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Réponse clinique aux antiviraux
T ——

patient

ry

HNT N
2
LQ
Hﬂ\h
oH

VIirus antiviral




Sous-Types Epidemiologiques

Classification basée sur le séquencage de la
boucle V3 (Glycoprotéine d’enveloppe)

1998: 3 groupes de VIH-1 > M, 0O, N

Groupe M: au moins 8 sous-types =2
A,B,C,D,F,G,H,J et 2 recombinants E et |

Nouveau recombinant (P) détecté chez le gorille:
chainon manquant?

Intérét. Epidémio ->circulation des sous-types
Transmission =>parenterale: B =>sexe: autres
Résistance thérapeutique: ???



Données Tunisiennes avant 2009

Etude par sequencage de 24 souches de
VIH-1 (Ben Halima,Slim, 1999): 23 sont de
sous-type B, 1 sous-type A/C

Etude par sero-typage de 20 cas a Sfax
(Karray, 2002) - 18 Tunisiens ( B)

- 2 Lybiens (B, C)



Données de Genotypage: 2009

63 souches Génotypées par séquencage
55 génotype B

5 CRF-02 : recombinant A-G (8%)

2 double recombinants

1 génotype D

Le génotype A-G se transmet sexuellement et
va augmenter de facon significative les
prochaines années +++

Est-il déja résistant en Tunisie?
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Génotype VIH B Recombinants

2002 41 (94%) | 3 (7%)A-C,B-C

2009 55 (87%) | 8 (13%) dont 5 CRF02-AG (8%)

2015 39 (35%) | 75 (65%) dont 33 CRF02-AG ((29%) et 10 URF
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CRF54_01B

CRF55_01B
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CRF61_BC



CLASSES DES ANTIRETROVIRAUX

MULTIPLICATION DU VIRHIV-1 DANS LA CELLULE ET ANTIRETROVIRAUX
g RALT &

Coréceptour gcm Inhibiteurs de fusion
- MPQ‘ T

RNA viral @ ]
Inhibiteurs de la RT
Transertese Inverad| NUCI€OsIdiques :AZT, ddC,
o retrotranserpase || ddl, 94T, 3TC, abacavir

. {Tiou RT) nucléotidiques: PMEA, PMPA
g ; non nucl, :névirapine,

DNA D(OV‘I'H' S e s

/"' “-\ delavirdine, efavirens
f CD‘
|| 1 Inlbgrase virale l Inhibiteurs de |'intégrase:
\ fnn;cwo’c): par ba colule
RNA virwad m:/ \":‘.__-._ RNA mossagers
ofmmnxl}% — virmu
e
Synthése Ses prottines virales
I Protbase viesn I
Maturation {cilvages) Inhibiteurs de la protéase :
saquinavlr, ritonavir, indinavir,

amprénavir, lopinavir, tipranavir

Fe P Cours IV - Wlustvation 208




INHIBITEURS DE L'INTEGRASE

Ces inhibiteurs bloquent I'action de I'intégrase et empéche le génome viral de se lier a
celui de la cellule cible

Raltégravir (ISENSTRESS, MK 0518) : 2003
- Inhibiteur de l'intégrase

- Il est indiqué chez I'adulte en échappement L N
thérapeutique ou si intolérance aux autres ARV A ,l* Loy L ﬂ
- Posologie : 400 mg x2/j P.O HET N -T- -:{- ALY

-EI : Diarrhée, vomissements, céphalée o HE o -



RESISTANCES AUX ANTI-RETROVIRAUX

Dés 1989, des mutants résistants a I’AZT étaient sélectionnés chez les patients traités; ce
phenomene de resistance a ete confirme pour les differentes classes de molecules anti-
rétrovirales

Ces résistances sont dues a la diversité génétique liée aux erreurs effectuées par la TI (1
erreur pour 10000 bases par cycle de réplication) et a la réplication virale tres dynamique
(10 milliard de nouveaux virus /jour) et principalement en présence de concentration sous
optimale d’anti-rétroviraux.

on estime aussi que toute la population virale plasmatique est renouvelée toutes les 6
heures lors d’'un Ttt ARV ! (d’ou sélection rapide de mutants résistants en monothérapie !)

Facteurs de risque:

-Monothérapie

-Posologie inadaptée

-Mauvaise observance du traitement
-Arrét du traitement



RESISTANCES AUX ANTI-RETROVIRAUX

® Mutations de
résistance aux INTI

Mutations de résistance
aux INNTI

Localisation schématique des mutations de résistance
aux inhibiteurs de la transcriptase inverse



| ecture des résistances:
selon les codons muteés

A: Alanine C: Cysteéine D: Aspartate E: glutamate F. Phényl-alanine
G:Glycine H: Histidine I: Isoleucine K: Lysine L: Leucine M:Méthionine
N: Asparagine P: Proline Q: Glutamine R: Arginine S: Sérine

T: Thréeonine V: Valine W: Tryptophane Y: Tyrosine

Principaux codons mutés au niveau du gene de la RT:
- 41, 69, 70, 74, 75, 103, 106, 151, 181, 184, 215
Principaux codons mutés au niveau du gene de la protéase:
- 30, 46, 48, 50, 54, 82, 84, 90
Ex: Ritonavir: la V82A multiplie la CI par 2, la V32l par 40!
Saquinavir: la G48V multiplie la ClI par 10
G48V + 184V + L90M multiplie par 30
G48V + 184V + L90OM +L101R multiplie par 100 !



Profils de résistance 2002-2006

Génotypes de résistance: 23 malades (F.Zouiten,2004)

57% presentent un profil muté: codon 82 (34%) codon 46 (26%) ,
codon 90 (13%) codon 48 (7%)

Accumulation de mutations si pas de changement thérapeutique: 30
malades (A.Jlizi, 2008)

Traitement Mutations Pvt 1 PV2
(30) M41V 2(7%) 7(23%)
M184V 12(40%) 22(73%)
T215A 7(23%) 12(40%)
(11) K103N 8(73%) 11(100%)
P (19) M46l 2(10%) 7(37%)

V82A 5(26%) 8(42%)



Analyse des profils de sequences 2010

63 sequences interpretables:

Résistance

Sensible 16 3 1

20/63 (32%)

Intermédiaire 30 1 1 1
33/63 (52%)

Résistant 9 1

10/63 (16%)

Résistance Pourcentage
INRT seul 2163 (3,2 %)
INNRT seul 4/63 (6,4%)
IP seul 1/63 (1,5%)

INRT+INNRT  17/63 (26,9%)
INRT+IP 9/63 (14%)



Sample processing

5 I nef 3,
LTR LTR
99 br Rr P° V3
K RNA
NucliSens (MiniMag)f RT
Plasma -
c<DNA RT-PCR
1st PCR product
Nested PCR
nested PCR product
Enzymatic Purification Agarose gel electrophoresis
(Exonuclease + S. Alkaline Phosphatase)

Secuencing -
(ABI Prism BigDye Terminator Cycle) i Sequence processing



i Sequence processing

Assemble: . SegMan

Edit & Align}’%g BioFdit Clustalx | MAFFT

ARV resistance mutations: |EhMuORasINEIIG S

Analysis RIP

ine: REGA
Genotyping

Intersubtype recombination:

@r’ Quality Control| -°¢@! BLAST: BioEdit
B i Phylogenetic tree: MEGA

STANFORD UNIVERSITY

HIV DRUG RESISTANCE DATABASE “~LosAlamos

: HATICHAL LABCORAPMTEY
| curated public database designed to represeni, store, and analyze the divergent B
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Hopital [Crabe Predsvema tade
Fabts Tunls 104004 Eian initis
Freuma CHU £ DSOS Eilan Inttisl
Fiabés Tunls  DTDGEDH4 Eilan Inttisl
Fisbin Tunls  OT/OGE0H4 Eilan Inftial
Fisbin Tunls  3MOAGTHS Eilan Inftial
Fisbin Tunls 31052014 c3

Fisbin Tunls 24052014 c3

Fabts Tunls  DMOSE04 Elan initisl
Fabts Tunls  ZUDE20M4 c3

Fiabés Tunls 1405004 Eilan Inttisl
Fiabés Tunls  DSAOTEH4 Eilan Inttisl
Fisbin Tunls  DSIOTEDHS Eilan Inftial
Fisbin Tunls  ZROGE04 Eilan Inftial
Fabts Tunls  DSAOTED4 Elan initisl
CHU Monastr 10072014

Fiabés Tunls 1207204 Eilan Inttisl
Fsbin Tunls 13072014 Az

Fiabin Tunls  TUOSE0W4 A1

Fisbin Tunls  2EO7TE0H4 Eilan Inftial
Fabts Tunls 1705204 Elan initisl
Labo prive Mac 1706204 Elan initisl
Labo prive Bar: 2S06E04 Elan initisl
Clinique Taoufl 2012014 Elan initisl
Cespersaire 9 4 2201204 Elan initisl
Lo prive: Fem DEAI2TIHS Eilan Inttisl
Fiabin Tunls  DSA7ED04 B1

Fisbin Tunls 16083014 Eilan Inftial
Fisbin Tunls  ZROGE04 Eilan Inftial
Fabts Tunls  1MOSE04 Elan initisl
Fabts Tunls 1207204 Elan initisl
Fabin Tunls  DEMACDE ©3 Toscensbraie
Fisbin Tunls 20052014 =]

Fisbin Tunls 20052014 c3

Fisbin Tunls U204 B3

CHU Monastr D3M22014 Az

Fabts Tunls  DEM22014 Cantre Afrique
Fabis Tunls  25M1/2014 o3

Fabts Tunls 200182014 B
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Fibés Tunls DA 1204 Eilan Inttisl
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Fabln Tenis 1200772044
Fabln Tunis  286Z0H4
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Labo prive Mao 1 7FD&T0S
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Rabey Tunis DSMmacTa
Lsho prive Fatn J2MA00S
CHU Farhat Ha 129027014
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Hilan iniisl
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Hilan inktial

Hilan inktial
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Ellan inktial



Nombre des genot

es du VIH-1 en Tunisie

~N

[ 114 Génotypes
J

.

OB
B CRFs
B Pures autre que B




Distribution des FORMES RECOMBINANTES du VIH-1 en Tunisie en 2014-2015

16%

W CRF30_0206 W CRF31_BC
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Distribution des FORMES RECOMBINANTS Uniques du VIH-1 en Tunisie en 2014-2015
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Pourcentage de la Résistance aux Anti-rétroviraux

Proportion of sequences with SDRNs

Resistance cateqory No. analyzed lo. containing SORD % e Al
sequences with any SDRM 114 i Riif Patients
PR Sequences with any Pl sDRM 114 13 114 [ Analysés
RT Sequences with any NRTI SDRM 114 3 peki

RT Sequences with any NNRT] SORM 114 31 22

RT Sequences with any NRTI + any NNRTI SDRM 114 21 1o 4

PRRT Sequences with any NRTI + any MNRTI + Pl SDRM 114 b 5.3

Proportion of sequences with SDRhs Patients
Resistance clategury No. analyzed No. containing SDRM i Traités
aequences ith any SURM b4 42 Bk Analysés
PR Seguences with any Pl SDRM b4 12 16,8

RT Sequences with any NRT SDRM b4 33 i

RT Sequences with any NNRT SDRM b4 Gl 4p 5

RT Sequences with any NRTI + any NNRTI S0RM b4 21 328 M

PRRT Sequences with any NRTI + any NNRTI + Pl DRM bd b 94



Proportion of sequences with SDRM

Resistance cateqory

aequences wih any SORM

PR Sequences with any Pl SDRM

T Sequences with any NRTISORM
R Sequences with any NNRT) SORM

T Sequences wth ani NRT]+ any NNRT] SDRM

PRRT Sequences with any NRTI + any NARTI + Pl SDRM

Sequences with SDRMs
— SequencelD
ThA415 PRT
TNdp37 FRT
TN107R7 PRT

NRTI SDRMs
Lift

164y

ong

No. analyzed  No. containing SDRM

&
&
&
&
&
&

NNRTI SDRNs
(I01E
ne

103N, P225H

]

1
.
.
1
I

Pl SDRMs

:
47A
i

b
20
43
4]
20

Patients
Naifs
Analyses

]
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Résistance aux molécules en % (2015)

14
12 4
10 -
] 4 .
8 7 Haut Niveau
6 de
4 - Résistance
, 9 IP
o | ’_‘ M | | | | M
ATV/r TPV/r NDV/r DRV/r FPV/r SQV/r NFV LPV/r NVP IDV/r
3,5
3
2,5 , .
2 Résistance
15 Intermédiaire
1
o 9 IP y
0 T T T
DRV/r ATVIr SQVI/r TPV/r




Profil de Sensibilité

Nom : IC: Service demandewr:  Infectieux
Prénom : Heopital: Monastir FBM
Age: Date du prélevement: 10/04/2009
Reference:  5064/09 tCharge Virale: 440000
Traitement: AZT-3TC-IDV Taux des CD4: non indicue
GENOTYPE: B
RESISTANCES:
Drug Class Drug Evidence of Resistance

NRTI

NKRTI

Pl




Double Génotype: Résistance double

Nom : B.M. Service demandewmr: Infectieux

Prénom : A.| Hopital: Rabta

N° DOSSIER: 526/08 Date du prélévement: 04/04/2009
Reference: 4785/09 Charge Virale: 26000
Traitement: AZT-3TC-EFV Taux des CD4: 48

GENOTYPE: D (en PR) B (en RT) a préciser par un 2éme Pvt.

RESISTANCES:

Drug Class Drug Evidence of Resistance

ZPIVIRE amndne 3TC) Rassanze’
ENTRIVAS emiriztabme =1C Rasstange’
FETROVES adownine, AZ7) Resntanos'""

NRTI VIDEXS (ditianosine, didd) Possible Resistance*"!
ZERRE stavudine 947 Resitance™
ZIAGENE {abacaviy, ABC) Possibia Resistance*"
VIt | §
RESCRPTOR® delavircine, DLV) Reshtance"!

NNRTI SUSTIVA efavienz ZFV Resanoe*"
VIRAMUNE® neviraping, NVF) Resatance™

FT} Mean

losamprenavis, FOS None

nelima




Points positifs du sequencage

Permet le Génotypage

Tres précis pour les molécules utilisées
Permet de choisir une therapie alternative
Résultats dans la semaine (si tout va bien!)

Comparaison des sequences sur bases de données
Internationales

Introduction du test pour les anti-intégrases
si le budget le permet



Points négatifs du séquencage

Technique longue sur 4 jours (mardi = vendredi)
Nécessite un personnel spécialisé disponible

Un taux de reussite variable: purification +++
Appareil doit fonctionner en permanence
Consommables tres colteux

Pannes catastrophigues: arrét prolongé



En pratique

Observance +++

patient
(]
S
< > HN" "NT N
LG
Hc\hoH
VIirus antiviral

Régime puissant

Doses efficaces



Conclusions

La recherche des résistances est impérative
Mais aussi doit entrer dans un tout:

—> Profil clinico-biologique +

—> Discussion en staff des résultats ++

- Observance du traitement ++

—> Disponibilité rapide des réactifs

—> Disponibilité des consommables

—> Disponibilité du personnel

Restons optimistes !!!!
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I'impression que mon
VIH est redevenu

| trés sauvage!!!




