Résistance aux ARV dans les Pays du Maghreb
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RESISTANCE PRIMAIRE / TRANSMISE

Le pourcentage de la résistance primaire du VIH-1: 27,47% (n=25/91)
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Répartition de la résistance primaire du VIH-1 selon les classes ARV
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* Inclusions : Février 2015 — Novembre 2017

* Nombre de patients: (n=81)
 Echantillons: (n=98)
e 1 prélevement n=69 (85%)
> 2 prélevements n=12 (15%)

» 2 prélevements (n=8)
» 3 prélevements (n=3)
» 4 prélevements (n=1)



Nombre

Répartition des patients par site (nombre)
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Ligne de traitement Nombre de patients Nombre de patients

1ere 24 24
éme 48 63"
3eme 5 7
Inconnue 4 4

Total 81 98

* 2 Prélevements (n=6 patients) ; 3 Prélevements (n=2 patients) ; 4 Prélevements (n=1 patients)

** / \
3 Prélevements (n=1)



Number of patients
ARV Time duration of 1% line (months)

NRTI + NNRTI
* AZT/3TC/EFV
* TDF/FTC/EFV
* AZT-3TC/TDF-FTC/EFV

NRTI + IP

AZT-TDF/3TC-FTC/LPV-r

Clinical stage

* Unknown
VL : Cp/mL Log,, Cp/mL

CcD4

n=24 (21%)
52 [10 - 158]
24 (100%)

8 (33%)
9 (38%)
7 (29%)

0 (0%)

2 (8%)
2 (8%)
17 (71%)
3 (13%)

25909
4,4

223

n=48 (51%)
37 [8 — 140]
44 (92%)
35 (73%)

5(10%)
4 (8%)

4 (8%)

5 (10%)
10 (21%)
26 (54%)
7 (15%)

38 354
4,6

244



_ o Iigne = Iigne

Number of patients
ARV time duration of 2" line(months)

NRTI + PI
e TDF/3TC/LPV-RTV
* Autre

NRTI + NNRTI

NRTI + INI

VL : Cp/mL
Log,, Cp/mL

CcD4

Durée totale de traitement (mois)

n=48 (51%)
25[8-179]
47 (96%)
39 (81%)
7 (15%)

2 (4%)

0 (0%)
38 354
4,6

244

73 [22 —224]

5 (6%)
20

5 (100%)
5 (100%)

3 (60%)
7 563
3,9

289

87 [32 — 165]



Subtype distribution

B CRFO02 C CRFx A G Untyped
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= 10 % of aault patients with high VL (4,5 — 6,2) showed extended resistance to all NRTI and NNRTI
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Dynamique et résistance
s 4y

Arrét du traitement
Début du traitement
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En 'absence de traitement antirétroviral : le virus sauvage est le plus adapté donc le plus
prévalent dans la quasi espéece virale réplicative

Sous pression de sélection antirétrovirale : les variants résistants peuvent émerger en
raison de leur avantage réplicatif dans ces conditions



= Proof of concept validé

Géno ADN par NGS ~ ARN cumulé >> Géno ADN par Sanger

7 HOPTALX

in comparlson Wlth tradltlonal sanger-based sequencing /*3
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Séquencage haut-débit &
Virologie : Approches
bioinformatiques
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Approches classiques

Analyse de données de SHD

PRE-PROCESSING VARIANT DISCOVERY CALLSET REFINEMENT
{ Raw Reads J reea| | MnelysisReady Var. Calling ....| Analysis-Ready SNPs
' : Reads H Variants & Indels
: Genotype leellhoods : {
« | | Map to Reference : . : ‘ \
'4_: BWA mem : : § Refine Genotypes )
2 : L '
= Mark Duplicates : [ Joint Genotyping : ( Annotate Variants )
Picard § 1l E . J' J
L/ E [ Raw Variants ( SNPs ][Indels ] § f Evaluate Callset )
[ Base Recalibration ] : 1 ’ ' g
' Filter Variants look good?
[Analysis-Ready ] ..' | A’
Reads . :
Analysis-Ready [ SNP Indel : @ @
Variants | S NOelS [ eeee troubleshoot use in project

Best Practices for Germline SNPs and Indels in Whole Genomes and Exomes - June 2016



Approches classiques

Amplicons

PRE-PROCESSING VARIANT DISCOVERY

Analysis-Ready
Reads

Var. Calling

( Raw Reads J

\

Map to Reference

BWA mem

.o

[ Raw Variants ( SNPs ][Indels ]

~

v .

i
! Filter Variants
Analysis-Ready coee }
Reads b
[ JassRed) | snps ] [ Indels ]
Variants L

CALLSET REFINEMENT

Analysis-Ready

Variants

{

Refine Genotypes

1

Annotate Variants

}

Evaluate Callset

{

look good?

o /-0

troubleshoot

Best Practices for Germline SNPs and Indels in Whole Genomes and Exomes - June 2016

use in project
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Utilisation d’'un contréle interne au run

luse dans chaque run

INC

ignée 8E5 i
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VIHGO

Fonctionnement

Recherche des mutations sur I'échantillon

Pour chaque position candidate :

—)> Fischer Exact Test vs Echantillon controle

Détermine si les effectifs de la position sont différents du contrdle.
Si la position est différente :
mmmm)> Chi2 d’indépendance vs Echantillon contréle
Détermine si la mutation est du bruit de fond.
Liste de mutations annotées (VCF & TSV)

Effectifs de tous les codons
Résultats des test statistiques pour chaque mutation

Consensus calculé en prenant chaque codon le plus fréquent

>Integrase
GGGGAAGCCATGCGTAGACATGAAGACCGTCGTTCAGAATTATGACTATCAGAACGTTCACGTCAAGAAGAAGAAACTTTCTTAGAATCAGACCCAGAAC
CCCGTGACTCCTTAGAATCAGAAGTACCCTCATCAGAATCAGAATAAGAATCATCATCCTTATTATAAGAATCATCAGAAAGTTTGTCAGAAGAAGAATTAC
CCTCAGAAGACGACCCCGACCCCCCCCGTACTTCAGAACAGTCATCACGTTGATAACCCAGTAGTAGTCTAGAATTGGAAAGTCCCTCCGACCCCCTAC
GTCTAGAACTAGAAGAATCAGTAAGTGAACTATCACAGCTAATGTTAGAGCCGGACAGTGAACTAACTGAACCCCGTGAATCATCAGAACCGTTGTCAGC
TCCCACCCCCAGTGTAGAAGAAGAAGACGAGTTGGTTGTTCCCCGTTCAGCTGAAAGTTTATTAGAAGTATTATCATCAGAATCACTAAGTGAAGAATCAT
AAGAACTAAGTTCAGAAAGTCTAAGTTTGCAAGTGTTTTCCAGTGAAAGTAGTGAATCAAGTTGAGAAGAATCATCAGAACAACCCTGAGAAAGTGAAGAG
TCAGAATAATTACTAGAAGACAGTGACTTAGAAGAAGAATCAAGTAGTGAATCAGAATTCTTGAGTGAATTTGAAGAACCGTTGGAAAGTGAAGAACGTCC
GGAACGTAGTCGGGATGAGGAT
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VIHGO
Développements

Développements avant publication

- Rendre l'outil utilisable pour tous :
tous virus des que sequence référence et annotation disponibles

- Compatibilité avec les formats bioinformatiques classiques
fa

gtf
.bam
\vcf



JOURNAL OF

CLINICA K

ELSEVI

b |

VIROLOGY

www_elsevier.com/locate/jov

ER Journal of Clinical Virology 34 (2005) 288-204

Clonal analysis of HIV-1 variants in proviral DNA during treatment
interruption in patients with multiple therapy failures
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Abstract

Background: Treatment mtermuption (TI) in antiretroviral-treated patients on virological farlure (VT) often results in a shift from resistant to
wild-type HIV-1 in plasma. A clonal analysis was set out to determine the importance of archiving of resistant HIV-1 vanants during TT and
1ts relationship with the occurrence of a VE after treatment resumption.

Methods: A fragment of the pol gene was cloned and sequenced from peripheral blood mononuclear cells DNA sampled at the end of TL
Clonal sequences were compared to bulk plasma sequences determined before TL, after T1 and at VE.

Results: Four patients were enrolled; all had a complete reversion to wild-type HIV-1 at the end of TI. In two patients with subsequent VE,
archiving of minority resistant variants was detected in proviral DINA. Archived resistant variants were found to be phylogenetically linked
to sequences detected before T1 and at VE, suggesting the re-expansion of resistant HIV-1 from archived quasispecies.

Conclusion: In patients having a T1 in the context of VE, archiving of resistant HIV-1 variants in proviral DNA can be involved mito the
mechanisms of further VF after treatment reswmption.

© 2005 Elsevier BV, All rights reserved.



Génotype ARN
Classe ARV Cumulé

[1999 - 2008]

70R
NRTI 184V

2151

215F

101 E
NNRTI 181 C
190 A

INI Aucune

101
Pl 36l
63P



Classe ARV

NRTI

NNRTI

INI

Pl

Génotype ARN Fraction 1
Cumulé

5x 10° £ PBMC

[1999 — 2008]

70 R 33/28
184V 9/8
2151 5/5
215 F 8/6
101 E 10/ 8
181 C 0/0
190 A 9/6
Aucune Aucune
10l 85/ 89
36l 54 /53
63P 96 / 97



Génotype ARN Fraction 1 Fraction 2
CumulGénotype

Classe ARV 5x10°Z PBMC | 5x10°Z PBMC
[1999 - 2008]

70 R 33/28 66 / 65
NRTI 184V 9/8 20/ 22
215 | 5/5 10/9
215 F 8/6 16 / 18
101 E 10/ 8 0/0
NNRTI 181 C 0/0 21/ 23
190 A 9/6 0/0
INI Aucune Aucune Aucune
10l 85/ 89 99 /98
Pl 36l 54 /53 78 /79
63P 96 / 97 99 /100



Classe ARV

NRTI

NNRTI

INI

Pl

Génotype ARN
Cumulé

[1999 - 2008]

70R
184V
2151
215F

101 E
181 C
190 A

Aucune

10l
36l
63P

Fraction 1

5x 10° £ PBMC

33/28
9/8
5/5
8/6

10/ 8
0/0
9/6

Aucune

85/ 89
54 /53
96 / 97

Fraction 2

5x 10° £ PBMC

66 / 65
20/ 22
10/9
16 / 18

0/0
21/23
0/0

Aucune

99 /98
78 /79
99 /100

Pool 1 + 2

1 x 10° € PBMC

52 /52
16 /17
8/8
13 /14

4/3
14 / 15
3/4

Aucune

88 / 87
59/62
97 / 97



Culot cellulaire

e Total n=49
e PCR + n=25 (51%)
e NGS ADN & ARN n=11
* NGS ADN n=14

* NGS ARN n=13



* Mme M.H; 36 ans 1¢re ligne : * AZT-3TC-EFV pdt 27 mois : échec virologique : 14 467

“ L L L

30/03/2014
TDF-FTC-LPV/r ND ND ND ND
27/01/2015 80 461 ND ND ND
10/11/2015 139 112 @ \ \V
TDF-FTC-ATV/R
23/03/2016 42 404 Y ND

19/10/2016 486 252 @ N v



* Mme M.H; 36 ans 1¢r¢ ligne : * AZT-3TC-EFV  pdt 27 mois : échec virologique : 14 467

“ L L L

30/03/2014
TDF-FTC-LPV/r ND ND ND ND
27/01/2015
80 461 ND ND ND
10/11/2015 184 V \ \
139 112
103 K/N
TDF-FTC-ATV/R
184 / -
23/03/2016 42 404 \ ND
103 N
184 / - v \
19/10/2016 486 252

103 /-



* Mme M.H; 36 ans 1¢r¢ ligne : * AZT-3TC-EFV  pdt 27 mois : échec virologique : 14 467

“ L L L

30/03/2014
TDF-FTC-LPV/r ND ND ND ND
27/01/2015
80 461 ND ND ND
10/11/2015 184 V 99%
139 112 \
103 K/N 62%
TDF-FTC-ATV/R
184/ - 9%
23/03/2016 42 404 ND
103 N 88%
184 / - 0%
19/10/2016 486 252 \

103 /- 11%



* Mme M.H; 36 ans 1¢r¢ ligne : * AZT-3TC-EFV  pdt 27 mois : échec virologique : 14 467

“ L L L

30/03/2014
TDF-FTC-LPV/r ND ND ND ND
27/01/2015
80461 ND ND ND
10/11/2015 184 V 99% 54%
139 112
103 K/N 62% 22%
TDF-FTC-ATV/R
184 / - 9%
23/03/2016 42 404 ND
103N 88%
184 / - 0% 25%
19/10/2016 486 252

103 /- 11% 25%



“ L e L

30/03/2014
TDF-FTC-LPV/r ND ND ND ND
27/01/2015
80 461 ND ND ND
10/11/2015 184V 99% 54%
139112
103 K/N 62% 22%
184 / - 9% \
[ 23/03/2016 42 404 ND :
| 103N 88% i
I
I I
i 184/ - 0% 25% [
1 19/10/2016 486 252 :
: 103 /- 11% 25% I
\ ]

N
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Génotype ARN RESISTANCE SAUVAGE

Classique (Sanger)

R:4/11 (36%) W :7/7 (100%)
ARN par NGS

R+:7/11 (64%) R:0/7 (0%)



Génotype ARN RESISTANCE SAUVAGE

(Sanger)

R:4/11 (36%) W :7/7 (100%)
ARN par NGS
R+:7/11 (64%) R:0/7 (0%)

Génotype ARN RESISTANCE SAUVAGE

(Sanger)

R/R+:12/13 (93%) W :5/16 (31%)
ADN par NGS

W:1/13 (7%) R:11/16 (69%)



Génotype ARN RESISTANCE SAUVAGE

Classique (Sanger)

R:4/11 (36%) W :7/7 (100%)
ARN par NGS
R+:7/11 (64%) R:0/7 (0%) > RP0oul

Génotype ARN RESISTANCE SAUVAGE

Classique (Sanger)

R:12/13(93%) W :5/16 (31%)

ADN par NGS A
W:1/13 (7%) R:11/16 (69%) == R:Age?



Hypothese @

Durée de réplication sous pression de sélection comme
« cofacteur » pouvant étre impliqué dans le

« remplissage » du réservoir ADN en variants résistant ?



CV ARN Log,, Cp/mL

\ 4

NGS ADN

Hypothése @

ADN

Sensible 90%

Résistant 10%

Sensible 10%

Résistant 90%



llumina ratio distribution vs traitement failure duration NRT]I
(Resistance mutations - 2&3)
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Kruskal-Wallis chi-squared : p-value = 0.04
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Archivage dans le compartiment ADN %

100 NRTI : M184V

® @&
80 a .
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@
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JE&J' G—o
0
40 80 120

Durée de réplication sous ARV (maois)



Discussion
* Adapter la technologie de génotypage au contexte...
* Le NGS ADN/ARN a de la valeur ajoutée........... A évaluer / valider
* Indicateurs pour la résistance primaire
* Cinétique et fréqguence des CV

* Biotheque

« Switch NNRTI vers INI (CV [1], PDR ?)
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