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INTRODUCTION 

 

Le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) a été identifié pour la première fois en 

1983 par l’équipe française des Pr Montagnier et Barré-Sinoussi. [1] Son implantation dans la 

population humaine a pour origine plusieurs passages de barrière d’espèces de virus SIV 

(Simian Immunodeficiency Virus) de primates d’Afrique de l’Ouest et d’Afrique centrale. La 

gravité de l’infection par le VIH est liée au lymphotropisme du virus qui conduit à une 

destruction du système immunitaire progressivement et au décès par infections opportunistes 

en l’absence de traitement antirétroviral. La transmission interhumaine du virus s’effectue par 

voie sexuelle, sanguine ou materno-fœtale. Cette infection virale a touché environ 36,7 millions 

de personnes dans le monde en 2015. D’après les données du rapport de l’ONUSIDA (agence 

spécialisée de l’Organisation des Nations Unies (ONU) pour lutter contre la pandémie de 

VIH/SIDA), sur l’épidémie mondiale de SIDA 2016, 2 millions de personnes ont été 

nouvellement infectées par le virus en 2015. [2] Il constitue actuellement un véritable problème 

de santé publique puisqu’il a été responsable de plus d’un million de décès dans le monde en 

2015.  

La communauté internationale s’est engagée pour faire avancer la riposte contre le 

SIDA. Celle-ci s’est marquée par la mise en place de mesures de prévention des risques de 

contamination, l’amélioration de l’offre de dépistage et l’augmentation de l’accès à la thérapie 

antirétrovirale. Le plan mondial 90/90/90 développé par l’ONUSIDA a pour objectif d’ici à 

2020 d’atteindre respectivement des taux de 90% de patients vivants avec le VIH dépistés, 

traités et dont la charge virale est durablement supprimée. [3] Cependant, le diagnostic reste 

encore tardif puisqu’en 2014, 43% des découvertes de séropositivité étaient tardives. [2] Or, 

même si les traitements actuels ne sont pas capables d’éradiquer le virus, ils permettent 

d’améliorer nettement la qualité de vie des sujets infectés et d’empêcher l’évolution de 

l’infection vers le stade SIDA. 

Le VIH est un rétrovirus qui possède un génome très complexe. Son mécanisme de 

réplication, lui confère une forte variabilité génétique. Ainsi, plusieurs souches virales (ou 

quasi-espèces) circulent chez un même individu. L’administration d’un traitement antirétroviral 

peut alors induire la sélection de variants viraux résistants minoritaires qui conduiront à l’échec 

thérapeutique.  

Pour éviter cette situation d’échec thérapeutique et aider les cliniciens dans leur choix 

thérapeutique, des recommandations internationales ont été mises en place. Avant l’initiation 

d’une thérapie, des tests génotypiques de résistance du VIH-1 aux antirétroviraux doivent être 
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effectués en laboratoire de biologie. Ils consistent à étudier les gènes du virus codant pour les 

protéines cibles des traitements. L’identification des mutations à l’origine de résistance se fait 

par séquençage de l’Acide Ribonucléique (ARN) viral plasmatique du VIH-1. 

Chez les patients en succès virologique, une optimisation de traitement est souvent 

proposée mais elle doit être précédée d’un test génotypique de résistance. Or, la charge virale 

plasmatique est devenue indétectable. Certains laboratoires se sont alors orientés vers le 

séquençage de l’Acide Désoxyribonucléique (ADN) proviral du VIH-1 pour pallier à cette 

situation. 

Le laboratoire de virologie du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) d’Angers réalise 

actuellement le génotypage uniquement à partir de l’ARN plasmatique en routine contrairement 

au CHU de Nantes, qui dispose aussi de la technique sur l’ADN proviral. Le CHU d’Angers 

avait donc le projet de mettre au point la technique sur l’ADN proviral puis, de la tester sur 

l’ARN plasmatique pour qu’une méthode unique adaptée aux deux matrices soit performante 

et utilisable quelle que soit la charge virale plasmatique du patient.  

L’objectif de cette thèse, est de décrire la mise au point de la technique que nous avons 

utilisé au CHU d’Angers, depuis l’extraction de l’ADN proviral à partir de 18 échantillons de 

sang total, jusqu’à la réalisation du séquençage. Dans un second temps, les résultats obtenus 

seront présentés et comparés à ceux envoyés par Nantes pour les mêmes échantillons. Enfin, 

nous discuterons ces résultats et jugerons de la possibilité de mettre en place la technique en 

routine au laboratoire de virologie du CHU d’Angers. 

 Une autre partie de notre travail sera consacrée à la place du pharmacien d’officine dans 

la prise en charge du patient infecté par le VIH. En effet, l’évolution des stratégies 

thérapeutiques permet aujourd’hui un contrôle de l’infection virale chez près de 90% des 

patients traités, et une espérance de vie qui a quasiment rejoint celle de la population générale. 

Il s’agit désormais de prendre en charge des patients atteints d’une infection chronique avec un 

traitement à vie. Dans ce contexte, nous nous attacherons à discuter notamment du rôle que le 

pharmacien d’officine doit assurer en termes de prévention de la transmission de cette IST, au 

cours de la délivrance des antirétroviraux et enfin de la participation active de ce professionnel 

de santé dans l’aide à l’observance. 
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PARTIE 1. INTRODUCTION GENERALE SUR LE VIH 

 

I. Généralités sur le VIH 

 

I.1. La découverte du virus 

 

Le VIH, est un agent infectieux responsable du SIDA « syndrome d’immunodéficience 

acquise ». En 1981, les premiers cas sont décrits aux Etats-Unis. A cette époque, le terme de 

SIDA n’est pas encore utilisé. On parle de « gay syndrome » puisqu’il est identifié chez des 

homosexuels. 

Le virus apparaît en France en 1982. Des recherches sont alors lancées par l’Institut Pasteur à 

Paris. Elles consistent à mettre en culture des cellules ganglionnaires issues d’une biopsie d’un 

patient atteint de « lymphadénopathie généralisée » et à les observer au microscope. En effet, 

les chercheurs ont remarqué que les patients qui développent cette maladie, voient leur taux de 

lymphocytes CD4 diminuer considérablement avant de disparaître complètement. Le but, est 

de rechercher la présence de rétrovirus par la détection d’une activité transcriptase inverse. 

Cette activité est bien détectée, mais elle est suivie par un phénomène de mort cellulaire. Il 

s’agit de la première observation de l’effet cytopathogène du virus. 

 

La première description du virus est publiée en 1983 dans la revue Science par les Pr Françoise 

Barré-Sinoussi et Luc Montagnier, qui recevront le prix Nobel de Médecine en 2008 pour leur 

découverte. [1] Cependant, il faut encore démontrer le lien de causalité entre le virus et le SIDA. 

[4] 

 

I.2. Taxonomie 

 

Le VIH, est un virus à ARN qui appartient à la famille des Retroviridae (rétrovirus), à la sous 

famille Orthoretrovirinae et au genre Lentivirus. [5] Cette famille, recouvre toute particule 

virale possédant un génome à ARN monocaténaire et une transcriptase inverse, enzyme capable 

de rétrotranscrire l’ARN en ADN. Selon la pathogénie des rétrovirus, on distingue trois sous-

familles dont celle des Lentivirus, responsables de maladies à évolution lente. [6] 
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I.3. Structure du virus 

 

Le VIH, se présente sous forme de particules virales sphériques représentée sur la figure 1, d’un 

diamètre variant de 100 à 120nm, dont le génome est complexe. Il s’agit d’un virus constitué 

d’une enveloppe externe, composée d’une bicouche lipidique dérivée de la membrane de la 

cellule hôte infectée. Dans cette enveloppe externe constituant la membrane virale, sont insérées 

plusieurs glycoprotéines. La gp120, une glycoprotéine de surface apparente ancrée au virus par 

l’intermédiaire de l’interaction avec une autre glycoprotéine transmembranaire, la gp41.  

A l’intérieur de la particule virale, l’enveloppe externe est tapissée par une matrice protéique 

composée de la protéine p17. 

Au centre du virus, entourée de la matrice protéique, se trouve une capside de forme conique 

aussi appelée « core » et composée de la protéine p24. Cette capside virale, contient deux copies 

du génome viral, un ARN monocaténaire, associées à la nucléocapside composée de la protéine 

p7. Elle contient également trois enzymes virales essentielles au cycle de réplication du virus : 

la protéase, la réverse transcriptase et l’intégrase. 

Enfin, on retrouve quelques protéines dites « accessoires ». [7] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Organisation structurale du VIH [7] 
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 I.4. Organisation du génome viral 
 

Le génome du VIH-1, se compose de deux brins d’ARN identiques de 9.2kb (kilobase). On y 

distingue au moins trois régions codantes appelées gag, pol et env.  

Le gène gag code pour les protéines internes de structure du virus : la matrice protéique, la 

capside et la nucléocapside. 

Le gène pol, code pour les enzymes virales nécessaires à la réplication du virus : protéase, 

réverse transcriptase et intégrase. 

Le gène env, code pour les protéines de surface formant l’enveloppe du virus : la gp120 et la 

gp41. 

Le génome à ARN simple brin, est rétrotranscrit en ADN double brin au moment de l’entrée 

du virus dans la cellule. A chaque extrémité de l’ADN viral, se trouve une séquence de taille 

variable Long Terminal Repeat (LTR), qui permet l’intégration de l’ADN sous forme d’un 

provirus dans le génome de la cellule hôte. Cette séquence, contient les éléments promoteurs 

nécessaires à l’expression des gènes.  

Le génome viral, illustré par la figure 2, est très complexe. En effet, en plus des trois gènes 

rétroviraux classiques décrits précédemment, il existe de nombreux gènes dits « accessoires » 

dénommés : tat, rev, vif, vpr, vpu, vpx et nef, situés entre les gènes pol et env. Pour la plupart, 

ces gènes supplémentaires sont impliqués dans des phénomènes de régulation de l’expression 

des protéines virales. [6] [8] [9] 

  

Figure 2 : Organisation du génome proviral du VIH-1 [9] 
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 I.5. Cycle de réplication viral 
 

Le cycle réplicatif du VIH-1 se compose de plusieurs étapes communes à tous les rétrovirus. 

Sa connaissance, est essentielle pour comprendre la physiopathologie de l’infection VIH. Mais 

surtout, chacune des étapes est potentiellement une cible pour une thérapie antirétrovirale. [6]  

 

Etape 1 : Attachement et pénétration du virus dans la cellule 

La première étape de l’infection par le virus, correspond à son adsorption à la surface de la 

cellule cible suivie de sa pénétration dans la cellule. Les cellules cibles du virus sont les cellules 

possédant à leur surface le récepteur CD4. Elles sont principalement des cellules du système 

immunitaire : lymphocytes T CD4+, monocytes/macrophages. Mais également des cellules 

folliculaires dendritiques ou des cellules de Langerhans. [8] 

L’attachement du virus à sa cellule cible se fait par l’interaction entre la glycoprotéine gp120 

du virus et le récepteur CD4 de la cellule. Cette interaction est à l’origine d’un changement de 

conformation des deux molécules. Ce changement permet alors l’accès de la glycoprotéine 

gp41 aux corécepteurs transmembranaires CCR5 ou CXCR4 de la cellule. La fusion entre la 

membrane du virus et celle de la cellule cible s’effectue et la capside virale peut pénétrer dans 

le cytoplasme de la cellule. [10] 

 

Etape 2 : Rétrotranscription 

Dans le cytoplasme de la cellule, l’ARN viral subit une étape de transcription inverse grâce à 

la transcriptase inverse virale, capable de rétrotranscrire l’ARN génomique viral monocaténaire 

en ADN complémentaire bicaténaire. Au cours de cette réaction, des erreurs de copies peuvent 

être effectuées par l’enzyme qui est peu fidèle. Ce sont ces erreurs qui sont à l’origine de la 

variabilité génétique du VIH. [6] [9]  

 

Etape 3 : Intégration  

L’ADN complémentaire bicaténaire présent dans le cytoplasme de la cellule cible, est importé 

à l’intérieur du noyau de cette cellule puis est intégré au sein de son génome grâce à l’action de 

l’intégrase virale. Le génome viral intégré est appelé ADN proviral. [11] 
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Etape 4 : Transcription 

L’ADN proviral est transcrit en ARN messagers viraux dont l’ARN génomique, par l’enzyme 

cellulaire ARN polymérase ADN dépendante II. Ces ARN messagers (ARNm), sont transportés 

du noyau vers le cytoplasme de la cellule pour la traduction. [7] 

 

Etape 5 : Traduction et maturation 

La protéine rev module le transport des ARNm vers le cytoplasme. En effet, les ARNm multi-

épissés sont restreints et sont traduits en protéines régulatrices. Cela, au profit des ARNm peu 

ou non épissés qui sont traduits en protéines de structure correspondant au gène env et au gène 

gag-pol. 

Le gène env est donc traduit en un précurseur polyprotéique, gp160, dans le réticulum 

endoplasmique qui gagne l’appareil de golgi où il sera clivé par une protéase cellulaire en deux 

protéines d’enveloppe gp120 et gp41.  

Le gène gag-pol, est d’abord traduit pour donner les polyprotéines Gag et Gag-Pol. La 

polyprotéine Gag est clivée par la protéase virale et permet la formation des protéines 

structurales internes du virus. En revanche, le clivage de la polyprotéine Gag-Pol par la 

protéase, permet la formation des trois enzymes : protéase, réverse transcriptase et intégrase. 

[12] 

 

Etape 6 : Assemblage et bourgeonnement 

Après la traduction, les protéines d’enveloppe et de structure interne, les trois enzymes et l’ARN 

génomique, migrent vers la membrane cellulaire et s’assemblent pour former une particule 

virale infectieuse mature. Cette particule peut alors bourgeonner à la surface de la cellule et être 

libérée dans le milieu extracellulaire pour aller infecter une nouvelle cellule cible. [9] [12]  
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La figure 3 résume les étapes du cycle viral. 

 

 

 I.6. Variabilité génétique 
 

Les virus de l’immunodéficience humaine sont génétiquement très variables. Ils sont classés en 

deux types : VIH-1 et VIH-2, eux-mêmes subdivisés en groupes correspondant aux différents 

passages inter-espèces. En effet, douze transmissions du singe à l’homme ont été répertoriées 

dont quatre à l’origine des groupes du VIH-1 et huit pour le VIH-2. [14] 

 

VIH-1 : 

Le VIH-1, principalement responsable de la pandémie du SIDA, est le plus proche des SIVcpz 

et SIVgor, deux rétrovirus retrouvés respectivement chez les chimpanzés et les gorilles de 

l’Ouest de l’Afrique Centrale. Les relations phylogénétiques entre ces différentes lignées sont 

représentées sur la figure 4.   

Il existe donc quatre groupes de VIH-1 : 

- Le groupe M (major) 

- Le groupe O (Outlier) 

- Le groupe N (non-M, non-O) 

Figure 3 : Cycle viral du VIH [13] 
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- Le groupe P. [15] [16]  

Parmi ces quatre groupes, seul le VIH-1 groupe M, s’est diffusé à l’échelle mondiale et est 

aujourd’hui, le groupe majoritaire. En effet, il est divisé en neuf sous-types (A, B, C, D, E, F, 

G, H, I, J, K) et, plus de cinquante-cinq formes recombinantes entre ces sous-types ont été 

identifiées, appelées Circulating Recombinant Form (CRF). 

Les différents sous-types ou CRF du VIH-1 groupe M, sont inégalement répartis dans le monde. 

Le sous-type B est à l’origine de la pandémie aux Etats-Unis, en Europe et en Australie. En 

revanche, les autres sous-groupes, regroupés sous la dénomination de VIH- non B, sont 

principalement retrouvés sur le continent africain. 

Le groupe N, a été retrouvé chez quelques individus au Cameroun et le groupe O, est à l’origine 

de quelques milliers d’infection en Afrique Centrale et Afrique de l’Ouest. Quant au groupe P, 

récemment découvert, il a été identifié chez deux individus originaires du Cameroun. [17] 

 

VIH 2 : 

Le VIH-2, a pour origine, les SIVsmm présents chez les mangabés enfumés d’Afrique de 

l’Ouest. On y observe également une très grande diversité génétique puisqu’il est constitué d’au 

moins huit groupes viraux (A à H). Contrairement au VIH-1, l’épidémie est limitée au continent 

Africain et le virus est moins pathogène et moins transmissible que le virus pandémique, VIH-

1 M. [16] 

Figure 4 : Relations phylogénétiques entre les lignées VIH-1, SIVcpz et SICgor [18] 



27 

 

Ce phénomène de variabilité génétique, s’explique par l’enzyme réverse transcriptase qui 

effectue des erreurs de rétrotranscription. A chaque cycle, le taux de mutation est de l’ordre de 

10-4 à 10-5 erreurs d’incorporation par nucléotide. Ces erreurs, associées à une vitesse importante 

de réplication du virus constituent un obstacle à l’élaboration d’un vaccin efficace. De plus, 

cette diversité génétique est à l’origine de nombreuses résistances aux traitements 

antirétroviraux. [19] [20] 

 

II. Epidémiologie 
 

II.1. Les modes de transmission du virus 
 

II.1.1. La transmission sexuelle   

 

Le mode de transmission le plus répandu (85 % à 90%) de l’infection par le VIH dans le monde 

est sexuel. [21] Il se produit lors de rapports sexuels non protégés. La contamination se fait par 

l’intermédiaire des muqueuses vaginales et anales lorsqu’elles sont en contact avec des 

sécrétions sexuelles ou du sang contenant du virus. La transmissibilité peut être augmentée par 

certains facteurs de risques tels que les rapports lors des règles, les infections génitales (herpès, 

syphilis…), la période de primo-infection ou le stade sida. [22] 

En France, les populations les plus touchées par cette transmission sont les hommes ayant des 

relations sexuelles avec des hommes (HSH). En effet, ils représentent 40 à 50 % des nouvelles 

contaminations chaque année. Ensuite, viennent les hétérosexuels d’origine étrangère. Au sein 

de cette population, ce sont les femmes qui sont particulièrement concernées avec 60 % des 

nouvelles contaminations chaque année. [23] 

Actuellement, l’utilisation des préservatifs masculins et féminins reste le seul moyen fiable de 

protection contre le VIH. 

 

II.1.2. La transmission sanguine  

 

Plusieurs modes de contamination sanguine par le VIH sont observés : 

- Utilisation de drogues injectables 

- Utilisation de produits extraits du sang non dépistés 

- Contamination professionnelle du personnel de santé. [22] 
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Les usagers de drogues injectables (UDI) représentent une population fortement à risque de 

transmission du VIH. D’après le rapport mondial sur les drogues de 2016 publié par l’Office 

des Nations Unies contre la Drogue et le Crime (ONUDC), plus de 29 millions de 

consommateurs de drogues dans le monde souffriraient de troubles liés à cet usage. Parmi eux, 

12 % pratiquent l’injection dont 14% vivent avec le VIH. [24] 

L’ONUSIDA, coparrainant de l’ONDUC depuis 1999, estime qu’environ 10% des nouvelles 

infections à VIH dans le monde sont imputables à la consommation de drogues injectables et 

qu’elle deviendrait même le principal mode de transmission du virus dans certaines régions. 

[24] 

En France, une politique de réduction des risques liés à l’usage de drogues a été mise en place 

en 1993 suite aux estimations de l’Observatoire Français des Drogues et des Toxicomanies 

(OFDT). Grâce à la mise en place de cette politique, plusieurs outils de réduction des risques 

ont vu le jour : 

- Libéralisation de la vente des seringues stériles en pharmacie (Stéribox®) 

- Mise en place de programmes d’échanges de seringues 

- Accès aux traitements de substitution aux opiacés (buprénorphine et méthadone). [25] 

Le VIH peut également se transmettre par contact avec du sang contaminé. Notamment, au 

cours de transfusions sanguines. C’est pourquoi, à la suite de l’affaire du sang contaminé en 

1985, la France a débuté une surveillance épidémiologique des donneurs de sang. Cela s’est 

traduit par la mise en place du dépistage obligatoire du VIH dans les dons du sang par la 

détection des anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH2. [26] La surveillance s’est ensuite élargie par la 

qualification de tous les dons qu’il s’agisse d’organes, de lait, de tissus. Ce système s’est mis 

en place grâce à la mission de biovigilance de l’agence de biomédecine. Elle consiste à 

« surveiller les risques liés à l’utilisation à des fins thérapeutiques d’éléments et produits issus 

du corps humain tels les organes, les tissus, les cellules et le lait maternel à usage 

thérapeutique ». [27] 

Enfin, les professionnels de santé sont largement exposés au risque de transmission à la suite 

d’Accidents d’Exposition au Sang (AES). Un AES, se définit par « tout contact avec du sang 

ou un liquide biologique contenant du sang et comportant, soit une effraction cutanée, soit une 

projection sur une muqueuse ou sur une peau lésée. » [28] L’Institut de Veille Sanitaire (InVS) 

a rapporté que le risque moyen de transmission du VIH après une exposition percutanée au sang 

d’un patient infecté, était de 0,3%. En France, au 31 décembre 2009, 14 cas prouvés de 

séroconversions professionnelles VIH ont été recensés depuis l’année 1985. La dernière 

séroconversion a été rapportée en 2004. [29] 
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II.1.3. La transmission materno-fœtale  

 

On parle de Transmission de la Mère à l’Enfant (TME), lorsqu’une mère séropositive transmet 

le VIH à son enfant pendant la grossesse, l’accouchement ou l’allaitement. Selon l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), les taux de transmissions varient de 15 à 45% en l’absence 

d’intervention. [30] 

Sans cette intervention, le risque de transmission à l’accouchement est d’environ 25%, mais au 

cours de la grossesse, celle-ci se produit souvent après 36 semaines. En ce qui concerne le taux 

de transmission au cours de l’allaitement, il est d’environ 8 à 9 % par an et survient 

principalement au cours de la quatrième semaine d’allaitement. Dans les pays où l’allaitement 

prolongé se pratique couramment en l’absence de ressources suffisantes, le taux de transmission 

peut atteindre jusqu’à 40%. 

Cependant, une alimentation mixte augmenterait davantage le risque de transmission que 

l’allaitement exclusif. [31] 

Pour limiter au maximum ce mode de transmission, l’OMS a mis en place un large programme 

de prévention. Elle recommande, que toute femme enceinte ou allaitante séropositive éligible 

au traitement, reçoive au long cours, une trithérapie antirétrovirale. Elle doit être débutée le plus 

tôt possible après le diagnostic et poursuivie après l’accouchement. La trithérapie 

préférentiellement utilisée, associe deux Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse 

(INTI), zidovudine et lamivudine, à un Inhibiteur Non Nucléosidique de la Transcriptase 

Inverse (INNTI), la névirapine. Quant au nourrisson, il doit être traité par de la névirapine (une 

fois par jour) ou par de la zidovudine (2 fois par jour) dès la naissance et jusqu’à 4 ou 6 

semaines. [32] 

Le traitement doit respecter des règles d’efficacité et de tolérance, il doit tenir compte des 

spécificités de la grossesse. Les experts français recommandent en première intention, une 

trithérapie comportant deux INTI et un Inhibiteur de Protéase (IP) associé au ritonavir. Ils ne 

recommandent pas les INNTI en première intention si d’autres choix sont possibles. [33] 

Selon le rapport ONUSIDA de 2012, l’accès à la trithérapie antirétrovirale a permis une baisse 

de 43% des nouvelles infections constatées chez les enfants depuis 2003. Dans les pays à revenu 

faible et intermédiaire, le taux de couverture des traitements antirétroviraux efficaces contre la 

TME a atteint 62% en 2012. Cette couverture est quasiment universelle dans les pays à revenu 

élevé. [34] 
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II.2. Epidémiologie à l’échelle mondiale 
 

Depuis le début de l’épidémie, 78 millions de personnes ont été infectées par le virus et 35 

millions sont décédées de maladies liées au SIDA. 

En 2015, 36,7 millions de personnes vivaient avec le VIH. Ce chiffre ne cesse d’augmenter 

puisque davantage de personnes dans le monde ont désormais accès la thérapie antirétrovirale. 

En effet, selon ONUSIDA, en 2015, 17 millions de personnes avaient accès à ce traitement. 

Malgré une diminution du nombre de nouvelles infections, on constate chaque année que ce 

nombre reste élevé. En 2015, environ 2,1 millions de personnes ont été nouvellement infectées 

et 1,1 millions sont décédées de maladies liées au SIDA. 

Parmi les personnes vivant avec le VIH, 17,1 millions ignorent être atteintes par le virus et 

devraient être orientées par les services de dépistage du VIH. [35] 

Dans le monde, il existe de grandes disparités entre les différentes régions concernant la 

dynamique de l’épidémie mais aussi les progrès accomplis dans la lutte contre le VIH. En effet, 

l’Afrique sub-saharienne demeure la région mondiale la plus touchée par l’épidémie. Toutefois, 

le dépistage et la prise en charge tardive de l’infection restent un point commun à l’ensemble 

de la population mondiale. 

Une large étude épidémiologique a été menée en 2015 par the Global Burden of Disease, 

incluant 195 pays de 1980 à 2015. [36] D’après cette étude, depuis le pic d’incidence à 3,3 

millions de nouvelles infections en 1997, l’incidence annuelle reste relativement constante 

depuis 2005. En revanche, le nombre de décès a diminué, il atteignait 1,8 millions en 2005 

contre 1,2 millions en 2015.  
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L’évolution du nombre de nouvelles infections à VIH depuis 1980 par régions mondiales est 

représentée sur la figure 5. [36] 

 

II.3. Epidémiologie en France 
 

II.3.1. Incidence  

 

En épidémiologie, l’incidence correspond au « nombre de nouvelles personnes infectées par le 

VIH par unité de temps dans une entité géographie donnée. » Le rapport Morlat de 2013, estime 

que chaque année, entre 7000 et 8000 personnes sont nouvellement infectées par le VIH en 

France. Au sein de cette population, 40 à 50 % des nouvelles contaminations se produisent chez 

les HSH. [37] 

Des estimations réalisées par l’InVS pour les années 2009 et 2010, indiquent que les 

départements français les plus touchés sont les Départements Français d’Amérique (DFA), la 

Guyane et l’Ile-de-France. [38] 

Parmi les découvertes de séropositivité en 2014, 31 % sont des femmes. Les personnes de 25 à 

49 ans sont représentées à 69 %, contre 20 % pour les plus de 50 ans et 11 % pour les moins de 

25 ans. Cette proportion par tranche d’âge n’a pas évolué de façon significative depuis 2003. 

En revanche, on constate une diminution progressive de la proportion des découvertes au stade 

SIDA, de 20 % en 2003 à 11 % en 2014. [39] 

 

 Figure 5 : Incidence des nouvelles infections à VIH entre 1980 et 2015 par régions mondiales [36] 
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II.3.2. Prévalence 

 

Contrairement à l’incidence, la prévalence représente le pourcentage ou le nombre de Personnes 

Vivant avec le VIH (PVVIH) à un moment donné. Ce chiffre est estimé à 149 900 en 2010 pour 

la population française. Dans cette population, la prise en charge est très variable. En effet, on 

estime qu’en 2010 : 

- « 81 % des PVVIH sont diagnostiquées, avec un pourcentage plus important chez les 

UDI  

- 74 % sont dans le système de soins 

- 60 % reçoivent des antirétroviraux depuis au moins 6 mois 

- 52 % ont une charge virale contrôlée. » [23] 

Malgré cela, 28800 personnes ignorent encore leur statut. [37] 

L’enquête VESPA 2, réalisée en 2011 a été conçue pour rendre compte de la diversité de la 

population vivant avec le VIH sur le territoire national. [40] En Métropole, en 2011, la 

répartition est la suivante : 

- « 39 % de PVVIH sont des HSH 

- 11 % sont des UDI 

- 24 % sont des immigrés originaires d’Afrique subsaharienne 

- 26 % sont d’autres catégories de patients et en majorité des personnes infectées par 

rapports hétérosexuels. » [37] [40]  

 

II.3.3. Mortalité  

 

Le développement ces dernières années des traitements antirétroviraux, a largement contribué 

à augmenter l’espérance de vie des PVVIH. Le taux de mortalité dans cette population a 

diminué, même si celui-ci reste supérieur à celui de la population générale. Les dernières 

données de l’OMS en 2012, estiment le nombre de décès dus au VIH à 0,7 pour 100000 patients. 

[41] 

Pour permettre de mieux définir les priorités de prévention et de soins curatifs, l’enquête 

Mortalité 2010, réalisée par l’Agence Nationale de Recherches contre le SIDA et les hépatites 

(ANRS) décrit les principales causes de décès parmi les personnes séropositives. [42] Pour cette 

étude, 90 centres ont participé, représentant environ 82000 patients.  
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Les principales causes initiales de décès décrites par cette étude sont les suivantes : 

- Les maladies classant sida : lymphome malin non hodgkinien, pneumocystose 

pulmonaire, leuco-encéphalopathie multifocale progressive 

- Les cancers non classant sida et non liés aux hépatites : cancers broncho-

pulmonaires, cancers digestifs, cancers oto-rhino-laryngologiques, cancers urogénitaux 

- Les atteintes hépatiques : virus de l’hépatite B ou C, cirrhose d’origine non virale, 

hyperplasie nodulaire régénérative 

- Les atteintes cardiovasculaires : cardiopathies ischémiques, accidents vasculaires 

cérébraux, insuffisances cardiaques 

- Les infections non classant sida 

- Les suicides. [42] 

 

III. Physiopathologie de l’infection par le VIH 

 

L’infection à VIH, est une maladie chronique au cours de laquelle une réplication persistante 

du virus se produit dans l’organisme et conduit à la destruction progressive du système 

immunitaire. [22] Cela se traduit par une déplétion lente et progressive des lymphocytes T CD4+ 

(LT-CD4+) qui sont la principale cible du virus. Les défenses immunitaires sont alors 

considérablement endommagées et exposent l’organisme à de multiples infections 

opportunistes pouvant conduire au décès de l’individu. [9] 

En l’absence de traitement antirétroviral, trois phases peuvent être observées dans l’évolution 

de l’infection par le virus. 

 

III.1. La primo-infection 

 

La primo-infection par le VIH correspond à la phase aiguë d’invasion de l’organisme par le 

virus qui survient dans les douze premières semaines suivant la contamination. Au cours de 

cette période, les réponses immunes antivirales apparaissent et le réservoir viral se constitue.  

 

• Manifestations cliniques 

Dans 50 % des cas, la phase de primo-infection par le VIH est asymptomatique. En revanche, 

environ 50 % des patients développent des symptômes peu spécifiques tels qu’un syndrome 

pseudo-grippal avec fièvre, asthénie, myalgie ou un syndrome mononucléosique.  
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Ces symptômes surviennent dans les deux à six semaines après la contamination par le virus. 

On parle alors d’une primo-infection symptomatique.  

D’autres manifestations cliniques sont fréquemment observées, parmi elles : 

- Des signes cutanéomuqueux : angine érythémateuse, pharyngite, ulcérations buccales 

ou génitales 

- Des signes ganglionnaires : adénopathies axillaires ou inguinales 

- Des signes digestifs : diarrhées, dysphagies, amaigrissement 

- Des signes neurologiques : méningo-encéphalites. [9] [43] 

En moyenne, ces manifestations cliniques durent moins de 14 jours. A l’inverse, une 

symptomatologie sévère et persistante au cours de la primo-infection sera un facteur de mauvais 

pronostic associé à une progression rapide de la maladie. [44] 

 

• Manifestations biologiques 

Au cours du syndrome de primo-infection à VIH, les principales anomalies biologiques sont 

hématologiques (thrombopénie, leucopénie et neutropénie) et hépatiques (hépatite aiguë 

cytolytique qui disparaît en général en quelques semaines). [43] 

De plus, une lymphopénie initiale est associée au début du syndrome de primo-infection. Bien 

qu’elle porte sur toutes les sous-populations lymphocytaires, elle cible particulièrement les LT-

CD4+. [43] En effet, au début de cette phase, la réplication virale est constante et conduit à une 

augmentation de la charge virale plasmatique, alors de l’ordre de 108 copies d’ARN/mL. [9] 

Cette charge virale croissante, est responsable de la diminution rapide et significative du 

nombre de LT-CD4+ (entre 200 et 500/mm3) qui deviennent non fonctionnels. [45] La réponse 

immunitaire de l’organisme est alors limitée.  

 

 III.2. La phase de latence clinique 

 

La latence clinique, correspond à une phase chronique de l’infection pendant laquelle, des 

mécanismes de défense immunitaire sont mis en jeu et permettent de contrôler partiellement la 

charge virale. [22] 
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• Manifestations cliniques 

Cette phase, le plus souvent asymptomatique peut être prolongée, de plusieurs mois, à plusieurs 

années. Les quelques manifestations cliniques parfois retrouvées sont indicatives d’un déficit 

immunitaire modéré : 

- Candidose oropharyngée 

- Zona récurrent 

- Syndrome constitutionnel : fièvre > 38,5°C ou diarrhée depuis plus d’un mois. [46] 

 

• Manifestations biologiques 

La latence clinique, est caractérisée par l’apparition d’une réponse immunitaire cellulaire 

antivirale spécifique. En effet, une diminution progressive mais incomplète du nombre de virus 

dans le sang est observée, grâce à l’activation de lymphocytes T CD8+ (LT-CD8+) cytotoxiques 

qui détruisent les LT-CD4+ infectés. Ces derniers vont donc diminuer lentement au cours de 

cette phase (entre 350 et 500/mm3) jusqu’à un équilibre apparent constituant la phase chronique 

de l’infection. [47] [48] 

La synthèse d’anticorps neutralisants spécifiques anti-VIH1, permet également de diminuer la 

charge virale plasmatique (CV) jusqu’à un niveau spécifique correspondant à la chronicisation 

de l’infection. Cependant, un phénomène d’échappement à la réponse immunitaire se produit 

et épuise le système immunitaire. Une réplication virale persistante dans les ganglions 

lymphatiques et un renouvellement rapide des virions plasmatiques et des LT-CD4+ s’observe. 

[7] 

 

 III.3. Le stade SIDA 

 

Le stade SIDA, correspond à la phase finale symptomatique de l’évolution du virus dans 

l’organisme. En effet, après plusieurs années, en l’absence de traitement antirétroviral adapté 

ou en cas de multiplication de virus mutants résistants au traitement, une recrudescence de la 

réplication virale se produit. 
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• Manifestations cliniques 

Cette phase symptomatique, est le plus souvent associée à un déficit immunitaire profond. Le 

patient est alors exposé à de nombreux agents pathogènes responsables d’infections 

opportunistes telles que la tuberculose, la pneumocystose, la toxoplasmose cérébrale, les 

infections au cytomégalovirus… [46] 

Des manifestations cancéreuses peuvent également apparaître au cours de cette phase. Pour 

exemple, le sarcome de Kaposi ou le lymphome non hodgkinien.  

 

• Manifestations biologiques 

A ce stade, le taux de LT-CD4+ chute brutalement atteignant 200/mm3. Le déclin se poursuit 

jusqu’à leur disparition complète et le décès du patient. [46] 

Sur la figure 6, sont résumées les différentes étapes de l’évolution naturelle de l’infection par 

le virus. 

 

A partir de 1993, les Centers for Diseases Control (CDS), ont établi une classification de 

l’infection VIH. Elle se décline en trois stades de sévérité croissante. Il est impossible pour un 

même patient, d’appartenir à deux stades ou de revenir, au cours de l’évolution de l’infection, 

à un stade classant antérieur. Cette classification combine à la fois des critères cliniques et le 

nombre de LT-CD4+. [9] 

  

Figure 6 : Evolution naturelle de l'infection VIH [46] 



37 

 

IV. Dépistage et diagnostic biologique du VIH 
 

Les premiers tests de sérodiagnostic de l’infection par le VIH sont apparus en France en 1985. 

Ils ont permis la mise en place de stratégies de dépistage. En France, c’est dans un contexte 

marqué par « l’affaire du sang contaminé » que le dépistage anonyme et gratuit de l’infection a 

été rendu obligatoire pour les dons de sang et les dons d’organes et de tissus. [49] 

 

 IV.1. Stratégies de dépistage 
 

D’après le rapport Morlat, « compte tenu des enjeux que représentent le dépistage tardif et le 

nombre de personnes séropositives qui ignorent leur infection, la Haute Autorité de Santé 

(HAS) a émis en octobre 2009, de nouvelles recommandations sur la stratégie de dépistage, 

modifiant radicalement l’approche élaborée en 1985 dans un contexte très différent. » [50] 

En France, 150000 personnes vivent avec le VIH/SIDA et parmi elles, 24800 ignorent être 

infectées. En 2014, 5,3 millions de sérologies VIH ont été réalisées en laboratoire d’analyse 

médicale, mais 43% des découvertes de séropositivité étaient tardives. [2] 

 

IV.1.1. Qui dépister ?  

 

• Dépistage en population générale 

La proposition de dépistage s’adresse à l’ensemble des personnes de 15 à 70 ans lors d’un 

recours au système de soins, en dehors de prise de risque identifiée. [50] 

 

• Dépistage ciblé et régulier 

Il existe une stratégie de dépistage en fonction des populations et des circonstances. 

➢ Selon les populations : 

Certaines populations, citées ci-dessous, doivent se voir proposer, à une fréquence régulière, un 

test de dépistage du VIH : 

- « Les HSH multipartenaires, une fois par an 

- Les personnes hétérosexuelles ayant eu plus d’un partenaire au cours des douze derniers 

mois 

- Les UDI, une fois par an 
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- Les populations des départements français d’Amérique ou originaire d’Afrique sub-

saharienne et des Caraïbes, une fois par an 

- Les personnes en situation de prostitution 

- Les personnes dont les partenaires sexuels sont infectés par le VIH. » [50] 

 

➢ Selon les circonstances : 

Un test de dépistage doit être systématiquement proposé dans certaines situations particulières 

citées ci-dessous, quelle que soit la population :  

- « Suspicion ou diagnostic d’Infection Sexuellement Transmissible (IST) ou d’hépatite 

B ou C 

- Suspicion ou diagnostic de tuberculose 

- Projet de grossesse 

- Interruption volontaire de grossesse 

- Première prescription d’une contraception 

- Viol 

- En cours d’incarcération. » [50] 

 

• Dépistage prénatal universel 

Les recommandations françaises les plus récentes, préconisent de proposer un contrôle 

sérologique à la consultation du 6ème mois de grossesse, aux femmes séronégatives exposées à 

un risque viral, en particulier si le partenaire est séropositif ou de statut inconnu. Mais 

également, de proposer un test de dépistage VIH à tous les futurs pères. [50] 

 

IV.1.2. Où se faire dépister et par qui ?  

 

Les médecins généralistes doivent être les relais principaux de cette stratégie de proposition du 

test de dépistage à l’ensemble de la population. D’autres structures ou professionnels de santé 

acteurs du système de soins de premiers recours peuvent également participer tels que : 

- Les gynécologues 

- Les services de médecine universitaire 

- Les centres de planification et d’éducation familiale. 
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En relais de cette stratégie, des structures et dispositifs complémentaires peuvent accueillir les 

populations ciblées pour réaliser les tests de dépistage : 

- Les Centres Gratuit d’Information, de Dépistage et de Diagnostic des infections par le 

virus de l’immunodéficience humaine, les hépatites virales et les infections 

sexuellement transmissibles (CeGIDD) 

- Les centres de soins, d’accompagnement et de prévention en addictologie 

- Certaines structures associatives. [2] [49] [50] 

 

 IV.2. Diagnostic sérologique de première intention 
 

IV.2.1. Principe du dépistage sérologique  

 

« Le diagnostic biologique de l’infection par le VIH repose sur une stratégie en deux temps : 

analyse de dépistage puis analyse de confirmation. En effet, une analyse de dépistage positive 

sera toujours complétée par une analyse de confirmation sur le même prélèvement. L’infection 

par le VIH n’est établie que lorsque le résultat de l’analyse de confirmation est positif et que 

des résultats concordants sont obtenus sur deux prélèvements distincts. » [51] 

 

• Test de dépistage sérologique 

Le test de dépistage repose sur une méthode immunoenzymatique de type Enzyme Linked 

ImmunoSorbent Assay (ELISA) combiné de 4ème génération. Cette technique détecte à la fois 

les anticorps anti-VIH-1 et VIH-2 mais aussi, l’antigène p24 du VIH-1 sur le sérum ou le plasma 

du patient. En effet, les anticorps anti-VIH apparaissent après une période d’environ 22 jours 

après le contage, appelée « fenêtre sérologique ». Ce test consiste en la formation de complexes 

antigène-anticorps révélés par un ligand conjugué à une enzyme à substrat chromogène. 

Un résultat négatif de l’analyse de dépistage, signe l’absence d’infection par le VIH, sauf dans 

le cas d’une exposition supposée au VIH datant de moins de six semaines. [46] [49] [52] 

 

• Test de confirmation 

Lorsque le test de dépistage est positif, une analyse de confirmation par Western blot ou 

Immunoblot doit être réalisée sur le même échantillon sanguin. Elle permet de différencier une 

infection à VIH-1 ou à VIH-2. [49] Le Western blot est préparé à partir de protéines de virions 

purifiés. Il vérifie les spécificités des anticorps dirigés contre les protéines virales, présents dans 
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le sérum dépisté positif. [12] Dans cette technique, les protéines virales sont séparées par 

électrophorèse avant d’être transférées sur une membrane de nitrocellulose. La présence 

d’anticorps dirigés contre une protéine donnée est révélée par une réaction immunoenzymatique 

qui matérialise la position de la protéine sous la forme d’une bande colorée. [53] 

Le résultat de confirmation est négatif quand aucune bande ne correspond à une protéine virale. 

Par contre, si le résultat de ce test est douteux, il est nécessaire de procéder à la détection de 

l’ARN viral plasmatique ou de l’antigène p24 (avec un seuil de détection au moins équivalent 

à celui du test ELISA combiné). Cela, dans le but d’éviter toute méconnaissance d’une primo-

infection au stade de pré-séroconversion. [49] 

Selon les critères de positivité définis par l’OMS, un Western blot est positif s’il détecte au 

minimum l’association d’anticorps dirigés contre deux protéines d’enveloppe (gp41, gp120, 

gp160) et contre une protéine spécifique des gènes gag ou pol. [12] 

Si l’analyse de dépistage et de confirmation sont positives sur le même prélèvement, un second 

prélèvement devra obligatoirement être réalisé pour éliminer toute erreur d’identité. Sur ce 

prélèvement, il est recommandé de pratiquer à nouveau l’analyse de dépistage. En revanche, 

l’analyse de confirmation n’est pas nécessaire si le test de dépistage est à nouveau positif. Seul 

un résultat positif sur ce second prélèvement, permettra de valider le résultat et d’affirmer le 

diagnostic d’une infection par le VIH. [46] [49] [53] 
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La figure 7, résume les modalités de dépistage sérologique pour les adultes et enfants de plus 

de 18 mois. 

 

IV.2.2. Détection et quantification de l’antigène p24  

 

Les antigènes viraux circulants correspondent aux particules virales et aux protéines virales 

libres. L’antigène p24, est le premier antigène viral détectable en général dans les quinze jours 

qui suivent la contamination. Sa détection et sa quantification se font par technique ELISA. 

Cette recherche est réservée au diagnostic précoce d’une primo-infection et au dépistage dans 

le cadre de dons du sang ou d’organe. En effet, l’antigène se négative en une à deux semaines 

avec l’apparition des anticorps. [12] 

  

Figure 7 : Algorithme de dépistage du VIH chez les adultes et enfants de plus de 18 mois [49] 
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IV.3. Diagnostic moléculaire et suivi de l’infection 
 

Bien que le diagnostic de certitude d’infection par le VIH soit obtenu grâce à la sérologie, la 

recherche directe du virus ou de ses constituants reste une méthode importante pour le 

dépistage, le diagnostic précoce et le suivi des patients infectés. [12] 

 

  IV.3.1. Quantification de l’ARN viral : charge virale 

 

La technique d’amplification génique la plus employée pour la quantification de l’ARN viral 

est celle dites « de RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) en temps 

réel » qui est plus sensible. Elle est utilisée de manière quantitative pour estimer le niveau de 

réplication du VIH dans l’organisme infecté. Cette quantification porte alors sur le virus libre 

plasmatique en mesurant l’ARN viral ou charge virale plasmatique. La charge virale s’exprime 

en copies/mL ou sous forme logarithmique décimale. Ce test de quantification est utilisé pour 

le suivi des personnes infectées, le diagnostic des bébés nés de mères séropositives ou après un 

AES. Mais, également en cas de suspicion de primo-infection puisque l’ARN est détectable 

environ dix jours après la contamination. [12] [53] 

Sur la figure 8, est présentée l’évolution des marqueurs biologiques et leur délai d’apparition 

en fonction des différentes techniques de dépistage du VIH. 

 

  

Figure 8 : Chronologie de positivité des tests de dépistage en fonction de l'évolution des 

marqueurs virologiques au cours de la primo-infection par le VIH-1 [54] 
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IV.3.2. Isolement du virus par culture  

 

L’isolement du virus s’effectue à partir des cellules mononuclées du sang périphérique du 

patient infecté, co-cultivées avec des cellules mononuclées de sujets sains. La culture in-vitro, 

permet la production de virus infectieux. C’est dans le surnageant de culture, que la production 

virale est recherchée. Le plus souvent, celle-ci est détectée par la présence de l’antigène p24 ou 

par la mesure de l’activité transcriptase inverse. 

Cette technique est utilisée uniquement en recherche ou dans certains protocoles 

thérapeutiques. [12] 

 

V. La prise en charge thérapeutique 
 

V.1. Les traitements antirétroviraux 
 

L’objectif des médicaments utilisés contre le VIH est de bloquer les différentes étapes de son 

cycle de réplication dans les cellules infectées mais aussi, de réduire sa capacité à infecter de 

nouveaux lymphocytes ou cellules CD4+. 

Actuellement, il existe six classes d’antirétroviraux (ARV). Ces différentes classes sont 

présentées dans le tableau 1. 

Tableau 1 : Médicaments antirétroviraux commercialisés d’après le rapport Morlat, septembre 

2016 (r = ritonavir) [55] 

Classe pharmacologique 
Molécules 

disponibles 
Posologie 

INTI (empêchent l’élongation de 

l’ADN proviral par incorporation sur 

la chaîne) 

Abacavir (ABC) 300 mg x2/j ou 600 mg/j 

Emtricitabine 
(FTC) 

200 mg x1/j 

Didanosine 
(ddI) 

≥ 60 kg : 400 mg x1/j 

≤ 60 kg : 250 mg x1/j 

Lamivudine 
(3TC) 

150 mg x2/j ou 300mg x1/j 

Zidovudine 
(ZDV) 

300 mg x2/j 

Ténofovir 
(TDF) 

245 mg x1/j 
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Classe pharmacologique 
Molécules 

disponibles 
Posologie 

INNTI (inhibent directement la 

transcriptase inverse et empêchent 

l’élongation de l’ADN proviral) 

Efavirenz (EFV) 600 mg x1/j 

Etravirine (ETR) 200mg x2/j ou 400mg x x1/j 

Névirapine 
(NVP) 

200 mg x1/j pendant 14 jours puis 

200mg x2/j ou 400 mg x1/j en 

forme LP 

Rilpivirine 
(RPV) 

25 mg x1/j 

IP (altèrent la maturation protéique 

des nouveaux virions) 

Atazanavir/r 
(ATV) 

300/100mg x1/j ou 400mg x1/j 

(sans ritonavir) 

Darunavir/r 
(DRV) 

800/100 mg x1/j pour un patient 

naïf 

600/100mg x2/j pour un patient 

prétraité 

Fosamprénavir/r 
(FPV) 

700/100mg x2/j 

Lopinavir/r 
(LPV) 

400/100mg x2/j 

Saquinavir/r 
(SQV) 

1000/100mg x2/j 

Tipranavir/r 
(TPV) 

500/200mg x2/j 

Inhibiteur de fusion (bloque l’entrée 

du VIH dans les cellules CD4+ en 

ciblant la gp41) 

Enfuvirtide 90mg x2/j en sous cutanée 

Inhibiteur de CCR5 (empêche la 

pénétration du VIH dans la cellule 

par fixation au corécepteur cellulaire 

CCR5) 

Maraviroc 150à 600mg x2/j 

INI (bloquent l’intégration de l’ADN 

proviral dans le génome de la cellule 

infectée) 

Raltégravir 
(RAL) 

400 mg x2/j 

Dolutégravir 
(DTG) 

50mg x1/j pour un patient naïf 

50mg x2/j pour un patient 

présentant des mutations de 

résistances aux autres INI 
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V.1.1. Les présentations combinées recommandées  

 

Dans le cadre de l’optimisation du traitement antirétroviral, pour faciliter l’administration et 

renforcer l’observance des patients, plusieurs associations d’ARV sont disponibles sous forme 

de présentations combinées en un seul comprimé par jour : 

- Abacavir + lamivudine : Kivexa®  

- Ténofovir + emtricitabine : Truvada® 

- Ténofovir + emtricitabine + efavirenz : Atripla® 

- Ténofovir + emtricitabine + rilpivirine : Eviplera® 

- Abacavir + lamivudine + dolutégravir : Triumeq® 

- Elvitégravir + emtricitabine + ténofovir disoproxil : Stribild® [55] 

-  Elvitégravir + emtricitabine + ténofovir alafenamide : Genvoya® [56] 

 

V1.2. Les principaux effets indésirables des antirétroviraux  

 

Bien qu’ils visent à limiter l’évolution de l’infection vers le stade sida, les traitements ARV 

sont responsables d’un certain nombre d’effets secondaires. Ils sont généralement handicapants 

pour les personnes traitées et donc à l’origine d’une non-observance importante qui réduit la 

capacité à contrôler l’évolution de l’infection. 

Les effets indésirables principalement retrouvés au cours de l’administration de ces traitements 

sont : 

- Les troubles digestifs : nausées, vomissements, diarrhées, douleurs abdominales, 

pancréatites 

- Les troubles hépatiques : élévation des transaminases, hépatite, stéatose 

- Les atteintes dermatologiques : éruptions cutanées, réactions d’hypersensibilité 

- Les troubles neuropsychiques : neuropathies périphériques, insomnies, dépression, 

fatigue, céphalées, sensations vertigineuses 

- Les troubles rénaux : insuffisance rénale, lithiase rénale 

- Les troubles du métabolisme lipidique et glucidique : diabète sucré, hyperlipidémie, 

lipodystrophie 

- Les atteintes cardiovasculaires : allongement de l’espace QT, infarctus du myocarde. 

[57] 
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V.1.3. Les interactions médicamenteuses des ARV  

 

Les interactions pharmacologiques des ARV avec d’autres substances actives, peuvent réduire 

leur efficacité et/ou potentialiser leurs effets toxiques. Par conséquent, avant toute instauration 

de traitement, les prescripteurs doivent considérer l’ensemble des médicaments et 

thérapeutiques alternatives comme la phytothérapie ou les compléments alimentaires déjà 

administrés chez le patient. 

De par leur métabolisme, leur potentiel inducteur ou inhibiteur enzymatique, et en considérant 

ce même potentiel dans les autres classes médicamenteuses, les interactions sont si nombreuses 

qu’il serait difficile d’en établir une liste exhaustive. Cependant, des outils existent pour aider 

et accompagner les professionnels de santé, par exemple, le site http://www.hiv-

druginteractions.org. [58] 

 

V.1.4. Le coût des traitements ARV  

 

Le coût de la prise en charge des PVVIH dans les pays européens est élevé. En France, il est 

estimé à plus de 500 000 euros au total sur la durée de vie d’un patient soit environ 20000 euros 

par an. A eux seul, les traitements ARV représentent 73% de ce coût de prise en charge. Par 

conséquent, dans le contexte économique actuel, des recommandations sur les molécules à 

utiliser voient le jour dans un certain nombre de pays européens et vont probablement se 

généraliser. 

Bien qu’il soit indispensable de prescrire aux patients les ARV les plus efficaces, les mieux 

tolérés et les plus faciles à prendre ; il faut envisager le coût comme un critère de sélection, 

lorsque l’utilisation d’une ou plusieurs combinaisons thérapeutiques moins coûteuse est 

possible. [59] 

 

• Utilisation de médicaments génériques 

Actuellement en France, les antirétroviraux génériques ayant une autorisation de mise sur le 

marché sont : la lamivudine, la zidovudine, le forme combinée lamivudine/zidovudine, la 

névirapine, l’efavirenz et le lopinavir/ritonavir. Ces médicaments génériques sont prescrits à la 

place des médicaments princeps à condition que les patients soient informés des raisons et 

implications de ce changement. Si un médicament générique prescrit s’avère non efficace, le 

retour à la forme princeps est autorisé. [59] [60]  

http://www.hiv-druginteractions.org/
http://www.hiv-druginteractions.org/
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Selon une étude américaine, le remplacement de l’association thérapeutique fixe Atripla® (1 

comprimé/jour) par efavirenz générique + ténofovirDF + lamivudine générique en une prise de 

trois comprimés par jour permettrait d’économiser 900 millions de dollars par an aux Etats-

Unis. [61] En termes d’efficacité, cette possibilité a été évaluée dans une étude qui montre la 

non-infériorité de l’association des trois comprimés sur la fréquence d’échec virologique, par 

rapport à l’association fixe en un comprimé par jour. [62] 

 

• Autres stratégies de réduction des coûts 

La prescription de médicaments génériques n’est pas la seule façon de diminuer le coût des 

traitements ARV. Plusieurs stratégies, dont la réduction significative du coût a été démontrée 

par des études médico-économiques peuvent être envisagées : [60] 

- Remplacement des associations comportant des IP/r par des associations comportant 

des INNTI [63] 

- Remplacement des associations comportant des IP/r par des bithérapies à base d’IP/r 

[64] 

- Remplacement d’un ARV d’une classe par un ARV moins cher de la même classe. [65] 

 

V.2. Stratégies thérapeutiques 
 

Le principal objectif du traitement ARV est de maintenir ou restaurer un nombre de LT-CD4+ 

supérieur à 500/mm3 pour empêcher la progression de l’infection vers le stade sida et éviter le 

décès. Pour diminuer les effets pathogènes du virus et atteindre cet objectif, la prise en charge 

thérapeutique doit permettre :  

- De diminuer la morbidité et la mortalité 

- De maintenir une charge virale plasmatique indétectable (< 50 copies/mL) 

- De prévenir et traiter les infections opportunistes 

- La meilleure tolérance possible clinique et biologique 

- De limiter les effets secondaires des traitements 

- De prévenir la transmission sexuelle du virus. [66] 
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V.2.1. Initiation d’un premier traitement antirétroviral   

  

Les recommandations sont d’instaurer un traitement ARV chez toute personne vivant avec le 

VIH quel que soit son taux de LTCD4+. Ce premier traitement doit rendre la charge virale 

indétectable (< 50 copies/mL) en six mois. [67] 

 

• Bilan initial 

Avant toute initiation de traitement par un médecin expérimenté dans la prise en charge des 

PVVIH, un bilan paraclinique complet, présenté dans le tableau 2, doit être réalisé. 

 

Tableau 2 : Bilan paraclinique initial pré-thérapeutique d'un adulte infecté par le VIH d’après 

le rapport Morlat (novembre 2016) [66] 

 

Sérologie VIH : deux tests ELISA sur deux prélèvements différents avec un test de 

confirmation par méthode de Western blot VIH1 

 

Numération des populations lymphocytaires T CD4/CD8 

 

Dosage de l’ARN VIH plasmatique (charge virale) 

 

Test génotypique de résistance du VIH (transcriptase inverse, protéase, intégrase) et 

détermination du sous-type VIH 

 

Recherche du groupage HLAB*5701 

 

Hémogramme avec plaquettes 

 

Transaminases, Gamma Glutamyl Transpeptidase (γGT), phosphatases alcalines, bilirubine 

totale et conjuguée 

 

Créatininémie et estimation du Débit de Filtration Glomérulaire (DFG) 

 

Glycémie à jeun 

 

Phosphorémie 

 

Bilan lipidique à jeun : cholestérol total, triglycérides, LDL et HDL 

 

Recherche d’une protéinurie 

 

Marqueurs de l’hépatite virale B : Ag HBs, et anti HBc 

 

Sérologie de l’hépatite virale C 

 

Sérologie de l’hépatite virale A (IgG) 

 

Sérologie de la syphilis (TPHA, VDRL) 
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Sérologie de la toxoplasmose 

 

Sérologie CMV 

 

Test IGRA pour le dépistage de la tuberculose latente 

 

Si CD4 < 200/mm3 ou personne provenant d’une zone d’endémie tuberculeuse : 

radiographie thoracique 

 

Si CD4 < 100/mm3 : dosage de l’antigène cryptoccoque, de la PCR Cytomégalovirus 

(CMV) et réalisation d’un fond d’œil 

 

Chez les femmes n’ayant pas eu de bilan dans l’année une consultation gynécologique avec 

réalisation d’un frottis cervicovaginal est recommandée 

 

Chez les HSH et les PVVIH ayant des antécédents de lésions papillomavirus (HPV), une 

consultation proctologique sera proposée pour le dépistage des lésions précancéreuses de 

l’anus 

 

 

  

• Choix du premier traitement 

Le choix du premier traitement doit permettre d’atteindre un niveau optimal d’observance. Pour 

cela, le patient doit pouvoir participer à ce choix individualisé. Par conséquent, il fait intervenir 

la notion de tolérance, la facilité de prise en fonction du mode de vie du patient et les interactions 

médicamenteuses avec d’éventuels autres traitements déjà en cours chez le patient.  

Le traitement de première ligne, est une trithérapie, basée sur la combinaison de deux INTI avec 

un troisième agent. Ce troisième agent peut être, un INNTI, un IP boosté par le ritonavir, ou un 

inhibiteur d’intégrase (INI). [66] 

 

➢ INTI 

Pour le choix des INTI, deux associations citées ci-dessous sont recommandées de préférence. 

Elles associent tolérance, efficacité et simplicité d’emploi (un comprimé par jour) : 

- abacavir + lamivudine : utilisée uniquement chez des personnes non porteuses de 

l’allèle HLA B*5701 

- ténofovirDF + emtricitabine : à préférer si la charge virale est supérieure 5 log 

copies/mL. [66] 
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➢ INNTI 

Actuellement, l’efavirenz n’est plus retenu comme troisième agent d’une première trithérapie. 

En effet, une autre molécule, présentant un meilleur profil de tolérance et une efficacité 

équivalente ou supérieure est disponible en un comprimé par jour : 

- rilpivirine : à condition que la charge virale soit inférieure à 5 log copies/mL 

Le taux de résistance important aux INNTI impose de connaître le résultat du test génotypique 

de résistance avant d’entreprendre son instauration. [66] 

 

➢ IP  

L’IP utilisé comme troisième agent de la trithérapie doit être potentialisé (IP/r) par l’addition 

d’une faible dose de ritonavir (100mg/j). Cette classe n’entraîne que rarement des résistances 

précoces, c’est pourquoi, elle est recommandée pour initier un traitement antirétroviral chez les 

patients ayant une charge virale plasmatique élevée. La molécule utilisée est le darunavir/r, 

en une prise par jour. 

L’atazanavir/r n’est plus retenu comme troisième agent. Il est moins bien toléré que le 

darunavir/r et n’apporte aucun bénéfice supplémentaire d’efficacité ou de simplicité de prise 

par rapport à ce dernier. [66] 

 

➢ INI 

Trois molécules représentant la classe des INI peuvent être utilisées comme troisième agent : 

- dolutégravir : une seule prise par jour, ne nécessite pas de potentialisation 

pharmacologique et sa barrière génétique face à la résistance du VIH-1 est plus élevée 

que pour les deux autres molécules 

- raltégravir : deux prises par jour 

- elvitégravir : une seule prise par jour. 

Pour la plupart des patients, ces molécules sont hautement efficaces, ont peu d’effets 

secondaires et n’ont pas d’interactions avec les molécules métabolisées par le cytochrome P450 

3A4. [57] [68] 

La réalisation d’un test génotypique incluant la recherche de mutations de résistances dans le 

gène de l’intégrase est recommandée avant d’envisager leur instauration. 
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Les options recommandées pour l’initiation d’un premier traitement antirétroviral sont 

résumées avec leurs dosages, posologies et précautions sur la figure 9. 

 

  

Figure 9 : Options recommandées pour l'initiation d'un premier traitement 

antirétroviral d’après le rapport Morlat (novembre 2016) [66] 
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V.2.2. Prise en charge des situations d’échec virologique  

 

Dans les situations d’échec virologique, on distingue, les situations de réplication virale faible, 

où la charge virale détectable est inférieure à 200 copies/mL ; et les échecs virologiques avérés, 

où la charge virale détectable est supérieure à 200 copies/mL. Chacune de ces situations doit 

être confirmée sur deux prélèvements consécutifs. [69] 

 

• En situation de réplication virale faible 

Les causes de l’échec virologique doivent être évaluées, identifiées et corrigées. L’échec 

virologique est le plus souvent lié à l’inobservance du patient. Dans ce cas, il peut lui être 

proposé d’adapter le schéma posologique à son rythme de vie (simplification du nombre de 

prises et du nombre de comprimés). 

Si la réplication virale persiste malgré une amélioration de l’observance et que le patient reçoit 

un traitement par INNT ou INI, une modification du traitement au profit d’un IP/r doit être 

envisagée pour prévenir la sélection de mutations de résistance. [69] 

 

• En situation d’échec virologique avéré 

La persistance d’une réplication virale supérieure à 200 copies/mL expose à un risque élevé 

d’accumulation de mutations de résistance qui peut conduire à une progression clinique plus 

rapide du VIH. Par conséquent, dans cette situation, un changement de traitement doit être 

envisagé rapidement dans les semaines suivant la mise en évidence de l’échec virologique. En 

particulier, si le patient est traité par INNTI ou INI.  

Le choix du nouveau traitement est décidé à l’occasion d’une concertation pluridisciplinaire 

associant cliniciens, virologues et pharmacologues. 

Le nouveau traitement devra associer de préférence, un IP/r actif (darunavir/r) à deux autres 

ARV actifs parmi : l’etravirine, le raltégravir, le dolutégravir, le maraviroc et l’enfuvirtide. [69] 

 

V.2.3. Optimisation de traitement en situation de succès virologique  

 

Lorsque le succès virologique est obtenu (CV < 50 copies/mL), le traitement peut être optimisé 

et individualisé pour améliorer la tolérance, faciliter l’administration tout en maintenant 

l’efficacité. 
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Plusieurs stratégies peuvent alors être envisagées : 

- Améliorer la qualité de vie du patient : simplifier l’administration en réduisant le 

nombre de prise et/ou d’unités de prise 

- Corriger ou prévenir les effets indésirables 

- Corriger ou prévenir les interactions médicamenteuses si de nouveaux traitements 

doivent être introduits 

- Réduire le coût du traitement. [60] 

 

 V.3. Le suivi thérapeutique des patients 
  

Le suivi thérapeutique des patients recevant un traitement ARV consiste en une surveillance 

clinique, biologique et immuno-virologique qui a pour but d’évaluer l’efficacité du schéma 

thérapeutique. 

Après l’initiation d’un traitement, le patient doit être revu entre 2 et 4 semaines après 

l’instauration. [46] 

 

V.3.1. Surveillance clinique  

 

A chaque consultation, l’examen clinique permet de détecter d’éventuels signes d’intolérance 

aux antirétroviraux cités précédemment (effets indésirables des ARV). Mais, il est aussi 

l’occasion de s’assurer de l’absence de certains symptômes qui pourraient être évocateurs d’une 

infection opportuniste débutante. [22] 

 

V.3.2. Surveillance biologique  

 

Le bilan standard évalue la tolérance biologique des médicaments et peut mettre en évidence 

une toxicité liée aux antirétroviraux. Ce bilan trimestriel comporte au minimum : Numération 

Formule Sanguine (NFS)/plaquettes, créatininémie et transaminases. [22] 

 

V.3.3. Surveillance immuno-virologique  

 

Le suivi virologique repose sur la mesure de l’ARN-VIH plasmatique « charge virale » et le 

typage lymphocytaire.  
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Après l’obtention d’une charge virale indétectable, un suivi trimestriel la première année puis, 

au moins semestriel est proposé, intercalé d’un bilan annuel de synthèse hospitalière. 

En revanche, les PVVIH dont le taux de lymphocytes CD4+ reste inférieur à 200/mm3 doivent 

poursuivre une surveillance hospitalière trimestrielle. [22] [70] 

 

VI. La résistance aux antirétroviraux 
 

Depuis quelques années, le nombre total d’antirétroviraux et de classes thérapeutiques a 

augmenté. Mais, les progrès accomplis voient naître l’émergence de VIH résistants aux 

antirétroviraux. Ces phénomènes de résistance, limitent les possibilités de choix thérapeutique 

parmi les molécules actives d’une même classe et représentent actuellement la cause majeure 

d’échec thérapeutique. 

 

VI.1. Définition de la résistance et mécanismes 
 

VI.1.1. Définition de la résistance  

 

Les nombreuses erreurs introduites par la transcriptase inverse lors de la réplication virale, sont 

à l’origine de nombreux variants viraux qui circulent en même temps chez un patient. Si la 

réplication virale n’est pas totalement contrôlée et persiste chez un patient traité, le traitement 

antirétroviral non optimal, agit sur les virus sauvages (sans mutation). La population de virus 

mutants devient alors majoritaire et conduit à l’échec thérapeutique. [71] 

La résistance aux antirétroviraux est donc liée à la sélection de quasi-espèces virales (sous 

population différentes d’un même virus), qui présentent des mutations dans les gènes codant 

pour les protéines cibles des antirétroviraux. Ces mutations, réduisent la sensibilité du virus au 

traitement par rapport à celle d’un virus sauvage. [72] 

 

VI.1.2. Notion de barrière génétique  

 

La barrière génétique d’un antirétroviral est définie par la capacité de ce dernier à sélectionner 

des virus résistants quand la réplication virale n’est pas contrôlée.  
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Cette notion comprend plusieurs caractéristiques : 

- « Le nombre de changements nucléotidiques nécessaires pour obtenir une mutation de 

résistance 

- L’impact de cette mutation sur le niveau de sensibilité à l’ARV 

- L’impact de cette mutation sur la capacité réplicative virale. » (73) 

En fonction de ces trois éléments, la vitesse de sélection des variants résistants sera différente. 

Pour un ARV, la barrière génétique peut être élevée, intermédiaire ou faible. Une molécule à 

barrière génétique élevée (surtout les IP) nécessite la sélection de plusieurs mutations pour 

atteindre un niveau de résistance élevé alors qu’une molécule à barrière génétique faible 

(surtout les INNTI) n’en nécessite qu’une seule. [71] [73] 

 

VI.1.3. Mécanismes de la résistance  

 

• INTI 

Deux mécanismes de résistances peuvent être observés : 

- Une diminution de l’incorporation des analogues nucléosidiques artificiels (INTI) au 

moment de la synthèse de l’ADN au profit de nucléosides naturels 

- Une excision de l’analogue nucléosidique incorporé entraînant une reprise de 

l’élongation de la chaîne d’ADN viral en formation. [72] 

 

• INNTI 

Un seul changement d’acide aminé au niveau de la poche hydrophobe située à proximité du site 

actif de l’enzyme transcriptase inverse entraîne une diminution de l’affinité de la molécule pour 

ce site et donc une diminution de son efficacité. [72] 

 

• IP 

Le phénomène de résistance aux IP est graduel et conduit progressivement à l’accumulation de 

mutations. On distingue : 

- Les mutations majeures qui apparaissent les premières et diminuent la liaison des IP à 

leur substrat enzymatique en agrandissant le site de fixation 
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- Les mutations mineures, qui surviennent secondairement, augmentent la résistance 

aux IP et permettent au virus de retrouver ses capacités réplicatives. [72] 

 

• INI 

Les mutations de résistance aux INI apparaissent autour du site catalytique de l’enzyme 

intégrase. Elles sont à l’origine de changements conformationnels qui diminuent l’affinité de la 

molécule pour ce site. L’inhibiteur n’est plus capable de chélater les cations nécessaires au bon 

fonctionnement de l’enzyme. [72] [74] 

 

• Inhibiteur de fusion 

Des mutations situées au niveau d’une des deux boucles trimériques de la glycoprotéine 

transmembranaire gp41 du virus réduisent la sensibilité à l’enfuvirtide qui inhibe la fusion et 

l’entrée du virus dans la cellule cible. [72] 

 

• Inhibiteur du corécepteur CCR5 

La résistance au maraviroc est liée à des modifications de la boucle V3 de la glycoprotéine de 

surface gp120 du virus. Celles-ci, empêchent l’enveloppe virale de s’attacher au complexe 

CCR5-maraviroc. [72] 

Les mutations majeures impliquées dans la résistance aux antirétroviraux par classe 

pharmacologique sont disponibles en annexe 2. [75] 

 

VI.2. Les tests de résistance 
 

Test génotypique : 

Même si plusieurs outils sont aujourd’hui disponibles pour évaluer la résistance aux ARV, la 

technique de génotypage de résistance s’impose comme la méthode de référence pour le 

monitoring des patients en routine au laboratoire. [74] 

Les tests génotypiques ont pour objectif d’identifier les mutations présentes dans les gènes de 

la transcriptase inverse, de la protéase, de l’intégrase, de la boucle V3 de la gp120 et de la gp41. 

[71] En routine, les laboratoires de biologie utilisent la technique de séquençage par la méthode 

de Sanger après amplification par RT-PCR, des gènes codant les protéines cibles des 
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antirétroviraux. Les étapes de la technique seront décrites de façon plus détaillée dans la partie 

« matériel et méthodes ». 

Les principales étapes de réalisation des génotypes de résistance sont présentées sur la figure 

10. 

 

Les mutations obtenues, sont interprétées par des algorithmes régulièrement actualisés, qui 

doivent être « cliniquement validés », et qui reposent sur des études de corrélation entre le profil 

de mutations et la réponse virologique vis-à-vis de l’antirétroviral analysé. Pour chaque 

antirétroviral, le résultat peut être exprimé différemment en mentionnant : « résistance » ou 

« résistance possible » ou « sans évidence de résistance ». [72] 

La qualité des résultats est liée à l’expérience du laboratoire. C’est pourquoi, un contrôle de 

qualité externe annuel a été mis en place en 2001 par l’ANRS. Il est aujourd’hui sous la 

responsabilité du Centre National de Référence sur la résistance aux antirétroviraux (CNR) et 

concerne une soixantaine de laboratoire en France. [74] 

  

Figure 10 : Principales étapes de réalisation des génotypes de résistance [74] 
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Indications du test génotypique : 

Des recommandations internationales permettent de définir la stratégie d’utilisation des tests 

génotypiques de résistance. Dans les pays industrialisés, ces tests représentent un outil pour 

aider les cliniciens dans leur décision thérapeutique, aux différentes étapes de la prise en charge 

de l’infection. On peut distinguer trois grandes situations pour lesquelles le test est 

recommandé : 

- Avant l’initiation d’une thérapie : primo-infection ou infection récente  

- Dans les situations d’échec thérapeutique 

- Dans les situations particulières telles que : la grossesse, la prophylaxie post-exposition. 

[76] 

Dans ces situations, le test de génotypage est effectué à partir de l’ARN plasmatique. Dans 

certaines circonstances particulières, le test peut être réalisé à partir de l’ADN cellulaire. Chez 

les patients en succès virologique et pour lesquels un changement de traitement est envisagé, 

l’utilisation de l’ADN proviral constitue une alternative intéressante mais encore incertaine. [77] 

En effet, si un plasma détectable est disponible au laboratoire, il faut réaliser le génotypage 

ARN. Mais, si aucun plasma n’est disponible, la seule alternative est le génotypage sur ADN 

proviral qui est cependant moins sensible. Elle pourrait conduire à une sous-détection des 

mutations par rapport au cumul des résultats réalisés antérieurement à partir de l’ARN 

plasmatique. 

 

VII. Présentation et objectifs du projet 
 

Actuellement, au laboratoire de virologie du CHU d’Angers, le génotypage de résistance du 

VIH-1 aux antirétroviraux, n’est réalisé que sur l’ARN plasmatique. La technique n’est utilisée 

que sur des échantillons de plasma dont la charge virale plasmatique est détectable et supérieure 

à 50 copies/mL. Cependant, cette technique est très longue et est parfois mise en échec par des 

charges virales « moyennes ». Elle ne permet pas d’analyser les échantillons pour lesquels la 

charge virale est indétectable ou trop faible pour être séquencée. En effet, le virus ne circule 

plus dans le plasma. A ce stade, il faut envisager de réaliser le génotypage sur l’ADN proviral 

à partir d’un échantillon de sang total. L’ADN proviral correspond au génome viral intégré dans 

l’ADN cellulaire et gardé en mémoire dans certains réservoirs comme les ganglions. 

Pour l’instant, les échantillons de sang total dont la charge virale plasmatique est indétectable 

et pour lesquels un changement de traitement est envisagé, sont envoyés au laboratoire du CHU 

de Nantes. 
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L’objectif du laboratoire de virologie du CHU d’Angers est de mettre au point la technique de 

génotypage sur l’ADN proviral. Ensuite, de la tester sur l’ARN plasmatique pour qu’une 

technique unique adaptée au deux matrices ARN et ADN soit utilisable et performante quelle 

que soit la charge virale du patient. 

Pour commencer la mise au point de la technique, nous avons utilisé des réactifs différents de 

ceux qui servent en routine. Nous nous sommes inspirés du protocole de Nantes et l’avons 

adapté à notre matériel et aux conditions de travail.  
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PARTIE 2. MATERIEL ET METHODES 

 

I. Echantillons biologiques 

 

Pour la mise au point de la technique, nous avons utilisé 18 échantillons de sang total qui avaient 

déjà été envoyés au CHU de Nantes et pour lesquels nous avions obtenu les résultats du 

séquençage sur l’ADN proviral. Il s’agit de patients infectés par le VIH et suivis au laboratoire 

de virologie du CHU d’Angers. Pour tous ces patients, la charge virale plasmatique était 

indétectable (< 1.6 log cop/mL). La méthode de séquençage sur l’ARN plasmatique utilisée en 

routine au CHU d’Angers n’a donc pas pu être réalisée sur ces échantillons.  

Pour préserver l’anonymat des patients, les échantillons de sang total ont été identifiés de E1 à 

E18. L’ensemble des données est issu du logiciel GLIMS utilisé au laboratoire de virologie du 

CHU d’Angers. Les échantillons de sang total issus des prélèvements étaient conservés dans un 

congélateur à -80°C. 

 

II. Méthodes 

   

 II.1. Extraction de l’ADN proviral 

 

• Principe et réalisation technique 

Pour obtenir l’ADN proviral à partir d’échantillons de sang total, nous avons réalisé une 

extraction automatisée sur le NucliSENS easyMAG®, un appareil commercialisé par 

BIOMERIEUX. 

Pour la première étape de l’extraction, un tampon de lyse, « Lysis Buffer » est distribué par 

l’automate dans chaque cupule prête à recevoir les échantillons de sang total. Ce tampon permet 

de lyser les globules rouges du sang total qui vont libérer leur contenu et donc l’ADN proviral 

présent à l’intérieur du noyau des cellules sanguines.  

Ensuite, un mix est préparé en fonction du nombre d’échantillons à extraire. Ce mix contient le 

tampon de lyse « Lysis Buffer » et de la silice magnétique. Cette méthode, repose sur 

l’adsorption sélective d’acides nucléiques sur des particules de silice magnétique. En effet, les 

débris cellulaires, les protéines et les molécules indésirables restent en solution alors que l’ADN 

se fixe sur la silice. 
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Une fois le mix préparé, 740µL sont déposés dans chaque cupule. On y ajoute une prise d’essai 

de 200µL de chaque échantillon de sang total à extraire. L’ensemble du mélange est 

homogénéisé à l’aide d’une pipette automatique multicanaux.  

Après plusieurs étapes de lavages et purification, l’ADN proviral est libéré de la silice et élué 

avec un tampon sous un volume variable déterminé au préalable dans l’automate. [78] [79] 

 

 II.2. Réaction de PCR  
 

• Le kit de PCR 

Nous avons utilisé le kit Premix Ex TaqTM (Hot Start Version) commercialisé par TaKaRa Bio 

Inc. Ce kit est différent de celui utilisé actuellement en routine pour la technique sur l’ARN. 

Ce kit contient : 

- La TaKaRa Ex Taq HS : il s’agit d’une Taq DNA polymérase thermorésistante 

nécessaire à l’élongation des amorces. 

- Le dNTP mixture : qui contient des désoxyribonucléotides, précurseurs de la réaction, 

qui vont être incorporés par la Taq polymérase pour allonger les amorces. 

- Le Ex Taq Buffer : un tampon qui contient du Mg2+ nécessaire au bon fonctionnement 

de l’enzyme. [80] [81] 

 

• Les amorces 

Pour la mise au point de la technique, nous avons utilisé des amorces différentes de la routine. 

En revanche, il s’agissait des mêmes amorces que celles utilisées par le CHU de Nantes. Ces 

amorces sont décrites par l’ANRS. 

Un couple d’amorces avec un brin sens et un brin anti-sens est utilisé pour chacun des quatre 

gènes et pour chacune des deux PCR. Chaque couple porte le nom de « outer » pour la première 

PCR et « inner » pour la PCR nichée. Ces amorces sont présentées dans le tableau 3. [82] 
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Tableau 3 : Liste des amorces utilisées par le CHU de Nantes 

Gène 
Couple 

d’amorce 
Sens 

Nom de 

l’amorce 

Taille de 

l’amplicon 

(pb) 

Protéase 

Outer 
Sens 5’PROT1 

649 
AntiSens 3’PROT1 

Inner 
Sens 5’PROT2 

515 
AntiSens 3’PROT2 

Réverse 

transcriptase 

Outer 
Sens MJ3 

941 
AntiSens MJ4 

Inner 
Sens A35 

806 
AntiSens NE135 

Integrase 

Outer 
Sens INPS1 

770 
AntiSens INPR8 

Inner 
Sens INPS3 

723 
AntiSens INPR9 

gp120 

Outer 
Sens Env31 

586 
AntiSens Env8 

Inner 
Sens Env7 

374 
AntiSens ED33 

 

Nous avons aussi conservé les amorces de routine pour une éventuelle utilisation en seconde 

intention au cours de notre mise au point. Contrairement à celles de Nantes, elles ne sont pas 

décrites par l’ANRS, elles ont été définies par un des biologistes lors de la mise en place du 

génotype de résistance au laboratoire d’Angers dans les années 2000. Elles sont présentées dans 

le tableau 4. 
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Tableau 4 : Liste des amorces de routine utilisées par le CHU d’Angers 

Gène 
Couple 

d’amorce 
Sens 

Nom de 

l’amorce 

Taille de 

l’amplicon 

(pb) 

Protéase 

Outer 
Sens PRP1 

1199 
AntiSens PRP2 

Inner 
Sens PR1 

457 
AntiSens PR2 

Réverse 

transcriptase 

Outer 
Sens PRP1 

1199 
AntiSens PRP2 

Inner 
Sens RT1 

741 
AntiSens RT2 

Integrase 

Outer 
Sens IN12 

1263 
AntiSens IN13 

Inner 
Sens IN1 

1085 
AntiSens BH4 

gp120 

Outer 
Sens E10 

1359 
AntiSens E11 

Inner 
Sens E12A 

438 
AntiSens E13 

 

• Principe de la PCR 

La PCR ou Polymerase chain reaction est le chef de file des méthodes d’amplification génique. 

L’amplification génique, permet de multiplier de manière exponentielle un fragment d’ADN 

cible.  

Pour le génotypage de résistance du VIH-1, la PCR met en évidence des régions ciblées du 

génome viral, intégrées au génome cellulaire, par amplification à l’aide d’une enzyme ADN 

polymérase thermorésistante (Taq polymérase). Les régions sont celles qui codent pour les 

enzymes ou protéines impliquées dans le cycle de réplication du VIH : 

- Protéase 

- Reverse Transcriptase 

- Intégrase 

- Gp120. 
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La technique de PCR, est basée sur la capacité de l’ADN polymérase à synthétiser le brin 

complémentaire d’un ADN servant de matrice. Pour cela, des segments d’acides nucléiques 

connus, des oligonucléotides, vont servir d’amorces et s’associer à la matrice par 

complémentarité pour initier le processus. 

La réaction de PCR peut se décomposer en plusieurs étapes présentées ci-dessous : 

- La dénaturation thermique (≈ 95°C) : les deux brins d’ADN sont séparés par la 

chaleur qui rompt les liaisons hydrogènes. Les deux brins séparés en ADN simple brin, 

vont servir de matrice au cours des cycles d’amplification. 

- L’hybridation des amorces (≈ 55°C) : les deux amorces (sens et antisens, chacune 

complémentaire d’un des brins), s’hybrident à tout ADN simple brin qui comporte la 

séquence complémentaire. Elles vont déterminer les bornes de la séquence à amplifier. 

- L’élongation (ou extension) des amorces (≈72°C) : l’enzyme ADN polymérase (Taq 

polymérase) incorpore des désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 

complémentaires de la séquence de la matrice, pour allonger l’amorce à laquelle elle est 

hybridée. La synthèse s’effectue toujours dans le sens 5’3’. 

Ces trois étapes sont répétées de manière cyclique au cours du processus d’amplification. A 

chaque cycle, le nombre de copies de la séquence cible est doublé. Ainsi, l’amplification de la 

séquence cible est exponentielle. 

A la fin de la réaction, les produits de PCR sont refroidis à 4°C pour conserver les amplicons. 

Pour le génotypage de résistance du VIH-1, deux PCR successives sont nécessaires. La 

première PCR est classique et s’effectue selon les étapes décrites précédemment. En revanche, 

la deuxième PCR est appelée « PCR nichée (nested PCR) ». Au cours de cette PCR, le produit 

issu de la première PCR est amplifié à nouveau grâce à un second couple d’amorces. La 

particularité de ces amorces, est qu’elles s’hybrident à une partie interne de la séquence 

précédemment amplifiée d’où le terme de « PCR nichée ». L’intérêt de cette méthode est 

d’augmenter la sensibilité et la spécificité de la réaction. [80] 

 

• Réalisation technique 

La première étape consiste à préparer un mix, différent pour chacune des deux PCR puisque les 

amorces utilisées ne sont pas les mêmes. Cette étape est réalisée dans une pièce « propre » sous 

une hotte. 
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Dans le tableau 5 ci-dessous est présentée la composition du mélange réactionnel pour la PCR. 

 

Tableau 5 : Composition du mix de PCR 

Composition Volume pour 1 tube Concentration finale 

Eau PPI 12.5µL  

Premix ExTaq HS [2X] 25µL [1X] 

Amorce Sens [20µM] 1.25µL [500nM] 

Amorce AntiSens [20µM] 1.25µL [500nM] 

 

Les amorces, préalablement reconstituées à 100µM puis aliquotées sous 10µL et stockées à -

20°C, sont diluées à 20µM en ajoutant 40µL d’eau pour préparation injectable (PPI).  

La quantité de mix à réaliser est calculée pour le nombre d’extraits à amplifier plus un, pour 

être certain d’avoir une quantité suffisante à distribuer dans les barrettes. Un mix est réalisé 

pour chacun des quatre gènes à amplifier (protéase, réverse transcriptase, intégrase, gp120).  

Les barrettes sont identifiées avec le nom du gène amplifié et le numéro de l’échantillon extrait 

sur chaque puits. 

Pour la première PCR, 40µL de mix sont distribués dans chaque puits auxquels on ajoute 10µL 

d’ADN extrait. Un puits est rempli avec 10µL d’eau PPI pour constituer le témoin négatif qui 

sert de contrôle et nous assure de l’absence de contamination. Le dépôt des extraits se fait dans 

la zone de pré-amplification. 

Pour la PCR nichée, 40µL de mix sont également distribués dans chaque puits auxquels on 

ajoute 10µL des produits issus de la première PCR. Le dépôt des 10µL se fait alors dans la zone 

de post-amplification. 

Pour réaliser la réaction, les barrettes sont placées dans un thermocycleur VERITY (le 

thermocycleur pour la PCR nichée se trouve en zone post PCR). Le programme avec les profils 

de température est le même pour les deux PCR et est présenté dans le tableau 6. 
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Tableau 6 : Programme et profils de température utilisé pour les PCR 

Température Temps Nombre de cycles Etape 

95°C 5min 1 Dénaturation 

95°C 

55°C 

72°C 

30 sec 

30 sec 

1 min 

40  

Dénaturation 

Hybridation 

Elongation 

72°C 10 min 1 Elongation 

4°C Infini 1 Refroidissement 

 

 II.3. Electrophorèse sur gel d’agarose 
 

• Principe et réalisation technique 

Pour vérifier l’efficacité de l’amplification, une électrophorèse sur gel d’agarose à 2% est 

réalisée à partir des produits de la deuxième PCR (PCR nichée). Il s’agit d’une technique de 

séparation des fragments d’acides nucléiques en fonction de leur poids moléculaire. Elle va 

permettre d’identifier si les fragments d’ADN attendus ont été amplifiés et si leur taille est la 

bonne. 

La première étape consiste à préparer les gels. Pour fabriquer deux gels, 120mL de tampon Tris 

Borate EDTA (TBE) à 0,5X sont mélangés dans un erlenmeyer avec un sachet de 2g de poudre 

d’agarose préparé au préalable. Le mélange est chauffé au four à micro-ondes jusqu’à obtention 

d’une solution limpide. Après refroidissement de cette solution, 4 gouttes de Bromure 

d’Ethidium (BET) sont ajoutées sous une hotte. Le BET, est une molécule qui s’intercale entre 

les bases de l’ADN double brin et dont l’exposition à un rayonnement UltraViolet (UV) la fait 

fluorescer et permet de repérer les fragments d’ADN qui ont migré. Le gel est ensuite coulé 

dans une cuve composée d’un support et de peignes mis en place pour former les puits. La 

solution refroidit pendant environ 30 minutes et le gel prend. 

Ensuite, vient l’étape de la migration. Le gel sur son support est immergé dans une cuve à 

électrophorèse contenant le tampon TBE à 0.5X. Dans une plaque à puits profonds, 5µL de 

produits de la PCR nichée sont déposés et mélangés avec 2µL de bleu de bromophénol. Ce 

produit contient du glycérol qui empêche le mélange entre l’échantillon et le tampon lors du 

dépôt dans les puits du gel. Il permet aussi de visualiser la migration. Les 7µL présents dans les 

puits de la plaque, sont déposés dans les puits du gel. 
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Un puits sur chaque ligne du gel, est rempli avec 4µL d’un étalon de poids moléculaire de 

1kilobase donnant une bande tous les 100 paires de bases et qui permet de comparer la taille 

des fragments. La migration dure 30 minutes à 135 volts. Grâce au champ électrique, l’ADN 

chargé négativement, va migrer vers la cathode chargée positivement. 

Enfin, le gel est placé sous ultraviolets pour révélation. A l’aide du logiciel « Vision Capt », 

une photo des résultats est prise et peut être enregistrée. [83] 

 

 II.4. Purification des produits de la PCR nichée 
 

• Principe et réalisation technique 

La première purification des produits de la PCR nichée a pour but d’isoler les amplicons d’ADN 

et d’éliminer les restes de réactifs (enzymes, amorces, nucléotides, sels…). Cette technique de 

purification se réalise en microplaque, constituée de puits plats au fond desquels se trouve une 

membrane qui sert de filtre.  

Pour cette technique de purification par microfiltration, un kit de purification NucleoFast ® 96 

PCR est utilisé sur l’automate MultiPROBE II. Cinquante microlitres de produits de la PCR 

nichée sont chargés sur le filtre. Un vide est appliqué, le liquide est aspiré tandis que les 

amplicons d’ADN sont retenus à la surface du filtre. Pour que la technique fonctionne, il est 

nécessaire que les fragments d’ADN aient une taille supérieure à 150 paires de base. Sinon, ils 

risqueraient d’être aspirés également à travers le filtre. Ensuite, deux lavages à l’eau PPI sont 

réalisés avant de récupérer dans une autre microplaque, les fragments d’ADN élués sous 50 µL, 

qui se trouvent au-dessus du filtre. [84] [85] 

 

 II.5. Quantification de l’ADN 
 

• Principe et réalisation technique 

La concentration en ADN dans chaque échantillon est déterminée par une mesure au Nanodrop 

ND-1000, un spectrophotomètre UV/visible. Deux microlitres de produits purifiés sont déposés 

sur la marche de dépôt. L’automate fait passer un laser et mesure l’absorbance à 260 et 280nm. 

Une courbe est alors obtenue et pour chaque échantillon, la valeur de l’absorbance à 260 nm 

est multipliée par un facteur de conversion égal à 50 qui permet de déterminer la concentration 

en acides nucléiques en ng/µL.  
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Le rapport de l’absorbance à 260nm et 280nm doit être compris entre 1.8 et 2. Si non, cela 

signifie que le produit n’est pas pur.  

A partir des concentrations obtenues, les échantillons sont dilués pour obtenir une concentration 

de 1ng/µL. [78] 

 

 II.6. Séquençage 
  

  II.6.1. PCR de séquence 

 

• Le kit de PCR 

La PCR de séquence est réalisée avec le kit Big dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing. Ce 

kit est un mélange réactionnel contenant : 

- L’enzyme Taq polymerase 

- Les 4 désoxyribonucléotides 

- Les 4 didésoxyribonucléotides marqués chacun par un fluorochrome différent 

 

• Les amorces 

Les couples d’amorces utilisés pour la PCR de séquence sont identiques à ceux utilisés 

précédemment dans la mise au point, pour la PCR nichée. 

 

• Principe de la PCR de séquence 

Le séquençage est une méthode qui consiste à déterminer la succession des nucléotides sur 

l’ADN. Ce procédé, permet de déterminer les différentes anomalies responsables de maladies 

génétiques, ou mutations à l’origine de la résistance aux traitements antirétroviraux. 

Le laboratoire de virologie du CHU d’Angers utilise la méthode de Sanger automatisée. [86] La 

PCR de séquence est une technique de PCR classique réalisée sur les produits purifiés 

précédemment. Cependant, une seule amorce sens ou anti-sens est utilisée pour ne séquencer 

qu’un seul brin d’ADN.  

Dans le mélange réactionnel, des Didésoxyribonucléotides Triphosphates (ddNTP) sont 

ajoutés. Par rapport aux Désoxyribonucléotides (dNTP), le groupement 3’OH du ribose est 

absent. Ils ont en plus, la particularité d’être marqués par un fluorochrome spécifique de chaque 

nucléotide.  
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Après hybridation de l’amorce avec sa séquence complémentaire à analyser, l’enzyme Taq 

polymérase assure l’élongation de l’amorce par l’incorporation de dNTP. Cependant, lorsque 

l’enzyme rencontre et incorpore un ddNTP à la place d’un dNTP, elle ne peut plus continuer sa 

polymérisation. En effet, l’absence du groupement 3’OH sur le ddNTP empêche sa liaison 

phosphodiester avec le nucléotide suivant. La réaction d’extension est alors interrompue. 

Théoriquement, un ddNTP est incorporé pour chaque position. Ainsi, de nombreux fragments 

d’ADN sont obtenus, de tailles variables avec une base marquée à leur extrémité. [87] 

 

• Réalisation technique 

La première étape consiste toujours à préparer le mélange réactionnel pour la PCR de séquence. 

La composition de ce mélange est indiquée dans le tableau 7. 

 

Tableau 7 : Composition du mix pour la PCR de séquence 

Composition Volume pour 1 tube Concentration finale 

Eau PPI 10.5µL  

Tampon Big Dye [5X] 3µL [1X] 

Amorce [20µM] 0.5µL [0.5µM] 

Big Dye Terminator v3.1 1µL  

 

Ensuite, sur une microplaque, 15µL du mélange réactionnel sont déposés, auxquels sont ajoutés 

5µL d’ADN purifié. 

La réaction de PCR de séquence est effectuée dans un thermocycleur VERITY dont le 

programme et profils de température sont présentés dans le tableau 8. 

 

Tableau 8 : Programme et profils de température utilisé pour le PCR de séquence 

Température Temps Nombre de cycles Etape 

96°C 1min 1 Dénaturation 

96°C 

50°C 

60°C 

10 sec 

5 sec 

4 min 

25  

Dénaturation 

Hybridation 

Elongation 

4°C Infini 1 Refroidissement 
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  II.6.2. Purification des produits de la PCR de séquence 

 

• Principe et réalisation technique 

Pour conserver uniquement les brins d’ADN « propres » et éliminer les ddNTP qui peuvent 

gêner la lecture au séquenceur, une purification des produits de la PCR de séquence est réalisée. 

Dans chaque puits, 80µL d’isopropanol à 70% sont ajoutés. Après au moins 30 minutes 

d’incubation à l’obscurité, les microplaques sont centrifugées pendant 45 minutes pour culoter 

l’ADN qui précipite puisqu’il est insoluble dans l’isopropanol. Ensuite, par retournement des 

plaques, les impuretés liquides sont éliminées. Une deuxième centrifugation est réalisée avant 

de remettre l’ADN du culot en suspension dans 20µL de formamide qui permet de conserver 

l’intégrité de l’ADN. 

 

  II.6.3. Migration électrophorétique 

 

• Principe et réalisation technique 

La dernière étape du séquençage, consiste en une électrophorèse capillaire dans le séquenceur 

automatisé ABI 3130XL pour séparer les fragments d’ADN qui vont migrer selon leur taille. 

Un gel de polyacrylamide hautement résolutif (qui sépare l’ADN base par base), est injecté 

dans un capillaire. Ce capillaire est immergé dans la solution d’ADN précédemment purifiée. 

Le liquide monte dans le capillaire et se diffuse sous l’influence d’un champ électrique. Au bout 

du capillaire, un laser excite les fluorochromes présents sur chaque ddNTP. A chaque passage 

d’un fragment d’ADN, la fluorescence émise est mesurée. Le signal lumineux est traité par un 

ordinateur qui donne les résultats sous forme d’un fluorogramme par une succession de pics de 

couleurs différentes, chaque couleur correspondant à un nucléotide donné. Cela permet 

d’assigner une base et de déterminer la séquence nucléotidique. [87] 

 

 II.7. Analyse des chromatogrammes  
 

Les séquences nucléotidiques obtenues sont récupérées et transférées dans le logiciel Greg +. 

Il s’agit d’un logiciel qui permet d’aligner les séquences déterminées avec des séquences de 

référence contenant les mutations. Les séquences nucléotidiques sont traduites en séquences 

protéiques d’acides aminés. Si des mutations impliquées dans la résistance aux traitements 

antirétroviraux sont présentes sur la séquence à analyser, elles peuvent être détectées par 
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comparaison avec les séquences de référence à l’aide de l’algorithme d’interprétation établi 

chaque année par le groupe Résistance de l’AC11 VIROLOGIE de l’ANRS disponible sur le 

site http://www.hivfrenchresistance.org et visible en annexe 3, 4, 5 et 6. [87] [88] 

La figure 11 présente le principe du séquençage selon la méthode de Sanger. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Principe du séquençage selon la méthode de Sanger [89] 

http://www.hivfrenchresistance.org/
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PARTIE 3. RESULTATS DE l’ETUDE 
 

I. Détermination des conditions expérimentales pour détecter 

l’ADN proviral 
 

  I.1. Détermination du volume d’élution lors de l’extraction de 

l’ADN et du volume d’extrait d’ADN à déposer pour la réaction de PCR 
 

La première étape dans la mise au point de la technique, consistait à déterminer un volume 

d’éluat optimal à récupérer lors de l’extraction de l’ADN. Ensuite, il fallait déterminer le 

volume d’extrait d’ADN à déposer dans les barrettes contenant le mix préparé pour la première 

PCR. 

Pour cela, nous avons utilisé deux extraits d’échantillons avec deux sous-types viraux différents 

selon les résultats du CHU de Nantes. L’extrait E1, de sous-type viral B et l’extrait E2, de sous 

type viral CRF02. Ces deux échantillons ont été extraits séparément. Les premières PCR et 

PCR nichées ont également été réalisées séparément. En revanche, la migration sur gel 

d’agarose s’est faite en même temps.  

Chaque échantillon a été extrait avec une prise d’essai de 200µL de sang total. Un éluat de 

50µL et un autre de 100µL ont été récupérés. Après préparation et dépôt des 40µL du mix de 

première PCR pour chaque gène, chaque barrette contenait 4 puits. Les extraits ont été déposés 

de la façon suivante : 

- 1 puits avec 5µL d’extrait élué sous 50µL et 5µL d’eau 

- 1 puits avec 10µL d’extrait élué sous 100µL 

- 1 puits avec 10µL d’extrait élué sous 50µL 

- 1 puits témoin négatif. 

Après migration et révélation sous UV, les résultats obtenus se trouvent sur la figure 12. Toutes 

les photos de gels présentées ont le même sens de migration défini ci-dessous : 

  

Migration 
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Pour rappel, les tailles des bandes attendues par rapport à l’échelle de poids moléculaire pour 

chaque gène lors de la PCR nichée sont les suivantes : 

- Protéase (PROT) : 515pb  

- Réverse Transcriptase (RT) : 806pb  

- Intégrase (IT) : 723pb  

- GP120 (GP) : 374pb  

 

 

Pour cette première manipulation, la technique n’a pas très bien fonctionné puisque seuls les 

gènes de la réverse transcriptase et de l’intégrase ont été amplifiés et uniquement pour 

l’échantillon E2.  

Les autres bandes que l’on retrouve sont non spécifiques c’est-à-dire qu’elles ne correspondent 

pas à la taille de l’amplicon normalement attendue. 

Pour la réverse transcriptase de l’échantillon E2, la PCR avec un dépôt de 10µL a mieux 

fonctionné qu’avec le dépôt de 5µL. En revanche, il n’y a pas de différence entre l’élution sous 

50µL et l’élution sous 100µL à volume de dépôt égal. 

Pour l’intégrase de l’échantillon E2, on retrouve des bandes dites « parasites » pour l’élution 

sous 50µL qu’on ne retrouve pas pour l’élution sous 100µL. 

Figure 12 : Photo du gel avec variation du volume d'élution et du 

volume de dépôt 
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Les PCR n’ayant pas bien fonctionné, nous les avons recommencés pour les deux échantillons, 

mais cette fois ci en même temps. 

Les résultats obtenus se trouvent sur la figure 13. 

 

Les gènes de la réverse transcriptase, de l’intégrase et de la gp120 ont été amplifiés pour 

l’échantillon E2 mais pas le gène de la protéase. 

En revanche, aucun des gènes n’a été amplifié pour l’échantillon E1. 

Nous avons décidé de poursuivre la mise au point avec un volume d’élution de 100µL pour 

l’extraction de l’ADN proviral et un volume de dépôt de 10µL d’extrait. 

 

  I.2. Détermination de la température d’hybridation des amorces 
 

La seconde étape de la mise au point, consistait à déterminer la température d’hybridation 

optimale des amorces avec les séquences d’ADN cible complémentaires. Pour cela, nous avons 

fait varier la température d’hybridation dans le thermocycleur pour la première PCR 

uniquement. 

  

Figure 13 : Photo du gel après PCR effectuée en même temps pour 

les 2 échantillons 
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Nous avons utilisé deux extraits d’échantillons élués sous 100µL avec deux sous-types viraux 

différents selon les résultats du CHU de Nantes. L’extrait E3, de sous-type CRF02 et l’extrait 

E4, de sous-type B. 

Au total, douze barrettes ont été utilisées pour cette manipulation. En effet, chacun des quatre 

gènes a été testé avec une température d’hybridation de 55°C, 57°C et 59°C au cours de la 

première PCR. Pour la PCR nichée, la température d’hybridation a été maintenue à 55°C.  

En augmentant la température d’hybridation, l’objectif était d’augmenter la stringence c’est-à-

dire, la capacité des amorces à s’hybrider uniquement avec une séquence d’ADN cible 

parfaitement complémentaire. 

Les résultats obtenus se trouvent sur les figures 14 et 15. 

 

A une température d’hybridation de 55°C, les quatre gènes ont été amplifiés pour l’échantillon 

E4. 

Même si la bande pour le gène de la réverse transcriptase paraît plus intense à 57°C pour 

l’échantillon E4, les gènes de la protéase et de l’intégrase n’ont pas été amplifiés à cette 

température. 

  

Figure 14 : Photo du gel avec une température d'hybridation 

(T) de 55°C et 57°C en 1ère PCR 
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De la même façon, les bandes pour les gènes de la réverse transcriptase et de la gp120 semblent 

plus intenses à la température de 59°C mais les gènes de la protéase et de l’intégrase n’ont pas 

été amplifiés. 

Concernant l’échantillon E3, aucun des gènes n’a été amplifié quelle que soit la température. 

Avec ces résultats, nous avons décidé de poursuivre la mise au point en utilisant une 

température d’hybridation de 55°C. 

 

  I.3. Détermination de la concentration en amorces 
 

La dernière étape de la mise au point, consistait à déterminer la concentration finale optimale 

en amorces. Pour cela, nous avons fait varier la concentration finale en amorces dans les 

barrettes pour la PCR nichée uniquement. Les volumes nécessaires en eau PPI et amorces à 

mélanger dans le mix pour obtenir successivement des concentrations de 200nM, 350nM, 

500nM et 650nM ont été calculés. 

Cette fois, un seul échantillon, E4, a été utilisé. Puisqu’aucun paramètre ne variait pour la 

première PCR, les produits de première PCR avec la température d’hybridation de 55°C 

précédemment décrits ont été réutilisés. Pour être certain d’avoir une quantité suffisante en 

produits de première PCR, 9µL et non 10µL, ont été déposés pour réaliser la PCR nichée. 

  

Figure 15 : Photo du gel avec une température d'hybridation de 

59°C en 1ère PCR 
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Pour chaque gène, quatre mix ont été réalisés avec les quatre concentrations différentes en 

amorces. La PCR nichée a été faite séparément pour chaque gène. 

Les résultats obtenus se trouvent sur les figures 16 et 17. 

 

Le gène de la protéase a été amplifié pour l’échantillon E4 quelle que soit la concentration en 

amorces. Il n’y a pas de différences d’intensité entre les bandes. 

En revanche, pour le gène de la réverse transcriptase, les bandes sont plus intenses à 500nM et 

650nM. 

  

Figure 16 : Photo du gel avec les différentes concentrations en 

amorces en 2ème PCR pour les gènes Protéase et Réverse 

Transcriptase 
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Le gène de l’intégrase n’a pas été amplifié à 200nM et très faiblement à 350nM. Cependant, la 

différence d’intensité des bandes est quasiment nulle entre 500 et 650nM. 

De la même façon que pour la protéase, le gène de la gp120 a été amplifié quelle que soit la 

concentration en amorces utilisée. 

Nous avons décidé de retenir la concentration finale en amorces de 500nM. 

 

II. Validation du protocole sur les 18 échantillons 
 

Après validation des conditions expérimentales décrites ci-dessus, les paramètres retenus ont 

été les suivants : 

- Volume d’élution : 100µL 

- Volume de dépôt : 10µL 

- Température d’hybridation : 55°C 

- Concentration en amorces : 500nM 

Ces conditions expérimentales jugées « optimales » ont été testées sur l’ensemble des 18 

échantillons que nous avons nommées protocole 1.  

Figure 17 : Photo du gel avec les différentes 

concentrations en amorces en 2ème PCR pour les gènes 

Integrase et Gp120 
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  II.1. Amplification avec le protocole 1 
 

 Les échantillons E5 à E18 ont été extraits avec une prise d’essai de 200µL de sang total élués 

sous 100µL. Les extraits des échantillons E2 et E4 élués sous 100µL ont été réutilisés puisque 

leur amplification avait bien fonctionné lors de la mise au point. En revanche, les échantillons 

E1 et E3 ont été à nouveau extraits puisqu’aucun gène n’avait été amplifié précédemment. 

Au cours du protocole 1, les manipulations n’ayant pas été réalisées par une personne 

expérimentée en techniques de biologie moléculaire, plusieurs essais ont dû être réalisés. 

Essai n°1 : 

Sur un total de 72 gènes (18 échantillons avec chacun 4 gènes) : 43 ont été amplifiés soit environ 

60%. 

A titre d’exemple, les résultats obtenus pour les échantillons E1 à E4 sont présentés sur la figure 

18. Les gènes pour lesquels l’amplification n’a pas fonctionné sont représentés par un cercle 

rouge. 

 

  

Figure 18 : Photo du gel avec utilisation des conditions 

"optimales" pour les échantillons E1 à E4 (essai n°1) 
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Essai n°2 :  

Pour cet essai, les deux PCR ont été réalisées gène par gène en reprenant uniquement les 

échantillons pour lesquels nous n’obtenions pas d’amplification totale sur les quatre gènes. 

Ceci, dans le but de diminuer la quantité de mix à préparer et le nombre de barrettes à utiliser 

pour limiter d’éventuelles erreurs de manipulation. 

Sur les 29 gènes non amplifiés à l’essai n°1, 11 l’ont été à l’essai n°2. 

A titre d’exemple, les résultats obtenus pour le gène de la protéase sont présentés sur la figure 

19.  

 

Essai n°3 : 

Les échantillons E3, E9 et E10 pour lesquels les quatre gènes n’ont jamais été amplifiés aux 

essais n°1 et n°2, n’ont pas été testés à l’essai n°3 (soit 12 gènes). 

Pour les 6 gènes restants non amplifiés aux essais n°1 et n°2, les échantillons correspondants 

ont été extraits une nouvelle fois en même temps et élués sous 100µL. Puis, les gènes ont été 

amplifiés ensemble au cours des réactions de PCR.  

Sur les 6 gènes restants, 3 ont été amplifiés. 

Figure 19 : Photo du gel lors de l’essai n°2 pour le gène 

Protéase 
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Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 20. 

 

• Bilan du Protocole 1  

Sur un total de 72 gènes, le protocole 1 a permis d’amplifier 57 gènes soit environ 79%. 

- Pour 12 des 18 échantillons, les 4 gènes ont été amplifiés 

- Pour 3 des 18 échantillons, 1 seul gène n’a pas été amplifié 

- Pour 3 des 18 échantillons, aucun gène n’a été amplifié. 

 

  II.2. Amplification avec le protocole 2 : élution sous 50µL 
 

Après avoir analysé nos résultats, nous avons décidé de tester les six échantillons pour lesquels 

l’amplification des quatre gènes n’était pas complète, en modifiant le volume d’élution des 

extraits.  

Les six échantillons ont donc été extraits avec une prise d’essai de 200µL de sang total élués 

sous 50µL. Un échantillon supplémentaire, (E12), dont les quatre gènes avaient été amplifiés 

dès l’essai n°1 du protocole 1, a été également extrait et élué sous 50µL pour servir de témoin 

positif. L’objectif était de déterminer si un extrait d’ADN plus concentré permettrait d’avoir de 

meilleurs résultats d’amplification. Pour chaque échantillon, les quatre gènes ont été testés. 

Figure 20 : Photo du gel lors de l’essai n°3 
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Les résultats obtenus sont présentés sur les figures 21 et 22. 

 

Figure 21 : Photo du gel lors du protocole 2 avec un 

volume d'élution de 50µL pour les gènes Protéase et 

Réverse Transcriptase 

Figure 22 : Photo du gel lors du protocole 2 avec un 

volume d'élution de 50µL pour les gènes Intégrase et 

gp120 



83 

 

• Bilan du protocole 2 

Parmi les 15 gènes non amplifiés à l’issu du protocole 1, 7 l’ont été avec le protocole 2.  

Par contre, l’échantillon E12 servant de témoin positif dans cet essai, n’a pas été amplifié ainsi 

que certains gènes qui avaient été pourtant amplifiés précédemment.  

Au total, on obtient un résultat d’amplification de 64 gènes sur 72 soit environ 89%. 

 

  II.3. Amplification avec le protocole 3 : amorces utilisées en 

routine à Angers 
 

Après analyse des résultats du protocole 2, il ne restait que très peu de gènes non amplifiés sur 

un nombre restreint d’échantillons. Notre dernière tentative a consisté à préparer les mix de 

PCR avec les amorces habituellement utilisées en routine. A la différence de celles utilisées 

précédemment pour la première PCR, il s’agit du même couple d’amorce pour le gène de la 

protéase et de la réverse transcriptase. 

Les échantillons concernés et le témoin positif (E12) ont été une dernière fois extraits et élués 

sous 50µL. 

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 23. 

  

Figure 21 : Photo du gel après utilisation des amorces de 

routine lors du protocole 3 
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• Bilan du protocole 3 

Sur les 8 gènes restants non amplifiés à l’issus du protocole 2, 5 l’ont été avec le protocole 3. 

Au final, on obtient un résultat d’amplification de 69 gènes sur 72 soit environ 96 %. 

 

  II.4. Synthèse des résultats de l’amplification : bilan des 3 

protocoles 
 

Les résultats de l’amplification des 18 échantillons après l’utilisation des trois protocoles décrits 

précédemment sont présentés dans le tableau 9. 

 

Tableau 9 : Résultats de l’amplification pour les 18 échantillons après les 3 protocoles 

expérimentaux 

 

L’ingénieur du laboratoire est intervenu pour améliorer encore ces résultats. En utilisant le 

protocole 2 (200%µL de prise d’essai et 50µL d’élution), elle a pu obtenir l’amplification de 2 

gènes supplémentaires.  

Le résultat final de l’amplification est de 71 gènes sur 72 soit presque 99%. 

Le seul gène qui n’a jamais été amplifié est le gène de la gp120 pour l’échantillon E17.  

 

III. Résultats du séquençage 
 

  III.1. Comparaison de la performance du séquençage à Angers 

et à Nantes 
 

Les deux laboratoires utilisent la même technique de séquençage, celle de Sanger. Des 

différences entre les réactifs et/ou le séquenceur utilisés pourraient exister mais nous ne 

disposons pas de ces informations. 

  

Protocole 

Prise 

d’essai 

(µl) 

Elution 

(µL) 
Amorces 

Amplification 

Nombre 

de gènes 

Pourcentage 

de gènes 

Echantillons 

avec 4 gènes 

amplifiés  

1 200 100 Nantes 57/72 79 % 12/18 

2 200 50 Nantes 64/72 89 % 13/18 

3 200 50 Angers 69/72 96 % 15/18 
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A Angers, le séquençage des échantillons a été réalisé par l’ingénieur du laboratoire de 

virologie. Les résultats sont présentés dans le tableau 10. 

 

Tableau 10 : Comparaison des résultats du séquençage des 18 échantillons à Angers et à 

Nantes 

Résultats 
Séquençage des gènes 

Protéase Réverse T Intégrase Gp120 

Nombre de 

gènes séquencés 

Angers 17/18 15/18 17/18 16/17 

Nantes 18/18 18/18 15/17 14/17 

 

NB : Le séquençage du gène de l’intégrase et la détermination du génotropisme pour 

l’échantillon E4 n’ont pas été réalisés à Nantes. De même pour le génotropisme de l’échantillon 

E17 à Angers. 

 

  III.2. Comparaison des mutations de résistance identifiées 
 

L’ensemble des mutations de résistance identifiées à Angers et à Nantes ont été analysées. Pour 

chaque gène par échantillon, un profil de résistance aux différents traitements antirétroviraux a 

été déterminé. Les résultats de ces mutations pour les 4 classes thérapeutiques INTI, INNTI, IP 

et INI se trouvent en annexe 7, 8, 9 et 10. 

Pour synthétiser, les résultats chiffrés sont présentés dans le tableau 11. 

 

Tableau 11 : Comparaison des mutations de résistances identifiées à Angers et à Nantes 

Résultats 

Détection des mutations de résistance  

Protéase 
Réverse T 

Intégrase 
INRT INNRT 

Nombre total de 

mutations détectées 

Angers 64 20 11 2 

Nantes 71 16 5 2 

Nombre de mutations en 

commun 
47 7 5 1 

Résultats d’interprétation 

identiques  
8/16 10/15 12/15 12/14 

 

NB : En considérant que la comparaison entre les deux laboratoires est impossible pour 

certains échantillons pour lesquels l’amplification a échouée ou le séquençage est incomplet ; 

soit 3 échantillons pour la RT, 2 pour la PR et 4 pour l’INT. 
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Le tableau 12, synthétise les résultats d’interprétation des mutations. 

 

Tableau 12 : Synthèse des résultats d’interprétation des mutations de résistance 

Echantillons Laboratoire 
Résistances aux antirétroviraux Impact clinique 

O/N (classe 

impactée) INTI INNTI IP INI 

E1 
Angers SI SI Aucune Aucune 

N  
Nantes Aucune Aucune NFV Aucune 

E2 
Angers Aucune Aucune SI Aucune 

N  
Nantes Aucune Aucune Aucune Aucune 

E3 
Angers Aucune Aucune SQV/r-ATV/r ES 

N  
Nantes Aucune Aucune SQV/r-ATV/r Aucune 

E4 
Angers 

ZDV-3TC/FTC-d4T-

ABC-TDF 
Aucune Aucune Aucune 

O (INTI) 

Nantes Aucune Aucune Aucune NR 

E5 
Angers ZDV-d4T-ABC-TDF Aucune Aucune Aucune 

N  

Nantes Tous les INTI Aucune ATV/r AA 

E6 

Angers 
ZDV-3TC/FTC-ddI-

d4T-ABC-TDF 
ETR-RPV SQV/r Aucune 

O (INTI-INNTI-

IP) 

Nantes Aucune Aucune 

IDV-SQV/r-NFV-

FPV/r-LPV/r-

ATV/r 

Aucune 

E7 
Angers Aucune Aucune Aucune Aucune 

N  
Nantes Aucune Aucune NFV Aucune 

E8 
Angers Aucune Aucune Aucune Aucune 

N  
Nantes Aucune Aucune SQV/r Aucune 

E9 
Angers Aucune Aucune Aucune Aucune 

N  
Nantes Aucune Aucune SQV/r Aucune 
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Echantillons Laboratoire 
Résistances aux antirétroviraux Impact clinique O/N 

(classe impactée) INTI INNTI IP INI 

E10 
Angers Aucune RPV Aucune Aucune 

N  
Nantes Aucune RPV Aucune Aucune 

E11 
Angers Aucune Aucune Aucune 

RAL-EVG-

DTG O (INI) 

Nantes Aucune Aucune Aucune Aucune 

E12 
Angers Aucune Aucune SQV/r Aucune 

N  
Nantes Aucune Aucune SQV/r Aucune 

E13 
Angers SI SI Aucune Aucune 

N  
Nantes Aucune Aucune Aucune Aucune 

E14 
Angers 

ZDV-3TC/FTC- 

d4T-ABC-ddI 

EFV-NVP-

ETR-RPV 

IDV-NFV-FPV/r-

DRV/rQD-LPV/r-

ATV/r 

Aucune 
O (INTI-INNTI) 

Nantes 3TC/FTC Aucune AA AA 

E15 

Angers Aucune Aucune Aucune Aucune 

O (INTI-IP) 
Nantes 

ABC-3TC/FTC-

d4T-ZDV 
Aucune 

IDV-SQV/r-NFV- 

FPV/r-LPV/r-

ATV/r 

Aucune 

E16 
Angers Aucune Aucune Aucune Aucune 

N  
Nantes Aucune Aucune Aucune Aucune 

E17 
Angers SI SI 

IDV-SQV/r-NFV-

LPV/r-ATV/r  
Aucune 

O (INI) 

Nantes Aucune Aucune SQV/r EVG 

E18 
Angers Aucune EFV-NVP  SQV/r Aucune 

O (INNTI) 
Nantes Aucune Aucune SQV/r Aucune 

(Aucune résistance ; Résistance possible ; Résistance ; O = Oui ; N = Non ; SI = Séquençage 

incomplet ; AA = Absence d’amplification : NR = Non réalisé ; ES = Echec du Séquençage) 

 

Liste des abréviations de molécules : 

INTI : 

ZDV = zidovudine 

3TC = lamivudine 

FTC = emtricitabine 

ddI = didanosine 

d4T = stavudine 

ABC = abacavir 

TDF = ténofovir 

 

 

INNTI : 

EFV = efavirenz 

NVP = nevirapine 

ETR = etravirine 

RPV = rilpivirine 

IP :  

IDV = indinavir 

SQV = saquinavir 

NFV = nelfinavir 

RTV = ritonavir ; (/r) = boosté par le ritonavir 

FPV = fosamprénavir 

LPV = lopinavir 

ATV = atazanavir 

DRV = darunavir 

 

INI :  

RAL = raltégravir 

EVG = elvitégravir 

DTG = dolutégravir 
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III.3. Comparaison des sous-types et tropismes 
 

Le tableau 13 présente les résultats de détermination des tropismes et sous-types du virus dans 

les deux laboratoires. 

 

Tableau 13 : Comparaison des sous-types et tropismes identifiés à Angers et à Nantes 

Echantillon Laboratoire 
Sous-type du 

virus 
Tropisme 

E1 
Angers B CXCR4 

Nantes B CXCR4 

E2 
Angers CRF02_AG CXCR4 

Nantes CRF02_AG CXCR4 

E3 
Angers CRF02_AG CCR5 

Nantes CRF02_AG CCR5 

E4 
Angers B CCR5 

Nantes B Non réalisé 

E5 
Angers B Non concluant 

Nantes B CXCR4 

E6 
Angers B CCR5 

Nantes B CCR5 

E7 
Angers CRF01_AE CXCR4 

Nantes CRF01_AE Non concluant 

E8 
Angers B CXCR4 

Nantes B CXCR4 

E9 
Angers B CXCR4 

Nantes B CXCR4 

E10 
Angers B CXCR4 

Nantes B CXCR4 

E11 
Angers B CCR5 

Nantes B CXCR4 

E12 
Angers B CCR5 

Nantes B CCR5 

E13 
Angers B CCR5 

Nantes B CXCR4 

E14 
Angers B CXCR4 

Nantes B CXCR4 

E15 
Angers B CCR5 

Nantes B CCR5 

E16 
Angers G-like CCR5 

Nantes CRF14_BG Non concluant 

E17 
Angers A-like Non réalisé 

Nantes Non typable Non concluant 

E18 
Angers CRF02_AG CCR5 

Nantes CRF02_AG CCR5 
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A l’exception de l’échantillon E17 pour lequel Nantes n’a pas pu obtenir le sous-type, les 

résultats entre les deux laboratoires sont identiques pour tous les échantillons (on considère G-

like et CRF14_BG comme appartenant au même sous-groupe G). 

Pour la détermination du tropisme, les résultats sont discordants pour 2 échantillons. 

NB : En considérant que les résultats ne sont pas interprétables pour 5 échantillons pour 

lesquels le test de tropisme n’a pas été réalisé ou est non concluant. 
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PARTIE 4. DISCUSSION 

 

I. Les résultats de détermination des conditions 

expérimentales 
 

Pour mettre au point la technique de génotypage de résistance du VIH-1 aux antirétroviraux à 

partir de l’ADN proviral au laboratoire de virologie du CHU d’Angers, nous avons dû dans un 

premier temps, valider les conditions expérimentales. Trois paramètres importants ont dû être 

déterminés : 

- Le volume d’élution et le volume de dépôt de l’extrait d’ADN 

- La température d’hybridation des amorces 

- La concentration en amorces 

 

I.1. Les conditions expérimentales sont-elles vraiment optimales ? 
 

Volume d’élution et volume de dépôt : 

Les résultats ont montré que l’amplification des gènes fonctionnait davantage avec un volume 

de dépôt de 10µL d’extrait et un volume d’élution de l’extrait d’ADN de 100µL. En effet, une 

concentration trop importante en ADN dans le mélange réactionnel peut gêner la réaction de 

PCR et entraîner l’apparition de « bandes parasites » sur le gel d’électrophorèse. 

 

Température d’hybridation :  

Les tentatives d’augmentation de la température d’hybridation pour la première PCR n’ont pas 

donné de meilleurs résultats. Bien que l’intensité des bandes sur les gels d’agarose semble 

montrer une meilleure amplification lorsque la température est plus élevée, l’amplification n’a 

fonctionné pour tous les gènes testés qu’à la température de 55°C. Pourtant, plus la température 

est élevée, moins le risque d’hybridation non spécifique est important. En revanche, avec une 

température trop élevée, la sensibilité est diminuée car la stringence est augmentée. La 

température optimale est donc celle qui permet de trouver le juste équilibre entre spécificité et 

sensibilité. 

 

Concentration en amorces : 

Les concentrations en amorces de 500nM et 650nM ont montré des résultats d’amplification 

nettement supérieurs. Par contre, la différence entre ces deux concentrations est faible.  
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Le risque, en utilisant une concentration trop élevée, est que les amorces s’hybrident sur elles-

mêmes ou entre elles pour former des dimères d’amorces (bandes parasites) donnant des 

produits de PCR non spécifiques. C’est pourquoi le choix s’est porté vers la concentration de 

500nM. De plus, si la concentration de 500nM est suffisante, il n’est pas nécessaire d’utiliser 

davantage de réactifs qui augmenteraient le coût. 

Nous avons validé ces conditions expérimentales pour poursuivre la mise au point de la 

technique. Elles ont été jugées « optimales » dans le sens où pour chaque paramètre, nous avons 

sélectionné le meilleur résultat d’amplification. Cependant, il faut prendre en considération que 

je n’étais pas expérimentée en biologie moléculaire pour réaliser ces expérimentations. 

 

II. Les résultats de validation du protocole 1 sur les 18 

échantillons 
 

Après avoir validé les conditions expérimentales, l’objectif était de tester ce protocole sur nos 

18 échantillons de sang total correspondant à 72 gènes (4 par échantillons). 

Les manipulations permettaient d’amplifier 7 échantillons à la fois ce qui représentait un 

nombre important de puits à utiliser sur chaque barrette. Quatre mix différents devaient être 

préparés pour chaque PCR. La technique nécessitait donc une très grande précision et 

concentration pour limiter au maximum les erreurs. 

Avec le protocole 1, trois essais ont été nécessaires pour obtenir un résultat d’amplification de 

57 gènes sur 72 soit 79%. Pour les 15 gènes restant, deux modifications ont été nécessaires. 

D’abord, le changement du volume d’élution à 50µL pour avoir un extrait d’ADN plus 

concentré, a permis d’amplifier 9 gènes supplémentaires (protocole 2). Ensuite, les amorces ont 

été remplacées par celles utilisées en routine pour le séquençage sur l’ARN ce qui a permis 

d’amplifier 5 nouveaux gènes (protocole 3). C’est seulement à ce stade que nous obtenons un 

résultat d’amplification de 71 gènes sur 72 soit presque 99 %. 

Notre protocole a donc été remis en question. Il n’a permis d’amplifier que 57 gènes sur 72. 

Pour obtenir de meilleurs résultats il faut envisager de retenir le volume d’élution de 50µL. De 

plus, le protocole 3 avec les amorces de routine, sera un protocole de seconde intention à utiliser 

lorsque les résultats ne seront pas satisfaisants. La question se pose de savoir s’il est acceptable 

d’avoir à relancer des manipulations en routine pour les échantillons dont l’amplification n’a 

pas fonctionné sur les 4 gènes. La situation sera examinée au cas par cas, une deuxième tentative 

sera en général réalisée, et en cas de nouvel échec, un nouveau prélèvement est demandé au 
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service prescripteur. Ces situations font systématiquement l’objet d’une analyse critique sur le 

plan technique et clinique avec le biologiste. 

 

III. Les résultats du séquençage sur l’ADN proviral 
 

III.1. Les limites du séquençage direct 
 

Pour obtenir nos résultats, nous avons utilisé le séquençage direct avec la méthode de Sanger. 

Bien qu’il s’agisse de la technique standard génotypique, elle ne permet d’analyser que la 

population virale majoritaire représentant au moins 20% de la population virale totale 

circulante. Actuellement, les techniques de séquençage haut débit, qui permettent la détection 

des populations virales minoritaires, ne sont pas utilisées en pratique clinique et sont réservées 

aux protocoles de recherche. Or, avant la mise en place d’un traitement, les variants résistants 

peuvent être minoritaires dans la population virale. 

Il existe d’autres techniques de mise en évidence de populations minoritaires telles que les PCR 

spécifiques d’allèles muté, les techniques de génotypage sur clones ou le séquençage de 

dernière génération dit « à haut débit ». [90] Ces méthodes plus sensibles, permettent de détecter 

les variants représentant seulement 0,1 à 1% de la population virale. De plus, une étude 

comparant le séquençage à haut débit avec la méthode de Sanger, a montré que le nombre de 

mutations détectées est plus important avec cette dernière génération. Cependant, le temps 

nécessaire pour la réalisation du séquençage est bien plus élevé ce qui limite son introduction 

en routine dans les laboratoires de virologie. [91] 

Par conséquent, il est probable que certaines mutations n’aient pas pu être détectées avec la 

méthode de séquençage direct que nous avons utilisée. Ces méthodes plus sensibles, 

permettraient d’obtenir des résultats plus complets. Elles pourraient être utiles pour détecter les 

populations virales minoritaires en pré-thérapeutique mais restent aujourd’hui très coûteuses 

par rapport au bénéfice qu’elles apportent. 

 

III.2. Intérêts et limites du séquençage sur l’ADN proviral 
 

L’objectif de notre travail, était de mettre en place une technique de génotypage de résistance 

du VIH-1 aux antirétroviraux à partir de l’ADN proviral. Une fois le protocole au point et jugé 

performant, le laboratoire de virologie du CHU d’Angers devra le tester sur l’ARN à partir 

d’échantillons de plasma et comparer les résultats à ceux que nous avons obtenus.  
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Ceci, dans le but d’avoir une technique unique adaptée aux deux matrices et utilisable quelle 

que soit la charge virale du patient. 

Les tests génotypiques élaborés à partir de l’ARN, présentent certaines limites. En effet, ces 

tests peuvent échouer lorsque la charge virale plasmatique est trop faible ou indétectable. Par 

exemple, deux kits commercialisés, ViroSeq HIV-1 et TruGene HIV-1 ne peuvent pas réaliser 

le génotypage dès lors que la charge virale est inférieure à 1000 copies/mL. Actuellement, le 

kit TruGene n’est plus commercialisé par Siemens.  

Le recours au génotypage à partir de l’ADN proviral semble à première vue être une alternative 

intéressante. En effet, il existe une corrélation chez les patients traités entre les mutations de 

résistance détectées dans l’ARN plasmatique et celles de l’ADN proviral présent dans les 

cellules sanguines mononuclées périphériques. Cela suggère que les deux compartiments sont 

appropriés pour la détection des mutations. Novitsky et al, ont montré qu’il était possible à partir 

d’un protocole existant, [92] en modifiant certains paramètres tels que la nature des amorces où 

les conditions de la PCR, de mettre au point une technique de génotypage à long terme 

applicable sur l’ARN et l’ADN. [93] 

Le risque d’échec virologique chez les patients déjà traités intensivement, ayant une charge 

virale bien contrôlée, et pour lesquels un changement de traitement est envisagé, est important 

si les résistances préexistantes aux antirétroviraux ne sont pas prises en compte. D’où, la 

nécessité que les tests génotypiques basés sur l’ADN cellulaire puissent détecter les mêmes 

mutations que ceux sur l’ARN plasmatique. Cependant, Delaugerre et al, ont réalisé une étude 

portant sur des patients ayant eu précédemment plusieurs échecs virologiques mais dont le 

traitement actuel permet de rendre la charge virale indétectable. Dans cette étude, les tests de 

résistances à partir de l’ADN proviral étaient moins sensibles. Moins de mutations étaient 

détectées à partir de l’ADN par rapport au cumul des résultats réalisés antérieurement sur 

l’ARN. [94] C’est dans cette situation que le séquençage haut débit devrait être envisagé pour 

améliorer la détection des mutations.  

Même si les tests sur l’ARN restent la méthode de référence pour l’étude des mutations, 

l’utilisation de l’ADN doit être envisagée. En effet, elle permet de détecter certaines mutations 

supplémentaires, non identifiées sur l’ARN, à l’origine de résistances à certains traitements 

ayant une faible barrière génétique. [95] De plus, même après plusieurs années de succès 

virologique, des virus « archivés » dans les cellules sanguines mononuclées ou d’autres 

réservoirs, sont porteurs de mutations associées aux résistances. Ils peuvent persister et évoluer 

sur de longues périodes et rendent obligatoire l’utilisation des techniques basées sur l’ADN. 

[96] 
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Enfin, pour les patients traités et contrôlés depuis longtemps, le laboratoire ne conserve pas 

toujours d’échantillons de plasma congelés avec une charge virale détectable. Le génotypage 

sur l’ADN proviral devient alors le seul moyen d’évaluer le niveau de résistance d’une souche 

virale. 

 

 III.3. Performance de la technique de séquençage 
 

Nous remarquons dans les résultats, que sur les 71 gènes amplifiés par la technique de PCR, 

tous n’ont pas été séquencés ensuite. En effet, à Angers, le séquençage a échoué pour 6 gènes 

(le gène restant non amplifié n’a pas été séquencé), même après plusieurs essais. Pourtant, pour 

chacun de ces gènes, les résultats d’amplification après PCR, révélés sur gel d’agarose, avaient 

montré la présence d’une bande caractéristique. Il est probable que dans les échantillons utilisés, 

la quantité et/ou la qualité de l’ADN amplifié n’étaient pas suffisantes pour permettre le 

séquençage complet de ces gènes. 

Ainsi, même si le protocole d’amplification semble fonctionner, il ne permet pas dans tous les 

cas, de réaliser le séquençage. 

Par rapport à Nantes, notre protocole semble moins performant pour le séquençage des gènes 

de la protéase et de la réverse transcriptase. En revanche, il l’est davantage pour les gènes de 

l’intégrase et de la gp120. Cependant, il faut considérer que nous avons effectué cette méthode 

sur un petit nombre d’échantillons. Il serait intéressant de réaliser la technique à partir d’un 

nombre plus important d’échantillons de sang total pour voir si les différences de performance 

entre les deux laboratoires se confirment. 

 

III.4. Les mutations de résistance identifiées 
 

III.4.1. Mutations identifiées et données de la littérature 

 

• Profils des mutations de résistance aux INTI identifiées à Angers et/ou Nantes 

 

- M184V/I : les plus courantes, ces mutations sont sélectionnées et réduisent fortement 

la sensibilité du virus à plusieurs molécules : lamivudine/emtricitabine (3TC/FTC), et 

plus faiblement à l’abacavir. La substitution d’une méthionine (M) par une valine (V), 

gêne l’incorporation du 3TC/FTC au niveau du site catalytique de l’enzyme, générant 

la résistance à cette molécule. Qu’il s’agisse du laboratoire de Nantes ou d’Angers, la 
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détection d’une de ces mutations a bien conduit au résultat de résistance attendu. Malgré 

la présence de ces résistances, il est de pratique courante de poursuivre ces traitements. 

En effet, le maintien de ces mutations diminue l’aptitude du virus à se multiplier et 

augmente sa sensibilité à d’autres molécules telles que la zidovudine ou le ténofovir. 

 

- L74I, Y115F : fréquentes, elles sont sélectionnées en premier par l’abacavir et 

secondairement par le ténofovir. 

 

- M41L, D67N, K70R, L210W, T215F/Y, K219Q/E : appelées Thymidine Analogue 

Mutations (TAMs), elles sont sélectionnées par la zidovudine et la stavudine et affectent 

la réponse virologique à ces molécules. Elles confèrent à plus bas niveau, des résistances 

croisées au ténofovir et à l’abacavir. 

 

- Insertion au codon T69 : en association avec plusieurs TAMs, cette mutation est 

responsable d’un haut niveau de résistance à la zidovudine, abacavir et ténofovir et d’un 

niveau intermédiaire de résistance à la lamivudine/emtricitabine. [71] 

 

Les mutations majeures de résistance aux INTI sont résumées sur la figure 24. En fonction des 

molécules, l’impact des mutations sur la réponse virologique peut être variable.  

 

• Profils des mutations de résistance aux INNTI identifiées à Angers et/ou Nantes 

 

- K103N, Y181C, G190A : les plus courantes, elles sont responsables d’une résistance 

haute ou intermédiaire à la nevirapine mais aussi à l’efavirenz. [71] 

 

- H221Y, M230I, Y181C : elles font parties des 15 mutations associées à une diminution 

de la sensibilité du virus à la rilpivirine. 

 

- V90I : elle est associée à la résistance à l’étravirine. [97] 

Figure 22 : Synthèse des mutations de résistance aux INTI [71] 
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Les mutations majeures de résistance aux INNTI sont résumées sur la figure 25. 

 

• Profils des mutations de résistance aux IP identifiées à Angers et/ou Nantes 

 

- I84V, N88S : ce sont les mutations ayant l’impact le plus important sur la réponse 

virologique à l’atazanavir/r. 

 

- V32I, I47V, I84V : la présence de deux ou plus de ces mutations est à l’origine d’une 

diminution de la réponse virologique au darunavir/r. 

 

- D30N : pour certains virus de sous-type non B, cette mutation est moins fréquemment 

sélectionnée que les autres et confère la résistance au nelfinavir. [97] 

 

- V32I, M46I, V82A, L90M : la combinaison de plusieurs de ces mutations dites 

« primaires » est une des plus fréquentes chez les patients atteints par le VIH. Elles sont 

responsables de la résistance à l’atazanavir/r, fosamprenavir/r, indinavir/r, lopinavir/r. 

 

- I15V, M36I, I54V, L63P, A71I : appelées mutations secondaires, elles apparaissent 

chez plus de 25 % des patients. [98] 

 

- H69K, L89M/I : elles entraînent uniquement la résistance au tipranavir. (même si les 

mutations sont détectées, les deux laboratoires ne rendent pas d’interprétation de 

résistance au tipranavir). 

 

- L10I/V, I62V, G73S, V77I : elles sont impliquées dans la résistance au saquinavir. [97] 

  

Figure 23 : Synthèse des mutations de résistance aux INNTI [71] 
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Les mutations majeures de résistance aux IP sont résumées sur la figure 26. 

 

• Profils des mutations de résistance aux INI identifiées à Angers et/ou Nantes 

 

- L74I/M, E138K : il s’agit de mutations mineures, elles nécessitent d’être combinées à 

d’autres mutations pour impacter la réponse du virus au dolutégravir et au raltégravir. 

[97] 

 

- G118R : elle est à l’origine de plusieurs niveaux de résistance au raltégravir et à 

l’elvitégravir. [99] 

 

Les mutations majeures de résistance aux INI sont résumées sur la figure 27. 

 

 

III.4.2. Comment expliquer les différences de résultats entre Angers et Nantes ? 

 

Le nombre total de mutations détectées par gène est différent entre les deux laboratoires. La 

technique utilisée par le laboratoire d’Angers, a permis de détecter plus de mutations pour les 

4 gènes (97 au total contre 94 à Nantes). 

Nous avons ainsi différentes situations observées : 

- Des mutations sont détectées à Angers mais pas à Nantes (12/97) ou inversement 

(7/94), dans ces cas, aucune mutation commune n’est retrouvée. Par conséquent, le 

profil de résistance aux traitements n’est pas le même.  

  

Figure 24 : Synthèse des mutations de résistances aux IP [71] 

Figure 25 : Synthèse des mutations de résistance aux INI [71] 
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Pour l’interprétation des mutations, le laboratoire d’Angers a utilisé la version 

n°25 de l’algorithme de l’ANRS-AC11 datant de septembre 2015. En revanche, à 

Nantes c’est la version n°24 de septembre 2014 qui a été choisie. Le changement de 

version pourrait expliquer en partie l’absence de détection de certaines mutations. 

 Nous ne disposions pas des séquences obtenues à Nantes. Nous avons donc 

comparé les résultats avec les données envoyées par le CHU de Nantes. Or, les logiciels 

d’interprétation ne sont pas fiables à 100%, il est souvent nécessaire de contrôler 

visuellement les séquences. [89] 

 Nous pouvons supposer que pour certains échantillons, la quantité de matrice 

ADN dans le mélange réactionnel était moins importante ou insuffisante pour un des 

deux laboratoires, ce qui pourrait expliquer cette différence d’identification des 

mutations. 

 Nous pouvons également nous interroger sur l’efficacité de l’étape de 

purification des produits de la PCR de séquence. En effet, si elle n’est pas réalisée 

correctement, cela peut impacter la lecture au séquenceur. La plupart des différences 

entre Angers et Nantes résulte de la détection de doubles populations sur certaines 

positions. Cela signifie que plusieurs acides-aminés sont présents (par exemple la 

mutation A71V/A/I/T). Sur l’électrophorégramme, cette situation s’observe par 

plusieurs pics donnant un « bruit de fond ». Celui-ci est typique de la méthode de 

Sanger, il remet en cause la qualité de la séquence à analyser et peut être dû à une 

mauvaise étape de purification. 

 

- Les mêmes mutations sont détectées et dans ce cas, le profil de résistance est le même 

(22/191). 

 

- Des mutations différentes sont détectées et pourtant le profil de résistance est le 

même (2/191). En effet, une résistance peut être engendrée par la substitution d’un 

acide-aminé par des acides-aminés différents sur la même position. C’est le cas pour 

l’échantillon E10. La résistance à la rilpivirine, peut faire suite à la substitution de la 

méthionine (M) en position 230 par une valine (V) ou une isoleucine (I). [100] 

 

- Des mutations communes sont détectées mais un des deux laboratoires présente 

des mutations supplémentaires (102/191) qui complètent ou non le profil de 

résistance. Davantage de molécules peuvent alors être impliquées.  

 

- Des mutations sont détectées et pourtant, aucune résistance n’est identifiée 

(35/191). Il s’agit de mutations mineures qui seules, ne sont pas capables d’entraîner 
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une résistance. Elles ne font qu’impacter la réponse virologique à certaines molécules. 

Elles nécessitent d’être combinées avec d’autres mutations pour être à l’origine d’une 

résistance. 

 

- Aucune mutation n’est détectée, dans ce cas, aucune résistance n’est identifiée. 

 

- Le séquençage est incomplet, non réalisé ou l’amplification a échouée en amont. La 

comparaison des résultats pour l’échantillon concerné est donc impossible. 

Nous pouvons faire une synthèse des conséquences cliniques : pour 7 échantillons, il y a une 

différence sur l’interprétation d’une classe au moins qui peut conduire à une stratégie 

thérapeutique différente. Ces situations sont présentées dans le tableau 14.  

 

Tableau 14 : Origine des différences d’interprétation ayant un impact clinique. Le centre où 

est trouvée la différence est identifié (A) : Angers et (N) : Nantes. 

Echantillon 
Classe thérapeutique 

INTI INNTI IP INI 

E4 
Doubles 

populations (A) 
   

E6 
Doubles 

populations (A) 

Doubles 

populations (A) 

Doubles 

populations (N) 
 

E11    
Doubles 

populations (A) 

E14 TAMS (A) 
1 mutation majeure 

(A) 
  

E15 
Doubles 

populations (N) 
 

Double 

populations (N) 
 

E17    
1 mutation 

majeure (N) 

E18  

Double population 

sur 1 mutation 

majeure (A) 

  

 

La différence repose donc essentiellement sur la présence de doubles populations (voire triples 

ou quadruples dans plusieurs cas) qui sont liées à la fois à la qualité du séquençage (purification, 

erreur ponctuelle), à la présence de différentes sous-populations et à la sensibilité de la 

technique. Cette analyse montre aussi les limites de l’usage et de l’interprétation du génotype 

sur ADN proviral en pratique clinique. 
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III.5. Tropisme et sous-types du virus 

 

Tropisme : 

Les résultats de détermination du tropisme du virus sont concordants pour 11 échantillons sur 

13 interprétables entre Angers et Nantes. 

A Angers, pour 9 échantillons, le virus présente une affinité pour le corécepteur 

transmembranaire CCR5 qui permet son entrée dans la cellule cible. Ainsi, l’utilisation du 

maraviroc, antagoniste du corécepteur, en traitement comme inhibiteur d’entrée du virus est 

possible. En général, plus de 80% des patients sont initialement infectés par des virus à tropisme 

exclusivement R5. Les virus à tropisme X4, présentant à leur surface le corécepteur 

transmembranaire CXCR4 émergent le plus souvent à des stades plus tardifs de l’infection. Ils 

représentent environ 50% des patients infectés pour lesquels, le maraviroc ne devra pas être 

utilisé en traitement. [71] Nous avons pu déterminer ce tropisme pour 7 échantillons. 

Finalement, les résultats sont discordants pour 2 échantillons. Pourtant, les deux laboratoires, 

ont utilisé la même méthode génotypique Geno2pheno (version 2.5). Cette technique récente, 

consiste à séquencer la boucle V3 de la glycoprotéine d’enveloppe gp120 du virus. Mais, il 

s’agit d’une région hypervariable de la protéine où de simples mutations en position 11 et 25 

de la boucle font basculer le virus vers un tropisme X4. L’analyse et l’interprétation de la 

séquence de la boucle V3 s’effectuent uniquement à l’aide d’algorithmes de prédiction. [71] Le 

laboratoire de Nantes a utilisé en plus, le système d’interprétation webPSSM dont la 

modification récente, a permis d’augmenter la sensibilité de détection des virus à tropisme X4. 

[101] Ces différentes raisons pourraient expliquer en partie les deux discordances de tropisme 

identifiées dans nos résultats. Ces méthodes génotypiques, restent dans tous les cas plus 

accessibles, moins coûteuses et plus rapides que les techniques phénotypiques. Enfin, il ne faut 

pas perdre de vue que nous travaillons sur l’ADN proviral, que la technique est moins sensible 

et peut expliquer que nous n’obtenions pas toujours les mêmes résultats qu’à Nantes. 

 

Sous-types : 

Concernant les sous-types viraux identifiés, ils sont les mêmes à Angers et à Nantes pour tous 

les échantillons à l’exception de l’échantillon E17 pour lequel le résultat est rendu « non 

typable » par Nantes. Le sous-type B est prédominant (12/17) même si l’analyse s’est portée 

sur un petit nombre d’échantillons. En effet, ce sous-type représente plus de 60% des souches 

du virus en Europe. [71] Parmi les non-B, nous retrouvons majoritairement le sous-type 

CRF02_AG (3/5). Parmi les 79 CRFs décrits, il est responsable du plus grand nombre 
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d’infections à travers le monde. Il prédomine en Afrique Centrale et Afrique de l’Ouest où il 

est à l’origine d’environ 50% des infections au VIH-1. [102] 

Le sous-type a-t-il un impact sur la résistance ? 

Les traitements ARV présentent la même efficacité qu’il s’agisse d’un virus de sous-type B ou 

non B. Chaque mutation à l’origine d’une résistance pour un virus de sous-type B, engendrera 

la même résistance pour un sous-type non B. Cependant, plusieurs mutations apparaissent 

préférentiellement chez certains sous-types. Par exemple, les virus de sous-type C, développent 

davantage la mutation K65R impliquée dans la résistance aux INTI, que les autres sous-types. 

Dans nos résultats, cette mutation n’apparaît pas et aucun sous-type C parmi nos 18 échantillons 

n’a été déterminé. [71] 

 

IV. Conclusion du travail expérimental et pistes 

d’amélioration 
 

Nous avons mis au point une technique permettant de déterminer le génotype de résistance du 

VIH-1 sur ADN proviral. Nous avons utilisé 18 échantillons pour lesquels un résultat était 

disponible au CHU de Nantes qui réalise actuellement ces analyses pour le CHU d’Angers. Nos 

résultats montrent une concordance sur la majorité des gènes amplifiés. Néanmoins, nous avons 

11 différences qui auraient un impact potentiel sur la stratégie thérapeutique qui serait choisie. 

Ces discordances peuvent s’expliquer par la qualité de la technique de séquençage utilisée 

(purification, erreurs ponctuelles de séquençage, quantité et qualité de l’ADN dans 

l’échantillon) mais aussi, par la nature même de la matrice c’est à dire l’ADN proviral qui rend 

la technique moins sensible. Enfin, le séquençage direct ne permet de détecter que les 

populations virales majoritaires alors que de nombreuses sous-populations minoritaires 

circulent chez un même individu. 

Les résultats obtenus au cours de cette mise au point sont les suivants : 

- Sur 72 gènes au total, 71 ont été amplifiés par PCR après 2 améliorations successives 

du protocole. 

- Sur 71 gènes amplifiés, 65 ont été complètement séquencés. 

- Sur 90 résultats disponibles par laboratoire (un résultat d’interprétation pour chaque 

classe thérapeutique et pour le génotropisme sur chaque échantillon), 73 ont pu être 

comparés entre les deux centres. 

- Parmi ces 73 résultats comparables, nous avons 53 interprétations identiques entre les 

deux laboratoires. 
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- Parmi les 20 différences d’interprétation, 11 ont un éventuel impact sur le choix ultérieur 

de la stratégie thérapeutique. On considère que pour les autres différences, l’impact 

clinique est minime à nul. En effet, il s’agit principalement de molécules qui ne sont 

plus ou quasiment plus utilisées ou pour lesquelles le profil de résistance est seulement 

décrit comme « possible ». 

Nous envisageons d’implanter cette technique au laboratoire de virologie du CHU d’Angers 

suite à cette mise au point. Il sera néanmoins nécessaire de valider ce protocole sur l’ARN car 

l’objectif du laboratoire est de disposer d’un protocole unique pour la réalisation des 

génotypages de résistance quelle que soit la matrice : ADN proviral ou ARN génomique du 

VIH-1. Suite à nos résultats, une piste d’amélioration est aussi envisagée sur la qualification 

initiale de l’échantillon qui consiste à quantifier l’ADN cellulaire du VIH-1. 

Comme nous l’avons décrit précédemment, la mise en place d’un traitement ARV efficace 

aboutit généralement à une charge virale plasmatique indétectable. Cependant, le virus persiste 

dans certaines lignées cellulaires spécifiques et provoque un rebond virologique en cas 

d’interruption de traitement. Ces cellules infectées de manière latente constituent le réservoir 

de l’infection et le principal obstacle à son éradication. 

Dans les cellules, l’ADN du VIH peut exister sous différentes formes. D’abord, sous forme 

d’ADN intégré au génome de la cellule hôte. Mais aussi, sous diverses formes d’ADN non 

intégré incluant le complexe de pré-intégration et deux principales formes circulantes 1-LTR et 

2-LTR. L’ADN proviral reste la forme la plus stable et persiste indéfiniment dans les cellules 

infectées. La méthode la plus commune pour la quantification de l’ADN VIH cellulaire est la 

technique de PCR quantitative en temps réel (qPCR). Elle combine la PCR et l’analyse des 

produits amplifiés et nécessite donc une seule étape. Comparée aux autres techniques de PCR 

usuelles, elle est plus sensible et plus spécifique. Par contre, cette méthode ne peut pas 

distinguer les formes virales capables de se répliquer ou non. Dans les années à venir, de 

nouvelles techniques vont se développer. Notamment, la PCR « numérique » qui se révèle être 

une méthode plus précise que la qPCR. [103] 

Nous avons constaté dans nos résultats que pour certains échantillons, le séquençage de l’ADN 

proviral était incomplet ou impossible et cela, peut-être à cause d’une quantité d’ADN 

insuffisante dans l’échantillon. C’est pourquoi, connaître la quantité d’ADN VIH cellulaire 

présente chez un sujet infecté avant la réalisation du génotypage de résistance à partir de l’ADN 

proviral, pourrait permettre de « prédire » davantage la réussite de ce test. 
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PARTIE 5. LA PLACE DU PHARMACIEN D’OFFICINE 

DANS LA PRISE EN CHARGE DU VIH 
 

Le pharmacien d’officine est peu concerné par les techniques de biologie moléculaire des 

laboratoires de virologie qui évaluent les résistances aux traitements antirétroviraux. Mais, il a 

néanmoins sa place dans le suivi et l’accompagnement des PVVIH. 

La bonne observance des traitements permet de contrôler la charge virale. Or, dans les cas 

d’échecs virologique, l’émergence des résistances est favorisée. Le pharmacien qui délivre le 

traitement mensuellement, occupe une place privilégiée pour évaluer l’observance. 

Le développement des nouvelles thérapies a considérablement augmenté l’espérance de vie des 

patients. En revanche, ces traitements s’accompagnent de nombreux effets indésirables et 

interactions médicamenteuses. C’est là que le pharmacien d’officine intervient pour orienter et 

conseiller les patients dans la gestion de leur traitement. 

 

I. Rôle du pharmacien d’officine dans la prévention 
 

Le pharmacien a un rôle important dans la prévention de la transmission du VIH. Il doit insister 

sur les mesures de prévention et veiller à adopter à tout moment une attitude professionnelle et 

neutre, sans émettre de jugement.  

 

I.1. Les outils de la prévention 
 

Le pharmacien d’officine doit faire la promotion de l’utilisation du préservatif qui reste le seul 

moyen efficace de protection contre les maladies sexuellement transmissibles.  

Chez les usagers de drogues injectables, il doit proposer l’utilisation de matériel stérile en 

délivrant les kits d’injection Stéribox®. 

 

I.2. Le dépistage  
 

La prévention passe également par les nouveaux dispositifs de dépistage. Même si le 

pharmacien d’officine n’est pas habilité à réaliser des actes de biologie médicale, il doit 

informer les patients sur l’existence des Tests Rapides d’Orientation Diagnostique (TROD). 
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Les TROD, sont définis comme « des tests unitaires, à lecture subjective, de réalisation simple 

et conçu pour donner un résultat dans un délai court, généralement inférieur à trente minutes, 

contrairement à la méthode ELISA. Ils peuvent être réalisés sur sang total, salive, sérum ou 

plasma et permettent la détection des anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH-2 ». [51] Un résultat 

négatif ne peut être interprété en cas de prise de risque datant de moins de trois mois. 

Ces tests sont principalement utilisés dans les situations citées ci-dessous : 

- « Dans les pays en voie de développement qui ne recourent pas ou insuffisamment au 

dispositif classique de dépistage. 

-  En France, dans les situations d’urgence (AES, accident d’exposition sexuelle, 

accouchement, pathologie évocatrice du stade sida). 

- En cas d’impossibilité de réaliser un diagnostic biologique par la méthode ELISA. » [49] 

Bien que ces tests soient performants pour dépister les anticorps au cours de la phase chronique 

de l’infection, ils ne sont pas aussi sensibles que les tests ELISA combinés au cours de la primo-

infection. C’est pourquoi, dans tous les cas, le TROD positif devra être validé par un test ELISA 

combiné quel que soit son résultat.  

Néanmoins, ils présentent l’avantage de ne pas nécessiter d’appareillage coûteux ni d’entretien 

particulier. Ils sont utilisables sur le terrain, en dehors du laboratoire et permettent de cibler des 

populations qui ignorent l’existence des structures classiques de dépistage, ne souhaitent pas 

ou ne peuvent pas y avoir recours. [104] 

Depuis septembre 2015, des autotests de dépistage du VIH sont disponibles en officine en 

France. Il s’agit également de tests de dépistage à résultat rapide (TROD de 3ème génération). 

Cependant, le prélèvement, la lecture et l’interprétation du test sont réalisés directement par le 

patient lui-même et non par une tierce personne. Ils ne nécessitent pas de matériels spécifiques 

supplémentaires à ceux proposés dans le kit. Ils sont réalisables soit sur sang total par 

prélèvement d’une goutte au bout du doigt, soit sur le fluide gingival. Ils reposent sur la 

technique de l’immunochromatographie et permettent la détection des anticorps anti-VIH-1 et 

anti-VIH-2. Comme pour les TROD décrits précédemment, tout résultat positif doit être 

confirmé par une technique de laboratoire standardisée ELISA. Le résultat est fiable si le délai 

écoulé depuis la dernière prise de risque est de trois mois ou plus. [51] [54] 
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II. Rôle du pharmacien d’officine lors de la délivrance 
 

L’infection par le VIH, fait partie de la liste des trente affections longue durée dites 

« exonérantes ». Il s’agit « d’affections dont la gravité et/ou le caractère chronique nécessitent 

un traitement prolongé et une thérapeutique particulièrement coûteuse ». A ce titre, le ticket 

modérateur est supprimé et les patients bénéficient d’une prise en charge à 100% par la sécurité 

sociale, des traitements qui y sont relatifs. [105] 

 

II.1. Détecter les interactions médicamenteuses  
 

Une des premières étapes de la délivrance, consiste en une analyse pharmaceutique de 

l’ordonnance.  

Avec les antirétroviraux, de nombreuses interactions peuvent survenir. D’une part, lorsque les 

antirétroviraux sont associés, mais aussi lorsqu’ils sont administrés avec d’autres médicaments 

destinés à traiter des pathologies opportunistes ou associées. 

Par exemple, certaines associations entre INTI ne sont pas recommandées et ne sont plus 

utilisées en raison du risque d’augmentation de leur toxicité.  

Les inducteurs enzymatiques des cytochromes P450 entraînent une diminution de l’exposition 

au médicament et conduisent à sa perte d’activité et d’efficacité. Par conséquent, ils ne doivent 

pas être associés aux traitements antirétroviraux. Quelques exemples de ces molécules 

inductrices sont : la rifampicine, la carbamazépine, la phénytoïne, le millepertuis. 

A l’inverse, les inhibiteurs enzymatiques entraînent une augmentation des concentrations 

plasmatiques des ARV et majorent leur risque de toxicité. Il s’agit par exemple, des 

antifongiques azolés, des macrolides, du jus de pamplemousse. 

Parmi les ARV, certains ont aussi ce pouvoir inducteur ou inhibiteur. Les INNTI sont des 

inducteurs enzymatiques. Leur utilisation, peut diminuer l’efficacité de la contraception orale. 

Le pharmacien devra alors prévenir la patiente pour envisager une autre méthode de 

contraception ou utiliser une contraception mécanique supplémentaire. 

Les IP associés au ritonavir, sont eux, de puissants inhibiteurs enzymatiques. La vigilance du 

pharmacien doit être maximale lors de leur prescription avec des médicaments à marge 

thérapeutique étroite puisque le risque de toxicité est important. Par exemple, les IP sont contre-

indiqués avec les statines compte tenu du risque augmenté de rhabdomyolyse. 
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Aujourd’hui dans les officines, la création et l’utilisation du dossier pharmaceutique qui 

regroupe l’ensemble des délivrances d’un patient est un outil indispensable pour sécuriser la 

dispensation et faciliter la détection des interactions par le pharmacien. [106] 

 

II.2. Gérer les effets indésirables et donner des conseils associés  
 

Au moment de la première délivrance du traitement, le pharmacien doit prévenir le patient des 

effets indésirables possibles et apporter des conseils adaptés pour les limiter. Puis, à l’occasion 

de chaque renouvellement, il peut évaluer la tolérance des médicaments en interrogeant le 

patient. A partir de là, il doit juger la gravité de ses effets et si besoin, orienter la personne vers 

son médecin prescripteur. 

 

• Les troubles digestifs 

Un ensemble de conseils simples et faciles à mettre en place peuvent limiter les troubles 

digestifs liés aux traitements. Selon les molécules, la prise du traitement au milieu du repas 

permettra d’améliorer la tolérance digestive. 

Pour les nausées et vomissements, le pharmacien peut recommander au patient de fractionner 

les repas dans la journée par petites quantités, d’éviter les aliments à forte odeur et de privilégier 

des repas froids. 

La survenue d’une diarrhée peut être limitée par l’instauration de règles hygiéno-diététiques : 

- Limiter la consommation d’aliments à résidus cellulosiques importants : fruits et 

légumes crus, céréales 

- Privilégier les repas à base de féculents (pâtes, riz blanc, semoule, pommes de terre) 

- Limiter la consommation de produits laitiers non fermentés  

- S’hydrater régulièrement à raison d’1,5 L par jour 

Le pharmacien peut proposer au patient des traitements comme l’Imodium®, le Tiorfan® ou 

encore le Smecta® en s’assurant de l’absence d’interactions avec le traitement antirétroviral et 

en expliquant les modalités de prise de ces médicaments. 

 

• Les troubles du métabolisme lipidique et glucidique 

Le rôle du pharmacien est d’encourager le patient à suivre un régime alimentaire équilibré en 

diminuant l’apport de graisses saturées et de sucres rapides. Pour limiter la surcharge pondérale, 
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il doit inciter son patient à pratiquer une activité physique régulière pour stimuler l’utilisation 

cellulaire du glucose. 

 

• Les atteintes cardiovasculaires 

En prévention du risque cardiovasculaire, l’objectif du pharmacien est d’identifier les patients 

les plus à risque. Les conseils du pharmacien seront les mêmes que ceux cités précédemment 

pour les troubles du métabolisme lipidique et glucidique. 

La consommation d’alcool et de tabac, grands facteurs de risques cardiovasculaires doit aussi 

être prise en compte, pour encourager le sevrage. [106] [107] 

 

• Les troubles rénaux et hépatiques 

Concernant les risques d’atteintes rénales et hépatiques liées à l’infection par le VIH et aux 

ARV, le pharmacien doit insister auprès du patient sur l’importance du suivi biologique 

régulier.  

Une adaptation posologique peut être proposée pour les ARV éliminés par voie urinaire, le plus 

souvent lorsque le débit de filtration glomérulaire est inférieur à 60mL/min. 

Pour les patients en insuffisance rénale, le pharmacien doit être vigilant en cas de prescription 

de médicaments néphrotoxiques (aminosides, produits de contrastes iodés, diurétiques). Il doit 

informer le patient des dangers de l’automédication, notamment par rapport aux Anti-

Inflammatoires Non Stéroïdiens (AINS). 

En plus de la toxicité hépatique des ARV, près de 30% des patients infectés par le VIH sont 

chroniquement co-infectés par un ou des virus des hépatites, que ce soit le virus de l’hépatite C 

et/ou le virus de l’hépatite B. [70] 

 

• Les troubles neuropsychiatriques 

Les PVVIH présentent plus fréquemment des troubles psychiques que la population générale. 

En effet, la prévalence des troubles psychiatriques est estimée à 50% dans cette population. 

[108] Le pharmacien, qui rencontre régulièrement le patient pour son renouvellement peut lui 

proposer d’envisager un soutien psychologique. Ces troubles ne justifient pas tous d’un 

traitement médicamenteux. Si le pharmacien le juge nécessaire, il peut orienter le patient vers 

une consultation psychiatrique. 



108 

 

• Le risque infectieux  

A cause de l’immunodépression provoquée par le VIH, les patients présentent une sensibilité 

accrue à certaines infections. Ils doivent donc bénéficier d’une protection vaccinale. Le 

pharmacien d’officine, acteur de santé publique, a pour mission de promouvoir la vaccination. 

En plus des vaccins recommandés dans le calendrier vaccinal, les vaccins contre la grippe, le 

pneumocoque et l’hépatite B, sont spécifiquement recommandés pour ces populations. 

Concernant l’hépatite A, la vaccination est recommandée chez les PVVIH essentiellement en 

cas de co-infection par le virus de l’hépatite C (VHC) ou le virus de l’Hépatite B (VHB), chez 

les HSH et toxicomanes et en cas de voyage en zone d’endémie. 

La mise à jour des vaccins doit se faire le plus tôt possible au cours de la maladie, de préférence 

avant la mise en place du traitement.  

De façon générale, les vaccins vivants atténués sont contre-indiqués ou doivent être évalués en 

fonction du nombre de LT-CD4+ chez les personnes immunodéprimées (BCG, ROR, varicelle, 

fièvre jaune). [109] 

 

III.  Rôle du pharmacien d’officine dans l’observance  
 

Pour rendre la charge virale plasmatique indétectable, la bonne observance des traitements 

ARV est indispensable. Ces traitements, qui n’assurent aucune guérison mais améliorent la 

qualité de vie des personnes infectées sont relativement contraignants. Ils nécessitent chaque 

jour rigueur et discipline. 

Le pharmacien doit savoir encourager le patient et le rassurer dans la prise de ses traitements. 

Chaque renouvellement lui permet de vérifier la bonne compréhension du traitement et la 

gestion des effets indésirables pour évaluer au mieux l’observance du patient. 

 

III.1. Evaluer l’observance  
 

L’assurance maladie a mis en place un questionnaire, inspiré de Morisky, pour aider les 

pharmaciens à évaluer l’observance thérapeutique des patients. Ce questionnaire comporte 6 

questions : 

- « Ce matin, avez-vous oublié de prendre votre traitement ? 

- Depuis la dernière consultation, avez-vous été en panne de médicament ? 



109 

 

- Vous est-il arrivé de prendre votre traitement avec retard par rapport à l’heure 

habituelle ? 

- Vous est-il arrivé de ne pas prendre votre traitement parce que, certains jours, votre 

mémoire vous fait défaut ? 

- Vous est-il arrivé de ne pas prendre votre traitement parce que, certains jours, vous avez 

l’impression que votre traitement vous fait plus de mal que de bien ? 

- Pensez-vous que vous avez trop de comprimés à prendre ? » 

Le patient répond par « oui » ou « non » à chacune des questions. Il sera considéré comme bon 

observant s’il répond « non » à toutes les questions. En revanche, au-delà de 3 « oui », il est 

non observant. Dans ce cas, le pharmacien doit rechercher les causes de cette non observance 

et envisager avec le patient, des solutions adaptées. [110] 

 

III.2. Favoriser l’observance  
 

L’observance d’un malade à son traitement est le résultat de l’adéquation entre son 

comportement et les recommandations. Grâce à sa proximité, le pharmacien est le plus à même 

de comprendre, expliquer, accompagner et faciliter aux patients, la gestion quotidienne de leur 

traitement pour les rendre observants. 

Le pharmacien peut suggérer au patient d’utiliser un pilulier. Il permettra pour chaque jour de 

la semaine et chaque moment de la journée de s’organiser, de limiter les oublis de prise et les 

éventuelles confusions entre les boîtes. Pour faciliter la préparation du pilulier, le pharmacien 

peut rédiger au patient un plan de prise. Le patient doit être informé qu’il peut avoir recours à 

une infirmière à domicile pour préparer son pilulier. Certaines pharmacies préparent des 

piluliers pour des maisons de retraite ou Etablissement Hébergeant des Personnes Agées 

Dépendantes (EHPAD). 

En cas d’oubli de prise, le patient doit savoir comment agir. Le pharmacien doit insister lors de 

la délivrance sur la conduite à tenir. De plus, il doit convenir avec le patient de la mise en place 

d’un « rituel », d’une alarme ou tout autre moyen permettant d’éviter les oublis. 

 

III.3. Eduquer le patient  
 

La loi Hôpital Patient Santé Territoire (HPST), portant réforme de l’hôpital et relative aux 

patients, à la santé et aux territoires a introduit l’Education Thérapeutique du Patient (ETP). 
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D’après l’article L5125-1-1-A du code de la santé publique, les pharmaciens d’officine peuvent 

y participer dans le cadre de leurs nouvelles missions. [111] L’ETP s’inscrit dans le parcours de 

soin et a pour objectif de rendre le patient plus autonome en facilitant son adhésion aux 

traitements et en améliorant sa qualité de vie. Il s’agit d’un processus continu, centré sur le 

patient. Il vise à aider le patient et ses proches à comprendre la maladie et coopérer avec les 

soignants. Cette prise en charge doit être pluridisciplinaire. 

A l’officine, la mise en œuvre de l’éducation thérapeutique, en accord avec le patient, se déroule 

en plusieurs étapes. 

 

• Le diagnostic éducatif 

Il consiste à identifier avec le patient ses besoins et ses attentes pour formuler avec lui, des 

compétences à acquérir et des priorités d’apprentissage. [112] 

 

• La séance éducative 

Elle permet au patient d’acquérir des compétences et connaissances d’auto-soins pour répondre 

aux objectifs fixés lors du diagnostic éducatif. Pour cela, le pharmacien peut utiliser différents 

outils pédagogiques adaptés tels que des supports visuels ou auditifs, des exercices à réaliser 

par le patient, des jeux, pour faciliter l’apprentissage. [112] 

 

• L’évaluation de la séance éducative 

Après une séance éducative, le pharmacien doit évaluer les connaissances acquises par le 

patient, les changements qu’il a mis en œuvre dans sa vie quotidienne. Il évalue également le 

déroulement du programme d’ETP (évaluation par le patient et auto-évaluation du pharmacien). 

[112] 

Actuellement, les pharmaciens d’officine sont formés à l’éducation thérapeutique dans le cadre 

de leurs études et suivent 40 heures de formation. L’objectif est de savoir adopter une posture 

éducative qui repose essentiellement sur l’écoute active et l’empathie. [113] 
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CONCLUSION 
 

Pour les 37 millions de personnes dans le monde vivant avec le VIH, l’augmentation de l’accès 

à la thérapie antirétrovirale a considérablement fait progresser leur espérance de vie. Dans les 

années à venir et pour aider à mettre fin à l’épidémie du SIDA, l’objectif à atteindre est le 

suivant : 90% des PVVIH devront connaître leur statut sérologique, recevoir un traitement 

antirétroviral et obtenir une charge virale durablement supprimée.  

La complexité génétique du virus et le développement de nouvelles thérapies ont conduit à 

l’apparition et à la sélection de variants viraux résistants présentant des mutations dans les gènes 

du virus codant pour les protéines cibles des traitements. Des tests génotypiques de résistance, 

à réaliser sur l’ARN plasmatique ont alors été recommandés par les professionnels avant toute 

initiation de traitement. 

Au laboratoire de virologie du CHU d’Angers, nous avons réalisé la mise au point de la 

technique de génotypage à partir de l’ADN proviral. Bien que cette technique soit moins 

sensible que la technique de référence utilisant l’ARN plasmatique, elle constitue une 

alternative intéressante pour les patients dont la charge virale est indétectable ou lorsqu’aucun 

plasma n’est disponible au laboratoire. La comparaison de nos résultats à ceux de Nantes, a 

montré que cette technique nécessite une grande précision dans les manipulations. Il existe des 

variabilités inter-laboratoires concernant la qualité de la technique de séquençage de l’ADN qui 

peuvent conduire à des résultats d’interprétation différents ayant un impact sur la stratégie 

thérapeutique à adopter. Puisque nos résultats montrent une concordance sur la majorité des 

gènes amplifiés, l’implantation de la technique est envisagée au laboratoire d’Angers.  

Cependant, il reste à valider ce protocole sur l’ARN plasmatique pour disposer d’un protocole 

unique adapté au deux matrices : ADN proviral ou ARN génomique du VIH-1 performant et 

utilisable quelle que soit la charge virale du patient. Une autre piste d’amélioration, qui pourrait 

expliquer les différences d’interprétation entre les deux laboratoires est également à envisager. 

Elle concerne la qualité initiale de l’échantillon reçu. Il s’agirait de quantifier l’ADN cellulaire 

du VIH-1 avant la réalisation du test de génotypage pour améliorer l’efficacité au laboratoire.  

Bien que le pharmacien d’officine ne soit pas concerné par ces techniques de biologie 

moléculaire, il a sa place dans le suivi et l’accompagnement des PVVIH. Certains traitements 

étant disponibles à l’officine, le pharmacien est un acteur indispensable pour intervenir dans le 

suivi du patient et la gestion de son traitement afin de faciliter l’observance. En effet, la non-

observance constitue une cause majeure d’échec thérapeutique et d’apparition de résistances. 
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ANNEXES 

ANNEXE 1 - Liste d’abréviation des acides aminés 

A = Alanine 

C = Cystéine 

D = Acide aspartique 

E = Acide glutamique 

F = Phenylalanine 

G = Glycine 

H = Histidine 

I = Isoleucine 

K = Lysine 

L = Leucine 

M = Methionine 

N = Asparagine 

P = Proline 

Q = Glutamine 

R = Arginine 

S = Serine 

T = Threonine 

V = Valine  

W = Tryptophane 

Y = Tyrosine 
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ANNEXE 2 - Mutations majeures de résistance aux antirétroviraux [75]  
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ANNEXE 3 - Algorithme d’interprétation des mutations de résistance aux INTI [88] 
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ANNEXE 4 - Algorithme d’interprétation des mutations de résistance aux INNTI [88] 
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ANNEXE 5 - Algorithme d’interprétation des mutations de résistance aux IP [88] 
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ANNEXE 6 - Algorithme d’interprétation des mutations de résistance aux INI [88] 
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ANNEXE 7 - Mutations de résistance aux INTI identifiées à Angers et à Nantes (Aucune 

résistance ; Résistance possible ; Résistance ;        = Mutations communes ; SI = séquençage 

incomplet ; SS = Echec du Séquençage ; NR = Non réalise ; AA = Absence d’amplification) 

 

Echantillons Laboratoire 

Mutations identifiées impliquées dans la résistance aux INTI 

Résistances 

M41 D67 T69 K70 L74 Y115 M184 L210 T215 K219 

E1 
Angers                     SI 

Nantes                     Aucune 

E2 
Angers                     Aucune 

Nantes                     Aucune 

E3 
Angers                     Aucune 

Nantes                     Aucune 

E4 
Angers   N/D         I/M W/L N/T   

ZDV-3TC/FTC-d4T-

ABC-TDF 

Nantes                     Aucune 

E5 
Angers   N D R         V Q ZDV-d4T-ABC-TDF 

Nantes M/L N D R     V/M   V/F Q Tous les INRT 

E6 
Angers L       I/L   V/M W/L Y   

ZDV-3TC/FTC-ddI-

d4T-ABC-TDF 

Nantes                     Aucune 

E7 
Angers     N               Aucune 

Nantes     N/T               Aucune 

E8 
Angers                     Aucune 

Nantes                     Aucune 

E9 
Angers                     Aucune 

Nantes                     Aucune 

E10 
Angers                     Aucune 

Nantes                     Aucune 

E11 
Angers                     Aucune 

Nantes   N/D   R/K             Aucune 

E12 
Angers                     Aucune 

Nantes                     Aucune 

E13 
Angers                     SI 

Nantes                     Aucune 

E14 
Angers         I F V   I E 

ZDV-3TC/FTC-d4T-

ABC-ddI 

Nantes             V       3TC/FTC 

E15 

Angers                     Aucune 

Nantes   N/D   R/K     V/M   N/T/I/Y/S/F E/Q/K 
ABC-3TC/FTC-d4T-

ZDV 

E16 
Angers                     Aucune 

Nantes                     Aucune 

E17 
Angers                     SI 

Nantes                     Aucune 

E18 
Angers                     Aucune 

Nantes                     Aucune 
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ANNEXE 8 - Mutations de résistance aux INNTI identifiées à Angers et à Nantes 

 

Echantillons Laboratoire 

Mutations identifiées impliquées dans la résistance aux INNTI 

Résistances 

V90 K101 K103 V179 Y181 G190 H221 M230 

E1 
Angers                 SI 

Nantes                 Aucune 

E2 
Angers                 Aucune 

Nantes                 Aucune 

E3 
Angers       I         Aucune 

Nantes       I         Aucune 

E4 
Angers                 Aucune 

Nantes                 Aucune 

E5 
Angers                 Aucune 

Nantes                 Aucune 

E6 
Angers       I/V     Y/R/C/H   ETR-RPV 

Nantes                 Aucune 

E7 
Angers   R             Aucune 

Nantes   R/K             Aucune 

E8 
Angers                 Aucune 

Nantes                 Aucune 

E9 
Angers                 Aucune 

Nantes                 Aucune 

E10 
Angers               V RPV 

Nantes               M/I RPV 

E11 
Angers                 Aucune 

Nantes                 Aucune 

E12 
Angers                 Aucune 

Nantes                 Aucune 

E13 
Angers                 SI 

Nantes                 Aucune 

E14 
Angers I R     C A     

EFV-NVP-ETR-

RPV 

Nantes I               Aucune 

E15 
Angers                 Aucune 

Nantes                 Aucune 

E16 
Angers                 Aucune 

Nantes                 Aucune 

E17 
Angers                 SI 

Nantes                 Aucune 

E18 
Angers     N/K I         EFV-NVP  

Nantes       I         Aucune 
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ANNEXE 9 - Mutations de résistance aux IP identifiées à Angers et à Nantes 

 

Echantillons Laboratoire 

Mutations identifiées impliquées dans la résistance aux IP 

Résistances 

L10 I15 G16 K20 D30 V32 M36 M46 I47 I54 I62 L63 H69 A71 G73 V77 V82 I84 N88 L89 L90 

E1 
Angers                                           Aucune 

Nantes         N/D                                 NFV 

E2 
Angers                         K                 SI 

Nantes     E I     I                             Aucune 

E3 
Angers I/L   E I     I           K             M   SQV/r-ATV/r 

Nantes I/L   E I     I           K             M   SQV/r- ATV/r 

E4 
Angers             I         P                   Aucune 

Nantes   V         I         P                   Aucune 

E5 
Angers   V A                 S       I           Aucune 

Nantes V/L V/I E/A                 F/S/L/P       V/I           ATV/r 

E6 

Angers I                   V P     S             SQV/r 

Nantes L/I/F             M/L   V/I V P   V/A/I/T G/S   V/A/I/T V/I     M/L 

IDV-SQV/r-NFV-

FPV/r-LPV/r-

ATV/r 

E7 
Angers             I       V   K       I     M   Aucune 

Nantes         N/D   I       V   K       I     M   NFV 

E8 
Angers                               I           Aucune 

Nantes                     I/V       S/G I           SQV/r 

E9 
Angers             I/M       V P                   Aucune 

Nantes                     V P     G/S             SQV/r 
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Echantillons Laboratoire 

Mutations identifiées impliquées dans la résistance aux IP 

Résistances 

L10 I15 G16 K20 D30 V32 M36 M46 I47 I54 I62 L63 H69 A71 G73 V77 V82 I84 N88 L89 L90 

E10 
Angers                               I           Aucune 

Nantes                               I           Aucune 

E11 
Angers             I               S I           Aucune 

Nantes                               I           Aucune 

E12 
Angers V V                   P                   SQV/r 

Nantes V V         I         P     G/S             SQV/r 

E13 
Angers                     V/I         I/V           Aucune 

Nantes                     V     A/T               Aucune 

E14 
Angers F         I   I V     P             S I   

IDV-NFV-FPV/r-

DRV/rQD- LPV/r-

ATV/r 

Nantes                                           AA 

E15 

Angers                     V P N                 Aucune 

Nantes I             I/M     V P     G/S V/I         M/I/L 
IDV-SQV/r-NFV-

FPV/r-LPV/r-ATV/r 

E16 
Angers       I     I           K     I I     M   Aucune 

Nantes       I     I           K     I I     M   Aucune 

E17 
Angers I V   I N   I I       P               M   

IDV-SQV/r-NFV-

LPV/r-ATV/r  

Nantes I V   I     I         P               M   SQV/r 

E18 
Angers I     I     I           K             M   SQV/r  

Nantes I     I     I           K             M   SQV/r 
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ANNEXE 10 - Mutations de résistance aux INI identifiées à Angers et à Nantes 

Echantillons Laboratoire 

Mutations identifiées impliquées 

dans la résistance au INI 

Résistances 

L74 G118 E138 

E1 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E2 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E3 
Angers    ES 

Nantes    Aucune 

E4 
Angers    Aucune 

Nantes    NR 

E5 
Angers    Aucune 

Nantes    AA 

E6 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E7 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E8 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E9 
Angers I   Aucune 

Nantes I/M   Aucune 

E10 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E11 
Angers  R/K/E/G  RAL-EVG-

DTG 

Nantes    Aucune 

E12 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E13 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E14 
Angers    Aucune 

Nantes    AA 

E15 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E16 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 

E17 
Angers    Aucune 

Nantes   K EVG 

E18 
Angers    Aucune 

Nantes    Aucune 
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POUTIER Audrey 

Mise au point de la technique de génotypage de résistance du VIH-1 aux 

antirétroviraux sur l’ADN proviral au laboratoire de virologie du CHU d’Angers. 

 

Implementation of HIV-1 genotypic resistance test to antiretroviral drugs using 

proviral DNA in the laboratory of virology at the University Hospital of Angers. 

R
É

S
U

M
É

 L’infection par le VIH touche près de 37 millions de personnes dans le monde. En 2015, 

40% d’entre elles avaient accès à la thérapie antirétrovirale. La recherche de mutations de résistance 

ou test de génotypage de résistance sur ARN du VIH-1 est obligatoire avant l’initiation d’un 

traitement. Le génotypage sur ADN proviral du VIH-1, pourtant moins sensible est réalisé chez les 

patients ayant une charge virale indétectable et pour lesquels un changement thérapeutique est 

envisagé. 

Notre objectif était de mettre au point cette technique de génotypage au laboratoire de 

virologie du CHU d’Angers à partir de 18 échantillons de sang total, déjà testés au CHU de Nantes. 

La détermination des conditions expérimentales et plusieurs ajustements du protocole ont été 

nécessaires pour comparer nos résultats à ceux de Nantes. 

Nos différents essais et améliorations ont permis l’amplification de 71 gènes sur 72. Parmi 

les 90 interprétations, 73 ont pu être comparées entre les deux centres et nous avons une interprétation 

identique pour 53. Sur les 20 différences, seulement 11 conduisaient à un éventuel impact sur le 

choix de la stratégie thérapeutique. 

Ce travail a montré qu’il existe des variabilités inter-laboratoires qui reposent 

essentiellement sur la qualité du séquençage, la présence de sous-populations virales chez un individu 

et la sensibilité de la technique. Cette analyse pose les limites de l’usage et de l’interprétation du 

génotype sur ADN proviral en pratique clinique. Avant son implantation à Angers, la technique devra 

néanmoins être testée sur l’ARN génomique du VIH-1 pour disposer d’un protocole unique adapté 

aux deux matrices. Une quantification préalable de l’ADN cellulaire du VIH-1 dans l’échantillon 

pourra aussi améliorer l’efficacité au laboratoire.  

Mots clés : VIH-1, Résistances, Génotypage, Mutations, Séquençage direct, ADN proviral. 

 

A
B

S
T

R
A

C
T

 HIV infection affects about 37 million people worldwide. In 2015, about 40% of them had 

access to antiretroviral therapy. Identification of HIV-1 resistance mutations called genotypic 

resistance test using HIV-1 RNA is recommended before starting a treatment or at failure. Even 

though genotypic resistance test in HIV-1 proviral DNA is less sensitive, it is use for patients with 

undetectable plasma viral load who need a switch of antiretroviral therapy. 

Our aim was to develop this genotypic resistance test in the laboratory of virology at the 

University Hospital of Angers. We used 18 whole blood samples already tested in the hospital 

laboratory of Nantes. To compare results from the both laboratories, we tested several experimental 

conditions to determine an optimal protocol.  

Thanks to our different assays and improvements 71 genes among 72 were amplified. Among 

90 resistance interpretations, 73 were able to be compared between the two laboratories and 53 were 

similar. Among the other 20 different interpretations, only 11 might influence the future choice of 

the antiretroviral regimen. 

This work showed that variabilities between laboratories exist due to the quality of 

the standard Sanger sequencing, the detection of viral quasispecies in individual blood, and 

the sensitivity of this test. Our study underlines the limits of using and interpreting HIV-1 

proviral DNA genotypes in clinical monitoring. Before being established in Angers, this 

assay should be adapted for the HIV-1 plasma RNA in order to have one unique experimental 

protocol suitable for DNA and RNA. A prior quantification of viral cellular DNA in samples 

could also improve effectiveness of this laboratory method. 

 

Keywords : HIV-1, Resistances, Genotyping, Mutations, Direct sequencing, Proviral DNA. 
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