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Exploration des échecs de traitement de l’hépatite B au ténofovir 

Résumé 
 

Introduction : L’infection par le virus de l’hépatite B (VHB) reste un problème de santé 

publique majeur à l’échelle mondiale avec une mortalité estimée à 887 000 décès par 

an. Aujourd’hui, le traitement de référence repose sur l’utilisation d’analogues 

nucléosidiques ou nucléotidiques (NA) tel l’entécavir (ETV) ou le ténofovir (TFV) en 

1ère intention. Concernant le ténofovir, aucune mutation de résistance spécifique n’a 

été retrouvée à ce jour, pourtant des patients en situation d’échec de traitement ont 

été rapportés. Nous supposons l’existence de sous-populations virales résistantes au 

médicament, mais qui ne seraient pas détectées par les techniques de séquençage 

Sanger. L’objectif de ce travail consiste en une étude rétrospective des patients 

infectés par le VHB et en situation d’échec thérapeutique par le ténofovir.  

 

Matériel et méthodes : Les patients inclus étaient en échec de traitement avec le 

ténofovir et avaient bénéficié dans le cadre du soin courant d’un séquençage Sanger 

de la polymérase du VHB (Pol/RT) à la recherche de mutations de résistance. 

Rétrospectivement, la diversité virale chez ces patients a été étudiée par séquençage 
profond avec la technologie MiSeq (Illumina, San Diego, USA) et l’observance a été 

évaluée par suivi pharmacologique. 

 

Résultats : Sur un total de 110 génotypes de résistances du VHB, 10 échantillons ont 

été associés à un échec de traitement au ténofovir. Quatre patients ont été exclus à 

cause d’une mauvaise observance connue et les sept autres ont été inclus. Une 

évolution de la diversité virale au sein de la polymérase pendant le traitement par 

ténofovir a été mise en évidence pour deux patients. Une caractérisation phénotypique 

de ces mutations pourrait permettre d’évaluer leur potentiel impact sur le niveau de 

résistance au ténofovir. 

 
Mots-clés : Hépatite B (VHB), résistance, génotype, ténofovir.  
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Abstract 
 
Introduction: Infection by the hepatitis B virus (HBV) is a major health problem 

worldwide, with around 887 000 deaths each year. The first-line treatment regimen is 

based on nucleos(t)idic analogs (NUCs) such as entecavir or tenofovir. No mutation 

conferring a resistance against tenofovir has been observed yet, however there have 
been reports of patients with tenofovir failure. We hypothesized the existence of 

quasispecies which are resistant to treatment but are not detected by Sanger 

sequencing. This work’s objective is a retrospective study of patients infected by HBV 

and experiencing tenofovir treatment failure. 

 

Material and methods: Patients experiencing treatment failure with tenofovir were 

included. They received routine quantification of HBV viral load and a genotypic 

resistance testing of the HBV polymerase by Sanger sequencing. Retrospectively, viral 
diversity was explored using deep sequencing with the MiSeq technology (Illumina, 

San Diego, USA), and a therapeutic drug monitoring evaluated adherence of the 

patients. 

Results: Of 110 HBV drug resistance sequencing, 10 isolates were tested for treatment 

failure with tenofovir. Four samples were excluded because of mediocre adherence, 

and the remaining six were included for deep sequencing. Evolution of the viral 

diversity was observed for two patients. Phenotypic testing of the mutations discovered 

could study their impact on tenofovir resistance level. 

Keywords: Hepatitis B (HBV), resistance, genotype, tenofovir 

 

 

 

 

 



Faculté de Médecine – 10, boulevard Tonnellé – CS 73223 – 37032 TOURS Cedex 1 – Tél : 02.47.36.66.00 – www.med.univ-tours.fr 11 
 

Table des matières 
Remerciements ......................................................................................................................7 

Résumé ..................................................................................................................................9 

Abstract ................................................................................................................................10 

Table des matières ...............................................................................................................11 

Abréviations .........................................................................................................................13 

Liste des figures ...................................................................................................................15 

Liste des tableaux ................................................................................................................16 

INTRODUCTION ..................................................................................................................17 

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE ........................................................................................18 

1 Taxonomie – épidémiologie ...........................................................................................19 

2 Structure du virus ..........................................................................................................20 

2.1 Cycle viral .............................................................................................................................. 22 

2.2 La polymérase du VHB ........................................................................................................... 24 

2.3 La réplication du génome du VHB .......................................................................................... 26 

3 Antiviraux actifs sur le VHB ...........................................................................................28 

3.1 Les analogues nucléosidiques et nucléotidiques .................................................................... 29 

3.2 Ténofovir............................................................................................................................... 30 

3.2.1 Pharmacocinétique .................................................................................................... 31 

3.2.2 Interactions avec la Pol/RT ......................................................................................... 34 

3.2.3 Activité in vitro ........................................................................................................... 37 

3.2.4 Activité in vivo ........................................................................................................... 38 

4 Stratégie thérapeutique .................................................................................................39 

4.1 Stades de l’infection .............................................................................................................. 39 

4.2 Indications de traitement ...................................................................................................... 41 

4.3 Populations particulières ....................................................................................................... 41 

4.4 Réponse thérapeutique ......................................................................................................... 42 

5 Résistance aux antiviraux ..............................................................................................43 

5.1 Mécanismes favorisant l’émergence de la résistance du VHB aux antiviraux .......................... 43 

5.2 Résistance croisée ................................................................................................................. 44 

5.3 Barrière génétique ................................................................................................................ 45 

6 Les mécanismes de résistance du VHB au ténofovir .....................................................45 

6.1 Mécanismes responsables de la sensibilité diminuée au ténofovir ......................................... 46 

6.2 Mutations de résistance au ténofovir en cours de caractérisation ......................................... 46 

6.3 Observance et ténofovir ........................................................................................................ 47 

7 Exploration génotypique de la résistance ......................................................................47 



Faculté de Médecine – 10, boulevard Tonnellé – CS 73223 – 37032 TOURS Cedex 1 – Tél : 02.47.36.66.00 – www.med.univ-tours.fr 12 
 

7.1 Le séquençage Sanger ........................................................................................................... 48 

7.2 Le séquençage profond (« next generation sequencing ») ...................................................... 48 

7.3 Exploration phénotypique de la résistance ............................................................................ 48 

OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE .................................................................................49 

PARTIE EXPERIMENTALE..................................................................................................50 

1 Introduction ...................................................................................................................50 

2 Matériel et méthodes .....................................................................................................50 

2.1 Inclusion des patients ............................................................................................................ 50 

2.2 Séquençage profond du domaine Pol/RT ............................................................................... 51 

2.3 Suivi pharmacologique du ténofovir ...................................................................................... 54 

3 Résultats .......................................................................................................................55 

3.1 Contexte clinico-biologique des échecs de traitement par ténofovir ...................................... 55 

3.2 Evaluation rétrospective de l’observance .............................................................................. 59 

3.3 Apport du NGS à la recherche de mutations de résistance ..................................................... 60 

3.4 Evolution de la diversité virale au cours du traitement .......................................................... 61 

4 Discussion .....................................................................................................................64 

Annexe .................................................................................................................................69 

BIBLIOGRAPHIE ..................................................................................................................71 

 



Faculté de Médecine – 10, boulevard Tonnellé – CS 73223 – 37032 TOURS Cedex 1 – Tél : 02.47.36.66.00 – www.med.univ-tours.fr 13 
 

Abréviations 
 

ADN : acide désoxyribonucléique 

ADNccc : ADN circulaire clos covalent 

ADNrc : ADN relâché circulaire  

ADV : adéfovir 

Ag HBc : antigène HBc 

Ag HBe : antigène HBe 

Ag HBs : antigène HBs 

ARN : acide ribonucléique 

ARNpg : ARN prégénomique  

CC50 : concentration cytotoxique médiane  

CES : carboxylesterase 1 

CE50 : concentration efficace médiane 

CHC : carcinome hépatocellulaire 

CpAM : modulateurs d’assemblage de la capside 

EASL : European Association for the Study of the Liver 

ETV : entécavir 

dGMP : désoxyguanosine monophosphate 

HBs : protéine de l’enveloppe virale  

HBc : protéine core de l’Ag HBc 

HBe : protéine précore de l’Ag HBc 

HSPGs : héparanes sulfates protéoglycanes  

Kb : kilobase 
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LAM : lamivudine 

LC MS/MS : chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de masse en 

tandem 

NA : analogues nucléos(t)idiques 

NTCP : sodium taurocholate cotransporting polypeptide  

dNTP : désoxyribonucléotide triphosphate 

OMS : Organisation mondiale de la santé 

PegIFNα : interféron alpha pegylé 

Pol/RT : polymérase/transcriptase inverse du virus de l’hépatite B 

SSO : oligonucléotide simple brin 

TAF : ténofovir alafenamide 

TDF : ténofovir disoproxil fumarate 

TLR : récepteur Toll-like 

VHB : Virus de l’hépatite B 

VHC : Virus de l’hépatite C 

VIH : Virus de l’immunodéficience humaine 
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INTRODUCTION 
 

L’infection par le virus de l’hépatite B (VHB) est un problème de santé publique majeur 

à l’échelle mondiale avec une mortalité estimée à 887 000 décès par an (World Health 

Organization et al., 2017). Aujourd’hui, le traitement de référence repose sur 
l’utilisation d’analogues nucléosidiques ou nucléotidiques (NA) tel l’entécavir ou le 

ténofovir en 1ère intention. Concernant le ténofovir, aucune mutation de résistance 

spécifique n’a été retrouvée à ce jour, pourtant des patients en situation d’échec de 

traitement ont été rapportés. Nous supposons l’existence de sous-populations virales 

résistantes au médicament, mais qui ne seraient pas ou mal détectées par les 

techniques de séquençage Sanger. 

L’objectif de ce travail consiste en une étude rétrospective pharmacologique et 

virologique de patients en situation d’échec thérapeutique au ténofovir. L’observance 

a été évaluée par un dosage pharmacologique du ténofovir par chromatographie 

liquide couplée à de la spectrométrie de masse en tandem (LC MS/MS). Un 

séquençage profond du génome viral a permis d’étudier la présence de mutation(s) 

sélectionné(s) au cours du traitement dans la polymérase virale (Pol/RT) du VHB et 

sur la partie chevauchante du gène de l’antigène HBs (Ag HBs). 
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
 

En 2015, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu’environ 257 millions 

de personnes sont porteurs chroniques VHB, défini par la présence de l’Ag HBs dans 
le sang pendant plus de six mois, ce portage est associé à une augmentation du risque 

de cirrhose et de carcinome hépatocellulaire (CHC) (World Health Organization et al., 

2017). La mortalité est estimée à 887 000 décès par an, qu’elle soit due à une hépatite 

fulminante, ou bien aux séquelles de l’infection chronique. L’OMS vise l’élimination des 

hépatites virales B et C d’ici 2030, grâce à une vaccination et un dépistage de masse, 

la réduction des risques de transmission et la prise en charge médicale des patients 

infectés. 

La prévention de l’infection par le VHB repose principalement sur le vaccin, qui est 
disponible depuis 1982. En France, la vaccination, obligatoire chez toute personne née 

après le 1er janvier 2018, repose sur un vaccin recombinant contenant l’Ag HBS. Trois 

doses sont administrées avant 12 mois, ce schéma permettant d’atteindre un taux 

protecteur et durable d’anticorps chez plus de 90% des vaccinés (Bruce et al., 2016).  

Le dépistage consiste à rechercher l’Ag HBs, il est obligatoire lors des dons du sang 

et chez les femmes enceintes lors du 6ème mois de grossesse. De plus, il est 

recommandé chez tout adulte au moins une fois dans sa vie. 

Les patients éligibles à un traitement reçoivent en première intention un analogue 

nucléosidique ou nucléotidique (European Association for the Study of the Liver, 

2017). L’utilisation de l’interféron alpha pegylé (PegIFNα) peut être envisagé mais ce 

traitement est soumis à plusieurs contre-indications (cirrhose décompensé, co-

morbidités, etc…). Actuellement, L’European Association for the Study of the Liver 
(EASL) recommande l’entécavir, le ténofovir disoproxil fumarate (TDF) ou le ténofovir 

alafenamide (TAF) en traitement de première ligne pour les patients souffrant d’une 

hépatite B chronique car ils possèdent un puissant effet antiviral et une haute barrière 

génétique (Kim et al., 2019; Lam et al., 2017).  

En pratique, l’apparition d’une résistance à l’entécavir a été évalué à 1.2% en 5 ans 

de traitement (Tenney et al., 2009), et aucune résistance n’a été établi au ténofovir (Y. 

Liu et al., 2017). Cependant, une absence de variant résistant n’équivaut pas 

forcément à une bonne réponse virologique. Récemment, des cas, rares, de patients 
sujets à un échec thérapeutique ont été décrits (Cho et al., 2018; Park et al., 2019) 
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1 Taxonomie – épidémiologie 
 

Au niveau mondial, l’infection par le VHB est répartie de manière inégale et 

classiquement divisée en trois catégories, comme présentée dans la Figure 1 : les 

zones de forte endémie avec une prévalence de l’Ag HBs supérieure à 8%, localisées 

principalement en Asie, en Afrique saharienne et subsaharienne et en Amazonie ; les 

zones de  moyenne endémie où la prévalence de l’Ag HBs est comprise entre 2% et 

8%, regroupant le Moyen-Orient, l’Europe de l’Est, l’Asie centrale, le pourtour 
méditerranéen et certaines régions d’Amérique du Sud ; et les zones de faible 

endémie, inférieure à 2%, qui regroupent principalement les pays développés (Cassidy 

et al., 2011). 

Le virus de l’hépatite B appartient à la famille des Hepdnaviridae, qui comprend des 

virus à ADN avec un tropisme principalement hépatique (Littlejohn et al., 2016). C’est 
un virus sphérique et enveloppé Cette famille regroupe les Orthohepadnavirus, qui 

touchent principalement les mammifères, et les Avihepadnavirus, repérés chez les 

oiseaux. Ces virus possèdent une forte spécificité à leur hôte (Figure 2). A ce jour, 10 

génotypes (A-J) de VHB infectant uniquement l’Homme ont été décrits, avec une 
divergence supérieure à 8% sur l’ensemble du génome (Schaefer, 2007).  

 

Figure 1 : Distribution des génotypes et prévalence du virus de l’hépatite B 

Source : (Cassidy et al., 2011) 
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Figure 2 : Arbre phylogénétique représentant la famille des Hepadnaviridae   

Il comprend les génotypes A à J retrouvés chez l’humain, WMHBV wooly monkey HBV : singe laineux, les 
rongeurs sont représentés par ASHV (Arctic squirrel), GHSV (Ground squirrel) et WHV (woodchuck). Les bat 
hepatitis virus ciblent des chauves-souris. Les séquences VHB Avihepdnavirus proviennent du DHBV (canard), 
RGHBV (oie de Ross), CHBV (grue), HHBV (héron), STHBV (cigogne) et PHBV (perroquet).   

Source : (Littlejohn et al., 2016) 

2 Structure du virus 
 

Le VHB est le plus petit virus à ADN double brin infectant l’homme connu à ce jour. 

Son génome est composé d’un ADN de 3.2 kb environ, avec des variations selon le 

génotype, circulaire, partiellement double brin et relâchée. Il contient quatre cadres de 

lecture se chevauchant et codant sept protéines (Figure 3) : les protéines d’enveloppe 

S, M et L de l’Ag HBs, les protéines formant la capside, l’antigène HBc (Ag HBc) et 
l’antigène HBe (Ag HBe), une polymérase ayant aussi une activité transcriptase 

inverse, et la protéine X (Figure 4) (Lamontagne et al., 2016). 
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Figure 3 : Organisation du génome du VHB  

Les différents blocs colorés représentent les quatre cadres de lecture du génome. Les grandes, moyennes et petites 
formes de l’Ag HBs sont traduites à partir de PreS1 + PreS2 + S, PreS2 + S et de S respectivement. La polymérase 
est encodée à partir du cadre de lecture Polymérase. L’Ag HBc est traduite grâce au cadre de lecture C uniquement. 
L’Ag HBe est le fruit du clivage issu de la traduction de PreC + C. Enfin la protéine HBx est issue du cadre de 
lecture X. 

Source : (Yuen et al., 2018) 

 

Figure 4 : Structure de la particule virale du VHB  

La partie supérieure est une représentation schématique des différents chevauchements des cadres de lectures du 
gène du VHB. En dessous, le virion VHB mature (particule de Dane) consiste en deux parties principales : une 
nucléocapside comprenant l’ADN partiellement double brin liée à sa polymérase et encapsulée par des dimères de 
l’Ag HBc, et une enveloppe virale constituée principalement de S-Ag HBs, une quantité intermédiaire de M-Ag 
HBS et une petite quantité de L-Ag HBs 

Source : (Lamontagne et al., 2016) 
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2.1 Cycle viral 

Le virus se réplique et s’assemble uniquement à l’intérieur des hépatocytes (Figure 5).  

La pénétration dans l’hépatocyte débute par des liaisons de faibles affinités avec les 
héparanes sulfates protéoglycanes (HSPGs) de la membrane cellulaire. Ces liaisons 

de type électrostatique s’effectuent entre les HSPGs chargées négativement et les 

acides aminés Arg122 et Lys141 situés dans le déterminant « a » et chargés 

positivement (Sureau and Salisse, 2013). Ces interactions stabilisent le virus à la 

surface de la cellule et permet la liaison de haute affinité par l’intermédiaire du domaine 

Receptor Binding Site, situé dans la région pré-S1 et le récepteur sodium taurocholate 

cotransporting polypeptide (Yan et al., 2012). Il se lie par l’Ag HBs au récepteur sodium 

taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) de l’hépatocyte, puis pénètre par 

endocytose et libère la nucléocapside dans le cytoplasme (Tang et al., 2018).  

Ce dernier est ensuite amené dans le noyau, puis libère l’ADN relâché circulaire 

(ADNrc). Après une étape de séparation de la Pol/RT, l’ADNrc sera ensuite réparé et 

permettra la formation d’ADN circulaire clos covalent (ADNccc), servant de matrice 

pour la transcription d’ARN viral, d’où son surnom de « mini-chromosome ». Cette 

forme est d’une grande stabilité et va pouvoir persister indéfiniment dans les 

hépatocytes, servant de réservoir à la réplication virale. Elle sera aussi entretenue à 

des niveaux relativement stables par le recyclage de nucléocapsides matures non 

excrétées et l’infection de nouveaux hépatocytes. Le génome viral peut se retrouver 

intégré à l’ADN de l’hôte de manière aléatoire.  

L’ARN polymérase cellulaire va ensuite permettre la synthèse d’ARN prégénomique 

(ARNpg) et des ARNm. Cet ARNpg sera en partie traduite en protéines virales, 

notamment la capside et la Pol/RT, puis l’interaction de l’ARNpg et de la Pol/RT va 

permettre son encapsidation. L’ARNpg sera ensuite rétro-transcrit en un brin d’ADN 

de polarité négative (ADN-). Pendant la synthèse d’ADN, la majorité de l’ARNpg sera 
dégradée par l’activité RNase H de la protéine, le bases restantes servant d’amorce 5’ 

pour le brin d’ADN de polarité positive (ADN+) (Lamontagne et al., 2016).  

Les capsides matures contenant l’ADN viral peuvent être dirigées vers le noyau pour 

entretenir l’ADNccc, ou bien migrer vers le réticulum endoplasmique. L’interaction 

entre cet organite et les protéines d’enveloppe va permettre leur enveloppement puis 

leur libération dans le compartiment sanguin. Les protéines HBe et les protéines 

d’enveloppe produites en excès seront libérées par le même mécanisme (Figure 6). 



Faculté de Médecine – 10, boulevard Tonnellé – CS 73223 – 37032 TOURS Cedex 1 – Tél : 02.47.36.66.00 – www.med.univ-tours.fr 23 
 

 

Figure 5 : Cycle viral du VHB 

Le VHB est un petit virus à ADN enveloppé, la nucléocapside contenant l’ADN viral est protégée par une 
enveloppe de lipoprotéines. Le génome viral code pour toutes les protéines virales nécessaires à la réplication. 
Le virion entre par endocytose dans la cellule par l’intermédiaire du récepteur du sodium taurocholate 
cotransporting polypeptide (NTCP), puis libère la nucléocapside qui sera transportée jusqu’au noyau. Dans le 
noyau, l’ADN relâché circulaire est réparé et converti en ADN circulaire clos covalent, qui sera la matrice pour la 
transcription de l’ARN viral. Cet ADN peut aussi être intégré dans le génome de la cellule hôte. De nouveaux 
virions matures seront produits à l’aide de la machinerie cellulaire, puis libérés dans la circulation. 

Source : (Tang et al., 2018) 
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Figure 6 : Particules virales et sous-particules virales au microscope éléctronique 

La particule virale mature (Dane particule) avec sa double enveloppe, sa capside et son ADN viral. Les sous-
particules virales, sous forme tubulaire et de petites sphères, ne contiennent pas d’ADN viral. Elles sont 
uniquement constituées de protéines d’enveloppe. 

Source : (Yuen et al., 2018) 

2.2  La polymérase du VHB 

Le gène P, le plus grand du génome du VHB, code l’ADN polymérase du virus. C’est 

une enzyme possédant plusieurs activités et composée de 4 domaines protéiques 

(Figure 7). 

La région N-terminale contient le domaine protéine terminale, qui va initier la synthèse 

du brin (-) de l’ADN et y sera lié de manière covalente. Vient ensuite le domaine 
« spacer », une région présentant régulièrement des mutations, sans que cela ait 

d’impact sur la réplication virale. Le domaine transcriptase inverse/ADN polymérase 
ARN dépendant va permettre la synthèse du brin (-) de l’ADN à partir de l’ARN 

prégénomique (ARNpg), ainsi que la synthèse du brin (+). Le domaine RNase H va 

dégrader le brin de ARNpg utilisé précédemment, cependant un morceau situé en 5’ 

échappe à cette digestion et sert ensuite à la synthèse du brin (+). La structure de la 

Pol/RT n’ayant pas encore été élucidée, une modélisation par homologie avec la 

polymérase du VIH (Bartholomeusz et al., 2004) a été faite pour étudier les interactions 
entre les analogues nucléos(t)idiques et l’enzyme (Figure 8). 



Faculté de Médecine – 10, boulevard Tonnellé – CS 73223 – 37032 TOURS Cedex 1 – Tél : 02.47.36.66.00 – www.med.univ-tours.fr 25 
 

 

Figure 7 : Organisation de la polymérase du VHB 

Les quatre domaines fonctionnels de la polymérase virale sont représentés dans la partie haute et les sept 
domaines catalytiques sont représentés dans la partie basse.  

Source : (Ghany and Liang, 2007) 

 

Figure 8 : Structure de la polymérase du VHB  

(A) Modélisation de la structure de la polymérase du VHB génotype B (cyan) et C (vert) par homologie avec la 
polymérase du VIH (rose). (B) Modèle 3D de la polymérase du VHB représentant les domaines doigts, paume 
et pouce. (C) Représentation des sous-domaines conservés A à G portant l’activité catalytique 

Source : (Li et al., 2013). 
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2.3 La réplication du génome du VHB 

La synthèse du génome viral est accomplie en plusieurs étapes par la Pol/RT (Figure 

9), et surtout, l’ADN est synthétisé à l’intérieur d’une nucléocapside nouvellement 
formée. L’ARNpg se lie avec la Pol/RT au niveau du signal d’encapsidation, appelé 

epsilon, qui est une structure en épingle à cheveux situé en 5’. Cet ensemble va être 

transporté dans une capside en formation.  

Une fois internalisé, cette interaction va permettre une réaction d’amorçage, pendant 

laquelle une tyrosine située dans le domaine TP en N-terminal de la Pol/RT va se lier 

de manière covalente à une dGMP, via un groupement hydroxyle. La Pol/RT ajoute 

ensuite quelques nucléotides, ce qui correspond à la réaction de polymérisation. Cet 

oligonucléotide reste lié de manière covalente à la protéine.    

Pour continuer la synthèse d’ADN, cette séquence est transférée à l’extrémité 3’ de 

l’ARNpg, où elle s’apparie avec une séquence complémentaire situé dans une région 

appelée DR1. Ensuite, la synthèse du brin d’ADN (-) se poursuit jusqu’à l’extrémité 5’ 
de l’ARNpg, qui est quasi-intégralement dégradée par l’activité RNase H de la Pol/RT. 

Les nucléotides restant d’ARNpg en 5’ vont servir de séquence d’amorçage pour la 

synthèse d’ADN (+), permettant la circularisation de l’ADN viral et donnant un ADN 

relâché circulaire partiellement bicaténaire (Clark and Hu, 2015; Hu and Seeger, 2015; 

Lamontagne et al., 2016). 

La Pol/RT, par ses différentes activités enzymatiques, est devenue la principale cible 

des traitements antiviraux actuels. 
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Figure 9 :  Représentation du cycle de réplication de l’ADN viral. 

Source : (Hu and Seeger, 2015) 
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3 Antiviraux actifs sur le VHB 
 

Les principaux antiviraux actifs sur le VHB actuellement commercialisés sont des 

analogues nucléosidiques ou nucléotidiques ainsi que le PegIFNα. Cette dernière 

molécule a un effet immunomodulateur et n’est indiqué que chez un nombre limité de 

patients. Elle ne sera pas développée dans cette thèse car il n’y pas de résistance 

virale décrite. De nouveaux antiviraux d’action directe ciblant d’autres étapes du cycle 

viral sont en développement, ainsi que des composés immunomodulateurs, comme 
présentée dans la Figure 10. Ces nouveaux traitements vont cibler différentes étapes 

du cycle de la réplication virale, comme les inhibiteurs d’entrées (Myrcludex), des 

modulateurs d’assemblage de capside (CpAM), la production de protéines virales 

(ARN interférant), la libération d’Ag HBs (Replicor), ou encore le ciblage de l’ADNccc 

(Naggie and Lok, 2021). Par ailleurs des molécules immunomodulatrices sont aussi 

étudiées, comme des agonistes au récepteurs toll-like (TLR 7-9) ou bien des 

inhibiteurs du checkpoint immunitaire (anti-PD1).  
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Figure 10 : Principales cibles d'actions des traitements antiviraux directs et 
indirectes 

cccDNA : ADN clos circulaire covalent, CpAM : modulateur d’assemblage de capside, TLR : récepteur Toll-like, 
RNAI : ARN interférant, SSO : oligonucléotide simple brin 

Source : (Naggie and Lok, 2021) 

 

3.1 Les analogues nucléosidiques et nucléotidiques 

Les analogues nucléosidiques et nucléotidiques sont le traitement de référence de 

l’hépatite B chronique. Quatre molécules ont été approuvées par les autorités de santé 

pour le traitement de l’hépatite B chronique. Il s’agit de la lamivudine (cytidine), et 

l’entécavir (guanosine) pour les analogues nucléosidiques, les analogues 
nucléotidiques regroupant l’adéfovir (adénosine) et le ténofovir (adénosine). Le 

ténofovir (disoproxil fumarate ou alafenamide) et l’entécavir sont recommandées en 

1ère intention dans cette indication car ils présentent la barrière génétique la plus 

élevée (cf. page 45). 

Ces analogues nucléos(t)iques sont des prodrogues qui nécessitent une conversation 
par les kinases cellulaires vers leur forme active triphosphate. Une fois activées, elles 

vont entrer en compétition avec les nucléotides naturels lors de l’incorporation dans 
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l’ADN (Figure 11). A cause du manque d’un groupe 3’-OH, elles ont un effet 

terminateur de chaîne qui va interrompre l’élongation de l’ADN. 

De plus, l’activité transcriptase inverse, et plus spécifiquement l’amorçage protéique, 

est aussi une cible de ces analogues. L’entécavir interfère par compétition avec le 

dGTP initial de la séquence protéique, quand l’adéfovir et le ténofovir vont inhiber la 

synthèse du trinucléotide  dGAA correspondant (Menéndez-Arias et al., 2014). 
 

 

Figure 11 : Mode d’action des différents NA sur la synthèse de l’ADN viral. 

Source : (Clark and Hu, 2015) 

3.2 Ténofovir 

Le ténofovir est un analogue nucléosidique monophosphate de l’adénosine 5’-

monophosphate. Il a montré un puissant effet antiviral, notamment contre les rétrovirus 

et les hepadnavirus. Cependant, les charges négatives que porte cette molécule 

limitent l’absorption intestinale et sa biodisponibilité. Pour cette raison, le ténofovir est 

utilisé sous forme de deux prodrogues : tenofovir disoproxil fumarate (TDF) ou 

tenofovir alafenamide (TAF). Le TDF et le TAF contiennent des groupements lipophiles 
qui vont masquer le groupement phosphonate chargé négativement, et ainsi permettre 

une meilleure perméabilité à travers la paroi intestinale et donc une meilleure 

biodisponibilité (Figure 12).  

Adefovir 
Tenofovir Entecavir 
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Figure 12 : Structures du ténofovir (TFV) et de ses prodrogues  

ténofovir disoproxil fumarate (TDF) et ténofovir alafenamide (TAF).  

Source : (Ogawa et al., 2017) 

 

3.2.1 Pharmacocinétique 

3.2.1.1 Ténofovir disoproxil fumarate 

Lors de l’administration orale du TDF, celui-ci sera rapidement converti dans la 

circulation sanguine en ténofovir par des estérases. Une fois dans les cellules, il est 

phosphorylé une première fois en ténofovir monophosphate par l’adénylate kinase, 

avant d’être rapidement phosphorylé une seconde fois en sa forme active, le ténofovir 

diphosphate, par une nucléoside diphosphate kinase (Figure 13) (Kearney et al., 

2004).  

 

Figure 13 : Transformation intracellulaire du ténofovir en ténofovir diphosphate.  

A = adenine ; AK = adénylate kinase ; NDP = nucleoside diphosphate kinase 

Source : (Kearney et al., 2004). 

Les valeurs moyennes de la Cmax, de l’AUC et de la Cmin du ténofovir ont été 

obtenues auprès de patients infectés par le VIH (Figure 14), et sont respectivement de 

326 µg/L, 3324 µg.h/L et 64.4 µg/L. La Cmax est atteinte au bout d’une heure après 

l’administration chez des sujets à jeun, et de deux heures si le médicament est pris 
avec de la nourriture. La biodisponibilité a été évaluée à 25% environ chez des patients 

à jeun, et il a été observé une augmentation de l’AUC et de la Cmax de 40% et 14%, 
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respectivement, lors de la prise du médicament pendant un repas riche en lipides 

(1000 kcal, 50% lipides). Cependant, un repas léger n’a pas d’influence significative 

sur les paramètres pharmacocinétiques du ténofovir comparés à des patients à jeun, 

et le ténofovir peut donc être administré pendant ou hors des repas. Les variations de 

Cmax et de l’AUC sont proportionnelles à la dose ingérée pour des posologies 

comprises entre 75 et 600 mg chez des patients infectés par le VIH (Kearney et al., 

2004). 

 

Figure 14 : Profils concentration-temps du ténofovir dans le sérum après 
administration de différentes doses de ténofovir disoproxil fumarate chez des 
adultes VIH à l’état d’équilibre. 

Source : (Kearney et al., 2004) 

Le volume de distribution a été estimé à 800 mL/kg à l’état d’équilibre après 

administration intraveineuse de 1mg/kg du médicament chez des patients VIH. La 
liaison in vitro du ténofovir aux protéines du sérum ou du plasma est inférieure à 0.7% 

et à 7%, respectivement. Le TDF diffuse largement dans les tissus. Il semble entrer 

passivement dans les cellules par une endocytose de phase fluide sans être médié 

par un transporteur ou un processus saturable. Cependant, la pénétration dans le LCR 
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est probablement faible à cause des charges anioniques de la molécule à un pH 

physiologique. 

Des études in vitro ont montré que le ténofovir et le TDF n’étaient pas des substrats 

des enzymes du cytochrome p450 ou de la P-gp. Il a été montré que le ténofovir inhibe 
des protéines de la famille des multidrug resistance-related proteins dont la P-gp 

(Weiss et al., 2007). 

La principale voie d’élimination du ténofovir est rénale, 70 à 80% du ténofovir excrété 
est retrouvé sous forme inchangée dans l’urine dans les 72h suivant l’administration 

intraveineuse (Deeks et al., 1998). La clairance totale a été estimée à environ 230 

mL/h/kg et la clairance rénale à 160 mL/h/kg. Cette élimination s’effectue à la fois par 

filtration et par transport tubulaire actif, cette voie active correspondrait, selon les 

études, à un influx dans les cellules tubulaires proximales par le biais des transporteurs 

hOAT (human organic anion transporter) 1 et 3, ainsi que par un efflux dans l’urine par 

les protéines MRP4 et MRP7. Après administration orale, la demi-vie d’élimination est 

de 12 à 18h. 

3.2.1.2 Ténofovir alafénamide 

Le TAF a été développé après la constatation d’un risque significatif de toxicité rénale 

(syndrome de Fanconi) (Izzedine et al., 2004) ou d’atteinte osseuse chez des patients 

traités par TDF (Grant and Cotter, 2016; Maggi et al., 2014). Ces effets indésirables 

pouvaient survenir quelques semaines à quelques années après l’instauration du 

traitement. Chez des patients traités au long cours pour un VHB et/ou un VIH, le besoin 

d’un médicament avec un meilleur profil de sécurité s’est donc fait ressentir. 

A la différence du TDF, qui est rapidement métabolisé dans le plasma, le TAF reste 

stable dans le plasma, grâce à un groupement phénol et un ester isopropylique de 

l’alanine. L’entrée du TAF dans les cellules peut être passive ou médiée par les 

transporteurs hépatiques OATP1B1 et OATP1B3. Dans la cellule, le TAF est hydrolysé 

en ténofovir par la Cathepsine A. Cette enzyme est notamment exprimée dans les 

cellules mononuclées, le rein, le foie, les plaquettes et les testicules. Dans les 

hépatocytes, le TAF peut aussi être métabolisé en ténofovir par la carboxylesterase 1.  

En pratique, une dose de TAF (25mg) permet d’atteindre une concentration de 

ténofovir dans les cellules périphériques mononuclées sept fois plus élevée qu’une 

dose de TDF (300mg), assurant ainsi une bonne efficacité virologique (Margot et al., 

2016). Cette dose de TAF est associée à une concentration plasmatique de ténofovir 
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dix fois plus basse qu’après une prise de TDF (300mg), limitant ainsi la toxicité 

osseuse et rénale.  

Le TAF n’interagit pas avec les enzymes du cytochrome 450, il est un substrat de la 

P-gp. Le TAF n’interagit pas avec les transporteurs rénaux OAT-1 et OAT-3, ce qui 
limite encore plus sa toxicité rénale (Bam et al., 2014). 

 

Figure 15 : Représentation du métabolisme du ténofovir (TFV) et de ses prodrogues, 
le ténofovir disoproxil fumarate (TDF) et le ténofovir alafenamide (TAF). 

1 : après une administration orale, le TAF est absorbé dans l’intestin. Il pénètre dans les cellules cibles où il est 
hydrolysé en TFV par la cathepsine A (lymphocytes) ou par la carboxylesterase 1 (CES, hépatocytes). 2 : le TFV ne 
traverse pas l’intestin à cause de ses deux charges négatives. 3 : le TDF est rapidement converti en TFV par des 
estérases dans le plasma. Le TFV plasmatique est ensuite absorbé par les cellules. 4 : la clairance du TFV est 
assurée par les cellules épithéliales tubulaires proximales (PTEC) et est contrôlé par des protéines de transport 
membranaires hOAT1 et hOAT3 au pôle basal, et par MRP4 au pôle apical  

Source : (Aloy et al., 2016). 

3.2.2 Interactions avec la Pol/RT 

La structure tridimensionnelle de la Pol/RT du VHB n’a pas encore été élucidée mais 

elle possède une homologie de séquence avec la polymérase du VIH (Cento et al., 
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2013). La structure tridimensionnelle de cette dernière a été élucidée et est utilisée 

pour modéliser l’interaction entre les analogues nucléosidiques et la polymérase du 

VHB. Des travaux préliminaires réalisés avec l’adéfovir, un ancien analogue 

d’adénosine, ont permis de mieux comprendre l’interaction entre le ténofovir (un autre 

analogue d’adénosine) et la polymérase du VHB. 

L’unique différence entre l’adéfovir et le ténofovir tient à la présence, dans le ténofovir, 

d’un groupement méthyl au lieu d’un simple atome d’hydrogène sur le carbone liant la 

base nucléique avec les phosphates. Ce changement introduit un centre chiral sur cet 

atome de carbone. L’isomère R ressemble au stéréoisomère β-D-dNTP survenant 

naturellement. La majorité des ADN polymérases, dont la Pol/RT du VHB et du VIH, 
incorpore exclusivement les β-D-dNTP dans la chaîne d’ADN (Semizarov et al., 1997). 

De fait, les modélisations des interactions entre les isomères du ténofovir et la Pol/RT 

montrent une très faible affinité du S-ténofovir quand le R-ténofovir a une affinité 

supérieure aux dNTP naturels (Figure 16 et Figure 18). En pratique les traitements 

utilisés chez les patients sont purifiés pour ne garder que le R-ténofovir.   

D’après les modélisations, l’adéfovir et le ténofovir ne se lient pas de la même façon 

au site catalytique (Hemert et al., 2014). Le ténofovir possèderait une meilleure affinité 

avec la Pol/RT sauvage que l’adéfovir. L’adéfovir va se lier préférentiellement dans le 

grand espace central du motif YMDD, quand le ténofovir se fixe à l’arrière (Figure 17). 
Cette différence pourrait expliquer l’impact limité des mutations de résistance à 

l’adéfovir sur la réponse au traitement par ténofovir (Hemert et al., 2014). Une autre 

explication possible à cette différence de profil de résistance pourrait être la 

concentration intracellulaire de ces médicaments. En effet, la posologie du ténofovir 

est 24,5 fois plus élevé (245mg vs 10mg). De plus, les biodisponibilités du TDF et de 

l’ADV sont de 25% et 59% respectivement. Ces molécules diffusent ensuite de 

manière équivalente dans la cellule (Delaney et al., 2006). L’ensemble de ces facteurs 

pourraient être une explication au moindre impact des mutations de résistance à cette 

de médicament. 
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Figure 16 : Structures de l’adéfovir, du (R)-ténofovir et du (S)-ténofovir. 

L’ion magnésium près du groupement phosphate est représenté en vert. Les nombres en blanc représentent 
l’énergie de liaison protéine-ligand (ΔG=RT lnKD), reflet de l’affinité avec la Pol/RT sauvage 

Source : (Hemert et al., 2014). 

 

Figure 17 : Liaison de l'adéfovir et du ténofovir avec la Pol/RT sauvage. 

A gauche, l’adéfovir se lie près du motif YMDD (modèle compact) dans le grand espace central de la Pol/RT. Le 
ténofovir, à droite, se lie dans le petit espace à l’arrière du motif YMDD. 

Source : (Hemert et al., 2014) 
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Figure 18 : Liaison des désoxyribonucléotides triphosphates avec la Pol/RT sauvage. 

Les Mg-dNTPs sont les sphères rouges. Les autres sphères correspondent au motif YMDD du site catalytique de 
la Pol/RT. Les nombres en blanc sont les énergies de liaison protéine-ligand, reflets de l’affinité des Mg-dNTPs 
avec la Pol/RT.  

Source : (Hemert et al., 2014) 

 

3.2.3 Activité in vitro  

L’activité in vitro sur le VHB du TDF et du TAF a été évaluée en utilisant la lignée 

cellulaire HepG2, lignée dérivée d’hépatocarcinome. Cette lignée a été transfectée par 

un plasmide codant 1,1 unités de génome du VHB, sous le contrôle d’un promoteur 
fort (CMV). Ce modèle permet la transcription de l’ARNpg du VHB et l’initiation de la 
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réplication. L’activité antivirale est estimée par calcul de la concentration efficace 50% 

(CE50), concentration qui inhibe 50% de la réplication virale. La concentration 

cytotoxique 50% (CC50) correspond à la concentration toxique pour 50% des cellules. 

La CE50 des prodrogues du TFV est en général plus basse que celle de la forme libre : 
0,02 vs 1,1 µM (TDF vs TFV) (Delaney et al., 2006) et  0,1 vs 14 µM (TAF vs TFV)  

(Yang Liu et al., 2017). Le TDF a une CE50 plus basse que le TDF : 1,2 vs 98,4 nM 

(TDF vs TAF) (Ma et al., 2018). Cette différence entre TDF et TAF en partie attribuable 

à l’hydrolyse du TDF dans le plasma. En effet, la CE50 du TFV-diphosphate (forme 

active).est comprise entre 0,26 et 0,41 µM, que les cellules soient exposées au TAF 

ou au TDF (Ma et al., 2018). 

Les CC50 de ces molécules sont >100 µM et >44400 nM, respectivement (Delaney et 

al., 2006; Y. Liu et al., 2017; “Vemlidy 25 mg film coated tablets - Summary of Product 

Characteristics (SmPC) - (emc),” n.d.). 

Le TDF et le TAF inhibent efficacement la réplication des différents génotypes de VHB 

(A à H) et sont actifs sur les isolats résistants à la lamivudine, l’adéfovir ou l’entécavir 
(Y. Liu et al., 2017). Il a été noté une baisse de sensibilité de bas grade chez les isolats 

possédant les mutations rtA181V + rtN236T. 

3.2.4 Activité in vivo 

3.2.4.1 Chez les patients naïfs de traitement 

Le TDF et le TAF présentent une efficacité similaire pour le traitement de l’infection 

chronique par le VHB. Ainsi, respectivement 91% et 90% des patients négatifs pour 

l’Ag HBe ont une charge virale VHB <29 UI/mL au bout de 96 semaines de traitement. 

Ces taux sont de 75% et 73% chez des patients positifs à l’Ag HBe (Buti et al., 2016, 

2015; Kitrinos et al., 2014; Marcellin et al., 2008).  

3.2.4.2 Chez les patients en échec de traitement  

Pour les patients infectés par un VHB multirésistant, défini par la présence de 

mutations de résistances à au moins deux groupes d’analogues nucléos(t)idiques (L-

nucléoside, phosphonate acyclique et D-cyclopentane) (Zoulim and Locarnini, 2012), 
le TDF a permis l’obtention d’une réponse virologique complète chez 64% des patients 

traités après 96 semaines de traitements (Patterson et al., 2011). Dans une autre 

étude, une réponse virologique complète a été observée chez plus de 79.4% des 

patients après 144 semaines de traitement (Lim et al., 2019). Chez les sujets explorés 
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par séquençage de résistance, il n’avait pas été retrouvé de nouvelle mutation pouvant 

expliquer l’échec thérapeutique. Une forte charge virale à l’introduction du  traitement 

et la détection de l’Ag HBe étaient corrélées à une élimination plus lente du VHB 

(Lovett et al., 2017). 

4 Stratégie thérapeutique 
 

Actuellement, le traitement repose sur 2 classes de médicaments, les analogues 

nucléosidiques ou nucléotidiques qui vont viser la polymérase du virus, et le traitement 
par interféron α, aux effets immunomodulateurs. Il n’existe pas encore un médicament 

permettant l’élimination de l’ADNccc. Ainsi, l’objectif principal pour les patients HBV 

chroniques est une amélioration de la qualité de vie et de la survie en limitant la 

progression de la maladie vers la cirrhose et le CHC. L’efficacité du traitement sera 

déterminée par la disparition de la réplication virale, idéalement associée à une 

négativation de l’Ag HBs. Le traitement par NA avec une haute barrière génétique est 
associé à un taux de réponse virologique élevé mais aussi à une perte de l’Ag HBs 

très faible.  

Ainsi, chez les sujets avec un Ag HBe positif, les taux de réponse virologique à l’ETV 
et au TDF après cinq ans de traitement étaient de 99%, 97% respectivement, et le taux 

de perte de l’Ag HBs étaient seulement de 2% et 3%.  

Chez les patients négatifs à l’Ag HBe, le taux de réponse virologique à l’ETV et au 

TDF au bout de 5 ans de traitement étaient 98% et 99%, et le taux de négativation de 

l’Ag HBs était inférieur à 1% dans les deux cas (European Association for the Study of 

the Liver, 2017).  

Concernant le TAF, les résultats intermédiaires à 48 et 96 semaines de traitement sont 

similaires à ceux du TDF à ces étapes. Le traitement doit donc le plus souvent être 

prolongé pendant de nombreuses années pour prévenir une réactivation à l’arrêt du 

traitement. 

4.1 Stades de l’infection 

Le VHB n’a pas d’action cytopathique directe sur les cellules. Il sera reconnu par les 

défenses immunitaires qui ciblent et détruisent les hépatocytes infectés, entraînant 

une inflammation et une nécrose du foie. Ce processus se produit de manière 
intermittente, parfois plusieurs fois dans la vie d’un patient HBV chronique. Le 
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traitement sera indiqué lors de ces phases immunologiquement actives pour en limiter 

les séquelles. L’évolution dans le temps a été divisé en 4 phases, selon les périodes 

d’immunotolérances, peu symptomatiques voire asymptomatiques, et les stades 

d’hépatites avec une perturbation des marqueurs biologiques et une symptomatologie 

plus évocatrice (Figure 19). 

- Phase 1 : anciennement phase d’immunotolérance, montre une forte 

réplication virale avec des concentrations d’ALAT normales et la présence 

de l’Ag HBe.  

- Phase 2 : hépatite B chronique Ag HBe positive, signe l’activation du 

système immunitaire. On observe une élévation des ALAT, ainsi qu’une 
inflammation plus ou moins sévère du foie. La charge virale diminue et l’Ag 

HBe se négative 

- Phase 3 : l’infection chronique VHB Ag HBe négative, ce stade peut durer 

plusieurs années, avec une charge virale faible ou indétectable. Le risque 

de développer une cirrhose ou un CHC est faible. 

- Phase 4 : hépatite B chronique Ag HBe négative, signe une reprise de la 

réplication virale et une réponse immunitaire fluctuante, avec des signes de 

nécroinflammation du foie. Les patients présentent régulièrement des 

variants précore ou dans le promoteur du gène C, associé à progression 

plus rapide vers une pathologie hépatique. 
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Figure 19 : Histoire naturelle de l’infection chronique VHB 

Source : (European Association for the Study of the Liver, 2017) 

4.2 Indications de traitement 

Le traitement est indiqué chez les patients avec une charge virale supérieure à 2000 

UI/mL et des ALAT au-dessus de la normale et/ou une inflammation ou une fibrose 
hépatique modérée. Sont aussi en indication de traitement, les patients avec une 

cirrhose compensée ou décompensée quel que soit le niveau de la charge virale et de 

la cytolyse hépatique. De plus, les individus présentant une charge virale supérieure à 

20000 UI/mL et des ALAT supérieure à 2 fois la normale sont en indication de 

traitement sans attendre d’évaluer le degré de fibrose hépatique. Enfin, une prise en 
charge peut être indiquée pour une infection chronique VHB avec un Ag HBe positif 

chez un patient âgé de plus de 30 ans, ou avec des antécédents familiaux de cirrhose 

ou de CHC. 

4.3 Populations particulières 

Les patients coinfectés VIH/VHB présentent un risque accru de progression vers une 

cirrhose ou un CHC, ils doivent recevoir un traitement antiviral contenant du ténofovir 

sans attendre le nombre de CD4 

Les patients infectés par le virus de l’hépatite delta doivent recevoir de l’interféron 

alpha pendant 48 semaines, ainsi qu’un NA si on constate une réplication VHB. 
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Cependant le PegIFNα est contre-indiqué chez ceux présentant une cirrhose 

décompensée et doit faire considérer une transplantation hépatique.  

L’élimination du VHC par antiviraux à action directe (DAA) peut provoquer une 

réactivation du VHB. De ce fait, les patients en indication de traitement doivent recevoir 

un NA. Chez ceux présentant un Ag HBs positif seul, on peut envisager une 

prophylaxie de 12 semaines par NA, avec une surveillance resserrée. Pour les patients 

avec des Ag HBc isolés, une élévation des ALAT doit entraîner une vérification de la 
charge virale VHB. 

Les patients devant recevoir une chimiothérapie ou un immunosuppresseur doivent 

être dépisté pour le VHB en amont. Ceux présentant des Ag HBc isolés recevront une 

prophylaxie par entécavir ou ténofovir si le risque de réactivation est considéré comme 

élevé. 

4.4 Réponse thérapeutique 

Lors d’une prise en charge par un NA, la réponse virologique est définie par une charge 

virale VHB indétectable par un test PCR avec une limite de détection de 10 UI/mL 
(Figure 20). Les échecs au traitement sont classés dans 3 situations : 

- La non-réponse primaire, lorsque l’on constate une baisse inférieure à 1 

log10 de la charge virale après 3 mois de traitement 

- L’échappement est défini par une augmentation de la charge virale de 

plus d’1 log10 par rapport au nadir pendant le traitement. 

- La réponse virologique partielle, où l’on observe une diminution de la 

charge virale de plus d’1 log10, tout en restant détectable après plus de 12 

mois de traitement bien conduit. 

Dans tous les cas, il convient d’explorer les causes de cet échec, la première étant 

l’observance du patient. Les situations d’échec thérapeutique sous traitement bien 

conduit vont entraîner la recherche de mutation(s) de résistance par analyse du 

génome du VHB. 
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Figure 20 : Réponses virologiques au traitement par analogues nucléos(t)idiques 

Source : (European Association for the Study of the Liver, 2017) 

5 Résistance aux antiviraux 
 

5.1 Mécanismes favorisant l’émergence de la résistance du VHB aux 

antiviraux 

Habituellement, les virus à ADN ont un taux de mutation plus faible que les virus à 

ARN. Il est généralement admis que ces taux sont respectivement de 10-8 à 10-6 et de 

10-6 et de 10-4 substitutions par nucléotide  et par cellule infectée (Sanjuán and 
Domingo-Calap, 2016). Le VHB présente cependant une variabilité élevée, qui peut 

s’expliquer pour plusieurs raisons. 

D’abord, la Pol/RT du VHB, comme toutes les polymérases ARN-dépendantes, ne 
possède pas de fonctions de correction. On observe ainsi un fort taux d’erreur, environ 

une toutes les 10-4 à 10-5 paires de base (Park et al., 2003). De plus, chez les patients 

infectés par le VHB, on observe fréquemment des charges virales élevées, jusqu’à 108 

à 109 virions/mL de plasma, et on estime la production journalière à environ 1011 virions 

(Locarnini and Zoulim, 2010). Enfin, la persistance dans le temps de l’ADNccc dans 

les hépatocytes permet l’archivage des mutations sélectionnées dans la quasi-espèce 
virale. 
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En théorie, ces trois éléments font du VHB un des virus les plus variables. Cependant, 

une majorité de ces variants seront soit défectifs et éliminés, soit sans impact sur les 

structures et les fonctions du VHB. Enfin, l’organisation extrêmement compact de son 

génome, avec ses cadres de lecture se chevauchant, va probablement  limiter 

l’émergence de nouvelles mutations, notamment si elles diminuent la capacité 

réplicative (fitness) de la particule virale (Kay and Zoulim, 2007). D’autres facteurs 

limitent l’émergence de résistance, notamment la réponse immune, la bonne 
observance, le faible niveau de réplication sous traitement et la barrière génétique 

élevé des nouveaux analogues. 

La population virale du VHB est marquée par une grande diversité dès le début de 

l’infection, ainsi des virus mutants sont déjà en circulation à bas bruit en tant que quasi-

espèces. Ces variants minoritaires seront de plus entretenus par l’archivage sous 
forme d’ADNccc. Certaines souches seront donc résistantes dès le départ au 

traitement antiviral, et pourront par la suite acquérir des mutations dites 

compensatoires pour augmenter leur capacité réplicative. On estime qu’environ 25% 

de patients naïfs de traitement par analogues nucléos(t)idiques présentent des quasi-

espèces avec des mutations de résistance (Chevaliez et al., 2019). 

5.2 Résistance croisée 

Certaines mutations de résistance confèrent une résistance à plusieurs analogues. 

Ces phénomènes de résistance croisée peuvent expliquer un échec thérapeutique a 

une molécule, même en l’absence d’exposition préalable à cette dernière. Le Tableau 

1 liste l’ensemble des mutations de résistance du VHB décrites dans les dernières 

recommandations de l’EASL 2017 et permet de visualiser les résistances croisées, 

notamment entre adéfovir et ténofovir (A181T/V et N236T). 

Tableau 1 : Résistances croisées des mutations rencontrées les plus fréquemment 
lors des traitements par analogues nucléos(t)idiques. 

 

La colonne de gauche montre la substitution observée avec la sensibilité pour chaque médicament. S : sensible, 
I : intermédiaire, R : résistant, LAM : lamivudine, ADV : adéfovir, ETV : entécavir, TDF : ténofovir disoproxil 
fumarate, TAF : ténofovir alafenamide.  

Source : (European Association for the Study of the Liver, 2017) 
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5.3 Barrière génétique 

Parmi les facteurs impliqués dans la résistance aux antiviraux, la barrière génétique 

va apprécier le nombre de substitutions d’acides aminés nécessaires à l’acquisition 

d’une résistance au médicament, tout en gardant une capacité réplicative, ou fitness, 

suffisante pour pouvoir se disséminer chez l’hôte infecté. Ceci permet la classification 

des médicaments en molécules ayant une faible barrière génétique, c’est-à-dire ne 

nécessitant que peu de mutations pour devenir résistant (lamivudine, adéfovir, 

telbivudine) et des molécules ayant une haute barrière génétique (entécavir, ténofovir). 

La Figure 21 permet d’observer l’incidence des résistances dans le temps des 

différents analogues nucléos(t)idiques utilisés dans le traitement des patients VHB. La 

faible prévalence des isolats résistants à l’entécavir ou au ténofovir à 5 ans de 

traitement illustre la barrière génétique élevée de ces composés. 

 

Figure 21 : Incidence cumulative de la résistance du VHB aux traitements par des 
analogues nucléos(t)idiques sur un à cinq ans. 

LAM : lamivudine, ADV : adéfovir, ETV : entécavir, TBV : telbivudine, TDF : ténofovir disoproxil fumarate, TAF : 
ténofovir alafenamide  

Source : (European Association for the Study of the Liver, 2017) 

6 Les mécanismes de résistance du VHB au ténofovir 
 

Les analogues nucléosidiques ou nucléotidiques sont les molécules les plus 

couramment utilisées pour le traitement des hépatites B chroniques, ils ne sont 

malheureusement pas curatifs et doivent être pris au long cours, ce qui pose le risque 

de l’apparition de mutations de résistance. De fait, les NA anciennes générations, la 
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lamivudine et l’adéfovir ne sont maintenant plus recommandés en 1ère intention à 

cause d’une incidence significative d’apparition de résistance. 

L’entécavir et le ténofovir, avec une barrière génétique haute, offre un rapport 

bénéfice/risque plus satisfaisant. 

Cependant, on observe dans la pratique des échecs thérapeutiques à ces molécules 

et, dans la littérature, des associations de mutations conférant une résistance au 

ténofovir commencent à être rapportée (Liu et al., 2021; Park et al., 2019). 

6.1 Mécanismes responsables de la sensibilité diminuée au ténofovir 

La classe des phosphonates acycliques est représentée par l’adéfovir et le ténofovir, 
analogues de l’adénosine. Les principales mutations de résistance à l’adéfovir 

retrouvées sont rtA181V/T et rtN236T (Hadziyannis et al., 2006; Villeneuve et al., 

2003). Les mutations rtA181V/T et rtN236T multiplient respectivement la CE50 de 2.5 

à 5 fois et de 7 à 10 fois par rapport à la CE50 de la souche sauvage du VHB 

(Bartholomeusz et al., 2004; Qi et al., 2007). Ces mutations n’augmentent que 

modérément la CE50 du VHB sous adéfovir mais sont à risque d’échec thérapeutique 
car une augmentation de posologie n’est pas recommandée pour ce médicament, du 

fait d’une toxicité rénale. 

Le ténofovir a un mode d’action similaire à l’adéfovir envers la Pol/RT du VHB, il n’est 

donc pas surprenant d’observer une baisse de sensibilité de souches du VHB portant 

les mutation rtA181T/V, rtN236T ou les deux simultanément. La combinaison des deux 

mutations augmente la CE50 d’un facteur 10 par rapport à la souche sauvage (Qi et 
al., 2007). In vivo, on peut observer une réponse plus tardive au ténofovir chez des 

patients infectés par un VHB résistant à l’adéfovir (Bömmel et al., 2010). Ces mutations 

ne sont pas associées à des échappements virologiques ou des non réponses au 
ténofovir, probablement car la posologie (245mg de TDF/j vs 10mg/j d’adéfovir) permet 

d’obtenir des concentrations intra-cellulaires plus élevées (Ratziu et al., 2006). 

6.2 Mutations de résistance au ténofovir en cours de caractérisation 

Les mutations actuellement référencées dans les recommandations (European 
Association for the Study of the Liver, 2017) n’ont qu’un impact modéré sur la 

sensibilité du VHB au ténofovir et n’empêchent pas une prise en charge efficace en 

monothérapie (Lim et al., 2019). Les cas d’échecs thérapeutiques au ténofovir sont 

difficiles à trouver car les résistances à ce médicament sont très rares. Ces dernières 

années, les mutations rtA194T et rtS78T/sC69* ont été rapportés comme pouvant être 
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responsable d’une diminution de la sensibilité au ténofovir (Amini-Bavil-Olyaee et al., 

2009; Shirvani-Dastgerdi et al., 2017), mais les tests phénotypiques effectués sur ces 

isolats ne montraient pas de d’augmentation significative de la CE50 (Delaney et al., 

2006; Shirvani-Dastgerdi et al., 2017). Récemment, deux patients présentant une 

quadruple mutation (rtS106C, rtH126Y, rtD134E et rtL269I) ont été décrits, cette 

combinaison semblant liée à un échappement thérapeutique et à une augmentation 

de la CE50 jusqu’à un facteur 15.3 (Park et al., 2019). L’équipe ayant observée ces 
échecs a depuis confirmé ces résultats avec de nouveaux test phénotypiques utilisant 

plusieurs lignées cellulaires différentes (Lee et al., 2021). 

6.3 Observance et ténofovir 

Le but du traitement par analogues nucléos(t)idiques contre le VHB est d’éviter la 
progression de la maladie vers une cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire. Le 

ténofovir a montré une réduction du risque de progression vers un CHC (Kim et al., 

2015). Pour cela, une bonne observance au traitement est primordiale pour obtenir un 

bénéfice clinique sur le long terme et éviter l’apparition de résistance au traitement. 

Cependant, la bonne observance lors d’un traitement au long cours est difficile à 

obtenir (Chowdhury et al., 2013; Mills et al., 2006). La compliance globale a été 

estimée à 74.6% dans une revue de la littérature (Ford et al., 2018). Les principales 

causes de mauvaise observance sont l’oubli d’une prise, un manque de 

compréhension de l’importance du traitement bien conduit et la modification de la 

routine journalière. Ainsi, une attention particulière doit être porté à la compliance du 

patient au traitement, couplée à une bonne éducation thérapeutique. Il a été noté que 

l’auto-évaluation de l’observance par les patients a tendance à être surévaluée 
(Sangeda et al., 2014). Lors de l’exploration d’un échec thérapeutique au ténofovir, 

l’interrogatoire ne suffit pas obligatoirement à l’évaluation de l’observance du patient 

et un dosage plasmatique de la molécule peut être envisagé pour compléter l’enquête. 

7 Exploration génotypique de la résistance 
 

A cause de la persistance du VHB dans les hépatocytes, un traitement long, voire à 

vie, est nécessaire pour la majorité des patients. Mais, un traitement au long cours 
entraîne une augmentation du risque d’apparition de mutation de résistance. Ce qui 

peut amener à un échappement thérapeutique et, éventuellement, une dégradation de 

l’état clinique du patient. Le suivi des malades suppose un monitoring rigoureux au 

niveau clinique et virologique. La réapparition ou la persistance d’une charge virale 
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malgré un traitement bien conduit, va amener à rechercher des mutations de 

résistance dans le gène Pol/RT (aa1-344) codant la polymérase. Cela est le plus 

souvent réalisé par séquençage. 

7.1 Le séquençage Sanger 

Le domaine Pol/RT peut être amplifié et séquencé en utilisant des protocoles publiés 

et ouverts (Villeneuve et al., 2003), ou bien grâce à  des kits commerciaux. Pour 

améliorer la sensibilité de ces tests, la plupart des kits débutent par une étape de PCR 

nichée. La séquence obtenue peut ensuite être analysée à l’aide d’outils en ligne, tels 

que Geno2Pheno (Max Planck Institute), ou bien HBVseq (Stanford University). La 

méthode de séquençage Sanger ne peut cependant pas détecter de mutations 

émergentes si ces dernières sont inférieures à 20% (Shaw et al., 2006).  

7.2 Le séquençage profond (« next generation sequencing ») 

Comme évoqué plus haut, près d’un quart des patients VHB portent en eux des quasi-

espèces avec des mutations de résistance avant tout traitement antiviral, mais à des 

niveaux ne permettant pas de les détecter avec les méthodes de séquençage 

classique (Chevaliez et al., 2019). Pour s’affranchir de cette limite, des méthodes de 
séquençages profonds ont été développés, notamment par Roche (système 454) ou 

par Illumina (Miseq). Ces techniques permettent de mettre en évidence des sous-

populations très minoritaires avec d’éventuelles mutations de résistance (Chevaliez et 

al., 2019). L’impact de ces sous-populations sur l’efficacité des traitements est pour le 

moment peu connu. 

7.3 Exploration phénotypique de la résistance 

Les tests phénotypiques sont indispensables à l’identification de nouvelles mutations 

de résistances. Ils vont permettre d’évaluer l’impact de cette mutation sur la molécule, 

mais aussi de tester d’éventuelles résistances croisées (Zoulim, 2006). Ces tests 

mesurent la capacité d’une molécule à inhiber la réplication virale en calculant la 
concentration inhibant de 50% la réplication du VHB (CE50). Le rapport de la CE50 d’un 

isolat clinique sur la CE50 d’un isolat sensible permettra de calculer le facteur de 

résistance, reflet de l’effet des mutations sur l’antiviral. Il sera aussi possible de 

mesurer la concentration cytotoxique 50% (CC50), c’est-à-dire la concentration 

diminuant de 50% la quantité de cellules viables.  
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE 
 

Parmi les patients traités pour une hépatite B chronique, une minorité présente une 

réponse virologique partielle, voire une absence de réponse au ténofovir disoproxil 
fumarate. Ces échecs de traitement restent inexpliqués, ce qui complique l’adaptation 

thérapeutique et la prise en charge. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ces profils 

de réponse. Premièrement, de nouvelles combinaisons de mutations pourraient 

conférer une résistance élevée au ténofovir et expliquer ces échecs. Deuxièmement, 

une mésobservance du patient, non détectée à l’interrogatoire pourrait contribuer aux 

échecs de traitement.  

L’objectif de ce travail de thèse est de décrire, chez ces patients, les facteurs cliniques 

et virologiques ayant pu contribuer à la non-réponse ou à la réponse virologique 
partielle au ténofovir. Pour cela, les mutations sélectionnées dans le domaine Pol/RT 

des isolats cliniques au cours du traitement seront recherchées par séquençage à haut 

débit. Par ailleurs, l’observance thérapeutique sera évaluée par dosage des 

concentrations plasmatiques de ténofovir.  

Les éventuelles combinaisons de mutations identifiées pourraient être caractérisées 

par une approche phénotypique dans un futur travail, permettant ainsi une meilleure 

compréhension des mécanismes de résistance au ténofovir. Enfin, l’analyse des 

résultats de dosage pharmacologique pourra contribuer à évaluer l’intérêt de cette 

approche, en complément de l’interrogatoire ou d’autres méthodes d’évaluation de 
l’observance.  
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PARTIE EXPERIMENTALE 
1 Introduction 

 
Ce projet a débuté par le constat qu’un certain nombre de patients traités pour une 

hépatite B chronique et présentaient une réponse virologique partielle voire une 

absence de réponse au ténofovir disoproxil fumarate. Ces patients ont été identifiés 

rétrospectivement parmi l’ensemble des génotypages de résistance du VHB réalisés 

au CHU de Tours (2011-2018), pour des patients provenant de l’ensemble de la région 

Centre-Val de Loire. 

Dix patients en échec inexpliqué de traitement par ténofovir ont été identifiés et 

explorés rétrospectivement par analyse du dossier médical, séquençage à haut débit 

avant traitement et à l’échec de traitement, et dosage pharmacologique des 
concentrations plasmatiques de ténofovir. 

2 Matériel et méthodes 
 

2.1 Inclusion des patients 

Le recueil d’échantillons de plasma s’est effectué à partir de patients testés en routine, 

entre 2011 et 2020, pour le diagnostic ou le suivi moléculaire du VHB. Ces échantillons 

ont été conservés à -20°C. Nous avons inclus des patients en échec de traitement par 

ténofovir, que ce soit une non réponse primaire, un échappement ou une réponse 

partielle au traitement (European Association for the Study of the Liver, 2017). Le 

dossier clinique de ces patients a été analysé rétrospectivement à la recherche de 

comorbidités. L’atteinte hépatique a été évaluée à l’aide de marqueurs non invasifs 

(Fibromètre ou élastographie impulsionnelle) ou par une biopsie du foie. Ces examens 

ont permis d’évaluer la fibrose et l’inflammation hépatique selon le score Metavir. La 

charge virale a été réalisée avec la technique RealTime HBV (Abbott). Le génotypage 

à la recherche de résistance au ténofovir a été effectué dans le cadre du soin courant 
par l’amplification du domaine Pol/RT (aa rt1-rt344) (Villeneuve et al., 2003). 
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2.2 Séquençage profond du domaine Pol/RT 

L’ADN du VHB a été extrait avec le kit DSP virus (Qiagen) sur le système EZ1 

Advanced XL. L’amplification de la région de la polymérase du virus a été effectué en 
utilisant les amorces suivantes : OS1 (GCCTCATTTTGTGGGTCACCATA) et P1R 

(TCACGGTGGTTTCCATGCGA). Cette PCR nécessitait 200 nM de chaque amorce, 

5 µL d’extrait d’ADN et 45 µL de Platinum™ PCR SuperMix High Fidelity (Thermo 

Fisher Scientific, Massachusetts, USA). La réaction de PCR a été effectué sur un 

thermocycleur T3000 (Biometra) avec les paramètres suivants : 2 min à 98°C, puis 38 

cycles de 30 s à 94°C, 30 s à 54°C et 3 min à 68°C, avec une étape finale de 10 min 

à 68°C.  

Pour améliorer le rendement, il a parfois été nécessaire de procéder à une PCR 
« nichée ». 5 µL du produit de PCR précédent ont été amplifiés avec les amorces RT_F 

(GGAATTCCACTGCCTTCCACCAAGCTC) et RT_R 

(GGTTCCACGCATGCGCTGATGG), chacune à 200 nM et 45 µL de Platinum™ PCR 

SuperMix High Fidelity. Le programme de PCR utilisé a été le suivant : 2 min à 94°C, 

suivi de 38 cycles de 30 s à 94°C, 30 s à 58°C et 2 min à 68°C, et une étape finale 

d’élongation de 10 min à 68°C. 

Les produits de PCR ont été purifiés par précipitation à l’acétate de sodium 0,3M (1/2 

volume) et à l’isopropanol (2 volumes) à -20°C puis centrifugation à 15000 g pendant 

20 min. Le culot d’ADN a été rincé avec 1 mL d’éthanol à 70° puis remis en suspension 
dans 40 µL d’eau. La qualité et la quantité de l’ADN purifié a été évalué par mesure de 

l’absorbance à 260 nm et calcul des ratio d’absorbance à 260/280nm et 260/230 nm 

(Nanodrop, Fischer). 

La préparation des librairies d’acides nucléiques a été effectuée avec le kit Nextera XT 

DNA (Illumina, San Diego, USA) selon les instructions du fabricant. Des « reads » de 

séquençage pairés de 150 paires de bases ont été obtenus avec la plateforme Miseq 

(Figure 22). Les fichiers contenant les séquences produites ont été analysés avec la 
plateforme Galaxy après avoir vérifié la qualité des « reads » (FastQC). Les 

séquences ayant un QC supérieur à 30 et une longueur de plus de 30 nucléotides ont 
été conservées. L’assemblage de novo a été effectué par le programme Trinity et 

vérifié avec l’outil Blast disponible sur le site du National Center for Biotechnology 

Institute (NCBI). La séquence consensus ainsi obtenue pour chaque isolat a été 

comparée aux isolats de même génotype décrits dans la littérature, à l’aide de l’outil 

Geno2pheno [hbv] v2.0 (Max Planck Institute). Cet outil a permis d’établir la liste des 
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polymorphismes et mutations de résistance ou d’échappement détectées dans le 

domaine polymérase/transcriptase inverse (Pol/RT) ou dans l’Ag HBs, 

respectivement. La souche X02763 (génotype A), avec la numération d’usage, a été 

utilisée pour l’annotation des mutations. L’ensemble des séquences obtenues pour 
chaque isolat ont été cartographiées sur la séquence consensus avec l’outil Bowtie2. 

La diversité des nucléotides a été analysée position par position en utilisant le 

programme mpileup. Les positions contenant une profondeur supérieure à X100 ont 
été retenues pour continuer l’analyse. Seules les mutations représentant au moins 1% 

des quasi-espèces du VHB ont été analysés. La diversité à chaque position dans la 

séquence en acides aminés de la Pol/RT et de l’Ag HBs a été étudiée et comparée 

entre les isolats pré et post-traitement. 
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Figure 22 : Etapes de séquençage NGS par la méthode Illumina  

A : L’ADN est fragmenté aléatoirement, puis des adaptateurs vont se lier à ces morceaux d’ADN. B : Les fragments 
d’ADN vont pouvoir se fixer sur la flowcell grâce aux adaptateurs et vont subir une étape d’amplification de 
proche en proche (en cluster). C : Le séquençage va être effectué à l’aide de nucléotides fluorescents. Une 
acquisition de la longeur d’onde émise lors de l’incorporation d’un nucléotide va permettre le séquençage 
complet du fragment d’ADN. D : Les reads sont alignés par rapport à une séquence de référence à l’aide d’outils 
bioinformatiques, ce qui permet l’identification d’éventuels variants. 

Source : Illumina (www.illumina.com) (“An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology,” n.d.) 
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2.3 Suivi pharmacologique du ténofovir   

Le dosage du ténofovir a été effectué par une méthode de chromatographie liquide 

couplée à de la spectrométrie de masse en tandem (LC MS/MS) (Nirogi et al., 2009), 
à partir de plasma prélevé sur des tubes EDTA. Cette analyse a été réalisée 

gracieusement par le Dr MC Gagnieu (CHU de Lyon). Du ténofovir-D6 a été incorporé 

aux échantillons en tant qu’étalon interne, puis ces échantillons ont ensuite été 

préparés grâce à une extraction sur phase solide avec une colonne Bond Elut C18 

(Agilent technologies, Santa Clara, USA). Les extraits secs ont été repris avec de l’eau. 

La séparation chromatographique est réalisée sur un système UPLC Acquity à l’aide 

d’une colonne de type CORTECS C18 1.6 µm. Les analytes sont ensuite détectés 

grâce à un spectromètre de masse de type Xevo TQMS (Waters Corporation, Milford, 

USA). Brièvement, en sortie de colonne, les molécules sont ionisées par une source 

électrospray (ESI) positive, sélectionnées dans un premier quadripôle, fragmentés 

dans une chambre de collision puis les fragments générés sont de nouveau 
sélectionnés par un second quadripôle. Les transitions MRM choisies pour l’analyse 

du ténofovir sont 288.242 – 176.161 pour la quantification et 288.242 – 159.059 

comme ion de confirmation (Figure 23). L’étalon interne (ténofovir-D6) est quantifié sur 

la transition MRM 294.154 – 182.147. Le  domaine de mesure de cette s’étend entre 

5 ng/mL à 2000 ng/mL.(Garraffo et al., 2018). 
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Figure 23 : Scan complet des produits d’ionisation par électronébuliseur positif du 
ténofovir 

Source : (Nirogi et al., 2009) 

3 Résultats 
 

3.1 Contexte clinico-biologique des échecs de traitement par ténofovir 

Un total de 110 génotypes de résistance du VHB a été effectué sur la période étudiée. 

Parmi ces échantillons, 10 étaient associés à un échec de traitement au ténofovir, 

confirmés par la détection et la quantification d’ADN du VHB par la technique Real 

Time HBV (Abbott) utilisé au laboratoire. Les informations cliniques et virologiques de 

ces patients sont indiquées dans le tableau 1. Quatre patients (P10, P26, P27, P28) 
ont été exclus à cause d’une mauvaise observance retrouvée à l’interrogatoire, et les 

six autres ont été inclus. Parmi ces isolats, quatre étaient associés à des réponses 

partielles (P15, P16, P18, P22), un à un échappement thérapeutique (P31) et un à une 

non-réponse primaire au traitement (P20), selon les recommandations de l’EASL. Le 

suivi thérapeutique et virologique de ces patients est présenté dans la Figure 24 et le 

Tableau 2 pour les suivis les plus longs (P18 et P20) et en annexe pour les autres. 
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La patiente P18, née en Thaïlande en 1977, a été diagnostiqué d’une infection 

chronique par le VHB en 1994. L’hépatite était peu active et la patiente a ensuite été 

surveillée sans prise en charge médicamenteuse. En 2013, une élévation des 

transaminases et l’apparition de nodules hépatiques ont été constatés. La biopsie 

hépatique retrouvait des signes d’activité minime du VHB, avec un score Métavir A1 

F0/F1. Devant l’antécédent de CHC chez le père et la charge virale élevée (8.32 log10 

UI/mL), il a été décidé l’introduction de TDF en décembre 2013. La charge virale VHB 
est restée détectable jusqu’en 2016 (réponse virologique partielle) puis est devenue 

indétectable. 

Le patient P20 a été diagnostiqué VIH en 1992, en stade C avec un nadir de CD4 à 2 
par mm3. Il a été diagnostiqué la même année une coinfection par le VHB. Ce patient 

a fait l’objet d’une prise en charge complexe avec la mise en place de nombreuses 

lignes de traitements. Une insuffisance rénale chronique est apparue en 1997 et le 

patient est dialysé trois fois par semaine depuis 2004. De plus, il fait preuve d’une 

compliance aléatoire au niveau de la prise de ses traitements avec une charge virale 

VHB fluctuante entre 3 et 8 log UI/mL. Cependant, plusieurs dosages plasmatiques du 

ténofovir durant sa prise en charge ont retrouvé des concentrations élevées en 

médicament. Une dissociation entre la charge virale VIH (<1,6 log cp/mL) et la charge 

virale VHB (3 à 7 log10 UI/mL) a été observée pendant une partie du suivi du patient. 

La patiente P31 a une histoire particulière, son hépatite B chronique a été traitée 

efficacement par du TDF entraînant une disparition de l’ADN du VHB dans le plasma 

à partir de 2018. En février 2020, il a été introduit de l’interféron α pegylé. Une 

augmentation de la charge virale VHB à 3.57 log10 UI/mL a été observée en mars 

2020. L’échec de l’amplification par PCR n’a pas permis d’effectuer un séquençage à 
la recherche de mutation de résistance. Un prélèvement de contrôle en juin 2020 a 

retrouvé une charge virale VHB à 3.5 log10 UI/mL, toutefois le séquençage par la 

méthode Sanger n’a, cette fois encore, pas pu être réalisé. Il est intéressant de noter 

que durant cette période, l’Ag HBs sous bithérapie a régulièrement diminué. 

La recherche de mutation de résistance dans le domaine Pol/RT des dix isolats 

cliniques inclus n’a retrouvé aucune mutation affectant la sensibilité au ténofovir. 

L’isolat P22 présentait les mutations rt180M et rt204V entrainant une résistance à la 

lamivudine et une sensibilité réduite à l’entécavir. Ces mutations ont été associées à 
une augmentation d’un facteur 2 de la CE50 du ténofovir, considérée comme non 

significative (Delaney et al., 2006). L’amplification du domaine Pol/RT et la recherche 
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de mutations de résistance a échouée pour les isolats P18 (inexpliqué) et P31 

(possible dégradation des acides nucléiques viraux par effet de l’interferon). Il n’a pas 

été réalisé pour l’isolat P28 (non-observance). 



 

Tableau 2 :  Profils cliniques et virologiques des patients en situation d'échec thérapeutique au ténofovir 

Isolat Sexe Age 
(années) 

Comorbidités Metavir Ag 
HBe  

Traitements 
antérieurs 

Durée 
traitements 

(années) 

Génotype 
VHB 

Charge 
virale à 
l’échec 
(UI/mL) 

Dosage 
ténofovir 
(ng/mL) 

Mutations de 
résistance aux 

analogues 

Mésobservance 
P10 M 25 Non A3-F4 - Aucun 1 NC 7.93 log10 Non fait*  Non fait* 

P26 F 46 NC NC NC Lamivudine 17 E 4.45 log10 Non fait*  Non fait* 

P27 M 48 NC NC NC Lamivudine 
Adéfovir 

15 D 5.57 log10 Non fait*  Non fait* 

P28 M 31 NC NC NC NC NC NC 4.9 log10 <5 Non fait* 
Bonne observance 

P15 M 49 NC NC NC NC 2 D 2.03 log10 240** Sensible 

P16  M 61 Psoriasis sous 
méthotrexate 

NC + NC 1 B 1.6 log10 160** Sensible 

P18 F 43 Non A0-F1 + Aucun 1 C 2.03 log10 108** Non réalisable 

P20 M 63 VIH 
IRC dialysé 

A1/2-
F1/2 

- Lamivudine 
Emtricitabine 

25 A 5.94 log10 500 Sensible 

P22 F 45 VIH F0-F1 + Lamivudine 
Entécavir 

17 E 1.53 log10 165** LAM-R, ETV-I 

P31 M 46 NC NC - Interféron α >3 A 3.27 log10 76** Echec 

 

Non fait* = Mésobservant ; **, dosage rétrospectif
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Figure 24 :  Suivi virologique de patients en échec de traitement par le ténofovir  

La courbe bleue représente la charge virale VHB au cours du temps. La courbe verte chez le patient P20 montre 
la charge virale VIH au cours du temps. Le point triangulaire représente le dosage rétrospectif du ténofovir 
plasmatique chez le patient P18, et la courbe rouge chez le patient P20 la cinétique du ténofovir effectué sur une 
semaine (concentrations plasmatiques résiduelles observées du ténofovir : 40-90 ng/mL). 

3.2 Evaluation rétrospective de l’observance 

La concentration plasmatique résiduelle observée du ténofovir aux posologies 

recommandées est située entre 40 et 90 ng/mL (Garraffo et al., 2018) L’analyse 

rétrospective du ténofovir plasmatique a montré la présence de ténofovir, excepté 

pour le patient P28 (<5 ng/mL), pour lequel il était suspecté une mésobservance 

(Tableau 2). Ces résultats semblent cohérents avec l’interrogatoire des patients pour 

lesquels il n’était pas retrouvé de mauvaise compliance au traitement. 
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3.3 Apport du NGS à la recherche de mutations de résistance 

L’objectif de cette partie du travail était de déterminer si le NGS et le séquençage 

Sanger aboutissaient à des conclusions comparables concernant la présence de 
mutations de résistance. Le domaine Pol/RT a été à amplifié et analysé pour deux 

isolats (P18 et P20). Les séquences consensus obtenues ont ensuite été analysées 

avec l’outil Geno2Pheno (Max Planck Institute). Le domaine Pol/RT n’a pas pu être 

amplifié pour réalisation du NGS pour les quatre autres isolats en échec inexpliqué de 

traitement par ténofovir (P15, P16, P22 et P31).  

Concernant P18, la mutation rtA317S a été détectée par NGS. Cette mutation a été 

décrite dans des échecs de traitement au ténofovir, mais uniquement en association 

avec une combinaison de neuf autre mutations (Cho et al., 2018). La mutation I269L, 
détectée chez ce patient, a aussi été associée à une résistance au ténofovir, mais 

uniquement dans le cadre de la combinaison de mutations « CYEI » non détectée ici 

(Park et al., 2019). 

Il n’y avait pas de différence d’interprétation entre le séquençage Sanger et le 

séquençage profond pour l’isolat 20 (Tableau 2). A noter toutefois la détection d’une 

mutation majoritaire détectée uniquement par NGS dans l’enveloppe (L209V), sans 

impact clinique connu. On peut aussi noter la détection de la mutation rtL217R, 

associée, en combinaison avec d’autres mutations, à une augmentation modérée de 

la CE50 du ténofovir (Lada et al., 2012). 

Tableau 3 : Récapitulatif des mutations majoritaires et leur impact sur le VHB 

 Pol/RT (+ sensibilité au ténofovir) S 
 Sanger NGS Sanger NGS 
P18 En cours N13S, P109S, 

Q267L, I269L, 
A317S, L336M 
(sensible) 

En cours S3N, T5A 

P20 L217R 
(sensible) 

L217R 
(sensible) 

Aucune L209V 

* Par comparaison à une séquence consensus représentant l’ensemble des autres isolats de ce 
génotype  
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3.4 Evolution de la diversité virale au cours du traitement 

L’évolution de la diversité virale au cours du traitement a été étudiée pour les deux 

patients pour lesquels des isolats séquentiels étaient disponibles (P18 et P20). Pour 
le patient P18, l’isolat collecté au diagnostic de l’infection par le VHB (P18.J0) a été 

comparé à l’isolat collecté au moment de l’échec (P18, Figure 24 & Figure 25). Pour 

le patient P20, le prélèvement au diagnostic n’était plus disponible. Par conséquent, 

l’évolution de la diversité virale a été étudiée sur une fenêtre de 5 ans au cours de 

laquelle le patient ne répondait pas au traitement par ténofovir (P20.1 et P20.2, Figure 

24 & Figure 26). 

Le séquençage profond a permis d’étudier l’évolution des quasi-espèces virales qui 

pourrait être induite par la pression de sélection du ténofovir au cours du temps. 
L’objectif était d’observer l’émergence de mutations qui pourraient conférer un 

avantage envers le ténofovir.  

Chez le patient P18, une seule position est associée à une évolution de la diversité >5 
%. A cette position, on note l’apparition de la mutation minoritaire rtI315M (0% puis 5% 

à l’échec). Cette dernière, d’impact inconnu, est retrouvé chez 0,1% des isolats de 

génotype C. Par ailleurs, on peut noter la disparition au cours du traitement d’une 

double mutation rtD134E/sI126S (1% puis 0%). La mutation sI126S a été associée 

des situations d’échappement au vaccin (Avellón and Echevarria, 2006; Lazarevic et 

al., 2019). De plus, la mutation associée sur le domaine Pol/RT rtD134E a été 
rapportée récemment dans une combinaison de mutations (absente dans cet isolat) 

semblant conférer une résistance au ténofovir (Lee et al., 2021; Park et al., 2019). Les 

autres mutations minoritaires restant stables. Les autres mutations n’étaient pas 

associées à une résistance aux antiviraux ou à un Ag HBs mutant. 

Chez le patient P20, quatre positions étaient associées à une évolution de la diversité 

>5 %. Les mutations correspondantes, rtS105T, sP178Q, rtS332R et rtK333Q 

semblent émerger dans la quasi-espèce (+5%). Ces mutations sont retrouvées chez 

1,9 ; 0,1 ; 2,3 et 7 % des isolats de génotype A. La mutation rtK333Q a été associée à 

des échecs de traitement au ténofovir, mais uniquement en combinaison avec neuf 

autre mutations (Cho et al., 2018). Les trois autres mutations n’ont aucun impact 

clinique connu. D’autres mutations minoritaires émergent au cours du traitement mais 

restent <5% de la quasi-espèce (sL22s, sS55F, sR79H, rtN118T/sI110L, rtV173M et 

rtA342S). Le reste des mutations observées n’étaient pas associées à une résistance 

aux analogues nucleos(t)idiques ou à une mutation d’échappement de l’Ag HBs. 
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Figure 25 : Evolution de la diversité au sein du domaine Pol/RT chez la patiente P18 

Les mutations représentées en haut de chaque figure (au 100 %) représentent la diversité par rapport 
aux autres isolats de même génotype (différence entre la séquence consensus de l’isolat clinique et la 
séquence consensus des isolats de même génotype). Les mutations représentées en dessous (<100 %) 
sont celles avec une diversité >1% au sein de l’isolat clinique. Le signe (+) représente les mutations qui 
varient de plus de 5% entre les deux isolats. 
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Figure 26 :  Evolution de la diversité au sein du domaine Pol/RT chez le patient P20 

Les mutations représentées en haut de chaque figure (au 100 %) représentent la diversité par rapport 
aux autres isolats de même génotype (différence entre la séquence consensus de l’isolat clinique et la 
séquence consensus des isolats de même génotype). Les mutations représentées en dessous (<100 %) 
sont celles avec une diversité >1% au sein de l’isolat clinique. Le signe (+) représente les mutations qui 
varient de plus de 5% entre les deux isolats. La zone grisée dans la figure du bas représente la partie 
n’ayant pas pu être séquencée dans le domaine Pol/RT. 
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4 Discussion 
 

Le but de ce travail était de décrire les facteurs cliniques et virologiques ayant pu 

contribuer à la non-réponse ou à la réponse virologique partielle au ténofovir. Une 

meilleure compréhension des mécanismes de cet échappement permettrait une 

meilleure prise en charge de ces patients. 

Les échecs thérapeutiques des pathologies infectieuses chroniques sont des 

phénomènes multifactoriels, impliquant des facteurs viraux, pharmacologiques et 
d’hôte (Zoulim, 2004). Les facteurs viraux rassemblent les mutations du virus et 

l’impact sur sa capacité réplicative, la diversité virale représentée par les quasi-

espèces, l’éventuel apparition de mutants résistant aux antiviraux ou échappant au 

système immunitaire, et la durée de vie des hépatocytes infectés entretenant la 

dissémination virale chez l’hôte. Ensuite, les paramètres pharmacologiques du 

médicament sont à prendre en compte, tel que la barrière génétique, la puissance 
d’inhibition de la molécule et sa pharmacocinétique. Enfin les facteurs liés à l’hôte 

concernent l’efficacité de son système immunitaire, l’espace de réplication disponible 

(Zhou et al., 1999) et sa compliance au traitement, le tout appliquant une pression de 

sélection sur le pathogène. 

Le séquençage haut-débit ne nous a pas permis d’identifier de mutations de 

résistance. Des mutations minoritaires ont été observées, dont certaines sont 

impliquées dans la résistance au ténofovir si elles sont associées en combinaison à 

d’autres mutations, notamment une (rtD134E) faisant partie de la quadruple mutation 

CYEI qui a été rapporté récemment.  Une analyse de la fréquence des mutations au 
sein des quasi-espèces sur un grand nombre d’isolats associés à un échec 

thérapeutique permettrait de mieux comprendre les mécanismes de non-réponse, en 

association avec une approche phénotypique. Cette approche nécessite toutefois des 

échantillons pré-traitement et des charges virales supérieures à 3 log UI/mL. 

Le séquençage haut-débit, utilisé ici, présente plusieurs avantages pour permettre la 

détection de mutations minoritaires qui ne seraient pas observées avec le séquençage 

Sanger, lorsqu’elles sont inférieures à 20% (Mohamed et al., 2014). Cela permet 

d’estimer la fréquence de quasi-espèces virales, et l’évolution sous la pression 
sélective d’un médicament de ces quasi-espèces dans le temps. Posséder un 

échantillon avant l’introduction d’un traitement semble être une bonne approche pour 

étudier plus finement ces mutations et l’impact sur la résistance. Cependant, il convient 

de définir un seuil de détection de ces quasi-espèces au-dessus duquel l’impact serait 

significatif sur l’évolution virologique et/ou clinique des patients infectés par le VHB. La 
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limite de détection de variants par un séquençage profond a été estimé à 0.25% sur 

des fragments de 500 pb (Ramírez et al., 2013), ce seuil diminuant à mesure que les 

fragments de lectures sont courts. L’impact des quasi-espèces sur l’efficacité des 

traitements antiviraux est peu connu, et un seuil permettant d’apporter une information 
pertinente au clinicien reste à définir. Des études effectuées sur le VIH ont évalué 

qu’un mutant présent dans 5% de la population virale permettrait de prédire un échec 

thérapeutique futur aux médicaments (Trabaud et al., 2017). Dans tous les cas, les 

mutations associées à une résistance au traitement deviennent majoritaires, au 

moment de l’échec. La technique de séquençage haut-débit est aussi limitée par des 

contraintes de longueur de fragments, ne posant pas de problème pour l’évaluation 

des fréquences de mutations dans une population virale, mais empêchant la 

détermination des haplotypes au sein de cette population. A titre d’exemple, le 

domaine Pol/RT du gène de la polymérase possède 1021 pb, il n’est pas possible 

d’affirmer qu’une mutation minoritaire au début du gène se trouve sur le même brin 

d’ADN qu’une autre mutation détectée à la fin de ce gène. L’utilisation de techniques 
permettant de séquencer des fragments de grande taille pourrait améliorer la 
compréhension et l’impact des combinaisons de mutations in vivo sur les résistances 

aux antiviraux. Enfin, une autre limite des méthodes de séquençage est la nécessité 

d’obtenir des isolats contenant une charge virale suffisamment élevée pour pouvoir 

être amplifié correctement. La plupart des patients en situation d’échec thérapeutique 

concernent des réponses virologiques partielles ou des rebonds (Kitrinos et al., 2014) 
et présentent alors des charges virales faibles. Il est admis qu’en-dessous d’une 

charge virale VHB de 1000 UI/mL, 50% des échantillons ne seront pas amplifiés 

correctement par PCR.  

Concernant la pharmacologie du ténofovir, il est reconnu comme ayant une forte 

efficacité envers le VHB et le VIH, une haute barrière génétique et une excellente 

tolérance, avec un faible risque de toxicité rénale ou osseuse. Cela le place comme 

traitement de 1ere ligne dans les dernières recommandations internationales 

(European Association for the Study of the Liver, 2017; “KASL clinical practice 

guidelines for management of chronic hepatitis B,” 2019; Sarin et al., 2016; Terrault et 
al., 2018). Cependant on peut observer jusqu’à 10% de patients traités au long cours 

qui conservent une charge virale VHB détectable (Cathcart et al., 2018; Kitrinos et al., 

2014), même si ce taux diminue avec la durée du traitement. Le dosage 

pharmacologique du ténofovir dans le plasma peut alors se révéler utile lors de 

l’enquête pour étudier les causes de ces échecs. Un faible niveau de ténofovir 

orientera généralement le clinicien vers une non-observance du traitement, un 

problème majeur dans la prise en charge des patient chroniques du VHB (Degertekin 
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and Lok, 2008). Ce dosage, et l’information qui en découle, nécessite alors un strict 

respect du temps de prélèvement en résiduel.  Ainsi, une hausse de la concentration 

plasmatique ténofovir a été associé à une diminution de la fonction rénale, ce qui peut 

entraîner un arrêt  du traitement (Rodríguez-Nóvoa et al., 2010). Cette hausse semble 
être causée par une intéraction avec des inhibiteurs de protéases (Kiser et al., 2008), 

ou à des polymorphismes de gènes codant pour les transporteurs rénaux MRP4 et 

MRP7 (Calcagno et al., 2016). Cependant, aucun facteur pharmacogénétique n’a été 

décrit dans la littérature comme étant associé de manière significative à une baisse de 

l’exposition au ténofovir.  

Les traitements anti-VHB par analogues nucléos(t)idiques ne permettent que très 

rarement d’éliminer complètement l’Ag HBs chez le patient ayant une hépatite B 

chronique. Les mécanismes expliquant cette clairance ou absence de clairance sont 

peu connus. L’étude fine du gène S du VHB pourrait aider à éclairer, ne serait-ce qu’en 
partie, l’évolution de l’infection VHB au niveau de l’Ag HBs. Chez un patient (P20), le 

2eme séquençage profond effectué sur un échantillon de 2016 a révélé une 

augmentation de la fréquence d’une mutation (sY161F) ainsi que l’apparition d’une 

autre mutation (sI110L) dans le domaine MHR, essentiel à la reconnaissance de l’Ag 

HBs par le système immunitaire de l’hôte. Dans une étude cherchant à déterminer par 
séquençage profond des mutations pouvant expliquer l’absence de clairance de l’Ag 

HBs (Eschlimann et al., 2017), la mutation sY161F avait été retrouvé uniquement chez 

les patients « non-répondeurs » à l’infection par le VHB. Des tests phénotypiques de 

ce mutant pourrait révéler des informations sur son impact envers les Ac anti-HBs. 

Les tests phénotypiques sont indispensables à la caractérisation des mutations de 

résistance contre les médicaments anti-VHB, mais nécessitent un minimum de 

standardisation pour améliorer la reproductivité des études entre elles. Par ailleurs, 

une étude récente (Lee et al., 2021) a rapporté une différence surprenante sur la 

capacité réplicative du VHB en fonction de la lignée cellulaire utilisée lors des tests 
phénotypiques. L’étude de la machinerie cellulaire de ces lignées pourrait améliorer la 

compréhension du cycle viral du VHB à l’intérieur des hépatocytes. L’utilisation de ces 

tests sera d’autant plus utile pour étudier l’impact de variants du VHB sur les nouveaux 

médicaments en cours d’essai, tels que les modulateurs d’assemblage de la capside 

et les inhibiteurs d’entrée. 

Le patient P20 a suscité un intérêt particulier pendant ce travail. Il a toujours présenté 

des charges virales VHB, parfois à des valeurs élevées, mais qui coïncidaient avec 

des périodes où le VIH était indétectable. Son observance était considérée comme 

médiocre. Cependant, de nombreux dosages ont retrouvé une concentration de 
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ténofovir élevée dans son plasma. Les traitements combinés dirigés contre les co-

infections VHB/VIH sont considérés comme efficaces (de Vries-Sluijs et al., 2010). 

Cependant, environ 10% de ces patients présentent des charges virales VHB toujours 

détectables, voire un rebond. Une étude avait identifié la positivité de l’Ag HBe, la 
détectabilité de l’ARN du VIH et un taux de lymphocytes CD4+ inférieur à 200 

cellules/mm3 comme des facteurs de risques de persistance de l’ADN du VHB chez 

l’hôte (Matthews et al., 2013). Le patient P20 a, au cours de son suivi, présenté deux 

des facteurs de risque identifiés, la réascension de la charge virale VIH et des taux de 

CD4+ bas. Sa situation semble montrer l’équilibre délicat des interactions entre le virus 

du VHB et le système immunitaire de l’hôte, notamment lorsque celui-ci est affecté par 

une situation immunosuppressive (VIH, greffe, traitements immunosuppresseur). 

Cette observation rejoint un travail récent par Marlet et al. (Marlet et al., n.d.). 

Les patients pour lesquels nous avons suspecté un échappement thérapeutique 
présentaient pour la plupart une réponse virologique partielle au ténofovir. La 

fréquence de mauvaise observance rapporté dans ce travail (4/10 patients) est 

cohérente avec les taux observés dans la littérature (Ford et al., 2018). 

Un dosage pharmacologique en vraie résiduelle est recommandé lorsque l’on 

suspecte un échec thérapeutique à un traitement, mais sa non-détection dans le 

plasma du patient lors du dosage ne devrait pas exclure la possibilité d’une mutation 

minoritaire qui ne serait pas détecter par un séquençage Sanger. 

5 Conclusion 
 

Au total, dans ce travail, nous avons inclus 10 patients pour lesquels était prescrit un 
génotypage de résistance VHB dans le contexte d’une suspicion d’échec de traitement 

par ténofovir. Chez quatre patients, l’interrogatoire ou un dosage pharmaco ont mis en 

évidence une mésobservance qui explique l’échec. Pour les 6 patients restants, le 

dosage pharmacologique rétrospectif n’a pas mis en évidence de sous exposition au 

ténofovir. Le génotypage de résistance par séquençage Sanger n’a pas mis en 

évidence de résistance. Ce résultat a été confirmé par le séquençage profond.  

L’étude des mutations minoritaires a mis en évidence l’absence d’émergence de 

signature de mutations dans la Pol/RT et dans l’Ag HBs au cours du traitement par 

ténofovir chez ces patients. Les patients qui ont été suivis à distance du génotypage 

ont répondu au ténofovir de manière retardée (P20) et un patient a atteint une réponse 

virologique complète (P18). Les causes d’échec de traitement au ténofovir semblent 
multifactorielles et la résistance au ténofovir, possible en théorie, n’est décrite que 

dans moins de 0,01% des isolats (Cho et al., 2018; Park et al., 2019) . 
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En conclusion, l’échappement au ténofovir semble associé à une mésobservance. Les 

réponses virologiques partielles au ténofovir sont probablement le type d’échec à cette 

molécule le plus fréquent. Les causes de ces échecs semblent multifactorielles avec 

un rôle prédominant de l’hôte et de son observance. Néanmoins, un suivi 
épidémiologique des isolats associés à ces échecs de traitement est indispensable 

pour identifier d’éventuelles nouvelles combinaisons de mutations de résistance 

émergentes.  
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Annexe 

 
Figure 27 : Suivi virologique du patient P15 

 

 
Figure 28 : Suivi virologique du patient P16 

. 

 
Figure 29 : Suivi virologique du patient P22 
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Figure 30 : Suivi virologique du patient P31 
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RESUME 

 
Introduction : L’infection par le virus de l’hépatite B (VHB) reste un problème de 
santé publique majeur à l’échelle mondiale avec une mortalité estimée à 887 000 
décès par an. Aujourd’hui, le traitement de référence repose sur l’utilisation 
d’analogues nucléosidiques ou nucléotidiques (NA) tel l’entécavir (ETV) ou le 
ténofovir (TFV) en 1ère intention. Concernant le TFV, aucune mutation de résistance 
spécifique n’a été retrouvée à ce jour. Pourtant des patients en situation d’échec de 
traitement ont été rapportés. Nous supposons l’existence de sous-populations 
virales résistantes au médicament, mais qui ne seraient pas détectées par les 
techniques de séquençage Sanger. L’objectif de ce travail consiste en une étude 
rétrospective des patients infectés par le VHB et en situation d’échec thérapeutique 
par le ténofovir. 
Matériel et méthodes : Les patients inclus étaient en échec de traitement avec le 
ténofovir et avaient bénéficié dans le cadre du soin courant d’un séquençage Sanger 
de la Pol/RT à la recherche de mutation de résistance. Rétrospectivement, la 
diversité virale chez ces patients a été étudiée par séquençage profond avec la 
technologie MiSeq (Illumina) et l’observance a été évaluée par suivi 
pharmacologique. 
Résultats : Sur un total de 110 génotypes de résistances du VHB, 11 échantillons 
ont été associés à un échec de traitement au ténofovir. Quatre patients ont été 
exclus à cause d’une mauvaise observance connue et les sept autres ont été inclus. 
Une évolution de la diversité virale au sein de la polymérase pendant le traitement 
par ténofovir a été mise en évidence pour deux patients. Une caractérisation 
phénotypique de ces mutations pourrait permettre d’évaluer leur potentiel impact sur 
le niveau de résistance au ténofovir. 

Mots-clés : Hépatite B (VHB), résistance, génotype, ténofovir.  
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Résumé : L’infection par le virus de l’hépatite B (VHB) reste un problème de santé 
publique majeur à l’échelle mondiale avec une mortalité estimée à 887 000 décès par 
an. Aujourd’hui, le traitement de référence repose sur l’utilisation d’analogues 
nucléosidiques ou nucléotidiques (NA) tel l’entécavir (ETV) ou le ténofovir (TFV) en 
1ère intention. Concernant le ténofovir, aucune mutation de résistance spécifique n’a 
été retrouvée à ce jour, pourtant des patients en situation d’échec de traitement ont 
été rapportés. Nous supposons l’existence de sous-populations virales résistantes au 
médicament, mais qui ne seraient pas détectées par les techniques de séquençage 
Sanger. L’objectif de ce travail consiste en une étude rétrospective des patients 
infectés par le VHB et en situation d’échec thérapeutique par le ténofovir.  
Les patients inclus étaient en échec de traitement avec le ténofovir et avaient bénéficié 
dans le cadre du soin courant d’un séquençage Sanger de la polymérase du VHB 
(Pol/RT) à la recherche de mutations de résistance. Rétrospectivement, la diversité 
virale chez ces patients a été étudiée par séquençage profond avec la technologie 
MiSeq (Illumina, San Diego, USA) et l’observance a été évaluée par suivi 
pharmacologique. 
Sur un total de 110 génotypes de résistances du VHB, 10 échantillons ont été associés 
à un échec de traitement au ténofovir. Quatre patients ont été exclus à cause d’une 
mauvaise observance connue et les sept autres ont été inclus. Une évolution de la 
diversité virale au sein de la polymérase pendant le traitement par ténofovir a été mise 
en évidence pour deux patients. Une caractérisation phénotypique de ces mutations 
pourrait permettre d’évaluer leur potentiel impact sur le niveau de résistance au 
ténofovir. 
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