993). En 1994, des auteurs
ont isolé une deuxieme souche virale, MVP-5180, semblable & ANT70, chez une patiente
camerounaise en stade SIDA (Gurtler et al., 1994). Ce virus présentait des degrés de similarité
de 56%, 65% et 83% respectivement avec le VIH-2, le VIH-1 et ’ANT70. Au courant de La
méme anneée, une autre souche, nommée VAU, a été isolée chez une patiente francaise en stade
SIDA,; la caractérisation de son enveloppe a indiqué qu’elle était proche des deux autres souches
ANT70 et MVP-5180, avec toutefois des divergences au sein de ce groupe semblables a celles
observées chez les autres VIH-1 (Charneau et al., 1994). La différence globale entre ces trois
souches étaient inférieure & 50%, une nouvelle nomenclature a été proposée et a subdivisé le
VIH-1 en deux groupes : le groupe M pour « Major » et le groupe O pour « Outlier » (Charneau
etal., 1994).

L’importante diversité génétique intra-groupe est une caractéristique majeure du VIH-1
groupe O (Loussert-Ajaka et al., 1995; Bibollet-Ruche et al., 1998; Quinones-Mateu et al.,
1998; Janssens et al., 1999) ; elle a donné lieu a plusieurs systemes de classification. En
calquant le modele du groupe M, Roques et al. (2003) et Yamaguchi et al. (2004) ont
initialement proposé un systéme de répartition en trois clades phylogénétiques (A, B, C) ou en
cing clusters (1, 11, 111, 1V, V) respectivement (Charneau et al., 1994; Yamaguchi et al., 2004).
Toutefois, Leoz et al. (2008), étudiant 117 séquences du gene pol de VIH-1/O ont montré les
limites et les discordances des deux systemes suscités (Leoz et al., 2008). Un troisieme modeéle
de classification proposé par Tebit et al. (2010) a été basé sur la nature du résidu en position
181 du gene de la transcriptase inverse (T1), la cystéine (C) ou la tyrosine (YY), qui définit deux
lignées : 181C et 181Y (Tebit et al., 2010). Néanmoins, cette classification a vite présenté des

discordances puisque de nombreuses souches 181Y se sont phylogénétiquement positionnées
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dans la lignée 181C. Finalement, une étude récente de la topologie de 1’arbre phylogénétique
des VIH-1/0 a démontré que cette diversité intra-groupe résulte de la diversification des virus
au cours de différentes phases évolutives (Leoz et al., 2015). En effet, la topologie traditionnelle
en double étoile des arbres phylogénétiques des VIH-1/M, issue d’effets fondateurs
indépendants, ne se retrouve pas chez les VIH-1/O. Du fait de plusieurs phases de
diversification, cette topologie prend plut6t un aspect en comete, dont la téte (head) rassemble
les souches « H », représentatives des souches devenues prédominantes, et la queue (tail)

regroupe les souches « T » représentatives des souches qui sont plus ancienne (Fig. 5)
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Figure 5 : Arbres phylogénétiques comparatifs des séquences de VIH-1/0 (a) en forme de
comeéte, (b) et en double étoile M.

190 séquences concaténées pour chaque groupe O en (a) et M en (b) ont été analysées par la méthode du
maximum de vraisemblance ; les losanges blancs représentent des valeurs de bootstrap supérieures a 70. Les lettres
indiquent la nature des sous-types identifiés dans le groupe M ainsi que les 2 sous-groupes et les clusters (H1, H2,
H3, T1 et T2) au sein du groupe O. D’aprés Leoz et al. (2015) (Leoz et al., 2015).

Le VIH-1/O n’est retrouvé qu’au Cameroun, en Guinée Equatoriale, au Nigeria, et au
Gabon (Peeters et al., 1996; Vessiere et al., 2010b). Au Cameroun, les études de prévalence des
VIH-1 du groupe O ont revélé que ses variants y sont endémiques et représentent moins de 1%
des infections a VIH-1 (Ayouba et al., 2001; Vessiere et al., 2010b; Villabona-Arenas et al.,
2015; Rodgers et al., 2017). D’autres cas de VIH-1/O ont été décrits, de fagon sporadique, dans
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I’hémisphere Nord, en France en particulier, le plus souvent chez des patients originaires ou en

relation avec le Cameroun.

e Découverte du VIH-1/N

La premiere souche de VIH-1 groupe N (VIH-1/N), soit YBF 30, a été décrite en par
Simon et al. (1998) chez une patiente camerounaise résidant a Yaoundé (Simon et al., 1998).
Cette souche été différenciée du VIH-1 groupe M sur la base d’une discordance au diagnostic
biologique fait & cette époque. Les auteurs ont constaté une absence de réactivité sur les tests
de dépistage sérologiques et moléculaires spécifiques du groupe M (Simon et al., 1998). La
caractérisation phylogénétique de cette souche a indiqué que sa position dans les régions Gag
et Pol était équidistante de celles des VIH-1/M et du SIVcpz-gab (caractérisé chez un
chimpanzé du Gabon), mais plus distante du VIH-1/O et du SIVcpz-ant (caractérisé chez un
chimpanzé en captivité en Belgique, provenant de I’Ex-Zaire) ; cependant, ses régions LTR et
Env étaient plus proches du SIVcpz-gab. Ce nouveau variant a été¢ nommé VIH-1/N (pour Non-
M, Non-O ou « New »). La présence de ce virus a été confirmée en 2000 chez quatre patients
camerounais, par une analyse sérologique d’une biothéque de plus de 6000 sérums collectés de
1997 a 1999 et analysés au Centre Pasteur du Cameroun (Ayouba et al., 2000). A ce jour,
environ 20 cas d’infections a VIH-1/N ont été rapportés chez des camerounais a I’exception
d’un seul cas (Simon et al., 1998; Roques et al., 2004; Yamaguchi et al., 2006b; Vallari et al.,
2010; Delaugerre et al., 2011).

e Découverte du VIH-1/P

Le dernier groupe, P, du VIH-1 a été décrit par Plantier et al. (2009) a la suite
I’observation d’une discordance séro-moléculaire chez une patiente d’origine camerounaise
mais résidant en France (J.-C. Plantier et al., 2009). Alors que les tests de dépistage sérologique
et la quantification du génome viral par des techniques commerciales non spécifiques de groupe
attestaient d’une infection par le VIH, I’amplification de cette souche par des méthodes ciblant
specifiquement les groupes M et O n’a pu étre possible. La souche RBF168 n’est donc
distinguée des trois groupes de VIH-1 (M, N et O) déja décrits ; toutefois elle est apparue
phylogénétiquement trés proche des SIV récemment identifiés chez le gorille (SI\VVgor), surtout
le long du génome. Ce virus a eté nommé VIH-1 groupe P (VIH-1/P) (Robertson et al., 2000;
J.-C. Plantier et al., 2009). Une autre souche, 06CMU14788, trés proche du précedent variant
a été isolée chez un camerounais ayant consulté a 1’Hopital Jamot de Yaoundé ; cette découverte

a permis de confirmer 1’existence de ce nouveau groupe (Vallari et al., 2011). A ce jour, seules
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ces deux souches de variants VIH-1/P ont été décrites ; elles ont toutes deux été retrouvées chez

des patients camerounais (J.C. Plantier et al., 2009b; Vallari et al., 2011).

1.1.3.2. Diversité genétique au sein du type VIH-2

Le VIH-2, découvert apres le VIH-1, est peu répandu et réputé avoir une évolution tres
lente dans I’organisme a cause de son faible fitness. La différence de transmissibilité et de
progression de la maladie entre les 2 types de VIH a été clairement documentée (Kanki et al.,
1994; Marlink et al., 1994). Les VIH-2 sont caractérisés par des taux tres bas de transmission
hétérosexuelle et de la mére a ’enfant (1% contre 30% pour VIH-1) et une longue période
d'incubation avant le développement du SIDA. Ce type de VIH est plus retrouvé en Afrique de
I’ouest, avec des cas sporadiques en Afrique centrale comme au Cameroun. Neuf groupes (A-

I) de VIH-2 sont actuellement décrits dans le monde (Ayouba et al., 2013).

1.1.3.3. Reéservoirs et ancétres du VIH

Plusieurs controverses ont été soulevées concernant 1’origine du VIH. L’hypothése
d’une transmission zoonotique résultant de plusieurs événements de transmission inter-especes,
des animaux (grands singes) a I’homme, a fini par étre confirmée. L’origine simienne du VIH
a été mise en evidence par la similarité de 1’organisation des génomes viraux (VIH/SIV), les
liens phylogénétiques, la prévalence chez I’héte naturel, la coincidence géographique et les
voies plausibles de transmission (Gao et al., 1999; Hahn et al., 2000).

> Réservoirs simiens

Les VIH-1 et les VIH-2 résulteraient de plusieurs transmissions inter-espéces des SIV a
I’Homme (fig. 6). Les premiéres transmissions ont pu se faire par voie sanguine, lors d’activités
humaines nécessitant un contact avec les singes avec des risques de blessures, telles que la
chasse, la préparation de la viande, ou encore via des morsures de singes en captivité ou
domestiques (Hahn et al., 2000; Gurtler, 2004; Wertheim et al., 2009; Sharp et al., 2011;
Hemelaar, 2012).
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Figure 6: Origine des virus du SIDA, (Sharp et al., 2011)

Les lentivirus proches du VIH, qui infectent les singes, sont appelés SIV (Simian Immunodeficiency
Virus). Le nom de I’espéce de primate porteuse est indiqué par le suffixe présent dans le nom du virus, par exemple:
SIVgor pour le gorille. Les transmissions inter-espéces, des singes a I’Homme qui ont donné naissance aux
différents types et groupes de VIH sont représentées par des fleches rouges.

Le VIH-2 a été le premier type de VIH décrit comme résultat d’une transmission
zoonotique du SIVsm. En effet, le VIH-2 et le SIVsm présentent une structure génétique
identique avec un gene accessoire vpx; de plus, ils se retrouvent dans la méme région
géographique: I’ Afrique de 1’Ouest (Ayouba et al., 2013). Un lien phylogénétique direct existe
entre le VIH-2 et le SIVsm qui lui infecte les singes sooty mangabey. Ces primates sont de ce
fait considérés comme réservoirs du VIH-2 (Chen et al., 1996; Chen et al., 1997) ; les neuf
groupes (A-1) connus actuellement correspondraient au moins a neuf événements de
transmissions inter-espéces du SIVsm du singe a ’homme (Peeters et al., 2008; Sharp et al.,
2011; Ayouba et al., 2013). En revanche, le VIH-1 provient d’un réservoir différent, le
chimpanzé; les deux virus (VIH-1 et SIVcpz) présentent une structure génétique identique
contenant un gene accessoire particulier, le vpu (Simon et al., 1994; Gao et al., 1999;
Courgnaud et al., 2003). L’épidémiec & VIH-1 apparait comme originaire de 1’ Afrique centrale
du fait de la co-circulation des quatre groupes du VIH-1 (M, O, N et P) dans les populations
humaines, de I’importante diversité des isolats VIH-1, et de la présence de chimpanzés Pan
troglodytes troglodytes infectés par des virus apparenteés (Gao et al., 1999; Rambaut et al.,
2001). Keele et al. (2006) ont bien montré qu’au Cameroun les chimpanzés de cette espece

seraient les réservoirs simiens des VIH-1/M et N (Keele et al., 2006). Un autre virus simien a
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été décrit des gorilles des plaines de 1’Ouest Cameroun (Gorilla gorilla gorilla). Tous les
nouveaux virus détectés chez ces gorilles, appelés SIVVgor, ont formé un groupe lié au VIH-1/0
(Van Heuverswyn et al., 2006). Cependant, les relations phylogénétiques entre SIVcpz, SIVgor
et VIH-1, indiquent que les chimpanzeés représentent le réservoir original des SIV retrouvés
chez les chimpanzés, les gorilles et I’homme (Peeters et al., 2008). La découverte du VIH-1/P
en 2009, virus humain le plus proche du SIVgor, a renforcé 1’idée que le gorille serait un
deuxieme réservoir du VIH-1. Les travaux de D’Arc et al.(2015) sur plus de 2000 fécés de
gorilles originaires de I’ouest, de 1’est et des montagnes du Cameroun, ont permis d’une part
d’établir la relation entre le SIVgor et les VIH-1 groupes O et P et, d’autre part, de confirmer
que les gorilles des plaines de 1’Ouest du Cameroun sont un réservoir simien de ces deux
groupes de virus. Ces auteurs ont aussi montré que toutes les souches de SIVgor dérivent d’une
seule et méme lignée au sein des SIVcpz (fig. 7) (D'Arc et al., 2015). Le SIVcpz serait donc
passé du chimpanzé au gorille pour donner naissance au SIVgor, ensuite du gorille a I’homme

pour donner naissance aux VIH-1/0 et P.
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Figure 7: Relations phylogénétiques entre les lignées VIH-1, SIVcpz et SIVgor.

D’aprés D’Arc et al. (2015)
Les arbres phylogénétiques ont été construits & partir des séquences des génes gag (A), pol (B) etenv (C).
La longueur des séquences (en pb) est indiquée devant le nom du géne. Les nouvelles séquences SIVgor (surlignées
en vert) ont été comparées aux seéquences déja décrites : SIVgor (en vert), SIVcpzPtt (en bleu), SIVcpzPts (en
orange) et VIH-1/M, N, O et P (en rouge). Les astérisques représentent les noeuds ayant une valeur de bootstrap
supérieure a 70%.
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» Datation des ancétres des VIH actuels

Les dates de transmissions inter-espéces sont impossibles a déterminer ; toutefois, il est
possible d’estimer la datation des ancétres responsables des épidémies actuelles. Gréace a des
méthodes de calcul basées sur la théorie de I’horloge moléculaire, différents auteurs ont essayé
de dater les ancétres communs les plus récents (tMRCA) des SIV et des différents types et
groupes de VIH, responsables des épidémies actuelles. Ainsi, selon Wertheim et Worobey
(2009), le tMRCA du SIV chez les chimpanzés (ancétre du VIH-1) serait apparu vers 1492
(1266-1685) et celui du SIV du sooty mangabey (ancétre du VIH-2) vers 1809 (1729-1875)
(Wertheim et al., 2009). Worebey et al. (2009) situent quant a eux le tMRCA du VIH-1/M vers
1908 (1894-1924)(Worobey et al., 2008). Le tMRCA du VIH-1/0O se situerait quant a lui autour
de 1930 (1914-1944) (Leoz et al., 2015). Les VIH-1 groupes M et O auraient donc émergé a la
méme période car pour Wertheirm et Worobey (2009), I’ancétre du VIH-1/N daterait des années
1963 (1948-1977) (Wertheim et al., 2009) ; quant au VIH-2, ils ont estimé I’apparition du
tMRCA du VIH-2 groupe A vers 1932 (1906-1955), 1905 (1857-1949) et 1942 (1921-1959)
apres analyse des séquences des génes gag, pol et env respectivement. Dans la méme analyse
avec les mémes genes, le tMRCA du VIH-2 groupe B serait apparu en 1935 (1907-1961), 1914
(1868-1955) et 1937 (1914-1958) pour les mémes genes (Wertheim et al., 2009). Ces résultats
ont été confirmés par une large étude phylogéographique de Faria et al., (2012) qui a situé la
date du tMRCA du VIH-2 groupe A vers 1938 (1928-1947) (Faria et al., 2012). Les VIH-2
groupes A et B seraient donc apparus a la méme période et auraient été transmis des singes
sooty mangabeys, de la forét de Thai en Coéte d’Ivoire, a I’lhomme par deux événements

indépendants (Visseaux et al., 2018).

1.1.3.4. Variabilité génétique et recombinaisons

Les différents réservoirs simiens du VIH sont la premiere cause de la diversité génétique
de ce virus ; cependant, d’autres facteurs liés au VIH lui-méme contribuent de maniére
importante a cette diversité.

» Origine de la variabilité génétique du VIH liés au virus

Le génome singulier des VIH, constitué de 2 copies d’ARN non liées, facilite leur
diversification virale de par sa relative plasticité. Cette diversification résulte des mécanismes
conjoints de génération de mutations et de recombinaison rétrovirale. De nombreux facteurs
liés a I’environnement de 1’hote mais également au virus lui-méme peuvent influencer ou

induire 1’un ou ’autre de ces mécanismes au fil du temps.
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e La faible fidélité de la transcriptase inverse

A T’origine de toute variabilité génétique, le processus de mutation est un phénomene
stochastique susceptible de se manifester tout au long du génome. L’absence d’activité éditrice
3’-5” exonucléasique de la Tl du VIH, associée a une intense dynamique de réplication de
’ordre de 10 virions par jour (Perelson et al., 1996), génére naturellement un taux de
mutations élevé. Avec un taux estimé entre 1,4 et 3x10° mutations par base et par cycle, les
transitions semblent 10 fois plus fréquentes que les transversions qui sont énergétiquement plus
codteuses (Mansky et al., 1995; Abram et al., 2010). Il en résulte la génération d’une population
virale complexe chez I’individu infecté, faite de souches hétérogénes mais relativement proches
sur le plan phylogénétique que 1’on qualifie de « quasi-especes » (Nowak, 1992; Wei et al., 1995;
Hu et al., 2012). De nombreux facteurs, de nature exogene ou non, peuvent changer le taux de
mutations et contribuer a rendre la composition de cette population fluctuante au cours du temps
(Meyerhans et al., 1989). Plusieurs équipes ont en effet montré que le polymorphisme de la T,
qu’il soit naturel ou induit par un traitement antirétroviral, influence directement le taux
d’erreurs introduites (Back et al., 1996; Jewell et al., 2003; Weiss et al., 2004). 1l a aussi été
mis en évidence un phénoméne d’hypermutation généré par des désaminases de la famille
APOBEC. L’activité de la protéine APOBEC3G, sous le contr6le de la protéine virale vif,
conduit a I’accumulation de mutations d’une cytosine en uracile (C—U) lors de la transcription
inverse (Sheehy et al., 2002). Ces mécanismes, associés a la pression de sélection naturelle de
I’hdte, générent au cours du temps une importante diversité de variants, tous issus d’'une méme
souche mais avec des dynamiques d’évolution génétique propres, perpétuelles et
indépendantes.

e Larecombinaison virale
L’infection d’'une méme cellule par deux particules virales génétiquement distinctes

conduit a I’intégration des différents génes viraux dans le génome de la cellule héte (fig. 8).
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Figure 8: Processus de recombinaison d’aprés (E Simon-Loriere, 2006).

Des particules virales génétiquement distinctes sont présentées sous forme de virions contenant des ARN
génomiques noirs ou gris (le dimére d’ARN est montré dans la capside virale au sein de la particule virale). La
double infection méne a I’intégration de deux provirus dans le génome des cellules. La progénie virale résultante
sera constituée par des virions hétérozygotes (dimére d’ARN rouge-noir) et homozygotes (dimére d’ARN rouge-
rouge ou noir-noir). Chaque particule de la prog-cménie virale est potentiellement constituée par 1’assemblage de
protéines issues de la synthése de 1’un ou I’autre des deux provirus. Cela est schématiquement indiqué par les
capsides et les enveloppes virales partiellement noires ou grises. Aprés infection d’une deuxiéme cellule cible par
un virion hétérozygote, un provirus chimérique peut étre produit pendant la transcription inverse (I’exemple donné
est celui de la recombinaison se produisant pendant la premiére synthése de brin, par choix de copie), menant a la
production des particules virales recombinantes.

La synthése de I’ADN proviral se produit a partir des deux molécules d’ARN
génomique empaquetées dans la méme capside, [’une et I’autre pouvant servir alternativement
de brin matrice lors de la transcription inverse de I’ARN en ADN complémentaire par 1’effet
de sauts de matrice. Ce phénoméne de recombinaison peut avoir lieu entre les quasi-especes
d’un individu ou dans un contexte de co-infection ou de sur-infection, entre des virus
appartenant a des sous-types, des sous-groupes ou des groupes différents. L’impact de la
recombinaison sur le potentiel évolutif viral est donc lié au degré de divergence entre les
souches parentales mais surtout a I’avantage sélectif procuré par la souche recombinante par
rapport a son environnement (Andrews et al., 2017).

En somme, ces mécanismes moléculaires ont un impact a la fois sur la production de

quasi-espéces virales qui génere une diversité génétique a 1’échelle individuelle du patient mais
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aussi et plus largement, a 1’échelle de la population infectée ; elle génére ainsi des variants
(sous-types, Circulating Recombinant Form-CRF) dont I’introduction dans un environnement

qui est propice a leur adaptation facilite leur émergence et leur évolution.

» Conséquences de la variabilité génétique

La forte variabilité du génome du VIH est a I’origine d’une évolution permanente de ce
virus et de I’apparition continuelle de nouvelles souches. Le dynamisme d’évolution de ce virus
exige aussi une mise a jour permanente de la classification des différents variants viraux.

Aux prémices de 1’épidémic a VIH, on a distingué les entités virales « américaines » et
« zairoises » sur la base de leur origine géographique (Alizon et al., 1986) et de la variabilité
des genes d’enveloppe (Benn et al., 1985). Au fil des caractérisations toujours plus nombreuses,
permises par les avancées technologiques concomitantes et les performances croissantes des
analyses phylogénétiques, un systeme de classification par sous-types (Myers et al., 1992;
Louwagie et al., 1993) a été constitué au sein du groupe majoritaire, ou groupe M. Les virus les
plus anciennement découverts appartiennent aux sous-types dits « purs » ; ils sont le résultat
d’effets fondateurs indépendants regroupant de multiples virus aux caractéristiques
virologiques différentes mais issus d’une souche unique. Les virus issus de la recombinaison
entre les sous-types purs ont été classés comme des formes recombinantes uniques (Unique
Recombinant Form-URF) lorsqu’ils ont été décrits chez un individu unique, ou comme des
formes recombinantes circulantes (Circulating Recombinant Form-CRF) lorsquils ont été issus
de plusieurs patients trois ou plus sans lien épidémiologique direct (Robertson et al., 2000). La
classification actuelle comptabilise neuf sous-types avec cing sous-sous-types, nommés A (Al
;A2 ; A3),B,C,D, F(F1;F2),G,H,JetK, ayant chacun subi une évolution phylogénétique
distincte ; certains de ces sous-types ont une prévalence plus élevée en fonction des régions
géographiques concernées. La diversité genétique intra sous-type est de 15 a 20% et atteint 25
a 35% entre différents sous-types, ce qui réalise par conséquent de véritables mosaiques virales
(Taylor et al., 2008; Hemelaar, 2013).

Ce systéme de classification consensuel, fondé sur le principe de distances génétiques,
fait I’objet d’une évolution permanente dont les multiples mises a jour reflétent fidelement 1’ état
des connaissances. Le nombre de CRF recensées a ce jour s’éléve ainsi a plus de 90, dont
quelques-unes sont devenues predominantes dans certaines régions du globe ; c’est le cas des
formes CRF01_AE et CRF02_AG qui circulent de maniere majoritaire en Thailande et en
Afrique de I’ouest respectivement. Le nom des CRFs porte le numéro d’ordre par lequel elles

ont été décrites et une extension qui indique les différents sous-types impliqués. Par exemple,
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CRFO1_AE est la premiére forme de CRF décrite ; elle résulte de la recombinaison entre les
sous-types A et E. Certaines formes recombinantes sont dites complexes parce qu’elles sont
issues de la recombinaison entre trois ou plusieurs sous-types; de ce fait, elles portent
I’extension « cpx » dans leur nom, par exemple CRF06_cpx qui contient des fragments des
sous-types A, G, J et K. Une forme recombinante peut s’associer avec un virus d’un autre sous-
type ou avec une autre forme recombinante pour donner naissance a une forme recombinante
de seconde génération ou SGR pour « Second Generation Recombinant » ; c’est par exemple
le cas de CRF15 01B qui contient des fragments de CRFO01_AE et du sous-type B.
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Figure 9: Génome représentant la structure mosaique de CRFO1_AE
Source: http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html

La séquence du génome complet de CRF01_AE a été caractérisée pour la premiere fois en Thailande
(Carretal., 1996). Les fragments dérivés des sous-types A et E sont représentés respectivement en rouge et jaune.
Les positions correspondantes des différents fragments (début et fin) sont également indiquées.

1.1.3.5. Evolution de I’épidémie actuelle

De nos jours ou pres de 52% de la population mondiale vit en zone urbaine ;
Iépidémiologie mondiale des infections a VIH prend un nouveau visage car les villes sont des
lieux majeurs de concentration des cas. Les 200 villes du monde les plus affectées ont représenté
collectivement 26% des 36,7 millions [30,8 & 42,9 millions] de personnes vivant avec le VIH
en 2016 avec, par ailleurs, de fortes inégalités par rapport a I’épidémie sur un méme territoire
(ONUSIDA, 2014b, 2017). Au Cameroun, selon I’enquéte démographique de santé de 2011
(EDS 2011), la prévalence de I’infection a VIH dans la population générale adultes de 15 a 49
ans est passée de 5,5 % en 2004 a 4,3 % en 2011 ; ce qui a représenté environ 660 000 de
personnes infectées (INS-Cameroun, 2012). L’épidémiologie actuelle, associée a la diversité
génétique du VIH prend un nouveau schéma de diffusion globale (Wertheim et al., 2014). Une
méthode simple, qui utilise une approche basée sur les réseaux de communication
internationaux et les séquences de polymérase du VIH des bases de données mondiales, a revélé

plus de 211 liens de transmission putatifs du VIH-1 entre tous les pays du monde et, ce, malgré
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I’existence d’un biais de sous-représentation des souches d’Afrique sub-saharienne (Wertheim
et al., 2014). Bien que partageant une origine géographique commune, la répartition actuelle
des VIH-1 reste tres hétérogéne puisque la diffusion mondiale majoritaire du groupe M
contraste avec une apparente restriction des infections a VIH-1 des groupes O, N et P au

Cameroun et aux régions limitrophes.

> Répartition mondiale des infections a VIH-1/M

Globalement, on observe une distribution géographique spécifique des sous-types du
groupe M (Fig.10). A I’échelle mondiale, le groupe M rassemble plus de 90% des souches
circulantes, parmi lesquelles au moins 90% sont de sous-types non-B. Les sous-types
prédominants sont le sous-type C (50 % des infections) retrouvé en Afrique du Sud, en Inde et
en Chine, suivi des sous-types A (12% des infections) rencontré en Afrique de I’Est et en Europe
de I’Est et du sous-type B (10% des infections) distribué en Europe de 1’Ouest, en Amérique
du Nord, en Australie et en Afrique du Nord, c'est-a-dire en Algérie, en Egypte et au Maroc
(Buonaguro et al., 2007; Lihana et al., 2012). Les CRF quant a eux représentent globalement
18% des infections ; la CRFO1_AE en est la forme prédominante avec environ 5% des
infections dans le monde ; elle est trés répandue en Asie du Sud Est (Lau et al., 2013). Le
CRF02_AG par contre représente 2,9% des infections a VIH dans le monde ; elle prédomine
en Afrique centrale et de 1’Ouest (Howard et al., 1996; Olaleye et al., 1996; Lau et al., 2013).
Dans les régions ou différents sous-types circulent, on observe une émergence de CRFs qui
peuvent finir par devenir majoritaires ; c’est le cas des recombinants BF en Argentine (Aulicino
etal., 2007).
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Figure 10: Répartition géographique des sous-types et CRFs du VIH-1/M, (Santos et al., 2010)

Différentes couleurs ont été utilisées pour représenter les principaux sous-types et CRFs les plus
répandus, le sous-type C étant le plus prévalent (plus de 50%).

Au Cameroun, le VIH-1/M cause plus de 98% des infections a VVIH, avec une circulation
de plusieurs sous-types, URFs et CRFs (Brennan et al., 2008; Ceccarelli et al., 2012).
Récemment, 1’étude de Courtney et al. (2016), menée a Yaoundé chez des patients infectés par
le VIH et naifs de traitement ARV (TARV), a montré la présence des sous-types purs A a D et
F a H avec des proportions allant de 0,6% a 4,5% (Courtney et al., 2016). La circulation de ces
multiples sous-types favorise la probabilité de doubles infections. Ndembi et al. (2011) ont
identifié 8% des doubles infections par différents sous-types du VIH-1/M dans la région du
Nord-Ouest (Ndembi et al., 2011). Cette situation favorise la genése et la circulation des URFs
et CRFs. Ainsi, de multiples CRFs a savoir CRF01_AE, CRF02_AG, CRF09 _cpx, CRF11 cpx,
CRF13_cpx, CRF18 cpx, CRF22 01Al et CRF37_cpx ont été identifiées au Cameroun avec
des proportions variant de 0,2 a 65% (Courtney et al., 2016). Le CRF02_AG est actuellement
majoritaire et représente plus de 60% des infections a VIH au Cameroun; par conséquent, de
nouveaux recombinants 1’impliquant sont de plus en plus identifiés (Zhao et al., 2012; Tongo
et al., 2013; Courtney et al., 2016).

» Restriction géographique africaine des infections a VIH-1 non-M
Contrastant avec 1’extraordinaire diffusion des VIH-1/M a toutes les régions du monde,

la situation géographique des infections a VIH-1 non-M semble restrictive et liée a I’ouest de
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I’Afrique centrale, en particulier au Cameroun, berceau des transmissions inter-especes des
différents groupes de VIH-1.
e LegroupeP
De nos jours, seuls deux cas de VIH-1/P ont été découverts et tous étaient originaires du
Cameroun. La prévalence de ce groupe dans ce pays semble trés faible puisque estimée a 0,06
% en 2011 (Vallari et al., 2011). Des travaux de veille épidémiologique récents ont confirmé
cette tendance par un screening diagnostique sur 13700 échantillons collectés entre 2011 et
2015, dans 22 villes et villages du Sud-Cameroun. Malgré une estimation de la prévalence a
0,015 %, du fait de deux réactivités sérologiques faisant évoquer un variant du groupe P, aucune
de ces suspicions sérologiques n’a été confirmée par les tests moléculaires appropriés (Rodgers
etal., 2017).
e LegroupeN
Parmi les 20 souches de VIH-1 du groupe N identifiées a ce jour (Simon et al., 1998;
Ayouba et al., 2000; Bodelle et al., 2004; Yamaguchi et al., 2006a; Vallari et al., 2010; Pere et
al., 2015), seul un cas d’infection a été décrit hors du Cameroun, et plus précisément en France,
chez un patient d’origine togolaise (Delaugerre et al., 2011).
e LegroupeO
Les études de prévalence des VIH-1 de groupe O montrent que ces variants sont
endémiques au Cameroun, ou ils représentent moins de 1% des infections a VIH-1 (Ayouba et
al., 2001; Vessiere et al., 2010b; Villabona-Arenas et al., 2015; Rodgers et al., 2017). Des cas
sporadiques ont néanmoins été rapportés dans d’autres pays d’Afrique proches de la zone
d’endémicité ; seule une diagnostiquée au Kenya fait exception (Peeters et al., 1996).

Hors d’Afrique, des cas d’infection ont été décrits sporadiquement aux Etats-Unis (Gould,
1997; Sullivan et al., 2000) et dans quelques pays d’Europe comme la Norvége (Froland et al.,
1988), la Belgique (De Leys et al., 1990), I’Allemagne (Froland et al., 1988; Gurtler et al.,
1994; Hampl et al., 1995; Gould, 1997), I’Espagne et la Grande-Bretagne (Garcia-Lerma et al.,
1996; Mas et al., 1996; Soriano et al., 1996; Briz et al., 2009). C’est en France que le plus grand
nombre de cas a été rapporté. La surveillance épidémiologique, réalisée par le Centre National
de Référence (CNR) du VIH dans le cadre de la déclaration obligatoire des nouveaux cas
d’infection a VIH, a recensé 40 patients infectés par un VIH-1/O entre 2003 et 2015, soit 0,09%
dont 71,4% étaient originaires du Cameroun (Barin et al., 2007). La tendance épidémiologique
de ces variants est a une diminution de fagon non significative. Ainsi, la surveillance de la
diffusion des variants non-M par le CNR a permis de recenser 135 cas de mono-infections

depuis le premier cas décrit en 1992 (Agut et al., 1992).
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I.2.  Diagnostic, traitement et suivi de I’infection a VIH
1.2.1.  Histoire naturelle du VIH

L’évolution de I’infection a VIH est, pour I’heure, bien décrite pour les VIH-1/M. 1l a
¢été montré que 1’efficacité de la contamination par le VIH, lors d’un événement de transmission
sexuelle, sanguine ou entre la meére et I’enfant (verticale ou périnatale), est liée a la quantité de
virus transmis (Garcia et al., 1999; Quinn et al., 2000) : plus la charge virale présente dans
I’inoculum est élevée, plus I’infection a une chance d’aboutir. Le dépistage du VIH dépend du
stade de I’infection. Pendant la phase précoce, la virémie plasmatique est indétectable ; on parle
alors de fenétre virologique. Une deuxiéme fenétre dite sérologique correspond a la période
pendant laquelle les anticorps sont indétectables dans le sang du patient.

Dans les deux premieres semaines qui suivent la contamination, on observe une
sélection du virus le mieux adapté a I’environnement de 1’hdte (Abrahams et al., 2009). La
virémie est indétectable ; il n’y a pas de symptome de I’infection, ni de manifestation
immunologique mais le virus diffuse dans les tissus et organes qui seront les sites de sa future
réplication. Entre 2 a 4 semaines, une fois cet entonnoir sélectif passé, la population virale
infectante se multiplie amplement et produit une charge virale plasmatique (CVp) pouvant
atteindre plus d’un million de copies d’ARN/mL (fig. 11). Cliniquement, cette phase d’infection
aigué, ou primo-infection, peut se manifester par des symptémes généraux (fievre, asthénie
profonde, état grippal, diarrhées) pouvant faire évoquer un syndrome mononucléosique. La
réponse immunitaire se constitue par voie humorale avec la sécrétion d’anticorps dirigés contre
toutes les protéines virales, et par voie cellulaire, avec une réponse des lymphocytes T portant
le marqueur CDS8. L’activation de trés nombreuses cellules cibles T-CD4 favorise,
parallelement & une réplication intense, 1’entretien de I’infection. A quelques semaines de la
primo-infection, on observe une brusque diminution de la charge virale, qui se maintient a un
taux stable, et un déclin des lymphocytes T-CD4 circulants. L’individu infecté entre dans une
phase de latence clinique (mais pas biologique) qui peut perdurer une dizaine d’années. Cette
période reflete le fragile équilibre qui s’installe entre le maintien de la réplication virale et la
réponse immunitaire cellulaire spécifique, notamment via les lymphocytes T cytotoxiques qui
déclinent graduellement. Progressivement, le niveau de déplétion cellulaire est tel que le
controle immunitaire global n’est plus maintenu et un taux de CD4 <200 cellules/mm? de sang
définit le stade SIDA. Il en résulte une ré-ascension de la CVp et I’apparition de manifestations
cliniques liees a des pathogénes opportunistes qui s’achéve, en 1’absence de traitement, par le

décés du patient.
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Figure 11 : Cinétique d’apparition de I’infection par le VIH-1.

Cinétique de la charge virale (ligne rouge), du taux de cellules CD4+ (ligne bleue), des anticorps anti-
VIH (ligne verte) et du niveau d’activation immunitaire a partir de la contamination (fleche rouge), et
manifestations cliniques associées (encadré jaune). (Maartens et al., 2014)

S’agissant des VIH-1 non-M, les données d’évolution naturelle de ’infection sont
éparses, d’autant qu’elles concernent un nombre restreint de patients. Ainsi, seule la patiente
RBF168 reste source d’informations pour le groupe P puisque la seconde souche représentative
de ce groupe, 06CMU14788, a été identifiée a partir d’un échantillon de collection (Vallari et
al., 2011). Par ailleurs, les résultats obtenus montrent qu’aucune manifestation clinique relative
a un stade SIDA n’a été mise en évidence lors du dépistage et du suivi clinique de cette patiente
(J.-C. Plantier et al., 2009). Les données d’évolution naturelle de I’infection a VIH-1/N, certes
peu nombreuses, font évoquer un potentiel de pathogénie au moins aussi important que celui
des VIH-1/M. En effet, la plupart des cas d’infections pour lesquels des données cliniques sont
disponibles montrent une majorité de patients en stade SIDA au moment du diagnostic (Simon
et al., 1998; Yamaguchi et al., 2006a; Yamaguchi et al., 2006b). C’est ce qu’illustre
parfaitement le premier cas décrit, avec un tableau inaugural d’histoplasmose intestinale
évoluant fatalement sept mois plus tard (Simon et al., 1998). De maniére semblable, les
premiéres souches de VIH-1 du groupe O ont toutes été isolées a partir de patients, notamment
des couples, en stade SIDA en I’absence de traitement antirétroviral (Charneau et al., 1994;
Gurtler et al., 1994; Jonassen et al., 1997). Les premiéres observations de ces cas ont montre
une cinétique de décroissance de 500 CD4 mm™ & 200 ou & moins de 100 CD4 mm3
(Nkengasong et al., 1997) et de 290 a 144 CD4 mm~3(Quinones-Mateu et al., 1998) sur sept ans

et 19 mois de suivi respectivement. Des cas de transmission mere-enfant ont également été
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rapportés (Chaix-Baudier et al., 1998; Gueudin et al., 2004) ; ils indiquent que les nourrissons
infectés présentent d’emblée des signes cliniques liés a une immunodépression franche, avec
un taux de CD4 inférieur a 400/mm?, a savoir des pneumopathies interstitielles lymphoides
(Chaix-Baudier et al., 1998) et des encéphalopathies (Gueudin et al., 2004).

[.2.2.  Diagnostic

Le dépistage du VIH est généralement basé sur la cinétique d’apparition des marqueurs

virologiques et immunologiques de I’infection. 1l dépend étroitement du stade de I’infection
(fig. 12). Comme décrit plus haut en 1.2.1, pendant la phase précoce, la virémie plasmatique est
indétectable et on parle de fenétre virologique. Une deuxieme fenétre, dite sérologique,
correspond a la période pendant laquelle les anticorps sont indétectables dans le sang du patient.
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Figure 12: Evolution des marqueurs de I’infection a VIH. (D aprés Délaugeére et Simon 2012)

Le niveau des différents marqueurs de I’infection par le VIH varie en fonction du temps (exprimé en jours
sur ’axe des abscisses). L’ARN qui est le premier marqueur (vert) est détectable dés la 2e semaine aprées contagion
avec un pic observeé vers le 20e jour; il coincide avec le pic de I’Ag p24 (rouge). Les Ac anti-VIH (bleu) ne sont
détectables qu’a partir de la 3e semaine. Les différentes méthodes utilisables en fonction du stade de I’infection
sont indiquées en dessous de I’axe du temps. Les fenétres virologique et immunologique sont également

représentées.
1.2.2.1. Outils du diagnostic serologique
Pendant la phase de primo-infection, I’absence des anticorps (Ac) conduit a la recherche
de I’ARN plasmatique ou de I’antigéne (Ag) p24. Le développement des tests combinés Ag-Ac
ou tests sérologiques de quatrieme génération, qui integrent la détection de 1’Ag p24, a permis
de reduire la fenétre sérologique de six a sept jours (Song et al., 2012). Les tests de diagnostic
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rapides (TDR), fortement utilisés pour le diagnostic du VIH dans les pays a ressources limitées,
ne permettent que la recherche des anticorps anti-VIH a des phases plus tardives de 1’infection
supérieures ou égales a trois semaines. C’est pourquoi un format de quatrieme génération
(Determine HIV-1/2 Ag/Ac Combo) a eté développé ; la sensibilité de la premiere version était
tres faible pour le diagnostic en primo-infection par rapport aux tests ELISA de la méme
génération (Laperche et al., 2012; Brauer et al., 2013).

Les techniques de diagnostic prennent de plus en plus en compte de la diversité
génetique du VIH. Longtemps pris a défaut par la diversité virale, les tests sérologiques
commerciaux actuels de type immuno-enzymatique ou enzymo-immuno assay (EIA) ont connu
de nettes avancees en terme de sensibilité aux souches de VIH hautement divergentes telles que
les VIH-1 non-M (Loussert-Ajaka et al., 1994; Simon et al., 1994; Jaffe et al., 1998; Zouhair
et al., 2006). Alors que des échantillons de sérums des patients infectés par les souches des
groupes N et P ont montré une réactivité sur de nombreux tests commerciaux (J.C. Plantier et
al., 2009b; Vallari et al., 2010; Delaugerre et al., 2011), une hétérogénéité de sensibilité
analytique persiste toutefois, notamment avec les VIH-1/0O du fait de la forte diversité observée
au sein de ce groupe comparativement a celle des VIH-/M qui se traduit sur le plan antigénique.
Une étude de la sensibilité de neuf tests rapides d’orientation diagnostic ou autotests a révélé
que six parmi eux présentent une sensibilité inférieure a 80% sur des échantillons de groupe O.
La méme observation a été faite pour d’autres tests de quatriéme génération, avec une intensité
de signal parfois un peu plus basse pour les échantillons de groupe O (Lemee et al., 2014).
L’étude de Ly et al.(2012), qui a comparé les sensibilités de 10 tests serologiques commerciaux
dans la détection de la fraction antigénique p24 de divers génotypes viraux, a montré que trois
et six des tests évalués étaient en défaut de sensibilité sur la p24 pour les échantillons de VIH-
1/0 et P respectivement (Ly et al., 2012). Ce probléme est beaucoup plus crucial dans les pays
a ressources limités, ou le diagnostic repose sur 1’utilisation massive des TDR car certains ont
de mauvaises sensibilités pour ces variants (Gautheret-Dejean et al., 2008; Aghokeng et al.,
2009; J.C. Plantier et al., 2009a).

La technique sérologique de référence, de confirmation du dépistage, est le Western
Blot, qui permet de mettre en évidence les différents anticorps anti-VIH et d’estimer la phase
de I’infection. Cependant, parallelement au probleme de diversité des VIH-1/0, les profils de
réactivités des anticorps obtenus par le test de confirmation Western-Blot sont tres différents
en fonction des variants cependant non discriminants: les réactivités complétes des VIH-1 de
groupe N comme de groupe P n’offrent pas de distinction particuliere par rapport au profil

observé pour les virus de groupe M. Les virus du groupe O semblent présenter une faible
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réactivité pour les glycoprotéines d’enveloppe, surtout de gpl20 et de gp4l (Soriano et al.,
1996; Mourez et al., 2013) (Fig.13).
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Figure 13 : Profil comparatif des réactivités des différents groupes de VIH-1 au Western-
Blot. (Mourez et al., 2013)

Sérums de patients infectés par un VIH-1 de groupe M, O et P obtenus hors primo-infection, et N en stade
SIDA (profil incomplet du fait de la perte de réactivité de certains anticorps). Gp : glycoprotéine, p : protéine, le
chiffre mentionnait indique le poids moléculaire de la protéine en kDa.

Globalement, aucun test sérologique commercial ne permet une distinction entre les
variants non-M. C’est pourquoi des outils spécifiques d’étude de la diversité virale ont été mis
au point a la fin des années 1990 ; ils permettent de discriminer les VIH de type 1, 2 et certains
SIV par un test sérologique unique (Barin et al., 1996; Simon et al., 2001). Le Centre Pasteur
du Cameroun, en référence au Centre National de Recherche du VIH de France (CNR), utilise
un test maison de sérotypage (Sérotypie) de type immuno-enzymatique ; ce test est basé sur
I’utilisation de peptides synthétiques représentatifs de la diversité virale des SIV et VIH, ciblant
la gp4l comme peptide de détection et la boucle V3 de la gpl20 comme peptide de
discrimination/différenciation utilisé pour la discrimination des groupes de VIH-1 (Simon et
al., 1998; Kfutwah et al., 2013b). Ce test EIA spécifique de type et ou de groupes présente
I’avantage d’étre modulable selon la réactivité virale recherchée et permet un screening rapide
et large des variants. Cependant, c’est une technique non commerciale mais disponible dans les
laboratoires spécialisés ou les centres de référence. Les resultats de sérotypage donnent une
orientation diagnostique mais seuls les outils moléculaires permettent de donner un résultat

formel de génotypage.
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1.2.2.2. Outils du diagnostic moléculaire

L’essor des techniques de biologie moléculaire a la fin des années 1990 a permis de
grandes avancées technologiques dans le diagnostic et le suivi des infections a VIH. Ainsi
plusieurs stratégies de quantification ont géneré le développement de nombreuses trousses
commerciales. Parmi celles-ci on peut citer la PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR),
I’amplification par ADN branché (branched DNA, bDNA), I’amplification des acides
nucléiques en temps réel (Nucleic Acid Sequence Based Amplification, NASBA) et
I’amplification médiée par la transcription (Transcription Mediated Amplification, TMA). Le
défi de la diversité du VIH a montreé les limites des premieres techniques commerciales du début
des années 2000 car seule la trousse LCX HIV-1 RNA quantitative assay (Abbott®) permettait
de quantifier de fagon fiable les VIH-1/O (Swanson et al., 2000; Plantier et al., 2003). Dans un
souci constant d’amélioration, les firmes industrielles ont fait évolué leurs trousses pour mettre
sur le marcheé des outils qui intégrent la détection et la quantification de VIH-1 non-M, comme
en témoignent les trousses les plus récentes : Cobas ampliprep/Tagman HIV-1 V2 (Roche®) et
Cobas HIV-1 pour systeme 4800 Roche®, Xpert HIV-1 viral load (Cepheid®) qui quantifient
les virus des groupes O, N et P en plus des divers sous-types du VIH-1/M (Gueudin et al.,
2016).

Le probléme de diversité génétique des VIH est une réalité ; il est donc nécessaire que
toute discordance sero-moléculaire dans 1’algorithme de prise en charge des infections a VIH
suscite une recherche approfondie d’un variant divergent par des techniques appropriées. La
démarche inverse de quantification spécifique des variants divergents a permis la mise au point
d’outils dédiés au suivi des infections & VIH-1 du groupe O. Ainsi la premiére RT-PCR
quantitative, élaborée par le laboratoire de virologie de Rouen associé au CNR du VIH, a ciblé
la région conservée des LTR (Gueudin et al., 2003). Cet outil a été abandonné du fait de son
manque de sensibilité (limite de quantification a 200 cp/mL) ; une seconde RT-PCR ciblant la
région de I’intégrase a montré des performances bien supérieures avec une spécificité élevée et
un seuil de quantification de 40 cp/mL (Gueudin et al., 2012). Ces outils ne sont toutefois pas
accessibles en routine diagnostique et restent I’apanage de centres spécialisés.

Pour le diagnostic, il est aussi possible de détecter I’ADN proviral intégré dans les
cellules lorsque la charge virale plasmatique est indétectable. Cette méthode est utilisée
notamment pour le diagnostic précoce de ’infection a VIH chez les nourrissons nés de meéres
séropositives, chez qui les tests sérologiques ne sont pas informatifs en raison de la présence
des anticorps maternels (Gueudin et al., 2004; Tejiokem et al., 2011). La recherche de I’ADN

proviral pour le diagnostic précoce de la transmission mére-enfant et le diagnostic chez les
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enfants VIH-1/0 positifs, en particulier sous traitement antirétroviraux, est uniquement possible

avec une technique non commerciale (Gueudin et al., 2004).

1.2.3.  Suivi
Depuis la découverte du VIH, des progres ont été obtenus sur les outils de diagnostic

(on est passé des outils sérologiques aux outils moléculaires) et concernant le suivi virologique
des patients. A I’origine, le suivi virologique a été essentiellement axé sur la mesure du taux de
CD4 ; par la suite, la Charge virale (CV) est devenue I’outil de référence pour le suivi des
patients. Depuis quelques années, avec 1’émergence des échecs de traitements des patients dus
a la résistance du virus VIH aux ARVs, un test de résistance aux antirétroviraux est aussi entré

dans le panel des outils utilisés pour le suivi patients de palier.

1.2.3.1. Numération des cellules porteuses du récepteur CD4

Dés 1984, le rdle majeur joué par les cellules, qui expriment a leur surface la molécule
CD4, dans la pathogenése du SIDA a été démontré. Cette molécule constitue, avec les
récepteurs des chimiokines, la principale porte d’entrée du virus dans les lymphocytes T CD4+
et les monocytes/macrophages (M, 1997). Les lymphocytes T CD4+ représentent la principale
cible cellulaire du VIH ; la détermination précise et exacte de leur nombre est nécessaire pour
évaluer le degré de déficit immunitaire des sujets infectés par le VIH. Le nombre des
lymphocytes CD4+ est, avec la charge virale, un élément fondamental et indépendant dans la
décision de débuter un traitement antirétroviral chez des sujets asymptomatiques (Mellors et
al., 1997). Il permet également d’évaluer I’efficacité de ces traitements, dont 1’objectif a moyen
terme est de contrdler la réplication virale et de restaurer le systéme immunitaire (Autran et al.,
1997). Le nombre des lymphocytes CD4+ permet de prédire la survenue des infections
opportunistes au cours de I’infection par le VIH et de définir le moment opportun pour débuter
une chimioprophylaxie contre ces infections opportunistes (Fahey et al., 1990). La mesure du
taux de lymphocytes T-CD4 comme paramétre de mise sous traitement et de suivi des patients
infectés par le VIH_ a donc rapidement été mise sur pieds et la technique de cytométrie en flux
reste la méthode conventionnelle ; d’immunophénotypage des taux des lymphocytes CD4
(comptage de ces cellules). Cependant, de nombreux facteurs intrinséques de variabilité tant sur
le plan analytique que biologique conditionnent la précision du résultat ils rendent du méme
coup la technique de cytometrie en flux tres complexe (Fei et al., 1993).
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1.2.3.2. Charge virale

La détermination de la charge virale plasmatique (CVp) est possible dés la 2éme
semaine post contamination. Cette technique n’est pas recommandée pour le diagnostic.
Utilisée pour le suivi virologique des patients séropositifs, elle permet toutefois d’estimer le
niveau de réplication du virus et trouve particuliérement son utilité pour déterminer le succes
ou I’échec d’une thérapie antirétrovirale. Le suivi est réalisé par la mesure de I’ARN viral dans
le plasma, qui témoigne d’une réplication virale dans I’organisme. Le niveau initial est variable
selon les sujets; c’est I’'un des déterminants du risque de progression vers un déficit
immunitaire. Au moment d’une primo-infection, le taux d’ARN VIH plasmatique est
généralement éleve (5 a 7 log10 copies/mL). D’apres les recommandations de OMS, chez un
patient mis sous traitement, la CVp doit devenir indétectable (<50 copies/mL) apres environ 6
mois de traitement aux ARVS ; ¢’est un bon indicateur d’un succes thérapeutique (WHO, 2013).
Il excite plusieurs techniques automatisées de quantification de la CVp. Plusieurs trousses de
mesure de la CVp spécifique du VIH-1/M sont commercialisées : NucliSENS EasyQ® HIV-1
v2.0 (Biomerieux) et Artus® HI Virus-1 RG RT-PCR Kit (Qiagen). Une technique développée
par I’ANRS, appelée Generic HIV charge viral, est maintenant commercialisée (Biocentric) et
largement utilisée dans les pays a ressources limitées (Rouet et al., 2007). D’autres trousses qui
quantifient de fagon non spécifique les VIH-1/M et O sont également disponibles, par exemple
RealTime HIV-1 (Abbott Molecular), Cobas Tagman HIV-1 v2.0 (Roche Molecular
Diagnostics) et le Xpert® HIV-1 Viral Load (Cepheid). Le choix d’une trousse doit tenir

compte de la diversité génétique du VIH dans la région.

1.2.4. Traitement

Au total et a présent, 27 molécules antirétrovirales sont indiquées dans le traitement de
I’infection a VIH de I’adulte. Elles sont regroupées en cing classes thérapeutiques qui ciblent,
chacune, une étape du cycle de réplication du virus. L’objectif premier du traitement ARV est
d’empécher la réplication du virus, en rendant la CVp indétectable, c'est-a-dire inférieure a 50
copies/mL, tout en maintenant ou restaurant un nombre de CD4 au-dessus de 500/mm?.
Secondairement, le traitement doit rechercher la meilleure tolérance possible, I’amélioration ou
la préservation de la qualité de vie et la réduction du risque de transmission (Philippe, 2018).
Dans I’optique d’atteindre les objectifs 90%/90%/90% fixés par ’ONUSIDA, les nouvelles
recommandations de I’OMS sur le traitement sont passées de 1’administration du traitement par
les ARVS a partir d’un taux de CD4<500 cellules /mm?® de sang au « test and start », c'est-a-
dire traiter tous les patients déclarés VIH positifs (WHO, 2015).
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1.2.4.1. Types d’antirétroviraux

En fonction de 1’étape du cycle de réplication virale ciblée, on distingue quatre grandes
classes d’antirétroviraux appelés inhibiteurs d’entrée, de la transcriptase inverse, d’intégrase et
de la protéase.

» Les inhibiteurs d’entrée (IE)

Ces molécules agissent précocement a trois niveaux de 1’étape de pénétration du virus
dans la cellule héte, ¢’est-a-dire par inhibition de la phase d’attachement, par antagonisme des
corécepteurs cellulaires CCRS5, enfin par blocage de 1’étape de fusion de 1’enveloppe virale et
de la membrane cellulaire. Seules des molécules qui agissent sur les deux derniéres étapes sont
actuellement commercialisées.

Les antagonistes des corécepteurs CCR5 sont des inhibiteurs allostériques ; ils sont
utilisés en association avec d’autres molécules antirétrovirales pour le traitement des infections
a virus de tropisme R5. Le seul représentant de cette classe thérapeutique actuellement
commercialisé est le maraviroc (MVC, CELSENTRI). D’autres molécules ayant le méme
mécanisme d’action, telles le vicriviroc et le cenicriviroc, sont actuellement en cours d’étude
(Phase | dans des combinaisons microbicides et phase 111 respectivement). Uniguement active
sur les virus de tropisme R5, cette sous-classe thérapeutique nécessite en amont une
détermination du tropisme viral. A ce jour, deux modéles de prédilections coexistent (Rose et
al., 2009).

Le principal écueil de ces outils de traitement réside dans leur mise au point
exclusivement faite par des séquences de VIH-1/M de sous-type B (prédominant dans les pays
occidentaux). L’enfuvirtide (T20, FUZEON) est le seul inhibiteur de fusion actuellement
commercialisé. Combiné a d’autres agents antirétroviraux, il est indiqué en administration sous-
cutanée, comme thérapie de sauvetage chez les patients infectés par un VIH-1 en échec
virologique d’un traitement précédent. Il correspond a un court peptide de 36 acides aminés qui
mime le domaine extracellulaire HR2 de la gp41 (De Clercq, 2002). Il agit en bloquant le
changement de conformation de la gp41 et en empéchant la fusion de I’enveloppe virale et de
la membrane cellulaire.

» Les inhibiteurs de transcriptase inverse (ITI)

La Tl a été la premiere cible virale des thérapeutiques antirétrovirales. Il existe deux
classes pharmacologiques distinctes qui inhibent cette enzyme-clé du cycle de réplication virale
. les inhibiteurs nucléos(t)idiques et non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI et

INNT]I respectivement).
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Les INTI sont des analogues de nucléosides naturels dépourvus du groupement hydroxyl
en 3. lls subissent une phosphorylation par des kinases cellulaires pour devenir pleinement
actifs. L’incorporation en 3’, par la TI, d’un INTI au lieu d’un nucléotide naturel bloque la
phase d’élongation de I’ADN, du fait de la modification de la terminaison du groupement
nécessaire a 1’établissement d’une liaison phosphodiester dans la chaine d’acides nucléiques.
Les INTI agissent donc comme des terminateurs de chaine. Historiquement, le composant 3’-
azido-2’,3’-dideoxythimidine, nommé aussi zidovudine (AZT, RETROVIR), a été le premier a
montrer un bénéfice clinique sur les patients infectes des 1987 (Yarchoan et al., 1987). Depuis
lors, bien d’autres molécules ont enrichi cette classe socle de la trithérapie d’initiation
conventionnelle. A c6té des molécules les moins prescrites (Stavudine d4T, ZERIT ;
Didanosine ddl, VIDEX), on peut citer la Lamivudine (3TC, EPIVIR), I’Emtricitabine (FTC,
EMTRIVA), I’Abacavir (ABC, ZIAGEN), le Ténofovir disoproxil fumarate (TDF, VIREAD).

Les INNTI sont, quant a eux, des inhibiteurs allostériques directs de la TI. En se liant a
un site précis de la poche hydrophobe de 1’enzyme, ils inhibent la polymérisation de I’ADN
néoformé. On distingue actuellement quatre molécules : la Névirapine (NVP, VIRAMUNE),
I’Efavirenz (EFV, SUSTIVA), I’Etravirine (ETV, INTELENCE) et la Rilpivirine (RPV,
EDURANT).

» Les inhibiteurs d’intégrase (INI)

Les diketo-acides de cette récente classe d’antirétroviraux des inhibiteurs d’intégrase
agissent comme inhibiteurs catalytiques, en chélatant les ions divalents du core catalytique. A
ce titre, ils bloquent spécifiquement I’étape de transfert de brin et méritent plus justement
I’appellation d’inhibiteurs de transfert de brin (Espeseth et al., 2000; McColl et al., 2010).
Depuis la commercialisation en fin 2007, du Raltegravir (RAL, ISENTRESS), premiére
molécule de cette classe, deux autres molécules ont été autorisées sur le marché: I’Elvitegravir
(EVG, en France, uniqguement) et la Dolutegravir (DTG, TIVICAY). Le Bictegravir et le
Cabotegravir sont des molécules de cette méme classe, actuellement en cours d’essai clinique
mais déja prometteuses (Margolis et al., 2015; Jones et al., 2017; Sax et al., 2017).

» Les inhibiteurs de protéase (IP)

Les IP agissent par inhibition compétitive en se liant directement par un groupement
hydroxyl au carboxyl du site actif de I’enzyme. Malgré I’important polymorphisme de cette
enzyme, le site de liaison de ces molecules inhibitrices semble relativement conservé. La
profusion de développements industriels des IP a été permise par une évolution des squelettes
protéiques déja existants ; ce qui a donné naissance a 10 molécules dans la classe des inhibiteurs
de protéase a savoir: I’Amprenavir (APV, AGENERASE), I’Indinavir (IDV, CRIXIVAN), le
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Nelfinavir (NFV, VIRACEPT), le Saquinavir (SQV, FORTASE/INVIRASE), le Tipranavir
(TPV, APTIVUS), le Ritonavir (RTV, NORVIR), le Lopinavir (LPV en association fixe avec
le Ritonavir dans la spécialitt KALETRA), le Fosamprenavir (FPV, TELZIR) comme
prodrogue de 1’Amprenavir, I’Atazanavir (ATV, REYATAZ), et le Darunavir (DRV,
PREZISTA) ; seules les cing dernieres molécules font partie des schémas de recommandations
thérapeutiques actuels. Le ritonavir exerce une importante inhibition de 1’isoenzyme 3A4 du
cytochrome P45 ; il permet ainsi de diminuer le métabolisme des autres molécules. A ce titre,
des concentrations subthérapeutiques de ritonavir sont communément co-administrées avec les
inhibiteurs de protéase (Margolis et al., 2015). Parmi les molécules les plus récentes, le
Darunavir posséde une tres forte affinité de I’ordre de cinq fois supérieure aux agents plus
anciens pour 1’enzyme protéase et ce, méme sur un substrat déja résistant aux molécules les
plus anciennes (King et al., 2012).
» Antirétroviraux en cours de développement
e Les inhibiteurs d’attachement
Contrairement aux autres inhibiteurs d’entrée, le Fostemsavir (GSK-3684934),
initialement BMS-663068 (prodrogue du BMS-626529), agit en se liant directement a un site
conserveé de la gp120. 1l empéche alors toute liaison au récepteur CD4 de la cellule hote. Une
premiére étude clinique a prouvé son efficacité virologique, in vivo, dans un essai de
monothérapie de huit jours chez des patients infectés (Nettles et al., 2012). Une seconde
analyse, a plus large échelle, a montré son équivalence en comparaison avec 1’Atazanavir
boosté au Ritonavir (Lalezari et al., 2015). Les étapes de développement se poursuivent
actuellement par des études de phase |11 sur des patients lourdement prétraités (étude BRIGHTE
NCT02362503).
e Les inhibiteurs de capside
Des composés ciblant la capside du VIH ont montré une inhibition de la réplication du
cycle viral de souches de laboratoires mais aussi d’isolats cliniques. Parmi les molécules issues
de screening de bases de données chimiques ou de la sélection par cartographie en
cristallographie a rayons X, il y a actuellement en cours d’étude la CAP-1 (Kelly et al., 2007),
les dérivés de benzodiazépines et de benzimidazolés (Lemke et al., 2012), le CK026 et les
dérivés (Lemke et al., 2012), PF74 (Shi et al., 2011), le BI-1 et le BI-2 (Lamorte et al., 2013;
Fricke et al., 2014).
e Les inhibiteurs de maturation
Dérivés betulinés d’a-kéto amides, ces composés empéchent le clivage protéolytique

exercé par la protéase virale, lorsqu’ils se lient a la protéine précurseur polyprotéique Gag au
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cours des étapes tardives de maturation. Le Bevirimat a été le chef de file de cette classe
thérapeutique mais son développement a été stoppé en 2010, pour favoriser des dérivés ayant
une meilleure efficacité sur I’ensemble des quasi-espéces virales. En effet, le polymorphisme
naturel de certains virus réduisait de facon significative leur sensibilité au Bevirimat (Van
Baelen et al., 2009; Margot et al., 2010). A ce titre, les données phénotypiques récentes des
composés GSK8999 et BMS-955176 semblent prometteuses pour la poursuite du
développement de cette classe thérapeutique (Nowicka-Sans et al., 2016; Tang et al., 2017).
e Les inhibiteurs allostériques de 1’intégrase ou ALLINIs

Cette classe pharmacologique agit sur 1’étape de maturation du virus en inhibant le
facteur de croissance cellulaire LEDGF/p75 ou Lens Epithelium-Derived Growth Factor. Cette
protéine est un cofacteur cellulaire qui se lie a I’intégrase pour favoriser I’attachement a I’ADN
viral (Van Maele et al., 2006; Hombrouck et al., 2007). L’ensemble crée ensuite un complexe
d’attachement a la chromatine humaine (Poeschla, 2008). Une poche de liaison au domaine
catalytique de I’intégrase a été identifiée comme cible de 1’action antivirale des ALLINIs
(Christetal., 2012; Patel et al., 2016). Plusieurs molécules ont déja été étudiées dans des phases
de developpement tres précoce et semblent intéressantes (Zhang et al., 2017).

D’autres stratégies font 1’objet de recherches intensives pour traiter I’infection a VIH,
dans un modé¢le d’éradication permanente de I’infection. Ces thérapies, essentiellement basées
sur le modéle du « Shock and Kill », cherchent a induire la réactivation virale a partir des
réservoirs viraux d’ADN proviral pour « purger » la production virale par cytolyse ou

inactivation immunologique.

1.2.4.2. Combinaison des ARVs

Afin de rendre plus efficaces les stratégies de traitement, les protocoles ont été
standardisés en fonction des molécules et des combinaisons possibles entre ces dernieres, en
prenant bien-sir en compte les phénoménes d’inhibitions et de toxicité de certains de ces
composeés. Les stratégies de traitement ont donc évolué des monothérapies recommandées les
années antérieures aux trithérapies actuelles qui ont trés bien démontré leur efficacité.

Dans les pays développés ou la prise en charge est tres dynamique et les molécules sont
pour la plupart disponibles, plusieurs combinaisons sont préconisées. Des inhibiteurs
nucléotidiques sont en co-formulation sous forme de bithérapie, notamment le KIVEXA (co-
formulation d’ABC+3TC) et le TRUVADA (FTC co-formulé avec TDF). Ces molécules sont
pour la plupart associées a un INNTI pour le traitement d’un patient. C’est ’exemple de
I’ATRIPLA (association FTC+TDF avec EFV), et de I’EVIPLERA (co-formulation
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TDF+FTC+RPV) pour ne citer que ceux-la. Il existe aussi des associations entre les INTI et les
IP; c’est le cas de I’association fixe de DRV+FTC+TDF (SYMTUZA). Malgré leur
inaccessibilité actuelle dans la plupart des pays a ressources limitées, les recommandations de
traitement les plus récentes intégrent toutefois les INT, en association classique de 2 INTI en
trithérapie, dans les schémas thérapeutiques d’initiation chez les patients (Philippe, 2018),
notamment le Dolitegravir en association avec ABC+3TC (TRIUMEQ).

A cause du co(t assez élevé des molécules de traitement dans les pays a ressources
limitées, une autre stratégie a été adoptée afin s’assurer un bon suivi des patients dans ces pays.
L’OMS y a adopté I’utilisation uniquement de deux classes d’ARVs: les inhibiteurs
nucléotidiques et non nucléotidiques de transcriptase inverse et les inhibiteurs de protéases ; il
s’agit de 2INTI +1INNTI en premiére ligne et de 2INTI+1IP en deuxiéme ligne de traitement
(Organization, 2010). Cette mesure a entrainé une remarquable augmentation du nombre de
personnes sous traitement aux ARVs dans ces pays, c'est-a-dire 15,9 millions de personnes a la
fin de 2015 (WHO, 2015) contre seulement 300 000 personnes mises sous ARV en 2002
(Hirnschall et al., 2013).

Au Cameroun, les recommandations de traitement de I’OMS en 2010 ont été mises en
application en 2011. En premiere ligne on a utilisé la combinaison : 3TC+d4T soit AZT+ EFV
ou NVP ; en deuxieme ligne de traitement on a associé le 3TC + AZT ou 3TC+TDF a la LPV,
ouenfinala ATV (MINSANTE, 2014). Cependant, compte tenu de la forte représentativité des
sous-types VIH-1/M non B au Cameroun en particulier et dans les pays a ressources limitées
en général, ’OMS y a placé en 2013 le TDF comme molécule préférentielle dans les protocoles
de premiére et deuxiéme lignes de traitement (Bender et al., 2010; WHO, 2013). Cette molécule
est reconnue comme ayant une faible toxicité et une forte tolérance chez les patients mais aussi
elle représente une bonne barriére génétique contre le virus. Cette recommandation a été
implémentée au Cameroun depuis 2014 (MINSANTE, 2014) ou le protocole de traitement est
donc constitué actuellement :

- Enpremiere ligne :
Du protocole préférentiel : Ténofovir + Lamivudine/Emtricitabine + Efavirenz,
Des protocoles alternatifs :
e Zidovudine + Lamivudine+ Efavirenz ou Névirapine,
e Ténofovir + Lamivudine + Neévirapine ;
- En deuxiéme ligne :
Du protocole de préférence: Ténofovir + Lamivudine + Lopinavir/r ou

Atazanavir/r,

.



Des protocoles alternatifs :
- Zidovudine + Lamivudine + Lopinavir/r ou Atazanavir/r,
- Abacavir + Didanosine + Lopinavir/r.

Les protocoles de troisieme ligne de traitement sont déja aussi implémentés dans ces
pays, bien qu’ils soient trés rares du fait de leur codt. Ils sont néanmoins constitués de deux
INTI associés au Raltegravir/Dolutegravir+Darunavir/r ou deux INTI+Etravirine+Darunavir/r.

La mesure de la charge virale est indispensable pour évaluer I’efficacit¢ d’un
traitement ; elle permet de confirmer précocement 1’échec thérapeutique. Elle doit étre
indétectable apres six mois d’un TARV bien conduit. Toutefois, le seuil de détectabilité dépend
de la méthode utilisée par chaque laboratoire. En I’absence de la charge virale, I'utilisation des
critéres immunologiques (mesure du taux des CD4) pour confirmer 1’échec thérapeutique doit
étre exceptionnelle. A défaut de ces criteres charge virale et taux le CD4, I’échec thérapeutique
peut étre défini sur une base clinique. Dans ce cas le principe consiste a changer au moins deux
molécules en introduisant une nouvelle classe thérapeutique (IP-booste par le Ritonavir) ; pour
cela, un test de résistance du VIH aux ARVs est nécessaire afin de choisir les bonnes molécules
pour 1’agent en cause (Organization, 2010; WHO, 2013).

1.3.  Résistance du VIH aux ARVs

Au cours d’un bon suivi thérapeutique des patients infectés par le VIH, le taux de CD4
augmente avec le temps pour atteindre un certain plateau. La charge virale, quant a elle, diminue
et devient indétectable avec le temps. Cependant chez certains patients, cette charge virale reste
élevée malgré le traitement antirétroviral ; on parle alors d’échec thérapeutique. D’aprés
I’OMS, un patient est déclaré en échec thérapeutique lorsque la CVV>3log copies/mL (1000
copies/mL), aprés un an de traitement bien conduit et bien observé (Organization, 2010).
L échec thérapeutique est dd, la plupart du temps, a I’adaptation du virus (apparition des
mutations sur le génome viral) aux molécules administrées au patient, ce qui entraine une

résistance aux ARVs a lui administrés.

1.3.1.  Concept de résistance
La résistance d’un virus aux ARVS est due a I’apparition des mutations sur le génome
viral. Ces mutations sont matérialisées par un changement de nucléotide qui conduit a un
changement d’acide aminé au niveau du génome viral a des positions bien précises. Ce

changement nucléotidique résulte d’une incapacité de la TI & corriger ces erreurs pendant la
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réplication (Preston et al., 1988). Il a été estimé que chez chacun génome viral, des changements




peuvent se produire entre 10* et 10° fois par jour chez un individu infecté par le VIH non-traité
et que des doubles mutants surviennent fréquemment et conduisent & 1’apparition des quasi-
espéces (Preston et al., 1988). Les quasi-espéces du VIH d’un méme individu subissent une
variation génétique, une compétition et une sélection en continu. Le développement de la
résistance dépend de la taille et de I’hétérogénéité de la population virale au sein d’un individu,
de I’importance par laquelle la réplication virale continue durant la thérapie, de la facilité
d’acquisition d’une mutation particuliére ou de plusieurs mutations et de I’effet des mutations
conférant des résistances sur la sensibilité et la fitness virale (Preston et al., 1988). Ces
mutations de résistance sont genérées spontanement par la diversité des quasi-especes virales
mais, du fait d’une fitness beaucoup plus délétére, il est rare que les virus mutés prédominent
chez leur hote. L’émergence de ces variants mutés est cependant rendue possible par la pression
de sélection exercée par le TARV sur I’ensemble des populations virales, c'est-a-dire qu’un
traitement a doses suboptimales diminue la circulation du virus sauvage sensible et permet au
virus muté de profiter d’un avantage relatif dans ces conditions. L’émergence de ces variants
mutés peut conduire a des résistances qui entrainent une réduction de la sensibilité du virus

actuel aux ARVSs par rapport au virus sauvage (Fig.14).

c) .d).'

Figure 14 : Cinétique d’émergence d’un virus résistant au traitement administré (Pironti et al.,
2017a)

Point vert : virus réplicatif sensible au traitement, Point rouge : virus réplicatif résistant au traitement,
Gradient jaune a orange : variation de concentrations du traitement selon les compartiments (suboptimales a
pleinement optimales) a) Avant I’exposition au traitement, la réplication virale est intense b) Pendant I’exposition,
le virus réplicatif sensible est fortement réduit c) Sélection d’un virus muté résistant par des concentrations
suboptimales d’ARV dans certains compartiments d) Sélection et réplication a haut niveau du virus muté lors de
récurrences de concentrations sub-inhibitrices d’ARV, menant a I’échec virologique.
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1.3.1.1. Mutations de résistance

Toute mutation apparue sur le génome viral ne confere pas systématiquement une
résistance de ce dernier aux ARVs. Celles qui le font peuvent étre subdivisées en deux types :
les mutations « primaires », qui induisent directement une réduction de la sensibilité au
traitement, et les mutations « accessoires » qui S’associent a I’effet des mutations primaires
et/ou impactent sur la fitness virale. La plupart des mutations de résistance ne sont pas observées
chez les patients naifs au traitement, hormis les virus résistants transmis ; elles sont dites non-
polymorphiques (Tang et al., 2012). Selon les classes d’antirétroviraux, le nombre de mutations
a développer pour observer une diminution de sensibilité est variable ; alors qu’une mutation
est suffisante pour certaines classes (barriére génétique faible a la résistance), d’autres classes
d’ARVs nécessitent I’accumulation de diverses mutations (barriére génétique élevée).

L’efficacité globale d’une molécule résulte de son activité antivirale intrinséque estimée
par la réduction de la charge virale (Log cp/mL) en monothérapie, associée a sa barriere
génétique a la résistance qui est définie par le nombre de mutations entrainant une diminution

de I’activité virologique.

1.3.1.3. Types de résistance

En fonction du type de mutation présent, les résistances peuvent étre classées en deux
catégories : les résistances majeures et les résistances mineures.

> Les résistances majeures sont dues a la présence de mutations dites primaires
au sein du génome viral. C’est le cas de la mutation M184V qui confére une résistance a la
Lamivudine et de la mutation Y181C qui confére une résistance a tous les INTI.

> Les résistances mineures ou associatives sont dues a la présence de mutations
accessoires au sein du génome viral. Ces dernieres doivent s’associer entre-elles chez un méme
individu ou étre associées aux mutations primaires pour conduire a une résistance du virus a
certains ARVs. Ces mutations sont regroupées en TAM (thymidine analogue mutations) a
I’exemple de M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F et K219Q/E qui conférent une résistance
a I’ensemble des INTI, sauf & la Lamivudine (Jiamsakul et al., 2014).

Dans I’ensemble, un échec thérapeutique chez un patient mis sous traitement serait dd
a l’apparition d’une part des mutations primaires sur le génome viral, qui conferent une
résistance majeure ou directe du virus concerné a certaines molécules et, d’autre part, a
I’apparition des mutations accessoires dont un certain nombre doivent étre retrouvées au méme

moment sur le génome viral pour fragiliser la sensibilité du virus et entrainer des résistances
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associatives a certains ARVs. Ces mutations sont communément appelés TAMs et conférent

des résistances appelés RAM ou resistance-associated mutations (Jiamsakul et al., 2014).

1.3.1.3. Conséquences de la résistance aux ARVs

Selon Mann (1987), la pandémie du VIH s’est manifestée par trois épidémies ; la
premiere a concerné la propagation du virus dans le monde entier, la seconde s’est traduite par
la maladie du SIDA elle-méme, et la troisiéme a été la réponse sociale, économique, culturelle
et politique sur les deux premieres épidémies, en particulier la discrimination subie par les
personnes infectées (Mann, 1987). Plus de 30 ans apres cette déclaration, on observe une
diminution considérable du taux de mortalité des personnes infectées due a 1’acces aux soins,
ce qui a reéduit avec succes I’évolution des deux premieres epidémies. L’apparition de plus en
plus fréquente des échecs thérapeutiques dus a la résistance aux TARVS pourrait étre considérée
comme la quatrieme épidémie (Laborde-Balen et al., 2018). Cette augmentation des échecs
virologiques chez les adultes est plus signalée dans les pays a ressources limitées, avec des
proportions variant de 5% a 31% aprés 12 mois de traitement mais pouvant aller jusqu’a 38%
au-dela de 48 mois de traitement (Boender et al., 2015). L’émergence des virus résistants aux
TARVs est liée a une réplication résiduelle ; les virus portant des mutations dans les génes
codant pour les enzymes cibles des traitements sont alors sélectionnés et conduisent a des
échecs thérapeutiques. Ces échecs virologiques ont des causes multiples qui sont la non
adhésion aux traitements, 1’utilisation des ARV avec une faible barriére génétique, 1’exposition
aux ARVs par le biais de la prévention de la transmission mére--enfant. Cette situation met en
évidence les limites des systemes des soins de santé tout en relevant 1’inégalité entre les pays.
Dans les pays a ressources limitées, le colt assez élevé des molécules freine 1’accés a la
deuxiéme ligne de traitement et surtout a des molécules de troisieme ligne ; cette situation limite
les options thérapeutiques alors que ’OMS recommande 1’utilisation des molécules a forte
barriere génétique (WHO, 2017). Cette quatrieme épidémie est susceptible d’affecter 3 millions
de personnes entre 2020 et 2030 (Estill et al., 2016). L’atteinte des objectifs ambitieux de
L’ONUSIDA pour 1’éradication de la pandémie & VIH d’ici I’an 2030 dépend du contrdle
effectif de cette quatriéme épidémie. Pour y arriver, la recherche et la surveillance de ces virus

résistants constituent une étape indispensable pour un changement éventuel de traitement.

1.3.2. Méthodes de détermination des résistances et interprétations
Deux types de tests de détermination des résistances du VIH aux ARVs existent : les

tests génotypiques et les tests phénotypiques. Les résistances phénotypiques permettent de
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définir le caractére sensible ou résistant d’une souche virale vis-a-vis d’un antiviral aprés sa
mise en culture, alors que les résistances génotypiques conduisent a analyser les mutations
présentes dans le gene du virus étudié. Les résistances plus étudiées actuellement dans le monde

sont génotypiques a cause de leur facilité de mise en évidence et d’évaluation.

1.3.2.1. Génotypes de résistance (test de résistance aux ARV)

L’analyse génotypique de résistance correspond au séquencage des genes qui codent
pour les cibles des ARVs utilisés. Le séquencage nucléotidique est effectué aprés amplification
par « polymerase chaine reaction » (PCR) du géne d’intérét, a partir de I’ADN complémentaire
synthétisé a partir de I’ ARN viral apreés rétro-transcription ou de I’ADN proviral. Le principe,
qui repose sur la méthode de Sanger (1977), est réalisé avec des dideoxynucléotides,
terminateurs de chaine; les fragments obtenus sont séparés par électrophorése. Les informations
contenues dans les séquences sont comparées aux séquences de référence pour la recherche de
mutations. Le test de résistance est basé sur la recherche des mutations existantes par rapport a
une séquence de référence provenant du virus sauvage, c’est-a-dire premier cas décrit, «
sensible » (traditionnellement HXB2 pour les VIH-1/M ou ANT70 pour les VIH-1/0O) ; il est
spécifiqguement réalise sur les résidus qui sont décrits pour induire une résistance aux molécules
ARVs. Une interprétation de ces mutations est ensuite réalisée selon des regles définies sur des
modeles statistiques qui associent des paires génotypes/phénotypes et des résultats de réponse
virologique obtenus in vivo. Les algorithmes d’interprétation principalement utilisés et mis a
jour périodiquement sont soit ceux de 1’Agence Nationale de Recherche sur le SIDA et les
hépatites virales (ANRS) http://www.hivfrenchresistance.org/, soit ceux de 1’Université de
Stanford en Californie (http://hivdb.stanford.edu), ou de I’ Institut Rega de Leuven en Belgique

(http://rega.kueleuven.be/cev/avd/software/rega-algorithm) (Liu et al., 2006). Par ailleurs, des

sociétés commerciales proposent divers systemes d’interprétation de la résistance génotypique ;
c’est le cas de GeneSeg® (Monogram Biosciences), Viroseq® (Celera Diagnostics/Abbott®),
Viroscore® (Advanced Biological Laboratoires), et Smartgene HIV (Smartgene).

Selon les recommandations actuelles, une détermination génotypique de la résistance
est souhaitable lors du bilan initial d’une infection & VIH, avant toute initiation thérapeutique
et en cas d’échec virologique pour documenter la résistance et guider le choix de la nouvelle

combinaison ARV (Philippe, 2018).

E


http://rega.kueleuven.be/cev/avd/software/rega-algorithm

1.3.2.2. Phénotypes de résistance

Les tests phénotypiques permettent d’étudier un virus sous une forme infectieuse
(pseudoparticules virales, virus recombinants, isolats cliniques...) dans des conditions
d’infection de cellules de lignées exprimant I’un ou ’autre des co-récepteurs. L’analyse
consiste a mesurer la réplication d’un virus en culture cellulaire, en présence de concentrations
croissantes d’ARVSs ; le processus de sélection de virus mutés impose de recourir a des doses
plus élevées d’ARVs par rapport a celles qui sont nécessaires a une souche de référence dite «
sensible » pour obtenir la suppression virale. Ainsi, la concentration du produit nécessaire a
inhiber la croissance virale, in vitro de 50% ou 90% par rapport a I’inoculum de départ, définit
une Concentration Inhibitrice 50% et 90% (respectivement CI50 et CI90). Plus cette
concentration est élevée par rapport a celle observée chez le virus sensible, moins le virus est
sensible a la molécule administrée ; il est donc déclaré résistant. La courbe dose-réponse
obtenue, en 'y reportant le niveau d’inhibition de réplication en fonction de la dilution du
médicament, prend 1’allure d’une sigmoide. Son point d’inflexion reflete la CIS0 de la souche
testée, exprimée en unité de concentration, généralement en nM ou uM. Les résultats sont aussi
rapportés a ceux obtenus pour un virus (ou un panel) de référence réputé sensible a la molécule
¢tudiée ; on définit alors le niveau d’inhibition du virus testé par le rapport de sa CI50 avec
celle du virus de référence ; ce qui donne ainsi un niveau de « Fold Change» (FC).

L’interprétation des tests phénotypiques est basée sur la définition du seuil de FC a partir
duquel la molécule testée ne semble pas exercer I’effet escompté sur la réplication virale. Bien
que difficile a établir, la définition de seuil clinique semble plus pertinente (Winters et al., 2008;
Pironti et al., 2017b). Alors que la variabilité technique est un parametre important a considérer
sur les essais phénotypiques, la variabilité virale intrinseque semble aussi jouer un réle majeur
dans la définition d’un seuil biologique (Parkin et al., 2004). Malgré ces difficultés de
standardisation, cette méthode permet une estimation directe et quantitative de la sensibilité des
virus aux molécules antirétrovirales, méme en présence de complexes de mutations. A I’inverse,
le principal écueil est révélé par la discordance parfois observée entre une diminution

d’efficacité in vivo et de tres faibles variations de sensibilité in vitro (Parkin et al., 2004).

1.3.3.  Implication de la diversité génétique dans la résistance
L’impact de la diversité génétique sur les caractéristiques virales est bien connu et décrit
a I’échelle des quasi-especes rendant certains variants plus « fit » que d’autres c’est-a-dire

capable de neutraliser la résistance de 1’hote. Toutefois, les conséquences de la forte divergence
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des variants non-M sur les propriétés intrinseques du virus soulevent encore de nombreuses

questions.

1.3.3.1. Fitness virale et adaptation a 1’h6te

On entend par « fitness virale » la capacité réplicative d’un VIH-1 dans un
environnement donné (Domingo et al., 1997)). La fitness semble influencée par la diversité
virale et par la résistance du virus aux ARVS, notamment lors de ’apparition de populations
virales portant des mutations de résistance aux antirétroviraux (Harrigan et al., 1998; Martinez-
Picado et al., 1999). Toutefois, la fitness des variants divergents est une problématique
complexe ou intervient la diversité génétique. Des essais de compétition en culture cellulaire
ont montré que les souches de VIH-1/M présentent une meilleure fitness que celles des VIH-2
et surtout que les VIH-1/0 sont 100 fois moins performants que le variant pandémique (Arien
et al., 2005). Pour autant, le VIH-1/O portant naturellement de mutations de résistance connues
pour les VIH- 1/M, telles que les mutations A98G, V179E et Y181C sur la TI, présentent une
meilleure fitness comparés aux mémes virus non mutés (Tebit et al., 2010). Ces observations
suggerent que le génotype naturellement muté des VIH-1/O n’a pas d’effet délétére sur la fitness
virale contrairement a ce qui est observé pour les VIH-1/M, chez qui ces mémes mutations sont
sélectionnées par un traitement ARV.

La capacité adaptative des variants non-M du VIH-1 serait liée a leur potentiel
d’adaptation aux caractéristiques de leur hote. Un facteur viral d’adaptation spécifique a 1’hote
a été identifié en position 30 du gene gag. L’étude de la nature des résidus présents a cette
position, au sein de séquences de virus simiens et humains, a montré la conservation d’une
méthionine (M) ou d’une leucine (L) chez les VIScpz, alors qu’un acide aminé basique de type
arginine (R) ou lysine (K) est systématiquement présent au sein des lignées originelles de VIH-
1. Des etudes de mutagenese dirigée ont ainsi révelé 1’avantage réplicatif spécifique d’hote
conféré par I’une ou I’autre des mutations. Les virus mutés pour M ou L en Gag-30 présentent
des titres plus élevés dans des cellules issues de chimpanzés, alors qu’on observe le méme
phénomene sur des cellules humaines seulement avec les virus mutés pour R ou K a cette méme
position. Ces résultats soulignent I’importance de la pression de sélection exercée
specifiquement par 1’héte sur le virus ; ils définissent également la protéine Gag comme un
modulateur de ’adaptation virale. L’analyse de cette position a été réalisée pour les deux
souches du groupe P lors de I’évaluation de 1’impact de leur potentiel adaptatif sur leur
diffusion. La souche prototype RBF168 du groupe P exprime un résidu M en Gag-30 qui rend

cette souche humaine plus proche des VISgor et VIScpz porteurs de ce méme résidu que des
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autres VIH. Paradoxalement, la seconde souche 06CMU 14788 témoignerait d’une adaptation a

I’homme du fait de la présence d’un résidu basique (Vallari et al., 2011).

1.3.3.2. Résistance des groupes O

Il n’existe pas de recommandations spécifiques pour la prise en charge thérapeutique
des patients infectés par un variant non-M, et plus particuliérement les VIH-1/0. Quelques
études ont montré que les infections par les VIH-1/O ont une histoire naturelle proche de celle
des VIH-1/M (Nkengasong et al., 1997; Tebit et al., 2010). Les mémes criteres de mise sous
traitement sont donc appliqués. De plus, aucun algorithme spécifique d’interprétation des
résistances pour les variants VIH-1/0 n’est pour I’instant disponible. De ce fait, I’utilisation des
algorithmes définis pour le VIH-1/M dans 1’analyse des mutations n’est qu’indicative et exige
beaucoup de précautions dans I’interprétation (Delaugerre et al., 2011). L’une des particularités
des VIH-1/0O est leur résistance naturelle aux Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la TI (INNTI)
due a la présence de la mutation Y181C dans la TI. Cette mutation est présente dans plus de
65% des souches (Leoz et al., 2015) mais 1’observation des sensibilités variables aux INNTI,
méme en I’absence de cette mutation, exclut I'utilisation de cette classe d’ARVS pour
I’ensemble des VIH-1/O (Descamps et al., 1997; Depatureaux et al., 2010; Tebit et al., 2010).
Concernant les Inhibiteurs de Protéase (IP), les VIH-1/O ne présentent pas naturellement de
mutations majeures de résistance mais le tres grand polymorphisme de ces souches se traduit
soit par un nombre élevé de mutations mineures décrites pour le groupe M, soit par des
mutations atypiques dont les conséquences sont encore méconnues (Depatureaux et al., 2010).

En ce qui concerne I’Intégrase, son site actif semble bien conservé et 1’utilisation des
Inhibiteurs d’Intégrase (II) apparait possible. Les études récentes ont montré que la sélection
des mutations Q148R et N155H conduit a une résistance plus élevée comparée a celle des VIH-
1/M (Depatureaux et al., 2015). Au niveau de I’enveloppe, I’utilisation de I’Enfuvirtide semble
possible malgré la présence de la mutation N42D, qui confére une résistance des VIH-1/M dans
prés de 100 % des souches VIH-1/O (Poveda et al., 2005; Depatureaux et al., 2010).

Les différentes données présentées ci-dessus montrent que la forte diversité génétique
des VIH-1/0 a encore des conséquences sur le diagnostic, le traitement et le suivi des patients.
Leur implication dans des doubles infections et formes recombinantes peut donc avoir un

impact important sur le dépistage et la prise en charge de ces infections particuliéres.
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1.3.3.3. Résistance des VIH-2
Comme avec les VIH-1/0, les protocoles de traitement pour les VIH-2 sont quasiment
inexistants. Le traitement des patients infectés par ces virus est calqué sur le modéle des VIH-
1/M. Cependant, en 2013, il a été montré une résistance naturelle des VIH-2 aux inhibiteurs
non-nucléotidiques de la transcriptase inverse comme observées chez les variants VIH-1/0
(Ayouba et al., 2013). Ce qui rend la prise en charge des patients infectés par ce type viral assez
complexe. Néanmoins, la fitness assez lente des VIH-2 et la progression trés lente de ces virus

par rapport aux VIH-1 sont en faveur d’une mise sous traitement tardive.
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Chapitre II : Matériel et méthodes
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I1.1. Cadre et lieu d’étude

Pour atteindre les objectifs que nous nous sommes fixés dans ce travail, les analyses ont
été réalisées d’une part au laboratoire de Virologie du Centre Pasteur du Cameroun (CPC) et,
d’autre part, au Laboratoire de Virologie du CHU de Rouen. Au Cameroun, le CPC est le
laboratoire national de référence pour le diagnostic et le suivi biologique des patients vivant
avec le VIH (PVVIH). Ainsi, le laboratoire de Virologie du CPC regoit chaque jour dans le
cadre de ses activités, des échantillons venant de toutes les régions du pays pour le dépistage,
la confirmation du diagnostic de I’infection a VIH et pour le suivi des patients impliquant la

réalisation des charges virales et/ou un test de résistance de ce virus aux ARVS.

[1.2. Populations d’étude

Nos travaux ont porté sur deux types d’échantillons:

- d’une part sur des échantillons de patients venus au Centre Pasteur du Cameroun
soit pour un dépistage sérologique du VIH, soit pour un test de résistance de ce virus aux ARVS;

- d’autre part sur les échantillons de sérologie VIH positive issus de 1’enquéte
démographique de santé (EDS) de 2011.

Sur les échantillons des patients venus au CPC, pour le volet dépistage du VIH, nous
avons mené une étude rétrospective de janvier 2010 a juin 2014 puis, une étude prospective de
juillet 2014 a décembre 2016. Concernant le test de résistance du VIH aux ARVS, la premiere
partie de notre étude a été rétrospective de septembre 2013 a juin 2014, et la seconde partie
prospective de juillet 2014 a décembre 2016. Toutes ces analyses ont été réalisées sur des
plasmas des différents échantillons recueillis.

Concernant I’enquéte démographique de santé, environ 14700 prélévements de sang
séché sur papier buvard ou Dried Blood Spot (DBS) ont été collectés sur 1’étendue du territoire
national en 2011. Ces prélévements ont été obtenus de 11556 ménages constitués de femmes
agées de 15 a 49 ans et d’hommes agés de 18 a 59 ans. L’échantillonnage a été stratifié de facon
a fournir une représentation adéquate des milieux urbain et rural de 12 domaines d’étude
constitués des 10 régions du Cameroun et des villes de Douala et Yaoundé. Tous ces
échantillons ont été conservés a -80°C au CPC. Au cours de ’EDS, 673 DBS ont été déclarés
VIH positifs et ont été utilisés au laboratoire de virologie du CPC d’une part pour la
détermination des différents variants de VIH circulant au Cameroun et, d’autre part au
laboratoire de Virologie du CHU de Rouen-France pour la recherche des résistances dans la

population camerounaise.
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e Considération éthique

L’étude menée sur les échantillons des patients venus au CPC, a été réalisée dans le
cadre de la mission de santé publique du CPC qui confere a cette structure en accord avec le
Ministére de la Santé Publique du Cameroun I’autorisation d’utiliser de fagon anonyme, les
résultats d’analyses des patients réalisées dans ladite structure. Ceci dans le but de mettre a jour
les données sur certaines pathologies au Cameroun. Une autorisation administrative (disponible
annexe 5) nous a été donnée par le CPC pour I’exploitation de ces données.

En ce qui concerne les échantillons de I’enquéte démographique de santé, nos travaux
sont I’un des objectifs secondaires de I’étude portant sur I’épidémiologie des hépatites B, C et
delta au Cameroun sur les échantillons de I’EDS-2011 et, interviennent a la suite de cette
enquéte dans le but de finaliser la caractérisation des positifs obtenus au cours de I’EDS. Une

clairance éthique disponible en annexe 6 avait été octroyee.

[1.3. Méthodes
11.3.1. Dépistage du VIH et détermination des différents variants
Le dépistage de I’infection a VIH et la discrimination de ses différents variants ont éte

réalisés sur les deux populations d’étude selon 1’algorithme mis en place par le CPC (fig. 15).
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Figure 15 : Algorithme simplifié de dépistage sérologique du VIH et ses différents variants

VIH-1
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Globalement, un premier test est réalisé sur tous les échantillons recus. Selon
I’algorithme utilisé, lorsque le résultat est négatif, le patient est considéré non infecté par le
VIH ; par contre lorsque le résultat est positif, un second test de confirmation est entrepris. En
cas de positivité, 1I’échantillon est consideré positif au VIH. Si le second test est négatif,
I’algorithme est repris a partir du premier test. Au cas ou les mémes résultats sont obtenus,

I’échantillon est considéré de sérologie VIH indeterminée. Les tests utilisés pour le dépistage
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du VIH dépendaient des produits biologiques de départ : plasma ou DBS. Tous les echantillons
qui ont été conclus positifs suivant algorithme du CPC ont été sérotypés. Ce sérotypage a
d’abord été réalisé sous un format deux peptides (V3M et VV30/sous-groupe H) et en fonction
des résultats obtenus sous format dix peptides (gp41/36 (VIH- 1/M, N, O et VIH-2/Sm) et V3
(VIH- 1/M, N, O/sous-groupe H, O/consensus, P et VIH-2/Sm).

11.3.1.1.  Tests sérologiques utilisés pour le dépistage du VIH

Pour le dépistage du VIH, les tests sérologiques utilisés ont été spécifiques au type
d’échantillon étudié (échantillons de routine ou EDS). De fagon globale, les algorithmes dont
NOUS Nous sommes servis S’appuient sur les recommandations de I’OMS et les
recommandations nationales, qui préconisent I’utilisation de deux tests sérologiques de
principes différents (WHO, 2013).

» Depistage du VIH sur les échantillons recus en routine au CPC

Le dépistage de I’infection a VIH au CPC repose sur 1’emploi des tests sérologiques de
4°Me génération, qui mettent en évidence I’antigéne p24 (Ag p24) et les anticorps anti-VIH (test
combiné). Ainsi, au CPC sont retenus les tests Architect HIV Ag/Ab Combo (Abbott
diagnostics, Wiesbaden, Allemagne), Genscreen ULTRA HIV Ag-Ab (Bio-Rad, Marnes la
Coquette, France) et Genie Il HIV-1/HIV-2 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).

e Architect HIV Ag/Ab Combo

Ce test est fait en premiere intention ; il est réalisé avec 1’automate ARCHITECT Plus
11000 SR (Abbott diagnostics, Wiesbaden, Allemagne). Son principe est basé sur le dosage
immunologique, en deux étapes, de I’Ag p24 puis des anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH-2
présents dans le sérum ou le plasma humain. Il s’agit d’une technologie de dosage
microparticulaire par chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA), dont le réactif
contient les protéines transmembranaires des VIH-1/M, O et du VIH-2 ainsi que les anticorps
anti-p24. La réaction de chimiluminescence est mesurée en unités relatives de lumiére (URL);
il existe une relation directe entre la quantité d’antigénes du VIH et/ou d’anticorps anti-VIH
présents dans un échantillon et les URL détectées par le systéme optique de 1’automate. La
présence ou I’absence d’Ag p24 ou des anticorps anti-VIH dans un échantillon est déterminee
en comparant le signal chimiluminescent de la réaction au signal de la valeur seuil déterminée
lors de la calibration. Une valeur appelée S/CO (« Signal to cutt-off ») est alors déterminée pour
chaque échantillon et I’interprétation est la suivante :

- si S/CO > 1, I’échantillon est considéré réactif, donc positif pour I’Ag p24 du

VIH et/ou les anticorps anti-VIH ;
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- si S/CO < 1, I’échantillon est considéré non réactif, donc négatif pour I’Ag p24
du VIH et/ou les anticorps anti-VIH.
Le dosage Architect Ag/Ab Combo ne permet pas de distinguer la réactivité due a I’Ag

p24 de celle due aux anticorps anti-VIH.

e Genscreen ULTRA HIV Ag-Ab
Pour les échantillons positifs au premier test, ce résultat a été confirmé ou non par le test
Genscreen ULTRA HIV Ag-Ab (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France). Il s’agit d’un test
sérologique en microplaque de type ELISA sandwich qui permet de détecter la présence de
I’Ag p24 et les différents anticorps anti-VIH-1 et/ou VIH-2 dans le sérum ou le plasma humain.

Les puits de la microplaque (phase solide) sont cotés avec :

- les anticorps monoclonaux anti-p24 du VIH-1,
- les antigénes purifiés, c’est-a-dire le mélange d’une protéine recombinante
gp160 du VIH, d’un peptide synthétique mimant un épitope artificiel spécifique du VIH-1/0,

et de peptides mimant la protéine immuno-dominante de I’enveloppe du VIH-2,

Dans ce test, deux conjugués sont utilisés :

- le conjugué 1 constitué des anticorps polyclonaux biotynilés anti-p24,

- le conjugué 2 constitué de la streptavidine et de la peroxydase couplée aux
antigénes du VIH (peptides gp4l et gp36 mimant les épitopes immunodominates des
glycoprotéines du VIH-1 et VIH-2, et le méme peptide que celui de la phase solide mimant un

épitope artificiel spécifique du VIH-1/0).

L’analyse est faite manuellement suivant les recommandations du fabricant. La présence
ou I’absence de I’Ag p24 ou des anticorps anti-VIH-1 et/ou VIH-2 dans un échantillon est
déterminée en comparent son absorbance a la valeur seuil, qui est la moyenne des absorbances

des 3 contrdles négatifs + 0,200. Ainsi, I’interprétation est la suivante :

- silaD.O de I’échantillon < valeur seuil, alors le résultat est négatif ;
- silaD.O de I’échantillon > valeur seuil, le résultat du test est positif ;

- silaD.O del’échantillon < valeur seuil - 10%, I’échantillon doit étre reteste.

e Genie Il HIV-1/HIV-2
Le test Genie Il HIV-1/HIV-2 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) est rapide,

unitaire et discriminant. Basé sur la technique d’immunochromatograhie, il permet une
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détection qualitative, rapide et fiable des anticorps anti VIH-1 et anti VIH-2 dans le sérum, le
plasma et le sang total humain sans instrumentation.

Il se présente sous la forme d’une cassette portant deux fenétres: une fenétre-échantillon
et une fenétre-test. Cette derniére donne acceés a une membrane de nitrocellulose ou d’une part
des antigenes, présents sous forme de protéines recombinantes des régions immunodominantes.
Ces proteines codées par les genes env et gag du VIH-1, sont immobilisés sur une ligne test
VIH-1 et, d’autre part, un peptide synthétique du VIH-2 est immobilisé sur la ligne test VIH-2.
Des anticorps anti-lgG humaines sont également immobilisés sur une ligne C (contrdle) dans
cette méme fenétre. Par ailleurs, des protéines VIH-1 et VIH-2 liées a de I’or colloidal et des
immunoglobulines humaines non dirigées contre les VIH, liées également a ce méme support,
sont adsorbées sur une bandelette placée entre la fenétre échantillon et la fenétre test.

L’analyse des échantillons sur cette cassette se déroule selon les étapes suivantes:

- dépot de I’échantillon dans la fenétre échantillon ;
- ajout de deux gouttes de solution de lavage pour faciliter la migration de
I’échantillon ;

- migration des complexes anticorps-antigéne marqués a 1’or et des anticorps
marqués a I’or si patient est infecté ; ou des anticorps du patients, des antigénes marqués a 1’or
et des anticorps marqueés a 1’or si patient non infecté ;

- fixation des complexes ainsi formés sur les antigénes VIH situés sur la fenétre
test pour le patient infecté et des anticorps marqués a I’or sur le contrdle interne que le patient
soit infecté ou non.

Les résultats du test sont interprétés suivant 1’apparition ou non d’une bande de
coloration rose/rouge traduisant la présence ou 1’absence dans I’échantillon des anticorps anti-
VIH-1 sur la ligne VIH-1 et/ou anticorps anti-VIH-2 sur la ligne VIH-2, selon que le patient est
infecté ou non, et I’apparition dans les deux cas d’une bande aussi de couleur rose/rouge pour

le contr6le de validité du test.
Le résultat du test est déclaré positif si un trait rose/rouge apparait sur:
- laligne du contr6le interne et sur la ligne VIH-1 et/ou sur la ligne VIH-2.

Ce qui traduit la présence dans I’échantillon, des anticorps anti-VIH-1 ou anti VIH-2,

ou encore d’anticorps dirigés contre les deux virus.

Le résultat est par contre négatif si :

- le trait rose/rouge apparait uniquement sur la ligne du contréle interne.
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La présence du trait de contrdle interne valide ’analyse ; S’il est absent, ’analyse doit
étre reprise. De plus, toute bande méme de faible intensité sur les lignes tests représente un
résultat positif.

> Depistage du VIH & partir des échantillons collectés dans la
population générale camerounaise (EDS 2011)

L’algorithme utilisé dans le cadre du dépistage du VIH sur les échantillons de 1’enquéte
démographique de santé a retenu le Murex HIV Ag/Ab combo (DiaSorin, S.P.A UK Branch)
en premier test et le Genscreen Ultra HIVAg-Ab (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France)
comme deuxieme test. Les échantillons dont les résultats ont été discordants entre les deux tests
ont été re-testés par le Western Blot (New LAV Blot, Biorad) ; ceux qui se sont révelés positifs
ont été sérotypés pour déterminer la prévalence des différents variants de VIH.

e Murex HIV Ag/Ab combo

Murex HIV Ag/Ab Combinations est un test sur un support microplaque dont les
cupules sont recouvertes :

- d’un peptide synthétique représentatif d’une région immunodominante du VIH-
1 (groupe O) ;

- d’une protéine recombinante dérivée des protéines de I’enveloppe du VIH-1 et
du VIH-2 ;

- d’une protéine codée par le géne polymérase du VIH ;

- d’anticorps monoclonaux dirigés contre la protéine p24 du VIH-1.

Le conjugué est un mélange des mémes épitopes d’antigénes et des différents anticorps
monoclonaux également dirigés contre la p24, tous marqués a la peroxydase de raifort.

Les échantillons a analyser et les contréles sériques sont incubés dans les cupules ; les
antigenes de core du VIH et/ou les anticorps anti VIH présents dans 1’échantillon ou les
contrdles sériques se lient aux anticorps et/ou aux antigénes sur la cupule. L’échantillon et tout
exceés d’anticorps sont éliminés par lavage. Par la suite, le conjugué est ajouté dans les
différentes cupules et se lie a tout antigene core et/ou aux anticorps spécifiques déja attachés
aux réactifs sur la cupule. Les échantillons ne contenant pas 1’antigéne core ni I’anticorps
spécifique n’entrainent pas la fixation du conjugué a la cupule. Le conjugue non lié est éliminé
par lavage et une solution contenant la 3,3’, 5,5’- tétramethylbenzidine (TMB) et de 1’eau
oxygenée est ajoutée aux cupules. Les cupules ayant fixe le conjugué développent une
coloration bleue/verte qui vire a I’orange et peut étre lue & 450 nm, une fois que la réaction a

été stoppée par 1’acide sulfurique.
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L’interprétation des résultats est faite aprés le calcul de la moyenne des 3 contrdles
négatifs (MC-) et celui de la valeur seuil VS = MC- + 0, 150.
La présence ou 1’absence d’Ag p24 ou des anticorps anti-VIH-1 et/ou VIH-2 dans un
échantillon est déterminée en comparant 1’absorbance de 1’échantillon a la VS. Ainsi, si :
- D.O de I’échantillon < valeur seuil, alors le résultat du test est négatif ;

- D.O de I’échantillon > valeur seuil, le résultat du test est positif.

e Genscreen Ultra HIVAg-Ab
Les echantillons révélés positifs au premier test ont subi un test de confirmation

Genscreen ULTRA HIV Ag-Ab dont le principe a déja eté décrit plus haut (a la page 62).

e Western Blot (NEW LAV BLOT)

Le test Western Blot a été realisé avec le kit NEW LAV BLOT (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France). C’est une technique d’ELISA indirect sur bandelette de nitrocellulose sur
laquelle des protéines constitutives du VIH ainsi qu’un controle interne anti-IgG ont été fixeés.
Les protéines inactivées du VIH sont séparées, par électrophorése en fonction de leur poids
moléculaire sur du gel de polyacrylamide, en milieu dénaturant et réducteur puis elles sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Une bande correspondant au contrdle interne
située en fin de bandelette, sans numéro d’identification mais avant la protéine P18 permet de
valider 1’analyse aprés ajout d’un échantillon et des réactifs. L’analyse est faite selon les

recommandations du fabriquant. Pour la validation du test :

- la bande de contrdle interne doit apparaitre sur toutes les bandelettes ;

- sur le témoin positif, toutes les bandes correspondant aux protéines virales
doivent étre révélées (figure 16) ;

- seule la bande de contrdle interne doit étre visible sur le témoin négatif (figure
16).
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Figure 16 : Profil des témoins positifs et négatifs (VIH 1 et 2) D’aprés mourez et al., 2013

L’échantillon est déclaré positif au test lorsque I’on révéle la présence :
- pour le VIH-1 d’au moins deux glycoprotéines d’enveloppe ENV (gp 41 et gp
160 ou 120) + une protéine Gag ou une protéine Pol ;
- pour le VIH-2 d’au moins une glycoprotéine d’enveloppe ENV (gp36, gp 105
ou gp 140) + une protéine Gag et une protéine Pol.
L’échantillon est dit négatif au test lorsqu’aucune bande, hormis celle du controle
Interne, n’est visible
L’¢échantillon a un statut indéterminé dans deux cas, soit en début de séroconversion,
soit lors d’une réaction non spécifique. Il est alors recommandé de refaire un contréle sur un

deuxiéme prélévement effectué trois semaines apres le premier.

11.3.1.2.  Détermination des différents variants du VIH

Les différents variants du VIH ont été déterminés par un sérotypage qui est une
technique d’ELISA manuelle indirecte, dite « maison », permettant de discriminer les différents
types de VIH (VIH-1 et VIH-2) ainsi que les différents groupes du VIH-1 (M, N, O, P) et les
doubles réactivités (M+0). Cette technique est basée sur I’utilisation d’antigénes peptidiques
représentatifs de la région gp41 et de la boucle V3 de la gp120, spécifiques de type et des
groupes de VIH (Simon et al., 2001; Kfutwah et al., 2013a). Ce test est réalisé suivant deux
formats. Le format simple, appelé « deux peptides » emploie uniquement les peptides de la
boucle V3 des VIH-1 des groupes M et O (V3M et V30/sous-groupe H) (tableau 1). Dans ce
cas, tous les echantillons présentant une réactivité uniquement en V3M sont considérés VIH-

1/M positifs. Le format complet, appelé « dix peptides », utilise quatre peptides de la gp41/36
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(VIH-1/M, N, O et VIH-2/Sm) et six peptides de boucle V3 (VIH-1/M, N, O/sous-groupe H,
Ol/consensus, P et VIH-2/Sm) ; il a permis de tester les échantillons réactifs en V30, doubles

réactifs en V3M et V30 ou négatifs, Les séquences des différents antigénes peptidiques utilisés

sont présentées dans le tableau 1 ci-apres.

Tableau I : Antigenes peptidiques utilisés pour le sérotypage

Antigéne peptidique Séquence en acides aminés Réferences
gp41 VIH-1/M (sous-type B) RVLAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAV* (Mauclere
etal., 1997)
gp41 VIH-1/N LAIERYLRDQQILSLWGCSGKTIC ]
gp41 VIH-1/0 (sous-groupe H) | LALETLIQNQQLLNLWGCKGKLIC # ngggf;
gp41 SIVsm (VIH-2) TAIEKYLKDQAQLNSWGCAFRQVC
V3 VIH-1/M sous-type A | NNTRKSVHIGPGQAFYATGDIIGDIRQAHC (Barin et
(consensus 1995) al., 1996)
V3 VIH-1/0 (sous-groupe H) NNTGGQVQIGPAMTFYNIEKIVGDIRQA# (Simon et
al., 2001)
V3 VIH-1/N IDIQEMRIGPMAWYSMGIGGTAGNSSRAA (Barin et
V3 VIH-1/O (consensus, 2006) | NLTVQEIKIGPMAWYSMGLAAGNGNSRAYC # al., 2006)
V3 VIH-1/P NNTRGQIQVGPLTIYNSENIIGNTRKAF (Kfutwah et
al., 2013b)
V3 SIVsm (VIH-2) NKTVLPVTIMSGLVFHSQPINERPKQA (?imon e)t
al., 2001

*Séquence dérivée de la souche HXB2, considérée comme prototype des VIH-1/M.

# Séquence dérivée de la souche ANT70, considérée comme prototype des VIH-1/O, anciennement clade A.

> Sérotypage deux peptides

Il s’agit d’une technique type ELISA manuel qui se sert de deux antigénes peptidiques

représentatifs de la boucle V3 de la gp120, spécifiques de groupe de VIH-1 M et O (Barin et

al., 2006). L’antigéne de détection des VIH-1/M est connu suffisamment performant pour

couvrir la grande diversité de ce groupe. Un peptide V3M est utilisée pour la détermination les

VIH-1 M. Dans le but de couvrir la diversité antigénique des variants de VIH-1 O, un antigéne

groupe O (clade A) a été employé. Cette technique est depuis de nombreuses années utilisée en

routine au CPC (Vessiere et al., 2010b) ; elle a permis de distinguer les échantillons positifs
VIH-1 M, VIH-1 O sous-groupe H, et les doubles infections (M+0O).
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» Seérotypage dix peptides

Les échantillons dont le sérotype a été réactif en O, double réactif en M+O ou
indéterminé en 2 peptides, ont été ré-analyses avec un format 10 peptides basé sur I’utilisation
de 4 antigénes de gp41/gp36 (du VIH-1 M, N, O/A, et HIV-2) et 6 antigénes représentatifs de
la boucle V3 de la gp120, spécifiques des groupes VIH-1 M, N, O/H, O/Consensus, P, et VIH-
2. Cette technique a permis de discriminer les différents variants du VIH (VIH-1 M, VIH-1 O,
VHI-1 N, VIH-1P, VIH-2) et les doubles réactivités M+0O.

» Mode opératoire de I’ELISA

Les « dried blood spot » (DBS) collectés au cours de I’EDS ont été decoupes et élues
avec une solution contenant du « phosphate buffer saline (PBS) » et du chlorure de sodium a
0,9M. Les €luats obtenus ont servi a la détermination par sérotypage des différents groupes de
VIH circulant dans la population générale au Cameroun. Pour les échantillons de patients recus
en routine, le plasma a été utilisé pour le sérotypage.

Les plaques de quatre-vingt-seize puits, de type maxisorp-nunc (Thermo scientific,
Waltham, Massachusetts, USA), ont été sensibilisées avec les différents antigénes peptidiques
(PolyPeptide Group, Strasbourg, France) et incubées pendant une nuit a 37°C dans une chambre
humide de I’étuve. Apres lavage avec du tampon PBS-Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA) a 0,5%, la saturation des sites non occupés a été faite a I’aide d’une solution de PBS-
SVFd (Gibco-Life Technologies, Gaithersburg, USA) a 3%, suivie d’une incubation a 37°C
pendant 45 minutes. Les plaques ont ensuite été lavées et sechées. Les échantillons et les
contréles (négatifs et positifs VIH-1/M et VIH-1/0) ont été dilués au 1/100° dans un tampon
constitué de PBS-NaCl 0,75M (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)-SVFd 10%-Tween 20 a
0,05%. Cent microlitres (100 uL) ont été distribués dans les puits correspondants, ensuite
incubés a la température ambiante pendant 30 minutes puis lavés quatre fois (PBS-Tween 20 a
0,5%). Cent microlitres (100 puL) du conjugué [F(ab’) 2 anti human IgG(y)-Peroxydase; Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA], dilués au 1/200° dans le méme tampon que les échantillons, ont été
distribués dans chaque puits, ensuite incubés a la température ambiante pendant 30 minutes
puis lavés quatre fois. La révélation a ensuite été faite apres la distribution de 100 pL de substrat
OPD (O-phenyléne diamine, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) dans les différents puits suivie
de et I’incubation a la température ambiante pendant 15 minutes a 1’obscurité. L’ajout de 50 pLL
d’une solution de H2SO4, 2N dans chaque puits a arrété la réaction, ensuite les densités

optiques ont été lues a 492nm (référence a 620 nm) a I’aide d’un lecteur de plaque PR 3100
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TSC (Bio-Rad). Au cours des travaux préliminaires, le seuil de positivité a été défini a 0,350.
C’est ainsi que :

- silaDO > 0,350, le test a été déclareé positif pour le peptide correspondant ;

- sila DO <0,350, le test a été conclu négatif pour le peptide correspondant.

Notons que le sérotype du VIH n’a pas toujours pu étre déterminé en raison de la grande

diversité antigénique, 1’état immunologique du patient, la primo-infection (Simon et al., 2001;

Vergne et al., 2003; Yamaguchi et al., 2004; Vessiere et al., 2010b). En cas d’échec de

sérotypage, 1’échantillon a été conclu étre d’un sérotype indéterminé.

11.3.2. Caractérisation moléculaire des variants non M obtenus

Apres sérotypage, tous les échantillons conclus positifs en sérologie et identifiés non M
ont subi une analyse moléculaire. En fonction du produit biologique de départ, plasma ou DBS,
une extraction de I’ARN ou de I’ADN a été faite suivie de I’amplification, par RT-PCR nichée
ou PCR spécifique, des variants concernés. Le sequencage des produits amplifiés et les analyses
phylogénétiques ont ensuite été faits.

11.3.2.1. Extraction des acides nucléiques (ARN et ADN)

L’extraction des acides nucléiques a consisté en la séparation de I’ARN ou de I’ADN,
chargé négativement des autres constituants du produit biologique, sur une colonne de silice de
polarité positive par chromatographie échangeuse d’ions, aprés une lyse des membranes
cellulaires, une précipitation des produits obtenus, une adsorption de acide nucléique, enfin un
lavage et une élution de ce dernies.

Deux techniques d’extraction ont été utilisées en fonction des produits biologiques, c’est-
a-dire I’ARN pour le plasma et 1’ADN pour le DBS.

» Extraction de ’ARN
Cette manipulation a été réalisée a I’aide du kit QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Tout d’abord, 800uL de tampon AVL ont été introduits dans 200pL de
plasma de chaque échantillon. Le mélange a été incubé a température ambiante pendant 10
minutes. Huit cents microlitres (800uL) d’éthanol absolu ont ensuite été ajoutés a chaque
échantillon ; le mélange a été transféré sur des colonnes de silice et centrifugé a 6000g pendant
une minute. Deux lavages successifs avec 500uL des tampons AW1 et AW?2, respectivement,

ont été ensuite appliqués avec, une centrifugation a 6000g pendant 1 minute pour AW1 et
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200009 pendant trois minutes pour AW2. Enfin, I’ARN a été décroché de la colonne avec 60uL
d’eau dépourvue d’RNase et DNase.
» Extraction de I’ADN

L’ADN intracellulaire, quant a lui a été extrait a partir des échantillons de DBS collectés au
cours de I’EDS de 2011. Un des quatre spots de sang seché a été decoupe dans les différents
DBS et I’extraction de I’ ADN sur chaque spot a été faite avec le kit QlAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France). Briévement, le spot découpé est introduit dans un tube et
mélangé avec 360l de tampon ATL a 85°C pendant 10min. Par la suite, 40ul de protéinase K
sont ajoutés dans le mélange et 1’ensemble est incubé pendant 1h a 56°C. Une lyse cellulaire
est par la suite réalisee en ajoutant 350l de tampon AL dans le mélange précédant et I’ensemble
est incubé pendant 10min & 70°C. Une fois cette incubation terminée, 350pl d’éthanol sont
ajoutés dans le tube. Tout le surnageant contenu dans ce tube est ensuite transféré sur une
colonne de silice. Des centrifugations successives permettent la fixation de I’ADN sur la
membrane de silice et les contaminants sont éliminés par deux séries de lavagé avec 500ul des
tampons AW1 et AW2 respectivement comme pour I’extraction de I’ARN. L’ ADN purifié est
ensuite décroché de la membrane de silice par ajout de 150ul de tampon AE contenu dans le
kit.

11.3.2.2. Réalisation des PCRs

Les (RT-) PCR ont été réalisées en fonction du variant VIH caractérisable, soit VIH-1
(O, N, double infection M+0O) soit VIH-2. Pour la plupart de ces variants, deux génes ont été
ciblés : celui de la polymérase (Pol) et celui de I’enveloppe (Env). Sur le géne de la polymérase,
trois régions ont été retenues : la Protéase (PR), Transcriptase Inverse (TI) et I’Intégrase (IN).
Concernant le géne de I’enveloppe, seule la région Gp41l a été amplifiée.

Toutes ces différentes (RT-) PCR ont été réalisées en deux étapes en utilisant deux
couples d’amorces différentes, spécifiques chacune d’une région ciblée. Le premier couple est
dit externe et le deuxieme dit interne ou niché. Les séquences des différentes amorces sont
représentées dans 1’Annexe 1. Le kit utilisé pour la RT-PCR externe était la « Superscript Il
One-Step RT-PCR Platinum Taq HIFI » (Invitrogen-Life Technologies, Carlsbdad-Californie),
tandis que le kit employé pour les PCRs externe et interne était le coffret « HotStar Taq Master
Mix » (Qiagen). Le volume final du mélange réactionnel dans tous les essais d’amplification
était de 50pl, soit 40pl de PCR-mix et 10ul d’extrait ARN ou ADN pour la premiére (RT-)
PCR externe, soit 48ul de PCR-mix et 2uL du produit de premiére PCR ou RT-PCR pour la
PCR interne. Un thermocycleur GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem) a servi aux
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differentes amplifications. Le profil thermique a éte spécifique des différentes (RT-) PCR
réalisées.
> PCR spécifiques des variants VIH-1/O et doubles infections VIH-
1/M+0O

Tous les échantillons qui se sont révélés positifs pour les peptides du groupe O en
sérotypie et pour les peptides des groupes M et O ont subi des PCR (pour les DBS) ou en RT-
PCR (pour les plasmas) spécifiques de chaque groupe.

Les (RT-) PCR PR et Tl ont été mises au point pour 1’analyse des mutations de
résistances du VIH aux antirétroviraux dans le gene polymérase de chaque groupe, en référence
a la technique ANRS pour VIH-1/M et celle du CHU de Rouen, CNR pour VIH-1/0 (Yang et
al., 2000; Vessiere et al., 2010b). L’amplification de la RT-PCR externe a été réalisée
successivement a 50°C pendant 30min, 94°C pendant 5min, 35 cycles (94°C pendant 30s, 55°C
pendant 30s et 68°C pendant 1 min 30s) pour le VIH-1/M (ou 2min pour le VIH-1/0), enfin une
extension finale a 68°C pendant 10min. L’amplification pour la PCR interne a été faite
successivement a : 94°C pendant 5min, 35 cycles (94°C pendant 30s, 55°C pendant 30s et 72°C
pendant 1 min), enfin une extension finale a 72°C pendant 10min. L’amplification de I’ADN (PCR)
a été réalisée dans les mémes conditions que celle de I’ARN, a I’exception de 1’étape de chauffage
a 50°C pendant 30min qui n’existe pas dans la PCR externe pour L’ADN. Apres les PCR internes,
les tailles des différents fragments obtenus ont été de 515pb (PR M), 805pb (TI M), 453pb (PR
O) et 798pb (T1 O).

Concernant les PCR et RT-PCR ciblant la région codant pour I’intégrase, spécifique aux
groupes VIH-1/M et O, la technique employée a été celle décrite par Heyndrickx et al. (1998).
C’est une (RT-) PCR nichée dont la premiére étape, externe, adopte un méme couple d’amorces
spécifique aux groupes M et O. La PCR interne, quant a elle, a été effectuée avec deux couples
d’amorces spécifiques a chacun des groupes. Le profil thermique des RT-PCR a été
successivement de 50°C pendant 30min, 94°C pendant 2min et 35 cycles (94°C pendant 15s,
50°C pendant 30s et 72°C pendant 30s), enfin une extension finale a 72°C pendant 10min. La
PCR interne, quant a elle, a été réalisée a 94°C pendant 15s, 25 cycles (94°C pendant 30s, 50°C
pendant 30s et 72°C pendant 30s), enfin une extension finale a 72°C pendant 10min. Les PCR
internes et externes ont suivi le profil thermique : 94°C pendant 15s, 35 cycles (94°C pendant
30s, 50°C pendant 30s et 72°C pendant 30s). Apres les amplifications internes, les tailles des
différents fragments obtenus ont été de 239pb (intégrase M) et 192pb (intégrase O) (Heyndrickx
etal., 1998).
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Les PCR et (RT)-PCR des groupes VIH-1 (M et O), qui ciblent la region Gp41 de
I’enveloppe virale, ont été réalisées comme décrit par Dachraoui et al. (2008), et Vessiere et al.
(2010). Ces PCR utilisent deux couples d’amorces spécifiques des groupes M et O et des
programmes d’amplification identiques a ceux des PCR PR et TI décrits plus haut. Apres les
amplifications internes, les tailles des différents fragments obtenus ont été de 656pb (gp41 M)
et 675pb (gp41 O) (Dachraoui et al., 2008; Vessiere et al., 2010b).

» PCR spécifique du variant N

Du fait d’une probable réactivité croiseée entre le VIH-1/M et les peptides N, la
confirmation de celles obtenues avec le peptide N a été faite avec un protocole « maison » des
RT-PCRs nichées dites «non spécifiques » de Yang et al. (2000). Ces analyses ciblent
respectivement une portion de la région intégrase de la polymérase et de la gp41 de 1’enveloppe.
Les amorces utilisées (Annexe 2) permettent 1’amplification des différents types et groupes de
VIH, ainsi que des SIVcpz et SIVgor. Pour les RT-PCRs externes, 10uL d’extrait d’ARN ont
été ajoutés a 40 uL de RT-PCR Mix contenant : 10,6uL d’eau RNase/DNase free, 25uL de
tampon 2X, 0,4uL de dNTPs (10mM), 1pL de RNaseOUT, 1uL de SuperScriptlll One-Step
RT-PCR Platinum Taqg (1UI/uL) et 1uL des amorces GP40F1 (20nM) et GP41R1 (20nM) pour
la région Gp41 ou 1uL de ’amorce POLM 4150 (20nM) et POLORB (20nM) pour la région
intégrase. Le mélange réactionnel obtenu, d’un volume de 50uL, a été placé dans un
thermocycleur GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem) préprogrammé
successivement a 50°C pendant 30min, 94°C pendant 5min et 35 cycles (94°C pendant 15s,
45°C pendant 30s et 68°C pendant 1min), enfin une extension finale a 68°C pendant 7min. Dans
le but d’optimiser la sensibilité et la spécificité de la réaction, une PCR nichée (interne) a été
réalisée avec les produits de chacune des RT-PCRs externes obtenus. Tour & tour pour chacune
des PCRs internes réalisees, 2uL d’amplicons des RT-PCRs correspondantes ont été ajoutés a
48uL de PCR-Mix contenant : 37,5uL d’eau RNase/DNase free, 5uL de tampon 10X, 1pL de
dNTPs (10mM), 2uL de MgCL> (50mM), 0,5uL de Taq polymérase (SUI/uL) et 1uL des
amorces GP46F2 (20nM) et GP48R2 (20nM) pour la région gp41 ou 1uL des amorces POLM
(20nM), POLR2 (20nM) et UNIPOL2B (20nM) pour la région intégrase. Le mélange
réactionnel obtenu, d’un volume de 50uL, a été placé dans un thermocycleur GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystem) préprogrammé successivement a 94°C pendant 5min, 35
cycles (94°C pendant 30s, 50°C pendant 30s et 72°C pendant 1min), et pour une extension
finale a 72°C pendant 7min.
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La taille des produits amplifiés a la fin des PCRs internes a été de 600pb pour I’intégrase
et 800pb pour la gp4l (Yang et al., 2000). Tous les fragments amplifiés ont été séquencés et
ont subi des analyses phylogénétiques pour confirmer ou infirmer la présence d’un VIH-1/N.

» PCR spécifique avec VIH-2

Les échantillons qui se sont revélés positifs pour les peptides VIH-2 ont été analysés par
des RT-PCRs nichées ciblant deux régions (PR et T1) du géne de la polymérase et qui serviront
des couples d’amorces internes et externes spécifiques du VIH-2 (Annexe 3). Le profil
thermique de la RT-PCR externe a été tour a tour : 50°C pendant 30min, 94°C pendant 2min,
35 cycles (94°C pendant 30s, 55°C pendant 30s et 68°C pendant 1min30s), et finalement une
extension finale & 68°C pendant 7min. Le profil thermique utilisé en PCR interne a été le suivant
: 94°C pendant 15min suivi de 35 cycles (94°C pendant 30s, 55°C pendant 30s et 72°C pendant
1min 30s), et une extension finale a 72°C pendant 7min. La taille des produits obtenus apres

amplification interne a été de 533pb pour la protéase et 969pb pour la transcriptase inverse.

11.3.2.3.  Revélation des produits amplifiés par électrophorése sur gel d’agarose

Le contrdle d’amplification des différentes (RT-) PCRs a été réalise par une migration
électrophorétique des amplicons sur un gel d’agarose a 1,5% contenant du GelGreen Nucleic
Acid Gel Stain (Biotum Inc., Landing Parkway Fremont, California, USA) ; c’est un colorant
fluorescent vert non cancérogéne. Les tampons tris-borate-EDTA (TBE, 1X) ou tris-acétate-
EDTA (TAE, 1X) ont servi a la préparation du gel. Le marqueur de poids moléculaires, 100bp
DNA ladder (Invitrogen) a permis de vérifier la taille des produits obtenus lors de la révelation
sur un transluminateur UV Master Techonology (Vilber Lormat, Marne la vallée, France).

Apreés révélation des amplicons des différentes PCRs et RT-PCRs, tous les produits
positifs obtenus par révélation sur gel d’agarose ont été séquencés pour des analyses

phylogénétiques.

11.3.2.4.  Séquencage et analyses phylogénétiques

Les séquences obtenues des amplicons positifs ont par la suite été comparées aux
séquences de référence ; cette caractérisation phylogénétique a permis ou non une confirmation
moléculaire des résultats obtenus en sérotypie.

» Séquencage

Cette technique est référée a la méthode de terminaison de chaine dite de Sanger

(Sanger et al., 1977).
e Purification des amplicons de (RT-) PCR
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Tous les amplicons ont été purifiés a I’aide du kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Machery-Nagel, Diiren, Allemagne) suivant les recommandations du fabricant. Deux volumes
du tampon NTI sont ajoutés & un volume d’échantillon et le mélange est transféré sur des
colonnes puis centrifugé a 11000g pendant 1min. Le lavage est ensuite fait par ajout de 650uL
du tampon NT3; il est suivi de deux centrifugations successives a 11000g pendant 1min et
2min. Enfin, I’élution est réalisée par un ajout de 35 a 100uL du tampon d’élution NE suivi
d’une centrifugation & 11000g pendant 1min. L’¢éluat obtenu est utilisé pour le séquencage.

e Réaction de séquencage

Le séquencage a été réalise a 1’aide du le kit GenomeLab DTCS-Quick Start (Beckman
Coulter, Galway, Ireland) aprés purification des produits de PCR. Les amorces utilisées sont
celles des différentes PCR internes (Annexe 1, 2 et 3). Pour le séquencage, 11uL d’eau, 4uL de
mix (DTCS Quick Start Mix), 3uLL d’amorce a 1,6uM et 2ul. d’ADN purifiés, sont distribués
dans les puits d’une plaque de 96 puits. Ensuite, I’amplification est faite successivement a 30
cycles (96°C pendant 25s, 50°C pendant 25s et 60°C pendant 4min) sur un thermocycleur
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem).

e Précipitation a I’éthanol

Apreés réalisation de la PCR de séquengage, les amplicons obtenus ont été précipités
avec de I’éthanol a froid. Pour cela, 5uL de solution stop (eau + acétate de sodium + EDTA +
glycogéne) et 60uL de solution d’éthanol 95% froid sont distribués dans chaque puits de la
plaque. Le mélange est ensuite vortexée puis centrifugée. Apres élimination du surnageant, les
culots d’ADN sont lavés deux fois a I’aide de 1’éthanol froid a 70% puis re-suspendus dans
40uL de SLS « sample loading solution ». C’est ce nouveau melange qui est utilisé pour la
révélation des séquences par migration électrophorétique sur le séquenceur automatique.

e Révélation de séquences

La réveélation des séquences est faite avec les produits issus de la précipitation a 1’éthanol

qui sont ensuite séparés grace a une migration par électrophorese capillaire sur le séquenceur

automatique CEQ 8000 (Beckman Coulter, Galway, Ireland).

» Analyses phylogénétiques
Les séquences obtenues aprés le séquencage ont été corrigées manuellement (afin
d’éliminer des erreurs de séquengage) puis converties en acides aminés. L’alignement de ces
séquences avec différentes sequences provenant de certaines souches de référence,
représentatives des groupes de VIH-1 (M, O et N) ainsi que du type VH1-2, sélectionnées dans

la base de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov), a été réalisé grace au logiciel MEGA 6.06
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(Tamura et al., 2013). Ce logiciel utilise I’algorithme d’alignement multiple de Clustal W
(Thompson et al., 1994) avec quelques ajustements manuels, lorsque cela est nécessaire.

Les liens entre nos séquences et celles de reférence ont été déterminés par la construction
d’arbres phylogénétiques a 1’aide du logiciel MEGA 6.06. La méthode du plus proche voisin
ou « neighbor-joining » a été utilisée avec le modele de Kimura a 2 parametres pour le calcul
des distances genétiques (Kimura, 1980; Saitou et al., 1987) . L’évaluation de la robustesse des
topologies de nos arbres a été faite par le test de « bootstrap » avec 1000 ré-échantillonnages.
Le seuil de significativité considéré dans ce travail est de 70%.

Cette analyse phylogénétique a permis d’identifier (1) les sous-groupes de variants non
M, (2) les doubles infections M+O d’une part et, d’autre part, d’établir un lien éventuel entre
les séquences de ces doubles infections et celles des recombinants déja décrits dans la
littérature.

La figure 17 résume le schéma des manipulations réalisées sur les échantillons recueillis
sur les deux sous-populations étudiées (plasma de la routine au CPC et DBS de I’enquéte
démographique de santé) pour le dépistage du VIH et la caractérisation des variants VIH non

M obtenus.
Echanfcillons recus en Echantillons collectés au
routine (Plasmas) cours de 'EDS (DBS)

Diagnostic VIH: Diagnostic VIH:

- Architect HIV Ag/Ab Combo - Murex HIV Ag/Ab combo
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Caractérisation moléculaire (PCRs: PR,
TI, IN, Gp41 spécifiques des variants)
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Figure 17 : Algorithme simplifié des analyses faites sur les deux types d’échantillons
d’étudiées
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11.3.3. Reéalisation des tests génotypiques de résistance du VIH aux ARVs

Pour déterminer les résistances circulant chez les patients en échecs de traitement recus
au CPC et les DBS de ’EDS, le test génotypique de résistance a été réalisé sur les échantillons
de nos deux sous-populations d’étude. Cette analyse consiste a amplifier les particules virales
par RT-PCR ou PCR nichée apres une extraction des acides nucléiques viraux. Les amplicons
obtenus sont ensuite séquencés ; et leur interprétation a 1’aide de 1’algorithme de 1I’Agence
National de recherche sur le VIH et les hépatites virales (ANRS) renseigner sur les mutations
de résistances (ANRS, 2015).

11.3.3.1. Amplification des régions du génome viral
Les régions d’intérét pour le test de résistance sont celles de la protéase et de la
transcriptase inverse du gene polymérase. Ces deux régions sont ciblées par les AVRS

administrés lors du traitement des personnes vivant avec le VIH jusqu’en 2016 au Cameroun.

» Extraction de I’ARN ou de I’ADN virale

Les extraits de I’ARN ou de I’ADN ont été obtenus en fonction des produits biologiques
de départ (plasmas ou DBS). Le plasma des échantillons de routine a permis d’extraire I’ARN
alors que les DBS des échantillons positifs au VIH de I’EDS ont servi a extraire I’ADN.
L’extraction de ces acides nucléiques les sépare des autres constituants du produit biologique
par chromatographie échangeuse d’ions. Les procédures d’extraction sont les mémes que celles
décrites avec le kit QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) pour
I’extraction de I’ARN, et le kit QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) pour
I’extraction de I’ADN.

> Réalisation des PCRs

Les protocoles d’amplification utilisés pour ces analyses sont d’une part celui de Yang
et al. (2000) adopté par le groupe AC11 de 1’Agence Nationale de Recherche sur le VIH/SIDA
et les hépatites virales (ANRS) pour les VIH-1/M et, d’autre part celui de Vessiére et al. (2010b)
du Centre National de Recherche (CNR) pour VIH-1/O du CHU de Rouen.

A partir de I’ARN extrait, des RT-PCRs nichées ciblant la PR et la T1 du génome viral
et spécifiques de groupe M ou O du VIH-1 ont été réalisées sur les échantillons de routine en
fonction de leur génotype. Concernant les DBS positifs au VIH de I’EDS, I’ADN viral a été
utilise pour les PCRs nichées. Les (RT-) PCRs externes ont été effectuées comme décrit plus
haut (cf : 11.3.2.2.; page 70) avec le kit « Superscript 11 One-Step RT-PCR Platinum Taq HIFI »
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(Invitrogen-Life Technologies, Carlsbdad-Californie), tandis que le coffret « HotStar Taq
Master Mix » (Qiagen) a été utilisé pour les PCRs externes et internes. Le volume final du
mélange réactionnel dans tous les essais d’amplification a été de 50y, soit 40ul de PCR-mix et
10ul d’extrait ARN ou ADN pour la premiére (RT-) PCR externe, soit 48ul de PCR-mix et 2L
de produit de premiere PCR ou RT-PCR pour la PCR interne. Un thermocycleur GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystem) a servi aux différentes amplifications. Le profil
thermique a été spécifique des différentes (RT-) PCRs réalisées et de chaque groupe de VIH-1

(M ou O) correspondant a I’échantillon analysé.

> Révélation par électrophorése
Apres amplification des acides nucléiques viraux, les produits de PCR obtenus ont été
révélés sur un gel d’agarose pour la confirmation des amplifications positives. Cette technique
consiste en une traditionnelle séparation des différents produits amplifiés en fonction de leur
poids moléculaire par électrophorése sur gel d"agarose comme décrit plus haut (cf: 11.3.2.3. ;
page 73).

11.3.3.2. Sequencage et interprétation des résistances
» Séquencage
Le séquencage des produits de PCR obtenus a été réalisé comme référé a la méthode de
terminaison de chaine de Sanger (Nicklen et Coulson, (1977)) suivant les différentes étapes
décrites plus haut (cf : 11.3.2.4. ; page 73). Tout d’abord une purification des produits de PCR a
été réalisée, suivie d’un séquencage, de la précipitation avec 1’éthanol a froid et une
électrophorese capillaire sur un séquenceur automatique a permis la révélation des séquences
obtenues.
» Recherche des mutations de résistance
Afin d’éviter les erreurs pouvant favoriser I’apparition des mutations liées au
séguencage, apres ce dernier les séquences obtenues sont corrigées manuellement par
comparaison des doubles brins (brin sens et anti-sens) a la séquence de référence HXB2 pour
le VIH-1/M ou ANT70 pour le VIH-1/O. Les séquences consensus obtenues sont introduites
dans le logiciel Greg+ (Greg+, 2015) pour I’analyse des mutations et I’interprétation des
résistances. Greg+ est un logiciel libre qui utilise I’algorithme de I’ANRS pour I’interprétation
des mutations. La version 26 de septembre 2016 (ANRS, 2016) est celle utilisée dans notre
étude (Annexe 4). L’analyse des résistances a permis, par comparaison des séquences consensus
obtenues a la seéquence de référence HXB2 (FR.83.HXB2_LAI_I1IB_BRU.K03455),
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d’identifier (1) grace aux échantillons de routine les différentes résistances du VIH circulant au
Cameroun chez les patients en échec de traitement du VIH aux ARVSs, (2) grace aux
échantillons de DBS positifs au VIH collectés au cours de I’EDS les résistances du VIH

circulant au Cameroun chez les patients naifs au traitement du VIH aux ARVS,.

La figure 18 montre les différentes cibles des PCRs réalisées pour le test de résistance
du VIH aux ARVs.
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Figure 18 : Cibles des différentes (RT-) PCR pour le test de résistance du VIH aux ARVs

Source : https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/IMAGES/hxb2genome.gif (Page consultée le
04/07/2018).

Les fragments amplifiés sont représentés en rouge pour la PCR spécifique VHI-1/M et en bleu pour le
VIH-1/0.

pol= polymérase; Prot= Protéase; RT= Transcriptase Inverse; int= Intégrase et env= enveloppe. La taille
des différents fragments obtenus aprés la PCR interne était de 515 pb (Port M), 805 pb (RT M), 453 pb (Port O),
798 pb (RT O). Les séquences des différentes amorces sont présentées dans ’annexe 1.

11.3.4. Analyses statistiques

Les données collectées pour 1’étude de la diversité génétique du VIH et de la résistance
de ce dernier aux ARVSs ont été présentées en nombre et en pourcentages. Le test de khi-deux a
permis 1’analyse des variables qualitatives. Les rapports de c6tes, encore appelés « Odd ratio »,
qui permettent d’identifier le risque associé a un paramétre quelconque, ont été déterminés par
le modele de régression logistique conditionnel pour 1’observation de 1’évolution avec le temps
de certains variants de VIH. Les différentes proportions, obtenues ont été calculées avec un
intervalle de confiance de 95%. Seuls les tests rendant des valeurs de P<0,05 ont été considéres
comme présentant des différences significatives. Toutes les analyses ont été effectuées a I’aide
des logiciels SPPS 16.0 et R (version 3.2.2) pour Windows.
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Chapitre III : Résultats
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I11.1. Détermination de la fréquence de détection des différents variants du
VIH circulant au Cameroun
La détermination de la fréquence de détection des différents variants du VIH a été faite
sur nos deux types d’échantillons a savoir ceux des patients recus en routine au CPC pour un

dépistage serologique du VIH et ceux des DBS conclus VIH positifs au cours de I’EDS de 2011.

[11.1.1. Echantillons recus en routine au CPC

111.1.1.1. Dépistage sérologique du VIH
Le dépistage sérologique du VIH a été effectué sur une période de sept ans allant de

janvier 2010 a décembre 2016 ; les résultats obtenus sont résumés dans le tableau Il. Sur les
sept ans, un total de 83253 échantillons de patients ont été recus au Laboratoire de Virologie du
CPC avec un maximum en 2010 (17268 échantillons; 20,7%) et un minimum en 2014 (9833
échantillons; 11,8%). Plus de femmes, 50157 soit 60,2%, ont été enregistrées comparativement
aux hommes, 30135 soit 36,2%, pour cette analyse. 1l a par ailleurs été observé que les dossiers
de 2961 patients (3,6%) n’avaient pas de précision sur leur genre. L’age médian est de 31ans
(IQR= 24-41 ans), I’4ge minimum étant d’un jour et ’age maximum de 130 ans. Des 83253
échantillons des patients recus, 57552 (69,1%) ont eu un résultat sérologique VIH négatif,
24448 (29,4%) un résultat sérologique VIH positif et 1253 (1,5%) un résultat VVIH indéterminé
suivant I’algorithme de diagnostic utilisé. La répartition de ces résultats par année est détaillée

dans le tableau II.
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Tableau I1: Résultats des serologies VIH par catégorie

Caractéristiques Médiane Sérologie VIH [n1 (%)] Nombre de’ p_ati_ents par
des patients (IQR)  Négative  Positive  Indéterminée caraﬁge&s)';lque
Age des patients
au jour du test 31(24-41)
(ans)
<15 3427 1173 (24,6) 177(3,7) 4777 (5,7)
(71,7)
15-50 46782 19267 915 (1,4) 66964 (80,4)
(69,9) (28,8)
6647 3458 (33,8) 140 (1,4) 10245 (12,3)
>30 (64.9)
Données 696 550 (43,4) 21 (1,7) 1267 (1,5)
manquantes (54,9)
Genre
Homme %712723 7880 (26,1) 486 (1,6) 30135 (36,2)
34087 15445 625(1,2) 50157 (60,2)
Femme 680)  (308)
Données 1696
manguantes (57.3) 1123 (37,9) 142 (4,8) 2961 (3,6)
Année de I’étude
7988 9190 (53,2) 90 (0,5) 17268 (20,7)
2010 (46,3)
7946 2977 (27,0) 96 (0,9) 11019 (13,2)
2011 (72,1)
8595 2427 (21,8) 100 (0,9) 11122 (13,4)
2012 (77.3)
8650 4311 (32,7) 234 (1,8) 13195 (15,8)
2013 (65,6)
) 7564 2005 (20,5) 264 (2,7) 9833 (11,8)
014 (76.9)
8548 1978 (18,4) 211 (2,0 10737 (12,9)
2015 (79,6)
8261 1560 (15,5) 258 (2,6) 10079 (12,1)
2016
(82,0)
Total 57552 24448 1253 (15) 83253 (100)

(69,1) (29,4)

Le pourcentage des différents groupes des colonnes 3 a 5 est le ratio entre le nombre de patients (n1) de
chaque groupe X100 sur le nombre total de patients de la ligne concernée (nz). Par contre les pourcentages de la
derniére colonne sont le ratio entre le nombre de patients (n2) X100 de chaque groupe sur le nombre total de
patients N. IQR= intervalle interquartile.

Globalement, ces résultats obtenus sur les sept années d’étude montrent une diminution
significative (P=0,001), avec le temps, du nombre de patients VIH positifs recus au CPC, soit
53,2% (9190 sur 17268) en 2010 a 15,5% (1560 sur 10079) en 2016. On observe egalement

une augmentation du taux de résultats sérologiques VIH indéterminés sur les sept ans, c'est-a-
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dire de I’ordre de 0,5 % (90 sur 17268) en 2010 a 2,6% (258 sur 10079) en 2016. Le risque
associé a la diminution du taux de patients VIH positifs recus au CPC au fil du temps est
consigné dans le tableau I11.

Tableau 111 : Risque associé a la diminution du nombre de patients VIH positifs de 2010 a
2016

Années d’étude

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
OR Référence 0, 33 0,25 0,43 0,23 0,20 0,16
IC / 0,31-0,34 0,23-0,26 0,41-0,45 0,22-0,24 0,19-0,21 0,15-0,17
p / 0,001 0,001 0,001 0,005 0,005 0,001

OR, odd ratio; IC, intervalle de confiance.

Les valeurs OR montrent bien une forte association entre les années d’étude et les taux
de positivité sérologique. Ce qui confirme la diminution significative du taux de patients VIH
positif entre 2010 et 2016.

[11.1.1.2. Seérotypage des échantillons de VIH positifs

Le sérotypage du VIH a été réalisé sur tous les 24448 échantillons de patients VIH
positifs obtenus sur les sept années ; parmi eux 24079 (98,5%) ont été mono-réactifs au VIH-
1/M, 119 (0,5%) mono-réactifs au VIH-1/0, alors que 70 ont présenté une double réactivité au
VIH-1/M+0 (0,3%). Une réactivité au VIH-1/N a été observée pour un seul échantillon
(0,004%). Aucun échantillon n’a été reactif avec le peptide correspondant au VIH-1/P. Le VIH-
2 quant a lui a été identifié chez 8 patients (0,03%) ; enfin 171 échantillons (0,7%) ont été
négatifs avec tous les peptides utilisés et rassemblés dans la catégorie sérotype indéterminé. Le
tableau IV résume les résultats obtenus.
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Tableau IV: Répartition des différents variants VIH par année

Variants VIH [n1 (%)]

Total patients

Années VIH-1 Sérotype N2 par année
M o) N M+O VIH-2 indéter)rlrﬁ)iné (%)

2010 9105(99,1) 23(03) 0(,0 7(1) 1(00) 54 (0,6) 9190 (37,6)
2011 2880(96,7) 20(0,7) 0(0,00 2(0,1) 0(0,0) 75(2,5) 2977 (12,2)
2012 2404 (99,1) 17(0,7) 0(0,00 4(0,2) 1(0,0) 1(0,0) 2427 (9,9)
2013 4279 (99,3) 20(05 0(0,0) 10(0,2) 2(00) 0(0,0) 4311 (17,6)
2014 1984 (99,00 13(06) 1(00) 6(0,3) 1(0,0) 0(0,0) 2005 (8,2)
2015 1933(97,7) 13(0,7) 0(00)0 8(04) 2(01) 22 (1,1) 1978 (8,2)
2016 1494 (95,8)  13(0,8) 0(000 33(21) 1(0)) 19(1,2) 1560 (6,4)
Total 24079 (98,5) 119(05) 1(0,00 70(03) 8(0,00 171(0,7) 24448 (100)

Le pourcentage des différents variants des colonnes 2 a 7 est le ratio entre le nombre de patients (n;) de
chaque groupe X100 sur le nombre total de patients (n2) de la ligne concernée. Par contre les pourcentages de la
derniére colonne sont le rapport entre le nombre de patients (n;) de chaque groupe X100 sur le nombre total N=
24448 patients.

Le tableau 1V montre que le variant VIH-1/M a été majoritaire (98,5%) alors que et le

VIH-2 est resté rare (0,03%) dans la population pendant les sept années d’étude. Les analyses

ont aussi rendu 0,7% de sérotypes indéterminés. Sur les 7ans de cette étude, nous observons

une augmentation significative (P=0,001) du taux de patients VIH-1/M+0O soit 0,1% (7 sur

9190) en 2010 a 2,1% (33 sur 1560) en 2016. Le risque associé a 1’augmentation du taux de

patients VIH-1/M+O au fil du temps est consigné dans le tableau V

Tableau V : Risque associé au nombre des doubles réactivites M+0O avec le temps

2010
OR Référence

IC /

p /

OR, odd ratio; IC, intervalle de confiance.

2011

0,9

Années d’étude

2012

2,2

2013

3,1

2014

3,9

2015

5,3

2016

28,3

0,13-36 057-72 117-84 1,27-11,8 1,9-1521 13,3-69,9

0,8

0,2

0,02

0,01

0,001

0,001

Ce risque est significativement accentué ou multiplié par environ quatre a partir de 2014.

1.1.2. Echantillons de DBS collectés au cours de I’EDS 2011

[11.1.2.1. Caractéristique de la population d’étude

Pour la détermination de la prévalence des différents variants du VIH circulant dans la

population générale camerounaise a été menée sur les échantillons de DBS positifs au VIH,

collectés au cours de I’EDS 2011, soit environ 14700 prélevements de sang séché. Ils ont été
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obtenus des femmes agés de 15 a 49 ans et hommes agés de 18 a 59 ans. Apres analyse, 673
prelévements ont eté révélés VIH positifs, ce qui donne un taux de prévalence du VIH de 4,3%
en 2011 au Cameroun. Il est apparu que, plus de femmes étaient infectées (5,6%) comparées
aux hommes (2,9%). Les régions les plus touchées étaient le Sud (7,2%), I’Est (6,3%) et le
Nord-ouest (6,3%) ; la tranche d’age la plus affectée a été celle de 25 a 29 ans. Les personnes
infectées vivaient aussi bien en zone rurale (318 sur 673 ; 47,3%) qu’urbaine (330 sur 673 ;
49%).

[11.1.2.2.  Sérotypage des DBS VIH positifs de ’EDS
Tous les échantillons conclus positifs au VIH au cours du dépistage des 673 échantillons
d’EDS ont été sérotypés. Parmi eux, 646 ont eu une mono-réactivité avec les peptides VIH-
1/M, 4 une mono-réactivité avec les peptides VIH-1/0 et 23 autres ont été conclus de sérotype
indéterminé. Aucune réactivité n’a été observée pour les VIH-1/N, VIH-1/P et VIH-2 ; aucune

double réactivité n’a également été observé (tableau V1).

Tableau VI : Répartition des différents variants de VIH en fonction des régions (villes) du
Cameroun

Variants du VIH

N1 (%) Total

Régions (Villes) VIH-1 VIH-2 . Serotype eggtrﬁi?ltgs

M 0 N M+O indéterminé nz (%)
Adamaoua 55(96,5) 1(1,8) 0(0,00 0(0,00 0(0,0) 1(1,8) 57 (8,5)
Centre 66(97,1) 1(1,5 0(0,00 0(0,00 0(0,0) 1(1,5) 68 (10,1)
(Douala) 57(98,3) 0(0,00 0(0,00 0(0,0  0(0,0) 1(1,7) 58 (8,6)
Est 59(100,0) 0(0,00 0(0,00 0(0,00 0(0,0) 0 (0,0) 59 (8,8)
Extréme-Nord 19(1000) 0(0,00 0(0,0)0 0(0,00 0(0,0) 0(0,0) 19 (2,8)
Littoral 34(91,9) 0(00) 0(00 0(00 0(00) 3(13,0) 37 (5,5)
Nord 36(947) 1(26) 0(00 0(00) 0(00) 1(2,6) 38 (5,6)
Nord-Ouest 82(953) 0(00) 0(00 0(0,0) 0(00) 4(4,7) 86 (12,8)
Ouest 33(100,0) 0(00) 0(00 0(00 0(0,0) 0 (0,0) 33 (4,9)
Sud 57(91,9) 0(00) 0(00 0(00 0(00) 5(8,1) 62 (9,2)
Sud-Ouest 60(952) 0(00) 0(0,0) 0(0,0 0(00) 3(4,8) 63 (9,4)
(Yaounde) 66(97,1) 1(15) 0(00) 0(00) 0(00) 1(1,5) 68 (10,1)
Pas d’info 22(88,0) 0(00) 0(0,0) 0(00 0(00) 3 (12,0) 25 (3,7)
Total 646 (96,0) 4(0,6) 0(0,00 0(0,00 0(0,0) 23 (3,4) 673 (100)
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Le pourcentage des différents variants des colonnes 2 a 7, est le ratio entre le nombre de patients (n1) de
chaque groupe X100 sur le nombre total de patients (n2) de la ligne concernée. Par contre les pourcentages de la
derniére colonne, sont le ratio entre le nombre de patients (n2) de chaque groupe X100 sur le nombre total N=
24448.

Le tableau VI montre une prédominance du VIH-1/M dans toutes les régions du
Cameroun. Les quatre patients diagnostiqués VIH-1/O provenaient un de I’Adamaoua, un du

Nord et deux du Centre dont 1’un de Yaoundé.
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I11.2.  Caractérisation moléculaire des variants non VIH-1/M détectés
Dans cette section, tous les échantillons positifs de sérotype VIH-1 non M et VIH-2 des
deux sous-populations d’étude, soit 202 échantillons (198 échantillons de routine et 4
échantillons de I’EDS), ont été caractérisés dans quatre régions du génome viral a savoir PR,

TI, IN du géne polymérase et gp41 du géne enveloppe.

I11.2.1.  Cas des échantillons de routine regus au CPC

Globalement, 190 VIH-1 non M dont 119 (62,6%) mono-réactifs au VIH-1/O, 70
(36,8%) double reéactifs au VIH-1/M+0, 1 (0,5%) mono-réactif au VIH-1/N et 8 (4,2%) VIH-
2 obtenus en sérotypie ont subi des (RT-) PCRs spécifiques.

1.2.1.1. Variants VIH-1/0O et les doubles réactivités VIH-1/M+O
De 2010 a 2016, le sérotypage a montré que 119 sur 189 (63%) échantillons des patients
recus ont été réactifs avec le peptide VIH-1/0O et les 70 (37%) autres avec le VIH-1/M+O.
Cependant, a cause des problemes de volume insuffisant de certains de ces échantillons, seuls
40 (21,2%), soit 30 échantillons VIH-1/O et 10 échantillons VIH-1/M+O ont été caractérises.
Des (RT-) PCRs spécifiques des groupes VIH-1 M et O ont été réalisées dans quatre les régions

du génome viral suscitées et les résultats sont résumés dans le tableau VI ci-dessous.

E



Tableau V11 : Récapitulatif des résultats obtenus avec les RT-PCRs VIH-1/M et VIH-1/0,
sur échantillons dans les deux génes en fonction des résultats du sérotypage

Profil moléculaire @ Types de réactivités en sérotypie

(conclusion) Mono-réactivit¢ O  Double réactivit¢ M+OQ  Total N=40
ni= 30 np= 10

b
pol M/env M 6 5

(VIH-1/M)
pol O/env O ©
(VIH-1/0)

Positif uniqguement en VIH-
1/0 dans une seule région ¢
(VIH-1/0)
pol M ou O/env O ©
(VIH-1/MO)
pol M/env M+O
(VIH-1/MO associé a un 1 1

virus parental)

pol M+O/env M+Q ¢
(VIH-1/M+0)

26 2 28

1 1

pol : polymérase ; env: enveloppe PR : protéase ; Tl : transcriptase inverse ; Gp41l : glycoprotéine 41 ;
IN : Intégrase.

a : résultats obtenus sur le géne de la polymérase et de I’enveloppe aprés révélation sur gel des produits
viraux amplifiés avec des RT-PCR VIH-1/M et VIH-1/0.

b : les RT-PCRs effectuées étaient positives pour le VIH-1/M uniquement dans les quatre régions PR,
TI, IN (pol) et gp41 (env).

¢ : RT-PCRs positives pour le VIH-1/0 uniquement dans les quatre régions PR, T1, IN (pol) et gp41 (env).

d: RT-PCRs positives pour le VIH-1/0 dans la région IN (pol) uniquement, et négatifs a la fois pour le
VIH-1/M et le VIH-1/0 dans les autres régions.

e : RT-PCRs positives pour le VIH-1/M uniquement dans deux régions PR et IN (Pol), et pour le VIH-
1/O dans la TI (Pol) et la gp4l (env).

f : RT-PCRs positives uniquement pour le VIH-1/M dans trois régions PR, TI, IN (pol) et positifs a la
fois pour le VIH-1/M et le VIH-1/0 en Gp4l (env).

g : les RT-PCRs étaient positives a la fois pour le VIH-1/M et le VIH-1/O dans les quatre régions (PR,
TI, IN et gp41).

En résumé, il ressort de ce tableau que parmi les 30 échantillons mono-réactifs au VIH-
1/0 en sérotypie, les RT-PCRs ont été positives uniquement pour le VIH-1/O dans les quatre
régions ciblées pour 26 (93,4%) d’entre eux, profil en faveur d’une mono-infection VIH-1/0.
Pour trois échantillons (3,3%), les RT-PCRs ont été positives uniquement pour le VIH-1/0 dans
la région intégrase et négatives dans les autres régions pour le VIH-1/M et VIH-1/O. Ces
échantillons ont été considérés comme mono-infectés au VIH-1/O. Chez le dernier échantillon
de cette série (3,3%), des résultats discordants dans les génes pol et env ont été obtenus; seuls
les RT-PCRs ciblant le VIH-1/M dans les régions protéase et intégrase de la polymérase ont été
positives, tandis que les RT-PCRs spécifiques du groupe O ont été positives dans la région
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transcriptase inverse de la polymérase et la région gp4ldu géne enveloppe. Ces résultats
suggérent la présence d’un virus recombinant VIH-1/MO chez ce patient.

S’agissant des 10 échantillons qui ont présenté une double réactivité M+0O en sérotypie,
6 (60%) et 2 (20%) d’entre eux ont obtenu des résultats de RT-PCRs positives dans les quatre
régions ciblées pour le VIH-1/M et VIH-1/O respectivement ; ce profil est en faveur d’une
mono-infection par VIH-1/M ou VIH-1/O. Chez un échantillon (10%), les résultats de RT-
PCRs ont été positifs pour le VIH-1/M dans les trois régions du géne pol, tandis que dans la
gp41 du géne env, les RT-PCRs ont été positives pour les VIH-1/M et VIH-1/0. Ces résultats
sont en faveur de la présence d’au moins deux virus chez ce patient, chez lesquels il y a une
forme recombinante VIH-1/MO. Quant au dernier échantillon double réactif en sérotypie, les
RT-PCRs réalisées ont été positives pour le VIH-1/M et le VIH-1/O dans toutes les régions
amplifiées ; ceci indique la présence d’au moins deux Vvirus chez ce patient et laisse penser a
une double infection VIH-1/M+O0.

Globalement, sur les 40 échantillons analysés, soit 30 mono-réactifs VIH-1/O et 10
double-réactifs VIH-1/M+0O en sérotypie, la caractérisation moléculaire a mis en évidence
quatre profils:

- un profil en faveur d’une mono infection chez 37 échantillons, soit 6 VIH-1/M
(15%) et 31 VIH-1/0O (77,5%);

- un profil en faveur d’un recombinant isolé VIH-1/MO retrouvé dans un
échantillon (2,5%);

- un profil en faveur d’une double infection avec un recombinant VIH-1/MO
associé a un virus parental retrouvé dans un échantillon (2,5%) ;

- enfin un profil en faveur d’une double infection VIH-1/M+QO retrouvée dans un
échantillon (2 ,5%).

» Diversité genétique des VIH-1/0
Du fait de la grande variabilité du gene env, les amplicons de gp41 obtenus chez 26 des
31 échantillons mono-infectés VIH-1/0 ont été séquencés pour en déterminer les sous-groupes
VIH-1/0 et les éventuels liens phylogénétiques existant entre ces souches. Cing (5) échantillons
sur les 31 ont pu étre amplifiés pour I’IN O ; cette région a permis les analyses phylogénétiques.
La figure 19 présente les résultats obtenus. Les séquences de référence ont été choisies de
maniere a representer la diversité genétique des VIH-1/0.
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Figure 19 : Arbres phylogénétiques construits avec (a) le géne gp41 (415bp) et (b) le géne
IN (100pb) des VIH-1/0.

Chaque séquence de référence (en noir) est associée a son numéro d’accession suivi du nom de la
séquence. Les séquences de VIH-1/0O que nous décrivons sont représentées en rouge sur les différents arbres. En
utilisant la classification proposée par Leoz et al, 2015les arbres phylogénétiques obtenus ont permis de classifier

lesVIH-1/OenHetT.

Il ressort de la figure 19 que 25 (80%) des échantillons traités appartiennent aux sous-

groupes VIH-1/0 groupe H et 6 (20%) au sous-groupe T.

» Bilan des analyses des doubles infections VIH-1/M+0O et recombinants VIH-

1/MO obtenus par PCRs
Concernant tous les échantillons conclus doubles infectés en M et O par la PCR (3

échantillons), le tableau V111 récapitule les résultats obtenus dans les différentes PCRs réalisées.
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Tableau VI11: Détail des (RT-) PCRs des échantillons a profil de double infection VIH/M+O
ou recombinant VIH-1/MO

N°du  Conclusion PCR M PCRO Conclusion

Patient sérotypie PR TI IN Gp4l PR TI IN Gp4l moléculaire
1 VIH-1/0 + - + - - + - + VIH-1/MO
2 VIH-1/M+0 + + + + - - - + VIH-1/MO +

parental VIH-1/M

3 VIH-1/M+0 + + + + + + + + VIH-1/M+0

- 1 négatif ; + : positif ; PR : protéase ; T : transcriptase inverse ; Gp41l : glycoprotéine 41 ; IN : Intégrase.

Les RT-PCRs réalisées avec les amorces spécifiques des groupes M et O ressortent 3
profils. Le premier profil est celui d’un recombinant VIH-1/MO « isolé » dont la PR et IN sont
VIH-1/M, et la Tl et gp41 VIH-1/O. Le deuxiéme profil est celui d’une coinfection d’un virus
recombinant dont la pol (PR, Tl et IN) est VIH-1/M et I’env (gp41) est VIH-1/O associé a une
souche parental VIH-1/M. Enfin, le dernier profil quant a lui est celui d’une double infection
VIH-1/M+0, avec toutes les RT-PCRs réalisées positives pour les deux groupe M et O.

L’analyse de similarité « SimPlots » a été réalisée afin de confirmer la présence du virus
recombinant VIH-1/MO chez le premier échantillon, la localisation de certains points de
recombinaison chez ce dernier le cas échéant, ainsi que la présence des deux variants M et O

dans la gp41 dans le cas du deuxieme échantillon (figure 20).
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a) Analyse de similarité (Simplot) des séquences PR+TI, IN et gp41 de I’échantillon présentant un profil recombinaison VIH-1/MO.
Les séquences obtenues aprés séquencage des amplicons avec les (RT-) PCRs en PR, TR, IN et gp41, ont été comparées aux séquences de références représentatives

de VIH-1/M sous-type CRF02_AG (en rouge), et du VIH-1/O sous-groupe H (O.BE.87.ANT70.L20587) (en bleu). Le changement « switch » de la séquence M vers

O est indiqué par une fléche. L’axe des ordonnées représente le pourcentage de similarité entre nos séquences et les séquences de références. L’axe des abscisses quant

a lui représente les différentes positions sur la séquence.
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b) Analyse de similarité (Simplot) des séquences PR+TI et gp41 de I’échantillon présentant un profil de recombinaison VIH-1/MO associé
a un parental.
Les séquences obtenues apres séquencage des amplicons avec les (RT-) PCRs en PR, TR et gp41, ont été comparées aux séquences de références représentatives de
VIH-1/M sous-type CRF02_AG (en rouge), et du VIH-1/0 sous-groupe H (O.BE.87.ANT70.L20587) (en bleu). L’axe des ordonnées représente le pourcentage de similarité
entre nos séquences et les séquences de références. L’axe des abscisses quant a lui représente les différentes positions sur la séquence.

Figure 20 : (a et b) Analyse de similarité (Simplot) des séquences PR+TI, IN et gp41 des deux échantillons présentant un profil recombinaison
VIH-1/MO.
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Dans les SimPlots ci-dessus, la figure (a) correspondant a I’échantillon N°1 met en
évidence un point de recombinaison situé entre la PR et la Tl ; ceci laisse penser que cet
échantillon est un recombinant. L’analyse du génome complet de ce virus pourrait permettre de
mettre en évidence d’autres points de recombinaison qui, d’apres les résultats des différentes
PCR réalisées, pourraient étre entre la Tl et I’IN de la pol et dans la vpr. La figure (b)
représentant 1’échantillon N°2 montre que cedernier est proche des VIH-1/M en polymérase.
Dans I’enveloppe, les séquences de gp41 M et O obtenues de cet échantillon sont proches pour
I’'une des VIH-1/M et pour I’autre des VIH-1/O ; ceci suggere la présence de deux virus chez
cet individu. L’analyse du génome complet chez ce patient pourrait mettre en évidence la
présence de deux virus parmi lesquelles : un recombinant VIH-1/MO ayant une pol M et une
env O et un virus parental VIH-1/M. Ce résultat et le profil pol/env obtenu (tableau VIII)
suggerent que le point de cassure du recombinant serait situé en dehors du gene vpr ; toutefois

ce résultat mérite d’étre confirmé avec la réalisation du génome complet de cet échantillon.

11.2.1.2. Cas des variants VIH-1/N
Entre 2010 et 2016, un échantillon mono-réactif VIH-1/N a été obtenu en 2014 chez une
patiente camerounaise de 43ans résidant dans la région du Centre. Les séquences des amplicons,
obtenues des PCRs internes, des régions IN et gp4l ont permis de construire des arbres
phylogénétiques avec 16 des 20 cas de VIH-1/N actuellement décrits dans le monde, des

séquences de certains variants de VIH-1 M et O, et quelques souches de SIVcpz (figure 21).
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Figure 21 : Arbre phylogénétique a partir des régions (a) gp41 (415bp) et (b) IN (649bp) du
VIH-1/N séquencées.

Chaque séquence de référence (en noir) est associée a son numéro d’accession accompagné du nom de
la séquence. Le nouveau VIH-1/N que nous décrivons ici est représenté en rouge sur les différents arbres.

Ces arbres phylogénétiques montrent bien que les séquences de cet échantillon sont
celles du VIH-1/N. Cette souche est bien distincte de celles de VIH-1/N décrites jusqu’a présent
(figure 21 a et b).

111.2.1.3. Cas des variants VIH-2

Tous les échantillons réactifs avec les peptides du VIH-2 au sérotypage ont été
caractérisés par des RT-PCR nichées ciblant les régions protéase et transcriptase inverse du
gene de la polymérase. Au cours des sept années de la présente étude, 8 échantillons VIH-2
positifs (0,03%) ont été détectés en sérotypie ; ils provenaient tous des adultes de plus de 30
ans dont la plupart (75%) étaient des femmes. La moitié de ces échantillons a pu étre amplifiée
et I’arbre phylogeénétique a été construit. 1l est apparu que parmi les 4 échantillons positifs, 2
étaient des VIH-2/A et 2 des VIH-2/B (figure 22).
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Figure 22 : Arbre phylogénétique construit a partir de la région protéase amplifiée et
séquencée chez les VIH-2 positifs (100pb).
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Les VIH-2 que nous décrivons sont représentés en rouge. L’évaluation de la robustesse des topologies
des arbres a été faite par le test de « bootstrap » avec 1000 ré-échantillonnages « 1000 replicates ». Pour la clarté
des arbres phylogénétique, le seuil de significativité considéré dans ce travail était de 70%.

11.2.2. Cas des échantillons collectés au cours de ’EDS 2011

Tous les échantillons VIH non M ont été caractérisés. Globalement, sur les 673

échantillons conclus VIH positifs au cours de I’EDS, quatre (0,6%) ont été mono-réactifs avec
les peptides VIH-1/0 ; ils ont été caractérisés dans 4 régions PR, Tl, IN et Gp41 (tableau IX).

Tableau I X : Résultats des PCR M et O réalisées sur les VIH-1/0 de I’EDS 2011

Code Résultats PCRM PCRO Profil
Patients  sérotypage @ PR TI IN  Gp4l PR Ti IN  Gp4l moléculaire
526 VIH-1/0 - - - - + + + + VIH-1/0
4420 VIH-1/0 - - - - + + + + VIH-1/0
5246 VIH-1/0 - - - - + + + + VIH-1/0
14376 VIH-1/0 - - - - + + + + VIH-1/0

- négatif ; + : positif ; PR : protéase ; Tl :

transcriptase inverse ; Gp41 : glycoprotéine 41 ; IN : Intégrase.
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Pour tous les quatre échantillons réactifs VIH-1/O en sérotypie, les PCRs de
confirmation spécifiques M et O effectuées ont montré une amplification positive uniquement
pour le VIH-1/O dans les 4 régions ciblés analysées (tableau 1X). Seuls les amplicons obtenus
de la région intégrase ont été sequencés pour des analyses phylogénétiques. L’arbre
phylogénétique construit montre que toutes les souches de O obtenues sont du sous-groupe H
(figure 23).
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Figure 23 : Arbre phylogénétique représentant les différents groupes de VIH-1/O sur la
gp41de I’enveloppe (415pb).

Les échantillons O décrits sont représentés en rouge sur ’arbre. L’évaluation de la robustesse des
topologies des arbres a été faite par le test de « bootstrap » avec 1000 ré-échantillonnages « 1000 replicates ». Pour
la clarté des arbres phylogénétique, le seuil de significativité considéré dans ce travail était de 70%.
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I11.3. Détermination du profil de résistance et frequence de detection des

différentes mutations de résistance du VIH circulant au Cameroun
La résistance du VIH aux molécules administrées aux patients camerounais a été
identifiée a partir de nos deux sous-populations d’étude a savoir : les échantillons des plasmas
des patients recus en routine au CPC pour un test de résistance du VIH aux ARVs et les DBS

conclus VIH positifs au cours de I’EDS de 2011.
I11.3.1. Identification des résistances du VIH chez les patients recus en routine
au CPC
[11.3.1.1. Caractéristiques de la population d’étude

D’aoit 2013 a décembre 2016, 295 patients infectés par le VIH ont été regus au
laboratoire de VIH du CPC pour un test de résistance aux ARVs (tableau X). L’age médian de
ces patients était de 44ans (IQR = 31 a 48 ans) ; parmi ces derniers, 50,7% (148) étaient des
femmes, 38,3% (113) des hommes; les données manquantes sur 1’age et le genre ont
respectivement été observées pour 13,6% (40) et 10,8% (32) de patients. En effet, certains
formulaires de renseignements utilisés en routine au CPC pour la réalisation de cette analyse

n’étaient pas correctement remplis.

Du tableau X il ressort que 68,8% (203 sur 295) des patients avaient une charge virale
plasmatique supérieure a 3log copies/mL, tandis que pour 7,5% (22 sur 295) cette CV était
inférieure a 3log. Les fiches de certains patients 23,7% (70 sur 295) n’ont pas rendu de données
sur la charge virale. La durée médiane du traitement aux ARVs est de 48 mois, soit quatre ans
(IQR = 2-7 ans). Plus de la moitié des patients, soit 51,2% (151 sur 295), ont déclaré étre en
premiere ligne de traitement, 18,3 % (54 sur 295) en deuxiéme ligne ; prés d’un tiers, Soit
30,5% (90 sur 295), ignoraient leurs molécules de traitement. Les schémas thérapeutiques
antirétroviraux utilisés pour les patients en premiére ligne de traitement ont été 3TC + TDF +
EFV pour 106 patients sur 151 (70,2%), 3TC + AZT + NVP pour 42 patients sur 151 (27,8%)
et 3TC + d4T + NVP pour 3 patients sur 151 (2%). Pour le traitement de deuxiéme ligne, le
Lopinavir (LPV) est le seul inhibiteur de protéase retrouvé en combinaison avec 2INTIs : 3TC
+ TDF pour 31 patients sur 54 (57,4%), 3TC + AZT pour 17 patients sur 54 (31,5%) et ABC +
ddl pour 6 patients sur 54 (11,1%).
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Tableau X : Caractéristiques générales de la population considérée pour le test de résistance
du VIH aux ARVs (N=295)

Patient Médiane (IQR) Nombre de patients (n)  Pourcentage (%)
Age (ans) 44(31-48)
<15 33 11,2
15-50 171 58,0
>50 51 17,3
Pas d’information 40 13,6
Genre
Homme 113 38,3
Femme 150 50,5
Pas d’information 32 10,8
CV (log) 4,9 (4,2-5,5)
<3 22 7,5
3-5 95 32.2
>5 108 36,6
Pas d’information 70 23,7
Durée du TARV (mois) 48 (24-84)
<12 19 6,4
12-48 98 33,2
>48 86 29,2
Pas d’information 92 31,2
TARV
Premiére ligne 151 51,2
3TC+TDF+EFV 106 70,2*
3TC+AZT+NVP 42 27,8*
3TC+d4T+NVP 3 2*
Deuxiéme ligne 54 18,3
3TC+TDF+LPVI/r 31 57,4*
3TC+AZT+LPVIr 17 31,5*
ABC+ddI+LPV/r 6 11,1%
Pas d’information 90 30,5

Le pourcentage des différents groupes est le rapport entre le nombre de patients dans chaque groupe (n)
X100 et le nombre total de patients (N) ; a I’exception des groupes des patients sur premiere et deuxiéme lignes
ou le pourcentage (*) a été déterminé en utilisant le rapport du nombre de patients de chaque combinaison d’ARVs
X100 sur le nombre total de personnes sur cette ligne de traitement (en gras).

ABC, abacavir ; AZT, zidovudine ; CV, charge virale ; d4T, stavudine ; EFV, efravirenz ; 11Q, intervalle
interquartile ; LPV/r, lopinavir/ritonavir ; N, nombre de patients regu dans I’étude ; n, le nombre de patients dans
chaque groupe ; NVP, névirapine ; TDF, ténofovir ; TARV, traitement antirétroviral ; 3TC, lamivudine.

111.3.1.2.  Analyse phylogénétique des séquences obtenues
Aprés séquencage des régions protéase et transcriptase inverse du géne de la
polymeérase, des 295 échantillons de plasmas des patients recus, la répartition des sous-types du
VIH a montré que la plupart de ces sujets étaient infectes par des VIH-1/M du sous-groupe non-
B qui comprennent six sous-groupes et trois formes recombinantes circulantes notamment: A
pour 17 patients (5,8%), C pour 1 patient (0, 3%), D pour 11 patients (3,7%), F pour 13 patients
(4,4%), G pour 14 patients (4,7%), H pour 2 patients (0,7), CRFO2_AG pour 220 patients
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(74,6%), CRFO1_AE pour 3 patients (0,3%) et CRF_11-cpx pour 12 patients (4,1%). Une
infime proportion de ces patients 0,7% (2 sur 295) s’est trouvée infectée par le VIH-1/0O du
sous-groupe H. Ces résultats sont illustrés dans le camembert de la figure 24.

H (@]

G CRF11-cpx C
0,7% p
47% 0'7%\" 4,1% 5’2% 0,3%
5 F >~ ! CRFO1-AE
4,4% 9
3,7% 1%

!CRFOZAG

74,6%

Figure 24 : Taux de répartition des différents sous-types du VIH circulant dans la population
étudiée.

Ainsi, le sous-groupe CRF02_AG a prédominé chez les patients regus, suivi par le sous-
type Aet G.

111.3.1.3.  Mutations de résistance

Les différentes mutations de résistance circulant au sein de la sous-population d’étude
ont été identifiées sur le génome viral (figure 25). Chez les INTI, la mutation prédominante est
la M184V/I avec un taux de 75,3% (222 individus sur 295) ; elle est suivie de la T215Y/F/C
(29,8% ; 88 individus). Il a également été noté une faible expression de la mutation A62R
(1,4% ; 4 individus) dans ce groupe. Concernant les INNTI, les mutations prédominantes ont,
par ordre de grandeur décroissante, été la K103S/N/R (47,8% ; 141 individus), la Y181C
(26,1% ; 77 individus) et la G190 A/S (22,4% ; 66 individus). Aucune insertion au codon 69
n’a été identifiée. Par ailleurs, chez les inhibiteurs de protéase (IP), une forte expression des
mutations de polymorphisme a été observée avec une prédominance de celle de la M361/L
(96,6% ; 285 individus) suivie par ordre décroissant de la H69K/N/R/Q (94,6% ; 279
individus), la L8IM/I/V (92,9%, 274 individus) et de la K20R/I (82% ; 242 individus).
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Figure 25 : Différentes mutations observées chez les VIH circulant au sein des 295 patients recus en routine au CPC
A : Alanine ; C : Cystéine ; D : Aspartic ; E : Glutamic ; F : Phénylalanine ; G : Glycine ; H : Histidine ; | : Isoleucine; IP : Inhibiteur de protéase; INTI : Inhibiteur

nucléotidique de transcriptase inverse ; INNTI : Inhibiteur non nucléotidiques de transcriptase inverse ; K : Lysine; L : Leucine ; N : Asparagine ; M : Méthionine ; P, Proline;
Q : Glutamine ; R, Arginine ; S : Serine; T : Thréonine ; V : Valine ; W : Tryptophane ; Y : Tyrosine.
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Ces mutations des virus portes par les patients ont permis de statuer sur le caractere

sensible, résistant et résistance possible du virus aux ARVSs.

[11.3.1.4. Résistance du VIH aux ARVs
» Description de la résistance en fonction des classes d’ARVs utilisées
Les différentes résistances aux ARVs observées pour les deux régions analysées (PR et

TI) ont rendu les résultats du tableau XI.

Tableau XI: Résistance du VIH aux différents ARVs

ARVs Résultat du test
Classes Noms Sensible Re5|s_t ant Résistant (%0)
possible
IDV 266 1 28 (9,5)
SQVIr 227 37 31(10,5)
NFV 274 9 12 (4,1)
Ip FPVI/r 273 0 22 (7,5)
LPVI/r 271 5 19 (6,4)
ATVIr 267 12 16 (5,4)
TPVIr 16 17 262 (88,8)
DRV/r 289 2 4 (1,4)
ZDVIAZT 186 2 107 (36,3)
3TC/IFTC 72 1 222 (75,3)
INT ddl 229 10 56 (19,0)
daT 154 3 138 (46,8)
ABC 152 45 98 (33,2)
TDF 207 13 75 (25,4)
EFV 71 0 224 (75,9)
INNTI NVP 69 0 226 (76,6)
ETV 199 35 61 (20,7)
RPV 136 0 159 (53,9)

Le pourcentage de résistance représente le rapport entre le nombre de patients présentant une résistance a
une molécule et le nombre total de patients recus. N=295

ABC, abacavir ; ARVs, antirétroviraux ; ATV/r, atazanavir ; ddl, didanosine ; DRV/r, darunavir ; d4T,
stavudine ; EFV, éfavirenz; ETV, étravirine; FPV/r, fosamprénavir; IDV, indinavir; INTI, Inhibiteurs
nucléosidiques de la transcriptase inverse ; INNTI, inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse ; 1P,
inhibiteurs de la protéase ; LPV/r, lopinavir ; NFV, nelfinavir ; NVP, névirapine ; r, ritonavir ; RPV, rilpivine ;
SQV/r, saquinavir; TDF, ténofovir; TPV/r, tipranavir; ZDV/AZT, zidovudine; 3TC/FTC,
lamivudine/Emtricitadine.

De facon globale, et pour les INTI, la résistance & la Lamivudine est prépondérante
(75,3% ; 222 patients) ; elle est suivie par la Stavudine (46,8% ; 138 patients) et la Zidovudine
(36,3% ; 107 patients). Dans cette classe d’ARVs, la résistance a la Didanosine (19% ; 56

individus) a été la moins observée. Concernant les INNTI, 226 patients (76,6%) ont été
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résistants a la Névirapine ; 224 autres (75,9%) 1’ont été a 1I’Efavirenz, alors qu’une résistance
relativement faible a I’Etravirine (20,7 %) a été observée chez 61 individus. Pour les IP, une
faible résistance a été remarquée pour 1I’ensemble des molécules, soit moins de 10% dans la
plupart des cas), exception faite de la Tipranavir pour laquelle un taux de résistance de 88,8%
(262 individus) a été trouvée. La molécule la plus efficace dans ce groupe est le Darunavir avec

1,4% de résistance chez 4 patients seulement.

» Résistance en fonction des combinaisons de TARV utilisées

De facon générale, 69,5% (205 individus sur 295) des patients enregistrés maitrisaient
les informations sur leur protocole de traitement antirétroviral. L’analyse des différents schémas
thérapeutiques a montré que pour les INTI, la molécule la plus prescrite aux patients est la
Lamivudine (97,1% ; (199 individus) ; elle est suivie du Tenofovir (66,8% ; 137 individus).
Parmi les IP, seule le Lopinavir été administré. Parmi les patients traités avec la 3TC en
premiére et deuxiéme lignes, 76,4% (152 patients sur 199) ont été porteurs d’un virus résistant
a cette molécule, alors que 36,5% (50 patients sur 137) des patients ont hébergé un virus
résistant au Ténofovir sur les deux lignes. En plus, sur les 151 sujets sous traitement en premiere
ligne, 121 (80,1%) se sont révelés infectés par un virus résistant a la Lamivudine alors que
57 (41,6%) ont montré une résistance au Tenofovir. En deuxiéme ligne, sur les 54 patients ayant
des informations sur leur traitement ARV, 68,5% (37 individus sur 54) ont résisté a la
Lamivudine et 16,7% (9 individus sur 54) au Tenofovir (tableau XI1).
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Tableau XII : Résistance aux différents traitements et aux molécules utilisées

Nombre de TDF EFV AZT NVP d4T ABC ddI LPV
TARV p%gell{l\t/s (S(;l)ls Nombre de patients avec un virus résistant a la molécule correspondante par rapport a la ligne de TARV
? (% de résistance en fonction des molécules administrées)

Premiére ligne 151 (73,7) 121 (80,1) 57 (41,6) 124 (82,1) 47 (31,1) 125(82,8) 71 (47,1) - - -
3TC+TDF+EFV 106 (70,2) 84 (79,2) 46 (43,4) 89 (84) 26 89 50 - - -
3TC+AZT+NVP 42 (27,8) 35 (83,3) 9 33 20 (47,6) 34 (81) 20 - - -
3TC+d4T+NVP 3(2) 2 (66,7) 2 2 1 2 (66,7) 1(33,3) - - -
Deuxiéme ligne 54 (26,3) 37 (68,5) 9 (16,5) - 22 (40,7) - - 12 (22,2) 4(74) 10 (18,5)
3TC+TDF+LPV/r 31 (57,4) 19 (61,3) 4(12,9) - 12 - - 6 0 6 (19,4)
3TC+AZT+LPV/r 17 (3L,5) 12 (70,6) 3 - 5(29,4) - - 4 2 3(17,6)
ABC+ddI+LPV/r 6 (11,1) 6 2 - 5 - - 2(33,3) 2(33,3) 1 (16,7)

Le tableau montre (en gras) le nombre de patients admis sur les différentes lignes de traitements et résistants aux molécules utilisées.

ABC, Abacavir ; AZT, Zidovudine ; ddl, Didanosine ; d4T, Stavudine ; EFV, Efavirenz ; LPV/r, Lopinavir ; NVP, Névirapine ; TARV, Traitement antirétroviraux ;
TDF, Ténofovir ; 3TC, Lamivudine. N=205
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En premiere ligne, parmi les 106 patients traités avec le 3TC + TDF + EFV, 84 (79,2%)
ont résisté a la 3TC, 46 (43,4%) au TDF et 89 (84%) a EFV. Des 42 patients mis sous 3TC +
AZT + NVP, 35 (83,3%) ont été résistants a la 3TC, 20 (47,6%) a I’AZT et 34 (81%) a laNVP.
Enfin des 3 malades traités avec le 3TC + d4T + NVP, 2 (66,7%) ont résisté a la 3TC et a la
NVP et un seul a la d4T (tableau XII).

Sur les 54 patients mis sur traitement de deuxiéme ligne, 31 (57,4%) ont regu la
combinaison de 3TC + TDF + LPV ; parmi eux 19 (61,3 %), 4 (12,9%) et 6 (19,4%) ont été
déclares résistants respectivement a la 3TC, au TDF et a la LPV. Dix-sept autres patients ont
été soumis a la combinaison 3TC + AZT + LPV ; parmi eux 12 (70,6%) ont résisté au 3TC, 5
(29,4%) aI’AZT et 3 (17,6%) a la LPV. Quant aux 6 patients traités avec la combinaison ABC
+ddl + LPV, 2 (33,3%) ont été déclares résistants a I’ABC et a la ddl ; enfin un seul (161,7%)
a été resistant a la Lopinavir.

Chez certains malades, la résistance a été observée a plus d’une des molécules de leur
combinaison de TARV. Cette multi-résistance a été surtout notée chez les personnes sous
traitement en premiére ligne comparées a celle traitées en deuxiéme ligne (tableau XIII).

Tableau XI11 : Résistance des patients aux molécules administrées

........................ Nombre de patients résistants (%) — Total
TARV Aucune 1 2 3 patients
1% ligne 23 (15,2) 8 (5,3) 60 (39,7) 60 (39,7) 151
2" ligne 17 (31,5) 20 (37) 11 (20,4) 6 (11,1) 54
Total 40 28 71 66 205

Sur ce tableau, les pourcentages ont été calculés par ligne de traitement.

Ainsi, sur les 151 sujets traités en premiere ligne, 60 (39,7%) ont résisté a deux des trois
médicaments qui leur ont été administrés. Ce résultat indique que ces personnes étaient de bons
répondeurs a une seule de ces trois molécules donc en monothérapie fonctionnelle. Soixante
autres malades (39,7%) ont été résistants aux trois molécules utilisées pour leur traitement.
Concernant la deuxiéme ligne de traitement, 20,4% des induits sur 54 ont été résistants a deux
des trois molécules présentes dans leur trithérapie et 11,4% soit 6 personnes sur 54 ont résisté
a toutes les molécules utilisées pour leur traitement.

Concernant les personnes infectées par le VIH-1/0, deux ont été recues au cours de cette
étude ; parmi ces derniéres, seule une a résisteé a tous les ARVs ciblant les deux régions d’intérét,

a I’exception du Nelfinavir, Tipranavir et Didanosine. Le deuxieme échantillon quant a lui a
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résisté a tous les INNTI et a la Zidovudine, la Lamivudine et la Stavudine concernant les INTI ;
mais sensible a tous les IP. Néanmoins, concernant les molécules administrées, ces deux
patients ont hébergé des virus résistants a une et deux molécules de leur trithérapie
respectivement.
» Evolution de la résistance du VIH aux ARVs au fil des années

Sur les quatre années de cette étude, parmi les 205 personnes pour lesquelles on a
disposé des informations sur le protocole de traitement, 9 (4,4%) ont été regues en 2013, 44
(21,5%) en 2014, 65 (31,7%) en 2015 et 87 (42,4%) en 2016. L’observation faite sur les neuf
molécules identifiées dans les protocoles de traitement a montré une évolution constante, année
apres année, du nombre de patients traités avec les molécules identifiées et dans le méme ordre,
de la résistance a ces molécules a I’exception du TDF. Au total, 137 (66,8 %) patients sur les
205 observés avaient le TDF dans leur combinaison de traitement. Parmi ces malades, 50
(36,5%) ont hébergeé un virus résistant au TDF. Il est noté année apres année, une augmentation
statistiquement significative (P = 0,02) du nombre de patients traités avec le Ténofovir ; partant
de 33,3% (3/9) en 2013, 52,3 % (23/44) en 2014, 70,8 % (46/65) en 2015 et 74,7 % (65/87) en
2016 (figure 26). Dans le méme sens, une augmentation statistiquement significative (P = 0,01)
de la résistance du VIH au Ténofovir chez les patients traités avec cette molécule a également
été observée a partir de 2014 avec des taux allant de 21,7% (5/23), 26,1% (12/46) a 47,7%
(31/65) en 2014, 2015 et 2016 respectivement (figure 26).

Patients traités avec
le Ténofovir
100 1 B Patients résistants
a 90 66.7 70,8 (254;5377) au Ténofovir
S 80 - ' (46/65) ——
= (213) -
S 70 52,3
© 50 (23/44) ar,7
g e (31/65)
> 50 - 33,3
s (3/19) 26,1
g 407 21,7 12/46)
§ 30 - (5/23)
a 20 -
10 -
0 T T T T
2013 2014 2015 2016

Figure 26 : Evolution du nombre de patients traités au Ténofovir, et de la résistance du VIH a

cette molécule chez ces patients de 2013 a 2016

En vert, le pourcentage des patients sous Ténofovir par année ; soit le nombre de patients traités avec le
Ténofovir dans I’année X100, sur le nombre de patients de la méme année pour lesquels on dispose des
informations sur le protocole de traitement. En rouge, le pourcentage des patients résistants au Ténofovir par
année ; soit le nombre de malade résistants au Ténofovir dans 1’année X100, sur le nombre de patients de la méme
année traités avec le Ténofovir.
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La résistance du VIH au Ténofovir a été détectée exclusivement chez les patients en
premiére ligne de traitement. Les mutations observées chez les patients possédant un virus
résistants au Tenofovir dans cette étude ont été : la K65R/E a 51 %, suivie dans 1’ordre
décroissant de la M41L (32%), T215Y (26%), K70E (23%), L210W (19%), E44D (17%),
D67N (17%), L74V/1 (17%) et enfin T69D/N (11%). Nos analyses ont également montré une
association positive entre la résistance au TDF et la durée de traitement chez les personnes
traitées avec cette molécule. Cette corrélation a été observée en particulier chez les patients
ayant le Ténofovir dans leur protocole de traitement depuis un an (p = 0,03) et 2 ans (p = 0,01).
En outre, il a été constaté que I’utilisation de la combinaison Ténofovir associée a la
Lamivudine et I’Efavirenz en premiére ligne de traitement chez un patient augmente le risque

d’apparition de résistances au TDF (p = 0,004).

En ce qui concerne les personnes non traités avec le Ténofovir, une augmentation pas
statistiquement significative de la résistance au TDF a été observée partant de 14,3% (3/21) en
2014, a 21,1% (4/19) et 27,3% (6/22) en 2015 a 2016 respectivement. Dans ce groupe de
patients, toutes les résistances étaient pour la plupart observées chez les patients sous traitement

de premiére ligne.

[11.3.2.  Identification des résistances du VIH dans la population de ’EDS
11.3.2.1. Caractérisation de la population d’étude

La résistance au sein de la population de I’EDS a été recherchée sur les 673 échantillons
de sang séchés sur papier buvard collectés au cours de ’EDS 2011. Les régions protéase et
transcriptase-inverse du gene de la polymérase analysées par PCRs ont permis d’obtenir sur ces
673 échantillons de DBS, une amplification positive consécutivement sur les deux régions chez
294 (43,7%) DBS, une amplification positive uniquement dans la région PR ou TI chez 67
(10%) et 59 (8,8%) DBS respectivement, et les échecs d’amplifications dans les deux régions
ont été identifiés chez 253 (37,5%) DBS dans toutes des PCRs réalisées.

Seuls les échantillons de DBS avec des amplifications positives a la fois en PR et Tl ont
été séquenceés, soit 294 amplicons. Parmi ces échantillons, 160 (54,4%) ont eu un séquengage
positif sur les deux régions, 25 (8,5%) et 18 (6,1%) amplicons ont obtenus une amplification
positive uniquement en protéase ou en transcriptase-inverse respectivement, et 91 (31%)

amplicons ont eu des échecs de séquencgage dans les deux régions (tableau XI1V).
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Tableau X1V : Bilan des résultats du séquencage obtenus dans les deux régions

Protéase (PR)

Transcriptase-
inverse (T1)

T+
TI-

PR+, séquencage positif en protéase ; PR-, échec de séquencage de la protéase ; T+ séquencage positif
en transcriptase inverse ; TI- échec de séquencgage de la transcriptase inverse.

111.3.2.2. Identification des génotypes du VIH observes

Les séquences obtenues des 160 DBS sequencés sur les deux régions ont été utilisées
pour les analyses phylogénétiques afin d’identifier les différents génotypes. L’arbre
phylogénétique construit avec certaines séquences de référence du VIH a montré que ces
échantillons étaient infectés par des VIH-1/M de sous-types non-B pour la plupart, soit dans
I’ordre décroissant les sous-types CRF02_AG pour 100 échantillons (62,5%), A pour 17
échantillons (10,6%), F et G pour 10 échantillons (6,3%) chacun, CRF01_AE et CRF11-cpx
pour 5 échantillons (3,1%) chacun, J pour 4 échantillons (2,5), CRF13 cpx pour 2
échantillon (1,3%), CRF06 _cpx, CRF18 cpx et CRF09 cpx pour 1 échantillon (0,6%)
chacun; une infime proportion de ces échantillons 2,5% (4 sur 160) était infectée par le VIH-

1/0 du sous-groupe H. Ces résultats sont illustrés dans le camembert de la figure 27.
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Figure 27 : Genotypes de VIH circulant dans la population de I’EDS

Ainsi, le sous-groupe CRF02_AG prédomine a 62,5% (100/160) chez les patients
recus ; il est suivi par le sous type A. Une faible proportion de VIH-1/0 (2,5%) a également été

observée.

111.3.2.3. Mutations de résistance observées dans la population de I’EDS

Les différentes mutations de résistance observées au sein de cette population d’étude
ont été identifiées sur le génome viral (figure 28). De facon générale, sur des trois classes
d’ARVs étudiés, une trés faible expression des mutations qui conférent les résistances a été
observée (moins de 10%) et une forte représentation des mutations de polymorphismes (plus
de 80%) a également été obtenue.

Chez les INTI, parmi les quelques mutations observées, la mutation prédominante est la
M184V/1 5,6% (9 individus sur 160). Elle est suivie de la T215Y/F/C (5% ; 8 individus sur
160). Concernant les INNTI, Les mutations les plus exprimeées sont la V90l et V1791/D (3,1% ;
5 individus sur 160) respectivement. Aucune insertion n’a été remarquée au codon 69. Par
ailleurs, chez les IP, une forte expression de la mutation M361/L 97,5% (156 DBS sur 160) a
été observée, suivie des mutations H69K/N/R/Q et L8IM/I/V a 96,3% (154 DBS sur 160) et
95% (152 DBD sur 160) respectivement. Tous ces résultats sont résumés dans la figure 28

présentée Ci-dessous.
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Figure 28 : Différentes mutations de résistances observées chez les VIH circulants au sein des 160 DBS analysés.

A : Alanine ; C : Cystéine ; D : Aspartic ; E : Glutamic ; F : Phénylalanine ; G : Glycine ; H : Histidine ; I : Isoleucine; IP : Inhibiteur de protéase; INTI : Inhibiteur nucléotidique
de transcriptase inverse ; INNTI : Inhibiteur non nucléotidiques de transcriptase inverse ; K : Lysine; L : Leucine ; N : Asparagine ; M : Méthionine ; P, Proline; Q : Glutamine
; R, Arginine ; S : Serine; T : Thréonine ; V : Valine ; W : Tryptophane ; Y : Tyrosine.
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111.3.2.4. Résistance aux ARVs
Globalement, une faible résistance a été observée au sein de cette population. Le tableau
XV résume les résultats obtenus.

Tableau XV : Interprétation de la résistance observée au sein de la population de I’EDS

ARVs Résultat du test
Classes Noms Sensible Resistant Résistant (%)
possible

IDV 159 0 1(0,6)
SQVIr 124 23 13(8,1)
NFV 155 5 5(3,1)
1P FPVIr 160 0 0 (0,0
LPVIr 157 1 2(13)
ATVIr 145 11 4 (2,5)

TPVIr 2 10 148 (92,5)
DRVI/r 159 0 1 (0,6)
ZDVIAZT 120 0 10 (6,3)
3TC/FTC 152 0 8 (5,0)
ddl 159 0 1(0,6)
INTI daT 151 0 9 (5,6)
ABC 150 9 1(0,6)
TDF 160 0 0 (0,0)
EFV 150 0 10 (6,3)
NVP 150 3 7 (4,4)
INNTI ETV 148 2 10 (6,3)
RPV 147 0 13 (8,1)

Le pourcentage de résistance représente le rapport entre le nombre de patients présentant une résistance a
une molécule et le nombre total de patients analysés. N=160

ABC, abacavir ; ARVs, antirétroviraux ; ATV/r, atazanavir ; ddl, didanosine ; DRV/r, darunavir ; d4T,
stavudine ; EFV, éfavirenz; ETV, étravirine; FPV/r, fosamprénavir; IDV, indinavir; INTI, Inhibiteurs
nucléosidiques de la transcriptase inverse ; INNTI, inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse ; IP,
inhibiteurs de la protéase ; LPV/r, lopinavir ; NFV, nelfinavir ; NVP, névirapine ; r, ritonavir ; RPV, rilpivine ;
SQV/r, saquinavir; TDF, ténofovir; TPV/r, tipranavir; ZDV/AZT, zidovudine; 3TC/FTC,
lamivudine/Emtricitadine.

De facon globale, concernant les INTI, la résistance la plus récurrente est celle a la
Zidovudine (6,3% ; 10 patients), suivie par la Stavudine (5,6% ; 9 DBS) et la Lamivudine (5% ;
8 patients). Tandis que, concernant les INNTI, la résistance a la Rilpivirine était prédominante
a 8,1% (13 DBS sur 160). Par contre, chez les IP, la résistance la plus exprimée était celle a la
Saquinavir a 8,1% (13 DBS sur 160). Une résistance naturelle au Tipranavir a 92,5% (148 sur
160 DBS) a éte également obtenue.
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Chapitre IV : Discussions
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IV.1. Détermination de la fréquence de détection des différents variants du VIH
circulant au Cameroun

Le premier objectif de ce travail était de déterminer la proportion des différents variants
du VIH circulant au Cameroun. Cette étude a été précédee par plusieurs autres réalisées sur la
diversité génétique du VIH au Cameroun ; celles-ci ont établi que tous les types de VIH (1 et
2) et tous les groupes de VIH-1 (M, N, O et P) circulent dans notre pays (Mourez et al., 2013).
Ayouba et al. (2001) ont aussi évalué 1’évolution des différents variants du VIH au Cameroun
de 1986 a 1998. Leur analyse a chevauché celle de Vergne et al. (2003) menée sur six ans (de
1996 a 2001) avec 1469 echantillons VIH positifs collectés dans la ville de Yaoundé. A partir
d’une étude menée de 2006 a 2007, Verssiere et al. (2010b) ont mis a jour les données de
Ayouba et al. (2001) et de Vergne et al. (2003) qui ont, par la suite, été bien documentées par
Villabona et al. (2015) pour la période de 2006 a 2013. Ces quatre études ont bien montreé la
présence du variant VIH-1/O au Cameroun et que celui-ci a tendance a avoir une évolution
constante avec le temps. Cependant, bien que ces études montrent la circulation de certains
variants au Cameroun, leur échantillonnage est resté parcellaire puisque essentiellement réalise
dans les régions du Centre et du Nord. De plus, les fréquences de ces variants étant obtenues
des échantillons de convenance des patients majoritairement recus dans des centres
hospitaliers, ceci constitue un biais dans I’estimation des prévalences. Pour corriger cette limite,
le présent travail a utilisé deux sous-populations d’étude. La premiére sous-population est
constituée des échantillons de plasmas de patients recus au CPC de 2010 a 2016 pour une
sérologie VIH ; elle a permis (1) une nouvelle détermination des proportions des différents
variants de VIH circulant au Cameroun pendant cette période et (2) une mise a jour des données
sur ce sujet. La deuxiéme sous-population d’étude est celle des échantillons de DBS collectés
au Cameroun au cours de 1’enquéte démographique de santé réalisée en 2011. Ces échantillons
ont permis d’avoir des estimations nationale et régionales.

Parmi les 83254 échantillons testés au CPC, de 2010 a 2016, 57552 (69,1%) ont eu une
sérologie VIH négative, 24449 (29,4%) une sérologie VIH positive, et 1253 (1,5%) une
sérologie VIH indéterminée. Cette proportion des cas positifs de 29,4% est proche de 26,7%
obtenue par Ayouba et al. (2001) chez des patients recus au CPC entre 1986 et 1998; elle est
toutefois trés élevée comparée a la prévalence nationale de 4,3 % obtenue des échantillons de
I’EDS 2011 (ORC-Macro, 2011). Cet écart de proportions peut étre explique par le fait que le
CPC, laboratoire national de réference pour le diagnostic et le suivi des personnes vivant avec
le VIH (PVVIH), recoit beaucoup d’échantillons de patients provenant de nombreux centres de

santé des dix régions de notre pays, pour confirmation du diagnostic VIH. Cette situation crée
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un énorme biais au niveau de la sélection des échantillons analysés en routine au CPC par
rapport a I’EDS.

Cependant, le taux des personnes déclarées VIH positifs au CPC a diminué avec le
temps, passant de 53,2% en 2010 a 15,5% en 2016 (OR=0,16 ; CI =0,15-0,17 ; P=0,001). Ce
résultat va dans le méme sens que celui observé a 1I’échelle nationale. Une diminution de la
prévalence du VIH au Cameroun a d’ailleurs déja été observée lors des deux précédents EDS,
partant de 6,7% en 1998 a 5,5% en 2004 ; la prévalence de 4,3% obtenue au cours de I’EDS-
2011 a aussi confirmé cette baisse de I’infection a VIH dans notre pays. Une récente étude,
nommee CAMPHIA « Cameroon population-based HIV impact assessment », a confirme la
diminution de la prévalence du VIH, qui est passee de 4,3% avec I’EDS-2011 a 3,2% en 2018
(Phia-projet, 2018). Le renforcement de la politique de lutte contre le VIH au Cameroun,
I’amélioration de la prise en charge avec la gratuité des ARVs qui a élevé le nombre de patients
mis sous TARV, le renforcement de la prévention de la transmission du VIH de la mere a
I’enfant (PTME) avec adoption de 1’option B+ en 2013 et 1’adoption de la stratégie de « Test
and Start » de ’OMS en 2015, sont quelques facteurs qui contribuent positivement a la
diminution de la prévalence du VIH dans notre pays.

Parmi les 24449 échantillons positifs analysés au CPC de 2010 a 2016, le sérotypage a
rapidement discriminé les mono-réactivités sérologiques VIH-1/M, O, N ou VIH-2 et les
doubles réactivités VIH-1/M+0O. Concernant les cas de mono-réactivités, les résultats ont
montré une prédominance de celles dirigées contre les VIH-1/M a 98,5%, suivies de celles
contre, des VIH-1/O a 0,5%, enfin une faible circulation des VIH-1/N et VIH-2 & 0,04% et
0,08% respectivement. Les doubles réactivités VIH-1/M+O quant a elles ont été retrouvées a
0,3%. Chez les échantillons collectés pendant I’lEDS-2011, les variants M ont été observés a
95%, les variants O a 0,6%. Ni les variants VIH-1/N ou VIH-2, ni des doubles réactivités VIH-
1/M+0 n’ont pas été obtenus. Le variant VIH-1/P n’a été observé dans aucune des deux sous-
populations d’étude ce qui démontré la rareté de ce variant. La forte prédominance du variant
M (a plus de 90%) dans ces deux sous-populations d’étude est en accord avec les données de
Villabona et al. (2015) et refléte la réalité épidémiologique du VIH au Cameroun.

Le taux de positivité du VIH-1/0 a été de 0,5% avec des échantillons analysés dans le
cadre du dépistage au CPC ; il est différent de 1,7% rendu par Vergne et al. (2003) apreés
dépistage de 1469 patients dans une structure hospitaliére de la ville de Yaounde, entre 1996 et
2001. 11 s’écarte aussi de 1% calculé par Vessiere et al. (2010b) avec des échantillons analysés
au CPC entre 2006 et 2007. Toutefois, il est proche de la valeur 0,4% obtenue sur la période
2006-2009 (De Oliveira et al., 2017) et de (0,6%) qu’indiquent Villabona-Arenas et al. (2015)
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pour les échantillons recus au CREMER de 2006 a 2013. Le rapprochement de la proportion
des VIH-1/0O positifs obtenue en routine au CPC de 0,6% déterminée avec les échantillons
collectés au cours de ’EDS-2011 refleterait la situation actuelle dans la population générale
camerounaise. Ayant utilisé la méme méthodologie que Vessiére et al. (2010b), les premiers
résultats montrent une diminution de la proportion de cas VIH-1/O au fil du temps jusqu’en
2009. Cette proportion est passée de 1% entre 2006 et 2007 & 0,4% entre 2006-2009 ; ensuite
elle s’est stabiliseée a 0,5% entre 2010 et 2016. Ce résultat est le méme que celui d’Ayouba et
al. (2001) qui ont observé une baisse de la prévalence du VIH-1/O de 0,8%, entre 1994 et 1995,
a 0,4% entre 1997 et 1998 dans la région du Centre.

Les doubles réactivités sérologiques VIH-1/M+0 évaluées a 0,3% sur 7ans, chez les
patients recus en routine au CPC, n’ont pas été détectées sur les échantillons de I’EDS-2011.
Cette conclusion se rapproche de celle de Vessiéere et al. (2010), soit 0,24%, pour la période
2006-2009 (De Oliveira et al., 2017). Toutefois ce taux de positivité est inférieur a 4,3% acquis
par Vergne et al. (2003) en 2001 et a 0,8% par Villabona-Arenas et al. (2015). Cette divergence
des résultats serait liee a la différence des peptides VIH-1/O recherchés et a la diminution
géneérale de la séroprévalence du VIH-1/O constatée entre les différentes périodes étudiées.
Contrairement aux résultats sus-présentés, la double réactivité M+O a augmenté avec le temps,
passant de 0,1% a 2,1% ; cette augmentation est devenue significative a partir de 2013.
Néanmoins, ces doubles réactivités étant quasiment inexistantes dans I’EDS-2011, on peut
penser qu’elles restent globalement faibles au Cameroun. Leurs proportions semblent varier en
fonction des années d’étude, de I’échantillon analysé, et surtout des outils de sérotypage utilises,
qui eux peuvent conduire a des réactivités croisées importantes.

Un échantillon du présent travail a présenté une réactivité avec le peptide VIH-1/N au
taux de 0,04%. Ce résultat n’est pas étonnant puisque, jusqu’a présent, environ une vingtaine
seulement de variants VIH-1/N ont été decrits (Simon et al., 1998; Roques et al., 2004;
Yamaguchi et al., 2006b; Vallari et al., 2010; Delaugerre et al., 2011). Le VIH-2 quant a lui a
été diagnostiqué au taux de 0,08%. Aucune de ces deux souches virales n’a été retrouvée dans
I’EDS-2011 ; ce qui témoigne bien de leur rareté. Le fait qu’aucun cas de VIH-1/ P non plus
n’ait été trouvé dans les deux sous-populations étudiées montre aussi leur extréme rareté. En
effet, depuis la découverte de ce variant, seuls deux cas d’infection ont été détectés (J.-C.
Plantier et al., 2009; Vallari et al., 2011). L’étude récente d’Alessandri-Gradt et al. (2018) sur
10831 échantillons de plasmas, dont 405 ont été collectés au Cameroun, a permis de conclure
que ce variant issu de la transmission inter-especes gorilless/homme s’adapte difficilement a

chez I’espeéce humaine (Alessandri-Gradt et al., 2018).
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Une proportion de 3,4% d’échantillons n’a donné aucune réactivité avec tous les
peptides recherchés en routine au CPC ; ils ont alors été classés comme sérotype indéterminé.
Dans I’EDS-2011, seuls 0,7% des échantillons ont présenté ce profil. Ces deux proportions sont
inférieures a la valeur 8,4% rendue par Villabona-Arenas et al. (2015) mais, similaires ou
proches de 3% trouvée par Vessiére et al. (2010) qui ont utilisé la méme méthodologie
d’analyses. Nos échantillons dits de sérotype indéterminée peuvent avoir un faible titre
d’anticorps ou correspondre a des cas de primo-infections ou au stade Sida, pour lequel le test

de sérotypage est moins sensible.

V.2. Caractérisation des variants non VIH-1/M

Sur les 24449 échantillons de plasmas VIH positifs des patients regus en routine au CPC,
le sérotypage a montré que 190 (0,8%) étaient VIH-1 non M, 119 (0,5%) VIH-1/0O, 70 (0,3%)
VIH-1/M+0, 1 (0,004%) VIH-1/N et 8 (0,03%) VIH-2. Des 673 échantillons de DBS VIH
positifs de I’EDS, seuls quatre (0,6%) ont été révélés mono-réactifs VIH-1/O. Pour les mono-
réactivités VIH-1/0O et les doubles réactivités VIH-1/M+0, la détection des doubles infections
et des formes recombinantes a été faite a partir des (RT-) PCRs spécifiques de groupes VIH-
1/M et VIH-1/0O dans les régions protéase, transcriptase-inverse et intégrase du géne de la
polymérase et dans la région gp41 du géne de I’enveloppe. On a ainsi confirmé d’une part les
résultats sérologiques obtenus avec la sérotypie dans la région Env et mis en évidence d’autre
part, les discordances pol/env, et/ou avec le sérotypage qui ont permis de suspecter la présence
d’un recombinant.

Des 189 échantillons mono-réactifs O ou doubles réactifs M+O obtenues en sérotypie
au cours de ce travail, seuls 40 (21,2%) ont été analyses par biologie moléculaire parmi
lesquelles 30 mono-réactifs VIH-1/O et 10 doubles réactifs VIH-1M+0O. Parmi ces 30
échantillons VIH-1/0, 29 ont été conclus VIH-1/O par les PCRs réalisées sur les quatre
régions ; le dernier échantillon a été positif pour le VIH-1/M uniquement dans les régions
protéase et intégrase de la Pol, tandis que les RT-PCRs spécifiques VIH-1/0 n’ont été positives
que dans la région transcriptase inverse de la Pol et la gp41 du gene Env. Ces résultats suggerent
la présence d’un virus recombinant isolé VIH-1/MO chez le patient. Il est démontré que le point
chaud des recombinaisons des VIH se situe au niveau du géne vpr (Peeters et al., 1999; Takehisa
et al., 1999; Vessiere et al., 2010a). Nos résultats laissent penser a la présence d’au moins 4
points de cassure sur le génome viral de ce patient : deux dans le gene de la pol, un dans la vpr
et un dans la gp4l. Récemment, Ngoupo et al. (2016) ont aussi observé une similarité de

transmission de recombinants isolés au sein d’un couple ; ce virus a présenté en plus d’un point
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de cassure dans la vpr deux autres dans la LTR. De Oliveira et al. (2017) viennent egalement
de caractériser deux formes recombinantes ; ils ont montré un point de cassure au niveau du
géne vpr associé a une cassure dans les régions LTR pour 1’un et un point de cassure au niveau
du géne vpu accompagné d’un autre a la fin de la gp41.

Par ailleurs, des 10 échantillons révélés VIH-1/M+0O dans cette collecte en sérotypie, 6
(60%) etaient VIH-1/M, 2 (20%) VIH-1/0 et 2 autres (20%) VIH-1/M+0O. Les deux VIH-
1/M+O obtenus laissent penser pour 1’un a la présence d’au moins deux virus dont une forme
recombinante VIH-1/MO et pour ’autre a la présence d’au moins deux virus suggerant une
coinfection VIH-1/M+Q. ce résultat se rapproche de celui de Villabona-Arenas et al. (2018),
qui ont trouvé 73% de mono-infections VIH-1/M, 9,6% de mono-infections VIH-1/0 et 11,5%
de doubles infections. Par contre, nos résultats s’écartent suffisamment de ceux de De Oliveira
et al. (2017) qui ont, avec la méme méthodologie, confirmé une double infection chez 23% des
échantillons, des mono-infections VIH-1/O et VIH-1/M respectivement chez 59% et 15%
d’échantillons. Malgré les différences de proportions observées, il apparait toutefois que le
sérotypage conduit a des réactions croisées non spécifiques, qui doivent étre confirmées avec
des outils moléculaires avant de conclure a une réelle double infection.

Globalement, sur les 40 échantillons caractérisés, I’analyse moléculaire a mis en
évidence une majorité d’infections VIH-1/0 (31/40 ; 77,5%), 15% (6/40) d’infections VIH-1/M
et, au final, trois échantillons (7,5%) respectivement en faveur d’une double infection VIH-
1/M+0, d’un recombinant VIH-1/MO avec présence d’une souche parentale VIH-1/M, et d’un
recombinant VIH-1/MO « isolé ». Les analyses p