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Résumeé :

L’objectif d’'un traitement antirétroviral (ARV) esgtobtenir une charge virale VIH plasmatique

indétectable afin de réduire la morbi-mortalitéogsse au VIH.

La résistance du virus aux ARV est un facteur dgue d’échec virologique (EV). Les tests
génotypiques de résistance par séquencage clagsigtleode de Sanger) ne permettent pas de
détecter les virus porteurs de mutations de rémistdMR) présents a taux minoritaire
représentant moins de 20% de la population virddsenpatique. Dans notre étude (cohorte
ANRS CO3), l'utilisation de l'ultra-deep sequencifiDS) a permis de détecter 1.4 fois plus
de MR avant traitement et 1.3 fois plus a I'EV emparaison a la technique de séquencage
classique, confirmant la haute sensibilité de I'Up&ur la détection des MR. Les MR
minoritaires détectées uniquement par UDS augnertith résistance génotypique du virus au
traitement ARV chez 4% des patients a l'initiatduintraitement et 21% des patients a I'EV.

Les conséquences des épisodes de charges virdeabldeniveau persistantes (CVF) entre 50
et 200 copies/ml (CVF50-200) ne sont pas clairenéablies du fait de I'insuffisance de
données dans la littérature. Dans nos études detesti{cohortes ANRS CO3 et ART-CC), 4-
9% des patients ont présenté au moins un épiso@&/B80-200. La survenue d’une CVF50-
200 etait associée a un risque plus de 2 foisgdwe d’EV>200 copies/ml, quels que soient la
durée de la CVF, l'historique de traitement ou ri@tément ARV lors de la CVF50-200
(régimes comportant des INNTI ou des IP/r). La sane d’une CVF n’était pas associée a la

survenue d’'un événement classant SIDA ni au déses, toutefois un suivi médian de 3 ans.

Mots-clés: VIH, étude de cohorte, échec virologique, motatie résistance minoritaire, ultra-

deep sequencing, charge virale de faible niveasigiante



Title: Virological failure in cohorts of HIV-infected piants: Contribution of ultra-deep

sequencing and impact of persistent low-level vieem

Abstract:

The goal of antiretroviral therapy (ART) is to reamdetectable plasma HIV viral load in order

to reduce HIV-related morbidity and mortality.

The presence of ART-resistant virus can comprontiee efficiency of these treatments,
resulting in virological failure (VF). Standard geyping by Sanger sequencing (SS) used
currently in clinical practice cannot detect loweduency viral variants harbouring drug
resistance associated mutations (DRM) represefgsgythan 20% of the viral population. In
our study, the use of ultra-deep sequencing (UDI8yvad us to detect 1.4-fold more DRMs
before ART and 1.3-fold more DRMs at VF compare8&%) confirming the high sensitivity of
UDS for the detection of DRMs. The low-frequency BMdetected only by UDS modified the
genotypic resistance of the virus to the prescribeatment for 4% of the patients before ART

initiation and for 21% of the patients at VF.

The impact of persistent low-level viremia (LLV)theen 50 and 200 copies/ml (LLV50-200)
remains uncertain due to the lack of controlled panson data. In our cohort studies (ANRS
CO3 and ART-CC cohorts), 4-9% of HIV-infected patgeexperienced at least one episode of
LLV50-200. LLV50-200 was strongly associated wittwéce higher risk of VF>200copies/ml,
independently of the duration of LLV, the historfyteeatment or the type of ART regimen at
LLV (NNRTI or Pl-based regimens). LLV was not assted with AIDS event or death with

a median follow-up of only 3 years.

Keywords: HIV, cohort study, virological failure, low-frequem mutations, ultra-deep

sequencing, low-level viremia
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ABREVIATIONS

ANRS : Agence nationale de recherche sur le sitlzsdiépatites virales
ART-CC : Antiretroviral Therapy Cohort Collaboratio

ARV : Antirétroviral

CV : Charge virale

CVF : Charge virale de faible niveau persistante

EC : Evénement clinique : premier événement cliaiqassant SIDA (stade C de la
classification CDC) ou décés du patient.

EV : Echec virologique

GECSA : Groupe d’Epidémiologie Clinique du Sidafauitaine

GSS : Genotypic Sensitivity Score

HR : Hazard Ratio

HSH : Homme ayant des relations sexuelles aveba®snes

IAS : International AIDS Society

IC: Intervalle de confiance

INTI : Inhibiteur nucléosidique de la transcriptaseerse

INNTI : Inhibiteur non nucléosidique de la trangtaise inverse

INI : Inhibiteur de I'intégrase

IP/r: Inhibiteur de protéase boosté par du ritonavi

FTC : Emtricitabine

3TC : Lamivudine

ISPED : Institut de Santé Publique, d’Epidémiologfiele Développement
IQR/IIQ : Interquartile Range/Intervalle interqubat

LISQ : Limite inférieure du seuil de quantification



MR : Mutation de résistance

MRM : Mutation de résistance minoritaire
OR : Odds ratio ou rapport de cotes

PA : Patients-années

PCR : Polymerase Chain Reaction

PPT : Plasma Preparation Tubes

PVVIH : Patients vivant avec le VIH

RT : Reverse transcriptase ou Transcriptase inverse
SS : Séquencgage Sanger

TO : Initiation du traitement ARV

UDI : Usager de drogues intraveineuses
UDS : Ultra-Deep Sequencing

VRM : Variants résistants minoritaires
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INTRODUCTION

L’apparition des multithérapies antirétroviralesR¥) a permis une diminution considérable
de la morbidité et de la mortalité associée au MlHLes progres concernant la prise en charge
thérapeutique des patients vivant avec le VIH (P\)\de sont poursuivis ces derniéres années,
avec notamment le développement de nouvelles mekeplus puissantes et mieux tolérées, et
la mise en place de nouvelles stratégies thérapedi L'infection par le VIH est ainsi devenue
une infection chronique qui, a défaut d’étre érada) peut étre contrbélée. Ainsi, en France en
2011, la réplication virale est contrélée avec cimarge virale (CV) < 50 copies/ml chez 88%
des patients sous traitement ARV depuis au moimeo [2], et avec une diminution
significative du taux d’échec virologique (2 CV 6 &opies/ml) de 22.1% en 2006 a 10.1% en

2011 [3].

Le principal objectif du traitement ARV est aing téduire au maximum la charge virale afin
de stopper la progression de la maladie (réduct®la mortalité et morbidité classant ou non
classant SIDA), en maintenant ou en restaurantiauxvet le plus précocement possible les
fonctions immunitaires du patient. Le maintien @&u@V indétectable permet également
d’éviter la sélection de souches virales résisgrigeteur essentiel au maintien de I'efficacité

du traitement, et diminuer le risque de transmrssio virus.

L’échec virologique résulte généralement d’'unebitiin suboptimale de la réplication virale,
secondaire a une puissance insuffisante du traitei@elle-ci peut étre liée a une concentration
insuffisante des molécules ARV (défaut d’observanoteractions médicamenteuses...), a
I'existence de résistances (infection par un viéssstant ou développement de résistances sous
traitement) vis-a-vis d'une ou plusieurs molécukRV, et/ou a un défaut de puissance
intrinséque du traitement ARV pour les moléculespgius anciennes. Le développement de

molécules plus puissantes et mieux tolérées etlianation des associations thérapeutiques
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ont ainsi permis une diminution au fil du tempgaux d’échec virologique [2-4] mais aussi de
la prévalence de la résistance du virus aux maécARV [5-8], la résistance aux ARV

constituant un facteur de risque indépendant déttiéeapeutique [9,10] et de mortalité [11].

Une recherche de mutation de résistance doit dtmecréalisée avant d’initier un premier
traitement ou en cas d’échec virologique afin diojger la prise en charge thérapeutique [2].
Les tests actuellement réalisés en pratique ckngpnt des tests génotypiques basés sur le
séquencage selon la méthode de Sanger des geies man les ARV, a la recherche de
mutations connues comme associées a une résisiirneque ces tests soient fiables, ils ne
peuvent détecter et analyser les populations sirai@oritaires représentant moins de 20% de
la population virale globale plasmatique [12]. Dias techniques plus sensibles ont donc été
développées pour analyser ces variants minoritamesamment I'Ultra-Deep Sequencing
(UDS) [13]. L'utilisation de ces techniques de s&agage plus sensibles a conduit & mettre en
évidence une prévalence nettement plus élevéer@dmtsaviraux résistants, aussi bien chez les
patients naifs [14-18] que chez les patients ee@wirologique sous traitement [19-24]. La
signification clinique de ces variants minoritairessistants et leur impact thérapeutique

éventuel reste toutefois a préciser [25].

La notion de charge virale indétectable - objegtiblogique optimal du traitement - a évolué
au fil du temps avec les techniques de quantiboate la charge virale, dont le seuil est
actuellement en 2015 de I'ordre de 20-50 copiesfirbutine. Quatre a 10% des patients VIH
sous traitement ARV présentent des épisodes denigsé détectables de faible niveau
persistantes, entre 50 et 500 copies/ml [26-30le &iaintien d’'une CV indétectable reste la
situation optimale, on ne peut toutefois pas a#irmujourd’hui qu’'une charge virale de faible
niveau persistante (CVF) constitue un échec viliglaggdevant conduire inéluctablement a une
modification thérapeutique. Il n’existe en 2015@uconsensus quant a l'attitude thérapeutique

a adopter devant cette situation de CVF < 200 sapiedu fait d’'un manque de données dans
15



la littérature [2,31]. En effet, les recommandagidfexperts nationales et internationales sur la
prise en charge des PVVIH concluent que les cores@rps d’'une réplication virale confirmée
entre 50 et 200 copies/ml ne sont pas clairemembdé&ées, ne permettant pas d’établir des
recommandations générales pour la prise en chhégepteutique des patients présentant des
épisodes de CVF entre 50 et 200 copies/ml [31[32Jplus amples données notamment sur les
conséquences virales, immunitaires et cliniquesafaible réplication virale persistante sont

nécessaires.

Les conséquences attendues de notre travail soahtabution a 'amélioration de la prise en
charge thérapeutique des patients infectés palHeo¥r :
- la mise en place d’'une technique d’ultra-deep segjng qui serait utilisable en routine
au laboratoire de virologie et la comparaison éssltats obtenus par cette technique a
ceux obtenus par les tests de séquencage classique
- une meilleure connaissance des conséquences eajwirologiques de la survenue

d’'une charge virale de faible niveau persistante

Notre travail de thése est divisé en plusieursgmrt
- Partie | : Apport de I'Ultra-Deep Sequencing (UD&)ns I'étude des mutations de
résistance sous un traitement antirétroviral denfiree ligne (Cohorte régionale ANRS

CO3 Aquitaine)

- Partie 1l : Impact pronostique d’'une charge virdke faible niveau persistante sur
I'évolution virologique et clinique (Cohorte régmle ANRS CO3 Agquitaine et

Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration)
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Ce travail a été réalisé dans l'unité de recheltdl&ERM U897, en collaboration avec le
laboratoire de virologie du CHU de Bordeaux et’'déMR 5234 de I'Université de Bordeaux,

et I'Université de Bristol (School of Social andr@munity Medicine - Pr Jonathan Sterne).
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PARTIE | : APPORT DE L'ULTRA-DEEP SEQUENCING DANS L 'ETUDE DES

MUTATIONS DE RESISTANCE SOUS UN TRAITEMENT ANTIRETR OVIRAL DE

PREMIERE LIGNE (COHORTE AQUITAINE ANRS CO3)

A. CONTEXTE

L'apparition des multithérapies antirétroviralepexmis une diminution considérable de la
morbidité et de la mortalité associée au VIH [1ép€ndant, l'efficacité des ARV peut étre
compromise par I'apparition de résistance a céerrants. La résistance aux ARV constitue
un facteur de risque indépendant d'échec thérapeufi9,10] et de mortalité [11]. Cette
résistance est liée a la sélection de variantsddiportant des mutations dans les genes de la
transcriptase inverse, de la protéase, de la gidla gpl20 ou de lintégrase, lorsque la
réplication virale persiste en présence d’ARV. Eestion de mutations de résistance (MR)
dépend de facteurs pharmacologiques (concentrafiammatiques suboptimales d’ARV
consécutives a des difficultés d’observance ou saidieractions médicamenteuses), de la
puissance intrinséque du traitement ARV et de laidrea génétique du virus (nombre de
mutations nécessaires a I'apparition d’'une réststan difficulté a sélectionner ces mutations)
vis-a-vis des différents ARV. Plusieurs facteumstamnnus pour étre associés a l'apparition de
mutations de résistance, notamment le taux de lpayibs T CD4+ a la mise sous traitement,
la charge virale (CV) VIH plasmatique a la mise straitement et surtout I'observance du

patient a la prise d’antirétroviraux [33,34].

Selon les derniéres études épidémiologiques, 8dddpatients naifs d’ARV en Europe et aux
Etats-Unis seraient infectés par un virus porteuMiR aux ARV [35,36]. Une recherche de
MR doit donc étre réalisée, selon les recommanadatactuelles, au moment du diagnostic

d’infection par le VIH ou avant d'initier un premidraitement ARV, et de maniere
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systématigue en cas d'échec virologique (EV) dfidapter le traitement et d'optimiser la prise

en charge thérapeutique [2,31].

Il existe 2 types de tests de résistance, les pdstaotypiques et les tests génotypiques. Les
tests actuellement réalisés en pratique clinigug ses tests génotypiques permettant de
rechercher les mutations associées aux résistangssntes dans les génes de la transcriptase
inverse, de la protéase, de l'intégrase, de lalbovi8 de la gp120 ou de la gp41l. Le génome
viral est amplifié par RT-PCR a partir de 'ARN phaatique puis un séquencage des genes
selon la méthode de Sanger est réalisé sur séqueragomatigues. Des logiciels traduisent
les ségquences nucléotidiques en acides aminéslettiae s'effectue en analysant chaque
position connue comme associée a des MR, par ragpore séquence de référence. Ces tests
sont ensuite interprétés a l'aide d’algorithmegl@e d’interprétation des tests génotypiques)
notamment les algorithmes du groupe RésistanceAddRE ou celui de l'université de
Stanford, réactualisés tous les 6-12 mois, permteti@ classer le virus en catégories sensible,

potentiellement résistant ou résistant pour chagoiécule ARV.

Bien que ces tests soient fiables, ils ne peuvétdcter et analyser les populations virales
minoritaires représentant moins de 15 a 25% depalption virale globale plasmatique [12].
Les patients ne sont pas infectés par un virugigiesmmais, du fait de la variabilité importante
du virus, par une population de virions hétérogedéginissant la quasi-espéce virale. Les
variants résistants ayant souvent une capaciteaéipk plus faible que les souches sauvages,
ils peuvent n’étre présents que sous forme min@iteotamment en I'absence de pression de
sélection médicamenteuse, et donc ne pas étretaldes par les méthodes de séquencage

classique [12].

D’autres tests génotypiques de résistance plusbéen®nt été développés pour détecter ces
variants résistants minoritaires (VRM) comme la PspRcifique d’allele (allele-specific PCR
ou AS-PCR) [37], le séquencage a une copie [3] stquencage ultrasensible ou Ultra-Deep
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Sequencing (UDS) [13], ces méthodes permettanteitare une sensibilité de 0.1 a 1% pour
la détection des variants minoritaires. La PCR ifijpée d’alléle nécessite une analyse séparée
des différentes mutations, ce qui en limite I'iétéri_e séquencage a une copie, basé sur le
séquencage de multiples clones moléculaires, pastréalisable en routine. L'UDS a une
sensibilité¢ de l'ordre de 0.1 a 1% pour la détectdes variants minoritaires, permet la
guantification de ces variants et d’avoir une laagude fragment relativement importante pour
détecter plusieurs MR sur le méme fragment (hapigg). Cette technique semble constituer

la technique la plus appropriée pour une éventuglisation en routine.

L'utilisation de ces techniques de séquencagegansibles a conduit & mettre en évidence une
prévalence nettement plus élevée de variants virasistants par rapport a la technique de
séquencage classique selon la méthode de Sangsirban chez le patient naif [14-18,39,40]

gue chez le patient en EV sous traitement [19-34,41

Néanmoins, la pertinence clinique des VRM détepasUDS, notamment leur role dans la
survenue d’'un EV, reste encore incertaine [25]silus études ont retrouvé une association
entre la présence de VRM avant traitement et leeswre d’'un EV [18,39,42-45]. Metznerr

al. [43] ont retrouvé que les VRM détectés avantdraént pouvaient rapidement, du fait de la
pression de sélection liée au traitement, devenpdpulation majoritaire et entrainer un EV
précoce a un traitement de premiere ligne, notarheregas de régime thérapeutique a faible
barriére génétique. Une méta-analyse publiée et &@intre clairement I'impact négatif des
VRM sous un traitement de premiere ligne comportaniNNTI de premiére génération avec
un risque d’EV plus de 2 fois supérieur en cas &dNaux INNTI [46]. D’autres auteurs ne
retrouvent toutefois pas cette association, notaminaec des régimes thérapeutiques

comportant des IP boostés [15,18,47-49].

La signification clinique des VRM et notamment laapact thérapeutique éventuel nécessitent
donc des études complémentaires, en utilisant d&hoaes permettant la recherche de
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I'ensemble des mutations. Parmi les techniquesseltisibles permettant leur détection, I'UDS

permet d'analyser un grand nombre de mutationswavesensibilité élevée [13,18].

B. OBJECTIES
Les objectifs de ce travail étaient de :

- Reéaliser une étude comparative des techniquegides¢age classique (Sanger) et haut
deébit (Ultra-Deep Sequencing ou UDS) pour la dé&eatles mutations de résistance

(avant traitement et a 'EV) chez des patients ¥s&ils un traitement ARV de premiére
ligne

- Etudier la prévalence des mutations de résistanoeritaires avant traitement puis a
'EV et leurs conséquences sur le profil de réaistadu patient, et analyser leur

évolution sous traitement ARV
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C. MATERIEL ET METHODES

1- Population étudiée:

L’étude a été réalisée en utilisant les donnéetadeohorte ANRS CO3 Aquitaine. Cette

cohorte ouverte prospective régionale et multicgnés (13 centres localisés en Aquitaine) a
été initiée en 1987 par le Groupe d’EpidémiologimiGue du Sida en Aquitaine (GECSA).

Les principaux criteres d’inclusion sont : patieimfgectés par le VIH-1, quel que soit le stade
clinique, vus au moins deux fois en consultatiorenihospitalisation, agés d’au moins 13 ans
a l'inclusion et ayant signé un consentement écftdiré (8677 patients inclus au 30 juin 2013
dont 3541 en file active). Un questionnaire perlaebllecte confidentielle et standardisée des
données cliniques, biologiques, thérapeutiquepidéiologiques lors de chaque consultation
ou hospitalisation. Le Centre de Recherche INSER8871) au sein de l'Institut de Santé

Publique, d’Epidémiologie et de Développement (IBPEe I'Université de Bordeaux assure

la coordination épidémiologique de la Cohorte Aajni¢.

La population étudiée répondait aux critéres dlisn suivants :
- patients infectés par le VIH inclus dans la coh&i#RS CO3 Aquitaine

- naifs de traitement ayant débuté un premier tr&iterARV entre le ler janvier 2000 et

le 30 juin 2009

- présentant un EV, défini par la survenue, au meim®is apres l'initiation du traitement
ARV, d’au minimum une CV > 1000 copies/ml ou 2 Cdhsécutives > 500 copies/ml
sous traitement ARV, que les patients aient étA@ayurépondeurs au traitement ARV
dans les 6 mois suivant I'introduction du traitetnaveant I'échec virologique. La date
de I'EV était définie par la date de la 1ere CV09Q copies/ml ou de 1&2°CV > 500

copies/ml.
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- n’ayant pas modifié ni arrété leur traitement ARMiat le premier EV
- ayant des prélevements disponibles a I'EV et dtition du traitement (TO)

Les caractéristiques des patients (I'age, le dexgrpupe de transmission, la charge virale VIH
avant traitement et a 'EV et le type de traitemanig par le patient) ont été extraites de la base
de données de la cohorte. Le sous-type du virué déerminé lors de la réalisation du test
génotypique de résistance par séquencage classigoel’initiation du traitement. L’'ensemble

des patients avaient donné un consentement derit inclusion dans la cohorte Aquitaine.

2- Réalisation des tests génotypiques de résistance

Les tests génotypiques de résistance ont été ésalmns le laboratoire de virologique du Pr
Fleury du CHU de Bordeaux et de 'TUMR 5234 (CNRSictdbiologie fondamentale et

Pathogeénicité) de I'Université de Bordeaux.

Une recherche de MR par test génotypique a étisééathez tous les patients avant I'initiation

du traitement et a I'EV

- par séquencage classique (Sanger) selon la teehde&jgéquencage recommandée par

'ANRS (http://www.hivfrenchresistance.org), utdis en routine au laboratoire de

virologie
- par UDS pour I'analyse des variants résistants riaires.

Les résultats obtenus ont ensuite été interprétéida de l'algorithme du groupe Résistance

de 'ANRS de 2012 _(http://www.hivirenchresistancg)o
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2.1. Séquencage classique selon la méthode de Sange

La procédure se déroule en plusieurs étapes :

> Les ARN viraux plasmatiques ont été extraits awekil High Pure Viral RNA (Roche

Diagnostics) apres centrifugation de 1 ml de plaargd@500 g pendant 1h a 4°C.

» Ces ARN viraux ont été rétro-transcrits en ADN céénpentaire par RT-PCR.

Cette étape a été réalisée a I'aide du kit Titae @abe RT-PCR (Roche). Cing ul d’ARN
viraux plasmatiques extraits ont été ajoutés aiemreactionnel contenant e tampon 5x,
5mM de DTT, 0,2 mM de chaque désoxyribonucleotidighbsphate (dNTP), 20 pmoles
d’amorces forward et reverse (5P1- 5TAATTTTTTAGGBBATCTGGCCTCC3' et 3P1-
5'GCAAATACTGGAGTATTGTATGGATTTTCASZ' pour le gene da protéase; pour le gene
de la RT : MJI3-5’AGTAGGACCTACACCTGTCAACT’ et MJ4-
5CTGTTAGTGCTTTGGTTCCTCTS3’), 5U de RNase Inhibitet 1 ul d’Enzyme mix. Le
programme de PCR utilisé était: 50°C pendant 3Qutas) 94°C pendant 2 minutes; 40 cycles
X (94°C pendant 30 secondes; 55°C pendant 30 sespd8°C pendant 1 minute 30 secondes);

68°C pendant 7 minutes.

> Les genes de la reverse transcriptase (RT) et geotaase ont ensuite été amplifiés par
PCR nichée.

Deux ul des produits de RT-PCR ont été utilisés pdffectuer une PCR nichée utilisant le kit

AmpliTaq Gold (Applied Biosystems). Le milieu réiacinel contenait 1 de tampon 10x,

2,5mM de MgC4, 0,2mM de chaque dNTP, 20 pmoles d’amorces foreardverse (pour le

géne de la protéase : 5P2-5TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCA3 et 3P2-

5AATGCTTTTATTTTTTCTTCTGTCAATGGCS3’; pour le géne dela RT ; A35-

STTGGTTGCACTTTAAATTTTCCCATTAGTCCTATT3I’ et NE35-

5'CCTACTAACTTCTGTATGTCATTGACAGTCCAGCT3'), et 2 U dAmpliTaqg ADN
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polymérase. Le programme d’amplification par PCiRsététait: 94°C pendant 12 minutes; 40
cycles x (94°C pendant 30 secondes; 55°C pendase8ndes; 72°C pendant 2 minutes);
72°C pendant 7 minutes. La qualité et la taille pexluits de la PCR ont été évaluées par
électrophorése sur gel d'agarose 1,5%. Les prodeita PCR ont été purifiés sur des micro-
colonnes séphadex de type MicroSpin TM S-400 HRd¥stmam Biosciences) afin d’éliminer

entre autres les amorces non utilisées et les dNdres.

» Apres amplification par PCR nichée, les genes deTleet de la protéase ont ensuite été
séquencés selon la méthode de Sanger sur séquantmmatiqgue Beckman 2000 XL selon

la technique de séquencage de I'ANRS&\.hivfrenchresistance.oyg

Les réactions de séquences bidirectionnelles @ntéatlisées dans un volume final dep20
comprenant 1Ql de produit de PCR purifié (correspondant aux gé&feela RT et de la protéase
amplifiés par PCR nichée), 0i8M d’amorces (A35, NE35, 5P2 ou 3P2) eulBde Dye
Terminator Cycle Sequence Quick Start mix (Genorb@M DTCS kit, Beckman Coulter)
contenant les composants nécessaires a la réatgie@quence notamment les dNTP et les
didésoxyribonucléosides couplés au fluorochromé\{der). Le programme d’amplification
par PCR utilisé était le suivant : 30 cycles des@fbndes a 96°C, 20 secondes a 50°C, 4 minutes
a 60°C. Les produits de séquencage obtenus optigfi&s sur une plaque Millipore contenant
des billes de séphadex G-50 (Sigma-Aldrich) puisati&rés avec 2hl de Sample Loading
Solution (GenomeLabTM DTCS kit, Beckman Coulterntemant de la formamide. Le
séquencage a ensuite été réalisé par un séguentenratique a 8 capillaires GenomeLabTM
GeXP Genetic Analysis System (Beckman Coultera é¢dture des séquences nucléotidiques

générées a été effectuée avec le GenomeLabTM GeftRate.
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2.2. Ultra-Deep Sequencing (UDS)

Les genes de la RT et de la protéase ont été sgegisalon la procédure mise au point par la
société 454 Life Sciences/Roche technology, basééamplification clonale d’/ADN lié a une

bille en émulsion et sur le pyroséquencage [50].

Cette procédure se déroule en plusieurs étapes :

> Etape 1 : Génération d'une banque d’ADN par anualifon des génes de la RT et de la

protéase du VIH :

» Apres extraction des ARN viraux plasmatiques (kigliHPure Viral RNA de Roche
Diagnostics), une étape de reverse transcriptiété aéalisée par RT-PCR afin de générer
3 ADN complémentaires couvrant les régions proté&deT du VIH. Pour cela, 11,4
d’ARN plasmatiques extraits ont été préalablemématlirés 10 min & 65°C en présence
des amorces correspondantes (BR-HIVB, 4R-HIVB otHBRB). La reverse transcription
a été effectuée selon les recommandations de Rattant 1h a 50°C. Apres inactivation

de la RT 5 min a 85°C, 'ARN matrice a été dégrpdéde la RNase H.

* Les 3 ADN complémentaires générés ont ensuitetii®ea comme matrices pour générer
par PCR 8 amplicons (de 200 a 420 bp environ).aBgsicons ont été générés avec le kit
« FastStart High Fidelity PCR System » et les as®rournies par Roche selon les
recommandations de la compagnie.
Chaque amplicon est constitué de 'ADN spécifiqueséguencer, encadré a chaque
extrémité par 3 séquences (Figure 1) corresporadant
- un adaptateur qui va permettre la fixation d’amsrsgecifiques pour la réalisation de

la PCR en émulsign

- une clé de 4 nucléotides servant de « contrlat§uables séquences
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- et un MID (Multiplex IDentifier) commun aux 8 ametins d’'un échantillon et donc
spécifiqgue d'un patient donné. L'utilisation de 913 MID spécifigues a chaque
échantillon (le méme étant utilisé pour les 8 aoguls d’'un patient) permet ensuite de

réaliser un pool de 9 a 12 échantillons sequentgsualléle.

Figure 1 : Schéma représentant un amplicon avec Ilesgquences adaptateur, clé et MID

Adaptateur Clé MID Séquence HIV
I | —
I I E—

A noter qu’a cette étape, devant les mauvais syttréliminaires obtenus pour le séquencage
des amplicons prévus dans la procédure elaboréde paciété « 454 Life Science », nous avons
décidé de générer nos propres amplicons au lalerate virologie (1 amplicon au lieu de 3

pour la protéase et 3 amplicons au lieu de 5 EORT).

e Pour cela, a partir des ARN plasmatiques extradas avons réalisé une amplification par
RT-PCR de la régioRal (localisation sur la souche VIH-1 de référence BIxB082-3420)
en utilisant le kit « SuperScript Ill One-Step RTHR System with Platinum Tag DNA
Polymerase » (Invitrogen, Carlsbad, CA) et les ae®bP1 et MJ4. Le programme de PCR
utilisé était: 50°C pendant 30 minutes; 94°C pen@aminutes; 40 cycles x (94°C pendant
30 secondes; 55°C pendant 30 secondes; 68°C pefidamihute 30 secondes); 68°C

pendant 7 minutes.

* Deux ul du produit de RT-PCR ont été utilisés pgémérer nos 4 amplicons (Prot, RT1,
RT2 and RT3) couvrant les régions RT et protéaseadrés a leurs extrémités de
I'adaptateur, de la clé et d’'un MID (Figure 1). Laamorces utilisées sont décrites dans le

Tableau 1. La PCR nichée pour générer ces ampliacitg effectuée en utilisant le kit
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« FastStart High Fidelity PCR System (Roche Diagg)esavec le programme de PCR
suivant : 94°C pendant 3 minutes; 40 cycles x (9gé@dant 30 secondes; 55°C pendant

45 secondes; 72°C pendant 60 secondes); 72°C gehdanutes.

Tableau 1: Amorces utilisées pour la génération demmplicons

Amplicon Localisation Amorces (5’-3’)

sur HxB2

Prot 2136-2164 TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCA
2621-2650 AATGCTTTTATTTTTTCTTCTGTCAATGGC

RT1 2530-2564 TTGGTTGCACTTTAAATTTTCCCATTAGCCCTATT
2988-3012 CTTTCCATCCCTGTGGAAGCACATT

RT2 2706-2734 GAAAATCCATACAATACTCCAGTATTTGC
3119-3145 CTATGCTGCCCTATTTCTAAGTCAGAT

RT3 2874-2891 CTRGATGTGGGTGATGCA

3265-3284 CNYTATAGGCTGTACTGTCC

* Les amplicons obtenus ont ensuite été purifiebdies magnétiques avec le kit Agencourt
AMPure (Beckman Coulter and Benried, Germany) g#iminer les diméres d’amorces.
lls ont ensuite été quantifiés en utilisant lek@uant-iTV Picogreen dsDNA Assay Kit »
(Invitrogen, Carlsbad, CA). La fluorescence émise lg Picogreen a été mesurée sur
LightCycler 2.0 a 530 nm et la concentration en lamops déterminée aprés report de la
valeur de fluorescence sur une courbe standarghddhdes 4 amplicons a concentration
molaire équivalente égale a 1%1Moléculestl a ensuite été réalisé. Une fois encore,
I'utilisation de 9 a 12 MID spécifiqgues a chaquéattillon (le méme étant utilisé pour les
4 amplicons d’'un échantillon d’'un patient) a permisuite de réaliser un pool de 9 a 12

échantillons séquencés en paralléle.
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> Etape 2 : Amplification clonale des amplicons p@RPen émulsion (Figure 2):

Pour la PCR en émulsion, nous avons utilisé desotmites présentant en surface des amorces
complémentaires a un des adaptateurs présentessamiplicons, ce qui permet de fixer une

seule molécule d’ADN simple brin (un seul amplicpa) microbille.

Ces microbilles ont été mises en émulsion en poésédas réactifs pour PCR (Live Amp mix,
Roche) et des amplicons, résultant en la formatiergouttes. Chaque goutte englobe une
microbille et donc un seul amplicon permettant Pdification clonale de cet amplicon. Cette
PCR en émulsion a été réalisée en utilisant le k&S Junior Titanium emPCR Kit, Lib-A,
Roche » selon le protocole de Roche. A la fin deddr, I'émulsion a été détruite et les billes
contenant les amplicons amplifiés récupérées (Maefasisted Emulsion Breaking Set Up,

Roche).

Figure 2 : Etape 2: Amplification clonale d’'un ampicon lié a une microbille [50]

Ces billes recouvertes d’ADN ont ensuite été méasg des billes magnétiques (Enrichment
beads, Roche) et par interaction streptavidinaf@otles billes porteuses d’ADN ont été

retenues aux billes magnétiques et les billes vidiesinées. Cette étape permet d’éviter une
compétition entre les billes vides et les billeargjées d’ADN lors de la préparation de la plaque

optique.
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> Etape 3 : Pyroséquencage (Figure 3):

Les microbilles porteuses de I'amplicon amplifiérdaniére clonale ont été pipetées dans une
plaque en fibre optique (contenant 1,4 millionspdés) suivies des enzymes nécessaires au
pyroséquencage. Les puits possedent un diamétessuiie le dépbt d’une seule microbille par

puits. Avec ce systeme, 100000 réactions de séqgermpgeuvent se faire en paralléle. La plague

a eteé insérée dans le 454 Life Science Roche GSrRirle run de séquencage lancé.

Pour rappel, dans le pyroséquencage, les nucléotideis forme de dNTP) sont ajoutés I'un
aprées l'autre. Si le nucléotide ajouté est comphdane du nucléotide du brin matrice, il est
incorporé dans le brin en cours de synthése etytopposphate inorganique (PPi) est libéré.
L'ATP sulfurylase transforme le pyrophosphate Ebén ATP, utilisé par une luciférase qui
génere un signal lumineux proportionnel a la qe@miATP. La caméra CCD du séquenceur
capte le signal lumineux aprés addition de chaquéntide et le traduit par un pic sur le
pyrogramme. La hauteur du pic est proportionnellmtensité du signal lumineux, elle-méme
proportionnelle au nombre de nucléotides incorpatesiéme moment. On déduit la séquence
a partir de la taille des pics obtenus. En cas diamge de nucléotides a une méme position
(polymorphisme de séquence), la taille des picsnperdavoir une quantification de la

proportion de brins porteurs de I'un ou l'autre medéotides.

Figure 3 : Etape 3: Pyroséquencage [50]
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> Etape 4 : Analyse des séquences:

Connaissant I'ordre dans lequel les 4 nucléotides ajoutés automatiquement, I'analyse des
différentes images capturées permet la déductida sé&quence des différents amplicons.

Les données brutes générées par le 454 Life ScRacke GS Junior ont été traitées par le
logiciel bio-informatique Amplicon Variant Analys€éAVA 2.7) développé par Roche. Les
séquences nucléotidiques obtenues sont traduitesides aminés. La séquence protéique a
ensuite été comparée a une séquence de referenaehésde référence VIH-1 HxB2), en
analysant les positions connues comme associées awtations de résistance.

Ce logiciel permet de plus de quantifier le nomédeeséquences porteuses de mutations de
résistances, afin de calculer le pourcentage de VR¥ VRM étaient considérés comme

valables s’ils étaient présents a un taux > 1%adubre total de lectures dans les 2 sens.

Nous avons estimé le taux d’erreur de notre prdéottDS en calculant le pourcentage
d’erreurs générées par les 2 étapes de PCR (RTHAECRIlatinum Taq Polymerase suivi de
I'amplification par PCR par FastStart High Fidelitglymerase) et par le pyroséquencage d’un
plasmide de contréle contenant la souche de référeiH-1 LAV (pNL4.3). Le taux moyen
d’erreur a été calculé en réalisant I'expériencastfois et en calculant le pourcentage de
variations en comparaison a la séquence de réfrémctaux moyen d’erreur a été estimé a
0.21 + 0.07% (nombre moyen de lecture par positBd07+1477), avec 0.07£0.06% de
deélétions et 0.12 + 0.07% d’insertions, soit negaminférieur a notre seuil de 1%. Ces valeurs

sont comparables au taux d’erreurs genérées paststart High Fidelity polymerase [51].
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2.3. Interprétation des tests génotypiques

Les séquences nucléotidiques obtenues par SéqeeBeager (SS) et UDS ont été traduites
en acides aminés. La séguence protéique a enstliter@paree a une sequence de référence,
en analysant les positions connues comme asso@i€es mutations de résistance (et en
déterminant le pourcentage de MR minoritaires folDS). Les mutations analysées connues
comme étant associées a une résistance aux INNITIIEt aux IP étaient celles référencées
dans la liste de I'lAS de 2011 (2011 InternatioADS Society (IAS)-USA drug resistance

mutations list [52]).

Les résultats obtenus apres séquencage par SangeSent ensuite été interprétés a l'aide de

I'algorithme v22 du groupe Résistance de 'ANR2@E2 fttp://hivfrenchresistance.orgfin

de déterminer la résistance globale aux ARV eé&istance au traitement prescrit au patient,
en calculant le score GSS (Genotypic Sensitivityr&c Ce score est déterminé en calculant la
somme des scores obtenus pour chague molécule AB3¢rjie au patient lors du test de
résistance (les molécules ARV considérées commat ayee activité totale, intermédiaire ou
nulle sur le virus ont un score respectivement de.d ou 0 pour les IP, 1, 0 ou O pour les

INNTI et 0.5, 0 ou O pour les INTI [53]).

3. Méthodes statistiques

Le nombre moyen de MR (MR vis-a-vis de toute mdeARYV, MR associées aux INTI, aux
INNTI et aux IP) détectées par SS et le nombre maje MR détectées par UDS ont été
compareés en utilisant le test de Student (logistata, version 12.0, College Station, Texas).

La difféerence observée entre les 2 techniquesjatge significative si p < 0.05.
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D. RESULTATS

Les caractéristiques des 29 patients inclus daime atude sont présentées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Caractéristiques des 29 patients inclus

Caractéristiques

Sexe masculin, n (%) 23 (79.3%)
Age médian, années (IQR) 36.8 (33.0-39.4)
Groupe de transmission, n (%)

HSH 13 (44.8%)
uDI 5 (17.3%)
Hétérosexuelle 9 (31.0%)
Autres 2 (6.9%)
Période d’introduction du traitement ARV, n (%)

<2003 17 (58.6%)

> 2003 12 (41.4%)
Type de traitement ARV, n (%)

2 INTI 3 (10.3%)
3INTI 5 (17.2%)
20u 3 INTI+IP 5 (17.2%)

2 ou 3 INTI + IP/r 10 (34.5%)

2 INTI + INNTI 6 (20.8%)

CV VIH médiane a TO, logo copies/ml (IQR) 5.0 (4.6-5.2)
Taux médian de CD4 a TO, cellules/mm3 (IQR) 248 (177-314)
CV VIH médiane a I'EV, logio copies/ml (IQR) 3.7 (3.3-4.0)
Durée médiane entre TO et I'EV, mois (IQR) 14.3 (8.7-24.2)

CV : charge virale, IQR: interquartile range, ARMitirétroviral, HSH: homme ayant des relations sdbas avec
des hommes, UDI : usager de drogues intraveinell$&k; inhibiteur nucléosidique de la transcripaaverse,
INNTI : inhibiteur non nucléosidique de la trangtaise inverse, IP/r: inhibiteur de protéase bowestélu ritonavir,
TO : date d'initiation du traitement ARV
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Tests génotypiques de résistance

Un test génotypique de résistance par SS et pardJ@&réalisé a TO sur le dernier échantillon
disponible avant I'introduction du traitement AR8U¢ée médiane entre la date du prélevement
et la date de début du traitement ARV : 28 jou@R8-91) et sur I'échantillon a la date de
'EV. Les UDS réalisés sur 'ARN VIH a TO ont pratdune médiane de 1663 lectures (IQR:
1017-2533) par amplicon, et les UDS réalisés fARN VIH a I'EV ont produit une médiane
de 1739 lectures (IQR: 1123-2583) par amplicon.3Jdes génes de la RT et de la protéase
a éte realisé avec succes a TO et a 'EV pour9gsafients sauf pour un patient pour lequel le
gene de la RT n'a pas pu étre séquenceé par UDSed FOEV. Le SS a échoué pour le gene

de la RT chez un patient a TO.

La comparaison du nombre moyen de MR détectéesap@nt (Figure 4) a retrouvé que 1.35
fois plus de MR était détectées par UDS que paflSEfois plus a TO et 1.3 fois plus a EV,
p<0.001), confirmant la plus grande sensibilitd’d®S pour la détection des MR. Toutes les

MR détectées par SS ont également été détecteeDgar

Des MR minoritaires (MRM) complémentaires ont &auvées par UDS chez 21/29 patients
a TO et 18/29 patients a EV. La différence entneolebre moyen de MR détectées soit par SS
soit par UDS était statistiquement significativaiptes MR associées aux IP (MR-IP) et aux

INNTI (MR-INNTI) a TO et pour les MR associées aixlasses d’ARV a EV.
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Figure 4 : Mutations de résistance (MR) aux antirétoviraux détectées par séquencage

Sanger (SS) et Ultra-Deep Sequencing (UDS)

P<ﬂ)1
7 -
Pﬂo1
6
° P = 0.001
P = 0.0001

Mean number of DRM

Baseline Failure

DRM (Drug resistant mutationgylutations de résistance aux antirétroviraux; Bagekvant traitement
ARV, Failure: a I'échec virologique; ALL_SS and ALUDS: toute MR détectées par SS et UDS
respectivement; PI_SS and PI_UDS: MR aux inhibgede protéase détectées par SS et UDS
respectivement; NRTI_SS and NRTI_UDS: MR aux irteinis nucléosidique de la transcriptase
inverse détectées par SS et UDS respectivement;TNNES and NNRTI_UDS: MR aux inhibiteurs

non nucléosidique de la transcriptase inverse t#gecpar SS et UDS respectivement; ns: non
statistiquement significatif (p > 0.05)
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Mutations de résistance avant l'introduction du tratement ARV (Tableaux 3 et 4)

Quelques définitions pour un peu plus de clart&damprésentation des résultats :

Une recherche de mutation de résistance a doncéliéée par SS et par UDS. Parmi ces
mutations, certaines MR ont été détectées a |p&riSS et par UDS (car elles étaient présentes
a taux majoritaires), d’autres n’'ont été détectgespar UDS (car présentes a taux minoritaires,

d’ou leur désignation comme mutations de résistamoeritaires ou MRM).

De plus, les MR aux IP sont définies en 2 groudes MR primaires ou majeures, et les MR
secondaires ou accessoires (qui en s'accumulamepent de renforcer la résistance, et

peuvent parfois correspondre a des mutations patlynigques selon le sous-type du virus).

Par ailleurs, la barriere genétique du virus vissades différents ARV (c’est-a-dire le nombre
de MR nécessaires pour que le virus soit résistaritaitement ARV) est variable. Présence
d’'une MR ne veut pas forcément dire résistanceatement. Cette résistance dépend du type
de MR, des MR additionnelles présentes et du t{R. Ainsi certaines MR a un traitement
présentes de facon isolée entrainent une résisant&itement (et donc une diminution du
GSS du patient), alors que d’autres nécessitetrteds&sociees a d’autres MR additionnelles
pour entrainer une résistance au traitement. Neoissaainsi decrit :

- I'ensemble des MRM au traitement (futur traitempotr celles détectées a TO ou
traitement prescrit pour celles détectées a I'EEé¢y MRM n’entrainant pas forcément
une résistance au traitement si présentes de fsglee

- les MRM qui par leur présence (de facon isolée mea@nplément avec d’autres MR
déja présentes) entrainaient une résistance gégqogyphéorique au traitement (futur

ou en cours) et donc une diminution du GSS. Toigeftes MRM décrites étant
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présentes a taux minoritaire et leur impact étacbee incertain dans la littérature, nous

avons préféré utiliser I'expression « pouvant énénaune résistance au traitement ».

Enfin, nous avons également regardé si ces MRM gient théoriquement entrainer une
résistance a un ARV, que cet ARV soit ou non gelescrit au patient, ce que nous avons décrit

comme « résistance génotypique globale » a au nnoidsRV.

Prévalence des MR avant traitement (TO)

Le test génotypique par SS réalisé avant traitemeris en évidence des MR-IP chez la plupart
des patients mais ces MR correspondaient a dediom#taccessoires sauf pour le patient 4
dont le virus présentait une MR majeure aux IP. B&sassociées aux INTI (MR-INTI) ont
été mises en évidence chez 13.8% (4/29) des matedes MR-INNTI chez 17.2% (5/29) des

patients.

Le test génotypique par UDS a mis en évidencegmnfadditionnelle des MRM associées aux
IP (MRM-IP), aux INTI (MRM-INTI) et aux INNTI (MRMINNTI) chez respectivement
51.7% (15/29, dont 1 MRM majeure aux IP soit 3.4%),7% (3/28) et 25.0% (7/28) des
patients. A noter que des MRM aux INNTI de secayéteération ont été retrouvées chez 21.4%
(6/28) des patients, correspondant a des MR polyhigues a I'Etravirine (V90I, V106l) chez

4 patients et a des MR a la Rilpivirine (E138G)zBeatients. Au total, 21/29 patients étaient

infectés par un virus présentant au moins une MieMalée par UDS uniquement.

Ces MRM étaient des mutations décrites comme a&s®ai une résistance génotypique globale

a au moins un ARV chez 4 sur 29 patients (13.8%).
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Relation entre les MR minoritaires a TO et le futaitement ARV prescrit

Parmi les 21 patients avec des MRM détectées & €@ient infectés par un virus présentant
des MRM au futur traitement ARV. Néanmoins, seulpatient (Patient 61) présentait une
diminution de son score de sensibilité (GSS) wasede son futur traitement en raison d’'une
MRM (détection d’'une mutation Y181C a 2.1% pouvantrainer une résistance a son

traitement par INNTI).

Mutations de résistance a I'échec virologique (Tabhux 3 et 4)

Prévalence des MR & EV

Le test génotypique par SS réalisé a 'EV a migwdence des MR chez 20/29 patients. Des
MR-IP accessoires ont étaient retrouvées chezfzapi des patients, mais des MR-IP majeures
ont été retrouvées chez 17.2% des patients (5[#5.MR-INTI et des MR-INNTI ont été

mises en évidence chez respectivement 58.6% (1&(233).5% (10/29) des patients.

Le test génotypique par UDS a mis en évidence genfaadditionnelle des MRM-IP
accessoires, des MRM-IP majeures, des MRM-INTlest dRM-INNTI chez respectivement
44.8% (13/29), 10.3% (3/29), 25% (7/28) and 21.8f2]) des patients. Au total, 18/29 patients

étaient infectés par un virus présentant au maiesMIRM détectée par UDS uniquement.

Ces MRM étaient des mutations décrites comme a&s®aiune résistance génotypique globale

a au moins un ARV chez 9 sur 29 patients (31%).

38



Relation entre les MR minoritaires a I'EV et leiteanent ARV prescrit

Parmi les 18 patients avec des MRM détectées § [IR\était infectés par un virus présentant

des MRM au traitement ARV prescrit.

Ces MRM pouvaient entrainer une résistance aetmant prescrit chez 6/29 patients (20.7%),
avec un GSS basé sur I'UDS (GSS a I'EV par UDS$ ffdible que leur GSS basé sur le SS

(GSS al'EV par SS) :

- Les patients 14, 49 et 69 présentaient dans lquulation virale 4.3% de M184l, 2.7% et
3.8% de M184V respectivement, pouvant entrainer nésestance a leur traitement par
Lamivudine

- Les patients 46 et 86 présentaient dans leur ptpuolairale 3% de L74V et 34.9% de
Y115F respectivement, pouvant entrainer une résista leur traitement par Abacavir

- Le patient 40 présentait 5% de virus porteur dmilaation L10V pouvant entrainer, en
complément avec les 5 autres MR détectées a tajoritame (par UDS et par SS), une

résistance compléte au Lopinavir

En tenant compte de I'ensemble des MR détectéasofitaires et majoritaires), 8 patients
(patients 16, 23 25, 28, 31, 41, 47 et 85) éetgmmteurs d’'un virus ne présentant aucune
résistance au traitement prescrit a 'EV, et 4edthporteurs d’'un virus ne présentant méme

aucune MR vis-a-vis du traitement a I'EV (Patiebés 28, 47 et 85).
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Evolution des MR minoritaires entre TO et 'EV

MR minoritaires au futur traitement ARV détectéeR0aet évolution a I'EV

Parmi les 38 MRM détectées a TO, 9 étaient des MRRNuUtur traitement ARV prescrit (chez
8 patients). Parmi elles, 1/5 MRM-IP (patient 238 MRM-INTI (patients 25 et 80), et 1/1
MRM-INNTI (patient 61) ont également été détectéebEV. Parmi les 5 MRM au futur
traitement ARV prescrit non retrouvées a I'EV, 4respondaient & des MRM accessoires aux
IP (patients 16, 23, 52 et 79) et 1 a une MRM ¢e fJAM aux INTI présente de facon isolée

(patient 82, MRM L210W).

Chez l'unigue patient (Patient 61) présentant uf&V& TO pouvant entrainer une résistance
a son futur traitement (mutation Y181C a 2.1% aitément par INNTI), cette MR était

retrouvée a I'échec virologique a taux majoritgiee SS et par UDS (97.4%).

MR détectées a I'EV présentes a taux minoritaif@ a

La plupart des MR (SS et UDS confondues) détec@élsV n’étaient pas détectées avant

traitement, ni par SS ni par UDS a taux minoritaire

Des MR-INTI ont été mises en évidence a I'EV ch&28 patients (75%), principalement la
MR M184I/V. Parmi les 26 patients traités par Enpitabine (FTC) ou Lamivudine (3TC), 14

étaient infectés par un virus porteur de la mutahti841/V a taux majoritaire (détectée par
UDS et SS), et 3 par un virus portant de la mutakitd841/V a taux minoritaire (détectée par
UDS seulement). Néanmoins, cette MR n’était jameliouvée avant traitement ni par SS ni

par UDS.
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Des MRM-INTI de type TAM ont été retrouvées a tanajoritaire a 'EV chez 5 patients, ces
MR étaient présentes a taux minoritaire avantemaéint chez 2 d’entre eux (4% et 2.5% de

M41L, Patients 25 et 80).

Parmi les 4 patients avec des MR-INNTI a I'EV, séulPatient 61) avait une MR détectée

avant traitement a taux minoritaire.

Concernant les 5 patients traités par IP infectsdes virus ayant des MR-IP majeurs en
rapport avec leur traitement a I'EV, aucune de M&n’étaient détectées a taux minoritaire
avant traitement. La plupart des MR-IP accessatagent déja présentes a taux majoritaire

avant traitement, détectées par SS et UDS.
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Tableau 3: Liste des mutations de résistance (MR) détectéasant traitement (TO) et a I'échec virologique (EV)par séquencage Sanger

(SS) et Ultra-Deep Sequencing (UDS) pour les patiesnen EV sous un traitement antirétroviral (ARV) canportant un IP (N=15)

cVaTo MR & TO ‘ CVaEV MR & 'EV -
PL | (cp/ml) SS et UDS (%) GSSaTo ARV cpiml) SS et UDS (%) GSSalev
Protease NRTI NNRTI SS ubDS Protease NRTI NNRTI SS ubsS
101, M36 MA41L L10l, M36l,  M41L. DB7N,
L10l, M36l, a7 V179T, ZDV 3TC D6OE, L63P,  L210W
S %525 EZZF\’/* L2i0w, E1386(21) | 2 2 | poiNev | %M | A7iT. Gasv,  T215Y G 05 05
CTANE T215Y V82A M184V
M361, 162V, OV TG M361, 162V,
14 | 1292950 | L63P. A71T, 0 0 25 25 8435 | L63P, A71T, MI1841(4.3) Y188C(2.0) | 25 2
A71T ABC NFV
V77] V77l
7DV 3TC
16 | 20103 V77('1"é)6£ 0 0 25 25 ABC 1170 V77l 0 0 25 25
: LPVIr
M361 (13.1), ZDV 3TC
23 | 121221 | OR () 0 0 2 2 v 2414 | M36l (15.4) 0 0 2 2
L210W GI6E, 162V,  L210W,
25 | 110112 Eégg’ '\?72;1 T215D 0 2 2 31%\;? 97597 | L63P, V77, T215D. 0 2 2
L63P, M41L (4.0) D60E (1.5) Ma1Ll
L10V, G16E, oV aTC L10V, G16E,
31 | 198233 | K201 M36I. 0 0 2 2 VITC | sose3 | K201, 36l 0 0 2 2
HE9K, L8OM HE9K, L8OM
K20R, M36l,
K20R, M361, oV aTC 162V, L63P,
40 | 96878 | 162V, L63P, 0 0 2 2 v 2021 | M46L. 154V, M184V 0 15 05
M36L (2.1) V82A. L10V
.0)
K201, M361, 3TC TDF K201, M361,
411 771 ) 69K, L89M 0 0 2.2 ATZIr 1530 | 69K Lsom 0 0 2 2
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43

46

49

51

52

57

79

Normal: MR détectées par SS et UD&lique : MR détectées que par UDSfas : Mutations majeurs aux IP/ Souligné : MR asscc@etraitement prescrit

83525

140551

232736

19200

782200

142700

1108000

K20I, M36l,
H69K, L89IM

M361 (1.0)

K20R, V771,
M361 (32.6),
L63P (3.4)

G16E, K20R,
M361, 162V
(8.5), V77l

(4.6)

162V, L63P,
V771, M36l
(1.3)

M36l, 162V,
L63P, A71T,
V77l

M36l, L63P,
G16E (19.3),
K20T (5.1),
162V (5.8),
V771 (4.4)

T215D

Va0l

V90! (4.5)

V90l

2.5

25

ZDV 3TC
NFV

ZDV 3TC
ABC
LPV/r

3TC ABC
FPVIr

TDF FTC
LPVI/r

TDF FTC
ATZIr

ZDV 3TC
LPVI/r

DDI DAT
NFV

9819

14505

2387

12796

2155

4861

1693

K201, M36l,
H69K, L89M,
D60E, L63P,
154V, LOOM,
L89I (26.3),
M46L (5.0)

M36l, V11l
(1.5)

V77l

G16E, K20R,
M36l, V771
(1.9)

162V, L63P,
V771, N88S,
M46L (18.8),
M461 (8.3),
A71V (9.2),
G73S (24.1)
M361, 162V,
L63P, A71T,
V771, G16E
(1.6)

M36l, L63P,
D30N

M184V 0

L74V (3.0) 0

M1841 (2.7) Vool
M184V,

M184l (2.2) KIO1E(6.8)
M184V 0
M184V 0
D67N,
215D Vool
M184V

0.5

2.5

15

0.5

15

0.5

IP: inhibiteur de protéase; GSS (Genotypic SensitScore): score de sensibilité au traitement@iesZDV: zidovudine; DDI: didanosine; DAT: stavuod,;
3TC: lamivudine; FTC: Emtricitabine; ABC: abacaviiDF: tenofovir; NFV: nelfinavir; LPV/r: lopinavirATZ: atazanavir, FPV: fosamprenavir
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Tableau 4: Liste des mutations de résistance (MR) détectéasant traitement (TO) et a I'échec virologique (EV)par séquencage Sanger

(SS) et Ultra-Deep Sequencing (UDS) pour les patisnen EV sous un traitement antirétroviral (ARV) canportant un INNTI (N=6) ou

uniquement des INTI (N=8)

BL VL

Baseline DRM

VF VL

VF DRM

PL (cpiml) SS and UDS (%) BL GSS ART (cp/ml) SS and UDS (%) VF GSS
Protease NRTI NNRTI SS UDSs Protease NRTI NNRTI SS uDSs
L63P, L33V KL03N,
(6.4), M36l ZDV 3TC L63P, M36| H221Y.
20 | 45028 xS 0 0 2 2 g 6572 o miay el | 05 05
(14.5)
G16E (2.7),
ZDV 3TC L33V (2.6),
28 | 49268 0 0 0 15 15 | 202 88025 | it (2 o) 0 0 15 15
V771 (2.0)
38 | 38779 M36| 0 0 15 15 | 2O03TC | o1 0 M184V 0 1 1
K201, M36l, 3TC FTC K201, M36l,
ar | 1824 ) hsoK, Legm 0 0 22 EFV 2160 | 6ok, Legm 0 0 2 2
K201, M361, 3TC DAT HK6290KL I\|_/|8396|\|/’|
61 | 33676 | H69K, LBIM, 0 yigic21) | 2 1 533 LB, 14l Y181C, V90l | 05 05
SR NVP H69R (4.4),
: D30N (L.3)
L63P, D6OE
: 62V, L33V
(8.5), 162V 7DV 3TC : Y181C, V90,
62 | 67288 | (30 o 0 Vool > 2 e 10371 (2.&(93),5L36)3P 0 CoiE o) | 1 1
(12.0) :
G16E, M36l, oV 3TC G16E, M36l,
63 | 88509 | 162V, HB9K, ND ND ND  ND | ZO0S 676 | 162V, HGOK  M184V* 0* 1 ND
K20R (11.6) K20R
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64

76

80

82

83

85

86

141586

15857

1607

586670

6741

147650

57839

V11l, K20l

M361, H69K,

L8IM, V77l
(6.7)

162V, M36l

(2.7), QS8E

(2.5), L63P
(2.3)

D60E, L63P

L63P, V77I

L63P, K20R
(4.0), M36l
(7.5)

0

V771

M41L (2.6)
L210W
(9.0)

0

0

0

V1061 (11.0),
V90! (1.9)

K103N

V90! (6.6)

V90l (2.2)

E138G (1.1)

15

15

15

15

3TC TDF
EFV

ZDV 3TC

DDI D4T

ZDV 3TC

ABC

ZDV 3TC

3TC TDF
EFV

ZDV 3TC
ABC

41115

2438

2033

2667

1812

3306

6540

V11l, K20I,
M36l1, H69K,
L89M

162V

D60E, L63P

L63P, V77I,
D60E (2.8)

L63P

* Echec de I'UDS, seules les MR détectées par 88listées, ND: non déterminé (échec de 'UDS &t SS

Normal: MR détectées par SS et UD&lique : MR détectées que par UDSras : Mutations majeurs aux IP/ Souligné : MR assac@etraitement prescrit

INTI: inhibiteur nucléosidique de la transcriptaseerse; INNTI: inhibiteur non nucléosidique dedanscriptase inverse; GSS (Genotypic Sensitivityrs):
score de sensibilité au traitement prescrit; ZDiovrudine; DDI: didanosine; DAT: stavudine; 3TOniaudine; FTC: Emtricitabine; ABC: abacavir; TDF:

tenofovir; NFV: nelfinavir; LPV/r: lopinavir; ATZatazanavir, FPV: fosamprenavir

G190S, V9Ol
M184V (3.8) 45.0)
M184V 0
K70R (15.2)
D67N, K70R,
T215Y, 0
K219E
M41L
M184V K103N
M184V 0
0 VOl
M184V, V90l, H221Y
Y115F (34.9) (8.6)

0.5

0.5
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E. DISCUSSION

Notre étude apporte de nouvelles données sur \alprice des MRM aux IP, INTI et INNTI
avant traitement et a 'EV, ainsi que sur I'évabatide ces MRM sous traitement ARV. Plus de
2/3 des patients avaient des MRM additionnellesalées uniquement par UDS, avec 1.4 fois
plus de MR détectées par UDS avant traitemenBdbis plus a I'EV par rapport a la technique
de séquencage classique selon la méthode de S&egerdonnées concordent avec celles
précédemment rapportées dans la littérature syrdaalence non négligeable des MRM
détectées par UDS aussi bien chez les patients [idi18,40] que chez les patients prétraités
[19-24,41], confirmant la haute sensibilité de eddchnique pour détecter et quantifier ces

MRM.

Ces MRM détectées uniquement par UDS augmentaegsistance génotypique potentielle
globale & au moins un ARV chez 13.8% des patient® &t 31% des patients a I'EV.
Néanmoins, elles n'augmentaient la résistance gpitpte théorique du virus au traitement
ARV finalement prescrit au patient que dans 3.5% migtients a TO et 20.7% des patients a

l'EV.

Parmi nos 29 patients, 26 avaient du FTC ou du 8&@s leur régime thérapeutique. La
mutation M184V/| a été détectée chez 17 d’entre &liEV (et uniquement par UDS a taux

minoritaire chez 3 d’entre eux). Néanmoins, nouavohs détecté cette mutation avant
traitement pour aucun patient, méme a taux miricgit€ontrairement a notre étude, plusieurs
auteurs rapportent la détection de virus portedadeutation M184V a taux minoritaire chez

des patients naifs de traitement, en primo-infedid,55] ou infectés de facon chronique [48].
Cette différence pourrait en partie s’expliquer partype de technique de séquencage
ultrasensible utilisée. Dans ces études, la mutdla84V était détectée par PCR spécifique

d’alléle, permettant la détection de MR a un tanf&rieur a notre seuil de 1%. Dans son étude,
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Simenet al. rapportent une trés faible prévalence de virudepos de la M184V a taux
minoritaire détectés par UDS chez des patientsti@$epar le VIH et naifs de traitement ARV
[18]. Cette absence de M184V chez nos patientstdka@itement peut également résulter de
'impact négatif majeur de la M184V sur la capacitplicative du virus [19,56,57]. Une longue
période de temps entre la séroconversion (et dotrasmission potentielle de variants viraux
porteurs de la M184V) et le prélevement de notf@gtllon de sang pour notre analyse a TO
pourrait ainsi conduire, en I'absence de press@msélection médicamenteuse, a I'élimination
progressive de ces variants a capacité réplicalivénuée jusqu’a un tres faible niveau (en

dessous des limites de détection de 'UDS) voileuaélimination totale du plasma.

Une des principales questions soulevées par celesitechniques ultrasensibles est celle de
la signification et de la pertinence clinique de MRM, notamment leur réle dans la survenue

d'un EV.

Dans notre étude, 4/29 patients étaient infectéamairus porteur de MRM-INTI ou de MRM-
INNTI en rapport avec leur futur traitement ARV, ad¢s MRM étaient retrouvées a taux
majoritaire & 'EV chez 3 d’entre eux (la MRM-IN@étectée chez I€2°patient non retrouvée
al'EV étant une MR de type TAM présente de fagmhée a TO). De plus, pour I'unique patient
infecté par un virus porteur d'une MRM-INNTI a T9181C a 2.1%) pouvant conduire a une
résistance a son futur traitement par INNTI, cBtRM était retrouvée a taux majoritaire a 'EV

par SS et par UDS.

L’'impact des MRM sur 'efficacité des ARV dépendpablement du pourcentage de variants
viraux porteurs de MR et de la CV mutée (c’estt&da charge virale en virus muté
correspondant au pourcentage de virus présentantMi multiplié par charge virale du

patient) [14,44,46].
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Une méta-analyse de 2011 a mis en évidence urerigigs élevé d’EV sous un traitement de
premiére ligne comportant un INNTI en cas de MRMNIN méme a trés faible taux (HR: 2.2
[IC95%: 1.5-3.2] en cas de CV mutée comprise ebret 99 copies/ml), mais a également
retrouvé un effet taux-dépendant des MRM avec sgug significativement plus élevé en cas
de MRM présentes a un taux >1% (HR: 5.0, 1C95%:12.8) ou de CV mutée supérieure a
1000 copies/ml (HR: 4.1, 1C95%: 2.5-6.8) [46]. Gowhet al. rapportent une forte association
entre la survenue d’'un EV et la présence de la MB3N & taux minoritaire uniquement si le
taux de K103N était supérieure a 2% ou si la CVéamttait supérieure a 2000 copies/ml [44].
Dans leur étude, Cozzi-Lepet al. ne retrouvaient une association significative eeré&
présence de MRM sur la RT et la survenue d’'un EXrgoas de CV mutée > 1000 copies/ml
[14]. Dans notre étude, nous avons choisi de ngordgr que les MRM présentes a un taux >
1% (quelle que soit la CV mutée), pour sélectioneeMR ayant un impact potentiellement
plus fort sur la réponse virologique, mais égaletrpenr exclure les MR liées a un artefact des
techniques virologiques lors de I'amplification g&C€R et/ou du séquencage [51]. Si la CV
mutée semble finalement avoir un impact plus irgrdrgjue le pourcentage de virus muté, cette
notion n’était pas clairement établie a I'époqueaious avons réalisé cette étude, et nous avions
choisi de ne rapporter que le pourcentage de wiutg afin de ne pas rendre plus complexe la

lecture de nos résultats.

L'impact des MRM sur I'efficacité des ARV dépendamment du type de régime thérapeutique
et de la barriére génétique des ARV.

Un nombre croissant d’études rapportent une fastmaation entre la présence de MRM-
INNTI avant traitement et la survenue d’'un EV cHeg patients traités par des régimes
thérapeutiques comportant des INNTI §& génération [14,18,25,39,42-44,46,58], y compris

pour les patients ayant une tres bonne observagdecamenteuse [42,58]. Dans notre étude,
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seul un patient avait un virus porteur d'une MRNIGapouvant entrainer une résistance a son
traitement, il s’agissait d’un traitement compottan INNTI et la MR était retrouvée a I'EV a
taux majoritaire. Dans une méta-analyse publiée2@hl regroupant 10 études soit 985
participants, Liet al. rapportent un risque plus de 2 fois plus élevé/dBus un traitement de
premiére ligne comportant un INNTI de®®lgénération en cas de MRM aux INNTI
préexistantes (HR : 2.6, 1C95% 1.9-3.5), et I'stilion de tests génotypiques ultra-sensibles
avant traitement par INNTI permettrait d’éviterchéc virologique pour 11 patients testés [46].
Dans une étude multicentriqgue européenne portar2&l patients débutant un traitement de
1°¢ligne comportant un INNTI, Cozzi-Lepsi al. rapportent que la mise en évidence de MRM-
INNTI avant traitement était associée a un risque ge 2 fois plus élevé d’'EV (HR : 2.41,
IC95% 1.12-5.18) [14]. L'association entre la presede MRM-INNTI et un risque plus élevé
d’EV sous régime ARV comportant des INNTI a égaletn&é rapportée chez des patients

prétraités par INNTI [59,60].

Quelques études rapportent également une plus goétalence de MR aux INNTI dé"™®
génération (Rilpivirine et Etravirine) détectées DS, chez les patients naifs [16] ou
prétraités [20,21], mais leur impact sur la répomselogique reste encore a déterminer.
Charpentieet al. rapportent une prévalence plus élevée de MR ealitine détectées par UDS
gue par SS (29% des patients versus 17% des atiespectivement) chez des patients
hautement prétraités participant a I'essai TRIO ANE9. Les MRM mises en évidence (CV
mutée meédiane a 560 copies/ml) n’étaient pas @reescde la survenue d’'un EV ultérieur,
bien que la prévalence des MR a I'Etravirine détespar UDS avait tendance a étre plus élevee
chez les patients en EV que chez les patients ereswirologique (6/12 patients soit 50%

versus 18/70 patients soit 26% respectivement 08504 1].
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Les rares études portant sur la prévalence des MBMinhibiteurs de lintégrase (INI)
concernent essentiellement des patients hautermé@&mips initiant un traitement de sauvetage
comportant du Raltégravir. Ces études rapportéoelement une faible prévalence de MR au
Raltégravir, y compris des MRM > 1% par méthodesotypiques ultrasensibles [61-63].
Charpentieet al. rapportent une plus forte prévalence de MR alégedir détectées par UDS
que par SS (9% des patients par UDS soit 8 patigatsus 2% par SS) chez des patients
hautement prétraités. Les MRM mises en évidence ifiNEe médiane de 128 copies/ml)
n'étaient pas prédictives de la survenue d’'un éefretogique ultérieur [41]. Dans une étude
portant sur des patients en succes thérapeutigoetaild un traitement par Maraviroc +
Raltégravir (essai ARNS 157 ROCnRAL), la présereB&M au Raltégravir (retrouvées chez
3 patients) n’était pas associée a un risque pey &’EV ultérieur [64]. Le faible nombre
d’études actuellement publiées ne permet toutgfésde conclure sur un éventuel impact des
MRM aux INI sur la réponse virologique sous unteaient ARV comportant cette classe

thérapeutique.

Plusieurs études rapportent que la mise en évidnne population virale a tropisme CXCR4
a taux minoritaire, par I'utilisation de techniquésasensibles telles que I'UDS, était associée

a un risque plus éleveé d’EV sous inhibiteur de CQF5B69].

L’association entre la présence de MRM-INTI etlavenue d’'un EV ultérieur reste encore
tres controversée. Dans leur méta-analyse de 20#i.al. rapportent que la mise en évidence
de MRM-INTI (M184V et K65R) n’était pas associeararisque significativement plus élevé
d’EV sous un traitement dé€"lligne avec un INNTI (HR : 1.6, IC 95% : 0.1-17f}is cette
analyse avait éte réalisée sur un nombre treslid@tpatients (9 patients), d’ou un manque tres
probable de puissance statistique [46]. Dans léutleé multicentrique, Cozzi-Lepset al.

rapportent un risque plus élevé d’EV en cas de MIRIWIF chez des patients débutant un
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traitement par 2 INTI et 1 INNTI (OR : 2.27, IC9596/6—6.77), cette association n’étant la
encore pas significative avec un effectif faiblgpdéients (8 patients avec au moins une MRM-
INTI avant traitement) [14]. Dans leur étude pottaor 146 patients, Metznet al. ne
rapportent pas d’association entre la détectiomPA$aPCR de MRM-INTI (M184V et K65R)

et la survenue d’'un EV, la plupart des patientsgméant des MRM-INTI débutant un premier
traitement comportant un IP/r [48]. Une autre étpddant sur 109 patients naifs débutant un
traitement comportant un IP/r ne retrouve égalerpantd’association entre la présence de la
MR M184V détectées par AS-PCR (tarX.4%) et la survenue d’'un EV [47]. Lataillade

al. rapportent par contre un taux plus élevé d’EV ctiez patients débutant un traitement
comportant 2 INTI et un IP/r ayant certaines MRMFINIétectées par UDS avant traitement
(M184V et/ou multiples TAM avec un seuil > 1%), aweutefois un effectif faible de patients

[15].

Les rares études ayant étudié I'impact des MRMRZales patients sous régime thérapeutique
comportant des IP/r n'ont pas retrouvé d’assoaiatiotre la présence de ces MRM-IP et un
risque plus élevé d’EV [15,18].

Dans notre étude, les MRM-IP détectées par UDStaxatement étaient principalement des
MR accessoires. Aucune des MR-IP majeures retroavEBV n’étaient détectées a taux
minoritaire avant traitement. Des MR-IP majeur&spntes a taux minoritaire ont été détectées
par UDS a 'EV chez 2/15 patients sous régime thewique comportant un IP/r, mais ne
conduisaient pas a un changement de la sensigditétypique du virus a I'lP prescrit. Les
MRM-IP accessoires détectées par UDS a I'EV coradlers a un changement de la sensibilité
génotypique du virus a I'lP prescrit chez un deX®®gatients, ce qui pourrait expliquer I'EV.
D’autres études rapportent dans la littératuredpseMRM-IP majeures sont rarement détectées
par UDS (la plupart des MRM-IP détectées étant M&s accessoires), et surviennent de

maniere isolée, chez les patients naifs [15] et wepatients en EV sous IP/r [22,23,70]. Une
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étude a par ailleurs mis en évidence que les \parteurs de MRM-IP majeures (MR a
I’Atazanavir et au Lopinavir) gardaient une sergiédphénotypique a ces IP [22]. Ceci pourrait
étre en partie expliqué par le fait que ces MRMeétaretrouvées a un taux tres faible (< 0.5-
1%). Charpentieet al. rapportent une plus forte prévalence de MR au Rain détectées par
UDS que par SS (40% des patients soit 32 patiemtsis 23% soit 28 patients respectivement)
chez des patients hautement prétraités, les MRMsma évidence (CV mutée médiane a 713
copies/ml) n’étant pas prédictives de la surveriue dchec virologique ultérieur [41].

La trés faible prévalence des MRM-IP majeures ataes significatifs (>1%) combinée a la
haute barriere génétique a la résistance des He (@cessité de multiples MR pour entrainer
une résistance a un IP [71]) pourraient expliqtarsience d’association retrouvée entre la
présence de ces MRM-IP et un risque plus élevé ddB¥z les patients sous régime
thérapeutique comportant des IP/r. D'autres étugibed nécessaires pour déterminer si la

présence de multiples MRM-IP majeures peut affd@#icacité virologique des IP/r.

Notre travail comportait plusieurs points faibles :

- Premierement, les patients étaient inclus dang @biide s'’ils présentaient un EV sous une
premiere ligne de traitement ARV. Tous les patiggent donc en EV et la prévalence
des MRM détectées avant traitement dans notre grdapatients n'a pas été comparée a
celle des MRM détectées avant traitement chez aésnps en succes virologique sous un
traitement ARV de premiére ligne. Par conséquemtism’avons pas pu etudier I'impact
des MRM sur la réponse virologique mais uniquend&trire leur prévalence et leur
évolution sous traitement

- Secondairement, en raison du faible nombre dergagésentant un EV sous un traitement
ARV de premiére ligne ayant des échantillons dembadisponibles et a TO et a I'EV,

seulement 29 patients ont pu étre inclus dans étaide. De plus, prés de 60% d’entre eux
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ont débuté un traitement avant 2003, avec par qoesé un régime thérapeutique n’étant
plus d’actualité, avec notamment 27.5% des pat®ous bithérapie ou trithérapie d’'INTI,
et 17.2% sous régime comportant un IP non boostieNaible effectif de patients ne nous
a malheureusement pas permis de réaliser des caisga en fonction de la date
d’initiation du traitement ARV (avant ou apres 2P@& en fonction du type de régime
thérapeutique.

Enfin, nous n'avions aucune donnée sur I'observém&apeutique de nos patients. Pour 8
patients, aucune résistance du virus au traitemanété mise en évidence a I'EV, ce qui
suggere que leur EV était probablement lié a unevaiae observance médicamenteuse.
Les niveaux de CV élevés observés a I'EV pour setpatients suggerent également une
inobservance du traitement. De plus, la plupart M&sretrouvées a I'EV n’étaient pas
détectées avant traitement méme a taux minoritair@nt donc été sélectionnées sous
traitement ARV, leur sélection étant probablemerbfisée par une mauvaise observance.
L’'observance au traitement est un facteur préditi#fjeur d’échec virologique et de
progression de la maladie [72]. La présence de MRMapportée comme associée a un
risque plus élevé d’EV notamment en cas d’obsewammtimale au traitement ARV
[42,58]. L'impact des MRM sur la réponse virologigest en effet tres faible en
comparaison a l'inobservance et la recherche deMibl n’a probablement que peu
d’intérét chez les patients ne prenant pas leiteiment. Ce parametre essentiel doit donc

étre pris en compte dans les études étudiant et ces MRM.
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F. CONCLUSION

La realisation d'un test génotypique de résistapze UDS a permis d’identifier

significativement plus de MR comparativement au &8si bien chez le patient naif que chez
le patient en EV sous traitement ARV, et ce poutds les classes thérapeutiques (INTI, INNTI
et IP/r). Pour quelques patients, ces MRM condeigaa un changement de la sensibilité

génotypique au traitement ARV (4% des patients talvaitement et 21% des patients a 'EV).

Notre travail de thése nous a permis d’améliordethnique d’'UDS afin qu’elle puisse étre
utilisable en routine et de confirmer sa plus geasdnsibilité par rapport au SS. Néanmoins
elle ne permettait pas d’étudier 'impact de cesNViBétectées sur la réponse virologique et

donc d’établir des recommandations sur ses indicgti

D’aprés les données de la littérature, la misevishedce de MRM-INNTI semble maintenant
clairement associée a un risque plus élevé d’Esasrie traitement ARV comportant un INNTI
de premiére génération. Le risque d’EV sous indibide CCR5 semble également plus élevé
en cas de détection préalable de virus minorit@ireepisme CXCR4. D’aprés les données de
la littérature, I'impact des MRM sur la réponseolagique reste incertain pour les MRM aux
INTI, aux INNTI de seconde génération, aux IP ek dNIl. Cet impact dépend tres
probablement d’'une part de la proportion des MRN de la CV mutée) et du type de chaque
MRM, et d’autre part du type de régime thérapewtigtide la barriere génétique des ARV

composant ce traitement.

De larges études prospectives complémentairesisontnécessaires aussi bien chez le patient
naif avant d’introduire un traitement que chezadégnt en échec virologique sous traitement

ARV (avec des régimes thérapeutiques corresporalantecommandations actuelles) avant
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de pouvoir donner des recommandations sur |'utibsades techniques de séquencage a haut-

débit en pratigue clinique, dont les indicationsteat difficiles a définir.

Une étude francaise multicentrique coordonnée paphanie Raymond (Laboratoire de
Virologie de Toulouse, INSERM U1043) est actuellaimen cours (étude RILPYRO), dont
I'objectif est d’étudier I'impact des variants miitaires résistants (détectés par séquencage
haut-débit de la transcriptase inverse) chez 5Q@emnga recevant un premier traitement

antirétroviral comportant de la rilpivirine.

Cette étude a été publiée dans la revue Plos Ojaneier 2014.

Prevalence and Evolution of Low-Frequency HIV-1 Drug Resistance Mutations Detected by
Ultra-Deep Sequencing in HIV-1 Infected Patients Experiencing First-Line Antiretroviral
Therapy Failure. PLoS One. 2014 Jan 27;9(1):e86771.

M-A. Vandenhende, P. Bellecave, P. Recordon-Pinson, S. Reigadas, Y. Bidet, M. Bruyand, F.
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Abstract

Objectives: Clinical relevance of low-frequency HIV-1 variants carrying drug resistance associated mutations (DRMs) is still
unclear. We aimed to study the prevalence of low-frequency DRMs, detected by Ultra-Deep Sequencing (UDS) before
antiretroviral therapy (ART) and at virological failure (VF), in HIV-1 infected patients experiencing VF on first-line ART.

Methods: Twenty-nine ART-naive patients followed up in the ANRS-CO3 Aquitaine Cohort, having initiated ART between
2000 and 2009 and experiencing VF (2 plasma viral loads (VL) >500 copies/ml or one VL >1000 copies/ml) were included.
Reverse transcriptase and protease DRMs were identified using Sanger sequencing (SS) and UDS at baseline (before ART
initiation) and VF.

Results: Additional low-frequency variants with Pl-, NNRTI- and NRTI-DRMs were found by UDS at baseline and VF,
significantly increasing the number of detected DRMs by 1.35 fold (p<<0.0001) compared to SS. These low-frequency DRMs
modified ARV susceptibility predictions to the prescribed treatment for 1 patient at baseline, in whom low-frequency DRM
was found at high frequency at VF, and 6 patients at VF. DRMs found at VF were rarely detected as low-frequency DRMs
prior to treatment. The rare low-frequency NNRTI- and NRTI-DRMs detected at baseline that correlated with the prescribed
treatment were most often found at high-frequency at VF.

Conclusion: Low frequency DRMs detected before ART initiation and at VF in patients experiencing VF on first-line ART can
increase the overall burden of resistance to Pl, NRTI and NNRTI.
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T Deceased.

Introduction virological failure [2]. According to epidemiological studies, 8-11%
of antiretroviral naive patients are infected with a virus harbouring
drug resistance associated mutations (DRMs) in Europe and the
USA [3]. Treatment guidelines therefore recommend genotypic

The advent of combination antiretroviral therapy (ART) has
dramatically reduced HIV-1 infection-related morbidity and
mortality [1]. However, the efficiency of these treatments can be
compromised by the presence of drug-resistant variants, resulting in
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resistance testing before initiating antiretroviral therapy and in the
case of virological failure [4].

Standard genotyping by Sanger sequencing (SS) used currently
in clinical practice cannot detect viral variants representing less
than 15-25% of the viral population [5]. More sensitive
techniques have been developed, including ultra-deep sequencing
(UDS), which can detect and quantify low-frequency variants
harbouring DRMs down to 0.5-1% [6].

Clinical relevance of detecting low-frequency DRMs remains
open to debate. Some studies have found no significant association
between the presence of low-frequency DRMs and subsequent
virological failure [7-9] while others reported an overt correlation
[10-14]. A recent pooled analysis showed that low-frequency non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI)-DRMs in-
creased the risk of virological failure (VF) with NNRTI-based
regimen more than two-fold [15]. The impact of low-frequency
protease inhibitor (PI-DRMs on treatment response has been
limited to a few studies that found no associations [11,16].

The objectives of our study were to determine the prevalence of
DRMs detected by UDS as well as their effect on ART resistance
before treatment and at VF, and to analyse their evolution under
treatment, in HIV-1 infected patients experiencing VI on first-line

ART.

Methods

Ethics statement

All patients included in this study gave written informed
consent. The study protocol was approved by the Ethics
committee of Bordeaux University Hospital (Comité de protection
des personnes).

The Agence Nationale de Recherche sur le SIDA (ANRS) CO3
Aquitaine Cohort is a prospective hospital-based cohort of HIV-1
infected patients under routine clinical management, initiated in
1987 in the Bordeaux University Hospital and four other public
hospitals in the Aquitaine region, South Western France. Inclusion
criteria are: adult patients of the participating hospital wards with
confirmed HIV-1 infection, having at least one follow-up after the
first report, and having given informed consent. Visits occur
usually every three months if the patient is treated, every six
months otherwise. Detailed presentation of the cohort has been
reported elsewhere [17].

Study population

Patients starting a first antiretroviral treatment between January
2000 and June 2009 were retrospectively screened from the ANRS
CO3 Aquitaine Cohort database.

Patients experiencing virological failure (VF), defined as a
plasma viral load (VL) >1,000 copies/ml or 2 consecutives VL>
500 cp/ml at least 6 months after ART initiation, and with plasma
samples available both at baseline (last sample available before
ART initiation) and at VF (plasma sample corresponding to first
VL>1000 or second VL>500 cp/ml) were included in our study.
Patients were excluded if they changed or stopped their ART.
Socio-demographic, clinical and biological characteristics of
eligible participants were extracted from the database.

Sanger sequencing

Viral RNA was extracted from 1 ml of plasma sample at
baseline and at VF using the High Pure Viral RNA kit (Roche).
The Reverse Transcriptase (RT) and Protease gene sequences
were determined using Sanger sequencing (SS) according to the
ANRS consensus method (http://www.hivirenchresistance.org).
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Ultra-deep sequencing (UDS)

Viral RNA was extracted as described above and used as a
template for RT-PCR. The Pol region (HxB2 position: 2082-3420)
was amplified using the 5P1 and MJ4 primers and the SuperScript
IIT' One-Step RT-PCR System with Platinum Taq DNA
Polymerase kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). RT-PCR conditions
were reverse-transcription at 50°C for 30 minutes, one denatur-
ation step of 94°C for 2 minutes, followed by 40 cycles of
denaturation for 30 seconds at 94°C, annealing for 30 seconds at
55°C, extension for 90 seconds at 68°C, and a final 7-minutes
extension at 68°C.

Two microliters of RT-PCR product were used to generate 4
amplicons (Prot, RT1, RT2 and RT3) encompassing protease and
RT regions and harbouring specific MIDs in their end. Amplicons
and primers are described in Table 1. The nested PCR was
performed with the FastStart High Fidelity PCR System (Roche
Diagnosis) and according to the following conditions: initial
denaturation step of 94°C for 3 minutes followed by 40 cycles of
denaturation for 30 seconds at 94°C, annealing for 45 seconds at
55°C, and extension for 60 seconds and a final 8-minutes
extension at 72°C.

PCR products were purified using magnetic beads (Agencourt
AMPure Kit, Beckman Coulter, and Benried, Germany) to
eliminate primer-dimers. The number of molecules was quantified
by fluorometry (Quant-iT PicoGreen dsDNA assay kit, Invitrogen,
Carlsbad, CA) and equimolar concentrations of amplicons were
pooled. This library was submitted to emulsion-based clonal
amplification (emPCR) using GS Junior Titanium emPCR Kit
(Lib-A) according to Roche’s protocol. UDS was performed in
both strands on a 454 Life Science Roche GS junior. Amplicon
Variant Analyzer (AVA 2.7) software (454 Life Sciences; Roche)
was used to align all read amplicons and to calculate variant
frequencies at each nucleotide position relative to the HxB2
reference HIV-1 strain sequence. Raw data were submitted to
GenBank under SRP033482 study accession number.

UDS technical error rate

To estimate the error rate of our UDS protocol, we calculated
the percentage of errors generated from 2 steps of PCR (Platinum
Taq Polymerase followed by FastStart High Fidelity polymerase
amplification) and pyrosequencing of a plasmid control containing

Table 1. Primers used for amplicon generation.

Amplicon  HxB2 position HIV specific primer (5'-3')
Prot 2136-2164 TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCA
2621-2650 AATGCTTTTATTTTTTCTTCTGTCAATGGC
RT1' -
RT2 2706-2734 GAAAATCCATACAATACTCCAGTATTTGC
3119-3145 CTATGCTGCCCTATTTCTAAGTCAGAT
RT32 2874-2891 CTRGATGTGGGTGATGCA
3265-3284 CNYTATAGGCTGTACTGTCC

Note that forward and reverse primers are linked to primer A and B (454 Life
Sciences; Roche) respectively and contain the TCAG key. To distinguish each
sample in the multiplexed UDPS, nine unique sequence tags (MID1 to 9,
according Roche’s protocol) were inserted between the adaptor A or B and the
gene specific primer.

TRT1: primers under patent process

2Primers from Mitzuya's paper [29]

doi:10.1371/journal.pone.0086771.t001
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HIV-1 LAV reference HIV-1 strain (pNL4.3). The mean error
rate was calculated using a triplicate experiment and the
percentage of variations compared to the plasmid HIV-1
sequence. We estimated an overall mean error rate of
0.21%0.07% (mean reads per position: 3007%=1477). Deletion
and insertions events corresponded to 29.8% and 61.9% of the
overall errors, with 0.0720.06% of deletion and 0.12+0.07% of
insertion relative to total reads. These values are in accordance
with the rate of errors generated by the FastStart High Fidelity
polymerase [18].

As input HIV RNA was not quantified, the expected sampling
error depended on sample viral load. The stochastic effects of
sampling variation were limited when the starting RNA copy
number was higher than 10,000 copies/mL [6]. Below this
threshold, the proportion of sequenced PCR amplicons containing
DRMs may not be representative to the original sample.

Drug resistant mutations (DRMs) were thus accepted as
significant variants when present at a frequency of >1% among
the total number of reads and in both strands.

Drug resistance mutations and Genotypic Sensitivity
Score

Reverse transcriptase and protease DRMs were identified using
SS and UDS at baseline and VF. Analyzed mutations associated
with resistance to nucleoside reverse transcriptase inhibitor
(NRTI), NNRTT and PI were referenced in the 2011 International
AIDS Society (IAS)-USA drug resistance mutations list [19].
Genotypic resistance was interpreted with the 2012 ANRS HIV
drug resistance algorithm v22 (http://www.hivfrenchresistance.
org) in order to determine the overall burden of resistance to
antiretroviral (ARV) drugs and resistance to the prescribed
treatment. The weighted Genotypic Sensitivity Score (wGSS)
scores the resistance to the prescribed treatment and was
calculated as the sum of the scores obtained for each prescribed
ARV drug. In this system, ARV drugs are considered to display
full, intermediate or null antiviral activity and scored as 1, 0.5 or 0

for PIs, 1, 0, 0 for NNRTIs and 0.5, 0, 0 for NR'TTs [20].

Statistical tests

Paired t-tests were used to compare the mean number of DRMs
detected by SS versus UDS for all DRMs, PI-DRMs, NRTI-
DRMS and NNRTI-DRMs (Stata 12.1 software).

Results

Study population

Twenty-nine patients achieving VI at least 6 months after
initiating first-line ART had plasma samples available at baseline
and at VF and were included in our study (Table 2). They were
mainly men (79.3%) and infected with subtype B HIV-1 in 72.4%
of the cases. Median baseline CD#4 cell counts (cells/mm3) and
median VL (log;o copies/ml) were 248 (interquartile range IQR:
177-314) and 5.0 IQR: 4.6-5.2) respectively. After a median
duration of 14.3 months under therapy (IQR: 8.7-24.2), VF
occurred in patients with a median of 3.7 log;, copies/ml of HIV
RNA (IQR: 3.3-4.0).

Three patients were treated with a 2 NRTI-based regimen, 5
patients with 3 NRTIs, 5 patients with NRTIs + PI, 10 patients
with NRTIs + boosted PI and 6 patients with 2 NRTIs + NNRTI.
Co-prescribed PIs were Atazanavir, Lopinavir, Nelfinavir or
Fosamprenavir and co-prescribed NNRTIs were Efavirenz or
Nevirapine.

PLOS ONE | www.plosone.org
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Sequencing

Sequencing was performed at baseline on the last plasma
sample available before ART initiation (median time period
between the baseline sample and the start of ART: 28 days, IQR:
8-91) and on the plasma sample corresponding to the date of VF.
UDS performed on baseline viral HIV RNA yielded a median of
1663 (IQR: 1017-2533) reads per amplicon (VL range: 3.08 log; ¢
cp/ml to 6.62 log;o cp/ml), and a median of 1739 (IQR: 1123~
2585) reads per amplicon on viral HIV RNA from plasma
collected at VF (VL range: 3.01 log;o cp/ml to 4.98 log cp/ml at
failure). UDS of the protease region was successful for all of the 29
patients at failure and at baseline but RT UDS failed for 1 patient
at baseline.

Comparison of the mean number of DRMs detected by the 2
sequencing techniques (Figure 1) revealed that 1.35-fold more
DRMs were detected by UDS (1.4-fold more at baseline and 1.3 at
VF, p<<0.0001). All the DRMs found by SS were also detected by
UDS. Additional low-frequency DRMs were found in 21/29
patients at baseline and in 18/29 patients at failure. The difference
between the mean number of DRMs detected by SS and by UDS
was statistically significant (p<<0.05) at baseline for PI and
NNRTI-DRMs and at VF for the 3 antiviral drug classes.

Baseline mutations (Tables 3 and 4)

Prevalence of DRMs. Using Sanger sequencing, PI muta-
tions were detected in most of the patients but they were accessory
or polymorphic IAS-USA mutations except for Patient 4 who had
virus harbouring a major PI mutation. NRTI-DRMs were found
in 13.8% (4/29) of the patients and NNRTI-DRMs in 17.2% (5/
29). UDS analysis showed that 51.7% (15/29), 3.4% (1/29),
10.7% (3/28) and 25.0% (7/28) of the patients had viruses
harbouring additional low-frequency PI-, major PI-, NRTI- and
NNRTI-DRMs respectively at baseline. The low-frequency
NNRTI-DRMs corresponded to polymorphic Etravirine muta-
tions (V90I, V106I) and Rilpivirine mutations (E138G) in a total of
4 and 2 patients respectively.

These low-frequency DRMs could increase the overall burden
of resistance to one or more ARV drugs in 4 of 29 patients
(13.8%).

Association of low-frequency DRMs with the prescribed
treatment. Among the 21 patients with low-frequency DRMs,
8 had wvirus harbouring DRMs correlated with the future
prescribed treatment. Nevertheless, the wGSS was not modified
except for Patient 61 who harboured 2.1% of HIV variants with
Y181C mutation that could imply resistance to its NNRTI
treatment.

VF mutations (Tables 3 and 4)

Prevalence of DRMs. Using Sanger sequencing, we deter-
mined that 20/29 patients had viruses harbouring DRM.
Accessory PI mutations were detected in most of the patients
but major-PI mutations were found in 17.2% of patients (5/29).
NRTI- and NNRTI-DRMs were found in 58.6% (17/29) and
34.5% (10/29) of the patients respectively.

Additional low-frequency PI-, major PI-, NRTI- and NNRTI-
DRM:s were found by UDS in 44.8% (13/29), 10.3% (3/29), 25%
(7/28) and 21.4% (6/28) of the patients respectively. These low-
frequency DRMs could increase the overall burden of resistance to
one or more ARV drug in 9 of 29 patients (31%).

Association of low-frequency DRMs with the prescribed
treatment. Among the 18 patients with low-frequency DRMs,
12 had virus harbouring DRMs correlated with the prescribed
treatment. These low-frequency DRMs detected only by UDS led
to changes in susceptibility predictions to the prescribed treatment

January 2014 | Volume 9 | Issue 1 | 86771
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Table 2. Demographic, clinical and virological characteristics of the included patients (n=29).

Patients characteristics n (%)
Gender male, n (%) 23 (79.3%)
Median age, years (IQR) 36.8 (33.0-39.4)
Transmission group, n (%) MSM 13 (44.8%)

IDU 5(17.3%)

Heterosexual 9 (31.0%)

Other 2 (6.9%)
HIV-1 B subtype, n (%) 21 (72.4%)
Antiretroviral treatment, n (%) 2 NRTIs 3 (10.3%)

3 NRTIs 5 (17.2%)

2 NRTI + PI 3 (10.3%)

3 NRTI + PI 2 (6.9%)

2 NRTI + Pl/r 8 (27.6%)

3 NRTI + Pl/r 2 (6.9%)

2 NRTI + NNRTI 6 (20.8%)
Period of ART initiation <2003 17 (58.6%)

=2003 12 (41.4%)
Median baseline plasma HIV-1 RNA, log;, copies/ml (IQR) 5.0 (4.6-5.2)
Median baseline CD4 cell count, cells/mm? (IQR) 248 (177-314)
Median VF plasma HIV-1 RNA, log;o copies/ml (IQR) 3.7 (3.3-4.0)
Median time between baseline and VF, month (IQR) 14.3 (8.7-24.2)

doi:10.1371/journal.pone.0086771.t002

in 6/29 patients (20.7%), as shown by their VI UDS GSS lower
than their VF SS GSS. Patients 14, 49 and 64 presented in their
viral population 4.3% of M184I, 2.7% and 3.8% of M184V
respectively that could be involved in resistance to the prescribed
Lamivudine. Abacavir resistance was identified in Patient 46 who
harboured 3% of viruses with .74V mutation and in Patient 86
who was infected with 34.9% of viruses carrying Y115F mutation.
In Patient 40, 5 high-frequency PI-DRMs were found, leading to
possible resistance to Lopinavir. The detection of 5% of variants
with the additional Lopinavir resistance mutation L10OV could
explain an increase on resistance to this PI.

Taking into account both high-frequency and low-frequency
DRMs, 8 patients (Patients 16, 23 25, 28, 31, 41, 47 and 85) had
no resistance to their prescribed treatment, and 4 had even no
DRMs related to their prescribed treatment (Pt 16, 28, 47 and 85)

Evolution of the low-frequency DRMs between baseline
and virological failure

Among the 38 additional low-frequency DRMs detected at
baseline, 9 were related to the future prescribed treatment (8
patients). Among them, 1/5 PI-DRMs (Patient 23), 2/3 NRTI-
DRMs (Patients 25 and 80) and 1/1 NNRTI-DRMs (Patient 61)
were also detected at VF. All the PI-DRMs were accessory PI-
DRMs. In the unique subject with baseline low-frequency
NNRTI-DRM that could lead to resistance to the prescribed
ART (Patient 61, Y181C at 2.1%), both UDS and SS performed
at virological failure showed the evolution of this mutation which
was detected at high frequency (97.4%).

Most of the treatment-related mutations found at VI were not
detected at baseline by UDS. In 75% of the cases (21/28), VF was
associated with the occurrence of NRTI DRMs, mainly the
M1841/V mutation. Among the 26 patients receiving Emtricita-

PLOS ONE | www.plosone.org

MSM: men who have sex with men, IDU: intravenous drug user, IQR: interquartile range, VF: virological failure

bine (FT'C) or Lamivudine (3TC), viruses harbouring the M 1841/
V mutation at VF were found in 14 patients by both SS and UDS
and in 3 patients by UDS only. However, this M184 mutation was
never detected at baseline by UDS. Pre-existing low-frequency
TAM-NRTI mutations were found in 2/5 patients from whom
high level of TAMs were detected at VF (4% and 2.5% baseline
M41L; Patient 25 and 80). Concerning the 4 patients with
NNRTI-DRM:s at VF, only one (Patient 61) had pre-existing low-
frequency NNRTI-DRM at baseline. Among the 5 patients
treated with PI-based regimen with viruses harbouring major PI-
DRMs related to their treatment, none of these PI-DRMs was
detected by UDS at baseline. Most of the polymorphic PI-DRMs
were already detected at baseline by both SS and UDS.

Discussion

Our study gave new insights on the distribution of low-
frequency variants harbouring PI-, NRTI- and NNRTI-DRMs
present prior to first-line therapy and at virological failure, with
emphasis on the evolution of these DRMs under ARV therapy.
More than two-thirds of the patients presented additional low-
frequency DRMs only detected by UDS, with 1.4-fold more
DRMs detected by UDS at baseline and 1.3 fold more at VF. This
increased prevalence of DRMs was in concordance with previous
reports describing the abundance of low-frequency resistant
variants (representing less than 20% of viral population), especially
detected by UDS, on treatment-naive patients [10,11,16] as well
as on treatment-experienced patients [21-24], confirming the high
sensitivity of this technique for the detection and quantification of
DRMs. These low-frequency DRMs detected only by UDS could
increase the overall burden of resistance to ARV drugs in 13.8% of
the patients at baseline and 31% at VF. However, they led to
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Figure 1. Drug resistant mutations (DRMs) detected by Sanger sequencing (SS) and ultra-deep sequencing (UDS). Mean of DRMs per
patients were obtained. Two-tailed p values and 95% confidence intervals were calculated from the paired Student t-test (ns: not statistically
significant, p>0.05). ALL_SS and ALL_UDS: all DRMs detected by SS and UDS respectively PI_SS and PI_UDS: Protease inhibitor (PI)-DRMs detected by
SS and UDS respectively NRTI_SS and NRTI_UDS: Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor (NRTI)-DRMs detected by SS and UDS respectively.
NNRTI_SS and NNRTI_UDS: Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor (NNRTI)-DRMs detected by SS and UDS respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0086771.g001

changes in susceptibility predictions to the prescribed treatment
only in 3.5% of the patients at baseline and 20.7% at VF.
Twenty-six patients had a 3TC/FTC backbone in their
regimen. The M1841/V mutation was detected in 17 of them at
failure (only by UDS in 3 of them). Nevertheless, we never
detected this mutation on samples collected prior to treatment
even at low frequency. The absence of the M184V mutation in
baseline circulating viruses is not in agreement with previous
reports describing the detection of low-frequency variants carrying
M184V mutations in acute [7,25] and chronically infected naive
patients [9]. One explanation could be the difference of the
ultrasensitive assay used. In these studies, allele-specific PCR was
performed for M184V detection, with detection threshold lower
than our 1% cut-off. Simen ¢t a/ found a very low prevalence of
M184V/I by UDS in chronically infected naive patients [11]. We
could also hypothesize that this lack of M1841/V-harbouring
viruses in treatment-naive patients may be a result of the high
fitness cost of the M 184V virus, which severely impairs replicative
capacity [21]. Longer time periods between seroconversion, and

PLOS ONE | www.plosone.org

then transmission of putative M184V wvariants, and plasma
collection for baseline UDS in our study could lead, in the
absence of selective drug pressure, to the decay of these low-
replicative variants to very low levels (under the limit of detection
of UDS) or even its elimination from the plasma.

One of the main questions sparked by these new ultrasensitive
assays remains the significance and the clinical relevance of these
low-frequency DRMs, and especially their role in subsequent
virological failure.

In our study, 4/29 patients had viruses harbouring low-
frequency NRTI- or NNRTI-DRMs related to the prescribed
treatment at baseline and these DRMs were found at high
frequency at VF in 3 of them. Moreover, for the unique patient
with viruses harbouring low-frequency DRM at baseline (Y181C
at 2.1%) which may lead to a resistance to his future treatment by
NNRTI, this mutation was found at high frequency (97.4%) by
both UDS and SS at virological failure.

The impact of low-frequency DRMs on the subsequent
response to ARV likely depends on the percentage of low-
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frequency resistant variants and/or on the mutational viral load
[14,15]. A recent pooled analysis found an increased risk of VI
even at very low NNRTI-DRMs frequencies, but showed a dose-
dependent effect of low-frequency DRMs with a significantly
higher risk of VI with the presence of low-frequency variant at 1%
or greater [15]. In our study, we chose to report only low-
frequency DRM present at a threshold greater than 1%, to select
the mutations with potentially stronger impact on virological
outcome, but also to exclude mutations related to laboratory
artefact from reverse transcription, PCR amplification and/or
sequencing [18,26].

The impact on the virological outcome probably also depends
on treatment regimen.

Many studies clearly report a strong and significant association
between low-frequency NNRTI-DRMs and a higher risk of
virological failure in patients treated by NNRTI-based regi-
men[10-15,27] even with high levels of adherence [28].

The few studies that evaluated the impact of low-frequency PI-
DRMs on Pl-based regimen found no associations with an
increased risk of treatment failure [11,16]. In our study, PI-DRMs
found by UDS in ARV-naive patients were mainly accessory IAS-
USA mutations. These accessory PI mutations are polymorphic
but their accumulation could impact the susceptibility to some PI
such as Lopinavir or Nelfinavir. In addition, none of the major PI-
DRMs present at virological failure were detected at low
frequency prior to treatment. Nevertheless, major PI-DRMs were
present at low frequency at virological failure in 5/15 patients
treated with a PI-based regimen. The additional accessory PI-
DRMs only detected by UDS at VF led to changes in susceptibility
predictions to the prescribed PI in one of the 15 patients and might
explain virological failure.

Others studies have shown that low-frequency variants
harbouring major Pl-mutations are infrequently detected by
UDS (most of them are accessory mutations with low Stanford
HIVdb scores) and occurred in isolation in ARV-naive patients
and in patients experiencing failure on PI boosted-regimen
[16,24]. A study reported that samples with low-frequency PI-
DRMs (identified with Stanford-HIVdb weights >12 for Ataza-
navir and Lopinavir) remained phenotypically susceptible to Pls.
This might be explained by the fact that these low-frequency PI-
DRMs have been found at levels lower than 0.5-1% [24].

The very low prevalence of variants harbouring major PI-
DRMs at significant levels combined with the high genetic barrier
to resistance of PI could explain the fact that studies failed to show
an impact of low-frequency PI-DRMs on virological response to
boosted-PI based regimens. Further studies are needed to
determinate if the existence of major PI-DRMs present at low
frequency could affect the efficacy of PI/r containing regimens.

Our work has several limitations.

First, the ability to detect low-frequency variants depends on
initial VL. and on the amount of RNA copies used for RT-PCR.
We were not able to quantify the number of RNA copies
submitted to amplification procedure. Based on previously
published data that consider RNA extraction efficiency, we
assumed that the approximate number of templates derived from
a sample with plasma HIV-1 RNA levels =4.5 log copies/mL and
submitted to UDS was around 100-200 copies [6,29,30]. The
number of RNA templates used for UDS may not be a limiting
factor for low-frequency DRMs detection from baseline samples
since 76% of them had VL above 4.5 log copies/mL. However,
86% of the failure samples had VL below 4.5 log copies/mL and
thus, the probability of finding low-frequency DRMs on these
samples may have been then reduced. In addition, the detected
low-frequency DRMs could have been over-estimated due to
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sampling error and selection bias. However, the low-frequency
DRMs associated to the treatment detected at failure were in most
of the cases found at level >2.5%, increasing the confidence on
their reliability.

Secondly, patients were included if they experienced a VI on
first-line therapy. The prevalence of low-frequency DRMs on this
group of patients was not compared to a control group of patients
with virological suppression. Hence, we could not evaluate the
impact of the drug resistant low-frequency DRMs on virological
outcome. Because of the small number of patients experiencing
VF under a first-line ART for whom plasma samples were
available both at baseline and VF, only 29 subjects were included
in our study. Besides almost 45% of them received an
antiretroviral therapy dating back from 2000 which is not state
of the art anymore.

Finally, adherence to HAAR'T was not reported. Eight patients
had no ARV drug resistance suggesting that their VI was related
to non-adherence to treatment. Besides, most of the DRMs found
at VF under first-line ARV therapy did not exist prior to treatment
and were probably acquired through drug selection pressure,
favoured by poor adherence or pharmacokinetic factors. Adher-
ence to antiretroviral therapy is a major predictor of viral
suppression and disease progression [31]. Low-frequency
NNRTI-DRMs increased the risk of VI across all adherence
categories, especially in high level of adherence [28]. Thus this
essential parameter has to be taken in consideration for further
studies.

In conclusion, UDS identified significantly more DRMs than SS
for each class of ARV (NRTI, NNRTTI and PI), both in treatment-
naive patients and in patients who experienced virological failure
on first-line ARV. In few cases, these additional low-frequency
DRMs may change the ARV susceptibility predictions to the
prescribed treatment.

Large prospective studies are now needed to assess the impact of
these low-frequency DRMs on virological response, according to
the proportion of each DRM and to the composition of the ARV
regimen, before applying these ultrasensitive assays in routine
clinical practice.
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PARTIE Il : IMPACT PRONOSTIQUE D'UNE CHARGE VIRALE DE FAIBLE

NIVEAU PERSISTANTE SUR L'EVOLUTION VIROLOGIQUE ET C LINIQUE

A. CONTEXTE

L’'objectif d’'un traitement antirétroviral est d’'aitir et de maintenir une charge virale
plasmatique indétectable [2,31,73] afin de perradérestauration du systeme immunitaire et
ainsi une réduction de la morbidité et de la mé&alssociée au VIH [1]. L’amélioration des
techniques de quantification de la CV a permisitairtltion progressive au cours des années
du seuil de détection et de quantification de la\OM plasmatique, actuellement en 2015 de

I'ordre de 20 a 50 copies/ml en routine.

Une proportion non négligeable de patients VIH doaisement ARV (y compris les patients

ayant une observance optimale sous un traitemeit piRssant sans notion de résistance
antérieure du virus) présente des épisodes de i@réétectable de faible niveau, entre 50 et
500 copies/ml. Ces CV de faible niveau peuventenirvsoit de facon transitoire (la CV

détectable étant suivie et précédée d’'une mesufeVdmdétectable, phénomene qualifié de
blip) chez 20-50% des patients, soit de facon messistante, confirmées sur plusieurs
prélevements consécutifs, chez 4 a 10 % des patjphénomene qualifié de charge virale de

faible niveau persistante ou CVF) [26-30].

La survenue de ces CVF souleve des questions ienges en termes de prise en charge en
pratiqgue clinique et de recherche : quelle estigioe de ces CVF ? Quelles sont les

conséquences de la survenue d’'une CVF? Quellewgspiise en charge optimale ? Quel est le
seuil optimal de suppression virologique et parséguent quel est le seuil définissant I'échec

virologique?
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L'origine des virémies de faible niveau est multttaielle, ces virémies pouvant étre

secondaires a :

» Un aléa technique :

e Temps avant le traitement de I'échantillon

La centrifugation du sang total pour séparatiorpldsma devrait étre idéalement réalisée au
maximum dans les 24h apres le prélevement. Porhaal ont ainsi rapporté une nette
augmentation de la prévalence des viréemies deefaiikau lorsque le temps de traitement de
I'échantillon était supérieur a 24h (90% des edHans techniques a 28h avaient une CV>40
copies/ml (57% avec une CV>200 copies/ml) vs 10%éddantillons techniques avant 4h (0%
avec une CV>200 copies/ml) [74]

* Type de tubes utilisés : tubes PPT (Plasma Praeparttibes) vs tubes EDTA

De multiples observations rapportent une CV plesé& en cas d'utilisation de tubes PPT en
comparaison aux tubes EDTA, correspondant a unaté@ artificielle de la CV liée aux tubes
PPT par coamplification d’acides nucléiques vird@RN et ADN) associés aux cellules.
L'utilisation de tubes PPT nécessite une recemaifion des tubes aprés le transport avant
décantation et congélation [75,76].

» Type de techniques virologiques de quantificatieladCV

Les techniques de quantification de la CV 8*génération (RealTime PCIRs plus utilisées
actuellement en pratique clinique sont la technifjokott RealTime HIV-1 (limite inférieure
du seuil de quantification (LISQ) a 40 cp/mat)la technique Roche Cobas AmpliPrep/Cobas
Tagman(CAP/CTM) HIV-1 version 2.0 (LISQ a 20 cp/ml), ayaremplacé la technique de
2eme génération : Roche Cobas Ampliprep Amplicor-#IMonitor version 1.5 (LISQ : 50
cp/ml). De nombreuses études comparant ces techniquesrtexggpane variabilité intra-
technique des résultats pour les CV de faible niyaagmentation des coefficients de variation

a la LISQ de la technique avec problemes de reptdailit€), ainsi qu’une variabilité entre les

57



différentes techniques ultrasensibles utiliséesc avee plus grande sensibilité de Roche
Tagman CAP/CTM v2.0, conduisant a une augmentagmificative du nombre de patients

présentant des virémies détectables transitoiresilesant cette technique [77-80].

Néanmoins, si la détection d’'un blip peut étre ibdpua un probleme technique (lié a la
variabilité de la technique au seuil inférieur degtification ou a un probléme de traitement
de I'échantillon) et doit étre systématiquementficorée sur un deuxiéme prélévement, la
confirmation d’'une virémie de faible niveau surgpurs prélévements successifs est en faveur

d’une véritable CVF persistante et non d’un singléa technique.

» Un traitement ARV suboptimal, pouvant étre secomdai:

» Des problémes ponctuels d’'observance

» Des problemes pharmacocinétiques, par malabsorptionteractions médicamenteuses

» Un défaut de puissance intrinseque du traitement AR

Le défaut de puissance du traitement ARV est utrefeeconnu d’échec virologique [81,82]. I

a notamment été montré qu’'avec des traitementsogiguement moins puissants comme la
monothérapie d’ IP/r (Darunavir, Lopinavir ou Atazair), le pourcentage de patients avec une
virémie entre 50 et 500 copies/ml était plus im@atricomparé a celui de patients recevant une
trithérapie standard en premiere ligne et aussn&imtenance [83-85]. La diminution au fil du
temps du taux d’échec virologique est la conséquehcdéveloppement de molécules plus

puissantes et mieux toléreées et de 'amélioratemabksociations thérapeutiques [2-4].

» La présence de variants viraux résistants [86]
Il faut souligner que ces variants viraux résiggguvent ne pas étre détectés par les techniques
génotypiques standards s'’ils sont présents dapl$ena a taux minoritaire, inférieur a 15-

25% (variants viraux résistants minoritaires nétastsdes techniques plus sensibles pour leur
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détection, comme le séquencage ultrasensible ou, UD®CR spécifique d'alléle ou le

séquencage a une copie) ou archivés dans de sdifoiphocytaires quiescentes.

» La persistance d’'une réplication virale locale degrains compartiments anatomiques :
Cette réplication persistante peut étre seconadaine défaut de pénétration des ARV dans ces
sites qui constituent desanctuaires thérapeutiques [87] (tels que le systéenveux central
[88,89], les tissus lymphoides du tube digestif],[®D encore le tractus génital [91]). Du fait
d’'une pénétration variable des ARV dans ces sitegomiques, l'utilisation de molécules
antirétrovirales diffusant mieux dans ces compatita pourrait avoir un effet bénéfique.
L'utilisation par exemple de régimes thérapeutiguetiant la Névirapine est associée a une
CV plus faible et & un pourcentage de patients awnecCV indétectable (<1 copie/ml) plus
élevé en comparaison notamment a des régimes &wdigyes incluant soit I'Efavirenz, soit le
Lopinavir, ceci étant probablement di a une exotdlaliffusion de la Névirapine dans ces

compartiments anatomiques [92-94].

» Un relargage de virus a partir de réservoirs tetslgs LT CD4 infectés mémoires,
suite a leur activation antigénique (a l'occasicdand infection intercurrente ou d’'une
vaccination par exemple), sans réplication virgis{stance associée, ces virus étant incapables

de réaliser un nouveau cycle de réplication conthefit de la pression ARV [95-98].

Il faut souligner que l'origine des virémies debfai niveau peut différer selon qu’il s’agisse
de virémies transitoires ou persistantes, ces éi@miétant le plus souvent secondaires a un

traitement suboptimal.

Si la survenue d’'une virémie de faible niveau titaire (blip) est réputée sans conséquence
delétére notamment sur [I'évolution virologique enhmunologique [27,99,100], les

conséquences d’'une CVF ne sont pas clairemeniedahl fait de I'insuffisance de données
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dans la littérature, et pourraient avoir un impaéietere notamment sur le plan virologique
(accumulation de mutations de résistance et suevdhun échec virologigue 500 copies/ml),
immunologique (reconstitution suboptimale voire é&ligration du systéme immunitaire,
activation immune chronique) et clinique. Leur irapadépend vraisemblablement de plusieurs
facteurs dont les réles respectifs ne sont pasrdiétés (en particulier le niveau de CV, la durée

de détectabilité, le type de traitement ARV etdthire thérapeutique).

La prise en charge optimale de ces CVF est paécpemnt mal définie. Si la situation de charge
virale indétectable reste la situation idéale, enpeut toutefois pas actuellement affirmer
gu'une CVF constitue un échec virologique devanhdoire inéluctablement a une
modification thérapeutique. Les recommandationsrieaiées concernant la prise en charge
des PVVIH ont d’ailleurs modifié leur seuil de I'Edepuis 2011, actuellement défini comme
une CV confirmée 200 copies/ml, en précisant que les données studllement insuffisantes
pour établir des recommandations générales contedaaprise en charge des patients
présentant une CVF entre 50 et 200 copies/ml [3],10es recommandations nationales
définissent quant a elles 'EV comme une CV condieln 50 copies/ml, tout en différenciant
les réplications virales faibles (CV < 200copie3/dds échecs virologiques avérés (CV > 200
copies/ml) et en précisant que les conséquences daplication virale faible confirmée entre
50 et 200 copies/ml ne sont pas clairement étalfigs Il n'existe ainsi en 2015 aucun

consensus quant a l'attitude thérapeutique a adajgeant cette situation de CVF < 200

copies/ml du fait du manque de données dans daditire.

De plus amples données sur les conséquences vijoésy immunologiques et cliniques d’'une

réplication virale de faible niveau persistantets@tessaires.
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B. IMPACT PRONOSTIQUE D'UNE CHARGE VIRALE DE FAIB LE NIVEAU

PERSISTANTE SUR L'EVOLUTION CLINIQUE ET VIROLOGIQUE (INTER-

COHORTE ART-CC, 1997-2012)

Obijectif de I'étude

L'objectif de cette étude était d’évaluer I'impgebnostique d’une charge virale VIH de faible
niveau persistante (CVF) sur I'évolution cliniqueifvenue d’événement classant SIDA et/ou
déces) et virologique (risque de survenue d’'un @eirelogique sous traitement ARV), selon
le niveau de la CVF (50-200 ou 200-500 copies/sa)jurée et le type de schéma thérapeutique
antirétroviral (2 inhibiteurs nucléosidique deraniscriptase inverse (INTI) + 1 inhibiteur non
nucléosidique de la transcriptase inverse (INNHEjsus 2 INTI + 1 inhibiteur de protéase

boosté par du ritonavir (IP/r)).

Cette étude a été réalisée dans le cadre d'unelitAalbun an a I'Université de Bristol de

novembre 2012 a octobre 2013

I. Méthodologie de I'étude :

Population de I'étude :

Une étude de cohorte a été réalisée en utilisantdnnées de lintercohorte ART-CC
(Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration). Getintercohorte est une collaboration
internationale fondée en 2000 regroupant en 2042démnées de plus de 80000 PVVIH
provenant de 18 cohortes d’Europe et d’Amériqudldrd (Etats-Unis et Canada). Les patients
inclus dans ART-CC doivent étre suivis dans uneldesohortes participatives, étre agés de

16 ans ou plus, étre infectés par le VIH-1, naéfdrditement et débuter un premier traitement
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comportant aux moins 3 molécules ARV apres 1986 (/www.bris.ac.uk/art-9{102]. Les

données collectées regroupent des données démagraplinotamment age, sexe, groupe de
transmission présumé), cliniques (date et typediément clinique classant SIDA, date de
décés), biologiques (notamment taux de lymphoc@&sl et CV VIH), thérapeutiques
(traitements ARV). Les cohortes collaboratives tonites recu un avis favorable d’'un comité
éthique, utilisent des méthodes standardisées Ipaacueil des données avec des visites de
suivi des patients au minimum tous les 6 mois. &selde données de ART-CC est mise a jour
approximativement tous les 2 ans. Cette interceh@¢oit un financement par le Medical
Research Council of the United Kingdom, en assmtiatvec les organismes finangant les 18

cohortes.

Les patients de I'étude répondaient aux critéraxhlision suivants :

- Patients de plus de 18 ans inclus et suivis dan$-8R entre le 01/01/1997 et le
31/05/2012

- Naifs de traitement ARV

- Débutant un traitement ARV pendant au moins 6 rooisécutifs comportant 2 INTI
(AZT, DDI, DAT, Abacavir, Tenofovir, Emtricitabinel.amivudine) + 1 INNTI
(Efavirenz, Névirapine, Etravirine, Rilpivirine) ot IP/r (Lopinavir, Atazanavir,
Darunavir boosté par du ritonavir)

- Ayant une CV < 50 copies/ml apres 3 a 9 mois deetreent

- Les techniques virologiques de quantification dEVaVIH utilisées avaient une limite

inférieure du seuil de quantification < 50 copidgpour I'ensemble des CV mesurées.

Les caractéristiques démographiques, cliniquesodiues et thérapeutiques des patients ont

été extraites de la base de données de l'intertmhor

62



Analyses statistiques

La date d'inclusion dans notre étude était la diatéa premiére CV < 50 copies/ml 3-9 mois

apres le début du traitement ARV.

L’événement d’intérét principal était la survenuendpremier événement clinique (EC) apres
l'inclusion: premier événement clinique classarid&l(stade C de la classification CDC) ou
déces du patient. L’événement d’intérét secondéiadt la survenue d’'un premier échec
virologique (EV) sous traitement ARV, défini partCy/ consécutives 500 copies/ml apres
I'inclusion, ou une C\> 500 copies/ml avec modification du régime théréipee (addition

ou suppression d’au moins une classe thérapeupiguai INTI, INNTI, IP/r, inhibiteur
d’intégrase, inhibiteur de fusion, inhibiteur du R%; une modification parmi une méme classe
thérapeutique n’étant pas considérée comme un€fipaditin du régime thérapeutique) avant

la CV suivante (la date de I'EV étant la date dpriemiére C\> 500 copies/ml).

Les CVF étaient définies par la survenue apréslision d’au moins 2 CV consécutives
(mesurées entre 15 jours et 6 mois d'intervallehmases entre 50 et 499 copies/ml pendant
une durée d’au moins 1 mois (date entre la preneéra derniére des CV consécutives
comprises entre 50 et 499 copies/ml). Les CVF50-@@ient définies par au moins 2 CV
consécutives entre 50 et 199 copies/ml et les CUBBD par au moins 2 CV consécutives

entre 50 et 499 copies/ml dont au moins une e@®ee? 499 copies/ml.

Les patients étaient suivis jusqu’a la survenuen gdeemier EC ou d’'un premier EV. Les
patients sans EC ou EV étaient censurés a la ddeaidderniére visite de suivi ou a la date de

cléture de la base de données (31 mai 2012).

Les patients étaient inclus dans le groupe « CVEBD» a partir du début du premier épisode

de CVF50-200 et dans le groupe « CVF200-500 » #&rmhr début du premier épisode de
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CVF200-500. Une fois qu’un patient était expogé plus haute catégorie de CVF, il restait

dans ce groupe jusqu’a la fin du suivi. Trois geside patients ont été ainsi constitués :

- Groupe “pas de CVF": patients suivis de l'inclusjasqu’a la premiére CVF (50-200
ou 200-500) ou au dernier suivi si jamais exposéseaCVF au cours du suivi

- Groupe “CVF50-200": patients suivis de la dateapremiere CVF50-200 (survenant
avant toute CVF200-500) jusqu’a la date de la peesniCVF200-500 ou au dernier
suivi si jamais exposés a une CVF200-500

- Groupe CVF200-500: patients suivis de la date dadmiére CVF200-500 jusqu’au

dernier suivi.

Les caractéristiques a l'inclusion des 3 groupespatents (pas de CVF, CVF50-200 et
CVF200-500) ont été comparées en utilisant le dgestkruskal-Wallis pour les variables

quantitatives et le test ¢d pour les variables qualitatives.

Le délai de survenue d’'un EC et d'un EV selon l@sifon ou non a une CVF et le niveau de
la CVF a été analysé par des courbes de survie $alonéthode de Kaplan-Meyer avec

utilisation du test de Log-rank pour comparer leg@ipes.

L'utilisation de modeéles de régression de Cox umdgpuis multivariés a permis d’estimer
I'association entre la survenue d'une CVF (CVF50-20 CVF200-500 en comparaison au
groupe pas de CVF) et la survenue d'un EC et dnlies modeéles ont été ajustés sur I'age
(<30, 30-50 et >50 ans), le sexe, la période dlision (1997-2002, 2003-20062007), le type

de régime thérapeutique (IP/r versus INNTI), leup® de transmission présumé (hommes
ayant des relations sexuelles avec des hommes (HS&ber de drogues intraveineuses (UDI),
transmission hétérosexuelle, autres), le stada dassification CDC (stade C versus stade non
C), le taux médian de CD4 (0-49, 50-199, 200-348B8&0D cellules/mm3) et la CV (<4.5, 4.5-

4.9 et>5logio copies/ml) a l'initiation du traitement ARV. L’hgphése de proportionnalité des
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risques (effet des variables indépendant du tem@t$ vérifiée graphiquement et par le test

statistique des résidus de Schoenfeld.

Une analyse de sensibilité restreinte aux patiaydsit présenté une CVF a été réalisée afin
d’étudier I'association entre le type de régimeadpéutique lors de la CVF (IP/r versus INNTI),

la modification du régime thérapeutique durant\é-@t sa durée cumulée (<3, 3-6, 6-12 et >
12 mois) avec la survenue d’'un EC et d’'un EV, @estur les mémes variables que 'analyse

principale.

Une analyse de sensibilité restreinte aux pati®atgant pas modifié leur traitement durant les
épisodes de CVF a été réalisé pour étudier I'imgagt changement de traitement durant les

CVF sur les résultats.

L’ensemble des analyses a été réalisée sur ladb§imta (version 12.0, College Station, Texas,

USA).
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II. Résultats
1. Population de I'étude et caractéristiques des v

La sélection des patients inclus est présentéelddiigure 5 et les caractéristiqgues des patients

inclus dans le Tableau 5.

Parmi les 17902 patients inclus (dge médian de¥) &% d’hommes, taux médian de
lymphocytes CD4 a 226 cellules/minb9% débutant un traitement ARV comportant un
INNTI) :

- 624 (3.5%) ont présenté au moins un épisode de GA2BB (durée médiane de 5.8 mois
[IQR 3.2-8.6], médiane de CV a 89 copies/ml [IQR1B])

- 482 (2.7%) ont présenté au moins un épisode de G¥BR0 (durée mediane de 6.4 mois
[IQR 3.6-11.2], médiane de CV a 212 copies/ml [IQ66-259]), dont 93 patients ayant
présenté un épisode de CVF50-200 précédant la Q3/6Q0. Parmi les 482 patients ayant
présenté au moins un épisode de CVF200-500, 332)(&9aient plus de 50% de leur CV
comprises entre 50 et 199 copies/ml durant la C\OFID.

Le nombre moyen de mesures de CV par année deésait/similaire dans les 3 groupes (4.22

[IQR: 4.18-4.27] dans le groupe « pas de CVF >3 #449-4.56] dans le groupe “CVF50-200"

et 4.23 [4.10-4.37] dans le groupe « CVF200-500 »).

Parmi les 624 patients ayant présenté une CVF502909.5%) ont modifié leur régime

thérapeutique (au moins une classe d’ARV) durapgl@ode de CVF (8.9% des patients sous
INNTI et 8.3 % des patients sous IP/r, p=0.81).nitdes 482 patients ayant présenté une
CVF200-500, 64 (13.3%) ont modifié leur régime #pautique durant la période de CVF

(13.7% des patients sous INNTI et 6.4 % des patisois IP/r, p=0.02).
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Les patients présentant au moins un épisode dea@¥ient plus tendance a étre au stade C, a
avoir un taux de CD4 plus bas et une CV plus élavéeitiation du traitement et & débuter un

régime thérapeutique comportant des IP/r, en comgaar a ceux n'ayant pas présenté de CVF.

Tableau 5: Caractéristiques des patients a l'inclusen (N=17902)

Pas de CVF CVF50-200 CVF200-500 p-value
n=16796 (93.8%) n=624 (3.5%) n=482 (2.7%)
Sexe masculin, n (%) 12678 (75.5%) 514 (82.4%) 353 (73.4%) <0.001
Age médian, années (IQR) 39 (32-46) 40 (34-49) 39 (32-46) <0.001
Groupe de transmission, n (%) <0.001
HSH 7046 (42.0%) 270 (43.3%) 163 (33.9%)
uDI 1448 (8.6%) 56 (9.0%) 55 (11.4%)
Hétérosexuelle 6315 (37.6%) 193 (30.9%) 198 (41.2%)
Autre/inconnu 1988 (11.8%) 105 (16.8%) 65 (13.5%)
Stade C, n (%) 2808 (16.7%) 140 (22.4%) 124 (25.8%) <0.001
Taux de CD4, n (%) <0.001
Médian, cellules/mm(IQR) 230 (132-316) 190 (98-280) 190 (90-287)
<50 cellules/mrh 1883 (11.2%) 96 (15.4%) 61 (12.7%)
50-199 cellules/mrh 4930 (29.4%) 224 (35.9%) 190 (39.5%)
200-349 cellules/mfn 6918 (41.2%) 216 (34.6%) 148 (30.8%)
>350 cellules/mm 3066 (18.2%) 88 (14.1%) 82 (17.0%)
CV VIH (log 10 cp/ml), n (%) <0.001
Médiane, logo cp/ml (IQR) 4.8 (4.3-5.2) 5.0 (4.7-5.5) 5.0 (4.5-5.4)
<4.5 logo 5611 (33.4%) 115 (18.4%) 116 (24.1%)
4.5-5 logo 4440 (26.4%) 144 (23.1%) 104 (21.6%)
>5 logio 6746 (40.2%) 365 (58.5%) 261 (54.3%)
Traitement ARV, n (%) <0.001
2NRTI+1INNRTI 9999 (59.5%) 273 (43.7%) 244 (50.7%)
2NRTI+1Pl/r 6798 (40.5%) 351 (56.3%) 237 (49.3%)
Période d'inclusion, n (%) <0.001
1997-2002 2732 (16.2%) 112 (18.0%) 132 (27.4%)
2003-2006 6799 (40.5%) 291 (46.6%) 244 (50.7%)
2007-2011 7266 (43.3%) 221 (35.4%) 105 (21.9%)
Régions, n (%) <0.001

Europe 14217 (84.6%) 461 (73.9%) 373 (77.6%)
Canada 1749 (10.4%) 124 (19.9%) 66 (13.7%)
USA 831 (5.0%) 39 (6.2%) 42 (8.7%)

CVF : Charge virale de faible niveau persistanté,: Charge virale, IQR: interquartile range, ARV:

Antirétroviral, HSH: homme ayant des relations sdbas avec des hommes, UDI : usager de drogues
intraveineuses, INTI : inhibiteur nucléosidiqueldéranscriptase inverse, INNTI : inhibiteur norclaosidique
de la transcriptase inverse, IP/r: inhibiteur det¢mse boosté par du ritonavir
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Figure 5 : Sélection des patients inclus — étude ARCC
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2. Evolution clinique: survenue d’'un évenement clasant SIDA ou d’un déces

Durant 68230 patients-années (PA) avec un suivianate 3.1 ans (IQR: 1.6-5.3), 1012 (5.7%)
patients ont présenté un évenement clinique (486sdét 532 évenements cliniques classant
SIDA) correspondant a 1.42 (intervalle de confiali®5%: 1.33-1.51) événements cliniques
pour 100 PA (1.40 [IC 95%: 1.32-1.50] EC pour 1@0dans le groupe « pas de CVF », 1.77
[IC 95%: 1.25-2.51] EC pour 100 PA dans le group@wF50-200 » et 1.27 [IC95%: 0.80-
2.01] EC pour 100 PA dans le groupe « CVF200-500_@)taux de déces était de 0.70 (IC
95%: 0.64-0.77) pour 100 PA et le taux d’évenemelassant SIDA de 0.80 (IC 95%: 0.73-

0.87) pour 100 PA.

L’analyse de survenue d’'un EC par courbes de sdevi€aplan-Meier (selon la survenue d’'une
CVF et le niveau de la CVF) est présentée Figurke6délai pour que 10% des patients
présentent un EC était similaire dans les 3 groupegans (IC 95%: 7.7-8.9) pour les patients
du groupe « pas de CVF », 5.7 ans (IC 95%: 3.840) les patients du groupe « CVF50-200 »
et 8.3 ans (IC 95%: 4.1-10) pour les patients cdwge « CVF200-500» (p=0.229). Aucune
différence significative n’était mise en évidencesue les analyses étaient restreintes aux

décés ou aux évenements classant SIDA respectitemen

Dans les analyses univariées puis multivariéesnsielomodeéele de Cox (Tableau 6), ni la
survenue d’'une CVF50-200 ni la survenue d’'une C\FR00 n’était associée a la survenue
d’'un EC (Hazard ratio ajusté HRa: 1.13 [IC 95%:101868] and 0.95 [IC 95%: 0.62-1.48] pour
les CVF50-200 et les CVF200-500 respectivementiulte association n’était également mise
en évidence lorsque les analyses étaient restsednbe décés (HRa: 1.19 [0.78-1.82] et 1.11
[0.72-1.71] pour les CVF50-200 et les CVF200-508pextivement) ou aux évenements
classant SIDA (HRa: 1.11 [0.79-1.61] et 0.81 [01528] pour les CVF50-200 et les CVF200-

500 respectivement).
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Le taux de lymphocytes CD4, le stade C, I'age,ruge de transmission a l'inclusion et la

période d’'inclusion étaient fortement associéssutaenue d’'un EC (Tableau 6).

Dans I'analyse de sensibilité restreinte aux p&iagant présenté une CVF, ni le niveau de la
CVF, ni le type de traitement ARV a la CVF (IP/rstes INNTI), ni la modification du régime
thérapeutique durant la CVF ni la durée cumuléla @/F (<3, 3-6, 6-12, >12 mois) n’étaient

associés a la survenue d’'un EC (Tableau 7).

Figure 6: Incidence cumulée des événements clinigaiéévénements classant SIDA/déces)
selon la survenue d’'une CVF et le niveau de la CVF Antiretroviral Therapy Cohort
Collaboration 1997-2011
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Tableau 6: Analyses univariées et multivariées seide modele de Cox de la survenue d’un

évenement clinique (événement classant SIDA/décesglon la survenue d’'une CVF
(Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration 1997-2011)

Caractéristiques HR p-value HR ajusté p-value
(IC 95%) (IC 95%)

CVF 0.263 0.391

- Pas de CVF 1 1

- CVF50-200 1.30 (0.90-1.80) 1.13 (0.81-1.68)

- CVF200-500 1.07 (0.72-1.58) 0.95 (0.62-1.48)

Traitement ARV a l'inclusion 0.138 0.593

- 2INTI+1INNTI 1 1

- 2INTI+1IP/r 1.15 (0.96-1.39) 1.06 (0.86-1.30)

CV a/linitiation des ARV 0.035 0.637

- <4.5 log10 copies/ml 1 1

- 4.5-5 log10 copies/ml 1.02 (0.86-1.33) 0.92 (0.77-1.10)

- >510g10 copies/ml 1.19 (1.03-1.39) 0.94 (0.80-1.11)

Taux de CD4 a l'initiation des ARV <0.001 <0.001

- <50 cellules/mrh 1 1

- -50-199 cellules/mih 0.83 (0.65-1.07) 1.09 (0.89-1.32)

- 200-349 cellules/mn 0.53 (0.40-0.69) 0.81 (0.64-1.00)

->350 cellules/mrh 0.50 (0.36-0.69) 0.76 (0.58-0.99)

Stade C a l'inclusion (Oui vs Non)  2.00 (1.64-2.42)<0.001  1.68 (1.43-1.97) <0.001

Age a l'inclusion (années) <0.001 <0.001

- <30 1 1

- 30-50 1.44 (1.16-1.78) 1.29 (1.03-1.60)

->50 2.43 (1.92-3.08) 2.17 (1.70-2.76)

Sexe (féminin vs masculin) 0.97 (0.84-1.13) 0.728 .97@0.81-1.15) 0.728

Groupe de transmission <0.001 <0.001

- HSH 1 1

- UDI 2.39 (2.80-4.53) 2.22 (1.80-2.74)

- Hétérosexuelle 1.21 (0.75-1.20) 1.16 (0.97-1.39)

- Autre/inconnu 1.49 (1.44-2.47) 1.32 (1.06-1.65)

Période d’inclusion 0.001 0.008

- 2007-2011 1 1

- 2003-2006 1.27 (1.06-1.53) 1.26 (1.05-1.52)

- 1997-2002 1.44 (1.17-1.53)

1.61 (1.30-2.00)

Ajusté sur les variables du tableau et stratifiéqudnorte.
CVF : Charge virale de faible niveau persistartie, intervalle de confiance, HR : hazard ratio, @Q¥arge virale,

ARV: Antirétroviral, HSH: homme ayant des relatiosesxuelles avec des hommes, UDI

: usager de drogues

intraveineuses, INTI : inhibiteur nucléosidiquelddranscriptase inverse, INNTI : inhibiteur norcléosidique
de la transcriptase inverse, IP/r: inhibiteur det@ase boosté par du ritonavir
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Tableau 7: Analyses univariées et multivariées seide modele de Cox de la survenue d’un
événement clinique (évenement classant SIDA/décgsrmi les patients exposés a un
épisode de CVF (N=1106, Antiretroviral Therapy Coha Collaboration 1997-2011)

Caractéristiques HR p-value HR ajusté  p-value
(IC 95%) (IC 95%)

CVF 0.455 0.730

- CVF50-200 1 1

- CVF200-500 0.80 (0.44-1.43) 0.87 (0.51-1.55)

Durée de la CVF 0.724 0.591

- <3 mois 1 1

- 3-6 mois 0.63 (0.28-1.41) 0.73 (0.31-1.73)

- 6-12 mois 0.85 (0.41-1.76) 0.99 (0.43-2.28)

- >12 mois 0.81 (0.33-1.99) 0.89 (0.30-2.61)

Traitement ARV au début de la CVF 0.325 0.638

- 2INTI+1INNTI 1 1

- 2INTI+1IP/r 0.77 (0.49-1.38) 0.85 (0.51-1.47)

Modification du régime ARV lors de la 0.919 0.779

CVF

- Non 1 1

- Oui 1.04 (0.45-2.45) 1.13 (0.46-2.79)

Stratifié par cohorte et ajusté sur les variabletatbleau et I'age, le sexe, le taux de CD4 etMaCinitiation
du traitement, le stade C a l'inclusion, le grodperansmission et la période d’inclusion

CVF : Charge virale de faible niveau persistante, :lintervalle de confiance, HR : hazard ratio, ARV
Antirétroviral, INTI : inhibiteur nucléosidique da transcriptase inverse, INNTI : inhibiteur norclaosidique de
la transcriptase inverse, IP/r: inhibiteur de pas&boosté par du ritonavir
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3. Evolution virologique : survenue d’'un EV> 500 copies/ml

Durant 54641 PA avec un suivi médian de 2.3 anR (1Q.0-4.3) :

1745 patients (10.4%) ont présenté un échec virgegEV) parmiles 16796 du groupe « pas
de CVF », correspondant a 3.3 (IC95%: 3.2-3.5) BMrd.00PA

49 patients (7.9%) ont présenté un EV parmi lesdiRdroupe « CVF50-200 », correspondant
a 3.2 (2.4-4.2) EV pour 100PA (3.8 [2.6-5.5] EV pa00PA pour les patients sous INNTI et
2.8 [1.8-4.2] EV pour 100PA pour les patients siBUslors de la CVF50-200).

109 patients (22.6%) ont présenté un EV parmi 182 du groupe « CVF200-500»,
correspondant a 11.6 (9.7-14.1) EV pour 100PA (19.2-15.3] EV pour 100PA pour les
patients sous INNTI et 11.4 [8.6-15.0] EV pour 180Bour les patients sous IP/r lors de la

CVF200-500).

Parmi les 1903 patients présentant un EV, 961 $pdnt modifié leur régime thérapeutique
(au moins une classe thérapeutique) dans les 6 saoiant 'EV. Parmi les patients ayant
modifié leur traitement ARV, 77.2% avaient une C8Gcopies/ml dans les 6 mois suivant la
modification thérapeutique et 81.9% dans les 1Xnf@armi les patients n’ayant pas modifié
leur traitement apres I'EV, 14.1% avaient une CS<copies/ml dans les 6 mois suivant 'EV

et 26.4% dans les 12 mois.

L’analyse de survenue d’'un EV par courbes de sulwi€aplan-Meier (selon la survenue d’'une
CVF et le niveau de la CVF) est présentée Figuree7délai pour que 10% des patients
présentent un EV était de 2.8 ans (IC 95%: 2.6430) les patients du groupe « pas de CVF »,
de 2.2 ans (1.1-3.5) pour les patients du grou@®/k50-200 » (p=0.160 en comparaison au
groupe « pas de CVF ») et de 1.1 ans (0.3-1.9) j@supatients du groupe « CVF200-500»

(p<0.001 en comparaison au groupe « pas de CVF »).
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Dans les analyses univariées puis multivariéesxdelmodele de Cox (Tableau 8), la survenue
d’'une CVF200-500 était fortement associée a laesurg d’'un EV (HRa: 3.97, IC 95%: 3.05-

5.17). A l'opposé, la survenue d’'une CVF50-200 aitépas associée significativement a la
survenue d'un EV (HRa: 1.38, IC 95%: 0.96-2.00). type de régime thérapeutique a
l'inclusion n’était pas associé significativemenadurvenue d'un EV (HRa pour IP/r versus
NNRTI: 1.14, IC 95: 0.99-1.31). L'age, le stadel€ groupe de transmission et la période

d’inclusion étaient fortement associés a la sureafiun EV.

Dans l'analyse de sensibilité restreinte aux p&i@yant présenté une CVF, ni le type de
régime thérapeutique lors de la CVF (IP/r versudlTN, ni la modification du régime
thérapeutique durant la CVF ni la durée cumuléad&/F (<3, 3-6, 6-12, >12 mois) n’étaient

associés a la survenue d’'un EV (Tableau 9).

Dans 'analyse de sensibilité restreinte aux p&iafayant pas modifié leur traitement durant
la CVF parmi les patients recevant un régime therague comportant un IP/r ou un INNTI,

la survenue d’'une CVF200-500 était toujours fortet@ssociée a la survenue d’'un EV (HRa:
4.39, IC 95%: 2.90-6.63 sous IP/r et HRa: 3.51985%0: 2.31-5.34 sous INNTI). La survenue
d’'une CVF50-200 restait non associée significatigetha la survenue d’'un EV (HRa: 0.91, IC

95%: 0.46-1.78 sous IP/r et HRa: 1.59, IC 95%: 2933 sous INNTI).

Cette étude a été I'objet d’'une communication affic a la CROI 2014 puis publiée dans la

revue AIDS en janvier 2015.

Impact of low-level viremia on clinical and viroliegl outcomes in treated HIV-1 Infected
Patients. AIDS. 2015 Jan 28;29(3):373-83

M-A. Vandenhende, S.Ingle, M. May, G. Chéne, Rgetda A. van Sighem, M.J. Gill, C.
Schwarze-Zander, B. Herndndez-Novoa, N. Obel, @, §. Abgrall, J. Guest, H. Samiji, A.
d’Arminio Monforte, J.M Llibre, C. Smith, M. Cavass G.A. Burkholder, B. Shepherd, H.M.
Crane, J. Sterne and P. Morlat on behalf of their&troviral Therapy Cohort Collaboration
(ART-CC).
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Figure 7: Incidence cumulée des échecs virologiques selonslarvenue d’'une CVF et le
niveau de la CVF - Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration 1997-2011
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Tableau 8: Analyses univariées et multivariées seide modele de Cox de la survenue d’un

échec virologique (2 C¥500 copies/ml) selon la survenue d’'une CVF (Antiredviral

Therapy Cohort Collaboration 1997-2011)

Caractéristiques HR p-value HR ajusté p-value
(IC 95%) (IC 95%)

CVF <0.001 <0.001

- Pas de CVF 1 1

- CVF50-200 1.32 (0.92-1.90) 1.38 (0.96-2.00)

- CVF200-500 4.94 (3.82-6.38) 3.97 (3.05-5.17)

Traitement ARV a l'inclusion 0.260 0.063

- 2INTI+1INNTI 1 1

- 2INTI+1IP/r 1.07 (0.95-1.22) 1.14 (0.99-1.31)

CV a/linitiation des ARV 0.284 0.999

- <4.5 10910 copies/ml 1 1

- 4.5-5 log10 copies/ml 0.90 (0.76-1.06) 1.00 (0.85-1.18)

- >510g10 copies/ml 0.90 (0.78-1.04) 1.00 (0.86-1.17)

Taux de CD4 a l'initiation des ARV <0.001 0.080

- <50 cellules/mrh 1 1

- -50-199 cellules/mih 0.77 (0.63-0.93) 0.89 (0.72-1.09)

- 200-349 cellules/mn 0.63 (0.52-0.77) 0.82 (0.66-1.02)

->350 cellules/mrh 0.93 (0.77-1.22) 1.19 (0.92-1.54)

Stade C a l'inclusion (Oui vs Non)  1.27 (1.10-1.47)0.002 1.20 (1.02-1.42) 0.032

Age a l'inclusion (années) <0.001 <0.001

->50 1 1

- 30-50 1.30 (1.08-1.58) 1.30 (1.07-1.58)

- <30 2.17 (1.75-2.70) 2.00 (1.60-2.49)

Sexe (féminin vs masculin) 1.58 (1.39-1.80) <0.0011.14 (0.97-1.33) 0.107

Groupe de transmission <0.001 <0.001

- HSH 1 1

- UDI 2.04 (1.65-2.52) 1.75 (1.39-2.20)

- Hétérosexuelle 1.85 (1.60-2.13) 1.48 (1.24-1.77)

- Autre/inconnu 1.42 (1.15-1.76) 1.24 (0.98-1.56)

Période d’inclusion <0.001 <0.001

- 2007-2011 1
- 2003-2006 2.11 (1.73-2.57)
- 1997-2002 3.73 (3.03-4.58)

1
1.93 (1.57-2.36)
3.22 (2.58-4.02)

Ajusté sur les variables du tableau et stratifiéqudnorte

CVF : Charge virale de faible niveau persistarte, ihtervalle de confiance, HR : hazard ratio, G¥arge virale,

ARV: Antirétroviral, HSH: homme ayant des relatiossxuelles avec des hommes, UDI

. usager de drogues

intraveineuses, INTI : inhibiteur nucléosidiquelddranscriptase inverse, INNTI : inhibiteur norclaosidique
de la transcriptase inverse, IP/r: inhibiteur det¢mse boosté par du ritonavir
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Tableau 9: Analyses univariées et multivariées seide modele de Cox de la survenue d’un

échec virologique parmi les patients exposés a upigode de CVF (N=1106, Antiretroviral

Therapy Cohort Collaboration 1997-2011)

Caractéristiques HR p-value HR ajusté  p-value
(IC 95%) (IC 95%)

CVF <0.001 <0.001

- CVF50-200 1 1

- CVF200-500 4.07 (2.64-6.28) 3.35 (2.14-5.26)

Durée de la CVF 0.459 0.985

- <3 mois 1 1

- 3-6 mois 1.32 (0.71-2.45) 0.95 (0.49-1.81)

- 6-12 mois 1.30 (0.70-2.41) 0.89 (0.46-1.70)

- >12 mois 1.75 (0.88-3.48) 0.90 (0.42-1.92)

Traitement ARV au début de la CVF 0.247 0.925

- 2INTI+1INNTI 1 1

- 2INTI+1IP/r 0.79 (0.52-1.18) 1.02 (0.62-1.68)

Modification du régime ARV lors de 0.018 0.180

la CVF

- Non 1 1

- Oui 1.86 (1.11-3.11) 1.45 (0.84-2.49)

Stratifié par cohorte et ajusté sur les variabletafbleau et I'age, le sexe, le taux de CD4 etMaCinitiation

du traitement, le stade C a l'inclusion, le grodpdransmission et la période d’inclusion

CVF : Charge virale de faible niveau persistante, :lintervalle de confiance, HR : hazard ratio, ARV
Antirétroviral, INTI : inhibiteur nucléosidique de transcriptase inverse, INNTI : inhibiteur norclawsidique de
la transcriptase inverse, IP/r: inhibiteur de pas&boosté par du ritonavir
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Impact of low-level viremia on clinical and virological
outcomes in treated HIV-1-infected patients

The Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration (ART-CC)*

Background: The goal of antiretroviral therapy (ART) is to reduce HIV-related morbid-
ity and mortality by suppressing HIV replication. The prognostic value of persistent low-
level viremia (LLV), particularly for clinical outcomes, is unknown.

Objective: Assess the association of different levels of LLV with virological failure,
AIDS event, and death among HIV-infected patients receiving combination ART.

Methods: We analyzed data from 18 cohorts in Europe and North America, contribut-
ing to the ART Cohort Collaboration. Eligible patients achieved viral load below
50 copies/ml within 3-9 months after ART initiation. LLV50-199 was defined as
two consecutive viral loads between 50 and 199 copies/ml and LLV200-499 as two
consecutive viral loads between 50 and 499 copies/ml, with at least one between 200
and 499 copies/ml. We used Cox models to estimate the association of LLV with
virological failure (two consecutive viral loads at least 500 copies/ml or one viral load at
least 500 copies/ml, followed by a modification of ART) and AIDS event/death.

Results: Among 17902 patients, 624 (3.5%) experienced LLV50-199 and 482 (2.7%)
LLV200-499. Median follow-up was 2.3 and 3.1 years for virological and clinical
outcomes, respectively. There were 1903 virological failure, 532 AIDS events and 480
deaths. LLV200-499 was strongly associated with virological failure [adjusted hazard
ratio (@aHR) 3.97, 95% confidence interval (Cl) 3.05-5.17]. LLV50-199 was weakly
associated with virological failure (@HR 1.38, 95% Cl 0.96-2.00). LLV50-199 and
LLV200-499 were not associated with AIDS event/death (aHR 1.19, 95% CI 0.78—
1.82; and aHR 1.11, 95% Cl 0.72-1.71, respectively).

Conclusion: LLV200-499 was strongly associated with virological failure, but not with
AIDS event/death. Our results support the US guidelines, which define virological
failure as a confirmed viral load above 200 copies/ml.

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Introduction

Combination antiretroviral therapy (ART) has dramatic-
ally reduced HIV-related morbidity and mortality [1]
through its ability to suppress HIV replication. HIV
viremia strongly predicts progression to AIDS and death
[2]. According to current international treatment
guidelines, the goal of ART is therefore to reach and
to maintain undetectable plasma HIV viral load [3,4]. In
recent years, the improvement of assays quantifying
plasma viral load has progressively led to decreasing the

thresholds for detecting viremia, currently between 20
and 50 copies/ml in clinical practice. Around 20% of
HIV-infected patients receiving combination ART show
transient rebounds of viremia, and 4-10% experience
persistent episodes of detectable viremia at low levels,
between 50 and 500 copies/ml [5—8].

There is no evidence that transient rebounds of viremia
(‘blips’, usually defined as detectable viremia up to a
maximum of 500 copies/ml preceded and followed by
visits showing undetectable viremia) are associated with

Correspondence to Marie-Anne Vandenhende, Centre Hospitalier Universitaire de Bordeaux, Hopital Saint-André, Service de
médecine interne et maladies infectieuses, F-33000 Bordeaux, France.

Tel: +33 556795826; fax: +33 556795822; e-mail: vdh.mav@gmail.com

*The members of the writing committee and ‘The Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration (ART-CC)’ contributing cohorts are
given in the ‘Acknowledgements’ section along with their institute details.

Received: 1 August 2014; revised: 4 November 2014; accepted: 6 November 2014.

DOI:10.1097/QAD.0000000000000544

ISSN 0269-9370 Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.


mailto:vdh.mav@gmail.com
http://dx.doi.org/10.1097/QAD.0000000000000544

374

AIDS 2015, Vol 29 No 3

subsequent virological or immunological failure [8—10].
By contrast, persistent low-level viremia (LLV) might be
associated with negative consequences such as virological
failure [6,10—13], emergence of drug resistance [7,14—
18], and immunological deterioration [19]. The optimal
management of patients experiencing LLV is still unclear
due to the lack of controlled comparison data, especially
in the range of 50—200 copies/ml, and the impact of LLV
on clinical outcomes remains unknown. Although
achieving an undetectable viral load remains the goal
of ART, we cannot assert that LLV must be considered as
virological failure requiring treatment modification or
more frequent virological monitoring. The Department
of Health and Human Services (DHHS, USA) guidelines
currently define virological failure as a confirmed viral
load above 200 copies/ml [20], but there are currently no
international guidelines on how to manage patients
experiencing LLVand further studies are assuredly needed
to establish the effect of LLV on HIV prognosis.

We aimed to assess the prognostic impact of different
levels of LLV (50—199 and 200-499 copies/ml) on
clinical (AIDS events and death) and virological outcomes
(virological failure) among HIV-infected patients receiv-
ing potent combination ART.

Methods

Study population

We analyzed data from 18 cohorts in Europe and North
America, contributing to the ART Cohort Collaboration
(ART-CC) [21] (http://www.bris.ac.uk/art-cc). Briefly,
ART-CC includes patients with confirmed HIV infection,
aged at least 16 years, who started combination ART after
1996 without previous treatment with antiretroviral drugs.
Contributing cohorts (listed in the ‘Acknowledgements’
section) have received approval from the ethics committees
or institutional review boards, used standardized methods
of data collection, and scheduled follow-up visits at least
every 6 months. The NHS Health Research Authority
South West — Cornwall and Plymouth Research Ethics
Committee, UK, has approved the ART-CC study (REC
reference 12/SW/0253).

Patients were eligible for inclusion in the current analysis
if they: started (‘baseline’) an ART regimen composed of
two nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs,
among zidovudine, didanosine, stavudine, abacavir,
tenofovir, emtricitabine, and lamivudine) with either a
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI,
among efavirenz, nevirapine, etravirine, and rilpivirine)
or a protease inhibitor-boosted with ritonavir (PI/r,
among atazanavir, darunavir, and lopinavir), which was
continued for at least 6 months; achieved viral load below
50 copies/ml within 3—9 months after ART initiation
(virological suppression); and all viral loads were
measured by virological assays with lower limit of

quantification 50 copies/ml or less. Demographic,
clinical, and biological characteristics, and ART regimen
of eligible participants were extracted from the cohort
database, which was compiled in 2012.

Statistical analysis

Low-level viremia 50—199 was defined as at least two
consecutive viral loads between 50 and 199 copies/ml for
at least 1 month, and LLV200—499 as at least two
consecutive viral loads between 50 and 499 copies/ml for
at least 1 month, with at least one viral load between 200
and 499 copies/ml, after virological suppression. The
primary outcome was occurrence of clinical events (first
AIDS event after ART initiation, defined as a clinical
event listed in category C, according to the classification
of the Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
for HIV infection as revised in 1993 [22], and death). The
secondary outcome was occurrence of a first virological
failure, defined as at least two consecutive viral loads at
least 500 copies/ml or one viral load at least 500 copies/
ml, followed by a modification of at least one therapeutic
class in ART regimen. The date of virological failure was
the date of the first of these viral loads at least 500 copies/
ml. Baseline characteristics of patients experiencing LLV
(LLV50—-199 and LLV200—-499) were compared with
those of patients who did not experience LLV (group ‘no
LLV’) using Kruskal—Wallis tests for continuous variables
and chi-square tests for categorical variables.

Follow-up started at the date of the first viral load below
50 copies/ml, within 3—9 months after ART initiation.
Patients without virological failure or clinical events were
right-censored at the date of the last follow-up visit. LLV
was analyzed as a time-varying covariate in which patients
were included in the LLV50—-199-exposed group from
the first date they experienced an episode of LLV50—-199,
and in the LLV200-499-exposed group from the first
date they experienced an episode of LLV200—499. Once
patients were exposed to a higher category of LLV, they
remained in this category for the remaining follow-up
time. Thus, there were three groups: no LLV: time from
start of follow-up to first LLV50—199/LLV200—-499;
LLV50-199: time from first LLV50—199 (before first
LLV200-499) to date of first LLV200-499; and
LIV200—-499: time from first LLV200—-499.

Extended Kaplan—Meier curves (as  described
here: http://www.tandfonline.com/doi/pdf/10.1198/
000313005X70371) were used to examine the distri-
butions of time to virological failure and clinical events by
LLV group, and comparisons between them were made
using log-rank test. We used Cox proportional-hazards
regression models stratified by cohort to estimate crude
and adjusted hazard ratios for associations of LLV (50—199
and 200—499 copies/ml, compared to <50 copies/ml),
with first virological failure and first AIDS event/death.
Models were adjusted for sex; baseline age (<30, 30—49
and >50 years); ART regimen (NNRTI or PI/r-based

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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regimen); transmission group [MSM, injection drug user
(IDU), heterosexual, other/unknown]; CD4" cell count
(0—49,50-199, 200-349, >350cells/pl); viral load
(<4.51og, 4.5—4.9log, >5log copies/ml); AIDS stage;
and period of ART initiation (1997-2002, 2003—2006,
>2007). The proportional hazards assumption was
checked graphically and by tests based on Schoenfeld
residuals. Cox models restricted to patients experiencing
LLV were used to estimate the association of cumulative
duration of LLV (1-3, 3—6, 6—12, and >12 months) and
type of ART regimen at LLV (NNRTI or PI/r-based
regimen) with first virological failure and first AIDS event/
death, adjusted for same variables. Cox models restricted to
patients who did not modify their ART regimen during
LLV were performed to assess the impact of switching
antiretroviral drugs during LLV on the outcomes. All
statistical analyses were performed using Stata software
(version 12.0; College Station, Texas, USA).

Results

Among the 17902 included patients (median age 39.6
years, 76% men, median baseline CD4" 229 cells/ wl, 59%
starting NNRTI-based regimens), 624 (3.5%) experienced

Table 1. Baseline characteristics of included patients (N =17902).

at least omne episode of LLV50-199 with no
LLV200—-499 [median duration 5.8, interquartile range
(IQR) 3.2—8.6 months] and 482 (2.7%) at least one
episode of LLV200—499 (median duration 6.4, IQR,
3.6—11.2 months). The mean number of viral load
measures per year of follow-up was similar in the three
groups [4.22, 95% confidence interval (CI) 4.18—4.27 in
the no LLV group; 4.42, 95% CI 4.29-4.56 in the
LLV50-199 group; and 4.23, 95% CI 4.10—4.37 in the
LLV200—-499 group]. Among the 624 patients who
experienced at least one episode of LLV50-199, 59
(9.5%) modified their ART regimen (at least one class of
antiretroviral drugs) during LLV (8.9 and 8.3% among
patients receiving NNRTI and PI/r-based regimen,
respectively). Among the 482 patients who experienced
at least one episode of LLV200-499, 64 (13.3%)
modified their ART regimen during LLV (13.7 and
6.4% among patients receiving NNRTI and PI/r-based
regimen, respectively). Baseline characteristics of the
included patients according to the occurrence of
LLV50-199 or LLV200—499 are described in Table 1.
Patients who experienced LLV were more likely to
have had an AIDS event (CDC stage C) before starting
ART, had lower CD4™" cell counts and higher viral load
at start of ART, were more likely to start with a

No LLV (n=16796) (93.8%) LLV50-199 (n=624) (3.5%) LLV200-499 (n=482) (2.7%) P value
Sex male [n (%)] 12678 (75.5%) 514 (82.4%) 353 (73.4%) <0.001
Median age [years (IQR)] 39 (32;46) 40 (34;49) 39 (32;46) <0.001
Transmission group [n (%)] <0.001
MSM 7046 (42.0%) 270 (43.3%) 163 (33.9%)
IDU 1448 (8.6%) 6 (9.0%) 5 (11.4%)
Heterosexual 6315 (37.6%) 193 (30.9%) 198 (41.2%)
Other/unknown 1988 (11.8%) 105 (16.8%) 5 (13.5%)
CDC stage C [n (%)] 2808 (16.7%) 140 (22.4%) 124 (25.8%) <0.001
CD4™" cell count [n (%)] <0.001
Median [cells/pl (IQR)] 230 (132-316) 190 (98-280) 190 (90-287)
<50 cells/pl 1883 (11.2%) 6 (15.4%) 61 (12.7%)
50-199 cells/pl 4930 (29.4%) 224 (35.9%) 190 (39.5%)
200-349 cells/pl 6918 (41.2%) 6 (34.6%) 148 (30.8%)
>350 cells/pl 3066 (18.2%) 8 (14.1%) 82 (17.0%)
HIV-1 VL (logyo copies/ml) [n (%)] <0.001
Median [logo copies/ml (IQR)] 4.8 (4.3-5.2) 5 0 (4.7-5.5) 5.0 (4.5-5.4)
<4.5log 5611 (33.4%) 15 (18.4%) 16 (24.1%)
4.5-5log 4440 (26.4%) 144 (23.1%) 104 (21.6%)
>5 log 6746 (40.2%) 365 (58.5%) 261 (54.3%)
ART regimen [n (%)] <0.001
2 NRTI+1 NNRTI 9999 (59.5%) 273 (43.7%) 244 (50.7%)
2 NRTI+1 Pl/r 6798 (40.5%) 351 (56.3%) 237 (49.3%)
Date of inclusion [n (%)] <0.001
1997-2002 2732 (16.2%) 112 (18.0%) 132 (27.4%)
2003-2006 6799 (40.5%) 291 (46.6%) 244 (50.7%)
2007-2011 7266 (43.3%) 221 (35.4%) 105 (21.9%)
Region [n (%)] <0.001
Europe 14217 (84.6%) 461 (73.9%) 373 (77.6%)
Canada 1749 (10.4%) 124 (19.9%) 66 (13.7%)
USA 831 (5.0%) 39 (6.2%) 42 (8.7%)

No LLV: neither LLV50—199 nor LLV 200-499 (N=16796); LLV50-199: at least one episode of LLV50-199 without LLV200-499 (N = 624);
LLV200-499: at least one episode of LLV200-499 (N =482) (included 93 patients with LLV50-199 before LLV200-499). ART, antiretroviral
therapy; IDU, injection drug user; IQR, interquartile range; LLV, low-level viremia; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; NRTI,
nucleoside reverse transcriptase inhibitor; Pl/r, protease inhibitor-boosted with ritonavir; VL, viral load.

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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PI/r-containing ART regimen, and tended to start ART
less recently than those who did not experience LLV.

Virological outcome

During 54641 person-years of follow-up (PYFU)
(median 2.3 years, IQR 1.0-4.3), 1903 patients
(10.6%) experienced virological failure [1745 (10.4%)
among 16796 patients without LLV, 49 (7.9%) among
624 patients experiencing LLV50—199, and 109 (22.6%)
among 482 patients experiencing LLV200—-499], corre-
sponding to 3.48 virological failure per 100 PYFU (95%
CI 3.33-3.64).

Among the 1903 patients experiencing virological failure,

961 (50.5%) modified their ART regimen (at least one
therapeutic class) within 6 months after virological failure.

(a)

Among the patients who modified their ART regimen,
77.2% had viral load below 50 copies/ml within 6 months
after ART modification and 81.9% within 12 months
after ART modification, whereas among the patients who
stayed under the same ART regimen, 14.1% had viral load
below 50 copies/ml within 6 months after virological
failure and 26.4% within 12 months after virological
failure.

On the basis of the Kaplan—Meier estimates, the time by
which 90% of patients remained free of virological failure
(virological failure 90% survival time) was 2.7 (95% CI
2.5-2.8) years (Fig. 1a). The virological failure 90%
survival time was 2.8 (95% CI 2.6—3.0) years for patients
without LLV, 2.2 (1.1-3.5) years for patients with
LLV50-199 (P=10.160 compared with patients without

Kaplan—Meier survival estimates
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Fig. 1. Incidence of virological failure and AIDS event/death according to the presence and degree of low-level viremia in an
international cohort collaboration (Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration 1997-2011). (a) Incidence of VF according to
the presence and degree of low-level viremia. (b) Incidence of AIDS event/death according to the presence and degree of low-level

viremia. VF, virological failure.
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LLV), and 1.1 (0.3—1.9) years for patients with LLV200—
499 (P<0.001 compared with patients without LLV).

Both before and after adjusting for patient characteristics
atstart of ART, LLV200—499 was strongly associated with
virological failure [adjusted hazard ratio (aHR) 3.97, 95%
CI 3.05-5.17]. By contrast, LLV50—199 was weakly
associated with virological failure (aHR 1.38, 95% CI
0.96-2.00). We found weak evidence of association
between ART regimen at inclusion and risk of virological
failure (aHR for PI/r-based versus NNRTI-based
regimen 1.14, 95% CI 0.99—1.31). Baseline AIDS stage,
CD4" cell count, age, transmission group, and period of
ART initiation were strongly associated with virological
failure (Table 2). In sensitivity analyses restricted to
patients experiencing LLV, neither type of ART regimen
at LLV (PI/r-based versus NNRTI-based regimen),
modification of ART regimen during LLV (at least one
class of antiretroviral drug), nor cumulative duration of
LLV was associated with virological failure (Table 3). In
sensitivity analyses restricted to patients who did not
modify their ART regimen during LLV among both
patients receiving PI/r and NNRTI, LLV200—-499 was
still strongly associated with virological failure (aHR 4.39,
95% CI 2.90—-6.63 for PI/r; and aHR 3.51, 95% CI
2.31-5.34 for NNRTI), whereas LLV50—199 was not

(aHR 0.91, 95% CI 0.46—1.78; and aHR 1.59, 95% CI
0.93-2.74 for PI/r and NNRTI, respectively).

Clinical outcomes

During 68 230 PYFU (median 3.1 years, IQR 1.6-5.3),
480 (2.7%) patients died [432 (2.6%) among 16796
patients without LLV, 24 (3.8%) among 624 patients
experiencing LLV50—-199, and 24 (5.0%) among 482
patients experiencing LIV200-499], corresponding to
0.70 (95% CI 0.64—0.77) deaths per 100 PYFU with a
95% survival time of 7.1 (6.4—7.9) years. Furthermore,
532 (3.0%) patients experienced at least one post-ART
AIDS event, corresponding to 0.80 (0.73-0.87) AIDS
events per 100 PYFU, with a 95% survival time to AIDS
event of 8.1 (7.3-9.1) years.

On the basis of Kaplan—Meier estimates, the time by
which 90% of patients remained free of clinical events
(AIDS event/death) (Fig. 1b) was not different between
the three groups, as this time was 8.6 (95% CI 7.7-8.9)
years for patients without LLV, 5.7 (3.8—10) years for
patients with LLV50-199, and 8.3 (4.1-10) years for
patients with LLV200-499 (P=0.229). No difterence
was found when these analyses were restricted to either
AIDS event or death, respectively (data not shown).

Table 2. Crude and adjusted hazard ratios for virological failure, stratified by cohort (N =17902).

Risk factor Crude HR (95% ClI) P value Adjusted HR (95% CI) P value
LLV <0.001 <0.001
No LLV 1 1
LLV50-200 1.32 (0.92-1.90) 1.38 (0.96-2.00)
LLV200-500 4.94 (3.82-6.38) 3.97 (3.05-5.17)
ART at inclusion 0.260 0.063
2 NRTI+1 NNRTI 1 1
2 NRTI+1 Pl/r 1.07 (0.95-1.22) 1.14 (0.99-1.31)
VL before ART (log;o copies/ml) 0.284 0.999
<4.5 1 1
4.5-5 0.90 (0.76-1.06) 1.00 (0.85-1.18)
>5 0.90 (0.78-1.04) 1.00 (0.86-1.17)
CD4" cell count before ART <0.001 0.008
<50 cells/pl 1 1
50-199 cells/p.l 0.77 (0.63-0.93) 0.89 (0.72-1.09)
200-349 cells/pl 0.63 (0.52-0.77) 0.82 (0.66-1.02)
>350 cells/pl 0.93 (0.77-1.22) 1.19 (0.92-1.54)
CDC stage C (yes versus no) 1.27 (1.10-1.47) 0.002 1.20 (1.02-1.42) 0.032
Age at inclusion (years) <0.001 <0.001
<30 1 1
30-50 0.60 (0.52-0.70) 0.65 (0.56-0.76)
>50 0.46 (0.37-0.57) 0.50 (0.40-0.63)
Sex (female versus male) 1.58 (1.39-1.80) <0.001 1.14 (0.97-1.33) 0.107
Transmission group <0.001 <0.001
MSM 1 1
IDU 2.04 (1.65-2.52) 1.75 (1.39-2.20)
Heterosexual 1.85 (1.60-2.13) 1.48 (1.24-1.77)
Other/unknown 1.42 (1.15-1.76) 1.24 (0.98-1.56)
Period of ART initiation <0.001 <0.001
1997-2002 1 1
2003-2006 0.57 (0.49-0.65) 0.60 (0.51-0.69)
2007-2011 0.27 (0.22-0.33) 0.31 (0.25-0.38)

Adjusted for variables in the table and stratified on cohort. ART, antiretroviral therapy; Cl, confidence interval; HR, hazard ratio; IDU, injection drug
user; LLV, low-level viremia; Pl/r, protease inhibitor-boosted with ritonavir; VL, viral load.
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Table 3. Crude and adjusted hazard ratios for virological failure and AIDS event/death among patients experiencing low-level viremia

(N=1105).
Risk factor Crude HR (95% CI) P value Adjusted HR (95% CI) P value
Associations with VF
LLV <0.001 <0.001
LLV50-200 1 1
LLV200-500 4.07 (2.64-6.28) 3.35 (2.14-5.26)
Duration of LLV 0.459 0.985
LLV 1-3 months 1 1
LLV 3-6 months 1.32 (0.71-2.45) 0.95 (0.49-1.81)
LLV 6-12 months 1.30 (0.70-2.41) 0.89 (0.46-1.70)
LLV >12 months 1.75 (0.88-3.48) 0.90 (0.42-1.92)
ART at the beginning of LLV 0.247 0.925
2 NRTI+ 1 NNRTI 1 1
2 NRTI+1 PI/r 0.79 (0.52-1.18) 1.02 (0.62-1.68)
Modification of ART regimen during LLV* 0.018 0.180
No 1 1
Yes 1.86 (1.11-3.11) 1.45 (0.84-2.49)
Associations with AIDS event/death
LLV 0.455 0.730
LLV50-200 1 1
LLV200-500 0.80 (0.44-1.43) 0.87 (0.51-1.55)
Duration of LLV 0.724 0.591
LLV 1-3 months 1 1
LLV 3-6 months 0.63 (0.28-1.41) 0.73 (0.31-1.73)
LLV 6-12 months 0.85 (0.41-1.76) 0.99 (0.43-2.28)
LLV >12 months 0.81 (0.33-1.99) 0.89 (0.30-2.61)
ART at the beginning of LLV 0.325 0.638
2 NRTI+1 NNRTI 1 1
2 NRTI+1 Pl/r 0. 77 (0.49-1.38) 0.85 (0.51-1.47)
Modification of ART regimen during LLV? 0.919 0.779
No 1 1
Yes 1.04 (0.45-2.45) 1.13 (0.46-2.79)

Stratified by cohort, adjusted on variables in the table and sex, baseline age, VL, CD4™ cell count, CDC stage at inclusion, transmission group, and
period of ART initiation. ART, antiretroviral therapy; Cl, confidence interval; HR, hazard ratio; IDU, injection drug user; LLV, low-level viremia;
NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitor; Pl/r, protease inhibitor-boosted with

ritonavir; VF, virological failure.

“Modification of ART regimen: modification of at least one class of antiretroviral drugs.

Table 4 shows that in multivariate analyses, neither
LLV50-199 nor LLV200—499 was associated with AIDS
event/death (aHR 1.13, 95% CI 0.81-1.68; and aHR
0.95, 95% CI 0.62—1.48, respectively). No difterence was
found when these analyses were restricted to either AIDS
event (aHR 1.11,95% CI0.79—1.61; and aHR 0.81, 95%
CI 0.51-1.28 for LLV50—-199 and LLV200-499,
respectively) or death (aHR 1.19, 95% CI 0.78-1.82;
and aHR 1.11, 95% CI 0.72—1.71 for LLV50—-199 and
LLV200—-499, respectively). Baseline CD4™" cell count,
AIDS stage, age, transmission group, and period of ART
initiation were strongly associated with AIDS event/
death. In sensitivity analyses restricted to patients
experiencing LLV, neither type of ART regimen at
LLV (PI/r-based versus NNRTI-based regimen), modi-
fication of ART regimen during LLV (at least one class of
antiretroviral drug), nor cumulative duration of LLV was
associated with AIDS event/death (Table 3).

Discussion

In this cohort study which included HIV-infected
patients with viral load below 50 copies/ml 3—9 months

after starting potent combination ART, 6.2% of patients
experienced LLV (LLV50—-199 in 3.5% of patients and
LIV200-499 in 2.7%). LLV200—499 was strongly
associated with virological failure, but not with AIDS
event/death. By contrast, there was little evidence that
LLV50—-199 was associated with either virological or
clinical outcomes. Modification of ART regimen during
LLV did not influence either the clinical or the virological
outcome.

The prevalence of LLV in our study is consistent with
previous studies, which found a prevalence of LLV
between 50 and 500 copies/ml among patients on stable
ART around 4-10% [6—8]. The phenomenon of LLV
could result from the release of virus from stable reservoirs
such as latently infected resting memory CD4" T cells
that are activated by antigenic stimulation [23-25]. It
could also result from ongoing viral replication [25,26]
because of suboptimal therapy (especially within ana-
tomical compartments less accessible to antiretroviral
drugs), facilitated by variations in drug concentrations
(attributable to pharmacokinetic issues or incomplete
adherence to drug regimens) and/or the emergence of
drug resistance-associated mutations.
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Table 4. Crude and adjusted hazard ratios for AIDS event/death, stratified by cohort (N =17 896).

Risk factors Crude HR (95% ClI) P value Adjusted HR (95% ClI) P value
LLV 0.263 0.391
No LLV 1 1
LLV50-200 1.30 (0.90-1.80) 1.13 (0.81-1.68)
LLV200-500 1.07 (0.72-1.58) 0.95 (0.62-1.48)
ART at inclusion 0.138 0.593
2 NRTI+1 NNRTI 1 1
2 NRTI+1 Pl/r 1.15 (0.96-1.39) 1.06 (0.86-1.30)
VL at inclusion (log;o copies/ml) 0.035 0.637
<4.5 1 1
4.5-5 1.02 (0.86-1.33) 0.92 (0.77-1.10)
>5 1.19 (1.03-1.39) 0.94 (0.80-1.11)
CD4" cell count before ART <0.001 <0.001
<50 cells/pl 1 1
50-199 cells/p.l 0.83 (0.65-1.07) 1.09 (0.89-1.32)
200-349 cells/pl 0.53 (0.40-0.69) 0.81 (0.64-1.00)
>350 cells/ul 0.50 (0.36-0.69) 0.76 (0.58-0.99)
CDC stage C (yes versus no) 2.00 (1.64-2.42) <0.001 1.68 (1.43-1.97) <0.001
Age at inclusion (years) <0.001 <0.001
<30 1 1
30-50 1.44 (1.16-1.78) 1.29 (1.03-1.60)
>50 2.43 (1.92-3.08) 2.17 (1.70-2.76)
Sex (female versus male) 0.97 (0.84-1.13) 0.728 0.97 (0.81-1.15) 0.728
Transmission group <0.001 <0.001
MSM 1 1
IDU 2.39 (2.80-4.53) 2.22 (1.80-2.74)
Heterosexual 1.21 (0.75-1.20) 1.16 (0.97-1.39)
Other/unknown 1.49 (1.44-2.47) 1.32 (1.06-1.65)
Period of ART initiation 0.001 0.008
1997-2002 1 1
2003-2006 0.88 (0.76-1.03) 0.78 (0.66-0.92)
2007-2011 0.69 (0.57-0.85) 0.62 (0.50-0.77)

Adjusted for variables in the table and stratified on cohort. ART, antiretroviral therapy; Cl, confidence interval; HR, hazard ratio; IDU, injection drug
user; LLV, low-level viremia; Pl/r, protease inhibitor-boosted with ritonavir; VL, viral load.

The prognostic implications and optimal management
strategy for LLV are still uncertain, because of a lack of
controlled comparison data, especially for patients
experiencing LLV between 50 and 199 copies/ml. The
optimal target level of viral load suppression amongst
patients receiving ART, and conversely the definition of
virological failure, is also unclear [27]. Whilst currently
used third-generation viral load assays have a lower limit
of quantification of 20—50 copies/ml and can report
qualitative RNA detection below these thresholds, the
DHHS (USA) guidelines currently define virological
failure as a confirmed viral load above 200 copies/ml [20].
This study provides evidence to support these guidelines,
and against lowering that threshold.

Rates of virological failure were higher in patients who
experienced LLV200—499 than in patients with sustained
viral suppression, whereas LLV50—-199 was only weakly
associated with virological failure in our study. There are
few data regarding the impact of persistent LLV between
50 and 500 copies/ml on virological outcome, especially
LLV between 50 and 199 copies/ml. Our results support
those of previous large studies which have reported a
higher risk of virological failure in patients experiencing
persistent LLV between 50 and 500 copies/ml than in
those who maintained viral suppression [6,11,12], but
these studies did not focus on LLV between 50 and

199 copies/ml. Greub et al. [6] found that among 2055
patients achieving viral suppression, two consecutive viral
loads between 50 and 500 copies/ml increased the risk of
virological failure (viral load >500 copies/ml) by more
than five times (hazard ratio 5.8, 95% CI 4.26—7.90).
Geretti et al. [11] found that among 1386 patients, the risk
of virological failure (viral load >400 copies/ml) for
patients with persistent LLV (defined as two consecutive
viral loads between 50 and 400 copies/ml) was more than
double that for patients whose viral load remained
undetectable (hazard ratio 2.29, 95% CI 1.22-4.29).
Unlike our study, Laprise ef al. [13] found in their study
including 1357 patients that both LLV50—199 copies/ml
and LLV200—-499 copies/ml (persistent for at least 6
months) doubled the risk of virological failure (defined as
viral load >1000 copies/ml) compared with patients who
maintained an undetectable viral load. Nevertheless,
inclusion criteria differed from our study: whereas we
only included patients under potent combination of
antiretroviral drugs who achieved viral suppression, their
patients were included if they had at least one viral load
measurement and had received any antiretroviral drug for
at least 12 months, regardless of the type of antiretroviral
drug regimen [13].

We cannot exclude the fact that the association of
LLV200—-499 with the occurrence of viral load was partly
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explained by the fact the levels of viremia in this group are
closest to the threshold of virological failure. Never-
theless, this hypothesis should be minimized by the fact
that the mean number of viral load measures per year of
follow-up was similar in the three groups (no LLV,
LLV50—-199, and LLV200—-49). Therefore, we believe
that this association has a real clinical significance.

Resistance data were not available in the ART-CC
database. Several recent studies have found that ongoing
low-level wviral replication (below 500 copies/ml) in
patients receiving combination ART may promote the
emergence and selection of drug-resistance mutations
[14-16], even for LLV50-199 [7], which could
negatively impact future ART options. For example,
Delaugerre et al. [14] showed that 11 of 37 patients with
persistent LLV episodes below 500 copies/ml while
receiving ART developed at least one drug-resistance
mutation. Moreover, Gonzalez-Serna et al. [18] and
Swenson et al. [17] found that emergent HIV drug
resistance at LLV was strongly associated with subsequent
virological failure. Resistance genotyping should be
performed in patients with persistent LLV and ART
should be modified if resistance is detected.

The type of quantification assays might modify the
prevalence of LLV. Highly sensitive quantification assays
have shown discrepancies between them, especially
evident at low levels of viremia, resulting in a significant
difference in number of patients with detectable viral load
[28—32]. All viral load measurements in our study were
quantified with virological assays with lower limit of
quantification below 50 copies/ml. However, the lack of
accurate data regarding the precise type of quantification
assays used in all patients did not allow us to include this
variable in the multivariate analyses to account for
interassay variability.

Although there is a lower ‘genetic barrier’ for NNRTI
versus PI/r, which might be expected to increase the risk
of emergent drug resistance and hence the risk of
subsequent virological failure during LLV under
NNRTI-based regimens, no association was found
between the type of ART regimen at LLV (PI/r-based
versus NNRTI-based regimen) and virological failure in
the sensitivity analysis restricted to patients experiencing
LLV. The modification of the ART regimen during LLV
(especially with NNRTI-based regimens) could be a
potential confounder, although only a small proportion of
our patients modified their ART during LLV.

Although viral load has long been recognized as a
prognostic factor for clinical progression, there is little
literature on the association between LLV below
500 copies/ml and clinical outcomes. Zhang et al. [33]
found no association between LLV (50—400 copies/ml)
and non-AIDS disease. In our study, neither LLV50—-199
nor LLV200—499 was associated with AIDS event/death,

compared with prolonged suppression. However, the lack
of evidence of association between LLV and clinical
outcomes may be due to the small number of endpoints
and/or the fact that most of the patients who modified
treatment after virological failure were re-suppressed.
Moreover, the median clinical follow-up was 3.1 years,
which might be insufficient to demonstrate an impact of
LLV on mortality, mediated by virological failure or other
mechanisms. LLV is one of the potential underlying
causes of persistent immune activation and inflammation
in HIV patients under ART, which could contribute to
mortality and non-AIDS morbidity, including cardio-
vascular and end-organ disease [34—37]. Furthermore,
LLV could contribute to the replenishment of latent viral
reservoir [26], which is one of the obstacles to achieving
eradication of HIV.

In conclusion, among patients virologically suppressed
3—9 months after starting potent combination ART and
with a median follow-up of 2.3-3.1 years, persistent
LLV between 200 and 499 copies/ml was strongly
associated with virological failure, but not with AIDS
event/death. The lack of association of persistent LLV
between 50 and 199 copies/ml with virological failure or
clinical outcomes, supports current guidelines, which
define virological failure as a confirmed viral load above
200 copies/ml.
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C. IMPACT PRONOSTIQUE D'UNE CHARGE VIRALE DE FAIBLE NIVEAU

PERSISTANTE SUR L'’EVOLUTION VIROLOGIQUE (COHORTE AN RS CO3

AQUITAINE, 2000-2011)

l. Obijectif de I'étude

L'objectif de cette étude était d’évaluer I'impgebnostique d’une charge virale VIH de faible
niveau persistante entre 50 et 200 copies/m| (CVEED sur I'évolution virologique, a savoir

le risque de survenue d’'un échec virologique smitetment ARV, selon le type de schéma
thérapeutique (2 INTI + 1 INNTI versus 2 INTI HR/r), I'histoire thérapeutique du patient

(naif ou non de traitement ARV) et la durée de\&C

I. Méthodologie de I’étude :

Population de I'étude :

Une étude de cohorte a été réalisée en utilisawtdenées de la Cohorte ANRS CO3 Aquitaine.
Cette cohorte ouverte prospective régionale et icaumtrique (13 centres localisés en
Aquitaine) a été initiée en 1987 par le GECSA. pescipaux critéeres d’inclusion sont :

patients infectés par le VIH-1, quel que soit ladst clinique, vus au moins deux fois en
consultation ou en hospitalisation, agés d’au mdiBsans a l'inclusion et ayant signé un
consentement écrit éclairé (8677 patients includ(ajuin 2013 dont 3541 en file active). Un

guestionnaire permet la collecte confidentielle sthndardisée des données cliniques,
biologiques, thérapeutiques et épidémiologiquesderchaque consultation ou hospitalisation.

Le Centre de Recherche INSERM U897, au sein dPEIS de I'Université de Bordeaux assure
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la coordination épidémiologique de la Cohorte Agjuié. Le projet de la Cohorte Aquitaine a

recu un avis favorable de la CNIL le 05 juillet 898

Les patients de I'étude répondaient aux critéraxhlision suivants :

» Patients de plus de 18 ans inclus et suivis da@®kherte Aquitaine entre I€"Janvier

2000 et le 31 décembre 2011
* Naifs ou non de traitement ARV

o Deébutant un traitement ARV apres 2000 pendant auingno6 mois

consécutifs comportant
0 Soit 2 INTI + un INNTI (Efavirenz, Névirapine, Etririne ou Rilpivirine),
0 Soit 2 INTI + un IP/r (Lopinavir, Atazanavir ou Ranavir)
e Ayant une CV < 200 copies/ml apres 4 a 8 mois aiéetnent ARV

* Les techniques virologiques de quantification dEVaVIH utilisées avaient une limite

inférieure du seuil de quantification < 50 copidgpour I'ensemble des CV mesurées.

Les caractéristiques démographiques, cliniquesodiues et thérapeutiques des patients ont

été extraites de la base de données de la cohorte.

Analyses statistiques

La date d’inclusion dans notre étude était la datéa CV < 200 copies/ml la plus basse 4 a 8

mois apres le début du traitement ARV (Figure 8).

L’événement d’intérét était la survenue d’un preméiehec virologique sous traitement ARV,
défini par 2 CV consécutives 200 copies/ml aprés l'inclusion, ou une €\200 copies/mi
avec modification du régime thérapeutique (addittensuppression d’au moins une classe

thérapeutique parmi INTI, INNTI, IP/r, inhibiteutimtégrase, inhibiteur de fusion, inhibiteur
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du CCRS5, une modification parmi une méme classeapieditique n’étant pas considérée
comme une modification du régime thérapeutiquehlaaCV suivante (la date de I'EV étant

la date de la premiere C¥200 copies/ml).

Figure 8: Schéma de I'étude Aquitaine ANRS CO3

Inclusiondansla Date d'inclusion dansl*&tude

Cohorte &Aguitaine (o la plus basse Ma—has) Date de paint:

ler B
[ou dernier suivi sipas d'EW)

I/ T
/ |

Debut dutraiternent ARY
aprés 01,01,/2000

Les CVF50-200 étaient définies par la survenuespinelusion d’au moins 2 CV consécutives
(mesurées entre 15j et 6 mois d’intervalle) congwrisntre 50 et 199 copies/ml pendant une
durée d’au moins 1 mois (date entre la premiéta éérniere des CV consécutives comprises
entre 50 et 199 copies/ml). Les patients étaiamissjusqu’a la survenue d’un premier EV, leur

dernier suivi virologique ou la date de cléturdalbase de données (31 décembre 2011).

Les patients étaient inclus dans le groupe « CVEBD» a partir du début du premier épisode
de CVF50-200 (date de la seconde des 2 CV consésugntre 50 et 199 copies/ml définissant
la CVF). Une fois qu’un patient était exposé alevenue d’'une CVF50-200, il restait dans ce
groupe jusgu’a la fin du suivi.

Les caractéristiques a l'inclusion des patientsgméant une CVF50-200 ont été comparées a

ceux ne présentant pas de CVF en utilisant le desKruskal-Wallis pour les variables

80



quantitatives et le test d¢f pour les variables qualitatives. Nous avons de plalisé une
analyse univariée puis multivariée par un modeleédeession logistique pour déterminer les

facteurs de risque associés a la survenue d’'uné&s@2B0.

Le délai de survenue d’'un EV selon I'expositioman a une CVF50-200 a été analysé par des
courbes de survie selon la méthode de Kaplan-Meyee utilisation du test de Log-rank pour

comparer les groupes.

L'utilisation de modeéles de régression de Cox umdgapuis multivariés a permis d’estimer
I'association entre la survenue d'une CVF50-200c@nparaison au groupe pas de CVF) et la
survenue d’'un EV. Les modeles ont été ajustés’age (<30, 30-49 et50 ans), le sexe, la
période d’inclusion (2000-2003, 2004-2007, 200890k type de régime thérapeutique (IP/r
versus INNTI), I'historique de traitement ARV (n&érsus non-naif), le groupe de transmission
présumé (HSH, UDI, transmission hétérosexuelleealitle stade de la classification CDC
(stade C versus stade non C), le taux médian de(@D@, 100-199, 200-349, 350-499-600
cellules/mm) et la CV (<1.7, 1.7-2.9, 3-3.9, 4-4.9 ®blogio copies/ml) a linitiation du
traitement ARV. L’hypothese de proportionnalité disgues (effet des variables indépendant

du temps) a été vérifiée par le test statistigueerdsidus de Schoenfeld.

Une analyse multivariée selon le modéle de Coxeiese aux patients ayant présenté une
CVF50-200 a été réalisée afin d’étudier I'associatintre le type de régime thérapeutique lors
de la CVF50-200 (IP/r versus INNTI) et sa durée glém (< 3, 3-6, 6-12 et > 12 mois) avec la

survenue d’'un EV, ajustée sur les mémes variahled'gnalyse principale.

Des analyses de sensibilités complémentaires éntéatisées selon I'historique de traitement
ARV alinclusion (analyse restreinte aux patiam$#fs de traitement puis restreinte aux patients

non-naifs de traitement ARV a l'inclusion).
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Des analyses de sensibilité restreintes aux patant une CV a l'inclusion (4-8 mois aprés
le début du traitement) < 50 copies/ml ont étéiséabk avec la méme méthodologie
précédemment décrite (modéle de régression logestigur déterminer les facteurs de risque
associés a la survenue d’'une CVF50-200 et modéleadepour estimer I'association entre

CVF50-200 et EV).

7

Une analyse de sensibilité complémentaire a éliéééavisant a comparer le risque de survenue
d’EV entre les patients ayant présenté une CF50e208s patients dont I'ensemble des CV
entre I'inclusion et I'EV (ou le dernier suivi) étanférieure a 50 copies/ml (exclusion des
patients ayant présentés des « blips » de=G@ copies/ml précédés et suivis d'une CV < 50

copies/ml).

L’ensemble des analyses a été réalisée sur ladb§imta (version 12.0, College Station, Texas,

USA).
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. Résultats

1. Population de I'étude et caractéristiques des G"60-200

Les caractéristigues des patients sont présenadsse Tableau 10.

Parmi les 2374 patients inclus, 205 (8.6%) ontgmt&s au moins un épisode de CVF50-200
avec une durée médiane de 8.3 mois (interquadilge [IQR]: 5.9-13.8) et une médiane de
CV durant la CVF50-200 a 94 copies/ml (IQR 74-11&).nombre moyen de mesure de CV
par année de suivi était similaire dans les 2 geaff.14 [IQR: 2.66-3.67] pour les patients du

groupe « pas de CVF » et 3.35 [IQR: 2.92-3.82] pesipatients du groupe « CVF50-200 »).

Parmi les 205 patients ayant présenté une CVF50-PD@5.4%) ont modifié leur régime
thérapeutique (au moins une classe d’ARV) durap€lide de CVF (6.5% des patients sous
INNTI et 3.5% des patients sous IP/r, p=0.364).#ude ces 11 patients n’avait une €200
copies/ml au décours de la CVF50-200 versus 22%d gépatients n'ayant pas modifié leur

traitement durant la CVF50-200.

Dans 'analyse multivariée par régression logisigies facteurs de risque de CVF50-200, le
type de régime thérapeutique (2INTI+1IP/r versudT2+1INNTI), la CV a linitiation du
traitement (CV>5log et CV > 4.5log versus CV <4djlet la période d’inclusion (1997-2002
versus 2003-2006 et 2007-2011) étaient associés risque plus élevé de survenue d’une
CVF50-200. L’age, le sexe, I'historique de traitenARYV, le taux de CD4 a l'initiation du
traitement, le stade C et le groupe de transmigsitaient pas associés a un risque plus élevé
de survenue de CVF50-200 (Tableau 11). L’analysiaimte aux 2131 patients ayant une CV
< 50 copies/ml & I'inclusion (parmi lesquels 121t §a0% ont présenté au moins un épisode de
CVF50-200) retrouve les mémes facteurs de risqusuteenue d'une CVF50-200, mais

retrouve en plus que I'historique de traitement ARpatients pré-traités versus naifs) est
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associé a un risque plus élevé de survenue de G2BB0avec un Odds ratio dans I'analyse

multivarié a 1.95 (IC95% : 1.14-3.32).

Tableau 10: Caractéristiques des patients a I'inclsion (N=2374)

Caractéristiques Pas de CVF CVF50-200 p value
n=2169 (91.4%) n=205 (8.6%)

Durée médiane de suivi, années (IQR) 3.1 (1.3-5.5) 2.3(1.0-4.2)

Sexe masculin, n (%) 1564 (72.1%) 161 (78.5%) 0.048
Age médian, années (IQR) 42.6 (36.7;49.1) 41.8 (38.0;49.8) 0.493
Groupe de transmission, n (%) 0.118
HSH 882 (40.7%) 80 (39.0%)

uDI 773 (35.6%) 67 (32.7%)
Hétérosexuelle 325 (15.0%) 43 (21.0%)

Autres 189 (8.7) 15 (7.3%)

Stade C, n (%) 462 (21.3%) 48 (23.4%) 0.527
Date d’'inclusion, n (%) <0.001
2000-2003 597 (27.5%) 83 (40.5%)

2004-2007 979 (45.2%) 87 (42.4%)

2008-2011 593 (27.3%) 35 (17.1%)

Taux médian de CD4, cellules/mm3 357 (239-526) 320 (179-522) 0.078
(IQR)

CV VIH médiane, logi copies/ml (IQR) 2.6 (1.7-4.6) 3.6 (1.7-5.2) <0.001
Naif de traitement ARV, n (%) 824 (38.0%) 69 (33.7%) 0.221
Type de traitement ARV, n (%) 0.009
2INTI+1INNTI 947 (43.7%) 70 (34.1%)

2INTI+1IP/r 1222 (56.3%) 135 (65.9%)

1CVF50-200 : au moins 2 CV consécutives comprisée & et 199 copies/ml

CV : charge virale, IQR: interquartile range, ARMitirétroviral, HSH: homme ayant des relations sdbas avec
des hommes, UDI : usager de drogues intraveinell$&k; inhibiteur nucléosidique de la transcriaaverse,

INNTI : inhibiteur non nucléosidique de la trangtaise inverse, IP/r: inhibiteur de protéase bopst&u ritonavir
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Tableau 11: Analyses univariées et multivariées paegression logistique des facteurs de
risque de survenue d'une CVF50-200 (Cohorte ANRS CBAquitaine 2000-2011)

Caractéristiques OR p-value OR ajusté p-value
(IC 95%) (IC 95%)

Traitement ARV a l'inclusion 0.137 0.005

- 2INTI+1INNTI 1 1

- 2INTI+1IP/r 1.44 (0.89-2.34) 1.89 (1.21-3.49)

CV a/linitiation des ARV 0.004 0.010

- <4.5 10910 copies/ml 1 1

- 4.5-5 1og10 copies/ml 1.26 (0.57-2.80) 1.41 (0.61-3.30)

- >510g10 copies/ml 2.60 (1.51-4.49) 2.93 (1.46-5.86)

Taux de CD4 a l'initiation des ARV 0.049 0.372

- <50 cellules/mrh 1 1

- -50-199 cellules/mh 0.58 (0.23-1.46) 0.70 (0.24-2.00)

- 200-349 cellules/mn 0.31 (0.13-0.76) 0.52 (0.18-1.52)

->350 cellules/mrh 0.36 (0.15-0.83) 0.91 (0.31-2.69)

Stade C a l'inclusion (Oui vs Non)  1.07 (0.62-1.85)0.790 0.78 (0.40-1.51) 0.465

Naif (Oui vs Non) 1.25(0.78-1.99) 0.347 1.12 (62606) 0.706

Age a l'inclusion (années) 0.154 0.373

- <30 1 1

- 30-50 1.31 (0.50-3.44) 1.15 (0.40-3.39)

->50 1.78 (0.94-3.36) 1.60 (0.79-3.22)

Sexe (masculin vs féminin) 1.28 (0.75-2.17) 0.361 .33%10.65-2.73) 0.431

Groupe de transmission 0.538 0.736

- HSH 1 1

- UDI 0.80 (0.46-1.38) 0.93 (0.45-1.90)

- Hétérosexuelle 1.30 (0.70-2.41) 1.13 (0.53-2.42)

- Autre/inconnu 1.14 (0.49-2.67) 1.56 (0.61-3.93)

Période d'inclusion 0.001 0.006

- 2008-2011
- 2004-2007
- 2000-2003

1
1.07 (1.56-4.37)
2.60 (0.59-1.96)

1
1.04 (0.52-2.04)
2.78 (1.42-5.45)

CVF : Charge virale de faible niveau persistan@, lintervalle de confiance, OR : odds ratio (gustr les

variables du tableau), CV : charge virale, ARV: ifgttoviral, HSH: homme ayant des relations sexasetlivec

des hommes, UDI, usager de drogues intraveinell$&; inhibiteur nucléosidique de la transcriptaseerse,

INNTI : inhibiteur non nucléosidique de la trangtaise inverse, IP/r: inhibiteur de protéase bopst&u ritonavir
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2. Evolution virologique : survenue d’'un EV> 200 copies/ml

Durant 9059 patients-années (PA) avec un suivi amedé 3.0 ans (IQR : 1.3-5.4) :

- 401 patients (18.5%) ont présenté un échec virglag(EV) parmi les 2169 du groupe
« pas de CVF », correspondant a 4.7 (intervalleasdiance a 95% [IC 95%)]: 4.3-5.2)
EV pour 100PA

- 56 patients (27.3%) ont présenté un EV parmi l&€s @0 groupe « CVF50-200 »,
correspondant a 9.6 (7.3-12.5) EV pour 100PA (10.5-15.6] EV pour 100PA pour
les patients sous INNTI et 8.9 [6.3-12.7] EV poQORA pour les patients sous IP/r lors

de la CVF50-200).

Parmi les 56 patients présentant une CVF50-200esdivin EV, le délai médian entre la
survenue de la CVF50-200 et I'EV était de 8.6 nftfiR 3.6-22.3). Ce délai était de 6.2 mois
(3.0-11.2) pour les patients sous INNTI lors d€WA50-200 et de 11.3 mois (4.3-24.4) pour

les patients sous IP/r lors de la CVF50-200 (p&0)6

L’analyse de survenue d’'un EV par courbes de sulwi€aplan-Meier (selon la survenue d’'une
CVF50-200) est présentée Figure 9. Le délai poaraf)% des patients présentent un EV était
de 4.6 ans (IC95% : 3.7-5.9) pour les patientsrdupge « pas de CVF » et de 1.0 an (0.3-1.9)

pour les patients du groupe « CVF50-200 » (p<0.001)

Parmi les patients du groupe « pas de CVF », 8l1@99%%: 7.3-9.6) étaient en EV a 1 an et
13.3% (IC 95%: 11.9-14.9) a 2 ans. Parmi les ptierposés a une CVF50-200, 20.8% (IC

95%: 13.4-31.5) étaient en EV a l1an et 29.4% (1%:951.3-39.8) & 2 ans.
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Figure 9: Incidence cumulée des échecs virologiqusslon la survenue d’'une CVF50-200
- Cohorte ANRS CO3 Aquitaine 2000-2011

Incidence of VF according to the occurrence of LLV

1.00
| |

Proportion of patients with VF
000 020 040 060 0.80
|

Time since inclusion, years
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LLV50-199 67 103 72 48
————— no LLV LLV50-199 \

Dans les analyses multivariées selon le modeleodd Tableau 12), la survenue d’'une CVF50-
200 était fortement associée a la survenue d'ufHRa: 2.3, IC 95%: 1.7-3.2). Le HRa était
de 3.2 (IC 95%: 1.9-5.4) pour les 1017 patientsddINTI a I'inclusion et de 1.8 (IC 95%:
1.2-2.8) pour les 1357 patients sous IP/r a l'iaidn. L’age < 30 ans, le sexe féminin, la période
d’inclusion < 2003, le stade C, une CV>3 log eidfarique de traitement ARV (patients pré-
traités) a la date d’inclusion étaient égalememtefoent associés a la survenue d’'un EV.
Aucune association significative n’a été mise ad@&we entre le type de régime thérapeutique
a l'inclusion (INNTI versus IP/r) et la survenueud’EV. Ces résultats étaient similaires dans

'analyse restreinte aux patients ayant une CV sdgfles/ml a I'inclusion.

Dans I'analyse de sensibilité restreinte aux p&iagant présenté une CVF50-200, le type de
régime thérapeutique lors de la CVF50-200 (IP/susiNNTI) n’était pas associé a la survenue

d'un EV (HRa: 0.5, IC 95%: 0.2-1.3). De plus, daeie analyse, la durée de CVF50-200 (<3,
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3-6, 6-12, >12 mois) n'était également pas assoaiém risque plus élevé d’EV. Il faut
souligner qu'aucun des 11 patients ayant modifi¢ tsaitement durant la CVF n’a présenté

d'EV.

Parmi les 893 patients naifs inclus dans notreegtlids patients (12.7%) ont présenté un EV
parmi les 824 patients du groupe « pas de CVF7»patients (10.1%) parmi les 69 patients du
groupe « CVF50-200 ». Dans I'analyse de sensilvdiséreinte a ces patients naifs a I'inclusion,
la survenue d’'une CVF50-200 n’était plus associéa &sque plus élevé d’EV (HRa: 0.8, IC
95%: 0.4-2.0), et ce quels que soient la duréead€VF50-200 et le type de régime
thérapeutique lors de la CVF50-200 (IP/r versus TNNA l'opposé, la survenue d’'une
CVF50-200 était fortement associée a un risqueddrse d’EV chez les patients non-naifs de

traitement ARV a l'inclusion (HRa: 3.02, IC 95%10:4.33).

Dans I'analyse de sensibilité comparant aux patiapant présenté une CF50-200 les patients
dont I'ensemble des CV entre l'inclusion et 'EVu(¢e dernier suivi) était inférieure a 50
copies/ml, la survenue d’une CVF50-200 était égaletrfortement associée a la survenue d’'un

EV (HRa: 2.0, IC 95%: 1.4-2.8).

Cette étude a été publiée dans la revue Antivingrdpy en mars 2015.

Risk of virological failure in HIV-1 infected patits experiencing low-level viremia under
active antiretroviral therapy (ANRS CO03 cohort studAntiviral Therapy 2015 Mar 4, epub
ahead of print

M-A.Vandenhende, A. Perrier, F. Bonnet, E. Laz&o,Cazanave, S.Reigadas, G. Chéne,
P.Morlat; Groupe d’Epidémiologie Clinique du SIDA Aquitaine.
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Tableau 12: Analyses univariées et multivariées sel le modele de Cox de la survenue

d’'un échec virologique (2 C\200 copies/ml) selon la survenue d'une CVF (Cohorte

ANRS CO3 Aquitaine 2000-2011)

Caractéristiques HR p-value HR ajusté p-value
(IC 95%) (IC 95%)

CVF <0.001 <0.001

- pas de CVF 1 1

- CVF50-200 2.55 (1.92-3.38) 2.30 (1.66-3.20)

Traitement ARV 0.069 0.160

- 2INTI+1INNTI 1 1

- 2INTI+1IP/r 1.19 (0.99-1.43) 1.12 (0.87-1.45)

Naif d’ARV (Non vs Oui) 1.67 (1.35-2.06) <0.001 171.71.34-2.32) <0.001

CV al'initiation des ARV <0.001 <0.001

- <1.7 log10 copies/ml 1 1

-1.7-2.9 log10 copies/ml 1.39 (0.98-1.99) 1.4392.05)

- 3-3.9 10g10 copies/mi 2.10 (1.48-2.98) 2.05012499)

- 4-4.9 1og10 copies/ml 1.92 (1.45-2.56) 2.35813629)

->51og10 copies/mi 1.72 (1.27-2.33) 2.18 (1.48-3.22

Taux de CD4 a l'initiation des ARV 0.004 0.211

- >500 cellules/mrh 1 1

- 350-500 cellules/mn 1.01 (0.75-1.33) 0.85 (0.62-1.16)

- 200-349 cellules/mn 1.05 (0.82-1.37) 0.85 (0.62-1.16)

-100-199 cellules/min 1.68 (1.24-2.27) 1.29 (0.79-1.89)

- <100 cellules/mr 1.45 (1.02-2.04) 0.91 (0.61-1.46)

stade C a I'inclusion (Oui vs Non) 1.38 (1.12-1.70) 0.002 1.31 (1.01-1.69) 0.039

Age a l'inclusion (années) <0.001 0.001

->50 1 1

- 30-50 1.67 (1.29-2.18) 1.17 (0.87-1.57)

- <30 2.53 (1.79-3.58) 1.98 (1.34-2.94)

Sexe (féminin vs masculin) 1.44 (1.19-1.75) <0.0011.74 (1.31-2.31) <0.001

Groupe de transmission 0.010 0.333

HSH 1 1

uDI 0.98 (0.78-1.22) 0.84 (0.58-1.19)

Hétérosexuelle 1.49 (1.15-1.91) 1.02 (0.73-1.42)

Autres 1.09 (0.78-1.52) 0.94 (0.64-1.40)

Période d’inclusion <0.001 <0.001

- 2008-2011
- 2004-2007
- 2000-2003

1
1.64 (1.15-2.36)
3.44 (2.40-4.92)

1
1.26 (0.85-1.89)
2.84 (1.88-4.28)

"Ajusté sur les variables du tableau
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Background: We assessed the association of persistent
low-level viraemia between 50-199 copies/ml (LLV) with
the risk of virological failure (VF) among HIV-1-infected
patients receiving combination antiretroviral therapy
(ART).

Methods: ART-naive and ART-experienced patients fol-
lowed up in the ANRS-CO3 Aquitaine Cohort were
included if they started two nucleoside reverse tran-
scriptase inhibitors (NRTIs) with either one non-nucleo-
side reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) or one pro-
tease inhibitor boosted with ritonavir (Pl/r) between 2000
and 2011 and achieved viral load (VL)<200 copies/ml 4-8
months after initiating ART. VF was defined as either two
consecutive VL>200 copies/ml or one VL>200 followed by
a modification of ART. LLV was defined as at least two
consecutive VLs between 50-199 copies/ml for at least

one month. We used Cox models to estimate the associa-
tion of LLV with VF.

Results: Among 2,374 patients with a median follow-up
of 3 years, 205 (8.6%) experienced LLV. LLV was strongly
associated with further VF (adjusted hazard ratio [aHR]
2.30, 95% ClI 1.65, 3.20). LLV was associated with VF in
ART-experienced patients (aHR 3.02, 95% Cl 2.10, 4.33)
but not in ART-naive patients. Neither type of ART regi-
men (Pl/r- versus NNRTI-based regimen) nor cumulative
duration of LLV was associated with VF.

Conclusions: Persistent LLV between 50-199 copies/ml
was associated with VF among ART-experienced patients
under ART. LLV between 50-199 copies/ml in ART-expe-
rienced patients should lead, after assessing patient's
adherence and checking for drug interactions, to a closer
monitoring and to consider ART optimization.

Introduction

The goal of combination antiretroviral therapy (ART)
is to reach and maintain undetectable plasma HIV
viral load (VL) [1]. Despite potent combination ART,
5-10% of HIV-infected patients experience persistent
low-level viraemia (LLV), between 50 and 500 cop-
ies/ml [2-5]. The prognostic implications of persistent
LLV on further virological failure (VF) remain uncer-
tain [4-7], and might depend on several factors such
as the level of LLV, its duration, the treatment regimen

©2015 International Medical Press 1359-6535 (print) 2040-2058 (online)

received at the time of LLV or the ART history. Even
though achieving undetectable VL remains the goal of
ART, there is currently no guideline on how to man-
age patients experiencing LLV, especially in the range
50-199 copies/ml.

To help resolve this issue, we assessed the associa-
tion of persistent LLV between 50-199 copies/ml with
the risk of VF among HIV-infected patients receiving
combination ART.
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Methods
Study population

A retrospective analysis was performed using data of
patients enrolled in the French National Agency for
Research on AIDS and Viral Hepatitis (ANRS) CO3
Aquitaine Cohort, a hospital-based cohort of HIV-
infected patients undergoing routine clinical case man-
agement [8]. ART-naive and ART-experienced patients
were eligible for the current analysis if they started
an ART regimen composed of two nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NRTIs) with either one non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) or
one protease inhibitor (lopinavir, atazanavir or daruna-
vir) boosted with ritonavir (PI/r) for at least 6 months;
between 1 January 2000 and 31 July 2011; achieved
VL<200 copies/ml within 4-8 months after ART ini-
tiation and HIV virological assays had a lower limit of
quantification <50 copies/ml.

Statistical analyses

Follow-up started at the date of the lowest VL<200
copies/ml within 4-8 months after ART initiation. LLV
was defined as at least two consecutive VLs between
50-199 copies/ml for at least one month after inclusion.
The primary outcome was the occurrence of VE, defined
as either at least two consecutive VL>200 copies/ml [9]
or one VL>200 copies/ml followed by a modification
of at least one drug class in the ART regimen. Patients
were followed up until the occurrence of first VE the
date of the last follow-up visit or the close of the data-
base (31 December 2011).

Patients were included in the LLV-exposed group
from the first date they experienced an episode of LLV
(date of the second of the two consecutive VLs between
50-199 copies/ml). Once patients were exposed to LLV,
they remained in this group for the remaining follow-
up time.

Baseline characteristics of patients experiencing LLV
were compared with those of patients who did not
experience LLV using Kruskal-Wallis tests for con-
tinuous variables and y? tests for categorical variables.
Kaplan—Meier survival curves were used to estimate
the distributions of time to VF according to the occur-
rence of LLV and comparisons were made using log-
rank test. We used Cox regression models to estimate
hazard ratios for associations of LLV (compared to <50
copies/ml) with VFE. Models were adjusted for gender,
age (<30, 30-49 and >50 years), period of ART initia-
tion (2000-2003, 2004-2007, 2008-2011), ART regi-
men (NNRTI- or Pl/r-based regimen), history of ART
(naive or experienced), transmission group (men who
have sex with men, injection drug user, heterosexual,
other/unknown), AIDS stage, CD4* T-cell count (0-99,
100-199,200-349, 350-499 and >500 cells/pl) and VL

2 Page numbers not for citation purposes
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(<1.7,1.7-2.9, 3-3.9, 4-4.9 and >5 log,, copies/ml) at
ART initiation.

Cox models restricted to patients experiencing LLV
were used to estimate the association of type of ART
regimen at LLV (NNRTI- or Pl/r-based regimen) and
cumulative duration of LLV (<3, 3-6, 6-12 and >12
months) with first VE adjusted for same variables.

Sensitivity analyses according to the history of ART
(restricted either to ART-naive or to ART-experienced
patients) were additionally performed. Stata software
(version 12.0; STATA Corp., College Station, TX, USA)
was used to perform the analyses.

Results

Characteristics of the patients are shown in Table 1.
Among the 2,374 included patients, 205 (8.6 %) experi-
enced at least one episode of LLV with a median dura-
tion of 8.3 (IQR 5.9-13.8) months. The mean number
of VL measures per year of follow-up was similar in
the two groups (3.14 [95% CI 2.66, 3.67] for patients
without LLV and 3.35 [2.92, 3.82] for patients with
LLV). A total of 11 patients (5.4%) among the 205 who
experienced LLV modified their ART regimen (at least
one class of ARV) during the period of LLV (6.5% of
the patients under NNRTI and 3.5% of the patients
under Pl/r; P=0.364).

During 9,059 person-years of follow-up (PYFU) with
a median follow-up of 3.0 (IQR 1.3-5.4) years, 401
patients (18.5%) experienced a VF among the 2,169
without LLV, corresponding to 4.7 (95% CI 4.3,5.2) VF
per 100 PYFU and 56 (27.3%) among the 205 patients
experiencing LLV, corresponding to 9.6 (7.3, 12.5) VF
per 100 PYFU (10.6 [7.1, 15.6] VF per 100 PYFU and
8.9 [6.3, 12.7] VF per 100 PYFU among patients expe-
riencing LLV under NNRTT and PI/r respectively).

Among the 457 patients experiencing VE the median
time between LLV and VF was 8.6 (IQR 3.6-22.3)
months. It was 6.2 (3.0-11.2) months for patients
under NNRTI at LLV and 11.3 (4.3-24.4) months for
patients under PI/r at LLV (P=0.660).

Based on Kaplan—Meier estimates showing the cumu-
lative incidence of VF (Figure 1), the time by which
20% of patients experienced VF was 4.6 (95% CI 3.7,
5.9) years for patients without LLV and 1.0 (0.3, 1.9)
years for patients with LLV (P<0.001).

In multivariable analyses, LLV was strongly associated
with VF (adjusted hazard ratio [aHR] 2.30, 95% CI 1.7,
3.20). The aHR was 3.2 (1.9, 5.4) for the 1,017 patients
under NNRTI at inclusion and 1.8 (1.2, 2.8) for the 1,357
patients under PI/r at inclusion. Baseline AIDS stage, VL,
history of ART, period of ART initiation, age and gender
were also associated with VE We found no association
between ART regimen (Pl/r-based versus NNRTI-based
regimen) at inclusion and risk of VF (Table 2).
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Table 1. Baseline characteristics of patients according to the occurrence of LLV (n=2,374)

Characteristics No LLV (n=2,169; 91.4%) LLVe (n=205; 8.6%) P-value
Median follow-up, years (IQR) 3.1 (1.3-5.5) 2.3 (1.0-4.2)
Gender male, n (%) 1,564 (72.1) 161 (78.5) 0.048
Median age, years (IQR) 42.6 (36.7-49.1) 41.8 (38.0-49.8) 0.493
Transmission group 0.118
MSM, n (%) 882 (40.7) 80 (39.0)
IDU, n (%) 773 (35.6) 67 (32.7)
Heterosexual, n (%) 325 (15.0) 43 (21.0)
Other, n (%) 189 (8.7) 15(7.3)
CDC stage C, n (%) 462 (21.3) 48 (23.4) 0.527
Period of ART initiation <0.001
2000-2003, n (%) 597 (27.5) 83 (40.5)
2004-2007, n (%) 979 (45.2) 87 (42.4)
2008-2011, n (%) 593 (27.3) 35(17.1)
Median CD4+* T-cell count, cells/ul (IQR) 357 (239-526) 320 (179-522) 0.078
Median VL, log, copies/ml (IQR) 2.6 (1.7-4.6) 3.6 (1.7-5.2) <0.001
ARV-naive, n (%) 824 (38.0) 69 (33.7) 0.221
ART regimen 0.009
2 NRTI+1 NNRTI, n (%) 947 (43.7) 70 (34.1)
2 NRTI+1 Pl/r, n (%) 1,222 (56.3) 135 (65.9)

“Low-level viraemia (LLV): at least one episode of two consecutive viral loads (VLs) between 50 and 199 copies/ml. ART, antiretroviral therapy; IDU, injection drug user;
MSM, men who have sex with men; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitor; Pl/r, protease inhibitor
boosted with ritonavir.

[Au: please confirm  Figure 1. Incidence of VF according to the occurrence of LLV between 50-199 copies/ml (ANRS-CO3 Aquitaine Cohort, 2000-2011)
title, figure and

footnote are ok]
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Table 2. Crude and adjusted HRs for virological failure according to the occurrence of LLV

Characteristics Crude HR (95% Cl) P-value Adjusted HR (95% Cl) P-value
LLV status <0.001 <0.001
No LLV 1 1
LLV 2.55 (1.92, 3.38) 2.30 (1.66, 3.20)
ART at inclusion 0.069 0.160
2 NRTI+1 NNRTI 1 1
2 NRTI+1 PIJr 1.19 (0.99, 1.43) 1.12 (0.87, 1.45)
ARV-naive (no versus yes) 1.67 (1.35, 2.06) <0.001 1.77 (1.34, 2.32) <0.001
VL at ART initiation <0.001 <0.001
<1.7 log,, copies/ml 1 1
1.7-29 Ing copies/ml 1.39 (0.98, 1.99) 1.43 (0.99, 2.05)
3-3.9 |Og10 copies/ml 2.10 (1.48, 2.98) 2.05 (1.40, 2.99)
4-49 |Og10 copies/ml 1.92 (1.45, 2.56) 2.35(1.68, 3.29)
>5 log,, copies/ml 1.72 (1.27, 2.33) 2.18 (1.48, 3.22)
CD4* T-cell count at ART initiation 0.004 0.211
>500 cells/pl 1 1
350-500 cells/pl 1.01 (0.75, 1.33) 0.85 (0.62, 1.16)
200-349 cells/pl 1.05 (0.82, 1.37) 0.85(0.62, 1.16)
100-199 cells/pl 1.68 (1.24, 2.27) 1.29 (0.79, 1.89)
<100 cells/ul 1.45 (1.02, 2.04) 0.91 (0.61, 1.46)
CDC stage C at inclusion (yes versus no) 1.38 (1.12, 1.70) 0.002 1.31(1.01, 1.69) 0.039
Age at inclusion <0.001 0.001
>50 years 1 1
30-49 years 1.67 (1.29, 2.18) 1.17 (0.87, 1.57)
<30 years 2.53 (1.79, 3.58) 1.98 (1.34, 2.94)
Gender (female versus male) 1.44(1.19, 1.75) <0.001 1.74 (1.31, 2.31) <0.001
Transmission group 0.010 0.333
MSM 1 1
IDU 0.98 (0.78, 1.22) 0.84 (0.58, 1.19)
Heterosexual 1.49 (1.15, 1.91) 1.02 (0.73, 1.42)
Other/unknown 1.09 (0.78, 1.52) 0.94 (0.64, 1.40)
Period of ART initiation <0.001 <0.001
2008-2011 1 1
2004-2007 1.64 (1.15, 2.36) 1.26 (0.85, 1.89)
2000-2003 3.44 (2.40, 4.92) 2.84 (1.88, 4.28)

9Models were adjusted for gender, age, period of antiretroviral therapy (ART) initiation, ART regimen, history of ART (naive versus experienced), transmission group,
AIDS stage, CD4* T-cell count and viral load (VL) at ART initiation. IDU, injection drug user; LLV, low-level viraemia (at least two consecutive VLs between 50 and 199
copies/ml); MSM, men who have sex with men; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitor; Pl/r, protease

inhibitor boosted with ritonavir.

In sensitivity analysis restricted to patients expe-
riencing LLV, the type of ART regimen at LLV (PI/r
versus NNRTI) was not associated with VF (aHR
0.48,95% CI10.17,1.31). Furthermore, in this latter
analysis, the duration of LLV (<3, 3-6, 6-12, >12
months) was also not associated with VF (data not
shown).

In the sensitivity analyses restricted to ART-naive
patients, LLV was not associated with VF (aHR 0.82,
95% CI 0.36, 1.96). By contrast, LLV was strongly
associated with VF in ART-experienced patients (aHR
3.02,95% CI 2.10, 4.33). LLV had no impact on viro-
logical outcome in ART-naive patients regardless of
ART regimen at LLV (PI/r versus NNRTI) and duration
of LLV (data not shown).

4 Page numbers not for citation purposes
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Discussion

In our study, 8.6% of patients under potent ART expe-
rienced LLV over a median follow-up of 3 years. The
Department of Health and Human Services (USA)
guidelines currently defines VF as a confirmed VL>200
copies/ml [9], but acknowledges the absence of consen-
sus regarding which case management should be rec-
ommended for persistent LLV between 50-200 copies/
ml due to the dearth of controlled comparison data.

In our study, LLV was strongly associated with VF
regardless of ARV regimen (PI/r or NNRTI) and dura-
tion of LLV. Nevertheless, this association was only
found in ART-experienced patients (2/3 of the study
population) and not in ART-naive patients. Some
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previous large studies have already reported a higher
risk of VF in patients experiencing persistent LLV
between 50-500/1,000 copies/ml than in those who
maintained viral suppression [4,6,7], but these studies
did not provide specific information on LLV between
50-199 copies/ml. Like our study, Laprise et al. [5]
found that persistent LLV between 50-199 copies/ml
doubled the risk of VF (>1,000 copies/ml) compared
with patients who maintained undetectable VL, regard-
less the duration of LLV. No precision was given about
the proportion of ART-naive patients in this study. An
international inter-cohort study including only ART-
naive patients did not find any association between LLV
50-199 and VF (>500 copies/ml) [10].

Although there is a lower ‘genetic barrier’ to NNRTI
versus Pl/r, no association was found between the type
of ARV regimen at LLV and VE.

The period of ART initiation was associated with VF,
probably reflecting a more efficient therapeutic manage-
ment of HIV-infected patients in the most recent years.

We believe that our results could be generalized to
other high-income countries as the ANRS CO3 cohort
includes unselected HIV-1-infected patients under rou-
tine clinical management (for example, 25% women,
all routes of transmission, 30% of hepatitis C coinfec-
tion) with a high level of access to care.

Several studies have found that the occurrence of
LLV in patients receiving ART may promote the selec-
tion of resistance mutations, even for LLV between
50-199 copies/ml [11-13]. LLV could also contribute
to a suboptimal immune reconstitution [14], to the
replenishment of latent viral reservoir [15], and might
be one of the causes of persistent immune activation in
HIV patients, which could contribute to mortality and
chronic morbidity [16]. Further studies in the setting of
large inter-cohorts including both ART-naive and ART-
experienced patients are needed to confirm our results
and to assess the impact of LLV on immunological and
clinical outcomes.

In conclusion, among ART-experienced patients
under ART, persistent LLV between 50-199 copies/ml
was strongly associated with VE LLV between 50-199
copies/ml in ART-experienced patients should lead,
after assessing patient’s adherence and checking for
drugs interactions, to a closer monitoring and to con-
sider ART optimization.
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D. IMPACT PRONOSTIQUE D'UNE CHARGE VIRALE DE FAIBLE NIVEAU

PERSISTANTE SUR L'EVOLUTION VIROLOGIQUE (INTER-COHO RTE ART-CC,

1997-2012)

.  Obijectif — Méthodologie de I'étude

Compte-tenu des résultats observés dans notre ealileee au sein de la Cohorte Aquitaine,
nous avons réalisé une étude complémentaire auledan cohorte ART-CC en reprenant les
mémes criteres d’inclusion, mais en modifiant leeres de définition de 'EV. Nous nous
sommes donc focalisés sur les CVF50-200 avec coéavereement d’intérét la survenue d’'un
EV défini par 2 CV> 200 copies/ml (ou 1 C¥ 200 copies/ml suivie d’'une modification du

régime thérapeutique) avec la méme méthodologidagpeemiére étude (partie B):

- Patients inclus dans le groupe « CVF50-200 » armhrtdébut du premier épisode de
CVF50-200. Une fois qu'un patient était exposé duavenue d'une CVF50-200, il
restait dans ce groupe jusqu’a la fin du suivi.

- Analyse du délai de survenue de I'E\M200 copies/ml avec réalisation d’une courbe
de survie de Kaplan-Meyer et utilisation du testL.dg-rank pour comparer les groupes.

- Réalisation d’'une analyse univariée puis multivaré&lon le modele de Cox de la
survenue d’'un EV 200 copies/ml avec comme variable principale diiét la survenue
d’'une CVF50-200, ajustée sur les mémes variablgs géxe, période d'inclusion, type
de régime thérapeutique, groupe de transmissiosupré, stade de la classification
CDC, taux médian de CD4 et CV a l'initiation duiteanent ARV).

- Analyse de sensibilité restreinte aux patients aymésenté une CVF 50-200 pour

étudier I'association entre la durée de la CVF50;26 type de régime thérapeutique
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lors de la CVF et son éventuelle modification dutarCVF avec la survenue d’'un EV
> 200 copies/ml.

- Réalisation d'une analyse supplémentaire univamige multivariée selon le modéle de
Cox de la survenue d’'un EV défini par 2 €500 copies/ml (ou 1 C¥ 500 copies/ml
suivie d’'une modification du régime thérapeutiqgaggc comme variable principale

d’intérét la survenue d’'une CVF50-200, ajustéelasimémes variables

Nous avons de plus réalisé une analyse univarigenpuitivariée par un modéle de régression

logistique pour déterminer les facteurs de risgs®aés a la survenue d’une CVF50-200.

1. Résultats

1. Population de I'étude et caractéristiques des G"60-200

Parmi les 17902 patients inclus, 756 (4.2%) onsgmé& au moins un épisode de CVF50-200
avec une durée médiane de 5.9 mois (IQR: 3.4-8.8)& médiane de CV durant la CVF50-
200 & 91 copies/ml (IQR 73-112). Les caractérigtigges patients inclus selon leur exposition

ou non a une CVF50-200 au cours du suivi sont ptées dans le Tableau 13.

Parmi les 756 patients ayant présenté une CVF50-20@10.3%) ont modifié leur régime
thérapeutique (au moins une classe d’ARV) durapét@de de CVF50-200 (9.2% des patients
sous INNTI et 8.3% des patients sous IP/r, p=0.68a)mi les 78 patients ayant modifié leur
traitement ARV durant la CVF50-200, 14.1% % avaiamt C\>200 copies/ml au décours de
la CVF versus 13.9% des patients n'ayant pas moldifir traitement (p=0.967). Ces résultats

étaient similaires quel que soit le régime théréipaa au début de la CVF (INNTI ou IP/r).

Dans 'analyse multivariée par régression logistigies facteurs de risque de CVF50-200, le
type de régime thérapeutique (2INTI+1IP/r versudT2+1INNTI), la CV a linitiation du
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traitement (CV>5log et CV > 4.5log versus CV <4djld’age (age > 50 ans versus age entre
30 et 50 ans et age < 30 ans), le sexe (masculuy&Eminin), la période d’inclusion (1997-
2002 versus 2003-2006 et 2007-2011) et la régiaang@a et USA versus Europe) étaient
associés a un risque plus élevé de survenue dWR&@200. Le taux de CD4 a l'initiation du
traitement, le stade C et le groupe de transmigtlon et hétérosexuelle versus HSH) n’étaient

pas associés a un risque plus élevé de survenO¥E80-200 (Tableau 14).
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Tableau 13: Caractéristiques des patients a I'inclsion (N=17902)

Pas de CVF CVF50-200 p-value
n=17146 (95.8%) n=756 (4.2%)
Durée médiane de suivi, années (IQR) 2.3(1.0-4.3) 1.6 (0.6-3.1)
Sexe masculin, n (%) 12930 (75.4%) 615 (81.4%) <0.001
Age médian, années (IQR) 39 (32-46) 40 (34-49) <0.001
Groupe de transmission, n (%) <0.001
HSH 7160 (41.8%) 319 (42.2%)
uDI 1487 (8.7%) 72 (9.5%)
Hétérosexuelle 6467 (37.7%) 239 (31.6%)
Autre/inconnu 2032 (11.8%) 126 (16.7%)
Stade C, n (%) 2896 (16.9%) 176 (23.3%) <0.001
Taux de CD4, n (%) <0.001
Médian, cellules/mi(IQR) 230 (130-316) 190 (98-280)
<50 cellules/mrh 1932 (11.3%) 108 (14.3%)
50-199 cellules/m#n 5062 (29.5%) 282 (37.3%)
200-349 cellules/min 7027 (41.0%) 255 (33.7%)
>350 cellules/mrh 3125 (18.2%) 111 (14.7%)
CV VIH (log 10 cp/ml), n (%) <0.001
Médiane, logy cp/ml (IQR) 4.8 (4.3-5.2) 5.0 (4.7-5.5)
<4.5 logo 5709 (33.3%) 133 (17.6%)
4.5-5 logo 4515 (26.3%) 173 (28.9%)
>5 logo 6922 (40.4%) 450 (59.5%)
Traitement ARV, n (%) <0.001
2NRTI+1NNRTI 10185 (59.4%) 331 (43.8%)
2NRTI+1Pl/r 6961 (40.6%) 425 (56.2%)
Période d'inclusion, n (%) <0.001
1997-2002 2829 (16.5%) 147 (19.4%)
2003-2006 6978 (40.7%) 356 (47.1%)
2007-2011 7339 (42.8%) 253 (33.5%)
Régions, n (%) <0.001

Europe 14496 (84.6%) 555 (73.4%)
Canada 1792 (10.4%) 147 (19.4%)
USA 858 (5.0%) 54 (7.2%)

CVF : Charge virale de faible niveau persistanté,: Charge virale, IQR: interquartile range, ARV:
Antirétroviral, HSH: homme ayant des relations sdbas avec des hommes, UDI : usager de drogues
intraveineuses, INTI : inhibiteur nucléosidiqueldéranscriptase inverse, INNTI : inhibiteur norchawsidique
de la transcriptase inverse, IP/r: inhibiteur det¢mse boosté par du ritonavir
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Tableau 14: Analyses univariées et multivariées paegression logistique des facteurs de

risque de survenue d’'une CVF50-200 (Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration

1997-2011)

Caractéristiques OR p-value OR ajusté p-value
(IC 95%) (IC 95%)

Traitement ARV a l'inclusion <0.001 <0.001
- 2INTI+1INNTI 1 1
- 2INTI+1IP/r 2.09 (1.71-2.54) 2.11 (1.72-2.59)
CV al'initiation des ARV <0.001 <0.001
- <4.5 10910 copies/ml 1 1
- 4.5-5 log10 copies/ml 1.80 (1.35-2.42) 1.72 (1.28-2.31)
- >510g10 copies/mi 2.97 (2.30-3.83) 2.56 (1.96-3.34)
Taux de CD4 a l'initiation des ARV <0.001 0.567
- <50 cellules/mrh 1 1
- -50-199 cellules/m#h 0.92 (0.68-1.25) 1.22 (0.89-1.70)
- 200-349 cellules/min 0.63 (0.47-0.85) 1.08 (0.77-1.53)
->350 cellules/mrh 0.62 (0.44-0.88) 1.05 (0.71-1.54)
Stade C a l'inclusion (Oui vs Non) 1.54 (1.22-1.94)<0.001 1.20 (0.92-1.55) 0.178
Age a l'inclusion (années) <0.001 0.001
- <30 1 1
- 30-50 1.33(0.99-1.79) 1.21 (0.90-1.65)
->50 2.12 (1.52-2.96) 1.83 (1.30-2.58)
Sexe (masculin vs féminin) 1.56 (1.22-2.00) <0.0011.36 (1.02-1.82) 0.034
Groupe de transmission 0.001 0.197
- HSH 1 1
- UDI 0.99 (0.69-1.41) 1.00 (0.69-1.44)
- Hétérosexuelle 0.83 (0.66-1.04) 0.91 (0.70-1.18)
- Autre/inconnu 1.56 (1.19-2.05) 1.53 (1.16-2.04)
Période d'inclusion 0.585 0.092
-2007-2011 1 1
- 2003-2006 1.09 (0.89-1.34) 1.01 (0.82-1.25)
-1997-2002 1.15 (0.82-1.62) 1.43 (1.00-2.04)
Régions, n (%) <0.001 <0.001
- Europe 1 1
- Canada 2.21 (1.73-2.84) 2.00 (1.50-2.68)
- USA 1.63 (1.13-2.35) 1.77 (1.20-2.60)

CVF : Charge virale de faible niveau persistant, lintervalle de confiance, OR : odds ratio (&ustr les
variables du tableau), CV : charge virale, ARV: itgttoviral, HSH: homme ayant des relations sexasetlvec
des hommes, INTI : inhibiteur nucléosidique derdmscriptase inverse, INNTI : inhibiteur non nudiéique de

la transcriptase inverse, IP/r: inhibiteur de pas&boosté par du ritonavir
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2. Evolution virologique : survenue d’'un EV> 200 copies/ml

Durant 54222 PA avec un suivi médian de 2.2 anR{[0Q0-4.2) :

- 2392 patients (14.0%) ont présenté un échec viigquleg(EV) parmi les 17146 du
groupe « pas de CVF », correspondant a 4.5 (IC 95944.7) EV pour 100PA

- 124 patients (16.4%) ont présenté un EV parmi B8 du groupe « CVF50-200 »,
correspondant a 8.2 (6.9-9.8) EV pour 100PA (9.3-[1.9] EV pour 100PA pour les
patients sous INNTI et 7.3 [5.7-9.4] EV pour 100p&ur les patients sous IP/r lors de

la CVF50-200).

Parmi les 124 patients présentant une CVF50-20@desdiun EV, le délai médian entre la
survenue de la CVF50-200 et I'EV était de 7.2 nffdR 3.4-18.0). Ce délai était de 6.3 mois
(3.4-17.5) pour les 54 patients sous INNTI lorsad€VF50-200 et de 9.6 mois (3.3-23.2) pour

les 51 patients sous IP/r lors de la CVF50-200 (48%).

L’analyse de survenue d’'un EV par courbes de sulwi€aplan-Meier (selon la survenue d’'une
CVF50-200) est présentée Figure 10. Le délai poarld% des patients présentent un EV était
de 2.0 ans (IC 95%: 1.9-2.1) pour les patientsrdupge « pas de CVF » et de 0.6 an (0.3-1.0)
pour les patients du groupe « CVF50-200 » (p<0.0D&)délai pour que 20% des patients
présentent un EV était de 5.1 ans (IC 95%: 4.74%04yy les patients du groupe « pas de CVF »

et de 1.5 ans (0.7-2.3) pour les patients du greugVF50-200 » (p<0.001).

Parmi les patients du groupe « pas de CVF », 51899%%: 5.0-5.7) étaient en EV a 1 an et
9.9% (IC 95%: 9.4-10.4) a 2 ans. Parmi les patiexp®sés a une CVF50-200, 15.4% (IC 95%:

10.0-23.3) étaient en EV a 1 an et 24.2% (IC 95844-B1.6) a 2 ans.
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Figure 10: Incidence de I'échec virologique selon la survenud’'une CVF50-200 -
Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration 1997-2011

Incidence of VF according to the occurrence of LLV

1.00
1 1

Proportion of patients with VF
0.00 0.20 040 060 0.80
|

Time since inclusion, years
Number at risk

no LLV 17902 9840 4982 2225
LLV50-199 0 305 207 121
————— no LLV LLV50-199

Dans les analyses multivariées selon le modeéleodd Tableau 15), la survenue d’'une CVF50-
200 était fortement associée a la survenue d'urfHi¥a: 2.4, IC 95%: 1.9-3.0). Le HRa était
de 3.1 (2.3-4.2) pour les 10516 patients sous INATinclusion et de 2.0 (1.4-2.8) pour les
7386 patients sous IP/r a I'inclusion. L'age, lgesda période d’inclusion, le stade C a la date
d’inclusion et le groupe de transmission étaieatégent fortement associés a la survenue d’'un
EV. Aucune association significative n'a été mise é@vidence entre le type de régime

thérapeutique a l'inclusion (IP/r versus INNTI)l@isurvenue d’'un EV.

Dans I'analyse multivariée de sensibilité restesmix patients ayant présenté une CVF50-200,
le type de régime thérapeutique lors de la CVFSD{®®/r versus INNTI) n’était pas associé a
la survenue d’'un EV (HRa: 0.9, IC 95%: 0.5-1.5).madification du traitement ARV durant

la CVF50-200 n'avait pas d'impact sur le risquestevenue d’'un EV. De plus, dans cette
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analyse, la durée de CVF50-200 (<3, 3-6, 6-12, mbis) n'était également pas associée a un

risque plus élevé d’'EV.

Dans l'analyse multivariée de sensibilité compaent patients ayant présenté une CVF50-
200 les patients dont I'ensemble des CV entre Iligsion et I'EV (ou le dernier suivi) était
inférieure a 50 copies/ml, la survenue d’'une CVEB0-était également fortement associée a

la survenue d’'un EV (HRa : 2.6, IC 95%: 2.0-3.4).

Une analyse complémentaire a été réalisée avec e@uénement d’intérét la survenue d’un
EV défini par 2 CV> 500 copies/ml (ou 1 C¥ 500 copies/ml suivie d’'une modification du
régime thérapeutique). Celle-ci retrouve une faggociation entre la survenue d’'une CVF50-

200 et la survenue d'un E¥500 copies/ml (HRa : 1.7, IC 95%: 1.2-2.2).

Cette étude fera I'objet d’'un manuscrit.
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Tableau 15: Analyses univariées et multivariées sel le modele de Cox de la survenue
d’un échec virologique (2 C\&200 copies/ml) selon la survenue d’'une CVF (Antiredviral
Therapy Cohort Collaboration 1997-2011)

Caractéristiques HR p-value  HR ajusté p-value
(1IC95%) (IC95%)

CVF <0.001 <0.001

- pas de CVF 1 1

- CVF50-200 2.38 (1.92-2.96) 2.41 (1.93-3.00)

Traitement ARV 0.069 0.210

- 2INTI+1INNTI 1 1

- 2INTI+1IP/r 1.09 (0.99-1.24) 1.17 (0.92-1.34)

CV al'initiation des ARV 0.087 0.920

- <4.5 log10 copies/ml 1 1

- 4.5-5 10g10 copies/ml 0.90 (0.79-1.02) 0.99 701831 3)

- >5 log10 copies/ml 0.88 (0.79-0.99) 0.97 (0.889)

Taux de CD4 a l'initiation des ARV 0.004 0.466

- <50 cellules/mm3 1 1

- -50-199 cellules/mm3 0.82 (0.70-0.95) 0.93 (e18Mm0)

- 200-349 cellules/mm3 0.69 (0.60-0.81) 0.873aL703)

->350 cellules/mm3 0.90 (0.73-1.20) 1.10 (0.90-1.36)

Stade C a l'inclusion (Oui vs Non) 1.23(1.10-1.39) <0.001  1.23(1.07-1.40) 0.003

Age a l'inclusion (années) <0.001 <0.001

->50 1 1

- 30-50 1.37 (1.17-1.59) 1.39 (1.18-1.62)

- <30 2.25 (1.89-2.67) 2.18 (1.82-2.61)

Sexe (féminin vs masculin) 1.60 (1.44-1.77) <0.0011.15 (1.02-1.31) 0.024

Groupe de transmission <0.001 <0.001

- HSH 1 1

- UDI 2.14 (1.81-2.53) 1.95 (1.62-2.33)

- Hétérosexuelle 1.82 (1.62-2.04) 1.49 (1.291.71

- Autres 1.48 (1.27-1.75) 1.33(1.11-1.59)

Période d’inclusion <0.001 <0.001

-2007-2011 1 1

- 2003-2006 1.24 (1.09-1.43) 1.11 (0.96-1.29)

-1997-2002 1.81 (1.56-2.11) 1.58 (1.34-1.86)

Ajusté sur les variables du tableau et stratifiéqohorte
CVF : Charge virale de faible niveau persistarte, ihtervalle de confiance, HR : hazard ratio, G¥arge virale,
ARV: Antirétroviral, HSH: homme ayant des relatiossxuelles avec des hommes, UDI : usager de drogues
intraveineuses, INTI : inhibiteur nucléosidiquelddranscriptase inverse, INNTI : inhibiteur norctosidique

de la transcriptase inverse, IP/r: inhibiteur det@ase boosté par du ritonavir
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E. DISCUSSION

Prévalence des CVF

Dans nos études de cohorte, 4 a 9% des patiergdraitement ARV ont présenté au moins un
épisode de CVF (6.2% de CVF entre 50 et 500 capleddns I'étude conduite dans ART-CC
et 8.6% de CVF entre 50 et 200 copies/ml dansd&tionduite dans Aquitaine). La prévalence
plus élevée dans I'étude conduite dans la cohodeitdine s’explique par des critéres
d’inclusion différents, les patients devant avaielCV < 200 copies/ml dans les 4-8 mois aprés
le début du traitement ARV dans I'étude conduitesda cohorte Aquitaine (et certains patients
présentaient un épisode de CVF dés l'inclusiomysadjue cette CV devait étre inférieure a 50
copies/ml dans I'étude conduite dans ART-CC. Cettevalence est cohérente avec celle
rapportée dans la littérature, ou plusieurs étpdésédentes décrivent une prévalence de CVF

entre 50 et 500 copies/ml parmi des patients s@)é de I'ordre de 4 a 10% [26-29].

Facteurs de risque de CVF50-200

Le risque de présenter une CVF50-200 était plugggbarmi les patients sous traitement par
IP/r que parmi les patients sous INNTI dans leg&ticonduites dans Aquitaine et ART-CC.
D’autres études ont également rapporté une protéaplus élevée de présenter une CVF en
cas de régime thérapeutique avec IP/r en comparaisoINNTI [103-106]. Ceci pourrait étre
secondaire a plusieurs facteurs, comme des pradiltolérance différents ce qui pourrait
influencer I'observance, ou des propriétés pharmiaétiques différentes avec une moindre
diffusion dans certains compartiments anatomigaestsaires. Il faut toutefois souligner un
biais potentiel résultant du fait que de nombrdiniaens vont privilégier en cas de risque de
mauvaise observance l'utilisation d’IP/r de facaéf@rentielle aux INNTI pour diminuer le

risque de sélection de mutations de résistance.
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Une CV élevée a linitiation du traitement ARV dtagalement associée a la survenue d'une
CVF dans nos études, comme précédemment rapporsélaldittérature [104,105,107]. Une
des hypothéses est que plus la CV initiale préagheirtique est élevée, plus le réservoir de
cellules infectées par le VIH est important, cosdat & un relargage de virus plus important
en cas d’activation cellulaire, et & un risque jrogortant de persistance de la réplication virale
a un faible niveau dans certains sanctuaires angi@s Le sexe masculin et un age > 50 ans
étaient associés a un risque plus élevé de CVFB@a0s I'étude conduite dans ART-CC, avec
une tendance similaire mais non significative deglte conduite dans la cohorte Aquitaine,
cette différence pouvant étre secondaire a un nedguuissance lié a un effectif plus faible
dans cette derniére étude. Les résultats sontrdisats dans la littérature avec certaines études
retrouvant une association entre sexe masculinsque de CVF [105] et d’autres non
[104,107]. Aucune explication n'a été clairemenpapée, une des hypothéses pouvant étre
évoquée étant que la concentration d’ARV seraits pilevée chez les femmes [108].
L’historique de traitement (patients pré-traitéscemparaison aux patients naifs a I'inclusion)
était associé a un risque plus élevé de CVF50-208 Hanalyse restreinte aux patients ayant
une CV <50 copies/ml a l'inclusion, cette assooiatétant également rapportée dans la seule
étude ayant étudié ce facteur de risque [105].aue de CD4 a l'initiation du traitement, le
stade C et le groupe de transmission (UDI et hégaelle versus HSH) n’étaient pas associés
a un risque plus élevé de survenue de CVF50-2@hsemble des CV étaient mesurées par
une technique virologique ayant une limite inféreede quantification de la CV < 50 copies/ml.
Néanmoins, le manque de données précises concéan@ahnique virologique utilisée et la
variation des techniques utilisées au cours du sempamment chez un méme patient ne nous
a pas permis d’évaluer le risque de CVF50-200 skeldype de technique virologique utilisée

pour la quantification de la CV.
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Impact virologique des CVF

Impact selon le niveau et la durée de la CVF

Dans I'analyse initiale conduite dans la cohorteTARC (impact de la survenue d’'une CVF
(CVF50-200 et CVF200-500) sur le risque d’E\600 copies/ml) portant sur 17902 patients
avec un suivi médian de 2.3 ans, nous avons rairque seule la survenue d’'une CVF200-500
était fortement associée a la survenue d’'un EV (R, IC 95%: 3.05-5.17). A 'opposé, la
survenue d'une CVF50-200 n’était pas associéefgigtivement a la survenue d'un EV (HRa:
1.38, IC 95%: 0.96-2.00).

Dans notre étude conduite dans la cohorte Aquit@mgact de la survenue d’'une CVF50-200
sur le risque d’EV*> 200 copies/ml) portant sur 2374 patients avecdumée médiane de suivi
de 3 ans, nous avons mis en évidence que la sundame CVF50-200 était fortement associée
a la survenue d'un E¥ 200 copies/ml (HRa 2.3, IC95% : 1.7-3.2).

Les résultats différents de ces 2 études peuveardg daute s’expliquer en partie par des
considérations méthodologiques. Dans I'étude ART-E€ CVF200-500 étaient définies par
la survenue d’au moins 2 CV consécutives entret 3@@ copies/ml dont au moins une entre
200 et 499 copies/ml (nous avions décidé de cldss@atients présentant des CV consécutives
oscillant entre 50-200 et 200-500 dans le grou@€B<500 », considéré comme le groupe a
plus haut risque). Nous avons mis en évidence qumides patients classés dans le groupe
« CVF200-500 », 69% avaient plus de la moitié des€V comprises entre 50 et 199 copies/ml
durant la CVF200-500. Il en résultait ainsi une idimion artificielle de I'impact potentiel des
CVF50-200 puisque ces patients étaient classéslel@ansupe « CVF200-500 ». En diminuant
le seuil de 'EV a 200 copies/ml dans I'étude Aginte, nous avons pu éviter ce biais de
classification en nous focalisant uniquement sus IEVF50-200. Dans I'analyse
complémentaire conduite dans ART-CC portant égatesigr I'impact des CVF50-200 sur la

survenue d’'un E\®> 200 copies/ml, nous avons retrouvé que la surveifuwee CVF50-200
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était fortement associée a la survenue d'un EV (HR& IC 95%: 1.9-3.0), confirmant les

données de I'étude conduite dans la Cohorte Adqatai

Dans I'ensemble des analyses réalisées, I'assatidtune CVF a un risque plus élevé d'EV
était retrouvée quelle que soit la durée de la @41 a 3 mois, 3 a 6 mois, 6 & 12 mois ou

plus de 12 mois).

» Lasurvenue d’'une CVF200-500 est significativermremsociée a un risque 4 fois plus élevé
de survenue d’'un E¥ 500 copies/ml. La survenue d’une CVF50-200 estisggtivement
associée a un risque plus de 2 fois plus élevéidesue d’'un E\> 200 copies/ml, et ce

guelle que soit la durée de la CVF.

Dans la littérature, peu de grandes études postentimpact des CVF sur le risque d’EV,
particulierement sur I'impact des CVF50-200. Plusseauteurs rapportent une association
entre la survenue d’'une CVF et un risque plus éE/ [28,29,109-111]. Greulet al.
rapportent dans une étude portant sur 2055 patiestforte association entre la survenue d’'une
CVF persistante entre 50-500 copies/ml (7.5% deiermia) et la survenue d’'un E¥ 500
copies/ml avec un HR a 5.8 (IC95%: 4.3-7.9) en canaigon avec les patients avec une CV<50
copies/ml [28]. Dans une étude portant sur 138@pts, Gerettet al. ont mis en évidence un
risque plus élevé d’E¥ 400 copies/ml en cas d’exposition a une CVF estiret 400 copies/ml
[111]. Ces études ne fournissaient toutefois pagadimations spécifiques sur les CVF entre
50 et 200 copies/ml. Dans une étude portant su pBéients, Lapriset al. retrouvent un
risque d’EV> 1000 copies/ml plus de 2 fois plus élevé en casmisition a une CVF entre 50-
200 copies/ml, et ce quelle que soit la durée deM& (6-9 mois, 9-12 mois ou 12 mois),
avec une incidence cumulée d’EV a 1 an de 22.7% kdagroupe « CVF50-200 » versus 6.6%
dans le groupe « pas de CVF », soit des résuitatliges a ceux retrouvés dans nos études

[29]. Aucune analyse n'a été réalisée sur I'impdes CVF50-200 selon le type de régime
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thérapeutique ou I'historique de traitement ARV’iaclusion (naif versus non-naif) dans

I'étude de Lapriset al.

Impact virologiqgue selon I'historigue de traitement

Dans I'étude conduite dans la cohorte Aquitainggmirsur 2374 patients, 893 patients étaient
naifs de traitement ARV a l'inclusion. Parmi euR5lpatients (12.7%) ont présenté un EV
parmi les 824 patients du groupe « pas de CVF/»patients (10.1%) parmi les 69 patients du
groupe « CVF50-200 ». Dans I'analyse de sensilvdiséreinte a ces patients naifs a I'inclusion,
la survenue d’'une CVF50-200 n’était plus associéa &sque plus élevé d’EV (HRa: 0.8, IC
95%: 0.4-2.0). A l'opposé, la survenue d'une CVEZRD était fortement associée a un
surrisque d’EV chez les patients non-naifs deamaéint ARV a I'inclusion (HRa: 3.02, IC 95%:
2.10-4.33). Dans I'étude conduite dans la cohoR&ACC, seuls les patients naifs de traitement
étaient inclus dans I'étude. Or, nous avons migwdence dans cette étude que la survenue
d’'une CVF200-500 était fortement associée a lassurg d’'un EV (HRa: 2.4, IC 95%: 1.9-3.0).
Cette différence s’explique probablement par ungnarde puissance de I'étude conduite dans

la cohorte Aquitaine lié au faible effectif de eatis naifs présentant une CVF50-200.

» La survenue d'un CVF50-200 est donc significativeh@ssociée a un risque plus de 2 fois
plus élevé de survenue d’'un EA200 copies/ml, que les patients soient sous weEmigre

ligne de traitement ARV ou non.
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Impact selon le traitement lors de la CVF

Aucune association n’a été mise en évidence eattgpe de régime thérapeutique lors de la
CVF (IP/r versus INNTI) et le risque d’échec virgigue, aussi bien dans les études portant sur
'impact des CVF50-200 et le risque d’E\200 copies/ml que dans I'étude portant sur I'intpac
des CVF200-500 et le risque d’EV500 copies/ml. Le délai entre la survenue d'uné-@Yla
survenue d’'un EV n’était pas statistiqguement déféique les patients soient sous INNTI (délai

médian de 6 mois, IQR : 3-18) ou sous IP/r (délailian de 9 a 11 mois, IQR : 3-24).

Le pourcentage de patients exposés a une CVF5dtide traitement a été modifié durant la
CVF50-200 était similaire que les patients soitsstNNTI ou sous IP/r au début de la CVF.
Parmi ceux exposés a une CVF200-500, le pourcemtagmtients modifiant leur traitement
durant la CVF200-500 était plus élevé chez leep&isous INNTI que sous les patients sous
IP/r.

Dans I'étude menée dans ART-CC, la modificatiortrditement ARV durant la CVF50-200
ne diminuait pas le risque d’E¥ 200 copies/ml, mais il faut noter que le pourcgetde
patients ayant une CV<50 copies/ml aprés la CVRBD-&ait similaire que les patients aient
ou non modifié leur traitement ARV durant la CVFari3 I'étude menée dans la cohorte
Aquitaine, les 11 patients ayant modifié leur gaient durant la CVF avaient de nouveau une
CV<50 copies/ml apres la CVF et aucun d’entre éaprésenté d’EV au cours du suivi. Nous
ne disposions malheureusement pas des raisonsiagaé@tes cliniciens a modifier ou non le
traitement ARV de leurs patients. L'absence notanminte données sur I'observance, la
tolérance, de dosages pharmacologiques, de dorde&ewsistance aux ARV dans nos
différentes études ne nous ont pas permis de mamdcompte dans nos analyses ces facteurs
de risque majeurs d’échecs virologiques, et quiveelu en partie expliquer les résultats
discordants entre nos 2 études sur I'impact d’'undification des ARV durant un épisode de

CVF sur I'évolution virologique ultérieure.
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Il n’existe que tres peu de données dans la litiégasur I'impact de la modification du régime
thérapeutique durant la CVF sur le risque d’échimmlogique a long terme. Boillat-Blana

al. rapportent que parmi 113 patients ayant présard@éQYF entre 21 et 400 copies/ml, 74%
des patients ayant modifié leur traitement avaismg CV indétectable & 48 semaines versus
26% des patients n‘ayant pas modifié leur traitenj#hO]. Dans leur étude portant sur 92
patients ayant présenté une CVF entre 20 et 100@s/ml, McConnelkt al. rapportent que
parmi les 41 patients ayant modifié leur traitem@rt se basant sur les résultats du test
génotypique de résistance lors de la CVF), 73.28teat une CV<20 copies/ml a 6 mois versus
11.8% des 51 patients n'ayant pas modifié leutemagnt [86]. Wirderet al. décrivent que
parmi les 53 patients présentant des MR lors dEM&50-1000, 70% des patients ayant
optimisé leur traitement avaient une CV indéteeta@rsus 33% des patients n'ayant pas
modifié leur traitement [112]. Parmi les patienysat un virus sensible aux ARV lors de la
CVF, le pourcentage de patients ayant une CV icthitée était similaire que les patients aient
ou non modifié leur traitement (58% versus 53%)f em cas d’augmentation des posologies
d’IP/r ou les 6 patients concernés avaient de rawvae CV indétectable (dont 4 patients avec

des dosages initiaux insuffisants).

» La survenue d'un CVF50-200 est donc significativeh@ssociée a un risque plus de 2 fois
plus élevé de survenue d'un EV200 copies/ml, que les patients soient sous teghié
comportant un IP/r ou un INNTI. La modification thaitement ARV en cas de survenue
de CVF a probablement un impact favorable sursigue de survenue d’'un EV notamment
en cas de mutations de résistance, tout en remfofgdoservance et en éliminant une

origine pharmacologique (interactions médicamem®gasi malabsorption).
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Autres facteurs associés a un risque plus élevé d'E

Le sexe féminin était associé a un plus grand @stjiV dans nos études. Une des explications
possibles serait un taux plus élevé d’effets semioesl des ARV dans la population féminine
avec une moins bonne observance [113,114]. Apusseament sur 'observance au traitement,
la réponse virologique sous traitement ARV appagaiteffet similaire dans la population
féminine [114]. Un &ge > 50 ans était égalemenb@ésa un plus faible risque d’EV en
comparaison aux populations plus jeunes, commeg@edoment rapporté par la littérature, et
probablement en rapport avec une meilleure obseevdn traitement ARV [115,116]. La
période d'inclusion avait également un impact awme diminution du risque d’échec
virologique dans les périodes les plus récentdi&taat 'amélioration de la prise en charge
thérapeutique des PVVIH ces dernieres années.\adaiiement de molécules plus puissantes
et mieux tolérées et 'amélioration des associatitirérapeutiques ont en effet permis une

diminution au fil du temps du taux d’échec virolgge [2-4].

CVE et résistance aux ARV

La persistance d’'une réplication virale sous AR\pa@se a la sélection de mutations de
résistance (MR) aux ARV. Plusieurs études rappoeeeffet que la survenue d’'une CVF entre
50 et 500 copies/ml entraine la sélection de MRARY/, y compris pour les CVF50-200 et
vis-a-vis de toutes les classes d’ARV, avec tougafa risque plus faible en cas de traitement
comportant un IP/r, et donc en conséquence unadtian des options thérapeutiques futures
[104,117-122]. Delaugerr al. ont ainsi mis en évidence que parmi 48 patierdsgatant un
épisode de CVF compris entre 50 et 500 copies/Mirf@@diane de 134 copies/ml), 11 avaient
sélectionnées au moins une MR durant I'épisode \dEe ® pour les INTI, 1 pour INNTI, 4
pour IP et 2 pour le Raltegravir), avec un tauxélessite du test génotypique de résistance par

séquencage de 'ARN viral plasmatique de 71% pesigenes de la transcriptase inverse et de
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la protéase, et de 75% pour le géne de l'intédddsg. Taiwoet al. rapportent que 5/13 patients
avaient sélectionnés au moins une MR (MR aux INTINNTI) durant I'épisode de CVF
comprises entre 100 et 200 copies/ml [104]. Parfhidatients présentant un épisode de CVF
entre 50-1000 copies/ml (CV médiane a 101 copigsMiirdenet al. ont pu réaliser avec
succes un test génotypique de résistance par sgapeeme I'ARN viral plasmatique chez
60.2% des patients, et ont mis en évidence I'appariie nouvelles MR chez 53% des patients
ayant une CVE 200 copies/ml et 25% des patients ayant une C\2BG<copies/ml [122].
Dans leur étude portant sur 212 patients présenta@tCVF entre 50 et 1000 copies/ml
(médiane de CV a 374 copies/ml), Gonzalez-Setrah ont montré I'émergence de MR parmi
19% des patients, principalement aux INTI et INN@lec un taux de réussite du test
génotypique de résistance de 88% (68% en cas de ZDO copies/ml). Dans cette étude, les
patients présentant une résistance aux ARV lofa @/F avaient un risque 2 fois plus élevé
d’EV que les patients n'ayant pas de résistanc8][18wensoret al. ont également mis en
évidence que I'’émergence d’'une résistance aux ARMrd un épisode de CVF entre 50 et
1000 copies/ml était associée a un risque plugé&chec virologique, et ce y compris pour

les CVF < 250 copies/ml [121].

La survenue d’'une CVF entre 50 et 500 copies/mtl fdrie envisager la réalisation d’'un test
génotypique de résistance, y compris pour les CVEHR]) et le traitement ARV devrait étre

optimisé en cas de mise en évidence de MR. lIttautefois souligner que la rentabilité de ce
test sur une CV plasmatique < 500 copies/ml voi@98& copies/ml est moindre que pour les
CV > 1000 copies/ml [5]. Un test génotypique de résistgpar séquencage de '’ADN proviral

des cellules mononuclées du sang périphériqgue geutliscuter en cas d’échec du test
génotypique par séquencage de 'ARN plasmatiquenskds recommandations du groupe

résistance ANRS AC1http://www.hivfrenchresistance.grgout en sachant qu'il existe des
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discordances entre test génotypique de résistam@RN plasmatique et ADN proviral et que

I'absence de mise en évidence de MR sur ADN prbri&imine pas leur existence [123,124].

Impact clinique des CVF

Dans notre étude menée dans ART-CC, aucune asspai été mise en évidence entre la
survenue d'une CVF (CVF50-200 ou CVF200-500) esdavenue d’'un évenement classant

SIDA ou d’'un déces, en comparaison au groupe <l@&3VF ».

Si la CV est reconnue depuis longtemps comme unguear pronostique majeur de
progression clinique de la maladie [125,126], isextrés peu de données dans la littérature sur
l'impact des CVF < 500 copies/ml sur I'évolutionnifjue. Dans leur étude portant sur 6440
patients, Zhangt al. n’ont trouvé aucune association entre la surveruaedCV entre 50 et
400 copies/ml (chez 2647 patients) et le risqueaiéments cliniques séveres non classant
SIDA (maladie cardio-vasculaire séveére, cirrhosefibtose hépatique, insuffisance rénale
chronique). Il faut souligner que dans plus de W% cas, ces épisodes de CV entre 50 et 400

copies/ml correspondaient a des blips (CV précédeinsuivante < 50 copies/ml) [127].

L’absence d’association mise en évidence dans gtide entre la survenue d'une CVF et la
survenue d’'un évenement classant SIDA ou d’'un dpoésrait étre due au faible nombre
d’évenements cliniques et au fait que la majort® ghtients ayant modifié leur traitement apres
la survenue d’'un EV avait de nouveau une CV indétde. De plus, le suivi médian clinique
de nos patients n’était que de 3.1 ans, ce quyiresiablement insuffisant pour démontrer un
impact défavorable des CVF sur la morbidité classan non SIDA et la mortalité, par
I'intermédiaire de la survenue d’'un EV ou par dfegtmécanismes. Les CVF pourraient en
effet étre impliquées dans I'activation immune staste et I'inflammation chronique chez les

patients infectés par le VIH sous traitement AR¥ gai pourrait contribuer a la mortalité et la
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morbidité non-classant SIDA, notamment les évendsneardiovasculaires et les pathologies
rénales [128-131]. Des études avec un temps dgmolengé sont nécessaires pour déterminer
'impact des CVF sur la morbidité et la mortalitéez les PVVIH. De plus, les CVF pourraient
avoir un impact négatif sur la reconstitution dstéyne immunitaire [132]. Les conséquences
des CVF sur le plan immunologique restent toutafoés connues, et nous projetons d’étudier
parmi nos patients exposés ou non a la survenme €¥F I'évolution des taux et pourcentage
de lymphocytes CD4 au cours du temps, ainsi quatie CD4/CD8 pendant la période des
CVF, ce qui pourrait constituer une mesure indeatd I'activation immune. Enfin, les CVF
pourraient participer au réeensemencement du résetival latent, qui constitue un obstacle a

I'éradication du VIH [87,133].
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F. CONCLUSION

La survenue d’'une CVF200-500 était significativetresssociée a un risque pres de 4 fois plus
élevé de survenue d’'un E¥500 copies/ml, confirmant qu’une réplication wrglersistante

au-dela de 200 copies/ml doit étre considéréeise @n charge comme un échec virologique
averé. Ce constat est en accord avec les recomtimrglactuelles aussi bien nationales

gu’internationales [32,101].

La survenue d’'une CVF50-200 était significativemasgociée a un risque plus de 2 fois plus
élevé de survenue d'un E¥ 200 copies/ml dans 2 études de cohortes distinCegésultat
était retrouvé guelle que soit la durée de la Q)€ les patients soient sous une premiere ligne

de traitement ARV ou non et gu’ils soient souhéitipie comportant un IP/r ou un INNTI.

Aucune association n'a été mise en évidence eatsiivenue d’'une CVF (CVF50-200 ou
CVF200-500) et la survenue d’'un évenement classidd ou d’'un déces, en comparaison au
groupe « pas de CVF », avec toutefois un suivi arédie 3 ans, ce qui est probablement
insuffisant pour démontrer un impact défavorable @¥F sur la morbidité classant ou non

SIDA ou la mortalité.

Les recommandations pouvant découler de mes tras@oernant la prise en charge en cas de
survenue d’'une CV entre 50 et 200 copies/ml ser;zag@nés un contrble de la CV dans le mois

pour confirmer I'existence d’une charge virale faipersistante entre 50 et 200 copies/ml, d’au
minimum rapprocher la surveillance de la CV tous3amois. Les résultats différents entre 2

études, qui manquent de données notamment surefichsce et la résistance, ne nous

permettent pas de recommander formellement une fivatibn du régime thérapeutique

devant toute CVF50-200.
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En complément de mes résultats et d’'apres les dsraela littérature, la prise en charge en
cas de survenue de CVF50-200 justifie tout d’almbédaluer et de renforcer éventuellement
'observance du patient (en recherchant les fastpauvant étre associés a une moins bonne
observance comme la survenue d’effets indésirahlasn schéma posologique incompatible
avec le rythme de vie du patient) et de vérifiabsence de problemes pharmacologiques
(interactions médicamenteuses, malabsorption)adasit des dosages pharmacologiques.

En l'absence de problémes d'observance ou pharogigole, la réalisation d'un test
génotypique de résistance doit étre considéréau¢seage de 'ADN proviral des cellules
mononuclées du sang périphérique en cas d’échdestilgénotypique par séquencage de
'ARN plasmatique) afin d’adapter le traitement AREn cas de MR mises en évidence, le
traitement ARV doit étre rapidement modifié en gapant sur les données du test de
résistance. Si le test de résistance échoue owehpan en évidence de MR, une modification
du traitement ARV du patient devrait étre discutBaytant plus rapidement si le patient recoit
un traitement a faible barriere génétique (Lamiwedou Emtricitabine, INNTI, Raltégravir,
Elvitégravir) pour prévenir la sélection de MR.I&choix se porte vers une non-modification
du traitement, une surveillance rapprochée tou8 lesis de la CV devrait étre mise en place

du fait du risque plus élevé d’EV, y compris saastément ARV comportant des IP/r.
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