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I- HISTORIQUE 

1981 : Un médecin du CDC d’Atlanta (centre de contrôle des infections au Etats-Unis, équivalent de l’INVS en France) s’est intéressé  à relever les médicaments les plus utilisés au Etats Unies. 

→ voir ANNEXE1 : Il observe une augmentation et un pic de consommation de la PENTAMIDINE qui est antiparasitaire très connu, actif sur un parasite qui est le PNEUMOCYSTIS CARINII.  Il s’agit d’un parasite bénin pour un sujet immunocompétent, par contre, il provoque des lésions graves de type insuffisance respiratoire aiguë chez des personnes qui ont un problème d’immunodéficience. Il observe que cet antiparasitaire était prescrit à des jeunes homosexuels qui étaient hospitalisés pour des troubles d’immunodéficience ; c'est-à-dire qu’ils avaient peu de lymphocytes CD4. 

       Par la suite, un médecin, M.Goetlieb écrit un article dans lequel, il observe que les jeunes homosexuels américains ont un niveau immunitaire bas avec des taux de lymphocytes bas et des adénopathies. Il met l’accent sur une cause X en relation avec une déficience immunitaire. 

1982 : on observe la même chose chez des hémophiles, des femmes et des enfants. Pour la 1ère fois, on évoque la possibilité d’une transmission verticale, c'est-à-dire de la mère vers son fœtus. 

1983 : une équipe française de l’Institut Pasteur met en évidence le Virus de l’Immunodéficience Humaine  qui était appelé LAV (=Lymphe Adénopathie Virus, c'est-à-dire un virus associé à des lympho-adénopathies). 

Par la suite, le virus est mis en relation avec le syndrome de déficience immunitaire. 

1984 : la 1ère molécule antirétroviral mise sur le marché est l’AZT.

1995 : arrivée des anti-protéases (IP) qui ont changé la façon de voir la maladie. On voit qu’avec ces IP (médicaments dirigés contre le virus), on a une diminution importante de la mortalité. 

Puis arrivent les inhibiteurs de la fusion entre le VIH et les cellules cibles.                                                          

                   - les inhibiteurs de l’entrée.

                    - les inhibiteurs des intégrases (existent depuis quelques mois).

2000 : les sujets atteints du VIH dans les pays en voie de développement n’ont pas forcément accès aux antirétrovirus.
II- EPIDEMIOLOGIE

A/ Le monde

*Chiffres de l’incidence du virus dans le monde en 2005.
- Afrique Sub-saharienne : 25,8 millions de cas et 3,2 millions de décès
- Amérique du Nord : 1,2 millions de cas et 43000 décès

-Amérique Latine : 1,8 millions de cas et 200000 décès

-Asie du Sud et du Sud-est : 8,3 millions de cas et 1,1 millions de décès

- Asie de l’Est : 1,6 million de cas et 270000 décès

- Afrique du Nord et Centre-Afrique : 510000 cas et 67000 décès.

- Caraïbes : 300000 cas et 30000 décès

- Europe de l’Est et Asie centrale : 1,6 millions de cas et 270000 décès

- Europe de l’Ouest : 720000 cas et 22000 décès

On remarque que ce sont les pays en voie de développement (pays à faible revenu financier) qui sont le plus touchés par le virus du sida. Ce sont en majorité des pays qui ont des difficultés d’accès aux soins car les antirétroviraux n’y sont parfois pas disponibles.

Question : pourquoi l’épidémie du sida est-elle plus importante aux Etats-Unis qu’en Europe de l’Ouest ?

L’épidémie est plus importante aux Etats-Unis pour des raisons historiques. En effet, la 1ière découverte du virus fut aux Etats-Unis. Il y a eu une pandémie qui s’est propagée d’abord de l’Afrique jusqu’en Amérique du Nord. Cette une épidémie qui s’est propagée de manière plus importante aux Etats-Unis a d’ailleurs provoqué beaucoup de décès dans les années 1980. De plus, il faut également prendre en compte les groupes de transmissions.

Le plan 3 by 5 fut mis en place en se fixant comme but de traiter et de donner accès aux soins à au moins 3 millions de personnes dans le monde en 5 ans. Or, de ce projet ambitieux, on a pu atteindre seulement 24% de ce qu’on s’était fixé au départ. En effet, l’accès aux traitements par les antirétroviraux reste encore difficile dans les pays en voie de développement qui sont d’ailleurs les pays les plus touchés par le VIH.

B/ La France

En  2005, on dénombre 6700 nouveaux cas (sachant que le VIH est une maladie à déclaration obligatoire). Ce qui fait environs 20 nouveaux cas/jour sachant qu’il y a 14000 nouveaux cas/jour dans le monde. C’est une affection qui reste très active malgré toutes les campagnes d’information menées ces dernières années. De plus, 1 personne sur 2 a contracté le virus par le mode hétérosexuel alors que dans les années 1980, on pensait que c’était une maladie qui ne touchait pratiquement que les homosexuels. Au départ, la transmission du VIH par la toxicomanie par voie intraveineuse était importante, mais le fait d’utiliser des seringues propres grâce aux campagnes de prévention en a réduit l’incidence.

En France, 2/3 des patients suivent leur traitement avec succès et se portent bien car les traitements assurent un meilleur contrôle de la maladie. On est parvenu d’ailleurs, à modifier le courant historique de la maladie grâce aux traitements. Les sujets ont ainsi vu leur espérance de vie augmenter, mais au prix de survenue de complications métaboliques dues au vieillissement et à la toxicité des antirétroviraux.

III. TRANSMISSION
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De nos jours, le mode de contamination par voie sanguine, et plus particulièrement par la transfusion de sang et de produit dérivés, n’est pratiquement plus un problème en France grâce aux mesures sanitaires mises en place depuis l’affaire du sang contaminé dans les années 1980. En effet, les hémophiles qui recevaient des produits sanguins contenant des facteurs nécessaires à leur système de coagulation, constituaient des groupes à risque car ils pouvaient recevoir du sang contaminé par le VIH. La France a fait beaucoup de progrès à ce sujet en instaurant des critères d’exclusion (exclusion des donneurs à risque tels que les homosexuel, bisexuels, toxicomanes et les sujets qui ont des partenaires multiples) et en dépistant chaque poche sanguine en faisant un test ELISA, et même s’il est négatif, on recherche la présence ou non du virus même dans le sang en effectuant une amplification génétique (PCR) avant de les transfuser aux malades. La méthode PCR vise à lutter contre une notion qu’on appelle la fenêtre sérologique. Donc, actuellement le risque résiduel (car il n’y a pas de risque nul) est infime et s’approche de 0.

Question : pourquoi ne peut-il pas y avoir de contamination par la salive ?

On ne peut pas considérer la salive comme un réel mode de transmission car les sujets atteints par le VIH contiennent des quantités très faibles de virus dans leur salive. De plus, pour que la salive soit contaminée, il est nécessaire qu’elle contienne du sang car le virus ne peut survivre que si son génome est internalisé dans une cellule, or normalement la salive n’en contient pas (sauf si le sujet a des problèmes dentaires tels que les caries et les problèmes de gencives). De même, il faut un contact entre une salive contenant du sang contaminé et une salive contenant du sang sain pour qu’il y ait contamination.

Par ailleurs, la contamination mère/enfant reste rare en France. Les seuls cas concernent les femmes atteintes par le VIH qui n’ont pas été suivies lors de leur grossesse car, quand une grossesse est suivie médicalement, il y a 99% de chance que l’enfant soit sain.

IV) LE VIRUS 

A/ Structure

Le virus du sida est un virus à ARN qui appartient à la famille des retroviridae qui se divise en 2 sous familles :

- Orthoretrovirinae (a,b,g,d,e/ rétrovirus et lentivirus) dont le VIH fait partie

- Spumavirinae dont on connait très mal la pathogenicité et on dit même qu’ils ne seraient pas pathogènes. 

Mode de réplication :

- le virus possède une rétro transcriptase ou une transcriptase inverse.

- il intègre son génome à l’ADN chromosomique de la cellule hôte.

ATTENTION : Le virus de l’hépatite B n’est pas un rétrovirus, c’est un hepadnavirus à ADN. Cependant, dans son cycle cellulaire, il y a une petite étape où il utilise une rétro transcriptase. C’est ce qu’on appelle un rétrovirus-like.

Comme autre rétrovirus, il y a le HTLV (humane T cellular leucomaïne virus) qui provoque des leucémies et qu’on trouve majoritairement dans la région des Caraïbes.

Organisation génomique
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Son génome est de petite taille (environ 110 nm), contient environ 10000 nucléotides.

Il comprend 3 gènes principaux qui sont des gènes structuraux :

· Gène env qui produit la glycoprotéine de l’enveloppe ;

· Gène pol qui produit la Rnase H, la protéase, l’intégrase qui sont des enzymes clés pour le cycle cellulaire ;

· Gène gag qui génère les constituants de la capside.

Ces 3 gènes principaux sont à retenir.

Ces 3 gènes principaux se retrouvent parmi 6 gènes de régulation du cycle cellulaire qui sont vif, nef, vpr, tat, vpu et rev.

Zoom sur la production de protéine par ces gènes

[image: image3.png]VIH-1 HXB2 (souche de référence)

oo | w] ——— [«

ot
1

(S  F——

o v

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 oo 9me





Le gène env donne la glycoprotéine 160 (gp 160) qui est précurseur de 2 autres protéines : gp120 et gp41

Le gène gag/Pol donne un précurseur qui va donner la rétrotranscriptase, la protéase et l’intégrase  (il n’est pas utile de retenir les chiffres).

Le gène gag génère les constituants de la capside, le précurseur et la matrice.

On retrouve toujours les 3 gènes principaux, les 6 gènes de régulation et les produits de ces gènes qui constituent une étape essentielle du diagnostic biologique du VIH.

B/Le cycle réplicatif
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1ière étape : entrée du virus dans la cellule.

Le virus possède à sa surface des protéines de liaison qui sont la gp41 et la gp120 qui sont des constituants de l’enveloppe. Ces protéines vont reconnaître la protéine CD4 qui à son tour va reconnaître la gp120.

Cette liaison entre gp120 et CD4 du lymphocyte est nécessaire pour la fusion entre l’enveloppe virale et le lymphocyte.

Il y a également une liaison entre gp120 avec le corécepteur CCR5 qui est une chimiokine qui est présente à la surface de toutes les cellules humaines (c’est un marqueur).

Cette double reconnaissance entraîne la fusion des 2 membranes (virale et cellulaire).

→ il existe des moyens d’empêcher l’entrée du virus.
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2ième étape : le virus largue dans le cytoplasme son matériel génétique qui est une molécule d’ARN accompagnée d’une enzyme la transcriptase inverse qui copie l’ARN en ADN car, sans cette enzyme, il ne peut pas y avoir de cycle cellulaire. 

→ il existe aussi des moyens pour arrêter cette transcription.

3ième étape : l’ADN se dédouble et est amené au noyau de la cellule afin d’être intégré dans le génome de la cellule cible. 

→ voir ANNEXE 2 : cette étape s’appelle l’intégration, elle est capitale et caractéristique des rétrovirus. 

4ième étape : une fois intégrée dans le génome, si la cellule  passe de G0 à G1, elle devra faire des ARNm pour sa propre vie, en faisant ces ARNm, l’ADN du VIH fera aussi des ARNm viraux. Les  ARNm viraux seront assemblés par une enzyme clé qui est la protéase et formera  l’ARN virale. L’ensemble subit une maturation et sort par exocytose de la cellule. 

Tropisme des VIH : utilisation des corécepteurs

Lors de la 1ère étape, on a une double reconnaissance obligatoire, la 1ère molécule est le CD4 et la 2ème le CCR5.  En réalité, il existe 2 corécepteurs de la  même famille des chimiokines : le CCR5 et le CXCR4. 

Durant les 1er temps de l’infection, le virus utilise comme vecteur d’entrée le CCR5 (sur 10 virus, 9 utilisent ce biais), le virus est appelé R5. Cependant au stade tardif (SIDA), il utilise plutôt le CXCR4.  Entre ces 2 périodes, il utilise les 2 corécepteurs aléatoirement, le virus est appelé R5[image: image7.png]


4 ou virus à double tropisme.

→ le MARAVIROC (molécule qui devra prochainement être mise sur le marché) est un inhibiteur spécifique de la molécule CCR5.
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C/Diversité génétique

La reverse transcriptase est l’enzyme clé du cycle réplicatif, mais elle a un défaut : elle ne possède pas d’activité de correction  par défaut de 3’ exonucléase. En recopiant, elle se trompe 1 fois tous les 10000 nucléotides, en regard de la production virale phénoménale de 10^9-10^10 virus produit par jour. Cela entraîne la formation d’environ 1 million de variants, donc les virus produits ne sont pas les copies conforme du virus infectant. Aujourd’hui, on a 3 groupes de virus :

-le groupe M : Majeur. Ce groupe est à l’origine de la pandémie mondiale (99%).

-le groupe O : Out lier.  (Très peu)

-le groupe N : non M, non O. (Très peu)

Dans le groupe HIV1 M, il existe 10 sous-types purs, hors le sous-type E qui est dit ancestral. Il a disparu car il a été remplacé par des CRF qui sont des formes recombinantes circulantes. 

Qu’est ce que la recombinaison ?

→ voir ANNEXE 3 : on a 2 virus A et B  dans la même cellule. Certaines protéines de A se mettent avec certaines protéines du virus B et finalement, on aura un virus qui comporte dans son génome du virus A et du virus B. Cette recombinaison est faite à partir de ces sous-types purs.    

Actuellement, le sous-type E est introuvable dans le monde sauf sous sa forme recombinée avec le A. Il existe près de 30 formes recombinantes, mais pour tous les sous-types du groupe M, le taux de similitude est supérieur à 90%. 

Entre le HIV1 et le HIV2, il y a 50% d’homologie. Pour le HIV2, il y a aussi des sous-types de A à H. Le HIV2 touche 1,8 à 2,2%  des sujets infectés en France. Il est retrouvé majoritairement en Afrique de l’ouest (Guinée, Gambie…) ; en Europe, on le retrouve au Portugal (ancien colonisateur de l’Afrique de l’ouest).

Diversité des SIV et des HIV

Dans les années 10-20, on a le 1er passage du virus du singe à l’homme. Cet arbre phylogénétique regroupe les souches virales de manière le plus similaire possible. Par exemple, le groupe M du HIV1 est en relation étroite avec le virus simien du chimpanzé.
Distribution géographique des VIH 

-le groupe N est retrouvé majoritairement au Cameroun et en Afrique centrale.

-le groupe B est majoritaire en Amérique du nord et en Europe de l’ouest.

-en Afrique, on a toutes les formes recombinantes et pures. On a 2 formes essentielles qui sont le CRF02 (Afrique subsaharienne) et le C (Afrique australe, Inde, Chine)

-en France, après B, le groupe le plus important est le CRF02.

-le groupe C est le groupe majoritaire dans le monde.

La photographie des sous-types à travers le monde est exactement la photographie des migrations dans le monde. 

Impact de la diversité

Actuellement, les industriels qui font de l’ELISA créent des polypeptides qui reconnaissent seulement un sous-type de virus, donc le cahier des charges actuel qu’on donne aux industriels qui fabriquent des outils de diagnostic et de suivi, est extrêmement simple. Il faudrait à l’avenir qu’ils puissent détecter la majorité des sous-types les plus répandus dans le monde. 

1er impact : sur les outils de diagnostic, que ce soit le test ELISA  ou la quantification.

2ème impact : sur la pathogénicité (certains virus sont-ils plus pathogènes que d’autre ?)

3ème impact : sensibilité aux antirétroviraux

Entre HIV1 et HIV2, les inhibiteurs non nucléotidiques de la reverse transcriptase ne sont pas actifs sur HIV2 car les fabricants prennent en référence au niveau de la fabrication de leur principe actif un sous-type particulier et non pas l’ensemble. 
V-HISTOIRE NATURELLE ET PATHOGENIE
→Le prof n’a pas beaucoup insisté sur cette partie car elle sera traitée ultérieurement par un autre professeur. Il s’est contenté de lire les diapos de la 27 à la 37. 

[image: image9.png]Histoire naturelle de l'infection par le VIH

Deux paramétres différents

Charge virale : vitesse d'évolution = plus faible sous traitement
Taux de CD4 : distance du terme = plus grande sous traitement

D'aprés Coffin T. La Lettre de I'lnfectiologue 1996 : XI, 14 : 406-9




Voici une locomotive qui peut rouler aussi bien à 30km/h qu’à 3000km/h.                          La distance est symbolisée par le nombre de CD4. Plus la production de virus est importante, plus la locomotive va vite, plus les CD4 diminuent ; c'est-à-dire que plus la charge virale est forte plus il y a de CD4 détruits, plus on se rapproche du précipice qui est le SIDA.

Il existe un niveau critique de CD4 en deça duquel on développe une immunodépression. Pour éviter cela, il faut réduire la vitesse (=réplication) de la locomotive. Donc, toute l’optique du traitement, c’est d’arrêter la réplication virale pour retarder l’arrivée au précipice.

→ si le nombre de CD4 est inférieur à 350 CD4/ml (chiffre très discuté), on dit que le patient a le sida. 

Question : qu’est ce qu’un patient séropositif ? 

Il s’agit des patients qui on des AC anti-VIH qui répliquent ou qui ne répliquent pas, mais qui ont un niveau de CD4 bon leur permettant de se défendre, donc ils ont une immunité plus ou moins correct.  

Histoire naturelle de la maladie

[image: image10.wmf]
A partir de la contamination, la charge virale augmente, puis l’organisme arrive à la faire diminuer mais ne l’élimine jamais complètement. Par la suite, cela entraîne la formation d’un équilibre tant que les CD4 sont bons. Dès que les CD4 diminuent, l’équilibre est rompu et la charge virale peut augmenter. A la fin, on arrive au stade sida caractérisé  par une charge virale très élevée et un taux de CD4 très bas. 

→ voir DIAPO 40 : plus les patient ont une charge virale (CV) élevé, plus ils perdent de CD4. Par exemple, si la CV>30000, le patient peut perdre jusqu’à 76 CD4/an ; cependant si CV<500, le patient peut perdre jusqu’à 36 CD4/an. 

Pour  ne pas perdre de CD4, il faut avoir des réplications faibles, ou idéalement arrêter la réplication. 

VI- DIAGNOSTIC

A/ Diagnostic virologique

       Il y a 2 manières pour établir un diagnostic :

· Une manière directe ou Diagnostic direct qui est une détection ou  mise en évidence du virus lui-même ou d’une partie de ses constituants. On peut rechercher par exemple certaines protéines qui constituent le virus comme l’Antigène P24 et/ou l’ARN du VIH qui est l’élément clé de la réplication.

· Une manière indirecte ou Diagnostic indirect qui consiste à rechercher la réponse de l’hôte vis-à-vis de ce virus. On peut la détecter notamment par 2 tests de dépistage :

· le test ELISA (Enzyme Linked Immono Sorbent Assay)
· la méthode de conservation du Western Blot


Les tests de dépistage sont automatiques en cas de dons de sang, de sperme, de lait ou d’organe.


Les tests sont proposés en cas de bilan prénatal, de bilan prénuptial, de bilan pré-opératoire devant des signes cliniques de primo-infection, de maladie pouvant évoquer une complication du VIH.

           L’approche sérologique dans le VIH consiste à faire 2 tests ELISA distants pour des raisons de réglementation :


        - le 1ier test recherche uniquement la présence d’Ac

- le 2ième test dit test duo détecte à la fois l’Ag P24 et les Ac.

Sur la face solide d’une cupule ELISA, on a un Ac monoclonal anti-P24 qui va détecter l’Ag P24. A côté, sur la même phase solide, on a des protéines recombinantes par ex. la protéine GP160 qui va détecter des Ac. Le tout dans le même test.

 On rajoute un sérum humain dont on ignore le statut :

· si ce sérum humain ne contient aucun Ac anti-VIH, il n’y aura pas de réaction colorée, donc le test sera négatif.

· Si dans ce sérum, on a 0 Ac mais des Ag P24 comme dans la primo-infection, alors la partie Ac monoclonale va accrocher l’Ag P24 et cela va être révélé par une réaction colorimétrique donc le test sera positif.

→ voir ANNEXE4


Comme c’est un test double avec une seule réponse globale c’est-à-dire qu’on ne sait pas si c’est l’Ag P24 qui a été accroché par l’Ac anti-P24 ou bien est-ce la protéine GP160 qui a été détecté par les Ac du sérum. Pour trancher devant toute positivité d’un test duo, on doit faire rapidement la recherche d’Ac anti-P24 (c’est le diagnostic de la PI).
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J0 correspond à la contraction de l’infection. L’Homme met 3 semaines pour fabriquer des Ac anti-VIH, c’est le délai minimum pour que s’établisse une immunité. Cependant, cette immunité n’est pas protectrice. En effet, les Ac anti-VIH produits qu’on détecte dans le test ELISA ou autres ne sont pas des Ac protecteurs mais ce sont des Ac de marquage d’infection. 
Si un malade vient le 8ième jour de son infection et qu’on lui fait un test Ac pur, le test sera négatif, or il est infecté. On peut néanmoins rechercher la présence d’Ag P24 qui apparaît environ 1 semaine voire 10 jours avant les Ac. 

Si on est au niveau de la fenêtre sérologique (c’est une fenêtre sur l’Ac c’est-à-dire qu’on ne détecte aucun Ac ou bien très peu).

2 marqueurs sont intéressants et font partis du diagnostic direct qui consiste à rechercher la présence de l’Ag P24 et beaucoup mieux à rechercher de l’ARN du VIH

La loi impose de faire 2 tests ELISA distants. Si la sérologie est positive, il faut la confirmer par l’intermédiaire d’un 2ième prélèvement réalisé à distance auquel on va faire une technique de Western Blot afin de pouvoir caractériser les Ac anti-VIH. On tente de savoir si l’organisme a synthétisé des Ac de manière générale ou s’il a synthétisé des Ac dirigés contre les protéines virales GP160, GP120 ou GP41 c’est-à-dire contre les constituants du virus.

B/ Technique du western blot : test de confirmation de serodepistage


Sur une bandelette de nitrocellulose qui comporte différents niveaux où l’on trouve différentes protéines natives recombinantes qui représentent les différents produits du VIH (GP160, GP120, GP41, P24, P17…), on va rajouter le sérum d’un patient. Après une série d’incubations et de lavages, on obtient une révélation.

Par exemple sur la bandelette, il y a la protéine P55, P24 et P17 qui sont les produits du gène gag. Si le sérum du patient contient des Ac anti-P24, des Ac anti-P17 ou des Ac anti-P55, on aura une coloration (ou marquage) avec un aspect plus ou moins diffus sur la bandelette. On utilise le même raisonnement pour le gène Pol qui produit les protéines P66, P51 et P32 et pour le gène env qui produit GP120, GP160 et GP41. Si la bandelette révèle la présence de tous les Ac dirigés contre les produits de ces 3 gènes, on dit qu’on a un western Blot de séropositivité complète pour le VIH1.

Ainsi, la majorité des patients infectés par le VIH qui ne sont pas dans la période de PI, présentent tous un Western Blot de séropositivité complète avec les 9 bandes.

S’l n’y a moins de 9 marquages sur la bandelette, on établit des règles de calcul basées sur les algorithmes pour aider à interpréter les résultats.

Un Western Blot est positif s’il contient : 

· au moins 2 bandes de 2 produits du gène env

· et/ou 1 bande au moins pour les protéines du gène Pol

· et/ou 1 bande au moins pour les protéines du gène gag

Un Western Blot est négatif s’il contient 0 bande ou 1 bande P17 isolée.

Tout ce qui est intermédiaire n’est pas à exclure mais à contrôler. Il faut également chercher les raisons pour lesquelles le profil n’est pas complètement négatif.

C/ Exemple de cas clinique

· CAS CLINIQUE 1


Le 3 janvier, on a un patient qui se plaint de douleurs multiples et qui présente une angine, de la fièvre et une éruption cutanée.

On lui fait un test ELISA et on obtient :

· un test Ac pur négatif

· un test duo faiblement positif


On lui fait ensuite un test Western Blot qui est négatif mais où on y voit une légère ombre P24.

Cela nous fait évoquer une PI car un malade en PI peut donner un Western Blot avec une seule bande, révéler du P24 et quelques traces de glycoprotéines du gène env.


Le 4 février, on fait un 2ième Western Blot qui fait apparaître cette fois une pleine bande.


2 mois après, on obtient Western Blot complet. En 3 mois, on passe d’un WB négatif à un WB complètement positif car l’organisme a eu le temps nécessaire pour synthétiser tous les Ac, chacun dirigé contre un produit d’un gène viral.
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· CAS CLINIQUE 2

On a un patient atteint du VIH depuis 15 ans et qui est sous traitement. On lui fait un WB le 15 janvier par erreur car c’est inutile étant donné qu’on sait qu’il est malade.


6 mois après, son état s’est complètement détérioré, on lui fait un 2ième WB (par erreur) qui est alors complètement négatif du fait de la disparition des Ac anti-VIH qui témoigne de l’effondrement du système immunitaire et de la réponse humorale. Le patient n’a pratiquement plus de CD4. Ces phénomènes sont observés en fin de Sida.
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D/ La charge virale


C’est un test de diagnostic direct. C’est la détection et la quantification des ARN viraux dans le plasma. Pour cela, on fait un prélèvement sur tube EDTA. En revanche, quand on cherche des Ac, que ce soit par sérologie ou par WB, on prélève sur tube sec.


La quantité d’ARN qu’on dose dans le plasma reflète directement l’activité du virus dans l’organisme. Elle donne une idée sur le niveau de réplication. Plus la quantité par ml, c’est-à-dire la concentration, est importante, plus l’activité de réplication dans les territoires de réplication est forte. Le fait de prélever dans le plasma qui est un territoire périphérique témoigne de ce qui ce passe en territoire lymphoïde qui est le territoire du VIH.


Il existe plusieurs techniques de mesure. Il y a quelques années, on utilisait la technique de l’ADN branchée ou bADN qui emploie des sondes spécifiques du VIH. Ce n’est pas une technique de PCR mais c’est une technique d’amplification de signal donnée par la sonde qui s’accroche sur les ARN.


Actuellement, on utilise surtout les PCR quantitatives qui ont des seuils de détection très bas (entre 20 et 50 copies jusqu'à des millions de copies par ml). Pour uniformiser les mesures, on utilise les logs (100 copies/ml=2log, 1000 cp/ml= 3log, 10000 cp/ml=4log).
E/ Diagnostic d’infection chez le nouveau-né de mère infectée par le VIH1 

On ne cherche pas d’Ac car les Ac qu’on va trouver sont d’origine maternelle. On va effectuer plutôt un diagnostic direct en recherchant de l’ARN viral dans le plasma et encore mieux de l’ADN intégré dans les cellules du système immunitaire du nouveau-né. 

Un résultat positif doit être confirmé par un 2ième test à distance. En effet, la loi exige 2 PCR ARN distants de 1 mois. Dans le cas d’un résultat négatif, il faut répéter le test 6 mois après et suivre la disparition des Ac maternelles de la circulation sanguine du nouveau né.

VII/ TRAITEMENT : CIBLE, ANTIRETROVIRAUX ET RESISTANCE


Les traitements vont avoir pour cible les 4 phases essentielles.

Depuis 1987, on a vu l’arrivée de l’AZT. En 2007, il y a eu l’apparition de 3 nouveaux rétroviraux. Il y a près de 25 anti-rétroviraux mis sur le marché en 26 ans. Aucune autre maladie n’a connu un développement pharmacologique aussi fort.


Les différentes classes d’Antirétroviraux :

· inhibiteur de la rétrotranscriptase : - inhibiteur nucléosidique





         - inhibiteur non nucléosidique

· inhibiteur de la protéase

· inhibiteur de l’entrée (inhibe la GP41 qui est responsable de la fusion) : le Maraviroc 

· inhibiteurs de l’intégrase : Raltégravir (RAL). L’intégrase est responsable de l’intégration de l’ADN viral au niveau du chromosome humain.
            Les inhibiteurs de la rétrotranscriptase sont des promédicaments qui rentrent dans la cellule et qui ont besoin d’être triphosphorylé avant d’être actif. La triphosphorylation est assurée par les kinases cellulaires et non virales.


Les inhibiteurs non nucléosidiques n’ont pas besoin de transformation cellulaire pour agir. Ils se fixent sur le site actif de la rétrotranscriptase qui est une enzyme, ce qui bloque son fonctionnement.


Des mutations de résistance peuvent apparaître dans ce cycle ce qui rend l’incorporation des antirétroviraux impossible et rend la molécule antivirale inefficace.


Les inhibiteurs de protéase se fixent également sur le site actif de la protéase ce qui bloque la phase tardive de la maturation virale. Le virus ne parvient pas à maturer, il devient ainsi non infectant.


De 1996 à nos jours, 25 produits sont arrivés sur le marché ce qui témoigne d’un progrès phénoménal. La charge virale de la plupart des malades a été réduite de manière évidente. Mais des phénomènes de résistance sont apparus aux antirétroviraux.

Diapo62 : 
En vert, c’est la protéase qui est sensible donc sauvage. En rouge, elle devient résistante. Le vert est plus serré que le rouge. Le site d’action s’élargit quand elle est résistante et en s’élargissant les molécules antirétrovirales ne se fixent plus ou se fixent très mal.


Cela constitue dès lors un échec virologique qui devient une situation de plus en plus fréquente. La charge virale est toujours positive et en pratique supérieure à 3 log. L’échec virologique doit être confirmé par 2 prises de sang.


La reverse transcriptase génère des erreurs qui sont source de mutation et ainsi de résistance. Les résistances apparaissent car elles sont sélectionnées par les traitements non adaptés ou bien du fait que les doses ne sont pas adaptées. De même, si le malade ne prend pas son traitement régulièrement, il aura de faible concentration du traitement dans l’organisme qui pourrait également aggraver le phénomène de résistance.

 
Les virus sauvages disparaissent aux dépens des virus résistants qui sont capables de se répliquer à des concentrations pharmacologiques basses. (Voir diapo : courbe de sélection et d’apparition des formes virales résistantes).

Le test de génotypage permet de déterminer si les souches virales d’un organisme sont résistantes ou non à un traitement. Ce test consiste à séquencer le gène de la reverse transcriptase. Ce gène comporte 600 bases nucléotidiques et on cherche à voir s’il y a des positions clés qui sont mutées et s’il y a des mutations qui correspondent dans la littérature à ce qui est décrit comme résistant.


Admettons que dans le traitement par l’AZT, la position 215 de la RT où l’on a normalement l’acide aminé sauvage Y mute et devient un F, le site de fixation va être déformé donc l’AZT ne fonctionnera plus.
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