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Résumé : 

La primo-infection est un moment critique de l’établissement du réservoir justifiant de l’initiation d’un 
traitement précoce. 

Nous avons initié un essai randomisé évaluant l’impact de deux ans d’un traitement antirétroviral intense 
(essai ANRS147 OPTIPRIM, trithérapie versus pentathérapie) sur le réservoir et avons initié des études 

physiopathologiques au cours de cet essai.  

Nous montrons ainsi la faible diversité génétique des virus en primo-infection dans les compartiments 

sanguins et rectaux. Le réservoir s’établit dès le premier mois de l’infection par diffusion d’un cluster 
viral homogène au sein des lymphocytaires T CD4 naïfs (TN) et mémoires centrales (TCM), 

transitionnelles (TTM), effectrices (TEM) quiescents. Il en résulte une perturbation de l’homéostasie 
lymphocytaire associée à une faible contribution au réservoir des cellules peu différenciées à longue 

demi-vie, TN et TCM. Par ailleurs nous montrons que la majorité des patients au moment de leur primo-

infection n’ont pas la capacité de développer des réponses T CD8 à même de supprimer la réplication 

virale comme chez les patients HIV Controllers. Après deux ans de traitement, nous observons que la 

diversité virale n’a pas évolué, par contre la taille du réservoir est fortement réduite. Les anomalies de 
l’homéostasie lymphocytaire T CD4 persistent, par contre le traitement très précoce a permis de protéger 

les TN et TCM. Il n’y a pas de bénéfice additionnel d’une pentathérapie mais nous avons validé le 
concept qu’un traitement précoce permet d’induire un contrôle virologique au long cours après arrêt de 

traitement. Nos résultats indiquent qu’un traitement plus long que deux ans permettrait de renforcer la 
diminution du réservoir. 

Ces résultats seront à prendre en compte pour l’élaboration de futurs essais en primo-infection visant à 

réduire le réservoir pour une rémission au long cours. 

Title : Study of the establishment of the HIV-1 reservoirs at the time of the primary 
infection and impact of a Highly Active Anti-retroviral Therapy on these reservoirs  

Abstract : 
 HIV primary infection is a critical period in the establishment of the reservoirs that justifies the 

initiation of an early treatment. 

We started a randomised trial to assess the impact of a two-year intense HAART (ANRS147 OPTIPRIM 

trial: five-drug therapy versus. three-drug therapy) on the blood reservoir; within this this trial, we 

included some pathophysiological studies. 

Thus, we show that during the primary infection, viruses have a low genetic diversity in blood and rectal 

compartments. The reservoir establishes itself as early as the first month of the infection by spreading a 

homogeneous viral cluster in CD4 T cells subsets, naive T cells (TN), central memories (TCM), 

transitional memories (TTM), effector memories (TEM), and resting T cells. This results in a disruption 

of the lymphocyte homeostasis, linked to the low contribution to the reservoir of TN and TCM, which 

are little differentiated cells with long half-lives. Moreover, we show that, at the time of the primary 

infection, the majority of patients do not have the ability to develop CD8 T cells responses that could 

suppress the viral replication, as HIV Controllers patients do. After two years of treatment, we observe 

that there is no evolution of the viral diversity, but the size of the reservoir is significantly reduced. The 

abnormalities of the CD4 T cells lymphocyte homeostasis remain, but the very early treatment was able 

to protect the TN and TCM. The five-drug therapy does not have any additional benefit, but we confirm 

the idea that early treatment can induce long-term virological control after the discontinuation of the 

treatment. Our results show that a treatment lasting more than two years would be able to reinforce the 

reduction of the reservoir. 

These results should be taken into account in the development of future trials aiming to reduce the 

reservoir in patients treated at the time of primary infection for a sustainable remission. 

 

Key words: HIV reservoir, primary infection, early treatment, viral diversity, T cells subsets infection 

Mots clés : Réservoir VIH, Primo-infection, traitement précoce, diversité virologique, infection des 

sous-populations lymphocytaires 
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Première partie : GENERALITES 

__________________________________________________________________________________ 

Introduction 

En France, le nombre de nouvelles contaminations par le Virus de l’Immunodéficience 

Humaine (VIH) sur la période 2004-2007 est estimée entre 7000 et 8000 par an (Intervalle de 

confiance (IC) 95 % : 5000-9300 cas) soit un taux d’incidence de 17 à 19 pour 100 000 

personnes-années. Le taux d’incidence pour les années β009-2010 est estimé à 11 pour 

100 000 en France [1]Le nombre de personnes qui ont été contaminées dans le monde en 

2012 est de 2.3 millions (IC 95 % 1.9 million – 2.7 million) (2.5 millions en 2010) selon les 

dernières données de l’ONUSIDA [2]. Les personnes vivant avec le VIH (PVVIH) et ne 

connaissant pas leur statut sérologique sont significativement plus susceptibles de s’infecter 

[3]. L’épidémie est majeure et en constante augmentation chez les Hommes ayant des 

relations Sexuelles avec des Hommes (HSH) au Nord comme au Sud [4]. 

En primo-infection, les charges virales plasmatiques et génitales élevées [5] 

augmentent le risque de transmission, responsable selon les études de 8 à 19 % des nouvelles 

infections, tant chez les hétérosexuels que chez les homosexuels [6-9]. Le risque de 

transmission est β6 fois plus élevé qu’en phase chronique [10]. De plus des études 

phylogénétiques virales récentes dans des cohortes de patients en primo-infection retrouvent 

les mêmes clusters de transmission pour 30 à 50 % des patients [11-14]. La phase de primo-

infection VIH est brève mais efficiente en matière de transmission virale. L’augmentation de 

l’activité de dépistage du VIH en France reste modérée (+5 %) entre 2010 et 2012, malgré les 

recommandations d’élargissement du dépistage publiées fin 2010 et la situation 

épidémiologique chez les HSH en Ile de France est très préoccupante. Aussi, le traitement en 

primo-infection est un des facteurs qui permettra de mieux contrôler l’épidémie majeure qui 

sévit notament en Ile de France [15]. Les premières semaines qui suivent l'infection VIH-1 

sont extrêmement dynamiques. Elles sont associées à une atteinte rapide avec dégénérescence 

des cellules immunitaires et à l’établissement de la latence virale [16]. La détection de plus en 

plus précoce des patients en phase de primo-infection liés aux progrès récents des tests 

diagnostiques, des campagnes d’informations et une meilleure performance clinique, ont 

permis aux chercheurs l'accès à des échantillons provenant de patients infectés plus tôt et en 

plus grand nombre qu'auparavant [17]. Bien que des progrès considérables aient été réalisés 
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dans la compréhension de la transmission du VIH, dans la physiopathologie en primo-

infection, d’autres études sont nécessaires pour développer des stratégies de prévention et de 

traitements optimaux pour un bénéfice individuel et collectif. 
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1. Physiopathologie de la primo-infection 

1.1. Aspects virologiques 

  1.1.1 Acquisition du VIH 

Plus de 80 % des infections par le VIH-1 surviennent après une exposition sexuelle via 

les voies génitales ou la muqueuse rectale ou orale [2, 18]. La probabilité de transmission par 

rencontre coïtale, déterminée chez des couples sérodiscordants, les couples hétérosexuels, est 

cependant peu élevée (0,001 à 0,008) [7] et est réduite chez les hommes circoncis [19]. Seules 

quelques études chez le singe et in vitro sur des cellules humaines ont permis d’étudier à ce 

jour les premiers mécanismes de transmission du virus [20-23]. Aussi l’infection chez le 

Simian Immunodeficiency Virus (SIV) peut être transmise sous deux états [24], soit sous 

forme de particules virales ou soit du virus lié aux cellules mais reste discuté chez l’homme 

[25]. En outre, le mécanisme par lequel le VIH-1 traverse l'épithélium vaginal n'est pas clair; 

la diffusion du VIH-1 à travers la muqueuse vaginale est ralentie par le mucus cervico-vaginal 

[26, 27], aussi la transmission est plus fréquente si la muqueuse génitale est lésée par un 

traumatisme physique ou l'existence de l'infection génitale [23, 28-30]. Il est possible que le 

virus qui atteint l'épithélium muqueux traverse cette barrière par transcytose ou en prenant 

contact directement avec les dendrites des cellules dendritiques intra-épithéliales. Les cellules 

dendritiques exprimant les molécules CD4, C-C Chemokine Receptor type 5 (CCR5) et 

Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing-Non-integrin (DC-

SIGN), une lectine de type C qui permet de piéger le virus intact sont très susceptibles à 

l’infection [31].  

Au cours de la primo-infection, le virus présente un tropisme accru pour les cellules 

exprimant le corécepteur CCR5+ [32], il va infecter initialement quelques cellules présentes 

dans la lamina propria du vagin ou du rectum [28], à savoir les lymphocytes T CD4 de types 

transitionnels/Effecteurs mémoires quiescents ou subactivés [33] exprimant des niveaux 

suffisants du corécepteur CCR5 [34] (figure 1), les macrophages et les cellules dendritiques 

[35]. Les virus de tropisme X4 peuvent infecter les cellules T CD4 quiescentes qu’elles soient 

naïves ou mémoires [36]. Des études récentes ont décrit une fréquence variable (3,2 % - 17,5 

%) de virus plasmatiques à tropisme mixte X4/R5 chez des patients récemment infectés, aux 

USA et en Espagne [37-39]. En France, sur un échantillon de 390 patients en primo-infection 
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recrutés dans la cohorte PRIMO ANRS CO06 de 1996 à 2007, une proportion assez élevée de 

virus X4/R5 (15,9 %) a été retrouvée [40]. Les Dendritic Cells (DCs) vont contribuer au 

recrutement de lymphocytes T CD4 au site de l’infection par la sécrétion de macrophage 

inflammatory protein (MIP)-1ȕ [41], favorisant la réplication virale à cette phase de 

transmission. Les cellules T CD4 tissulaires sont les cellules majoritairement infectées durant 

cette phase [42]. Ces cellules s’organiseront en agrégats dispersés pour une meilleure 

amplification de l’infection [35].  

La capacité du VIH-1 à infecter une cellule dépend de l’état d’activation de la cellule, du 

niveau d’expression des récepteurs et corécepteurs d’entrée du VIH-1, et du tropisme de la 

souche virale.  

  1.1.2. Cycle du virus dans la cellule 

La durée moyenne d’un cycle de réplication virale est estimée à 2 jours dans le pool de 

T CD4 à réplication active [43] (Figure 1). 

La première étape est la fixation de la particule virale par la Gp120 virale aux récepteurs CD4 

et co-récepteurs CCR5 et Chemokine Receptor type 4 (CXCR4) à la surface des cellules. 

L’attachement engendre une modification de la conformation de la Gp41 qui permet alors la 

fusion des membranes cellulaires. Les acides ribonucléiques (ARN) génomiques du VIH-1 

pénètrent ensuite dans le cytoplasme dans le cadre d'un complexe de nucléoprotéine [44]. 

Le génome ARN viral est rétrotranscrit en un double brin d'acide désoxyribonucléique (dsc-

ADN), qui possède à ses extrémités des séquences répétées terminales appelés «Long 

Terminal Repeat» (LTR) [45]. La molécule d'ADN viral linéaire est une partie du complexe 

de pré-intégration qui pénètre dans le noyau par les pores nucléaires (NPC) lorsque le niveau 

d’adenosine-5’-triphosphate (ATP) est suffisant, qui peut rester dans le cytosol où il est très 

instable et existe à l'état latent pré-intégration transitoire.  

Dans le noyau, l'ADN viral non intégré se trouve sous deux formes, linéaires et 

circulaires. Les formes circulaires non intégrées de l'ADN viral ont soit un, soit deux LTR, 

sont des sous-produits du processus d'intégration, et se trouvent exclusivement dans le noyau. 

Ceux sont des marqueurs d’infection récente selon leur durée de vie dans la cellule qui est 

controversée [46, 47]. L'ADN viral linéaire est intégré dans le génome de la cellule hôte le 

plus souvent au niveau introns de gènes activement transcrits [48], sous forme d’ADN 

proviral. L’intégrase virale en présence d’un cofacteur cellulaire essentiel : the human lens 

epithelium-derived growth factor (LEDGF/p75), permet la formation de jonctions entre les 
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séquences répétées «Long terminal Repeat» (LTR) de l’ADN-VIH et de l’ADN cellulaire [49, 

50]. L’ADN proviral est la forme la plus stable de l’ADN-VIH [51] qui demeure indéfiniment 

dans le génome de la cellule hôte et qui sert de matrice pour la transcription virale [52]. 

La transcription virale est dépendante de l’état d’activation des cellules. L’accès des facteurs 

de transcription virale au site d’initiation de la transcription est limité dans les cellules 

quiescentes par la structure compactée de la chromatine. Lors de l'activation, le génome viral 

est transcrit par l’ARN polymérase II avec l'interaction synergique de facteurs d’activation 

cellulaires facteur nucléaire-kB (NF-kB), le facteur nucléaire des cellules T activées (NFAT) 

et une protéine de spécificité (SP1). Ces facteurs permettent en effet le remodelage de deux 

nucléosomes nuc-0 et nuc-1 se trouvant dans la région 5’LTR, par altération de leur structure 

de façon non covalente et dépendante de l’ATP (hélicase), par modifications épigénétiques 

covalentes notamment par acétylation des histones, méthylation de l’ADN favorisant une 

structure ouverte de la chromatine [53] permettant l’expression des gènes viraux [54]. Les 

phases d’élongation sont dépendantes du rôle clef de la protéine Trans-Activator of 

Transcription (Tat) qui régule la transcription, l'épissage et le transport cytosolique d'une 

partie des ARNm viraux, qui sont traduits en protéines virales de régulation (Tat, Negative 

regulator factor (Nef), Regulator of Expression of Virion Proteins (Rev)) et structurelles 

(précurseurs polyprotéiques, de la capside et protéines associées à l’ARN (Gag), d’enzymes 

virales (reverse transcriptase, intégrase, Polymérase) Pol, glycoprotéines d’enveloppe (Env) et 

protéines matures Virion Infectivity Factor (Vif), Viral Protein R (Vpr), Viral Protein U 

(Vpu)). Tat permet le recrutement de facteurs facilitant l’élongation tels que les histones 

acétyltransférases et le complexe positive transcription elongation factor b (p-TEFB) [55, 56]. 

Une mutation ou l’absence de protéine Tat engendre l’absence de réplication virale [57]. Les 

nouveaux virions sont assemblés et vont poursuivre leur maturation avec notamment l’action 

de la protéase virale qui va cliver les polyprotéines d’enveloppe Gag et Gag-Pol en protéines 

matures [58, 59]. Le cycle viral est représenté figure 1.  
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Figure 1 : Principales étapes de la réplication virale, adapté d’après Coiras et al [59]. 
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  1.1.3. Invasion virale et dissémination dans l’organisme 

Après la contamination par voie muqueuse, le VIH va se disséminer dans différents 

organes contenant des cellules cibles. Cette phase dite d’éclipse durent de 7 à 21 jours et le 

virus n’est pas encore détectable dans le plasma sanguin [60]. La dissémination virale est 

effectuée via les cellules dendritiques (DCs), les macrophages, les cellules épithéliales, dans 

lesquelles sont accumulées des vacuoles intracytoplasmiques contenant les particules virales 

infectieuses [61]. Ces cellules vont permettre le transfert aux lymphocytes T CD4 cibles grâce 

à des synapses virologiques puis vont migrer vers les ganglions proximaux [62, 63]. Les DCs 

infectés sont retrouvés dans les 24 heures dans les ganglions lymphatiques des sites de 

drainage [64].  

Les principaux organes infectés sont les organes lymphoïdes secondaires ou 

périphériques (ganglions, rate, tissus lymphoïdes des muqueuses intestinales et pulmonaires) 

qui possèdent 98 % des lymphocytes T CD4. Les clones plasmatiques détectés infectent avec 

une grande efficacité les lymphocytes T CD4 exprimant le récepteur d’attachement CD4 et le 

corécepteur CCR5 et CXCR4 ainsi que les autres cellules lymphoïdes et myéloïdes [26]. Les 

ganglions sont le lieu de rencontre des antigènes et des cellules du système immunitaire pour 

l’établissement des réponses immunes. Les études menées chez l’homme et chez le singe ont 

montré que l’activation des lymphocytes T CD4 infectées dans les ganglions conduit à une 

amplification majeure de la production virale [65]. L’hyperplasie folliculaire et l’activation 

immune intense conduit à un « burn out » du tissu lymphocytaire folliculaire dans les 

quelques études menées chez l’homme [65-68].  

Les organes lymphoïdes primaires (thymus, moelle osseuse) et les organes lieu de résidence 

des différents cellules immunitaires (système nerveux central, tractus génitaux, foie) sont 

également rapidement infectés [69, 70]. La dissémination du VIH aux organes lymphoïdes 

secondaires est rapide [71] et associée à une réplication virale exponentielle qui atteint un pic 

de production en deux à quatre semaines [68, 70]. A cette phase 30 à 60 % des lymphocytes T 

CD4 sont infectés [66] avec une forte déplétion de leur nombre dans le sang et les tissus, 

particulièrement dans le tissu lymphoïde digestif, Gut Associated Lymphoid Tissue (GALT) 

[72]. La virémie se stabilisera progressivement après quelques semaines à des niveaux 

variables chez les patients en fonction de l’efficacité de la réponse immunitaire au long cours. 

Cela est représenté par le «set-point viral» qui survient le plus souvent 14 semaines après la 
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contamination [73, 74]. Il se constitue alors très rapidement un réservoir viral latent après 

intégration du provirus dans le génome de la cellule hôte [16] (Figure 2).  

 

 

 

 

Figure 2 : Modèle d’infection et de dissémination de l’infection par le VIH, adaptée de 

SHAW et al.[75]. 
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  1.1.4. Diversité virale en primo-infection 

La diversité génétique est une des caractéristiques majeures du VIH-1 dont quatre groupes ont 

été identifiés le groupe M (majoritaire) et les groupes O, N et P. Le groupe M représente 90 % 

des infections dans le monde au sein duquel le sous-type B représente 15 % des infections 

VIH-1. La majorité des virus retrouvés en primo-infection en France était de sous-type B 

(75 %) et avec ces dernières années une augmentation de la prévalence de sous-types non B 

qui est passée de 15 % en 1996 à 33 % en 2010-2012 dont 54.7 % de type CRF02_AG [76] . 

La proportion de virus transmis, résistants à au moins un antirétroviral est estimée à 10,9 %. 

La résistance concerne essentiellement les Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase 

Inverse (INTI) (5 %), les Inhibiteur Non Nucléosidique de la Transcriptase Inverse (INNTI) 

(4 %) puis la classe des antiprotéases (2,2 %). Les virus multirésistants sont beaucoup plus 

rares, moins de 2 % [77].  

Les études de phylogénie analysant des quasi-espèces virales plasmatiques lors de la 

phase de primo-infection VIH rapportent des résultats variables suivant les études. En effet la 

population virale en primo-infection étudiée au niveau sanguin a été décrite comme étant 

hétérogènes avec plusieurs virus transmis ou émergeants au décours de la primo-infection, 

chez 20 %, 40 %, 60 % des patients en cas de contamination hétérosexuelle, homosexuelle et 

intraveineuse respectivement [26, 78-81]. Le plus souvent, la transmission est homogène avec 

un seul virion, compétent et aboutissant à une infection productive [26], soit seul transmis soit 

issu d’un goulot d’étranglement au décours de la primo-infection [82-85]. Elle peut être 

hétérogène soit par la transmission de plusieurs virions ou émergeants au décours de la primo-

infection [26, 86]. L’homogénéité fréquente des clones identifiés est en faveur d’un seul virus 

infectant les T CD4 de la muqueuse. L’étude des mutations de résistance du VIH aux 

antirétroviraux chez 44 patients en primo-infection, retrouve les mêmes variants circulant 

dans le plasma sur l’ARN-VIH 1 plasmatique que ceux dans les Peripheral Blood 

Mononuclear Cells (PBMC) (évalué par génotypage sur l’ADN-VIH 1 total), traduisant 

d’emblée un archivage des souches acquises dans le réservoir [87]. L’émergence d’un seul 

cluster viral plasmatique est probablement conditionnée par la fréquence élevée d’erreur de 

transcription inverse, la capacité réplicative du virus transmis et son tropisme. L’effet des 

protéines antivirales APOBEC 3G et 3F (APOlipoprotein B mRNA-editing Enzyme Catalytic 

polypeptide) aboutissant à de nombreux virus défectifs [88] pourrait aussi intervenir dans 
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cette sélection clonale. Cependant dans la plupart de ces études il n’y avait pas de 

comparaison avec les quasi-espèces du partenaire «source».  

L’étude des clones viraux à partir de l’ADN-VIH dans les PBMC et l’ARN-VIH plasmatique 

comparés entre 8 receveurs et 8 donneurs retrouve la transmission d’un seul virion transmis, 

minoritaire chez chaque donneur, [89] en faveur de la transmission d’un virus ancestral 

devenu minoritaire [90]. 

Néanmoins, l’étude phylogénétique des clones viraux à partir de l’ADN-VIH total dans les 

PBMC les cellules de biopsies rectales et l’ARN-VIH plasmatique sur sept patients non traités 

dont deux en primo-infection a mis en évidence une plus grande diversité virale des variants 

dans le rectum que dans le sang reflétant une «cross-infection» entre les deux compartiments 

[91]. Ces résultats ont été confortées par une étude récente dans les modèles simiens [92]. 

Cette hétérogénéité peut être expliquée selon les auteurs comme la conséquence d’une 

réplication virale plus importante dans le tissu lymphoïde digestif ou le degré d’activation 

immunitaire est plus élevé [93]. Ainsi, l’étude de la diversité génétique dans le réservoir, 

notamment en primo-infection nécessite de plus amples investigations.  

 1.2. Aspects immunologiques 

La particularité de l’infection par le VIH est la destruction très rapide et massive des 

cellules T CD4 présentes dans les muqueuses avant qu’une réponse acquise partiellement 

efficace ne soit mise en place [33, 66]. En effet les réponses adaptatives cellulaires qui 

apparaissent environ quinze jours après la contamination ne peuvent contenir la dissémination 

virale [94]. 

  1.2.1. Immunité innée  

   1.2.1.1 Activation majeure en primo-infection 

L’envahissement viral donne lieu en primo-infection VIH à une activation immunitaire 

intense et délétère des lymphocytes B, T spécifiques et non spécifiques du VIH [95] et NK 

[96] dont l’origine n’est pas encore clairement définie, mais dont le niveau est prédictif de 

l’évolution de la maladie [97-101]. Cette hyper activation immunitaire est responsable d’une 

apoptose précoce et massive des lymphocytes B et T CD4 [102]. Le rôle de cette activation 

est très certainement majeur, car chez les singes de type sooty-mangabey qui ne progresse pas 
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vers le stade Syndrome d’Immuno-Déficience Acquise (SIDA), elle n’est pas observée en 

phase chronique [103].  

Le reflet de cette activation en primo-infection est une tempête cytokinique massive qui 

coïncide avec une vague de sécrétion de protéines inflammatoires [101]. Les sources 

cellulaires des cytokines et de chimiokines au cours de la primo-infection VIH-1 n'ont pas 

toutes été formellement identifiées mais incluent les T CD4 infectés CCR5 +, les cellules 

dendritiques, les macrophages, les cellules NK, les cellules NKT et ensuite des cellules T 

CD8 spécifiques [104-106]. La complexité du rôle des cytokines en primo-infection VIH ou 

SIV est partiellement comprise et les bénéfices et rôles de chacune, encore très débattus [101]. 

Certaines ont un rôle d’inhibition de la réplication virale comme les interférons (INF) de 

type 1 [107]. L’interleukine β (IL2) aurait un rôle clef, car il apparaît actuellement que la 

fonction essentielle de cellules T efficaces est la capacité à s’expandre qui est dépendante de 

la production d’ILβ [104, 108] principalement pour les cellules mémoires T centrales et 

effectrices [108, 109], capacité d’expansion s’accompagnant de propriétés effectrices [110]. 

Une cytokine, Interferon gamma-induced protein 10 (IP-10) suscite beaucoup d’intérêt 

actuellement car son niveau en primo-infection est prédictif de la rapidité d’évolution de 

l’infection [111]. IP-10 est secrétée par les monocytes, les cellules endothéliales et les 

fibroblastes en réponse à l’Interféron I et II [112, 113]. Elle possède une activité 

chimioattractive pour les lymphocytes T, les cellules Natural Killer (NK) et les monocytes 

[114]. Ainsi, IP-10 permettrait l’amplification de la réponse anti-VIH dans les organes 

lymphoïdes [115, 116]. La cinétique de croissance et de décroissance du niveau des 

chimiokines et des cytokines plasmatiques suit celles de la réplication virale [117, 118]. Ce 

niveau de réponse aussi élevée n’est pas retrouvée dans les autres infections virales (VHB, 

VHC) pour lesquelles la moindre intensité de la réponse cytokinique peut être suffisant pour 

une clairance virale [118]. Ceci suggérant qu’une réponse cytokinique majeure n’est pas un 

prérequis pour la clairance virale [119]. De plus les hauts niveaux de réponses cytokiniques 

sont retrouvés dans les formes graves d’infection aigüe avec les virus de la grippe [120] 

mettant aussi en exergue leur rôle potentiellement délétère. Aussi les cytokines les plus 

communes IL-2, IL-7, IL-15, IL-21 (gamma chain cytokines) jouent un rôle majeur dans la 

pathogénèse de l’infection par le VIH en régulant la production virale aussi bien que les 

réponses innées et adaptatives [121] (Figure 3). 
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Figure 3 : Cinétique de production des cytokines en primo-infection, d’après Stacey, R et al. 

[118]. 

 
 

   1.2.1.2. Réponses cellulaires  

Un des premiers mécanismes de défense de l’immunité qui intervient dans les minutes 

et les jours suivant l’infection par le VIH est la réponse des acteurs de l’immunité innée. Leur 

rôle dans la transmission et la dissémination virale est essentiel. 

L’infection par le VIH-1 est associée à des perturbations majeures de l’immunité innée, qu’il 

s’agisse des cellules NK, des T gamma delta, des cellules dendritiques et des monocytes [122, 

123]. Les cellules T 2 ont un phénotype modifié et une fonction altérée chez des patients 

infectés par le VIH-1 [124]. Le rôle  « protecteur » des PDC contre l’infection VIH a été 

démontré par leur capacité à produire les interférons de type 1 en réponse à l’infection virale 

[125, 126]. Les bases de l’interaction VIH-1 et PDC sont encore mal comprises. Le nombre 

de macrophages circulants diminue particulièrement au moment de la primo-infection [127] , 

le nombre des PDC est plus important chez les patients contrôlant le VIH-1 [125]. Des 

altérations des populations de cellules dendritiques et de monocytes circulants sont observées 

tant en terme quantitatif que qualitatif (capacité à être stimulées via les TLR) [125, 128] 

[129]. Ainsi le nombre de Plasmacytoïdes Dendritic Cells (pDCs) diminue particulièrement 

en raison de leur migration dans les organes lymphoïdes où ils se concentrent en primo-
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infection et de leur lyse massive consécutive à un haut niveau d’activation [62, 126]. Le rôle 

de cellule présentatrice d’antigène (cpag) des cellules dendritiques aux lymphocytes après 

liaison aux virus par la lectine DC-sign [130] récepteur de la gp120 virale [131], est 

primordial dans l’établissement de la réponse adaptative par la présentation des antigènes aux 

lymphocytes [132, 133]. Les pDCs modulent la réaction immunitaire spécifique via la 

production d’INFȖ, la production d’indoleamine β-3, dioxygénase (DIO) qui induit la 

différenciation T CD4 en TReg inhibant les réponses spécifiques anti-VIH [134-136]. 

Parallèlement les cellules NK (Natural Killer) et NKT (Natural Killer T) comme dans 

toute infection virale, sont activées [137, 138]. Ces cellules peuvent réduire la réplication 

virale par cytolyse des cellules infectées [138, 139] contribuant aussi à la déplétion en T CD4. 

Elles peuvent également par production de cytokines et chimiokines (MIP1a, MIP1b et 

Regulated upon Activation Normal T cell expressed and Secreted (RANTES)), ligand naturels 

du CCR5 bloquant l’entrée du virus dans les T CD4, [140] inhiber sa réplication [123, 141]. 

Les NK interagissent également avec les macrophages et influencent la réponse T par 

présentation de l’antigène aux lymphocytes et sont un relais pour activer l’immunité acquise 

[142]. Cependant, en primo-infection VIH, l’activation et les fonctions NK sont perturbées 

[143] . Elles présentent une capacité diminuée à tuer les cellules T CD4 infectées liées aux 

altérations de l’expression des récepteurs activateurs des cellules NK et de la présence de 

populations de cellules NK non fonctionnelles (CD56-CD16+) [144, 145] [142, 146]. De 

même les capacités des cellules NK à inhiber la réplication du VIH-1 sont diminuées chez les 

patients virémiques [147, 148].  

Ces altérations se traduisent par une inhibition de la capacité des NK à tuer les cellules 

dendritiques immatures [149]. Dans le cadre de l’infection aiguë, le nombre des cellules NK 

(CD3- CD56 dim.) à activité cytotoxique augmente [138, 150] et représentent la population 

dominante de NK retrouvée dans le sang. De plus, en primo-infection, leurs capacités de 

dégranulation et de production d’interféron Ȗ sont augmentées [150, 151].  

L’activité importante des fonctions NK est d’ailleurs associée au contrôle de l’infection virale 

chez des sujets exposés au virus mais non infectés [152]. Certaines sous populations de NK 

exprimant la molécule CD85j pourrait participer aux fonctions protectrices des NK chez les 

patients [153, 154] et certains allèles du Human Leukocyte Antigen (HLA) de classe 1 en 

particulier HLA-57-01 et HLA-55-03 sont associés à un meilleur contrôle du virus [155]. De 

façon intéressante, en cas d’infection ces allèles se lient à Killer cell immunoglobulin-like 

receptor 3DL1( KIR3DL1) qui est un des récepteurs inhibiteurs de l’activité des NK bloquant 
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son rôle d’inhibiteur de l’activité des NK, permettrait aux NK exprimant KIR3DL1 de lyser 

les cellules cibles [155]. Les altérations des cellules NK peuvent être reproduites en partie in 

vitro par co-culture en présence de la protéine gp120 [156]. Le récepteur impliqué dans cette 

fixation serait une forme activée de l’intégrine alpha4 beta7 retrouvée également chez les T 

CD4 et CD8 [157].  

L’ensemble de ces données indique un rôle important des NK dans le contrôle initial de la 

réplication virale dès la primo-infection. Ces perturbations pourraient conduire à 

l’immunopathologie associée à l’infection par le VIH via éventuellement la dysrégulation de 

la production d’IFN [105]. Au décours de l’infection, le nombre de NK va diminuer 

progressivement limitant les capacités de réponses de l’organisme à l’infection [158]. 

  1.2.2. Réponses lymphocytaires spécifiques  

L’immunité acquise ou spécifique anti-VIH intervient plus tardivement car elle 

implique une cascade d’activation des cellules capables de reconnaître spécifiquement les 

antigènes viraux. Il est généralement admis que les réponses T spécifiques CD4 et CD8 

participent au contrôle de la réplication virale, notamment pendant la phase aigüe de 

l’infection [73, 105, 159].   

   1.2.2.1. Les lymphocytes T CD8 spécifiques anti-VIH  

Quelques études ont évalué la réponse T CD8 anti-VIH [160] en stade très précoce 

avant l’apparition des anticorps. Cette réponse se met en place au moment du pic viral ou dans 

la majorité des cas un seul cluster viral est retrouvé [26, 161]. Les lymphocytes T CD8 sont 

directement responsables du contrôle initial de virémie en primo-infection VIH en 

reconnaissant les épitopes présents au début de l’infection (Env, Nef, Gag p24 Pol) [162]. 

Cette activité suppressive s’exerce par l’élimination des T CD4 infectés, activité d’ailleurs 

très conservées chez les patients Human Immunodeficiency Virus (HIV) Controllers [163]. 

Les lymphocytes T CD8 interviennent également en inhibant la réplication virale par la 

production de molécules dites suppressives du groupe des ȕ-chimiokines (RANTES, MIP-1α 

et MIP-1ȕ) [141]. Cette réponse naturellement suscitée s’épuise progressivement, en raison de 

l’émergence de nombreux mutants [73, 164, 165], de l’activation chronique et de la mauvaise 

réponse TH1 [73, 166, 167].  
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La réponse à des épitopes plus conservés a probablement un impact important dans le contrôle 

au long cours de l’infection. En effet les patients qui contrôlent l’infection à long terme 

présentent un phénotype HLA-B*27, HLA-B*5701, HLA-B*5703, HLA-B*5801 avec des T 

CD8 qui reconnaissent des zones moins variables du virus (Gag) [168, 169].  

   1.2.2.2. Les lymphocytes T CD4 spécifiques anti-VIH 

La réponse T CD4 en particulier dans sa fonction helper (TH1) est primordial dans le 

contrôle des infections virales [161, 170] et est très altérée lors de la primo-infection VIH par 

la déplétion massive des T CD4 [66]. Aussi plusieurs épitopes (protéines de capside du virus, 

p24, p17, p41, gp 120) liés à la réponse spécifique T CD4 ont été identifiés [171]. Les 

lymphocytes T CD4 activés (T CD4 A) produisent alors des cytokines antivirales (INFȖ). Un 

contrôle de la réplication virale peut s’observer pendant de longues années chez un petit 

nombre d’individus (HIV Contrôleurs [HIC], 0.5 % des patients infectés) qui possèdent des 

réponses spécifiques T CD4 et T CD8 quantitativement et qualitativement importantes chez 

ces patients, ce qui suggère un effet bénéfique de ces réponses participant sans doute à ce 

contrôle naturel de l’infection [109, 163, 172]. Cependant en primo-infection, la présence 

d’un niveau de cytokines plasmatiques élevé engendre une prolifération anarchique des T 

CD4 empêchant une compensation efficace par les cellules mémoires en raison de leur 

déplétion importante [173-175]. Cette réponse va très rapidement diminuer chez la majorité 

des patients [176] au regard de la chute rapide du nombre de lymphocytes T CD4 [72], le plus 

souvent inférieur à la normale (<500/mm
3
) [177]. Elle décline aussi du fait d’une anergie 

rapide qui se traduit par une surexpression du facteur de régulation négatif de l’activation PD-

1 [178], facteur dont le blocage favoriserait le meilleur contrôle de la réplication virale [179]. 

La perte importante de T CD4 helper, nécessaires aux réponses T CD8 associée et l’activation 

généralisée sont responsables du défaut de fonctionnalité des T CD8 [166, 167]. 

Les réponses T CD4 et T CD8 spécifiques sont faibles en primo-infection 

quantitativement et qualitativement [180, 181]. Certaines réponses sont corrélées positivement 

à la virémie et peuvent également s’observer à des stades avancés de la maladie, ces éléments 

suggérant leur faible capacité à contrôler la réplication virale [182, 183]. Il apparait que la 

fonction essentielle des cellules T est leur capacité à s’expandre et que le contrôle de la charge 

virale serait plus associé à la prolifération des cellules mémoires qu’à la production d’IFN-Ȗ 

[184]. L’ensemble de ces réponses aboutissent à un contrôle partiel de la réplication virale 
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avec un état d’équilibre immuno-virologique, représenté par le set-point virologique [32, 

185]. 

Néanmoins, la virémie persistante chez la plupart des patients non traités a pour conséquence 

une destruction continue et progressive des T CD4 pour atteindre, en moyenne en dix ans, une 

déplétion importante définissant le stade SIDA [186].  

   1.2.2.3. Les  Lymphocytes B 

Cette surproduction de cytokines va entrainer une suractivation du répertoire 

lymphocytaire B avec une diminution du nombre de lymphocytes B en primo-infection VIH 

[137, 187, 188]. Les perturbations fonctionnelles des lymphocytes B se traduisent alors par 

une hypergamma-globulinémie associée à une activation polyclonale anti-VIH [189, 190] et 

la diminution des réponses polyclonales B aux immunogènes non VIH [191, 192].  

La première réponse anticorps anti-gp41 apparait à J13 de l’infection suivie à J14 des 

anticorps antigp120 et à trois semaines de la sécrétion d’IgA muqueuses qui ne sont pas 

neutralisantes [193, 194]. Plus tardivement, à 12 semaines apparait la réponse anticorps 

neutralisante qui ciblera uniquement les protéines d’enveloppes du virus transmis, expliquant 

son inefficacité rapide sur les mutants émergeants [193, 195]. 

   1.2.2.4. Conséquences de la déplétion lymphocytaire T CD4 

    dans le tissu lymphoïde digestif (GALT) de la  

    muqueuse digestive 

La muqueuse intestinale, par ses caractéristiques anatomiques et physiologiques, est 

une barrière immunologique et physique contre l'envahissement par les micro-organismes du 

tube digestif. Dans les premières semaines de l’infection, il existe une déplétion 

lymphocytaire T CD4 modérée qui contraste avec la perte massive et rapide des T CD4 

appartenant au GALT tant chez le singe [33, 66, 196, 197] que chez l’homme [198, 199]. Cela 

est la conséquence de l’expression massive de CCR5 sur les lymphocytes T CD4 siégeant 

dans la muqueuse du tube digestif et (9, 11, 13, 66–70) en faisant une cible privilégiée du 

virus [66, 200-202].  

Aussi, la chute des T CD4 Th17 [203, 204], cellules qui sont directement ciblées par le VIH 

[205], amènent à une insuffisance de production des IL-17et IL-22, cytokines qui 

interviennent dans les défenses de la muqueuse digestive et pulmonaire [206]. Les marqueurs 
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de translocation bactérienne ont été étudié chez 27 patients très précocement primo-infection 

(délai médian post-contamination 42 jours). Les niveaux d’Intestinal-Fatty acid-binding 

proteins (I-FABP), un marqueur des dommages muqueux, étaient semblables au départ à des 

témoins sains, mais ont augmenté à 6 mois du début de la primo-infection. Il n’y avait aucune 

diminution de l'anticorps anti-noyau d'endotoxine (EndoCAb) et il n’était pas détecté de 

peptidoglycane. En outre, les ADNr 16S ont été détectés uniquement en faibles concentrations 

chez 2 sur 27 patients à l'inclusion et chez une patiente supplémentaire à 6 mois. A contrario, 

chez des patients en stade chronique de l’infection qui n’ont pas été traités en phase aigüe il a 

clairement été montré une augmentation des translocations de peptides bactériens induisant 

une activation immunitaire chronique délétère [72, 207, 208]. Néanmoins, il a été montré chez 

le singe [209, 210] et chez l’homme [211], au moment de la primo-infection, l’atteinte de 

l’intégrité de l’épithélium intestinale avec insuffisance fonctionnelle. Au total, les données 

soutiennent l'hypothèse que l'activation des lymphocytes T et des monocytes en primo-

infection récente, n’est pas encore la conséquence de translocations microbiennes, mais est 

plutôt une des conséquences de la réplication virale [212]. Par ailleurs, la composition du 

microbiote en primo-infection pourrait influence la restauration immunitaire, quelques études 

sont en cours dans ce domaine en plein essor [213]. A terme, l’atteinte majeure des 

lymphocytes de la muqueuse du tube digestif, associée à un contexte inflammatoire important, 

se traduira par une entéropathie exsudative avec altération continue et progressive de la 

muqueuse digestive. L’altération de la barrière muqueuse digestive favorisera les 

translocations bactériennes favorisant une activation  immunitaire chronique [214].  

La question du bénéfice d’un traitement initié précocement en primo-infection, sur la 

préservation au long cours de la muqueuse digestive et ses conséquences sur l’activation 

chronique restent encore à explorer plus largement. 

 1.3. Aspects diagnostiques 

  1.3.1. Principaux aspects cliniques 

Les signes cliniques présents chez 50 % des patients en primo-infection sont les 

conséquences de l’activation et de l’inflammation majeure en primo-infection, ils apparaissent 

le plus souvent dans les 10 à 15 jours, s’apparentent à un syndrome pseudo-grippal et peuvent 

persister jusqu’à 10 semaines après la contamination [215]. Néanmoins les tableaux cliniques 
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sont sujets à des variations individuelles [216] et l’intensité des symptômes est corrélée à la 

charge ARN-VIH [217], au niveau de l’ADN-VIH dans les PBMC et inversement corrélé au 

nombre de CD4 [218]. La sévérité des symptômes est corrélée avec la rapidité d’évolution de 

la pathologie [219]. De hauts niveaux d’ARN-VIH, d’ADN-VIH et un faible nombre de 

lymphocytes T CD4 en primo-infection sont aussi prédictifs d’une évolution rapide de 

l’infection [220, 221]. Comme nous l’avons vu, l’intensité de la réaction immunitaire et la 

multiplication virale s’atténue progressivement et un état d’équilibre immuno-virologique 

s’installe pour aboutir à une phase biologique et clinique latente. [222] (Tableau1). 

 

Symptômes  Fréquence (%) 

Fièvre  >90 

Eruption maculo-papuleuse 55-73 

Polyadénopathie  57 

Pharyngite 40-77 

Amaigrissement  19-50 

Ulcérations buccales et/ou génitales  30-40 

Myalgies, arthralgies 30-60 

Troubles digestifs : diarrhée, nausées 33 

Céphalées  29-55 

Autres signes neurologiques 13 

Thrombopénie (<150 000 plaquettes) 30-74 

Neutropénie, anémie  35-26 

Lymphopénie (<1000) 30 

Cytolyse hépatique 23-46 

Tableau 1 : Fréquence des anomalies cliniques et biologiques au moment de la primo-

infection VIH. D’après le rapport d’expert Français de prise en charge de l’infection par le 
VIH dirigé par le Pr P. Yeni [223].  
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  1.3.2. Diagnostic biologique 

 

Le diagnostic de l’infection à VIH est surtout sérologique chez l’enfant (de plus de 

18 mois) et chez l’adulte. Il repose sur un algorithme à tests multiples de détection d’anticorps 

contre les antigènes ou protéines de structure du VIH et est très règlementé par un arrêté du 

28 mai 2010 au journal officiel de la république Française, suite aux recommandations de la 

Haute Autorité de Santé en octobre 2008 [1, 224]  

Les tests de dépistage sanguin, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), de détection 

des anticorps restent la méthode de référence et se basent sur l’utilisation d’une phase solide 

(billes ou puits de microplaques) sur lesquelles sont adsorbés des antigènes du VIH 1 et 2. Les 

tests ELISA dits de 4
ème

 génération permettent la détection des anticorps mais aussi de 

l’antigène Pβ4 permettant un dépistage plus précoce de l’infection de 4 jours en moyenne que 

les tests ELISA détectant seulement les anticorps. Les biologistes n’utilisent qu’un seul test de 

type Elisa combinée avec un seuil minimal de détection de l’antigène Pβ4du VIH-1 de 2 

Unités Internationales/mL. Les tests rapides d’orientation et de diagnostic (TROD) sont 

recommandés dans le dépistage de l’infection VIH « hors les murs ». Il existe différents tests 

(immuno-chromatographiques, agglutinations) qui peuvent être réalisés sur différents fluides 

biologiques (plasma, sang total, salive). Cependant, ils sont moins sensibles que les tests 

ELISA combinés en cas de prélèvement effectué durant la phase de séroconversion et leurs 

performances sont plus faibles en cas de test réalisés sur un prélèvement salivaire [225]. 

L’arrêté du β8 Mai β010 précise que l’utilisation de ces tests quel qu’en soit le résultat doit 

toujours être confirmé par un dépistage classique (test ELISA). Un intérêt des TROD est de 

favoriser l’accès au dépistage de l’infection par le rendu rapide du résultat (30 minutes) et son 

utilisation « hors les murs ». vers les populations à risque d’acquisition du VIH [226].  

En cas de positivité d’un test ELISA, un test de confirmation est réalisé sur le premier 

échantillon du patient. Un second prélèvement sanguin de contrôle (ELISA) doit ensuite être 

réalisé. Les tests combinés peuvent être positifs 15 jours après l’infection grâce à la détection 

de l’antigène Pβ4 et nécessitera un contrôle sérologique par un test ELISA 15 jours plus tard. 

Le test de confirmation est soit un immunoblot ou un western-blot (fractionnement préalable 

des protéines virales, électrophorèse dénaturante sur gel de polyacrylamide et transfert sur un 

support type Nylon, nitrocellulose et révélations avec des anticorps spécifiques marqués) plus 
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spécifique que l’ELISA. Cela permet de détecter des anticorps dirigés contre les différentes 

protéines constitutives du VIH-1 ou du VIH-2. Un résultat est positif si deux bandes au 

minimum sont mises en évidence parmi les glycoprotéines d’enveloppe (glycoprotéines, gp 

41, gp120, gp160). La présence de ces anticorps anti-protéines d’enveloppe peut être associée 

ou non à des anticorps dirigés contre les protéines du gène gag et/ou pol. Si le Western-blot 

est négatif ou indéterminé des analyses supplémentaires peuvent être réalisées en cas de 

suspicion de primo-infection.  

Aussi l’antigène Pβ4, marqueur de réplication virale, peut être détecté précocement par un test 

spécifique, deux à trois semaines après la contamination et permet de dépister une primo-

infection VIH en cas de western blot négatif ou indéterminé. La quantification de l’ARN-

VIH-1 par Polymérase Chain Reaction (PCR) en temps réel permet de détecter la présence de 

virus à partir dès sept à dix jours après la contamination. La haute autorité de santé 

recommande un dépistage systématique de l’infection à VIH-1 et 2 chez les partenaires 

sexuels au regard du risque accrue de transmission au cours de la primo-infection VIH [224]. 

La cinétique d’apparition des anticorps, couplé à la quantification de l’ARN-VIH et/ou de 

l’ADN-VIH (chez le nouveau-né) [227], de l’antigène Pβ4 ont donc permis de définir des 

critères biologiques de diagnostic de la primo-infection avec des critères de 

classification: «stades de Fiebig» [228] (Figure 4). 

Le nombre d’anticorps anti-VIH détectés par Western-blot (WB) est corrélé au délai écoulé 

depuis la contamination : ≤1 anticorps pour une durée médiane de 28 jours (extrêmes : 18-49 

j), 2 à 4 anticorps pour une durée de 39 jours (16-118 j), ≥5 anticorps pour une durée de 63 

jours (18-241 j) [218]. Aussi, l’infection aiguë peut être définie par la présence d’un test 

ELISA VIH-1 négatif ou faiblement positif (3
ème

 ou 4
ème

 génération), avec Western-blot VIH-

1 négatif ou incomplet (≤1 anticorps) et une charge ARN-VIH positive et/ou antigène p24 

positif (stades Fiebig I, II, II). Une infection récente peut être définie par un test ELISA VIH-

1 positif avec Western- blot VIH-1 incomplet (≥β et < 5 anticorps avec présence de 

l’anticorps anti-p24, associé à l’anticorps anti-gp160 ou anti-gp120 ou anti-gp41) et à une 

charge ARN-VIH positive (stades Fiebig IV, V) [223]. 
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Figure 4 : adaptée de Cohen et al [32] : Marqueurs biologiques en histoire naturelle en primo-

infection VIH-1. 
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2. Le Réservoir VIH 

Dans les premières phases de l’infection de l’organisme, le virus est essentiellement 

produit par les lymphocytes T CD4 infectés activés [198]. Cela peut se définir comme un 

réservoir actif de virus assurant l’amplification virale pour aboutir à l’établissement du 

réservoir dit quiescent répondant à la définition actuelle du réservoir. Il se définit 

essentiellement par : des cellules/tissus infectés contenant du génome viral inductible et qui 

sont capables de produire du virus infectieux avec une cinétique de renouvellement plus lente 

[229-231] et est impliqué dans la maintenance à long terme du virus dans l’organisme [16, 

232]. Le VIH infecte de nombreuses cellules myéloïdes et lymphoïdes conférant suivant leur 

lieu de résidence et leur capacité de migration, des niveaux de réservoirs variables entre les 

différents compartiments tissulaires et cellulaires. 

 2.1. Etablissement et maintien du réservoir quiescent 

  2.1.1. Infection des sous-populations lymphocytaires 

   T CD4 

Les lymphocytes T CD4 mémoires quiescents sont la forme de réservoir du VIH qui a 

été la plus étudiée. L’infection latente des lymphocytes T CD4 quiescents est expliquée par la 

physiologie des cellules T. En effet, il existe une relation entre l’état d’activation du 

lymphocyte T CD4 infecté et sa capacité à produire du virus. En cas d’infection VIH, 

l’expansion clonale des cellules naïves induite par la rencontre avec un antigène permet en 

fonction des cytokines produites par le système immunitaire inné d’engager la différenciation 

fonctionnelle dans les organes lymphoïdes secondaires.  

Selon leur état de différenciation, on distingue les sous-populations lymphocytaires 

suivantes : les naïves (TN), les mémoires centrales (TCM), les mémoires transitionnelles 

(TMT), les mémoires effectrices (TEM), et les effectrices [36]. Après la phase de contraction 

clonale, une partie de ces cellules retourneront à un statut mémoire TCM ou TEM [232, 233], 

propriété qui est utilisée pour le développement des vaccins [234]. Les TCM assurent la 

réponse immunitaire mémoire au long cours chez l’homme. Les Stem central memory cell 

(TSCM) récemment décrites mais peu étudiées sont minoritaires dans le pool de lymphocytes 

mémoires. Elles contribuent peu quantitativement au réservoir, mais présentent une longue 
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durée de vie, ce qui leur confère quand elles sont infectées probablement un rôle important 

dans le maintien à long terme de ce réservoir VIH [235].  

Ces différentes sous-populations lymphocytaires ont une durée de vie, des capacités 

d’activation et de prolifération différentes avec une expression croissante du CCR5 (Figure 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Capacité proliférative de demi-vie des sous-populations lymphocytaires T CD4 

d’après Victor Appay et al [236]. 

 

L’homéostasie du pool de lymphocytes naïfs et mémoires est en partie régulée par la 

production de cytokines et de peptides du complexe majeur d’histocompatibilité qui 

déterminent la taille et la diversité du pool [237]. La prolifération des lymphocytes naïfs qui 

ont une grande capacité de survie, est conditionnée par l’IL7, celles des TCM par l’IL-7 et 

l’IL-15 et celle des TEM par l’IL7[238]. Les différentes étapes de l’établissement du réservoir 

sont représentées et décrites dans la figure 6. 

 

 

 

Stimulation antigénique 
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Figure 6 : Etablissement du réservoir du VIH adapté d’après Coiras et al, 2009 [59] et 

prolifération homéostatique lymphocytaire d’après Persaud et al 2003 [232]. 
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a. Après stimulation antigénique spécifique, les CD4 naïfs se différencient en cellules 

effectrices pour détruire l’antigène. Quand l’antigène disparait, ces cellules évoluent soit en 

apoptose soit en cellules mémoires quiescentes jusqu’à une prochaine stimulation antigénique. 

b. L’infection par le VIH d’un lymphocyte T CD4 naïf ou bien d’un lymphocyte T CD4 

mémoire peut conduire à une infection latente préintégrative. L’ADN viral est alors sous une 

forme non intégrée, instable et labile [239] ne permettant pas la persistance à long terme du 

virus [240, 241]. Cette modalité concerne particulièrement les cellules mémoires quiescentes 

et surtout les naïves qui ont une grande capacité de survie et une longue demi-vie et qui 

doivent présenter une activation transitoire, suboptimale pour pouvoir être infectées. Le 

passage à la forme activée de la cellule hôte (CD4 effecteur) par stimulation antigénique 

idiotypique permet l’intégration de l’ADN viral dans le génome cellulaire et la production de 

virions. Après activation, une partie de ces cellules pourra évoluer en cellules mémoires ou 

naïves quiescentes (phase de contraction clonale), conserver le provirus dans leur génome, 

c’est la phase d’intégration post-latence. Cette période de transition est propice à l’intégration 

du virus dans un lymphocyte toujours permissif à l’infection mais dont le métabolisme 

n’autorisera pas la réplication [59]. C’est ce type de latence post-intégrative dans ces cellules 

à longue demi-vie qui rend compte au mieux de la persistance virale [242]. Une nouvelle 

activation de ces cellules aboutira à la production de nouveaux virions source de nouvelles 

infections [243]. 

c. Un des paradoxes de l’infection VIH est le très faible nombre de lymphocytes infectés par 

rapport au nombre de cellules infectables. Ainsi, une seule cellule sur un million contient de 

l’ADN-VIH [230, 232, 244-246]. Sachant que le pool de lymphocytes quiescents infectés 

représente 0.05 % des lymphocytes quiescents totaux [247], quotidiennement une centaine de 

cellules augmente la taille du réservoir de 0,0001 % [248]. Le renouvellement de ce petit pool 

de cellules infectées est assuré par la stabilité intrinsèque et le renouvellement prolifératif 

(division clonale) des lymphocytes T CD4 quiescents infectés [232]. 
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  2.1.2. La latence virale au niveau moléculaire :  

   les 4 points 

Une fois intégré, le provirus VIH-1 est dépendant de la machinerie cellulaire comme 

tout lentivirus, pour permettre la production de virions [249]. Le génome viral s’intègre 

préférentiellement dans des régions transcriptionnellement actives [50]. Aussi les mécanismes 

de non activation de certains gènes viraux, pour empêcher l’expression des ARN viraux et la 

traduction de protéines virales ont été identifiés [250], ils interviennent dans l’établissement et 

le maintien de la latence virale au niveau moléculaire. Ces mécanismes sont définis en trois 

groupes qui peuvent être des facteurs cellulaires régulant la latence (effet trans), des facteurs 

liés à des déficiences des gènes viraux (effet cis) ou à la combinaison des deux (Figure 7). 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Mécanismes de la latence au niveau moléculaire d’après Renée Van der Sluis 

[242]. 



35 

 

 

En trans : 

- un mécanisme important pour l’établissement et le maintien de la latence et très étudié est 

celui de la régulation épigénétique par contrôle de la conformation de la chromatine. La 

chromatine est compactée en nucléosomes en regard du site du promoteur viral empêchant 

l’accès des facteurs de transcription au site du promoteur viral. Ces modifications sont liées à 

l’état d’acétylation, de méthylation, de phosphorylation, de sumoylation et d’ubiquitinylation. 

Dans les cellules quiescentes, la chromatine est sous forme non «acétylée» n’autorisant pas la 

transcription. En revanche, lors de l’activation cellulaire, la chromatine est sous forme 

décompactée [53, 54]. 

- il peut, selon les cellules et leur état d’activation, y avoir des fluctuations dans le noyau 

cellulaire du niveau des facteurs de transcription NF-κB et SP-1. Ces concentrations peuvent 

être insuffisantes pour initier la transcription au niveau du promoteur ce qui est le cas dans les 

cellules T non activées où ils sont majoritairement intracytoplasmiques [250] ii). 

En cis :  

- le virus lui-même peut contrôler la latence par des mutations de ses propres gènes dont le 

gène Trans-Activating Response element (tar). Comme nous l’avons vu la protéine Tat est 

nécessaire aux phases d’élongation, son absence empêche la transcription [251, 252]. 

En Cis/Trans : 

- un mécanisme important jouant un rôle à la fois dans l’intégration et dans le maintien de la 

latence est l’interférence transcriptionnelle qui va intervenir de façon différente selon la 

polarité de l’intégration du virus. En cas de même orientation i) si le promoteur du gène 

cellulaire est plus fort alors ce dernier sera prioritairement transcrit ii) le promoteur peut 

détourner à son profit (enhancers à proximité du promoteur viral) les facteurs de transcription. 

En cas d’orientation opposée (polarité négative) par collision des ARN polymérases il y aura 

diminution de l’expression du gène avec le promoteur le plus faible (mécanisme de la 

collision des complexes d’ARN polymérase) [253, 254]. 

- Un autre mécanisme est la surexpression de miRNAs capables d’empêcher la traduction de 

certaines protéines comme tat ou rev dans les lymphocytes T CD4 quiescents hôte [255]. 

Le maintien de la latence virale résulte donc de mécanismes intracellulaires complexes 

régulant l’expression et la transcription du génome viral.  
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Au total la persistance de la latence virale, de la latence lymphocytaire et la persistance 

de la production virale par foyers de réplications cryptiques non accessibles aux 

antirétroviraux [256] permettent de maintenir le réservoir viral au long cours. L’homéostasie 

du réservoir est intriquée dans l’homéostasie lymphocytaire [41, 257]. Le maintien de ce 

réservoir à longue durée de vie est un des facteurs à l’origine de la réplication résiduelle 

persistante et de la destruction progressive de lymphocytes T CD4 [258]. L’ensemble de tous 

ces éléments à l’origine de la dynamique virale dans l’organisme et de la persistance du 

réservoir constitue un obstacle majeur à l’éradication du VIH dans l’organisme  [259].  
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 2.2. Le Réservoir en histoire naturelle 

  2.2.1. Quantification du réservoir 

   2.2.1.1. Les différentes méthodes de quantification  

L’identification du meilleur marqueur du réservoir fait débat au sein de la 

communauté scientifique et fait l’objet de nombreuses controverses, au regard des résultats et 

des techniques différentes entre les études limitant toute comparaison des résultats (Figure 8). 

Une des méthodes utilisées pour mesurer la fréquence de cellules latentes transportant 

du virus à l’état de latence, mais réplicatif, est basée sur co-culture de cellules quiescentes 

hautement purifiées avec les PBMC d’un donneur séronégatif et mesure le nombre d’unités 

infectieuses produites par million de cellules (IUPM) [247, 260]. Cette méthode est 

considérée comme méthode de référence par certains auteurs. La limite majeure de 

l'utilisation de cette technique est la nécessité d’un grand volume de sang tel qu’apporté par 

des cytaphérèses. En outre, la variabilité de la technique n’est pas connue (pas d’étude de 

reproductibilité disponible), elle ne peut pas être réalisée avec des biopsies de tissus [261] et 

sous-estime le nombre de virus infectieux [262]. 

Chez le patient traité la majorité de l’ADN-VIH est sous forme intégrée [263]. Sa 

quantification est sans doute le meilleur reflet du réservoir latent sans toutefois distinguer les 

virus compétents pour la réplication virale. La technique la plus utilisée est la Polymérase 

Chain Reaction (PCR) Alu ; elle correspond à l’appariement d’une paire d’amorce à la fois 

avec une séquence d’un gène viral (Gag, Pol) et d’une séquence Alu conservée et répétée dans 

le génome cellulaire. Le standard utilisé doit contenir des séquences virales intégrées à des 

distances variables des séquences Alu et dans plusieurs orientations car l’amplification de 

fragments de tailles différentes varie. Une amplification en PCR nichée utilisant des amorces 

de la région LTR du VIH augmenterait la sensibilité de cette technique. La répétition de cette 

mesure est nécessaire pour augmenter sa reproductibilité mais est limitée par la nécessité 

d’obtenir des grands volumes de sang auprès des patients [263-265]. 

Les formes épisomales non intégrées (cercles 2 LTR, basé sur l’hybridation d’amorces 

sur une jonction spécifique) dont la labilité dans la cellule est discutée, sont considérées 

comme des marqueurs d’infection récente et témoin de réplication virale aussi leur 
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quantification est donc difficile en raison de leur faible durée de vie mais également de leur 

faible taille [47, 266]. 

En revanche, la quantification de l’ADN-VIH total par PCR en temps réel (amorces de 

la région LTR du génome viral, Biocentric Bandol, France) dans les PBMC quantifie les 

formes intégrées et non intégrées de l’ADN-VIH. Elle est simple, reproductible et réalisable à 

partir de divers matériel tissulaire ou cellulaire [227] et permet la quantification de l’ADN-

VIH dans les différents sous populations lymphocytaires sanguines [267, 268]. Les résultats 

habituellement exprimés en copies/million de PBMC ou de T CD4 traduisent une fréquence 

d’infection cellulaire. Il y a une très forte corrélation entre l’ADN-VIH total et intégré chez 

les patients traités, signifiant que ce marqueur est un bon reflet du réservoir viral [263]. La 

quantification de l’ADN-VIH permet d’exprimer soit la fréquence d’infection par million de 

PBMC (ou par million de CD4 ou par million de lymphocytes TN, TCM, TTM, TEM) soit un 

niveau d’infection quand les résultats sont exprimés en copies par millilitre de sang total. Ce 

dernier mode d’expression n’est pas encore très utilisé alors qu’il a l’intérêt d’exprimer le 

réservoir en miroir de l’ARN-VIH (exprimé par ml de plasma sanguin) et des T CD4 

(exprimés par mm
3
 de sang total). Les trois marqueurs sont ainsi exprimés de la même façon, 

par rapport à un volume de sang. Le marqueur garde sa valeur prédictive du risque 

d’évolution de l’infection quel que soit son mode d’expression [269]. 

La quantification de faibles niveaux d’ARN-VIH plasmatique est maintenant possible 

par technique de PCR ultrasensible permettant la détection d’une copie/ml de plasma. Les 

limites de cette technique sont liées au nombre élevé de PCR à réaliser pour être ultrasensible 

et donc au volume de plasma nécessaire (7ml). Les résultats obtenus par cette technique sont 

très corrélée à ceux obtenus par quantification de l’ADN-VIH total mais reflète une 

réplication résiduelle [270, 271]. De plus 80 % des patients traités ont une virémie aux 

alentours de 3 à 5 copies/ml, limitant dans le temps le suivi de la décroissance sous traitement 

du réservoir [258, 272]. La mesure de l'ARN du VIH associé aux cellules, comprend la 

quantification de l’ARN extracellulaire associée à la cellule et des ARN épissés et non épissés 

intracellulaires. Dans les cellules en phase latente, la production virale étant bloquée l’ARN-

VIH extracellulaire associé aux cellules décroit rapidement mais il persiste une production 

d’ARN épissés et non épissés dans le cytoplasme, dont le type est différent de celui produit 

par une cellule en phase productive de virus. Ces marqueurs restent encore exclusivement du 

domaine de la recherche [273].  
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Les techniques de séquençage du génome viral pour l’analyse phylogénétique des 

virus sont des autres outils de mesure du réservoir sur le plan qualitatif par l’évaluation de la 

dynamique entre les compartiments au regard de la diversité virale et est complémentaire des 

études du niveau des réservoirs [91]. Chaque marqueur à une signification propre mais ne 

peut répondre à l’ensemble des questions soulevée par l’exploration du réservoir. Ces 

différents outils contribueront à mieux déterminer la dynamique du réservoir. 

 

 

 

 

Figure 8 : Représentation des différentes formes virales dans les cellules infectées latentes et 

productives et les tests de quantification principaux de l’ADN-VIH en bleu et de l’ARN-VIH 

en marron d’après Lewin et al. [261]. 
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   2.2.1.2. La quantification du VIH dans les PBMC en  

    histoire naturelle 

Le marqueur le plus étudié car facilement réalisable en routine est la quantification de 

l’ADN-VIH total dans les PBMC qui permet d’estimer le «stock» de cellules infectées [221, 

274]. Le niveau d’ADN-VIH dans les cellules du sang périphérique a une valeur pronostique 

de l’évolution immunologique et clinique indépendamment du compte des lymphocytes T 

CD4 et de la charge virale ARN-VIH plasmatique [221]. C’est un bon reflet du réservoir total 

sachant que la majorité des lymphocytes TCD4 circulants et tissulaires contiennent une copie 

d’ADN-VIH [275, 276]. De plus il existe une bonne corrélation en primo-infection entre les 

niveaux d’infection sanguins et les compartiments muqueux digestifs mesurés par la 

quantification de l’ADN-VIH total dans les PBMC [277]. Ainsi, le réservoir sanguin en 

histoire naturelle est représentatif du niveau d’infection de l’organisme. 

Le niveau de réservoir mesuré est le plus élevé en primo-infection et déjà prédictif du 

risque de progression de l’infection [16, 17, 218, 221]. Aussi en primo-infection le niveau 

médian d’ADN-VIH dans les PBMC, certes élevé, présente une variabilité inter-individuelle. 

Il est d’autant plus élevé que le niveau de T CD4 est bas, que le niveau d’ARN-VIH est élevé 

et que les patients sont symptomatiques : en médiane à 3.30 log10 copies/10
6
 PBMC [1.84-

4.93] [218]. Les patients présentant un niveau de réservoir bas en primo-infection auront une 

évolution plus favorable de l’infection (ADN-VIH < 3.2 log cop / 10
6
 PBMC) [221]. En 

l’absence de traitement, le suivi de patients pendant 24 mois inclus dans l’étude SEROCO à 

6 mois de leur primo-infection a montré que l’ADN-VIH décroit progressivement dans les 

deux ans suivant leur inclusion pour quasiment se stabiliser en phase chronique. Dans les 

stades avancés de l’infection avec une immunodépression sévère, les niveaux de réservoirs 

redeviennent élevés (essai ANRS Etoile) [278]. Par contre les sujets asymptomatiques à long 

terme contrôlant l’infection depuis 8 ans dans la cohorte ANRS CO15 ALT, présentent un 

taux d’ADN-VIH très bas à 2.3 log /10
6
 PBMC [279]. De même, chez les patients HIV 

Controllers (HIC), le taux médian est de 1,5 log/10
6
 PBMC avec un maximum de 2.3 log/ 10

6
 

PBMC [280].  

En conclusion, il apparait que déjà en histoire naturelle, le niveau de réservoir est en lien avec 

le statut immuno-virologique des patients (Figure 9). 
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Figure 9 : Quantification de l’ADN-VIH total dans les PBMC dans les différentes cohortes 

ANRS de patients infectés par le VIH-1, d’après Lewin et Rouzioux, 2011 [261]. 

Le niveau de réservoir est représenté chez les patients en primo-infection, cohorte ANRS 

PRIMO [218, 221], en phase chronique ANRS SEROCO [281], chez les patients 

asymptomatiques à long terme, ANRS ALT [279], les patients HIV Controllers ANRS HIC 

[282] et au stade SIDA, essai ETOILE [278].  

 

  2.2.2. Dynamique dans les sous-populations   

   lymphocytaires circulantes 

Les résultats obtenus dans les modèles simiens dans des phases d’infection beaucoup 

plus précoces ont mis en évidence une déplétion majeure des lymphocytes T mémoires avec 

une destruction de plus de la moitié de ces derniers [66]. Ganesan et al. ont rapporté chez des 

patients en phase tardive de primo-infection (à 225 jours [IQR, 62-296] de la phase de 

séroconversion) et non traités, une hétérogénéité de la fréquence de chaque type cellulaire. Le 

nombre total de lymphocytes naïfs (TN) était inférieur à celui observé chez des sujets non 

infectés [17]. Cependant, les TN étaient la sous-population lymphocytaire dominante alors 

que le pourcentage de cellules mémoires transitionnelles et effectrices était très diminué. Les 

TEM et TTM, cellules à demi-vie courte qui expriment le récepteur CCR5 sont une cible 

privilégiée du VIH. Les TEM exprimant plus massivement le récepteur CCR5 sont alors 

rapidement détruites comme cela a été montré dans de nombreux modèles simiens [33, 35, 
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66]. Leur destruction massive est en partie compensée par une prolifération et une 

différenciation importante des autres lymphocytes mémoires à demi-vie longue [283].  

Cette répartition des différentes sous-populations lymphocytaires peut donc s’expliquer par la 

mort rapide et progressive des TTM et rapide des TEM infectées [17]. Le recrutement des 

patients en phase tardive de la primo-infection explique une distribution des sous-populations 

similaire à celle observée chez le patient chronique ou les cellules naïves et centrales 

mémoires sont majoritaires [284]. 

Dans l’étude de Ganesan et al. les sous-populations lymphocytaires mémoires 

présentent de haut niveau d’infection et une contribution (en prenant en compte la fréquence 

d’infection de chaque sous-population et la fréquence de chaque sous-population parmi les 

T CD4 quiescents au réservoir au moment de la primo-infection) importante au réservoir. Les 

cellules naïves infectées présentent une faible fréquence d’infection et contribuent peu au 

réservoir [17], de même que chez les patients chroniques [245]. Cependant leur faible 

probabilité de stimulation antigénique, leur longue demi-vie [285] et leur très bonne capacité 

proliférative leur confèrent un rôle primordial dans le maintien du réservoir à long terme. 

L’infection notable mais plus faible des cellules naïves, par un virus de tropisme R5, pourrait 

être la conséquence d’une faible expression de ces récepteurs à la surface des TN [286] et de 

leur infection importante dans le thymus qui est très affectés par le VIH [287].  

Chez les patients chroniques, l’étude des sous-populations sanguines a été peu 

explorée. En phase chronique sans traitement le stock de cellules naïves reste diminué et 

inférieur par rapport à un sujet non infecté, ce qui peut s’expliquer par la fibrose progressive 

des tissus lymphoïdes [288]. Les lymphocytes naïfs contribuent faiblement au réservoir par 

leur faible fréquence d’infection [289], mais leur rôle dans le maintien de l’homéostasie 

lymphocytaire chez les singes infectés par le SIV est central [290]. Les lymphocytes T CD4 

mémoires centrales ont un niveau d’infection supérieur à celui des effectrices mémoires et 

représentent majoritairement le réservoir [246]. Les données dans le modèle simien présentant 

une infection chronique par le VIH, retrouvent des fréquences d’infection des sous-

populations lymphocytaires mémoires effectrices et transitionnelles supérieurs à celles des 

centrales mémoires, avec une destruction massive des cellules différenciées dont le 

renouvellement dépend du pool de TCM [291].  

Sous traitement, Chomont et al. ont mis en évidence chez 45 patients chroniques avec une 

charge virale indétectable, que les fréquences d’infection des sous-populations 

lymphocytaires mémoires, centrales (TCM), transitionnelles (TTM) et effectrices (TEM) 
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étaient équivalent avec une contribution dominante pour les TCM qui assure la persistance du 

réservoir par prolifération homéostatique [245]. 

 

Ainsi, les TCM par leur longue durée de vie, leur survie et leur capacité réplicative 

jouent un rôle central dans le maintien de l’homéostasie lymphocytaire et dans la persistance 

du réservoir [66] et leur atteinte conditionne le niveau de progression vers le stade SIDA [173, 

291]. De plus, chez les patients Long Term Non Progressor (LTNP) les cellules centrales 

mémoires sont protégées de l’infection et les TTM sont la sous population qui contribue le 

plus au réservoir [292]. Aussi la préservation du nombre de TCM, semble être un élément en 

bénéfique dans le contrôle de l’infection virale.  

 

  2.2.3. Les autres cellules impliquées dans le réservoir 

L’existence d’autres réservoirs cellulaires autre que le stock majoritairement établi 

dans les T CD4 quiescents [245, 268, 293] trouve son rationnel dans la mise en évidence de 

virus plasmatiques retrouvés après arrêt de traitement différents des virus clonés dans les 

sous-populations lymphocytaires T CD4 [294]. Le même constat a été fait chez des patients 

traités présentant une charge virale résiduelle qui est en partie liée à la production de virus à 

partir de réservoirs cellulaires autres que les lymphocytes T CD4 quiescents [295]. 

   2.2.3.1. Les monocytes/macrophages 

Les monocytes précurseurs des macrophages expriment les récepteurs CD4 et 

CCR5/CXCR4 électifs du VIH et peuvent donc être infectés [296] ; cependant ils sont très 

résistants aux effets cytopathiques des virus [297] et les antirétroviraux y pénètrent peu [298, 

299]. L’intégration de l’ADN-VIH dans leur génome a été démontré [300] ainsi que 

l’archivage de virus dans des vésicules endosomiques [61]. Leur capacité à produire du virus 

a été mise en évidence chez des patients au stade SIDA [301-303] ou 10 % des macrophages 

peuvent être infectés. Chez le patient au stade chronique, elles contribuent pour moins de 1% 

à l’ADN-VIH du sang périphérique [42] et les clones viraux sont phylogénétiquement 

distincts de ceux présents dans les T CD4 [304].  Leur demi-vie courte de quelques jours 

avant leur différenciation en macrophages et le turn-over important de ces derniers [305] 

laissent à penser que ces cellules représentent un réservoir temporaire de virus mais sont 

importants du fait de leur dissémination tissulaire [305]. Les macrophages peuvent persister 
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plusieurs années dans des compartiments comme le système nerveux central [229], ils se 

concentrent particulièrement dans la muqueuse du tube digestif [293] et sont des cellules très 

migratrices ce qui leur confèrent un rôle important dans le maintien du réservoir [305, 306].  

   2.2.3.2. Les cellules dendritiques  

Les cellules dendritiques expriment peu les récepteurs électifs du virus à savoir CD4, 

CXCR4 et CCR5 mais capte le virus à leur surface par la lectine DC-sign [130]. Il existe 

plusieurs types de cellules dendritiques (DCs), les DCs myéloïdes (MDCs) présentes dans les 

ganglions, le sang, le thymus, les ganglions lymphatiques, les DCS plasmacytoïdes (PDCs) 

localisées dans les muqueuses ou le tissu cutané (cellules de Langerhans). Les PDCs peuvent 

être infectées et produire du virus [206, 307]. Les cellules dendritiques folliculaires (FDCs) 

présentes dans les centres germinatifs des organes lymphoïdes sont capables de capter un 

grand nombre de particules virales à leur surface. Aussi, les cellules dendritiques malgré une 

durée de vie courte (de quelques jours) ont une fonction migratoire dans l’organisme [130] et 

permettent la dissémination de l’infection virale. Les FDCs qui ont la capacité de capter un 

grand nombre de particules virales à leur surface jouent ainsi un rôle de réservoir dynamique 

[308, 309]. 

   2.2.3.3. Les lymphocytes NK 

Les lymphocytes NK ont été peu étudiés au cours de l’infection à VIH. Une faible 

fraction de lymphocytes NK (CD56+CD3-) exprime le récepteur CD4 et peut être infectée par 

le VIH [310, 311]. L'analyse longitudinale des niveaux d’ADN-VIH dans les cellules NK de 

patients traités 1 à 2 ans par antirétroviraux a indiqué que les cellules NK restent infectées de 

façon persistante. Ces résultats démontrent qu'un sous-ensemble de cellules non-T avec des 

marqueurs NK reste infecté et suggèrent un rôle des NK pour la persistance virale. A 

contrario, une autre étude sur les prélèvements sanguins de trois patients ne retrouvait pas de 

NK (CD56+CD3-) infectés après 7 ans de traitement [304]. Aussi les propriétés de réservoir 

de ces cellules sont encore à préciser.  

   2.2.3.4. Les lymphocytes T CD8 

L’infection des lymphocytes T CD8 a été rapportée chez des patients en primo-

infection [312]. Les fréquences d’infection sont variables suivant les populations (TN, TTM, 
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TCM) [246] et conditionnées par le niveau d’expression du récepteur CD4 qui est faible et 

fugace dans les différentes phases de différenciation des lymphocytes T CD8 [313]. Aussi, les 

lymphocytes T CD8 ne sont pas considérés comme un réservoir du VIH. 

   2.2.3.5. Les lymphocytes B 

Il existe quelques preuves in vitro que les lymphocytes B peuvent s’infecter après 

expression de faibles niveaux de CD4 et CXCR4 [314]. Par ailleurs au même titre que les 

DCs, les lymphocytes B peuvent capter le VIH à leur surface et transfecter les lymphocytes T 

CD4. Leur rôle de réservoir au regard de leur demi-vie inconnue reste posé [314]. 

   2.2.3.6. Les cellules myéloïdes 

Les cellules myéloïdes précurseurs des divers types cellulaires résistent à l’infection 

virale [315]. Seules des cellules progénitrices hématopoïétiques exprimant CD34 pouvant 

exprimer le CD4 et donc infectables ont été retenues récemment comme potentiel réservoir 

[316]. 

  2.2.4. Dans les tissus  

   2.2.4.1 Le tissu lymphoïde 

Le tissu lymphoïde est le réservoir anatomique majeur du VIH où se concentrent 98 % 

des lymphocytes. Les principaux organes lymphoïdes secondaires où se concentrent les 

lymphocytes T CD4 sont les ganglions lymphatiques, la rate, le tissu lymphoïde digestif et 

secondairement les organes lymphoïdes primaires représentés par le thymus et la moelle 

osseuse [70, 197]. Les ganglions qui ont un rôle pivot dans la multiplication du virus ont été 

caractérisés comme un des réservoirs majeurs du VIH par l’infection au long cours des 

cellules des follicules lymphoïdes, notamment les cellules dendritiques folliculaires qui 

captent à leur surface le VIH et perdurent plusieurs mois. Leur capacité à infecter de 

nouvelles cellules T CD4 dans les ganglions est à l’origine de la réplication virale chronique 

[70, 309, 317, 318]. Chez les singes de type Sooty mangabey, hôtes naturels de l’infection par 

le SIV, la clairance du virus dans les zones corticales des ganglions lymphatiques est rapide et 

associée à une moindre infection des centres germinatifs, contrairement à ceux qui est observé 

chez les singes de type Rhésus macaques présentant une infection VIH évolutive [319]. Ainsi 
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le microenvironnement dans les centres germinatifs semblent jouer un rôle pivot dans la 

progression de l’infection par le VIH dès la primo-infection [320-322].   

 

   2.2.4.2. Le tissu lymphoïde digestif  

Le tissu lymphoïde digestif (GALT) réservoir anatomique principal est composé de 

tissus organisés avec des structures lymphoïdes secondaires telles que les plaques de Peyer et 

en structure très hétérogène dans la lamina propria. Elle contient des macrophages, des 

cellules dendritiques, des plasmocytes, et 40 à 60 % des lymphocytes y serait concentré. 

[293]. Les données divergent sur ce dernier point, d’autant qu’une étude récente rapporte, 

après examen post-mortem de plusieurs mammifères (rat, souris, homme), que moins de 20 % 

des lymphocytes résideraient dans le GALT [323]. Après l'entrée à travers la couche 

épithéliale, le VIH-1 a l'accès à une population dense de lymphocytes T CD4 de la lamina 

propria qui sont plus sensibles à l'infection que les lymphocytes circulants par l’expression 

importante des corécepteurs CCR5 et/ou CXCR4 du VIH [201, 202]. La majorité des 

lymphocytes CD4 intestinaux est de type effecteur ou effecteur mémoire activé et dans une 

moindre proportion des cellules CD4 naïves [66]. Ces cellules CD4 intestinales sont donc des 

cibles particulières du VIH en étant activées de façon quasi permanente du fait de leur 

exposition à une multitude d’antigènes, et permettent un essaimage potentiel de l’infection au 

niveau systémique [324]. Il existe à ce niveau un défaut quantitatif en lymphocytes T CD4 

conséquence de la destruction massive de cellules infectées sur ce site [324, 325].  

Cependant l’analyse phénotypique des sous-populations T CD4 dans ces études 

montre qu’il y a un enrichissement en TMT et en TEM au niveau du rectum comparé au sang 

périphérique prouvant le renouvellement cellulaire au long cours de ces cellules infectées 

[325]. En primo-infection, les modèles simiens et les rares études chez l’homme ont montré 

une chute drastique du nombre de TEM et TTM. La décroissance des TEM est certes liée à 

leur destruction mais aussi à leur non compensation par épuisement progressif du pool de 

lymphocytes TCM [291, 326].  

  La charge ARN-VIH dans ces organes lymphoïdes chez l’homme est généralement 

10 fois supérieure à celle observée dans le sang périphérique en primo-infection [16]. Les 

informations recueillies dans l’étude de biopsies du tube digestif chez des patients chroniques 

traités nous montrent des niveaux d’infection (ADN-VIH1 total) 3 fois plus important au 

niveau du duodénum et jusqu’à 10 fois plus important au niveau du rectum que ceux mesurés 
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dans les PBMC [325, 327]. La production virale exprimée par le ratio ARN-VIH/ADN-VIH 

est cependant plus faible au niveau du tractus gastro-intestinal comparé au sang, excepté au 

niveau de la partie terminale de l’iléon où les TMT et TEM sont plus infectés que leurs 

homologues sanguines [325]. Il a d’ailleurs été montré une compartimentalisation de clones 

viraux dans les cellules de biopsies rectales différents à la fois des clones liés à la réplication 

virale dans le GALT [328] et des clones viraux plasmatiques [91]. Le GALT contribue donc à 

la production virale au long-cours.  

Dans les phases précoces de l’infection, il a été proposé, que les lymphocytes du tube 

digestif, qui sont majoritairement de phénotype quiescent, soient des acteurs contribuant 

particulièrement à la réplication virale massive dans ce tissu et au réservoir [33]. Cependant 

des travaux récents remettent en cause ce dernier point. Le tissu lymphoïde digestif ne serait 

peut-être pas la source majeure de production virale directement responsable du pic viral 

plasmatique initial, au regard de la déplétion en lymphocytes T CD4 importante mise en 

évidence dans des modèles simiens [329, 330]. La localisation majoritaire du réservoir dans le 

colon ou l’iléon est remise en cause car chez le macaque d’origine chinoise dont la dynamique 

d’infection est proche de celle observée chez l’homme, le réservoir serait plus importants dans 

les ganglions mésentériques [331]  

Le GALT est toujours considéré à ce jour comme un réservoir majeur du VIH [197, 

327, 332], mais la taille de ce réservoir par rapport aux autres organes lymphoïdes en primo-

infection est discutée. Ce tissu reste néanmoins un réservoir important et facilement accessible 

aux prélèvements chez l’homme et il parait probable que l’entretien de ce réservoir soit 

particulièrement lié à une faible réplication virale persistante. 

   2.2.4.3. Le compartiment génital  

L’infection des organes du tractus génital a été mise en évidence dès la primo-

infection et persiste dans les phases chroniques de l’infection chez l’homme [333, 334] et 

chez le singe [335]. Le sperme dans lequel est retrouvé du virus chez les patients non traités 

[336] est composé de plasma séminal et de cellules des testicules, de l’épididyme, de la 

prostate, des vésicules séminales et des glandes urétrales. Les spermatozoïdes ne sont pas 

infectés par le virus [337]. Le VIH est retrouvé sous forme de particules virales libres dans le 

liquide séminal et sous forme de particules virales  intégrées dans des leucocytes infectés 

[333]. Il est facilement détecté chez des sujets non traités à des niveaux variables selon les 

individus [338].  
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Dans le tractus génital féminin, beaucoup moins étudié, le VIH est également présent 

sous forme de virons libres ou intégrés, dans les macrophages, les lymphocytes et dans les 

lymphocytes mémoires, qui sont les premières cellules infectées au moment de la 

contamination [338, 339]. 

Les études phylogénétiques montrent une double origine de la production de virus 

dans le sperme traduisant une compartimentalisation du virus dans le compartiment génital, à 

la fois produit par les organes séminaux et provenant de virus plasmatiques circulants, [340, 

341]. Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence la persistance de particules virales et 

de cellules infectées dans le sperme d’environ 5 à 10 % des patients sous traitement 

antirétroviral efficace depuis au moins 6 mois [342-344]. Combiné à la faible diffusion de 

certains antirétroviraux dans ce compartiment [345, 346], ces résultat suggèrent que les 

compartiments génitaux et le sang sont probablement des réservoirs distincts pouvant abriter 

des formes latentes du VIH-1 sous traitement antirétroviral prolongé [347]. 

   2.2.4.4. Le système nerveux central 

Les informations sur l’infection du système nerveux central (SNC) proviennent 

essentiellement des résultats anatomopathologiques des autopsies de patients en stade SIDA. 

Le cerveau étant dépourvu de lymphocytes, les principales cellules réceptrices exprimant le 

CCR5 et le CD4 sont les astrocytes, les macrophages périvasculaires et les cellules gliales 

activées [348]. Des lymphocytes infectés peuvent être retrouvés dans des infiltrats 

périvasculaires [348]. Le rôle des macrophages et des cellules gliales comme réservoir 

pouvant produire des virus a été bien établi [229, 349, 350]. Celui des astrocytes est plus 

controversé. Ces cellules peuvent intégrer l’ADN-VIH dans leur génome [351] et il a été mis 

en évidence qu’elles pouvaient exprimer des protéines virales comme Tat [352] et produire du 

virus à bas niveau [353]. De plus, elles font partie des cellules de l’organisme à la plus longue 

demi-vies ce qui leur donne toutes les caractéristiques d’un réservoir [354]. Des analyses 

phylogénétiques ont révélé une compartimentalisation dans les macrophages et les astrocytes 

du cerveau de clones différents de ceux circulants [355]. Ces clones étaient également 

retrouvés dans les méninges suggérant la production de virions pouvant migrer hors du 

cerveau [356].  

Enfin, les virus produits sont protégés de l’action des antirétroviraux en raison de leur 

mauvaise pénétration dans le parenchyme cérébral [357]. Aussi, le système nerveux central 

est un réservoir fonctionnel. Les conséquences immunopathologiques in situ à type 
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d’inflammation sont directement liées au niveau des réservoirs pour les troubles 

neurocognitifs (HAND) [358] et peuvent, à terme, avoir des conséquences cliniques 

redoutables [354, 359, 360]. 
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3. Impact des traitements en primo-infection  

 3.1. Impact Immuno-virologique 

3.1.1. Impact sur le set-point virologique et les 

lymphocytes T CD4 

Les trithérapies permettent d’obtenir chez les patients chroniques un gain du nombre 

de T CD4 (80 à 100 par an) et une charge ARN-VIH plasmatique indétectable (< 50 

copies/ml) [361]. La décroissance de la charge virale ARN-VIH est initialement rapide durant 

les deux premières semaines puis suivi d’une deuxième phase de décroissance plus lente pour 

aboutir à l’indétectabilité [232]. Ce contrôle virologique est associé à une bonne restauration 

immunitaire [362] et permet de réduire la mortalité et la morbidité chez ces patients [161, 363, 

364].  

En primo-infection, le bénéfice d’un traitement a été longtemps controversé en raison 

des résultats variables selon les études [32, 365-370]. Alors que certains auteurs rapportent un 

bénéfice clinique en termes de T CD4, corrélé au contrôle virologique [370-372], ces résultats 

n’étaient pas confirmés par d’autres [373-375]. Une étude de cohorte récente rapportée par 

Hocqueloux et al. sur plus de 10 ans de suivi de patients ayant une charge virale indétectable, 

soit traités en primo-infection, soit en phase chronique suggère que la restauration 

immunitaire avec un ratio CD4/CD8 >1 est meilleur au long cours quand le traitement est 

initié dans les quatre mois de la primo-infection et avec un nombre de T CD4 > 500/mm
3
 au 

moment de l’initiation du traitement [376], résultats retrouvés dans une autre cohorte de 

patients traités en primo-infection et suivis pendant 48 semaines [372]. Des rapports 

divergents existent quant à l’impact d’un traitement initié en primo-infection sur le niveau 

stabilisé de charge virale (set-point). Certaines études montrent un bénéfice [370, 371, 377-

381] d’autres non [379, 382-386]. 

Toutes ces études étaient difficilement comparables par le fait que les stratégies 

thérapeutiques appliquées dans ces essais en terme de délai d’initiation de traitement par 

rapport à la contamination, de molécules utilisées, la plupart utilisant des trithérapies avec des 

durées de traitement qui étaient très différents [387]. 

Les résultats d’un essai conçu pour tenter de répondre à cette question n’ont pas 

permis d’y répondre. Cette étude randomisée SETPOINT trial [388] récemment publiée 
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évaluait l’impact d’un traitement relativement précoce (moins de 6 mois) versus un traitement 

différé avec interruption au bout de 36 mois. En raison des critères immunologiques sévères 

de début de traitement dans le bras différé (<350 CD4/mm
3
 ou ARN-VIH >750 000 cop/ml), 

la progression vers le stade SIDA dans ce groupe était importante et l’essai a été 

prématurément arrêté ne permettant d’évaluer la différence au set point virologique dans les 

deux bras. La question a également été étudié avec une approche méthodologique différente 

comme dans la cohorte PRIMO: chez 58 patients traités dans les 3 mois et demi après la 

contamination, comparés à 116 patients non traités de la cohorte SEROCO, il n’y avait pas de 

différence entre les set-points virologiques 12 mois après l’arrêt d’un traitement efficace 

[382]. 

Mais plus récemment un essai contrôlé randomisé néerlandais, mené chez 173 sujets 

en primo-infection aigüe recevant soit un traitement immédiat de 24 semaines (38 patients), 

soit un traitement immédiat de 60 semaines (38 patients), soit pas de traitement (36 patients), 

a conclu qu’un traitement précoce et temporaire diminuait le set-point virologique et le délai 

de reprise de traitement avec un relatif maintien du taux de CD4. De plus dans cette étude, les 

auteurs notait que la qualité de vie de ces patients traités en primo-infection s’était améliorée 

[389]. 

Les résultats récents de l’essai randomisé SPARTAC ayant inclus 360 sujets traités 

primo-infection (stade Fiebig I à V), pendant soit 48, soit 12 semaines dans les 6 mois de la 

primo-infection en comparaison à un bras sans traitement, suggèrent qu’un traitement 

transitoire pendant 48 semaines peut être associé à un bénéfice virologique persistant 36 

semaines, avec une reprise du traitement (T CD4< 350/mm
3
) 65 semaines plus tard que dans 

les autres groupes. Ce bénéfice était d’autant plus marqué que les patients étaient traités tôt en 

primo-infection [390]  

Ainsi, les résultats des études randomisés récentes plaident clairement en faveur du bénéfice 

immuno-virologique d’un traitement initié en primo-infection. Néanmoins ce bénéfice obtenu 

sous traitement n’est pas maintenu en cas d’arrêt thérapeutique, ce qui constitue un argument 

pour poursuivre le traitement à distance de la primo-infection [369, 390]. 

Les guidelines des différentes sociétés savantes et rapports d’experts français, européens, 

United States of America (USA), s’accordent depuis peu à recommander le traitement chez 

tous les patients en primo-infection [1, 391-394]. 

Ainsi, le rapport 2013 du groupe d’experts Français dirigé par le Professeur P. Morlat 

a élargi les indications thérapeutiques en primo-infection aux patients asymptomatiques, quels 
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que soient les niveaux de lymphocytes T CD4 et de charge virale, le délai d’initiation de ce 

traitement devant être court pour limiter la constitution du réservoir viral et protéger le 

système immunitaire. Les questions persistantes sur l’impact d’un traitement immédiat en 

primo-infection justifient que les patients soient inclus dans la cohorte ANRS CO6 PRIMO et 

dans les essais thérapeutiques. Les objectifs du traitement en primo-infection sont d’obtenir 

une charge virale indétectable à 6 mois de l’instauration du traitement ou à 12 mois si le 

niveau de charge virale initiale était très élevé. Le bénéfice du traitement étant également de 

préserver ou restaurer un nombre élevé de T CD4 et de juguler les symptômes. De plus en cas 

de grossesse, le traitement a pour objectif de réduire le risque de transmission materno-fœtale. 

Les modalités de traitement sont différentes de celles de l’infection chronique. Il est 

nécessaire de prendre en compte l’épidémiologie des souches virales transmises en termes de 

résistances et de la prise d’un traitement antirétroviral préventif de pré-exposition. Le 

traitement pourra être débuté sans attendre les résultats du bilan pré-thérapeutique 

(phénotypage HLA-B*5701, test génotypique de résistance). Ainsi le traitement doit 

comporter 2 inhibiteurs nucléosidiques, en privilégiant le ténofovir associé à un troisième 

agent qui est en première intention un inhibiteur de protéase (IP). La combinaison 

thérapeutique sera ensuite adaptés selon les résultats du test génotypique de résistance, de la 

tolérance et des comorbidités, dans l’optique d’un maintien au long cours [1]. 

 

  3.1.2. Protection des réponses immunitaires systémiques 

Les lymphocytes T CD4 helper et T CD8 sont des acteurs majeurs du contrôle de 

l’infection VIH en primo-infection [161]. Hormis la restauration du nombre de T CD4, 

connue depuis longtemps [361], plusieurs études ont montré une préservation des fonctions T-

helper des T CD4 par le traitement initié en primo-infection [371, 378, 395-398].  

Ainsi, sur un petit nombre de sujets (8) traités en primo-infection dans les 6 mois de la 

contamination, l’activité spécifique anti-VIH des lymphocytes T CD4 et T CD8 est préservée 

seulement chez les patients ayant débuté leur traitement au moment de la séroconversion 

[396]. Dans le même sens, Rosenberg et al ont montré chez 8 sujets, dont deux en stade 

Fiebig II, traités précocement, une préservation relative des fonctions adaptative spécifique T 

CD4 T CD8 (prolifération, production d’IFN-) qui étaient d’ailleurs corrélées avec une 

charge virale basse après arrêt de traitement [378]. Cette préservation est toute relative car, les 
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fréquences de cellules T CD8 diminuent sous traitement [399, 400], limitant la contribution et 

la préservation des réponses T CD8 spécifiques [401]. De plus, les fréquences des cellules T 

CD4 augmentent [378, 402], alors que ces cellules conservent des capacités fonctionnelles 

limitées [403]. Les autres marqueurs telles que les capacités de synthèse d’IL-2 et de 

prolifération ne sont que très incomplètement observées et ne portent que sur une minorité de 

cellules mémoires [404, 405].  

D’autres études ont mis en évidence une préservation des réponses des cellules T plus 

importante en cas de traitement initié en primo-infection, par rapport à un traitement en phase 

chronique [406]. La préservation des réponses T est associée à une diminution de l’activation, 

laquelle est associée à une baisse du niveau des cytokines plasmatiques (INFα, IL7, IP-10), à 

une baisse de l’activité thymique [407] et des marqueurs d’inflammation (d-dimères) [408, 

409]. De plus, il a été rapporté que ces marqueurs étaient corrélés à la charge ARN-VIH [410, 

411]. Par ailleurs, l’initiation d’un traitement précoce est associé à un profil de réponses T 

spécifique du VIH-1 similaire à celui observé chez les HIV Controllers [412] qui pourrait 

conférer une bonne restauration du réseau réticulaire fibroblastique et une meilleure 

reconstitution du pool de lymphocytes T CD4 [288]. Il persiste cependant un certain niveau 

d’activation immunitaire [413] qui peut être délétère au long cours et être à l’origine d’une 

une production virale résiduelle, laquelle entretient aussi l’activation [414]. 

L’impact d’un traitement en primo-infection sur l’immunité innée est encore très peu 

connu. Une étude récente a montré chez 73 patients en primo-infection aigüe, qu’un 

traitement précoce permettait de restaurer le nombre et l’activité anti-VIH des cellules  

Natural Killer [415] alors qu’un traitement plus tardif ou en phase chronique ne limitait pas le 

déclin des NK [158]. Par ailleurs, un traitement précoce permet une restauration du nombre de 

cellules dendritiques [127].  

Les auteurs des deux études les plus complètes sur les réponses des cellules B de patients 

traités, ont rapporté une perte rapide des cellules spécifiques B anti-VIH, suivie d'une 

diminution plus progressive dans les titres d'anticorps contre le VIH d’autant plus rapide que 

le patient est traité en primo-infection avec une meilleure préservation des réponses 

lymphocytaire B aux antigènes VIH et non VIH [189, 416].  
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3.1.3. Impact du traitement sur la transmission et la 

 diversité virale 

   3.1.3.1. Impact sur le risque de Transmission  

L’impact du traitement sur la charge virale génitale [417, 418] a renforcé le concept de 

Treatment AS Prevention pour réduire les risques de transmission sexuelle et à terme limiter 

l’épidémie. La question du TASP est particulièrement importante en primo-infection ou les 

niveaux de charge virale plasmatique et génitales sont élevés et le diagnostic pas toujours 

établit, cela majorant les risques de transmission [419]. A ce jour l’essentiel des études en 

primo-infection ont évalué l’efficacité immuno-virologique de traitements pour lesquels 

l’arrêt était suivi de rebonds virologique. L’essai SPARTAC [390] évaluant le bénéfice d’un 

traitement (12 ou 48 semaines) en primo-infection rapporte des niveaux de rebonds 

virologiques très significativement moindre que ceux observés chez des patients traités en 

phase chronique et en arrêt de traitement dans l’essai SMART [420]. L’adjonction d’une 

vaccination (ALC-VIH ou Remune) chez des patients dans une sous-étude de l’essai QUEST 

qui évaluait l’impact de 12 mois de trithérapie en primo-infection a mis en évidence des 

rebonds virologiques ne dépassant pas 1000 cop/ml β4 mois après l’arrêt de traitement, niveau 

qui était considéré par certains comme suffisant pour limiter le risque de transmission [384].  

Néanmoins ce bénéfice sur la charge virale suivant les stratégies thérapeutiques 

recommandées à ce jour reste temporaire, comme rapporté dans la cohorte suisse ou la charge 

virale post arrêt d’un traitement de 18 mois restait inférieure à celle de sujets contrôles non 

traités pendant un an pour atteindre un niveau équivalent les années suivantes. De plus, même 

si le taux de transmission était plus élevé chez les patients non traités, un nombre non 

négligeable de transmissions secondaires sont survenues après l’arrêt de traitement [387]. Au 

total, les arrêts de traitement en primo-infection aboutissent à un rebond virologique chez la 

majorité des patients majorant le risque de transmission. 

   3.1.3.2. Traitement et diversité virale 

En raison de la transmission possible de virus présentant des mutations de résistance 

aux antirétroviraux [421], il est recommandé d’effectuer un test génotypique de résistance 

avant l’initiation du traitement antirétroviral [1, 422]. En effet, on pourrait s'attendre à ce 
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qu’une souche virale acquise au moment de la primo-infection et présentant des mutations de 

résistances aux antirétroviraux VIH-1 ne persiste pas au profit des souches sauvages comme 

cela est le cas chez les patients en phase chronique et chez ceux en arrêt de traitement pour 

échec thérapeutique, [423, 424]. Cependant, il a été récemment démontré que les variants 

résistants transmis au moment de la primo-infection envahissaient les cellules réservoirs et  

donc persistait pendant de longues années après la période de primo-infection VIH sans 

pression de sélection thérapeutique [87, 425-429]. Les techniques de génotypage actuels ne 

permettent pas la détection de virus résistants quand ils représentent moins de 20-25 % des 

variants [430]. Néanmoins, l’utilisation des techniques par ultra deep sequencing permettra 

très probablement d’abaisser ce seuil [431] et d’optimiser le choix des antirétroviraux 

prescrits en primo-infection [432]. En cas de transmission de virus sauvages plusieurs études 

montrent chez des patients avec une bonne observance au traitement, que le risque 

d’émergence de mutants résistants est diminué quand le nombre de lymphocytes T CD4 est 

élevé (>350/mm
3
) [433].  

L’analyse phylogénétique des virus dans le sang de chez 7 patients traités en primo-

infection a montré l'absence frappante d’évolution génétique dans les populations virales 

après plusieurs années de traitement, ce qui est un reflet de l’efficacité suppressive du 

traitement sur la réplication virale dans les cellules des différents compartiments de 

l’organisme [434]. De même, une autre équipe a montré l’absence d’évolution du profil 

génétique des virus présents dans le GALT et le sang chez 5 patients traités en primo-

infection [435]. Le traitement précoce limite la diversification génétique des virus dans le 

sang et dans le GALT impactant très probablement la réponse immune, par la limitation des 

variations épitopiques, variations responsables d’une moindre efficacité des réponses anti-

VIH spécifique au cours de l’infection [435, 436] 

  3.1.4. Bénéfice clinique 

En effet, il a été clairement établi que lors de primo-infection symptomatique le 

traitement permettait de réduire l’intensité et la durée des symptômes [370, 371, 373, 379, 

388, 437, 438], la fréquence des infections opportunistes et l’évolution vers le stade SIDA 

[439]. De plus, traiter en primo-infection à un effet neuroprotecteur en limitant les processus 

[370] immunologiques délétères pour le système nerveux central [389, 440-442] et permet 

une nette amélioration de la qualité de vie des patients [389]. 
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 3.2. Impact du traitement en primo-infection sur le 

  réservoir 

  3.2.1. Impact du traitement sur les réservoirs   

 évalué dans les PBMC  

Comme l’établissement du réservoir se fait rapidement au cours de la primo-infection, 

il est considéré que les traitements antirétroviraux qui ont été utilisés jusqu’à présent, ne 

peuvent atteindre un réservoir déjà constitué [443]. Cependant, ils pourraient avoir un impact 

et interrompre la poursuite de sa constitution. 

Basé sur l’hypothèse qu’un traitement antirétroviral supprimait la réplication virale à 

100 %, une modélisation mathématique a révélé 4 phases de décroissance virale 

correspondant à la demi-vie de différentes populations de cellules infectées dont 

principalement les sous populations lymphocytaires mémoires [444]. Le traitement par Highly 

Active Antiretroviral Therapy (HAART) évite de nouveaux cycles infectieux mais n’a pas 

d’effet sur la mortalité cellulaire et la production virale par ces cellules infectées. Dans 

certains compartiments ou sanctuaires, les tissus lymphoïdes notamment, les ganglions sites 

de réplication virale particulièrement, la diffusion des traitements n’est pas optimale laissant 

des foyers cryptiques de réplication [256]. Ces nouvelles infections peuvent être dues soit à la 

transmission directe du virus de cellule à cellule [445], soit par libération des virus piégés 

dans le réseau de cellules dendritiques folliculaires [309] et contribuent à entretenir le 

réservoir [258, 446-453]. Ce virus compétent persiste pendant des années chez les patients 

traités [454]. Chaque phase de déclin de la virémie reflète la mort ou l’élimination des 

différentes populations infectées [260, 454-457], illustré par le modèle par Sarah Palmer qui 

décrit quatre phases différentes de l’impact des traitements antirétroviraux sur une cohorte de 

patients traités au stade chronique par trithérapie (Figure10). 
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Figure 10 : Cinétique de décroissance de la production virale et populations cellulaires 

produisant des virions à chaque phase. Les cellules jaunes représentent les lymphocytes 

T CD4 activés, les verts T CD4 partiellement activés et autres types cellulaires, les bleues les 

T CD4 mémoires latentes et autres, les rouges les cellules à longue demi-vie tels les T CD4 

mémoires et autres types cellulaires. D’après Palmer et al [454]. 

 

La première phase correspond à l’élimination du virus (1010
 virus sont éliminés par jour) et à 

la lyse des lymphocytes T CD4 activés producteurs de virus (effet cytopathique virale, 

destruction par les défenses de l’hôte) ayant une demi-vie courte (1.6 jours) [43, 258].  

 

Une deuxième phase, beaucoup plus lente correspond au turn-over des populations 

cellulaires infectées, T CD4 partiellement activés, macrophages, cellules dendritiques à demi-

vie plus longue que les lymphocytes T CD4 activés (1 à 4 semaines) [43, 229, 258]. 

 

Une troisième phase de décroissance qui reflète la virémie résiduelle comporte une première 

partie avec des cellules infectées à demi-vie longue (γ9 semaines) suivi d’une quatrième 
phase où il n’y a pas ou peu de déclin de la charge virale qui se stabilise autour de 1 à 5 

copies/ml (médiane à 3 copies/ml) avec des cellules à demi-vie extrêmement longue 

(quasiment infini selon le modèle de ce travail incluant les cellules mémoires centrales et 

transitionnelles). La définition des cellules et compartiments responsable de la persistance 

s’enrichie régulièrement avec l’identification de nouveaux acteurs.  
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Quelques études, essais randomisés et cohortes ont permis d’évaluer l’impact sur le 

réservoir des trithérapies en primo-infection. Ces études utilisaient pour la plupart, la 

quantification de l’ADN-VIH totale dans les PBMC par la technique ANRS, corrélée chez les 

patients traités à la quantification de l’ADN-VIH intégrée [458]. 

Chez des sujets inclus dans la cohorte PRIMO ANRS C06 et traités précocement par 

trithérapie, le taux d’ADN-VIH total chute significativement en moyenne de - 0,91 log/10
6
 

PBMC à 12 mois de traitement, à des niveaux plus bas que chez le patient chronique traité 

[456], et se rapprochant de celui des patients HIV Controllers [274, 282]. Dans l’essai ANRS 

112 Interprim, on retrouve des résultats similaires à ceux de la cohorte PRIMO à savoir, une 

diminution du taux d’ADN-VIH de -1,0 log à M24 et de -1,1 log après 72 mois de traitement 

[459]. Le travail de Hocqueloux et al. comparant l’évolution du niveau d’ADN-VIH total 

dans les PBMC chez 307 patients présentant une charge virale contrôlée (<50 copies/ml) 

depuis plus de quatre ans voir dix ans pour certains patients (35 traités en primo-infection, 

272 traités en phase chronique), a montré la régression du niveau de réplication virale et de la 

taille du réservoir significativement plus importante chez les patients traités en primo-

infection. La cinétique de décroissance de l’ADN-VIH était biphasique et les niveaux d’ADN-

VIH mesurés après 4 ans de suppression virale était plus basse dans le groupe des patients 

traités en primo-infection (médiane = 2,15 versus 2,84 log10 copies/106 PBMC) avec un delta 

à 18 mois -0,68 versus -0,43 [376]. De plus ce bénéfice sur le réservoir était associé à une 

meilleure restauration immunitaire chez les patients avec un nombre de T CD4 > 500/mm
3
 et 

un bon ratio CD4/CD8 au moment de l’initiation du traitement en primo-infection (Figure 

11). 

Sur un plus faible effectif, Buzon et al; ont rapporté les résultats d’une étude s’intéressant au 

réservoir chez 9 patients traités en primo-infection et comparés à des patients Elite 

Controllers (37 EC) suivis 10 ans et en succès virologique. Les niveaux d’ADN-VIH1 

intégrés et non intégrés dans les PBMC étaient équivalents chez les EC et les patients traités 

en primo-infection mais significativement plus bas que chez les patients chroniques traités 

[460]. Ainsi, la diminution du réservoir est plus rapide en cas d’initiation d’un traitement 

précoce (demi-vie de 5 mois) que celle observée lors d’un traitement institué en phase 

chronique (demi-vie de 44 mois) [461], avec une diminution du nombre de cellules 

quiescentes infectées [462]. Par ailleurs il a été clairement démontré chez les patients traités 

en primo-infection [463, 464] et ceux traités au stade chronique [464] que l’ADN-VIH était 

corrélé à la virémie résiduelle dont le niveau est plus souvent bas chez les patients traités en 
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primo-infection que chez les patients traités en phase chronique [465]. Ces résultats 

soulignent le rôle du niveau de réservoir dans l’optimisation du contrôle de la réplication 

virale. 

 

 

 

Figure 11 : Modélisation des réservoirs VIH sous traitement en primo-Infection et en phase 

chronique, d’après Hocqueloux et al. [376]. 235 patients traités en phase chroniques (points 

rouges), et 35 patients traités en primo-infection (points bleus). Le delta d’ADN pour les 

patients chroniques est de -0.51 (IQR : -0,24 à -0,90) et pour les patients en primo-infection -

1.21 (-0,94 à -1,64). 

 

 

D’autres études du réservoir sur un nombre restreint de patients retrouvent également un 

impact important sur le niveau de réservoir d’une trithérapie initiée précocement chez des 

patients en primo-infection quel que soit l’outil de mesure du réservoir, ADN-VIH total, 

intégré ou IUPM [230, 455, 466] et en comparaison avec des patients traités en phase 

chronique [455, 467]. 
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Trois études récentes ont étudié l’impact d’une pentathérapie incluant le maraviroc et le 

raltégravir, associé à une trithérapie comportant deux Inhibiteurs Nucléosidiques de la 

Transcriptase Inverse (INTI)  et un Inhibiteur de protéase IP ou un Inhibiteur Non 

Nucléosidique de la Transcriptase Inverse (INNTI). 

En Thaïlande, Ananworanich et al. ont évalué l’impact sur un faible nombre de patients 

(n=15) diagnostiqués aux stades Fiebig I et II dans des populations exposées, de 6 mois d’une 

pentathérapie mais n’avait pas de bras contrôle avec une trithérapie. [408]. En Espagne, 

l’équipe de Picado et al a évalué l’impact sur le réservoir d’un traitement de 48 semaines par 

emtricitabine/ténofovir plus raltégravir +/- maraviroc avec 15 patients par bras, incluent en 

médiane 4mois et demi après la contamination [468]. La plus récente, rapportée par 

Markowitz et al. aux USA, évaluait l’impact immuno-virologique d’une pentathérapie 

(raltégravir plus maraviroc) en association avec une combinaison d’IP et d’INTI variables 

selon les 34 patients inclus. Les patients étaient inclus à 48 jours de la primo-infection, avec 

une évaluation à 48 semaines et à 96 pour l’autre et une perte importante de sujets à ces points 

d’analyses [469]. L’ensemble de ces trois études n’ont pas permis de conclure définitivement 

de l’effet de la pentathérapie sur le réservoir des patients en primo-infection. 

 

Un des éléments notables dans les différentes études randomisées et les cohortes 

s’intéressant au traitement en primo-infection VIH est la mise en évidence du fait que le 

contrôle viral partiel ou total, à plus ou moins long terme, pouvait être réalisé chez les patients 

traités au cours de la primo-infection et ayant interrompu le traitement [377, 381, 383, 470-

472]. Le délai médian de rebond virologique était d’autant plus tardif que le traitement avait 

été initié précocement [473], avec un délai optimum pour certains auteurs, aux alentours de 

trois semaines post infection pour débuter le traitement [379, 472]. 

Le pourcentage de patients contrôleurs au long cours post arrêt de traitement est aux 

alentours de 10 % [381, 471, 474, 475] comparativement à 1 % de patients contrôlant 

spontanément leur charge virale en primo-infection [476]. Dans le travail rapporté par Laurent 

Hocqueloux et al. 5/32 (16 %) patients qui avaient débuté un traitement précocement en 

primo-infection, avec un délai médian de mise sous traitement 2,29 semaines [2-9,28] et ayant 

été traités pendant 4,97 ans [2,36-6,62], maintenaient une charge virale ARN-VIH <50 cop/ml 

pendant 6,4 ans [2,05-6,17] avec des taux d’ADN PBMC bas de β log/106
 PBMC, maintenus 

après arrêt. Dans cette étude [381], les patients ne présentaient pas les caractéristiques 

génétiques des patients Elites Controllers et des patients «long term non progressors» et 



61 

 

étaient tous traités longtemps et précocement. Dans la cohorte PRIMO, chez 14 patients qui 

présentaient un contrôle virologique post arrêt de traitement en médiane à 4.5 ans, l’ADN-

VIH total mesuré dans les PBMC, ainsi que le niveau de T CD4 et l’ARN-VIH étaient 

retrouvés comme facteur prédictif de contrôle post arrêt de traitement [471]. Dans l’essai 

ANRS 100 Primstop, la décroissance du taux d’ADN-VIH en médiane est de -1,1 log/10
6
 et 

de -1,5 log/10
6
 PBMC chez les patients maintenant un contrôle immuno-virologique après 

arrêt de leur traitement [385]. 

 

Aussi, dans l’objectif de déterminer les facteurs associés à ce statut, a été mis en place 

le suivi de ces patients appelés aussi Post Treatment Controllers ou PTC dans la cohorte 

ANRS VISCONTI (pour Viro-Immunologique Sustained Control after Treatment 

Interruption). L’équipe a décrit 14 patients traités précocement à 1,6 [1,1-2,1] mois de la 

contamination pendant 36,5 mois en primo-infection et chez des PTC [475]. Ainsi, ces 

patients présentaient un réservoir particulièrement bas, des réponses spécifiques T CD8 

faibles avec un niveau d’expression d’activation CDγ8 également diminué à la différence de 

celles observées chez les HIV Controllers (HIC) ou Elite Controllers (EC). Certaines de ces 

réponses sont associées à des allèles protecteurs de type HLA-B*5701, HLA-B*5703, HLA-

B*27 fréquents chez les HIC [282, 477, 478] et peu fréquents chez les PTC. Cela suggère que 

les mécanismes de contrôle virologique ne sont probablement pas les mêmes entre les deux 

populations (figure 12). 

La caractérisation du réservoir chez ces patients (non porteur d’allèles HLA protecteur) par 

quantification de la fréquence d’infection des sous populations lymphocytaires a mis évidence 

un profil similaire à celui des patients EC. Le contrôle virologique chez ces patients est 

associé à une protection des cellules TCM avec une fréquence d’infection moindre et une 

contribution moins importante au réservoir par rapport aux cellules plus différenciées. De 

plus, la contribution au réservoir des TTM est significativement plus importante que chez les 

EC [246] suggérant que l’homéostasie des réservoirs chez les patients Visconti (très liée à 

l’homéostasie lymphocytaire) est particulière et différente [475].  

Un travail présenté à la Conférence on Retrovirus and Opportunistic Infection (CROI 2013) 

par Ananworanich et al. a également mis en  évidence (par la mesure d’ADN-VIH intégré) un 

faible niveau d’infection des sous populations lymphocytaires de quelques patients traités en 

primo-infection. Dans ce travail les cellules TCM étaient moins infectées que chez les patients 

chroniques, dont nous savons que l’atteinte conditionne le niveau de progression vers le stade 



62 

 

SIDA [368]. Cette protection était d’autant plus important que le traitement était initié 

précocement tendant vers des niveaux proches de ceux retrouvées chez des patients HIV 

Controllers (HIC) [479]. 

La protection des TCM comme élément clef du contrôle virologique été mise en évidence 

dans les modèles simiens, chez le singe sooty-mangabey, un modèle naturel de résistance à la 

progression virale [480] et chez des singes traités précocement [481]. Cette protection des 

TCM suggère que l’impact bénéfique d’un traitement précoce se fait par une meilleure 

restauration du nombre de lymphocytes T naïfs pool de réserve de cellules à demi-vie longue, 

en lien avec une limitation de la fibrose du tissu réticulo-histiocytaire [288].  

Très récemment, l’équipe de Persaud et al. a rapporté le cas isolé d’un enfant né de mère 

séropositive ayant bénéficié d’un traitement ultra précoce 30 heures après la naissance qui a 

été poursuivi pendant 18 mois puis arrêté fortuitement. A 24 mois, la quantification de 

l’ARN-VIH plasmatique permettait de retrouver 1 copie d’ARN-VIH/ ml, et un niveau 

d’ADN-VIH à 4,2 copies/10
6
 PBMC [482]. L’enfant ne présentait pas les allèles HLA de 

protection, ni le polymorphisme protecteur du gène codant pour le corécepteur CCR5, ce qui 

en fait un cas très similaire aux patients VISCONTI. 

 

 

 

Figure 12 : Fréquences des allèles de protection HLA-B*27 et 57 et les allèles de risque de 

progression de l’infection HLA-B*07 et B*35, dans la population générale française, chez des 

patients HIV Controllers et chez les patients VISCONTI [475]. 
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3.2.2. Impact du traitement sur les cellules du 

tissu lymphoïde de la muqueuse digestive 

(GALT) 

Les études réalisées à ce jour ont montré que près de 60 % des lymphocytes de la 

lamina propria du tube digestif étaient détruits dans les trois premières semaines de 

l’infection [198, 199, 483], ceci étant particulièrement lié à l’expression massive du récepteur 

CCR5+ sur ces lymphocytes [34, 201, 484], en particulier dans les populations mémoires 

TCM, TTM, TEM tant chez l’homme que chez le singe [202, 324]. La reconstitution de ce 

compartiment lymphocytaire T CD4, induite par une trithérapie précoce apparait alors 

insuffisante et inférieur à celle observée au niveau du sang [200, 483]. 

Une seule étude, non randomisée, a évalué l’impact de β4 semaines d’une pentathérapie 

(tenofovir/emtricitabine/efavirenz/raltegravir/maraviroc), sur le niveau de réservoir dans des 

cellules de biopsie colique (mesuré par quantification de l’ADN-VIH total et intégré) chez un 

faible nombre de patients (7) en primo-infection (stades Fiebig I à III). Le traitement 

permettait une diminution significative de la fréquence d’infection des cellules réservoirs. 

Cette diminution était associée à une diminution de l’activation T CD8 et une restauration du 

nombre de TEM et TCM de la muqueuse [408]. Chez les patients chroniques traités, le 

bénéfice sur l’activation a également été décrit et était associé à une restauration de 

l’épithélium intestinal avec limitation des translocations bactériennes [485], en revanche le 

traitement aurait peu d’impact sur le réservoir situé dans le GALT [327, 332, 486]. 

Des résultats expérimentaux dans les modèles de primates infectés par le SIV suggèrent qu’un 

traitement ultra-précoce (<7 jours dans cette étude) permet une bonne restauration des T CD4 

de la muqueuse intestinale via la multiplication des cellules TCM [487] et est associée à une 

régénération de l’épithélium intestinal [488]. Une évaluation plus fine d’un traitement ultra 

précoce par deux inhibiteurs nucléosidiques (à 7 jours de la contamination) versus l’absence 

de traitement a pu être réalisée dans une étude sur des modèles simiens. Les auteurs ont mis 

en évidence une régression du réservoir digestif (ADN-VIH) après seulement 35 jours de 

traitement, mais une absence de diminution de l’activation et une persistance de la réplication 

virale in situ. Le non bénéfice sur l’activation dans ce modèle peut être lié à l’activation 

majeure retrouvée en primo-infection, à l’utilisation d’une bithérapie, à la mauvaise diffusion 

des ARV dans le tissu gastro-intestinal [489] et au temps court de traitement dans cette étude. 
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Ces résultats suggèrent qu’il est possible qu’un traitement précoce modifie la 

fréquence d’infection des différentes sous-populations lymphocytaires infectées circulantes et 

tissulaires ce qui pourrait être expliqué par un blocage de l’infection de nouvelles cellules et 

par la mort rapide et progressive des cellules infectées [461]. Cela permettrait aussi de réduire 

le réservoir à un bas niveau, lequel est nécessaire pour un meilleur contrôle de la réplication 

virale en post arrêt de traitement, offrant ainsi des perspectives de rémission soutenue à long 

terme. 

 

Conclusion 

Les conséquences de l’infection par le VIH-1 sont non seulement la destruction des 

lymphocytes T CD4, mais aussi une perturbation majeure de l’homéostasie lymphocytaire 

associée à une activation immunitaire massive et à l’établissement du réservoir viral en primo-

infection. Ces réservoir cellulaires et tissulaires diffus, sont riches en cellules cibles 

quiescentes du VIH pour lesquelles le système immunitaire reste aveugle. Leur durée de vie, 

leur niveau d’activation et de prolifération, et l’incapacité des antirétroviraux actuels à 

atteindre ces cellules infectées latentes, conditionnent la persistance virale à long terme. 

Prenant en compte l’ensemble de ces connaissances sur la primo-infection, nous avons 

élaboré l’essai thérapeutique OPTIPRIM en incluant un certain nombre d’études 

physiopathologiques, dont certaines font l’objet de travaux dans cette thèse. 
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Deuxième partie : TRAVAUX 

__________________________________________________________________________________ 

1. Rationnel de l’essai OPTIPRIM 
 

Cet essai est basé sur l’hypothèse qu’un traitement puissant initié précocement en primo-

infection peut réduire le réservoir de cellules CD4 infectées tout en préservant l’infection de 

cellules mémoires à longue durée de vie, un des acteurs clefs de l’homéostasie lymphocytaire. 

Cela protègera le système immunitaire des effets délétères de l’hyperactivation immune 

généralisée et de son atteinte progressive par l’infection virale.  

Le réservoir de cellules infectées s’établit très tôt dans l’infection et bon nombre de 

lymphocytes sont rapidement détruits; cependant, une faible proportion retourne à l’état 

quiescent en ayant intégré le génome viral. La primo-infection est un moment particulier dans 

la constitution du réservoir, car l’infection virale n’est pas à son état d’équilibre. Par ailleurs, 

les mêmes traitements sont recommandés en primo-infection ou en phase chronique alors que 

les niveaux de réservoirs sont nettement plus élevés en primo-infection. En primo-infection, le 

niveau du réservoir est différent de celui présent au stade chronique, du fait d’une moindre 

proportion de cellules mémoires spécifiques infectées. Intervenir tôt dans l’infection pourrait 

modifier la dynamique de l’établissement de certains réservoirs cellulaires ou tissulaires à très 

longue durée de vie, tout en préservant les capacités de réponses immunes spécifiques et non 

spécifiques.  

 

A partir de ces hypothèses nous avons mis en place l’essai OPTIPRIM ANRS047. 

C’est un essai, randomisé, multicentrique, dont l’objectif principal est d’évaluer l’impact sur 

les réservoirs, d’un traitement de β4 mois comprenant une combinaison (pentathérapie) 

comprenant soit dans le bras 1 du raltégravir pour son effet antiviral puissant, du maraviroc 

pour son impact sur les lymphocytes T CD4 et son rôle antiviral et du darunavir/ritonavir (r) 

associés à emtricitabine/ténofovir, soit dans le bras 2 du darunavir/ritonavir associés à 

emtricitabine/ténofovir. Cet essai a recruté 90 patients en 16 mois dans 47 centres entre Avril 

2010 à Juillet 2011, pour atteindre le critère de jugement principal en Juillet 2013.  
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ANRS 147 OPTIPRIM 

Essai randomisé multicentrique de phase III évaluant chez des patients en 
primo-infection VIH-1 l’impact sur les réservoirs (par quantification de 
l’ADN-VIH-1 dans les PBMC) d’un traitement de 24 mois comprenant soit 
raltégravir, maraviroc, darunavir/ritonavir associés au Truvada® 
(emtricitabine/ténofovir), soit darunavir/ritonavir associés au Truvada®. 

 Promoteur : ANRS 

 Début des pré- inclusions : mars 2010 

 Investigateur coordonnateur : A. Chéret (Hôpital DRON Tourcoing) 

 Virologie : C. Rouzioux (Hôpital Necker-Enfants Malades, Paris) 

 Immunologie : A. Venet (Inserm U1012, Le Kremlin Bicêtre) 

                          B. Autran (Hôpital Pitié Salpêtrière, Paris),  

 Méthodologie, statistique : L. Meyer, G. Nembot  (Inserm U1018, Le  Kremlin Bicêtre) 

 

 

 

 

(1) Critères d’arrêt de traitement : ARN-VIH< 50 cp/ml et CD4 ≥ 500 /mm3 ou ≥ 30 % 

(2) Critères de reprise de traitement : ARN-VIH ≥ 50 000 cp/ml ou CD4 < 500/mm3 et < 

30 % 

 

(1) (2) 
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Critère principal de jugement :  

Le critère de jugement principal est la comparaison des niveaux d’ADN-VIH dans les 

lymphocytes circulants du sang périphérique après deux ans de traitement. 

 
Critères secondaires de jugement : 

 Critères virologiques et immunologiques: 

- Comparer les moyennes d’ARN-VIH entre les deux bras à M30 (6 mois après 

l’arrêt du traitement) 
- Comparer les niveaux d’ARN-VIH plasmatique entre les deux bras à J14, M1, 

M3, M6, M12, M18, M24, M25, M26, M28 

- Comparer les pourcentages de patients avec ARN-VIH < 50 copies/mL à J14, 

M1, M3, M6, M12, M18, M24, M25, M26, M28 et M30 entre les deux bras  

- Comparer les pourcentages de patients avec ARN-VIH < 5 copies/mL à M24 

- Comparer les niveaux d’ADN-VIH par million de PBMC et par million de 

CD4. Comparer les pourcentages de patients ayant un ADN-VIH < 70 

copies/million de PBMC à J14, M1, M3, M6, M12, M18, M24 M26 et M30 

entre les deux bras  

- Comparer les taux et les pourcentages de CD4 et de CD8 à J14, M1, M3, M6, 

M12, M18, M24, M25, M26, M28 et M30 entre les deux bras 

- En cas d’échec virologique, estimer le nombre et le type de mutations de 
résistance sur les gènes de la protéase, de la transcriptase inverse, et/ou de 

l’intégrase. Rechercher une évolution du tropisme vers une souche X4 et en 

fonction des données de la littérature une mutation impliquant le maraviroc 

 Critères cliniques :  
- Progression de l’infection VIH définie par la survenue des événements 

cliniques de stade B ou C et par la survenue de décès entre J0 et M30 

- Tolérance des traitements de l’essai : comparaison entre les deux bras 

- Nombre, nature et délai de survenue des événements indésirables 

(La sévérité des événements indésirables est appréciée à partir de 

l’échelle ANRS de cotation du degré des événements indésirables)  

- Evolution des troubles métaboliques cliniques et biologiques 

- Evaluation des symptômes ressentis 

- Observance du traitement qui est évaluée d’une part à partir d’un auto 

questionnaire rempli par le patient et d’autre part, suivant les données 
reportées sur le cahier de dispensation, par la pharmacie du centre permettant 

de calculer par patient le nombre d’unités dispensées et le nombre d’unités 
non utilisées 

- Fréquence des modifications ou arrêts de traitement 

 

 Autre analyse 

- Recherche de marqueurs prédictifs du taux d’ADN-VIH <70 copies/million de 

PBMC à M24 

- Recherche de marqueurs prédictifs du taux d’ARN-VIH après arrêt 
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Critères d’inclusion : 

 Age ≥ 18 ans à la visite de pré inclusion 

 Patients en primo-infection VIH-1 aiguë ou récente 

- Infection aiguë définie par la présence d’un Elisa VIH-1 négatif ou faiblement 

positif, avec Western blot VIH-1 négatif ou incomplet ( 1 Anticorps) et ARN-VIH 

positif et/ou Ag p24 positif 

- Infection récente définie par la présence d’un Elisa VIH-1 positif avec Western blot 

VIH-1 incomplet ( β et < 5 anticorps avec présence de l’anticorps anti-p24 associé 

à l’anticorps anti-gp160 ou anti-gp120 ou anti-gp41) et ARN-VIH positif 

 Primo-infection symptomatique ou CD4 < 500/mm3  

 Consentement libre, éclairé et écrit, signé par le patient et l’investigateur au plus tard 
le jour de la pré inclusion et avant tout examen nécessité par l’essai 

 Patient affilié ou bénéficiaire d’un régime de sécurité sociale 

 Les patients des études complémentaires virologiques et immunologiques doivent être 

suivis dans un centre choisi pour y participer, accepter les contraintes de prélèvements 

supplémentaires 

 

Critères de non-inclusion : 

 Patient porteur d’une souche virale VIH-2 isolée 

 Patient ayant reçu à titre prophylactique un traitement antirétroviral après une 

exposition au VIH dans les 6 mois précédant l’inclusion 

 Femme en âge de procréer sans contraception efficace (stérilet et préservatif) 

 Femme enceinte ou allaitant 

 Infection opportuniste classant SIDA en dehors de la candidose œsophagienne 

 Patient porteur de l’antigène HBs. 
 Cirrhose décompensée (Stade B et C de score de Child et Pugh) 

 Pathologie néoplasique en cours de traitement par chimio et/ou radiothérapie 

 Co-administration de traitements interdits  

 ASAT, ALAT ou bilirubine ≥ 10 fois la limite supérieure de la normale  
 TP < 50% 

 Clairance de la créatinine < 60 mL/mn 

 Nombre de plaquettes < 25 000/mm
3
 

 Personne placée sous sauvegarde de justice  

 Patient participant à une autre recherche évaluant d’autres traitements comprenant 
une période d’exclusion toujours en cours à la pré-inclusion 

 

Aspects statistiques – Calcul du nombre de sujets nécessaires :  

 

 Hypothèses : =0,05 1-=0,80 - Test bilatéral 
 

 Critère : Comparaison entre les 2 bras des niveaux d’ADN-VIH (log/106 PBMC) 

On attend une différence minimale entre les moyennes d’ADN-VIH de 0,5 log/106PBMC 

entre les deux bras de traitement 
 

 Le nombre de sujets nécessaires est de 45 patients par bras. 

 Soit un total de 90 patients.  
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Objectifs  

L’objectif thérapeutique actuel est de limiter la taille du réservoir et de préserver le 

compartiment T CD4 dès que possible après la primo-infection. Cet objectif nécessite une 

meilleure compréhension des caractéristiques de la distribution précoce du réservoir dans les 

différentes sous-populations lymphocytaires. Nous avons évalué, en coopération avec l’équipe 

d’Immunologie du Professeur Brigitte Autran à l’Hôpital de la Pitié Salpetrière (INSERM 

UMR-S945) chez douze patients traités en primo-infection dans le cadre de l’essai 

OPTIPRIM, dans les sous-populations lymphocytaires T CD4 quiescentes et dans les cellules 

triées de biopsies rectales pour γ d’entre eux (T CD4 rectaux et cellules mononuclées 

rectales), la diversité virale et leur niveau d’infection par quantification de l’ADN-VIH total 

dans les PBMC (amorces de la région LTR du génome viral, Biocentric Bandol, France). 

Nous avons également déterminé la capacité réplicative de ces virus et de certains signaux 

inducteurs qui y sont associés, puis évalué les perturbations de l’homéostasie lymphocytaire T 

CD4. 

 

Principaux résultats : 

 

Les 12 patients étudiés ont été inclus précocement dans l’essai OPTIPRIM, en 

médiane 36 jours après la contamination et présentaient une grande fréquence d’infection 

avec un niveau d’ADN-VIH= 3,9 log copies /10
6
 PBMC et de réplication avec ARN-VIH= 

5,4 log copies par ml de plasma et une chute des lymphocytes T CD4 en médiane à 376 

cellules/mm
3
. 11/1β étaient symptomatiques au moment du recrutement de l’essai. L’étude 

phylogénétique par clonage en dilution limite a permis l'identification de clones viraux à 

tropisme CCR5 appartenant à un seul cluster homogène pour chaque patient, dans le plasma 

sanguin, dans les T CD4 et les sous-populations lymphocytaires périphériques, dans les T 

CD4 rectaux et les cellules mononuclées rectales. Seul un patient présente des clones viraux 

appartenant à deux clusters différents mais qui sont phylogénétiquement proches, l’un étant 

retrouvé exclusivement dans le plasma, l’autre étant à la fois dans le plasma et dans certaines 

sous-populations lymphocytaires.  

L’infection des sous-populations mémoires centrales (TCM), transitionnelles (TTM) et 

effectrices (TEM) est massive et à des niveaux équivalents mais dix fois supérieur à celle des 

lymphocytes naïfs (TN). Par ailleurs, l’homéostasie lymphocytaire est perturbée avec une 

diminution de la fréquence des TN, TCM au profit des cellules les plus différenciées TTM et 
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TEM. La fréquence d’infection et la répartition ont permis d’estimer la contribution (en 

prenant en compte le niveau d’infection de chaque sous-population et la fréquence de chaque 

sous-population parmi les T CD4 quiescents) de chaque sous-population au réservoir 

lymphocytaire. L’activation in vitro de chaque sous-population lymphocytaire induit une 

production virale, particulièrement à partir des TN en présence d’IL7. Une production virale 

spontanée sans stimulation est aussi mise en évidence mais à des niveaux inférieurs. La 

cinétique de production est variable selon la nature, la durée du stimulus et le stade de 

différenciation des sous populations. Ces fractions lymphocytaires sont donc infectées par des 

virus inductibles. 

 

Discussion  

Cette étude est la première à évaluer aussi précocement en primo-infection les 

caractéristiques phylogénétiques du virus transmis et sa répartition dans le réservoir T CD4 

quiescent à l’instar d’une étude qui s’était intéressée au niveau d’infection dans les sous 

populations lymphocytaires T CD4, 225 jours après la séroconversion [17]. Aussi, un seul 

cluster de tropisme R5 est rapidement disséminé dans toutes les sous-populations 

lymphocytaires T CD4 dans le mois suivant la contamination et cela indépendamment de leur 

état d'activation et de différenciation.  

L'infection des cellules TN contraste avec leur faible expression du CCR5 et remet en cause le 

dogme de leur infection préférentielle par des souches restreintes par le CXCR4. La présence 

d'un cluster viral homogène dans les compartiments étudiés résulte très probablement de la 

production à partir d’un variant viral non diversifié comme rapporté dans les 6 mois suivant 

l’infection [26]. Les faibles niveaux d’activation des sous-populations lymphocytaires et la 

production spontanée in vitro à partir de toutes les sous-populations lymphocytaires T CD4 

met l'accent sur l’hypothèse que ce réservoir pourrait ne pas encore représenter un réservoir 

latent à ce stade précoce de l'infection, mais présente toutes les caractéristiques pour le 

devenir.  

Ainsi les T CD4 mémoires représentent la plus grande contribution et particulièrement les 

TTM parmi les cellules T CD4 quiescentes infectées présentant un faible niveau d’activation 

et contribuent massivement au pool de cellules infectées dans les PBMC.   

La contribution des cellules TTM au réservoir est majeure, à la différence de ce qui est 

observé en phase chronique de l’infection où les cellules TCM contribuent majoritairement 

[245].  
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En conclusion, nous avons démontré que dans le mois suivant l'infection, un seul 

cluster viral restreint par le CCR5 est disséminé et infecte massivement les diverses fractions 

lymphocytaires T CD4. Les sous-populations lymphocytaires naïves et centrales mémoires à 

longue durée de vie représentent une petite partie du compartiment de cellules T CD4 

infectées, alors que la contribution des cellules transitionnelles mémoires et des effectrices 

mémoires au réservoir est importante. Ces éléments pourraient être un reflet des perturbations 

précoces de l’homéostasie lymphocytaire lors la primo-infection, du fait d’un haut niveau 

d’activation en pleine tempête cytokinique. 
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7 Infectious Diseases Department, Assistance Publique - Hôpitaux de Paris, Saint-Louis Hospital, Paris, France, 8 Infectious Diseases Department, Assistance Publique -
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Assistance Publique - Hôpitaux de Paris, Pitié-Salpêtrière Hospital, Paris, France, 13 Internal Medicine and Infectious Diseases Department, Assistance Publique - Hôpitaux
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Unit, Saint-Louis Hospital, Paris, France

Abstract

Optimizing therapeutic strategies for anHIV cure requires better understanding the characteristics of early HIV-1 spread among
resting CD4+ cells within the first month of primary HIV-1 infection (PHI). We studied the immune distribution, diversity, and
inducibility of total HIV-DNA among the following cell subsets: monocytes, peripheral blood activated and resting CD4 T cells,
long-lived (naive [TN] and central-memory [TCM]) and short-lived (transitional-memory [TTM] and effector-memory cells [TEM])
resting CD4+T cells from 12 acutely-infected individuals recruited at amedian 36 days from infection. Cells were sorted for total
HIV-DNAquantification, phylogenetic analysis and inducibility, all studied in relation to activation status and cell signaling. One
month post-infection, a single CCR5-restricted viral cluster was massively distributed in all resting CD4+ subsets from 88%
subjects, while one subject showed a slight diversity. High levels of total HIV-DNA were measured among TN (median 3.4 log
copies/millioncells),although10-foldless (p = 0.0005)thaninequally infectedTCM(4.5),TTM(4.7)andTEM(4.6)cells.CD32CD4+
monocytesharboreda lowviralburden (median2.3 logcopies/millioncells), unlikeequally infected restingandactivatedCD4+T
cells (4.5 log copies/million cells). The skewed repartition of resting CD4 subsets influenced their contribution to the pool of
resting infected CD4+T cells, two thirds ofwhich consisted of short-lived TTM and TEM subsets, whereas long-lived TN and TCM
subsets contributed the balance. Each restingCD4 subset producedHIV in vitro after stimulationwith anti-CD3/anti-CD28+IL-2
with kinetics andmagnitudevarying according to subset differentiation,while IL-7 preferentially inducedvirusproduction from
long-livedrestingTNcells. Inconclusion,withinamonthof infection,aclonalHIV-1cluster ismassivelydistributedamongresting
CD4T-cell subsetswitha flexible inducibility, suggesting that subset activationandskewed immunehomeostasisdetermine the
conditions of viral dissemination and early establishment of the HIV reservoir.
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Introduction

The major obstacle to finding a cure to HIV infection lies in the

persistence of the latent HIV reservoir. The reservoir is defined as

a cell type or anatomical site in association with which a latent

replication-competent form of the virus accumulates, persists and

is able to produce infectious viral particles [1,2]. Growing

knowledge about HIV reservoirs indicates the need to limit

reservoir size and preserve the CD4 compartment as early as

possible after infection. This objective requires a better under-

standing of the characteristics of the virus’ early distribution

among the various CD4+ cell subsets, and particularly the resting

CD4 T-cell subsets that mainly host the reservoir.

The magnitude and kinetics of the sequence of events occurring

in primary HIV-1 infection (PHI) is a strong predictor of the

infection’s subsequent progression [3]. Usually, a single CCR5-

restricted viral clone, or a very limited number of clones, is

transmitted and able to develop a productive systemic infection,

while any other viruses penetrating the mucosal barriers are

generally considered defective or less fit [4,5]. PHI is characterized

by an exponential increase of viral production [6], together with a

massive and systemic depletion of CD4 T cells, with 30 to 60% of

the memory CD4+ T cells infected and dying within a few days

throughout the body, especially in the gut-associated lymphoid

tissues [7,8]. The cytokine storm associated with symptomatic PHI

certainly plays a role in this rapid systemic dissemination

throughout the immune system, and a viral setpoint is established

between 21 to 28 days post-infection [6], while homeostatic

cytokines compensate for this global CD4 cell depletion [9]. HIV-

1 provirus integration into the genome of CD4+ cells enables viral

persistence [10,11] and the establishment of a latent reservoir in

the highly heterogeneous CD4 cell compartment. However, little is

known about the early characteristics and kinetics of the virus’

systemic dissemination in patients, specifically its distribution

among the various CD4 cell subsets within the first month post-

infection.

While infected T cells and macrophages were detected in

patients’ axillary and inguinal lymph nodes within days from first

symptoms [12], the failure of early HAART to prevent the

generation of latently infected resting CD4 T cells [13] suggests

that these HIV reservoirs are established very rapidly after

infection. Also, the later the Fiebig classification stage [14], the

higher the frequency of infected CD4 T cells was [15], with the

naive and the total memory CD4 compartments massively infected

from the early stages II/III [16]. Indeed, in one cohort study of

late PHI at a median 225 days from estimated seroconversion

date, the HIV-DNA content was huge in all four CD4 subsets, that

is, naive (TN) and central (TCM), transitional (TTM) and effector

(TEM) memory cells, regardless of their activation status; infection

level was significantly higher in TEM than in the other three

subsets [17].

In order to better define the kinetics of HIV dissemination

among activated and resting CD4 T-cell subsets in early PHI, we

have investigated the spread of total HIV-DNA among those

various resting cells from twelve subjects included at a median 36

days post-infection in the OPTIPRIM ANRS-147 clinical trial.

We also analyzed the influence of viral diversity, CD4 T-cell

homeostasis and activation on the characteristics of the early virus

dissemination as well as the ability of immune signals, IL-7 in

particular, to reactivate the virus in those resting CD4 T cells. We

showed a massive spread of total HIV-DNA within all resting

naive and memory CD4 subsets a month after infection, with only

one viral cluster circulating throughout the blood and the rectal

compartments. Furthermore, we demonstrated the capacity of

each resting CD4 subset to produce HIV upon in vitro stimulation

over a 13-day long culture, suggesting a clear role for those cells in

hosting the early HIV reservoirs.

Results

Characteristics of Acutely Infected Individuals
This report analyzes twelve subjects included at a median of 36

days [30–41] after infection, eleven of whom presented clinical

symptoms (Table 1). Ten subjects (83%) were male, and eleven

(92%) were infected by sexual contacts, either homosexual for six

subjects (MSM, 50%), heterosexual for three (HTS, 25%) or

bisexual for two (MSM/HTS, 17%). Only one subject (8%) was

infected by a needle accident unrelated to drug abuse. At pre-

inclusion (8 days maximum before inclusion), western blot assays

showed no antibodies for two subjects (17%), 2 antibodies for one

subject (8%), 3 antibodies for eight subjects (67%) and 4 antibodies

for the last subject (8%). The median CD4 cell count was 376

CD4/mm3 [341–516] with a CD4/CD8 ratio of 0.3 [0.2–0.9].

Median plasma HIV-RNA was 5.4 log copies/ml [5.0–5.8], and

total HIV-DNA was 3.9 log copies/million PBMC [3.5–4.3]. All

study participants were infected by a CCR5-restricted viral strain,

with B and non-B subtypes in nine and three cases respectively.

Four subjects carried the HLA B*35 allele associated with disease

progression, and none had any HLA alleles associated with HIV-1

protection (i.e., HLA B*27 and B*57) [18].

HIV Massively Spread among All CD4+ Subsets during
Acute PHI and was Mainly Distributed in Resting Memory
CD4 T-cell Subsets
The distribution of total HIV-DNA was quantified in various

sorted populations from PBMCs. We compared this distribution in

the following cell subsets: total, activated

(CD25+CD69+HLADR+) and resting

(CD252CD692HLADR2) CD3+CD4+ T cells, CD32CD4+

monocytes, and live resting CD3+CD4+ subsets, namely TN,

TCM, TTM and TEM, from the twelve subjects with PHI

(Figure 1). A detailed cell sorting scheme is shown in (Figure S1).

Total HIV-DNA was detected in all 12 subjects’ PBMCs and CD4

T-cell samples, but only in 5/10 available monocyte samples, the

CD4 T cell compartment being predominantly infected compared

to other cell populations. Accordingly, CD3+CD4+ T cells were

ten times richer in HIV-DNA than total PBMCs (median 4.5 [4.0–

4.7] versus 3.3 [2.9–3.6] log HIV-DNA copies/million cells,

p = 0.0005). In contrast, the infection level was lower in

CD32CD4+ monocytes, which harbored a median estimated

2.3 log HIV-DNA copies/million monocytes [2.2–2.7]. Note that

infection levels did not differ between activated and resting CD4+

T cells (median 4.5 [3.5–4.9] versus 4.5 [4.0–4.7] log copies/

million cells respectively).

We next analyzed the distribution of total HIV-DNA among the

four resting CD4 T-cell subsets, which were all highly infected.

The TN compartment contained a median of 3.4 log copies/

million cells [3.0–3.9], even though its infection level was one

tenth that of all resting memory CD4 subsets (p = 0.0005), which

contained equivalent levels of HIV-DNA (medians: TCM: 4.5

[4.1–5.0], TTM: 4.7 [4.5–5.2], and TEM: 4.6 [4.3–4.9] log

copies/million cells). As it is generally accepted that infected CD4

T cells harbor only one HIV-DNA molecule [19], we can

extrapolate the numbers of infected cells from the measured

infection levels. These results suggest very high frequencies of

infected cells in all studied cell subsets, up to 3% infected TN cells

to 20% infected memory CD4 T cells.

Early HIV-1 Spread among Resting CD4+ Cells
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In Acute PHI, a Single Viral Cluster Circulated throughout
the Blood CD4 Subsets and the Rectal Compartment
Viral diversity was explored by sequencing HIV-DNA and

HIV-RNA in the ENV C2V5 region of the gp120 gene in eight of

the twelve study participants (according to the number of cells

available) (Figure 2). Viral clones were analyzed in plasma HIV-

RNA and in HIV-DNA from total PBMCs, purified total,

activated and resting CD4 T-cell subsets for eight subjects, and

finally in either total or CD4+-purified cells from rectal biopsies,

available for only two subjects. Cloning using the limiting dilution

approach was not possible in some subsets because of insufficient

cell numbers available. HIV-1 tropism was CCR5-restricted for

the whole 494 isolated clones. The viral quasi-species of each study

participant were distributed on different branches, with bootstrap

values at 100%. The trees topography showed that the quasi-

species identified in plasma, in total and purified peripheral CD4

T-cell subsets and in total and CD4+-purified rectal cells were very

homogeneous for each subject; they reflected very minimal viral

diversity within the blood and the rectal compartments of these

subjects with acute PHI. In seven of these eight subjects (88%),

each subject’s isolated clones all belonged to a single cluster (which

was different for each study participant) (subjects 1, 2, 3, 4, 5, 6

and 7).

Slight diversity was observed in only one subject (subject 8), who

had 3 genetic mutations differentiating a cluster exclusively found

in plasma (red symbols) from another cluster found in total

activated CD4 T cells, resting TCM and TTM CD4 T-cell

subsets, and also in plasma (green and red symbols). The first was

the silent C331C mutation, and the other two were encoding

mutations. The viral cluster localized only in plasma contained the

R335G and N355K mutations, while the other cluster, isolated

from cells and plasma, contained the R335R and N355E

mutations.

Major Contribution of the TTM Subset to the Pool of
Infected Resting CD4 T Cells in Acute PHI
To evaluate the relative contribution of each subset to the whole

pool of infected resting CD4 T cells, we analyzed the repartition of

each subset among resting CD4 T cells. First, there were

surprisingly few activated CD4 T cells; the median frequency of

these CD25+CD69+HLA-DR+ cells was 6%, while the frequency

of CD8-cell activation was much higher, at a median of 55%

(Figure S2A). Therefore, activated CD4+ T cells accounted for

only 9% of the peripheral blood total HIV-DNA [4–13]. This

contribution was nonetheless significantly higher than the 2%

contribution of monocytes [0.4–2.7] (p = 0.0128) (Figure 3A).

Resting CD4 T cells accounted for the vast majority of total CD4

T cells, and contributed the most to the total HIV-DNA in

PBMCs with a median of 89% [86–94], significantly higher than

Figure 1. Total HIV-DNA measurement in peripheral blood cell subsets. Total HIV-DNA was quantified in various cell populations from
twelve acutely HIV-infected subjects. Results are expressed as the log10 HIV-DNA copies per million cells, and medians are shown. Each symbol
represents a subject, and values below the threshold of detection were calculated for each assay according to the number of cells available. Of note,
infection levels below the threshold of detection were found in 5/10 monocyte samples and 2/12 activated CD4 T lymphocyte samples (grey
symbols). Only significant p values are shown. Abbreviations: CD4 T Ly, CD4+ T lymphocyte; ACT+ CD4 T Ly, activated CD4+ T lymphocyte; ACT- CD4 T
Ly, resting CD4+ T lymphocyte; TN, naive CD4 T cell subset; TCM, central-memory CD4 T cell subset; TTM, transitional-memory CD4 T cell subset; TEM,
effector-memory CD4 T cell subset.
doi:10.1371/journal.pone.0064219.g001
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both the contributions of activated CD4 T cells and monocytes

(p = 0.0010).

Comparing the resting CD4 subsets frequency of the twelve

acutely-infected individuals to the one of ten uninfected individuals

showed a strongly skewed CD4 subsets repartition among the

HIV-infected individuals (Figure 3B). The frequency of differen-

tiated short-lived subsets was at least twice as high among study

participants (median 30% TTM cells [22–39] and 7.4% TEM

cells [5–11]) than in uninfected individuals (median 14% TTM

cells [10–19] and 1.9% TEM cells [1.7–3.2], p = 0.0010). This

relative increase was balanced by a significant decrease

(p,0.0014) in patients’ long-lived subsets with a median frequency

of 26% TN cells [14–33] and 16% TCM cells [13–20], compared

to uninfected individuals (median 48% TN [45–58] and 26%

TCM [25–32]).

Each subset contribution to the pool of infected resting CD4 T

cells was then calculated by taking into account the infection level

and frequency in blood of each (Figure 3C). Accordingly, the

TTM subset accounted for more than half of the total infected

resting CD4 T cell pool, with a median of 58% [39–74]

(p,0.0093), a proportion 3.4 times higher than that of TCM

(17% [9–40]) and 6 times higher than that of TEM (9.7% [6–19]).

Finally, although TN represented 26% of the resting CD4 cells

and were massively infected, they contributed to only 2% [1–5] of

the pool of infected resting CD4 T cells. In contrast, the other 74%

resting memory CD4 T cells accounted for almost the entire pool

of peripheral infected resting cells, with a median of 98% [95–99]

(p = 0.0005), thus representing a major contributor to the HIV

reservoir.

Resting CD4 Subsets Produce HIV Upon in vitro

Activation, thereby Contributing to the HIV Reservoir
The capacity to induce HIV replication from resting CD4 T-

cell subsets was evaluated by culturing sorted-TN, TCM, TTM

and TEM from available samples for nine subjects, after anti-

CD3/anti-CD28 co-stimulation and IL-2 with or without IL-7, or

stimulation by IL-7 alone (Figure 4). In order to compare HIV

production between subsets, we normalized HIV-RNA measure-

ments to the infection level of each subset.

Figure 2. HIV-1 diversity in blood and rectal cell subsets. Each HIV-1 clone was compared to the sequence of reference FR-HXB2, figured on
top of each maximum-likelihood tree as root. The numbers near the nodes indicate the percentage of bootstrap replicates (1,000). The ENV gene was
cloned from plasma HIV-RNA (red circle), and from HIV-DNA in resting CD4 cells (green down-triangle), activated CD4 cells (open diamond), resting
TN cells (green diamond), resting TCM cells (green square), resting TTM cells (green circle), resting TEM cells (green up-triangle), total rectal cells (black
square) and isolated-CD4+ rectal cells (open square). Subject identification codes are indicated on top of each tree. All clusters identified with the
maximum-likelihood approach were confirmed with a neighbor-joining analysis.
doi:10.1371/journal.pone.0064219.g002
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A strong TCR-stimulating signal (anti-CD3/anti-CD28 co-

stimulation and IL-2) given at D0 was able, as expected, to induce

viral replication in all resting naive and memory CD4 subsets in a

time-dependent manner, to as much as 8 log HIV-RNA copies/

HIV-DNA copies (Figures 4A). When normalized to the HIV-

DNA content, the level of viral production was 3 log higher from

D8 to D13 in TCM and TTM compared to other subsets. This

HIV production paralleled cell proliferation in all four subsets,

with a peak of EdU+ cells at D3 (50%) and a more gradual

increase in total cell count (Figure S3), contrasting with cell

mortality increase and intracellular Bcl-2 expression decrease over

time (Figure S4).

We then explored the capacity of IL-7 to reactivate HIV

production from resting CD4 T-cell subsets. Results are expressed

as the ratio between the normalized HIV production in the IL-7-

containing stimulation and in the IL-7-free stimulation. Low

concentrations of IL-7 alone (1 ng/ml) induced viral production 1

to 2 log higher than the spontaneous level in all subsets (Figure 4B).

Also, HIV production was multiplied by 100 in the TN subset, and

by 10 in the TCM, TTM and TEM subsets, while neither cell

proliferation nor cell survival were associated with viral produc-

tion. This finding demonstrated that IL-7 induced viral replication

independently of cell proliferation and survival (Figure S3 and S4).

When added to the TCR-stimulating signal, IL-7 enhanced virus

production preferentially in the TN subset, with a higher viral

production at D13 than the one induced by the TCR-stimulating

signal alone (Figure 4C). Consistent with the ability of IL-7 to

trigger HIV-1 production, resting CD4 T cells from acutely-

infected individuals displayed the IL-7 a chain receptor (CD127)

with a gradient from TN to memory CD4+ cells (Figure S5A), and

were able to transduce IL-7 signaling by triggering STAT5

phosphorylation at these low concentrations (Figure S5B).

Altogether, viral production took place in all resting naive

and memory CD4 T-cell subsets in a time-dependent manner,

regardless of the stimulus, but with a flexible pattern that

depended on both the stimulus and the subset differentiation

stage.

Discussion

A better understanding of the initial sequence of events resulting

in the early spread of HIV-1 and the constitution of the HIV

reservoir in primary HIV-1 infection is essential for defining

eradication strategies leading to an HIV cure. In our study, we

demonstrated that only a month after infection, a single HIV-1

cluster is massively distributed within resting naive and various

memory CD4 cell subsets, and that the relative contribution of

each subset to the whole infected CD4 cell compartment reflects

the skewed immune homeostasis at this early stage of PHI. This

clonal HIV was inducible in all resting CD4 T-cell subsets,

confirming the actual contribution of those cells as a HIV

reservoir, as previously defined [1]. The flexibility of viral

production according to subsets suggests that subsets activation

and differentiation, but not viral diversity, determine the relative

subsets contribution to the HIV reservoir.

Figure 3. CD4 T cell subsets repartition and contribution to the pool of infected cells. A: Monocytes, activated and resting CD4 T-cell (CD4
T Ly) contributions to the pool of infected PBMCs were calculated with the infection level and frequency of each subset. Only significant p values are
shown. B: The repartition of resting CD4 T-cell subsets was assessed in twelve acutely HIV-infected individuals (grey) and in ten uninfected individuals
(white). The analyzed resting CD4+ subsets are: naive (TN, CD45RA+CCR7+CD27+), central-memory (TCM, CD45RA-CCR7+CD27+), transitional-
memory (TTM, CD45RA2CCR72CD27+) and effector-memory cells (TEM, CD45RA2CCR72CD272). Results are expressed as the percentage of
resting CD4 T cells. C: Resting CD4 T-cell subset contributions to the pool of infected resting CD4 T cells were calculated with the infection level and
frequency of each subset.
doi:10.1371/journal.pone.0064219.g003
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To our knowledge, our study is the first to assess the

distribution, diversity and dissemination kinetics of HIV-1 among

the various resting CD4+ cell subsets so early after infection. Our

study provides much earlier information about the spread of HIV

than a previous study performed in late PHI (i.e., 6 months after

infection), and that did not distinguish between resting and

activated CD4 T-cell subsets for HIV-DNA quantification [17].

Our results demonstrate that the spread of the HIV reservoir

occurs very rapidly after contamination. To evaluate HIV-1

spread, we chose to quantify total HIV-DNA as it allows

measurement of all HIV forms. It is often argued that integrated

provirus is the most representative form of the reservoir; however

unintegrated forms can also lead to a productive viral cycle [20].

Whether unintegrated HIV-DNA is dominant in PHI remains

unknown. Moreover, it was clearly shown that total HIV-DNA is a

good predictive factor of disease progression in PHI [21], while it

is also well correlated to integrated HIV-DNA [2,13] and to the

productive reservoir measured by IUPM in treated individuals

[22].

One month after infection, seven of eight subjects for whom

samples were available had only a single viral cluster (different for

each subject) responsible for the broad viral spread throughout the

blood and rectal compartments. Apart from its early kinetics, this

finding is consistent with most studies that showed restricted viral

diversity within the first 6 months of PHI [5,23]. The most likely

explanation is that the productive infection resulted from a single

genetically restricted HIV variant that had not yet diversified,

although we cannot rule out the possibility that the number of

clones we explored was insufficient to observe viral diversity or

that various defective transmitted clones might have been

negatively selected [5]. In addition, we cannot exclude the

homeostasis of the CD4 compartment could lead to cell

proliferation and differentiation of subsets without virus produc-

tion and diversification. However, this hypothesis seems poorly

plausible in early infection, given the huge viral production

assessed by plasma HIV loads reaching up to 107 HIV-RNA

copies/ml. Slightly compartmentalized diversity was observed in

one subject, perhaps due to viral production from another source,

including an anatomic sanctuary [24,25] or another cell type [26].

Finally, although the very limited sampling of rectal biopsy tissue

does not provide a full picture of HIV infection, we detected the

same viral cluster in both rectal tissue and blood a month after

infection in two of two study participants, whereas reports in late

PHI and in chronic stages show different clusters in these

compartments [25]. Our findings thus demonstrate for the first

time the early and homogeneous viral spread of the founder virus

Figure 4. Inducibility of HIV in resting CD4 T cell subsets. A: Cell capacity to induce HIV replication from resting CD4 T cells was evaluated in
nine subjects by stimulating sorted CD4 T-cell subsets with anti-CD3/anti-CD28 co-stimulation plus IL-2. HIV-RNA was quantified in supernatants of
resting TN, TCM, TTM and TEM cells during a 13-day long culture at D3, D6, D8, D10 and D13. Results are expressed as the log10 of the ratio between
the number of HIV-RNA copies quantified on a given day of culture and the level of total HIV-DNA in the subset measured at D0 of culture. Each
symbol represents a subject. B and C: Resting CD4 T cell subsets were stimulated by a CD3/CD28 co-stimulation plus IL-2+/2 IL-7, with IL-7 alone or
without stimulation. In order to evaluate the effect of IL-7 on HIV production, results are expressed as the log10 of the ratio between the normalized
HIV production in the IL-7-containing stimulation and in the IL-7-free stimulation (B, IL-7/unstimulated ratio; C, CD3/CD28 co-stimulation plus IL-2
plus IL-7/CD3/CD28 co-stimulation plus IL-2 ratio).
doi:10.1371/journal.pone.0064219.g004
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among all subsets of CD4+ cells, regardless of their lineage,

activation or differentiation.

Our results show a massive infection of all resting CD4 T cell

subsets by this CCR5-restricted viral cluster, involving predom-

inantly all memory CD4 T cell subsets but also TN cells. Such TN

cell infection, although a tenth as frequent as in memory cells,

contrasts with their low CCR5 expression and with the usual

dogma of a preferential CXCR4-restricted infection thought to

affect naive CD4 T cells during acute infection [27]. Nonetheless,

the skewed repartition of cell subsets we observed within the

resting CD4 compartment resulted in the predominant contribu-

tion of the short-lived TTM and TEM subsets, which accounted

for two thirds of the whole infected CD4 cell compartment. In

chronically infected treated patients, on the other hand, TCM cells

were the main contributor to the reservoir while they accounted

for less than 20% in our study [28]. Such impact of the skewed

repartition of CD4 subsets might be peculiar to early PHI since no

abnormal repartition had been reported in late untreated PHI,

compared to that of uninfected individuals [17]. Contrasting with

this previous study, ours might therefore have been performed

before the viral setpoint has been reached. Our results show

infection of the monocyte population as well, though at a much

lower level than CD4 T cells. Although we cannot exclude some

contamination in the sorted monocyte fraction, the high purity of

sorted subsets suggests monocytes are actually infected.

These high levels of infected cells within the resting CD4 T cell

compartment contrast with the low CD4 activation levels we

observed among total CD4 T cells, an observation that might

question the dogma linking the expression of activation markers to

productive infection. However, these low levels of activated CD4

T cells are similar to levels reported by other studies in late PHI

[17], but should not reflect a technical bias since we did find very

high levels of activated CD8 T cells. We cannot rule out the

possibility that activated cells have either migrated towards tissues

or died from viral cytopathogenic effects, cell apoptosis or the

onset of immune responses. Interestingly, the observation, though

limited, of a depletion in rectal activated TEM cells in our two

rectal biopsy specimens, suggests that the highly activated TEM

cells might also die rapidly in vivo (data not shown). The

predominance of the most differentiated memory subsets (TEM

and TTM) might also reflect the massive onset of immune defenses

at this early stage of HIV infection.

In our study, total HIV-DNA was fully inducible in all resting

CD4 T-cell subsets, including in naive cells, making this total HIV-

DNA content a likely part of HIV reservoirs. A spontaneous HIV

production was even detectable in vitro in all memory CD4 T cell

subsets over the 13 day-long culture, re-emphasizing the

hypothesis this reservoir might not represent a latent reservoir

yet at this early stage of infection. By normalizing to the infection

level of each subset, we showed this clonal CCR5-restricted virus

could be massively produced by TN cells, as well as by all memory

subsets, especially when IL-7 was added to the stimulating cocktail.

Of note, low doses of IL-7 clearly triggered STAT5 signaling in all

subsets, except for the activated-effector cells (ACT+RA+), and

induced potent HIV production without promoting cell prolifer-

ation, especially in naive CD4 T cells. Our results are in

accordance with prior studies showing IL-7-induced HIV replica-

tion both in vitro in primary and thymic CD4+ T cells [29,30]. This

homeostatic cytokine might thus participate in both the TN high

infection level and the increased TN turnover.

Finally, most subjects met criteria associated with disease

progression, such as symptomatic PHI, a low CD4-cell count, a low

CD4/CD8 ratio, and for a third of subjects the HLA B*35 allele, a

marker of poor prognosis. Therefore, they might not reflect the vast

majority of acutely-infected individuals, given that PHI might be

symptomatic inonly50 to60%ofpatients for one [31].However, our

study could not have been conducted without using those criteria to

select the twelve acutely-infected study participants who were

included very rapidly after infection. These twelve subjects volun-

teering for this sub-studyare,nonetheless, representativeof theninety

study participants included in the OPTIPRIM ANRS-147 clinical

trial, which is still ongoing as antiretroviral therapy was initiated

immediately after this sub-study.

In conclusion, we demonstrate here that a month after infection,

a single CCR5-restricted viral cluster massively and broadly

spreads among all resting CD4 T-cell subsets, including naive cells.

We report that the long-lived TN and TCM subsets account for a

small portion of the infected CD4 cell compartment compared

with the short-lived TTM and TEM subsets, and hypothesize that

this poor contribution reflects massive early perturbations of

immune homeostasis during acute PHI. These results offer new

elements advocating for an early antiretroviral therapy and new

insights for future strategies to develop both a cure for HIV and

vaccines targeting this early stage.

Materials and Methods

Ethics Statement
After obtaining written informed consent, peripheral blood and

rectal biopsies were collected from HIV-1 infected volunteers in

research centers involved in the OPTIPRIM ANRS-147 clinical

trial (ID RCB: 2009-014742-28). Eligible participants were age 18

or older. The study was reviewed and approved by both the

Independent Protection Committee ‘‘Sud-Méditerranée 1’’ and

the French Health Products Safety Agency (AFSSAPS). Human

experimentation guidelines of the declaration of Helsinki, the

French Public Health Code and the Guidelines for Good Clinical

Practice from the French Department of Health were followed in

the conduct of this research.

Patient Characteristics
Ninety study participants presenting with acute primary HIV-1

infection (PHI) were included in the randomized multicentered

OPTIPRIM ANRS-147 clinical trial, among whom twelve

subjects gave their written consent to be enrolled in our Reservoir

sub-study. The main objective of the OPTIPRIM study is to

evaluate the impact on the HIV reservoirs of a standard two year-

long 3-drug and an intensified 5-drug antiretroviral therapy in

patients treated in acute and early PHI. Early PHI was defined by

a positive ELISA assay, with an incomplete western blot assay

performed within 8 days of inclusion (two to five antibodies), a

positive plasma viral load, and with the presence of anti-p24

antibodies associated with anti-gp160, anti-gp120 or anti-gp41

antibodies. Enrollment in the OPTIPRIM ANRS-147 trial

required meeting those biologic criteria and having either

symptomatic PHI or a CD4 cell count below 500/mm3 plasma.

Time from infection was estimated by adding 15 days to the time

from the first symptoms or 30 days in the case of an incomplete

western blot, or by the median date between the last negative and

first positive serology. Blood samples were collected at inclusion

before treatment initiation.

Acutely HIV-infected individuals’ characteristics were com-

pared to the ones of ten uninfected individuals whose blood

samples were obtained from the French Blood Agency (EFS) after

informed and signed consent.
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CD4 T Cell Differentiation Analysis and Sorting
PBMC cryopreserved and stored in liquid nitrogen, with more

than 80% viability after thawing, were sorted as live monocytes

(CD32CD4+) or activated and resting CD3+CD4+ T cells on a 5-

laser FACS ARIA (Becton Dickinson) on the CyPS platform

(UPMC) after staining with the following combination: Live-Dead

Fixable Aqua (Life Technologies), CD3-Pacific Blue (UCHT1),

CD4-AlexaFluor700 (RPA-T4), CCR7-PE Cyanine7 (3D12),

CD27-APC (L128), CD69-FITC (L78), HLA-DR-FITC (L243)

and CD127-PE (IL7R-M21) from BD Pharmingen, CD45RA-

ECD (2H4) and CD25-FITC (B1.49.9) from Beckman Coulter.

Resting CD4 T cells (CD252CD692HLADR2) were further

sorted as: naive (TN, CD45RA+CCR7+CD27+), central-memory

(TCM, CD45RA2CCR7+CD27+), transitional-memory (TTM,

CD45RA2CCR72CD27+), and effector-memory cells (TEM,

CD45RA2CCR72CD272) (Figure S1). Of note, antigens

expression on thawed cells was not significantly different than

the one on fresh cells, and cell activation was evaluated on fresh

cells. The number of cells collected ranged from 0.01 to 1.7 million

cells per subset and per subject, and the purity of sorted subsets

was over 95%. Flowjo software (Treestar) was used to analyze the

data. Sorted cells were resuspended in Buffer RLT Plus (Qiagen)

before storage at 280uC for further quantitative HIV-DNA

quantification and sequencing.

Ultrasensitive Total HIV-DNA and HIV-RNA Quantification
Total HIV-DNA was quantified by ultrasensitive real-time PCR

in PBMC, monocytes, activated or resting CD4 and CD4 T-cell

subsets using the GENERIC HIV-DNA assay from Biocentric

(Bandol, France), with a threshold of detection of 5 HIV-DNA

copies per PCR as previously described [32]. Total DNA was

extracted with a QIAamp All prep DNA/RNA microkit or minikit

(Qiagen), depending on the number of cells available (, and .1

million cells respectively). The entire HIV-DNA extract was tested

in two to four replicates. Results were reported as either the actual

number of HIV-DNA copies per million cells or as an estimated

value calculated as 50% of the detection threshold value when

HIV-DNA was not detected. The thresholds varied according to

available cell numbers and were calculated for each sample. HIV-

RNA was quantified in plasma by real-time RT-PCR with the

Cobas TaqMan HIV-1 v2.0 assay (Roche Diagnostics), according

to the manufacturer’s recommendations. HIV-RNA was quanti-

fied in culture supernatants by ultrasensitive real-time PCR using

the GENERIC HIV assay (Biocentric, Bandol, France). The

extracts were tested in two to five replicates.

HIV-DNA Clonotyping and Phylogenetic Analysis
HIV envelope genes were cloned in plasma after extraction of

RNA and reverse transcription and in cells after extraction of

DNA from PBMCs and rectal biopsies. Amplification of the ENV

C2V5 region of the gp120 gene by nested PCR followed, as

previously described [33]. Clonal analysis was performed with a

limiting dilution approach. Samples were purified with the

QIAquick PCR purification HIV kit (Qiagen), and PCR products

were sequenced with the fluorescent dideoxy-terminator method

(Big Dye Terminator kit, Perkin Elmer) on an ABI 330 Genetic

Analyzer Sequencer (Applied Biosystem). Sequences were verified

with Sequence Navigator software. All sequences of the ENV

C2V5 gene region were aligned with Clustal X 2.011 software.

Pairwise evolutionary distances were estimated with DNAdist,

with Kimura’s two-parameter method [34], and the phylogenetic

trees were built by a neighbor-joining method (DNAdist module –

Phylip Package v3.67). The reliability of each tree topology was

estimated from 1000 bootstrap replicates.

HIV Reactivation Assay
Variable numbers of sorted peripheral resting CD4+ TN,

TCM, TTM and TEM subsets (from 0.05 to 1 million cells) from

nine subjects were cultured in 10% FCS-supplemented RPMI

1640 medium for 13 days after stimulation at day 0 with human

recombinant IL-7 alone (R&D Systems, 1 ng/ml) or anti-CD3/

anti-CD28+IL-2 (Roche, 5 mg/ml) +/2 human recombinant IL-

7. At days 3, 6, 8 and 10, half of each supernatant was removed to

quantify HIV-RNA, and IL-2 and IL-7 were added. HIV-RNA

was also quantified at Day 13. Results are expressed as the ratio

between the number of HIV-RNA copies in supernatants on each

day of culture and the level of total HIV-DNA in the subset

measured at Day 0 of culture.

In parallel to HIV-RNA quantification, cell proliferation was

evaluated on days 3, 6, 8, 10 and 13 by the Click-iT EdU

AlexaFluor647 kit (Life Technologies), according to the manufac-

turer’s recommendations. Cell survival was measured by the

expression of the anti-apoptotic molecule Bcl-2 (Bcl-2/100) by flow

cytometry.

Cell Signaling Assay
IL-7R signaling was assessed by intracellular staining of the

phosphorylated STAT5 molecule (pSTAT5). PBMCs were

stimulated by human recombinant IL-7 (R&D Systems, 1 ng/

ml) or left unstimulated for 15 minutes. After fixation with Cytofix

1X, cells were permeabilized with 1 ml ice-cold Perm III buffer

(Becton Dickinson) for 30 minutes on ice. Staining was performed

with the following combination: CD3-Pacific Blue, CD4-Alexa-

Fluor700, CD69-FITC, HLA-DR-FITC, pSTAT5-A647 (Y694,

clone 47) and IgG1k-A647 (BD Pharmingen), CD45RA-ECD and

CD25-FITC (Beckman Coulter).

HIV-1 Tropism
The ENV C2V5 region (gp120 gene) was amplified from plasma

HIV-RNA and HIV-DNA associated with peripheral blood cells.

HIV-1 co-receptor usage was predicted by a genotypic method

that used the Geno2phenoreceptor rule (available at http://

coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php), with a 5% false-

positive rate.

Statistical Analysis
A two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used

to compare cell subsets, and Mann-Whitney test to compare the

different groups. A p value lower than 0.05 was considered a

significant difference. All values given in the text are medians and

[IQR 25–75%].

Supporting Information

Figure S1 Cell sorting strategy. Live resting CD3+CD4+ T

cell subsets (CD252,CD692 and HLA-DR-) were sorted by flow

cytometry according to their expression of CD45RA, CCR7 and

CD27, as naive (TN, CD45RA+CCR7+CD27+), central-memory

(TCM, CD45RA2CCR7+CD27+), transitional-memory (TTM,

CD45RA2CCR72CD27+), and effector-memory cells (TEM,

CD45RA2CCR72CD272).

(TIF)

Figure S2 Analysis of the immune cell activation.

Immune activation was evaluated in total CD4 and CD8 T cells

(A) and in CD4+ TN, TCM, TTM and TEM cell subsets (B) by

measuring the expression of CD25, CD69 and HLA-DR. Results

are expressed as the percentage of cells expressing at least one of

the 3 molecules within each cell population. The boxplot presents
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the median, IQR [25–75%] and minimum and maximum values.

Only significant p values are shown.

(TIF)

Figure S3 Cell proliferation associated with HIV induc-
ibility. Cell proliferation was measured together with HIV

inducibility for six subjects for whom samples were available, by

culturing sorted-resting TN, TCM, TTM and TEM CD4+ T cell

subsets for 13 days with a CD3/CD28 co-stimulation plus IL-2 (B
and F) plus IL-7 (C and G), with IL-7 alone (A and E), or without
stimulation (D). Cell proliferation was assessed by EdU incorpo-

ration, and results are expressed as the percentage of EdU+ cells

(A, B and C). The fold-increase in the number of cells from

baseline was also calculated for each stimulating condition (D, E, F
and G). Each symbol represents a subject.

(TIF)

Figure S4 Cell survival associated with HIV inducibil-
ity. Cell survival was measured together with HIV inducibility for

six subjects for whom samples were available, by culturing sorted-

resting TN, TCM, TTM and TEM CD4 T cell subsets for 13 days

with a CD3/CD28 co-stimulation plus IL-2 (B and F) plus IL-7 (C
and G), with IL-7 alone (A and E), or without stimulation (D). Cell

survival was assessed by the expression of the anti-apoptotic

molecule Bcl-2, and results are expressed as the mean fluorescence

intensity (MFI) of Bcl-2 expression (A, B and C), whereas cell

mortality was assessed by Trypan Blue exclusion and results are

expressed as the percentage of dead cells (D, E, F and G). Each

symbol represents a subject.

(TIF)

Figure S5 Ability of CD4 T-cell subsets from acutely
HIV-infected individuals to sense and transduce IL-7
signaling. A: Expression of IL-7Ra (CD127) was measured in

resting CD4+ TN, TCM, TTM and TEM subsets. Results are

expressed as the percentage of cells expressing the CD127

molecule within each cell population. Each symbol represents a

subject. B: Cell capacity to trigger IL-7 signaling was assessed by

the detection of the phosphorylated STAT5 molecule (pSTAT5)

after in vitro stimulation by IL-7 in three acutely HIV-infected

individuals (grey) and in seven uninfected individuals (open circle).

Cell subsets were selected by the differential expression of

CD45RA (RA+/2) and the expression of at least one of the

three activation molecules CD25, CD69 and HLA-DR (ACT+/

2). Results are expressed as the difference between the mean

fluorescence intensity (MFI) of the pSTAT5 signal in response to

IL-7 and without stimulation.

(TIF)
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Objectifs  

La primo-infection est caractérisée par une amplification virale majeure et la charge 

virale ARN-VIH croit exponentiellement avant de s’amender progressivement trois semaines 

après l’infection au moment de l’émergence de la réponse spécifique T CD8 anti- VIH [73].  

La déplétion en lymphocytes T CD8 chez les macaques en primo-infection SIV abolit leur 

capacité à contrôler la réplication virale [164]. Cela suggère que cette réponse est un facteur 

déterminant en primo-infection sur le contrôle virologique initiale. Certains des patients HIV 

qui contrôlent spontanément l’infection avec une charge virale plasmatique indétectable 

(HIC), présentent une activité T CD8 spécifique contre le VIH liée à des réponses spécifiques 

anti GAG [490]. Cette activité est déterminante pour le contrôle virologique spontané de 

l’infection par ces patients. Cependant, il est encore difficile de savoir si ces capacités sont 

présentes dès la primo-infection. Pour répondre à cette question, nous avons étudié avec 

l’équipe du Docteur Asier-Saëz-Cirion de l’Unité de Régulation des Infections Rétrovirales de 

l’Institut Pasteur de Paris, chez 50 patients de l’essai OPTIPRIM à l’inclusion, avant la mise 

sous traitement, la fréquence de cellules T spécifiques du VIH et leur potentiel à produire 

plusieurs cytokines ainsi que la capacité des cellules T CD8 à contrôler l'infection des 

lymphocytes T CD4 ex vivo. 

 

Principaux résultats  

Les réponses spécifiques anti-VIH T CD4 et T CD8 sont présentes chez la majorité 

des patients. Elles sont associées à une capacité de production d’IL-2 sans différence selon le 

stade aigüe ou récent de la primo-infection. Les cellules présentant une réponse spécifique 

sont capables de produire au mieux deux cytokines, le plus fréquemment MIP-1ȕ et IFNȖ 

et/ou IL-2. Ainsi, la plupart des patients présentant une primo-infection, possèdent des 

réponses spécifiques T CD4 et T CD8 anti-VIH multifonctionnelles persistantes. Ces réponses 

sont comparables à celles observées chez les patients HIC. Plus de 48 patients n'ont pas de 

fortes capacités suppressives du VIH ex-vivo par rapport à celles des  Post Treatment 

Controllers. Ces capacités ne sont pas corrélées au niveau de charge virale plasmatique et non 

liées au caractère aigüe ou récent de la primo-infection. Cependant deux patients présentent 

des capacités suppressives fortes, alors qu’ils n’ont pas de profil immuno-virologique 

différent des autres patients et ne présentent pas l’haplotype HLA B*27 ou B*57. 
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Discussion 

La réponse T CD8 spécifique du VIH qui a pour objectif d’éliminer les lymphocytes T 

CD4 infectés est intense chez les patients HIC et coïncide avec la propriété de ces cellules de 

sécréter plusieurs cytokines, en particulier IL-2, lesquelles sont perdues en phase chronique de 

l’infection par épuisement de la réponse. Malgré une fréquence élevée de cellules T CD8 

spécifiques du VIH polyfonctionnelles et une forte réponse T CD4 auxiliaire, les cellules T 

CD8 de ces patients en primo-infection ne présentaient pas une forte capacité à supprimer la 

réplication virale. Ces résultats suggèrent que la majorité des patients en primo-infection n’ont 

pas encore de capacité à développer des réponses T CD8 à même de supprimer la réplication 

virale comme chez les HIC. Ces capacités des cellules des HIC s’établit peut être plus 

précocement et pourrait être due à des propriétés intrinsèques à explorer. 
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Introduction

During the acute phase of HIV-1 infection the virus spreads

rapidly through the body and plasma viremia rises exponentially

to high levels. Viremia starts to decline gradually three weeks after

infection, reaching a stable level a few months later. This ‘‘steady

state’’ viremia varies from one individual to another and is

predictive of the rate of disease progression. The fall in plasma

HIV viremia during the acute infection coincides with the

emergence of HIV-specific CD8+ T-cells [1], which exert selection

pressure on the virus, forcing it to evolve to elude recognition [2].

In vivo depletion of CD8+ cells in macaques during primary SIV

infection abrogates their ability to control primary viremia [3].

These findings suggest that the CD8+ T response is involved in the

initial control of viral replication during primary HIV-1 infection

(PHI).

HIV-specific immune responses deteriorate as the infection

becomes chronic. In particular, HIV-specific CD4+ helper T-cells

become dysfunctional [4] and HIV-specific CD8+ T-cells also

gradually lose several functions (including their proliferative

capacity, cytotoxic potential, and capacity to produce IL-2 and

other cytokines [5]), and become senescent [6]. In many rare

‘‘HIV controllers’’ (HIC), in whom viremia remains undetectable

without antiretroviral therapy, highly functional HIV-specific

CD8+ T-cells are maintained. These cells are able to produce

several cytokines and to proliferate upon antigen stimulation [7,8],

even more than ten years after initial infection. CD8+ T-cells from

these HIC have an impressive capacity to suppress HIV infection

of autologous CD4+ T-cells [9]. This capacity is related to a high

frequency of HIV-specific CD8+ T-cells, including those targeting

epitopes in Gag [10], and also to their high lytic granule content

[11,12]. HIC are a heterogenous population and some of them

have very weak HIV-specific T cell responses [13,14,15], pointing

to the existence of additional mechanisms contributing to control

infection. Nevertheless, it is believed that this efficient CD8+ T-cell

response plays an important role in the spontaneous virus control

in many HIC.

It is unclear whether the superiority of HIC CD8+ T-cells to

suppress the virus is due to intrinsic characteristics or simply

reflects the loss of functional capacity due to persistent viral
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replication in non-controllers. To address this question, we studied

50 individuals recently infected with HIV-1, focusing on the

frequency of HIV-specific T-cells, their potential to produce

several cytokines, and the capacity of CD8+ T-cells to control

infection of CD4+ T-cells ex vivo.

Materials and Methods

Patients
Fifty participants in the ANRS 147 OPTIPRIM clinical trial

were included in this study (Table 1). OPTIPRIM is a multicentre,

phase 3 randomized trial designed to examine the impact, after 24

months, of maximized versus conventional combination antiret-

roviral therapy (cART) on HIV reservoirs in patients with acute or

early primary HIV-1 infection (ClinicalTrials.gov ID:

NCT01033760). The 50 study participants were recruited between

2010 and 2011, within ten weeks of diagnosis of symptomatic PHI.

Acute infection was defined by a negative or weakly positive HIV-

1 Elisa plus a negative or incomplete (1 antibody) HIV-1 Western

blot, and HIV-1 RNA and/or p24 antigen positivity. Early

infection was defined by a positive HIV-1 Elisa plus an incomplete

Western blot ($2 and,5 antibodies, with the presence of anti-p24

and anti-gp160, -gp120 or -gp41 reactivity) and HIV-1 RNA

positivity. The date of infection was estimated as the day of

symptom onset minus 15 days, and the interval between infection

and inclusion in the study was 35 days [31–43] (median and

interquartile range (IQR)). Most of the patients were men (n = 47).

Age at inclusion was 38 years [29–47]. CD4+ T-cell counts and

plasma viral loads at inclusion were 466 [362–652] cells/ml and

5.42 [4.99–5.88] log HIV-1 RNA copies/ml. An additional viral

load determination, obtained a median of 7 [6–10] days before

inclusion in the study, was available for 49 patients with PHI.

These viral loads were, in general, higher (5.87 [5.4–7.00] log

HIV-1 RNA copies/ml, P,0.001) than at inclusion in the study.

Viral load in these patients declined by at least 0.3 log in 27

patients (median -0.94 log HIV-1 RNA copies/ml [0.54–1.19])

during this short period (Figure 1). This showed that, at the time of

the study, these patients were in the descending phase of viremia

that follows peak viral load during PHI. All samples were obtained

before the patients initiated treatment.

We compared CD4 and CD8 T-cell responses from patients

with PHI to those of 46 HIC from the ANRS CO18 HIV

controller cohort (Table 1). HIC were defined as patients who had

been infected for more than 5 years and whose last five consecutive

plasma viral loads were below 400 HIV-1 RNA copies/ml of

plasma. Respectively 16 and 4 HIC carried one protective allele

(HLA-B*57 or B*27), and three HIC carried both alleles.

Ethics Statement
All the subjects gave their written informed consent to

participate in the study. This study is developed in the context

of the ANRS 147 OPTIPRIM clinical trial (ClinicalTrials.gov ID:

NCT01033760) and is sponsored by the French National Agency

for research on AIDS and viral hepatitis (ANRS) and was

approved by the Sud Méditerranée I ethics review committee and

the French Health Products Safety Agency (AFSSAPS).

Cell Sampling and HLA Typing
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from

EDTA-anticoagulated blood by Ficoll density gradient centrifu-

gation, and were used fresh (phenotypes, HIV-suppression assay)

or stored in liquid nitrogen (intracellular cytokine production).

Human leukocyte antigen typing used the complement-dependent

microlymphocytotoxic technique (Ingen).

Detection of Intracellular Cytokine Production
Frozen PBMC were thawed in RPMI medium containing 10%

fetal calf serum and antibiotics and were stimulated for 15 hours in

medium containing the relevant Env, Gag, Pol or Nef optimal

peptide pools (1 mg/mL) according to the subjects’ HLA type, or

P24 (1 mg/mL), in the presence of brefeldin A (10 mg/mL) (Sigma-

Aldrich). After incubation, samples were stained for viability with

the LIVE/DEADH Fixable Violet Dead Cell Stain kit (Invitrogen)

and then with the following antibodies to quantify cytokine

production in CD8+ and CD4+ T-cells: anti-IL-2-phycoerythrin

(PE), -MIP-1b-peridin chlorophyll protein-cyanin 5.5 (PerCP-

Cy5.5), -CD3-PE-cyanin 7 (PE-Cy7), -IFN-c-allophycocyanin

(APC) and -CD8-APC-H7 (Becton Dickinson). A negative control

(medium) and a positive control (staphylococcal enterotoxin B,

SEB) were included in each experiment. Samples were acquired

on a BD LSRFortessaTM flow cytometer (Becton Dickinson) and

analyzed with DIVA software (Becton Dickinson).

Measurement of CD8 T-cell-mediated HIV Suppression ex
vivo
The method used to assess the capacity of CD8+ T-cells to

suppress HIV-1 infection of autologous CD4+ T-cells ex vivo is

described in detail in [16]. Briefly, CD4 and CD8+ T cells were

isolated from freshly purified PBMC by, respectively, positive

and negative magnetic bead-sorting (Stemcell Technologies).

CD4+ cells were activated with phytohemagglutinin (1 mg/ml)

and IL-2 (100 UI/ml) for three days. CD4+ T cells were then

infected in vitro with HIV-1 BaL using a spinoculation protocol

[17] and cultured alone or co-culture with autologous CD8+ T

cells at a 1:1 ratio. Non superinfected CD4+ T cells were also

cultured in parallel to assess replication of autologous virus.

Viral replication was measured by p24 production in culture

supernatants by ELISA (Zeptometrix).The index of in vitro

superinfection for each experiment was determined by compar-

ing the peak level of p24 in culture supernatants of PHA-

activated CD4+ T cells infected in vitro with HIV-1 BaL to that

Figure 1. Time course of plasma viral load in PHI patients
between the pre-inclusion visit (,d-7) and inclusion of the
study (d0). Values for patients who experienced a decline of at least
0.3 log in their viral load (arbitrary threshold) during this period are
shown in red, and those from patients whose viral load remained stable
are in blue.
doi:10.1371/journal.pone.0059767.g001

CD8 Capacity to Suppress HIV in Early Infection
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of culture supernatants of PHA-activated CD4+ T cells not

exposed to HIV-1 BaL. Capacity of CD8+ T cells to suppress

HIV infection was calculated as the Log drop in p24 production

when superinfected CD4+ T cells were cultured in presence of

CD8+ T cells. Experiments were conducted in triplicate with

cells from each patient.

Statistical Analyses
The Mann-Whitney rank sum test was used to compare

variables between groups. Correlations were evaluated by using

simple linear regression analysis and Spearman’s rank correlation

test. All values given in the text are medians and [IQR]. SigmaStat

3.5 software (Systat Software Inc.-SSI, CA) was used for all

analyses.

Results

Robust HIV-specific CD4+ and CD8+ T-cell Responses,
Including IL-2 Production, during PHI
We detected HIV-specific CD4+ T-cells responding to p24 in

36 (92%) of 39 individuals tested; a median of 0.13% [IQR:

0.03%-0.31%] of CD4+ T-cells produced at least one cytokine

(IFNc MIP-1b and/or IL-2) (Figure 2A and Figure S1A). The

most frequent responses were observed for IFNc and MIP-1b

production, which was observed in 82% of patients (Figure 2A,

center). Interestingly, IL-2-producing CD4+ T-cells were detected

in 31 of the 39 patients tested and represented the largest fraction

of responding CD4+ T-cells in 13 patients, with a median of

0.01% [0.001–0.21] of CD4+ T-cells (Figure 2A, left). Eighteen

per cent of all responding cells were able to produce two cytokines

(IL-2+ MIP-1b in 10% of cells and IL-2+ IFNc in 6% of cells)

(Figure 2A, right). None of these patient’s CD4+ T-cells were able

to produce the 3 cytokines simultaneously.

As expected, high frequencies of HIV-specific CD8+ T-cells

were also detected in all 42 patients studied (median frequency

0.61% [0.24%–1.29%]), along with significant IL-2 responses

(90% of patients, median frequency 0.23% [0.03%–0.77%])

(Figure 2B and Figure S1B). Among responding cells, 37% were

able to produce at least two cytokines (Figure 2B, right). The

highest frequencies concerned nef peptides, followed by gag, pol

and env (data not shown).

We then compared these responses to those observed in HIC.

Previous analyses of the ANRS HIC cohort have shown that many

HIC have strong HIV-specific CD8 T-cell responses, comparable

to those observed in viremic patients, as well as preserved T helper

responses able to produce IL-2 [9,18]. Frequencies of HIV-specific

CD4+ T-cells producing IFNc or IL-2 were similar in PHI

patients and HIC (0.03% [0.004%–0.08%] vs 0.06% [0.01%–

0.16%] IFNc-producing CD4+ T-cells, respectively; 0.01%

[0.001%–0.21%] vs 0.02% [0.01%–0.07%] IL-2-producing

CD4+ T-cells, respectively) (P.0.05 for both comparisons)

(Figure 2C). The frequency of IFNc-producing CD8+ T-cells

was slightly higher in HIC (Fig 1D) (0.61% [0.27%–2.02%] vs

0.30% [0.12%–0.64%] in PHI patients, P = 0.045). However,

many patients with PHI had frequencies similar to those observed

in HIC (Figure 2D). Moreover, no differences were found between

PHI patients and HIC in terms of HIV-specific CD8+ T-cells able

to produce IL-2 (0.23% [0.03%–0.77%] vs 0.09% [0.03%–0.3%],

respectively; P= 0.34).

Thus, most patients with PHI possessed both multifunctional

HIV-specific CD8+ T-cells and helper CD4+ T-cells able to

produce IL-2, with no evidence of exhaustion.

CD8+ T-cells from most Patients with PHI lack Strong
Capacity to Suppress HIV Replication
The capacity of CD8+ T-cells to eliminate infected CD4+ T-

cells is one of the best correlates of viral control in vivo

[12,16,19,20]. We thus explored the capacity of purified CD8+

T-cells from 48 patients from the ANRS 147 OPTIPRIM study to

suppress HIV-1 infection of autologous CD4+ T-cells ex vivo.

In general, cells from patients with PHI had poor HIV-

suppressive capacity (0.09 [0.01–0.28] log p24 decrease CD4 vs

CD8:CD4 1:1 E:T ratio), and were far less potent in this respect

than cells from HIC (2.15 [0.83–3.35], n = 32 HIC, p,0.001)

(Figure 3A). The difference was still highly significant when HIC

carrying the protective allele B*57 or B*27 were excluded from the

analysis (1.54 [0.78–3.23], n = 15 B*27negB*57neg HIC, p,0.001).

We have previously shown that the capacity of CD8+ T-cells from

HIC to suppress HIV infection of autologous CD4+ T-cells

correlates with the frequency of IFNc-producing HIV-specific

CD8 T-cells [10]. Accordingly, a correlation between HIV

suppressive capacity and IFNc production by HIV-specific

CD8+ T-cells was observed in the HIC analysed here (Spearman

Table 1. Characteristics of groups of patients included in the study.

Characteristics (median [IQR]) PHI1 patients from ANRS OPTIPRIM trial HIC2 from ANRS CO18 cohort

Number of patients 50 46

Days since infection 35 [31–43] .1825

Fiebig Stage IV [III–V] NA3

HLA

% of B*27 patients 2 9

% of B*57 patients 2 35

Age 38 [28–47] 46 [40–52]

Log HIV RNA VL (copies/ml) 5.42 [4.99–5.88] ,1.6[,1.3–1.7]

CD4 T cells (cells/ml) 466 [362–652] 841 [759–1114]

CD8 T cells (cells/ml) 1124 [715–1654] 840 [640–1018]

1PHI, Primary HIV Infection;
2HIC: HIV controllers;
3NA: not applicable.
doi:10.1371/journal.pone.0059767.t001

CD8 Capacity to Suppress HIV in Early Infection

PLOS ONE | www.plosone.org 3 March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e59767



0.448, p = 0.015), while no such correlation was observed in

patients with PHI (Spearman 0.003, p= 0.986) (Figure 3B).

Due to their high viral loads, PHA-activated CD4+ T cells from

some patients in PHI produced higher levels of p24 than cells from

HIC, which may constitute a confounding factor when assessing

changes in the levels of superinfection in vitro with HIV-1 BaL.

However, the capacity to suppress infection of CD8+ T cells from

PHI patients for whom viral replication in CD4+ T cells after

HIV-1 BaL superinfection in vitro was at least three times the one

in non superinfected CD4+ T cells (superinfection index .3)

(n = 29) (0.2 [0.05–0.42] log p24 decrease CD4 vs CD4:CD8 1:1)

was still much weaker than the responses observed in HIC

(p,0.001) (not shown). These results did not change when a

superinfection index above 10 was used to make the analyses.

CD8+ T cells from HIC had higher viability than cells from PHI

patients at the time of co-culture with CD4+ T cells (85 [77–92],

n = 32 vs 77 [66–83], n= 42, p = 0.002, % of viable cells from HIC

and PHI patients respectively). Nevertheless, the capacity of CD8+

T cells to suppress HIV-1 infection did not change when we paired

cell viability from PHI patients to those from HIC (0.08 [0.0–0.23]

log p24 decrease for experiments with cells from PHI patients with

83 [80–87] % of viability, n = 18).

In general, CD8+ T cells from patients in PHI were not totally

devoid of capacity to suppress HIV infection, and this tended to be

slightly higher in patients whose viral load was declining at the

time of the study than in those whose viral load remained stable

(Figure 3C). CD8+ T-cell-mediated HIV-suppressive capacity

during PHI did not correlate with plasma viral load at sampling

(Spearman 20.16, p= 0.28, not shown). No differences were

observed between patients in the acute and early stages of PHI

(Figure 3D), and no correlation was found between CD8+ T-cell

suppressive capacity and the estimated time between infection and

inclusion in the study (Spearman 0.09, p = 0.56, not shown).

CD8+ T-cells from two patients with PHI stood out for their

strong capacity to suppress HIV-1 infection of autologous CD4+

T-cells, at levels similar to those found in HIC (Figure 3A).

However, viral load in these two patients was not particularly low

when compared to the other PHI patients, and neither patient’s

HIV-specific T-cells exhibited a particularly high frequency or

strong capacity for cytokine production. Neither patient bore the

B*27 or B*57 allele. Two other PHI patients bore one of these

alleles, but neither of them had a strong CD8+ T-cell-mediated

capacity to suppress HIV-1 ex vivo (Figure 3A).

Figure 2. Similar HIV-specific T cell responses in PHI-patients and HIC. A. PHI patients: frequency of CD4+ T-cells producing at least one
cytokine (IFN-c, MIP-1b or IL-2) in response to HIV-p24 stimulation, as determined by ICS (left); percentage of patients with a positive CD4+ T-cell
response (centre); and frequency of HIV-specific CD4+ T-cells producing one, two or three cytokines (right) B. same experiments with CD8+ T-cells
challenged with MHC-matched optimal HIV-1 peptides. C. Comparative frequency of IFNc- (left) and IL2 (right)-producing CD4+ T-cells in PHI patients
and HIC. D. Idem for CD8+ T-cells. Each symbol represents one individual. Medians are shown as horizontal lines.
doi:10.1371/journal.pone.0059767.g002

CD8 Capacity to Suppress HIV in Early Infection

PLOS ONE | www.plosone.org 4 March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e59767



Discussion

Due to their outstanding capacity to spontaneously control HIV

infection, HIC are the focus of intense research. Although many

HIC lack such responses during chronic infection, it is thought

that control of infection in these individuals was achieved, at least

in part, thanks to a highly efficient HIV-specific CD8+ T cell

response. This response is often considered as a model in the

development of T-cell based HIV-vaccines. In particular, the final

objective of HIV-specific CD8+ T cells is to eliminate HIV-

infected CD4+ T cells, and we and others have found that the

CD8+ T cells with the highest capacity to do so are found among

HIC. However, the strong potential of CD8+ T cells from these

HIC to eliminate infected cells coincide with the preservation of

other properties, such as secretion of multiple cytokines (in

particular IL-2), which are lost in chronic infection in the cells of

non controllers due to uncontrolled-viremia-driven exhaustion.

Because no information was available so far about the capacity of

CD8+ T cells from HIV infected patients to suppress HIV

infection during PHI, it was possible that the strong capacities

found in HIC were just another reflect of a preserved CD8+ T cell

response in HIC.

We analyzed the CD8+ T cell response from 50 patients in PHI.

Because it is extremely difficult to identify HIC during PHI due to

the rarity of this phenotype, we compared these responses to those

observed in a group of HIC during chronic infection. Despite

comparable frequencies of HIV-specific CD8+ T-cells and CD4+

T helper cells with a preserved capacity to produce IL-2, CD8+ T-

cells from the overwhelming majority of patients with primary

HIV-1 infection, including those studied during the phase of active

viral control, do not exhibit a strong capacity to suppress HIV

infection. Actually, strong capacities to suppress HIV infection

were only observed in two of the patients included in the study

during PHI. Because all these patients immediately started therapy

following inclusion, it is unknown whether these two individuals

might have been able to spontaneously control infection.

In a recent work, Yang and collaborators have reported that

measuring early in infection the capacity of CD8+ T cell to

suppress HIV may predict the rate of loss of CD4+ T cells [21].

Although the objective of our work is different of that of Yang

Figure 3. Modest capacity of CD8+ T cells from PHI-patients to suppress infection. A. Capacity of CD8+ T-cells from PHI patients and HIC to
suppress HIV infection of autologous CD4+ T-cells ex vivo, measured as the log fall in p24 production in culture supernatants when CD4+ T-cells
superinfected in vitro with HIV-1 Bal were co-cultured with unstimulated autologous CD8+ T-cells at a ratio of 1:1, by comparison with p24
production by superinfected CD4+ T-cells cultured alone. Each symbol represents one patient. Open circles represent patients carrying at least one
HLA-B*27 or B*57 allele. B. Correlation between CD8+ T-cell-mediated HIV suppression and the frequency of IFNc-producing CD8+ T-cells between
HIC (black symbols) and PHI patients (red symbols). Linear regression is shown for HIC. C. Capacity of CD8+ T-cells from patients with acute or early
PHI to suppress HIV infection ex vivo. D. Comparison of the capacity of CD8+ T-cells from PHI patients with decreasing and stable viral loads to
suppress HIV infection of autologous CD4+ T-cells.
doi:10.1371/journal.pone.0059767.g003
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et al, and some differences also exist in the methodology (e.g. time

of sampling, CD8:CD4 T cell ratio, patients analyzed), our results

provide some support to their observations. Although much

weaker than observed in HIC, CD8+ T cells from patients in PHI

had some capacity to suppress HIV infection. Interestingly, this

capacity tended to be higher in those patients who were

experiencing an active decline in their viral loads at the time of

sampling. Because of treatment initiation we could not further

assess the impact of this capacity in the evolution of infection in

this group of patients.

In summary, our results suggest that most HIV infected

individuals are not able to develop during PHI CD8+ T cell

responses with the superior capacity to suppress HIV infection that

is later found in many HIC. We may speculate that this capacity of

HIC cells may be established early through the selection/

development of cells with particular intrinsic characteristics, such

as stronger avidity or more rapid degranulation [12,22].
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Objectifs  

Cet article présente les résultats princeps de l’essai OPTIPRIM dont le rationnel a été 

développé précédemment page 66 et 67, essai pour lequel la méthodologie et les analyses 

statistiques ont été assurées par l’équipe du service d’épidémiologie du Professeur Laurence 

Meyer à l’Hôpital du Kremlin-Bicêtre (INSERM U 1018). 

 

Principaux résultats 

90 patients ont été rapidement inclus pour la majorité en moins de 16 mois. Ils étaient 

symptomatiques (96%) avec des niveaux élevés d’ADN-VIH, médiane à 3,60 (IQR : 3,35–

4,02) log copies/106PBMC, d’ARN-VIH, 5,40 (4,90–5,88) log copies/ml et une diminution 

des T CD4 472 (368–640) cellules/mm
3
. Les participants étaient traités dans les 35,5 (30–43) 

jours suivant la contamination et 42 % présentaient une primo-infection aigüe. Après 24 mois 

de traitement, les niveaux d’ADN-VIH, d’ARN-VIH et de T CD4 sont similaires en intention 

de traiter et en per protocole. La décroissance d’ADN-VIH est pour l’ensemble des patients de 

-1,44 (-1,77; 1,03) log copies/10
6
PBMC. De plus, la pente d’ADN-VIH est maintenue jusqu’à 

M24 de traitement. Le gain de T CD4 est de 223 (95-453) dans le bras 1 (pentathérapie) et 

211 (96-359) dans le bras 2 (trithérapie) avec un ratio CD4/CD8> 1 dans les 2 bras. 91 % des 

patients ont une charge virale indétectable dans le bras 1 versus 93 % dans le bras 2.  

Une cinétique paradoxale de la charge virale est observée avec tout d’abord 60 % des patients 

du bras 1 qui présentent une charge virale < 50cp/ml versus 31% dans le bras 2 (p= 0,01) à 

M3,  puis inversement, un moins bon contrôle viral dans le bras 1 versus 2 à M6, M12 et M18 

respectivement: 71% versus 89%, 78% versus 96%, 82% versus 96% (p<0,05). Deux effets 

indésirables graves liés au traitement sont survenus dans le bras trithérapie (pancréatite, 

lipodystrophie) et l’étude de l’observance rapporte une plus grande difficulté de prise dans le 

bras pentathérapie qui n’est pas corrélée à la charge virale.  

Six mois après l’arrêt du traitement 33/63 des patients n’ont pas repris une HAART selon les 

critères du protocole (ARN-VIH > 50 000 copies/ml, T CD4 < 500/mm
3 

et < 30%). Enfin, 2 

patients (bras trithérapie) maintiennent une charge virale plasmatique <400 cp/ml 12 mois 

après l'interruption du traitement dont un avec une charge virale plasmatique > 50 copies/ml 

le définissant comme très probable contrôleurs post arrêt de traitement  (PTC). 
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Discussion 

Dans l’essai OPTIPRIM nous avons démontré qu’il n’y avait aucun bénéfice 

additionnel à utiliser en primo-infection la pentathérapie. Aussi, une première hypothèse peut 

être que la décroissance de l’ADN-VIH est maximale avec la trithérapie utilisée en raison de 

son inefficacité sur les cellules infectées quiescentes déjà établies. Les effets immunologiques 

et sur le contrôle virologique après 24 mois de traitement sont remarquables, avec un effet du 

raltégravir sur la rapidité de décroissance de l’ARN-VIH à 3 mois de traitement. Néanmoins, 

ce bénéfice s’estompe dans les mois suivants, du fait de la persistance d’une réplication virale 

à faible niveau (entre 50 et 400 copies/ml) dans le bras pentathérapie. Ce résultat paradoxal 

pourrait être lié à des interactions pharmacologiques entre les cinq molécules, bien que cela 

n’ait jamais été rapporté. Ce résultat peut aussi être lié aux effets versatiles 

immunomodulateurs du maraviroc sur le trafficking cellulaire qui est un sujet de controverses 

actuellement [468, 491, 492]. En conséquence, cela pourrait avoir supprimé le bénéfice lié à 

la première diminution rapide de l’ARN-VIH, antagonisant les effets du raltégravir. Ainsi, la 

réplication persistante pourrait avoir limité la décroissance du réservoir en induisant un faible 

remplissage mais continu de ce dernier et en limitant la restauration du nombre de 

lymphocytes T CD4.  

Nous confirmons dans un essai randomisé, le concept qu’un traitement initié en primo-

infection peut induire un contrôle virologique strict à plus ou moins long terme. La pente de 

décroissance de l’ADN-VIH observée encore à Mβ4, montre qu’un traitement au-delà de deux 

ans permettrait de poursuivre cette décroissance des réservoirs et de probablement augmenter 

en primo-infection le nombre de PTC. Les résultats de cet essai seront à prendre en compte 

pour l’élaboration de futurs essais visant à réduire le réservoir pour une rémission soutenue. 
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SUMMARY  

Background Early cART initiation at the time of primary HIV-1 infection could limit the 

establishment of HIV reservoirs. The randomized, open-label multicenter OPTIPRIM-ANRS-

147 trial was designed to evaluate the impact on total HIV-DNA levels in PBMC, of an early 

24-month treatment including raltegravir, maraviroc, darunavir/r and tenofovir-disoproxil- 

fumarate/emtricitabine (arm 1), by comparison with darunavir/r and tenofovir-disoproxil- 

fumarate/emtricitabine (arm 2).  

Methods Inclusion criteria were an incomplete HIV-1 western-blot (WB, ≤4 antibodies) and 

HIV-RNA positivity. The primary endpoint was the between-arm difference in HIV-DNA levels 

at M24; cART interruption was recommended at M24 if HIV-RNA was <50 copies per mL and 

the CD4 cell count ≥500 per mm3 or ≥30%. Treatment resumption was recommended if HIV-

RNA was ≥50 000 copies per mL, or CD4 <500 per mm3 and <30%. 

Findings Ninety patients were randomised 1:1 in 2010-2011, of whom 42% had ≤1 antibody 

on WB. Both treatments were well tolerated. At M24, HIV-DNA levels were similar in arm 1: 

2.35 IQR [2.05 - 2.50] log10 per million PBMC and arm 2: 2.25 [1.71 - 2.55]. The CD4 cell 

counts rose similarly in both arms. HIV-RNA kinetic in arm 1 was paradoxical, with a larger 

decrease than in arm 2 until M3 (<50 copies per ml in 60% vs. 31%, p=0.01), but with a 

significantly poorer viral control from M6 to M18. At M24, a similar proportion of 91% and 

93% of patients had HIV-RNA <50 copies per mL. Two patients (one per arm) were post-

treatment controllers (PTC), with HIV-RNA <400 copies per mL one year after treatment 

interruption. 

Interpretation Two years of an early pentatherapy was not more effective than cART on HIV 

blood reservoirs. Immuno-modulatory effect of maraviroc might explain the paradoxical HIV-

RNA kinetic. We showed, in a randomized trial, that standardized treatment interruption can 

lead to PTC status. 
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INTRODUCTION   

 

 CART initiation is now recommended in France during Primary HIV-1 infection (PHI)1, during 

which the HIV reservoir is established.2 The resulting viral invasion is a harmful immune 

activation whose levels are related to disease progression.3 HIV-DNA level in peripheral 

blood mononuclear cells (PBMC) gives an estimation of HIV reservoirs and is predictive of 

both immunological and clinical outcomes HIV.4, 5 Early treatment during PHI may limit the 

size of HIV reservoirs,6 ensure optimal immune restoration6 and lessen T cell activation.7 

Moreover, all so-called Post-Treatment Controllers (PTC) treated at the time of PHI,8-10 have 

very small HIV reservoirs after long-term treatment interruption.  

HIV blood reservoirs are generally larger at PHI11, 12 than during the chronic phase, but the 

same first-line drugs are recommended for both situations. One current challenge is to 

develop treatment strategies for PHI that can block HIV expansion and attenuate the so-

called cytokine storm.13  

The ANRS OPTIPRIM trial was designed to determine whether intensive cART started early 

during PHI, based on darunavir/ritonavir, tenofovir-disoproxil-fumarate/emtricitabine, 

raltegravir and maraviroc, has a bigger impact on HIV reservoir status than the currently 

recommended triple-drug regimen and could lead to PTC status after interruption of two year 

treatment. We chose raltegravir for its potent antiviral effect 14 and maraviroc (a CCR5 

inhibitor) for both its antiviral activity and its positive impact on the CD4+ cell count.15  
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PATIENTS and METHODS 

 

OPTIPRIM was a phase III, randomised, open label, conducted in 33 French centres and 

involving adult patients presenting with primary HIV-1 infection. 

Recruitment began in April 2010 for a planned period of 2 years. The study was approved by 

the Sud-Méditerranée-1 ethics committee and the French Health Products Safety Agency, 

and complied with the Helsinki declaration, the French Public Health Code, and French 

clinical practice guidelines. All the patients gave their written informed consent. 

Patients were eligible for the trial if they presented with HIV-1 PHI, with either symptoms or a 

CD4+ cell count below 500 per mm3. PHI was defined as a positive ELISA with an 

incomplete Western-blot (≤4 antibodies) plus HIV-RNA positivity documented within 8 days 

before inclusion.16 The date of infection was estimated as the date of symptom onset minus 

14 days or, in asymptomatic patients, the date of the first incomplete Western-blot minus one 

month.5 

The main non-inclusion criteria were pregnancy, breast-feeding, HIV-2 infection, ongoing 

malignancy, cirrhosis, a hepatic aminotransferase or total bilirubin level 10 times the normal 

upper limit, a prothrombin time <50%, creatinine clearance <60 mL/min, HBsAg positivity, 

and post-exposure prophylaxis less than six months previously.  

Patients were randomly assigned (1:1) to receive either raltegravir 400 mg and maraviroc 

150 mg twice daily, plus tenofovir-disoproxil-fumarate/emtricitabine 300/200 and 

darunavir/ritonavir 800/100 once daily (arm 1), or tenofovir-disoproxil-fumarate/emtricitabine 

300/200 and darunavir/ritonavir 800/100 once daily (arm 2). To see whether a post-treatment 

control could be observed within a randomised clinical trial, treatment interruption was 

proposed at month 24, if the HIV-RNA level was below 50 copies per mL and the CD4+ cell 

count above 500 per mm3 or 30%. Treatment resumption was recommended when the HIV-

RNA level rose above 50 000 copies per mL or the CD4+ cell count fell below 500 per mm3 
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or 30%. Co-enrolment in the ANRS PRIMO Cohort was proposed to all patients in order to 

organize post-trial follow-up. 

 

 

Randomisation  

Central computer-generated randomization (1:1) was performed using a predefined 

randomised list generated by randomly selected variable block sizes.  

 

Procedures 

Clinical examinations and laboratory analyses were performed at inclusion and at 1, 3, 6, 12, 

18, 24, 25, 26, 28 and 30 months. The HIV-RNA level, CD4 and CD8 T cell counts, blood cell 

counts and biochemical values were determined locally at each site. Quantification of total 

cell-associated HIV-DNA was centralised. Thawed whole blood was analysed with an 

ultrasensitive real-time PCR method (GENERIC HIV-DNA assay, Biocentric, Bandol, France) 

with a detection limit of 5 copies/PCR.17 The entire DNA extracts were tested in two to four 

replicates. Results were reported as the number of HIV-DNA copies per million PBMC, or per 

million CD4+ cells, or per milliliter of whole blood. Samples taken at M24 were analysed with 

an ultrasensitive method (HIV-1 RNA Generic Charge Virale, Biocentric); 3 to 5 ml of plasma 

was ultracentrifuged and tested in two replicates, giving a detection limit of 12 to 5 copies per 

mL. 

Genotypic resistance tests were performed on plasma samples obtained prior to cART 

initiation, using the AC11 ANRS technique (www.hivfrenchresistance.org). HIV-1 co-receptor 

usage was predicted by a genotypic method based on the SMV Geno2pheno algorithm 

(http://coreceptor.bioinf.mpi-sb.mpg.de/cgi-bin/coreceptor.pl). HIV-1 subtypes were 

determined by phylogenetic analysis.18 
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The primary endpoint was the difference between the two arms in the HIV-DNA level at 

month 24 (M24). Other pre-specified endpoints for efficacy at M24 included the comparison 

of changes in the HIV-DNA level from baseline, of the percentage of patients with plasma 

HIV-RNA levels below 5 copies per mL, of changes in the CD4+ and CD8+ cell counts, and 

of evolution from baseline in the percentage of patients with plasma HIV-RNA levels <50 and 

<400 copies per ml. Two major secondary endpoints were the number of patients in whom 

HIV-RNA remained <50 copies per mL for 6 months after treatment interruption and the 

number of post-treatment controllers (<400 copies per mL) 12 months after treatment 

interruption. 

The main safety endpoints were the incidence and severity of adverse events and changes 

in laboratory parameters. Adverse events were assessed using the ANRS severity scale. An 

independent Data and Safety Monitoring Board reviewed the data. Other secondary safety 

endpoints were the incidence of disease progression, and self-reported treatment adherence 

(ANRS questionnaire) at week 2 and months 1, 3, 6, 12, 18 and 24. The patients were asked 

whether they had missed doses during the previous 4 days or at least one dose during the 

previous weekend, and whether they had strictly respected each drug intake during the 

previous four weeks. 

 

Sample size 

Using data from the ANRS C06 PRIMO cohort of patients with PHI11 we calculated that we 

would need to enrol 90 patients in order to achieve 80% power to detect a difference in HIV-

DNA levels of at least 0.5 log10 copies per 106 PBMC between the two arms at M24, at a 

significance level of 5% in a two-sided test. 

Statistical methods 

In the intent-to-treat analysis, we used the LOCF method to handle missing data for 

continuous variables (HIV-DNA, HIV-RNA, CD4+ and CD8+ cell counts), while missing 
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binary variables (HIV-RNA below 50 or 400 copies per mL) were considered to represent 

failure. Patients with protocol deviations were analysed in the intent-to-treat analysis as 

having missing data from the time of the protocol deviation and were excluded from the per 

protocol analysis. Demographic and clinical characteristics were summarised within each 

treatment arm in terms of the median and interquartile range (IQR) for continuous variables, 

frequency and percentage for categorical variables.  

Primary endpoint 

The Wilcoxon rank test was used to compare the distribution of HIV-DNA levels (log10 per 

million PBMC) at M24 between treatment arms.  

Secondary endpoints 

The Wilcoxon rank test was used to analyse the distribution of changes in the HIV-DNA level 

from baseline to months 1, 3, 6, 12, 18 and 24 between the two arms. The Chi-square test or 

Fisher’s exact test was used to compare the proportions of patients with plasma HIV-RNA 

<400 and <50 copies per mL in the two arms at months 1, 3, 6, 12, 18 and 24, and the 

proportion of patients with HIV-RNA <5 copies per mL at M24. 

The Wilcoxon rank test was used to compare the distribution of CD4 cell counts and 

CD4/CD8 ratios at month 24 between treatment arms.  

The proportion of patients in whom HIV-RNA remained <400 copies/mL after treatment 

interruption was estimated by using Kaplan-Meier curves and was compared between the 

two arms with a log-rank test. Transient blips (>400 copies per mL, immediately followed by 

return to<400) were not considered as failures.  

The SAS software package version 9.2 (SAS Institute, Cary, NC) and STATA/IC for Windows 

(32-bit) were used for all analyses. 

This study is registered with clinicaltrials.gov (n° NCT01033760) 
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RESULTS  

A total of 110 patients were enrolled during a 16-month period, of whom 92 were randomly 

assigned to a treatment group and 90 started the study treatment (figure 1). 

 

Baseline characteristics  

A symptomatic PHI was observed in 87 patients (92.2%), a median of 20 days after symptom 

onset. The median time from the estimated date of infection was 35 days (table 1). HIV-1 

western-blot confirmed acute PHI in 42% of cases, with ≤1 antibody. Genotypic studies 

showed no ARV resistance, apart from raltegravir resistance (157Q integrase mutation) in 

one patient in arm 2.  

 

Changes in HIV-DNA levels 

At M24, there was no significant difference in total HIV-DNA levels between the treatment 

arms, with median values of 2.35 (IQR: 2.05 - 2.50 log10 copies per 106 PBMC, figure 2A) in 

arm 1 and 2.25 (IQR:1.71 – 2.55 log10 copies per 106 PBMC) in arm 2 (table 2) (p=0.21). 

Similar results were obtained when HIV-DNA was expressed per mL of blood (figure 2B) or 

per 106 CD4 T cells, and also in the per protocol analysis. The largest decrease occurred 

during the first three months: at month 3 the median change from baseline was -0.75 per 106 

PBMC overall, with no difference between the arms (figure 2C). HIV-DNA levels continued to 

decline until M24, with similar slopes in both arms. The respective declines from baseline in 

HIV-DNA were -1.26 and -1.24 log10 copies per 106 PBMC at M12 and -1.41 and -1.44 log10 

copies per 106 PBMC at M24 (figure 2C, 2D).  

 

Changes in HIV-RNA levels and CD4 T cell counts   

The percentage of patients with HIV-RNA <50 copies per mL at month 24 was similar in the 

two arms (91.1% and 93.3%, respectively), as was the percentage of patients with HIV-RNA 

<5 copies per mL (71.1% and 68.9%, respectively). At M3, HIV-RNA levels were <50 copies 
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per mL in 60% of patients in arm 1 and 31% in arm 2 (p=0.01) (figure 3A). Conversely, the 

percentage of patients with HIV-RNA <50 copies per mL was significantly lower in arm 1 than 

in arm 2 from M6 to M18 (71% vs. 89%, 78% vs. 96% and 82% vs. 96% at M6, M12 and 

M18, respectively). In arm 1, HIV-RNA values were between 400 and 5000 copies per mL in 

one patient at M6 and one patient at M18 (figure 3B), whereas all values in the remaining 

subjects whose HIV-RNA remained >50 copies per mL from M6 were <400 copies per mL. 

The CD4 T cell count rose with a rapid initial gain during the first three months in both arms. 

At M24 the increase was similar, with median gains from baseline of 223 and 211 cells per 

mm3, respectively, (figure 3C). The CD4/CD8 ratio was also similar in both arms and median 

values were >1(table 2).  

 

Safety and adherence  

The mean duration of study drug exposure was similar in both arms (table 3). Most adverse 

events were grade 1 or 2. Two patients stopped the study treatment prematurely at M12: a 

pregnant woman in arm 1, and a man in arm 2 due to severe lipodystrophy. Biological 

abnormalities were also similar. Small increases in serum creatinine (grade 1) occurred in 

two patients in arm 1 and three in arm 2. Two patients in arm 1 had grade 3 

hypophosphatemia. Grade 3-4 clinical adverse events affected 7 patients in each arm. Three 

serious clinical adverse events occurred: two in arm 2 (pancreatitis and lipodystrophy) were 

considered treatment-related, and one in arm 1 (suicide attempt) was considered unrelated 

to the study treatment. The proportion of patients who stated having taken their entire 

prescribed dose of treatment during the previous 4 days did not differ between the two arms, 

although there was a trend towards lower adherence in arm 1 than in arm 2 at M12 (82% vs. 

95%, p=0.08). The proportion of patients who stated they had not missed a dose during the 

previous weekend was at least 90% at all visits except in arm 1 at M18 (87% vs. 100%, 

p=0.02) and month 24 (82% vs. 93%, p=0.18). The proportion of patients who stated they 

had strictly followed each drug intake during the previous 4 weeks tended to be lower in arm 
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1 than in arm 2, with a significant difference at M24 (56% vs. 81%, p=0.01), and a trend at 

M12 (67% vs. 84%, p=0.07). No significant relationship was found in either arm between the 

proportion of patients with undetectable HIV-RNA and the different measures of adherence.  

 

Follow-up after month 24 

At M24, only four patients (two in each arm) had not reached the treatment interruption 

criteria. Among the 37 eligible patients in arm 1 and the 41 eligible patients in arm 2, 29 and 

34 patients agreed to stop their treatment, respectively. Of these, 19 and 11 patients 

resumed treatment within 6 months respectively (figure 4). 

Six months after treatment interruption (at M30), viral load remained <400 copies per mL in 

four untreated patients (one in arm 1 and three in arm 2), and <50 copies per mL in one of 

them (in arm two). Twelve months after treatment interruption, two patients resumed 

treatment without protocol criteria and two patients (one in each arm) still maintained a viral 

load <400 copies per mL (log rank test p=0.62) (figure 5A), defining them as PTC. The two 

patients were men infected by HIV-1 subtype B with R5 viral tropism, and neither of them 

possessed protective HLAB-27/B-57 alleles. In Patient #1, HIV-RNA still remained below 50 

copies per mL 18 months after treatment interruption. Viral load in the patient #2 fluctuated 

between 50 and 400 copies per mL after treatment interruption, reaching 530 copies per mL 

after 18 months (figure 5B, 5C). 
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DISCUSSION 

 

Compared to early standard cART, early intensive cART including raltegravir and maraviroc 

had no additional impact on HIV-DNA level after 24 months of treatment. A marked decline in 

the size of HIV-blood reservoirs was noted at M24 in both arms, larger than previously 

reported notably in chronic treated patients.19 At month 12 the decline in the HIV reservoir 

was -1.33 and -1.25 log10 copies per 106 PBMC compared to 0.75 in the Quest study.20 Of 

note, most of our patients were recruited at the time of symptomatic PHI and therefore had 

high HIV-DNA and HIV-RNA levels at treatment initiation.11  

The strong impact of both cART regimens on the HIV reservoir might have been due to the 

very potent backbone of darunavir and tenofovir-disoproxil-fumarate/emtricitabine. As cART 

does not eradicate infected T cells that are already quiescent early during PHI, it is possible 

that the maximum of HIV-DNA decrease has been nearly reached with this triple therapy. 

This strong impact was also noted on viral load, with viral load suppression (<50 copies per 

mL) at M24 in more than 90 % of patients in both arms. Similarly, the CD4+ cell count rose 

rapidly and the median CD4+/CD8+ ratio was above 1 in both arms. The tolerability was 

good, with only two treatment-related serious adverse effects in arm 2.  

The 90 patients were rapidly enrolled within less than 16 months and all accepted to 

participate despite a short delay to consent to enter the trial and initiate treatment. Thus, this 

very early treatment initiation was well accepted, even at this critical period of starting life 

with HIV. Treatment adherence was satisfactory in both arms, despite being slightly less so 

in the pentatherapy arm. Follow-up rate was very good in both arms, with 91% of the patients 

still on per-protocol at M24. Two patients, one in each arm, who maintained viral control 

(<400 copies per mL) 12 months after treatment interruption, met the definition of a post-

treatment controller, particularly the one who had  HIV-RNA <50 copies per mL for more than 

18 months.10  
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Despite these good outcomes at M24, the changes in HIV-RNA levels in the pentatherapy 

arm were somewhat paradoxical. HIV-RNA levels declined more rapidly than in the triple 

therapy arm during the first three months, possibly due to the presence of raltegravir, as 

previously reported in chronically infected patients.21 Surprisingly, this superiority did not 

persist, with a higher percentage of patients in the pentatherapy arm until 18 months 

presenting with a low viremia >50 copies per mL. There are several possible explanations for 

this result. First, we cannot exclude that a lower adherence in arm 1 due to a twice a day 

prescription versus once a day in arm 2 could be implied, although we did not observe 

relationship between self-reported adherence and current viral load response. Secondly, it is 

conceivable that previously unidentified pharmacological interactions interfered with the 

efficacy of the five-drug regimen. Another possibility is a transient and versatile effect of 

maraviroc on immune cell trafficking, through CCR5 blockade. This impact of maraviroc on 

immune activation is controversial.22-24 Moreover, Maraviroc has been shown to induce 

persistent low-level viral replication in vitro.25 In our study, any such immuno-modulatory 

effect of maraviroc would have diminished over time, as a majority of patients had HIV-RNA 

<50 copies per mL at M24. Maraviroc was used for two years at the time of PHI that means 

in the context of a skewed immune homeostasis.26 Consequently, this might have deleted the 

expected benefit of the first rapid HIV-RNA decrease, thus counteracting the effect of 

raltegravir, by maintaining a low viral replication and limiting the reservoir decrease.27 

Interestingly, a similar trend for a lower HIV-RNA decrease was found in a recently 

publication by Markowitz et al., which was found to be non-significant, likely due to a smaller 

sample size.28  

Treatment interruption is not generally recommended in HIV infection, but we observed no 

deleterious effects since treatment resumption was similarly effective. This is the first 

demonstration in a randomised trial that a standardized treatment interruption can lead to a 

VISCONTI post-treatment controller status.10 Moreover, the continuous decline in HIV-DNA 

observed until M24 indicates that a more prolonged cART effect on HIV reservoirs should be 
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beneficial for all patients treated at PHI. Together, these results should help to guide 

antiretroviral treatment initiated at the time of primary HIV infection and contribute to design 

novel trials aiming at decreasing HIV reservoir towards an HIV life-long remission. 
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Figure 1: Trial profile 

  

18 not randomized: 
 11 late PHI (at least 5 antibodies on HIV-1 
western blot) 

1 with no evidence of recent seroconversion  
5 with protocol non-inclusion criteria 
1 suicide attempt 

  

1 withdrew consent 
1 lost to follow up 

45 were assigned to receive: 
 darunavir: 800 mg once daily 
+  ritonavir: 100 mg once daily 
+  tenofovir-disoproxil-fumarate/emtricitabine      

245/200 mg once daily 
+  raltegravir: 400 mg twice daily  
+  maraviroc: 150 mg twice daily 

 

45 were assigned to receive: 
 darunavir: 800 mg once daily 
+  ritonavir: 100 mg once daily 
+  tenofovir-disoproxil-fumarate/emtricitabine 

245/200 mg once daily 

 

90 enrolled 

Month 24 
N=39; per protocol analysis 

Month 24 
N=43; per protocol analysis 

 

1 consent withdrawn at week 2 
1 consent withdrawn at month 12 
1 lost to follow up at month 6 
3 discontinued strategy:  
   - 1 pregnancy reported at month 12 
   - 1 request to switch to arm 2 at month 12 
   - 1 darunavir dose modification (for virological 

failure) at month 12  

1 consent withdrawn at day 2 
1 discontinued strategy: 
   - lipodystrophy reported at month 12  

Arm 1 Arm 2 

Primary 

end-point 

110 Participants screened 
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Figure 5 : 
A.  Probability to maintain HIV RNA 
<400 copies/ml  after treatment 
interruption.  

B et C.  Immuno-virological parameter 
evolution of the patient  #1 and #2. 

A 

A 

C 

B Patient #2

Patient 

#1
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Panel: Research in context 
Systematic Review  

HIV reservoirs are the main obstacle to HIV eradication. As these reservoirs are established 

early after infection, cART initiation during primary HIV infection (PHI) is now recommended 

in several guidelines. 

We conducted a systematic search to address a clearly defined question: has the impact of 

intensive HAART started during early PHI on HIV blood reservoirs already been evaluated? 

We searched PubMed for articles published in English up to February 2014, using the terms 

maraviroc, raltegravir, reservoir, acute and primary HIV infection. Three articles were 

retrieved and hand-searched.  

All these studies had a different design from our. The first one was a non randomised trial 

that included 15 patients presenting with acute PHI, in which cART 

(tenofovir/emtricitabine/efavirenz/raltegravir/maraviroc) had a greater impact on HIV-DNA 

levels than the same treatment started during the chronic phase of infection. The second 

study involved not acutely infected but recently infected patients (<6 months) who were 

randomised to raltegravir/tenofovir/emtricitabine (n=15) or to the same regimen intensified 

with maraviroc (n=15) for 48 weeks. Results were not significant and maraviroc had no 

added effect on HIV-DNA decrease. The third trial was randomised and enrolled 34 patient at 

PHI who received raltégravir, maraviroc plus protease inhibitor and nucleoside inhibitor 

versus protease inhibitor and nucleoside inhibitor. Interestingly there was a trend with a 

residual in the HIV-RNA kinetic in the pentatherapy arm. However, maybe due to small 

sample size and rate of retention, results were not conclusive 
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In a randomised trial we included 90 patients presenting PHI (median 35 days following 

infection) with 42 % in acute phase. Our study, the largest reported to date, failed to 

demonstrate any difference between the two treatments in HIV-DNA levels at month 24. HIV-

DNA declined markedly and similarly in both arms; more than 90% of patients had HIV-RNA 

<50 copies/ml at M24. The pentatherapy was particularly effective on the HIV-RNA level for 

the first three months, but a significant proportion of patients had low but persistent viral 

replication until M18. This paradoxical result that might be due to the transient effect of 

maraviroc on immune cell trafficking through CCR5 blockade confirms the tendency in the 

previously cited trial. We also showed, for the first time in the context of a randomised trial, 

that a standardized interruption of an early cART can lead to a VISCONTI status. The 

continuous decrease of HIV-DNA until M24 indicates that more than two years treatment at 

PHI would increase the cART impact of HIV- in PHI treated patients. 

Interpretation
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5. Article IV

Early HAART in Primary HIV Infection protect T CD4 central memory 

cells and can induce HIV remission. 

Chéret A, , G. Nembot, A. Mélard, C. Lascoux, C. Lécuroux, L. Slama, P. Miailhes, P. Yeni, 
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Objectifs 

L’objectif de ce travail, réalisé en coopération avec l’équipe d’Immunologie du 

Professeur Brigitte Autran à l’Hôpital de la Pitié Salpetrière (INSERM UMR-S945) était 

d’évaluer l’impact des traitements initiés en primo-infection sur les réservoirs lymphocytaires 

sanguins et rectaux. Nous avons poursuivi la première étude effectuée à J0 (article 1) pour 

analyser chez les mêmes 11 patients, l’impact d’un traitement précoce de deux ans, sur la 

diversité virale dans les sous-populations lymphocytaires T CD4 circulantes, sur le niveau 

d’infection des lymphocytes T CD4 et des cellules de biopsies rectales, puis son impact sur 

l’homéostasie lymphocytaire. Cela nous a permis de décrire la fréquence d’infection dans les 

T CD4 et dans les sous-populations lymphocytaires en comparaison avec celle de patients 

traités en primo-infection en médiane 6 ans et celle de patients PTC. 10/11 patients ont arrêté 

le traitement après deux ans comme proposé dans le protocole, dans le but d’évaluer le niveau 

de contrôle immuno-virologique post-arrêt. 

Principaux résultats 

Nous montrons que le traitement précoce permet le maintien d’une diversité génétique 

restreinte du virus, quasi-identique à celle observée au moment de la primo-infection. La 

fréquence d’infection diminue dans les sous-populations mémoires T CD4 mémoires, 

centrales (TCM), transitionnelles (TTM) et effectrices (TEM) (p<0,002) et de façon moindre 

dans les lymphocytes T CD4 naïfs (TN), cependant elle reste relativement élevée. Après deux 

ans de traitement, la reconstitution immunitaire permet une augmentation significative de 

toutes les sous-populations lymphocytaires. Les plus différenciées TTM et TEM présentent 

une contribution majeure au réservoir viral. Les niveaux et les fréquences d’infection dans les 

différentes sous-populations lymphocytaires sont équivalents chez les patients traités 6 ans et 

chez les PTC, alors qu’ils sont significativement plus élevés chez les patients traités 2 ans. 

Enfin dans les trois groupes, les TCM et TN contribuent significativement moins au réservoir 

que les TTM. Enfin, les réservoirs des sous-populations lymphocytaires sont réactivables ex-

vivo.  

Nous observons une diminution significative dans toutes les sous-populations lymphocytaires 

CD4 du marqueur Ki67. Par ailleurs, les fractions à J0 de cellules Ki67 + CD69 + CD25 + et 

DR + étaient plus élevés dans les TEM, mais pas dans les autres sous-populations. Au total, 

ces résultats suggèrent qu’à J0 que les TEM qui présentent le phénotype CD69 + CD25 + 

HLA-DR + Ki67- sont éliminées sans doute suite à la production du VIH et de ses effets 
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cytopathogènes (figure 3 A, 3B) minorant la contribution des cellules CD4 activées observée 

à JO. Enfin l’étude du réservoir à M24 du patient PTC montre un niveau d’infection 

particulièrement faible des TCM et des TN. 

Discussion 

Ce travail montre l’impact significatif d’un traitement initié dans les phases précoces 

de la primo-infection sur le réservoir, sur sa taille dans le sang et le rectum et sur sa 

distribution. Par ailleurs, la restriction de la diversité virale sous traitement dans les 

compartiments étudiés, met en avant la capacité du traitement à moduler l’évolution génétique 

du virus comme cela a été montré dans le GALT [435]  

Un traitement de deux ans n’est pas suffisant pour tous les patients pour atteindre les niveaux 

d’infection et de contribution faible des TCM et des TN retrouvés chez les PTC ou les 

patients traités en médiane 6 ans. L’impact de deux ans de traitement sur le niveau d’infection 

et de contribution des TN est plus faible que sur les autres sous-populations à demi-vie 

longue, cela pouvant s’expliquer par leur longue demi-vie et leur faible nombre au moment de 

la primo-infection et un temps de traitement insuffisant. De plus un traitement de 6 ans permet 

une réduction du réservoir à des niveaux bas et similaires à ceux des PTC.  

Au total, nous démontrons dans notre étude l’intérêt de traiter précocement en primo-

infection et plus de deux ans ce que ne permet pas un traitement initié en phase chronique 

[245], pour atteindre chez un plus grand nombre de patient des niveaux de réservoir aussi bas 

que ceux associés à la rémission fonctionnelle au long cours en particulier en protégeant les 

cellules à vie longue TN et TCM. Le traitement précoce induit donc la protection des cellules 

T CD4 naïves et mémoires centrales de l’infection et modifie non seulement la quantité mais 

aussi la qualité des réservoirs. 
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Abstract 

Post treatment controller status (PTC) has been associated with a low HIV reservoir, particularly in central 

memory CD4+T cells. We explored the subsets reservoir after 2 years of -cART initiated early at the time of 

primary HIV infection in 11 randomized patients (PHI2) (OPTIPRIM-ANRS147 trial). Blood resting CD4+T 

cells were sorted as naive (TN), central memory (TCM), transitional memory (TTM) and effector memory 

cells (TEM), and tested for total HIV-DNA quantification by ultrasensitive real-time PCR. Phylogenetic 

analysis of the viral quasi-species was performed using a limiting dilution approach. Viral inducibility was 

measured after culture of CD4+T cell subsets and activation with anti-CD3/anti-CD28/IL-2/IL-7 at M24. At 

M24, HIV-DNA levels  in CD4+T cell subsets were compared with the ones previously obtained for 9 

patients treated at PHI for a median of six years (PHI6) and for 11 (PTC). 

From day 0 to M24, CD4+ T cell subset numbers largely increased (p<0.004) and HIV-DNA level 

decreased in both of them and in PBMCs (p<0.004). There was no change in viral diversity and viral 

production was induced in all CD4+T cell subsets. At M24, TN and TCM were less infected and less 

contributed to the reservoir than TTM and TEM (p<0.019). Despite a significant decrease in HIV-DNA 

levels in all CD4+T cell subsets, the PHI2 ones were higher than those of both PHI6 and PTC (p<0.019). 

Moreover, HIV-DNA levels of PHI6 were similar to those of PTC. One PHI2 reached a PTC status with HIV-

RNA <50 cp/mL 18 months after treatment interruption, with a very low HIV-DNA level in all CD4+T cell 

subsets similar to those in PTC. 

 Those results demonstrate the importance of early and prolonged therapy to reduce and tailor the CD4+ 

T cell HIV reservoirs by protecting long-lived TCM to increase the chances of inducing PTC.  
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Introduction 

HIV eradication is hindered by the persistence of a latent viral reservoir that is constituted very early after 

infection and is widely distributed among CD4+ T cell types and compartments [1]. Primary HIV-1 infection 

(PHI) is characterized by exponential viral replication resulting in intense immune activation and a “storm” 

of inflammatory proteins [2], the level of which is correlated to disease progression [3]. Studies of HIV in 

untreated patients at different stages of infection have shown that HIV-DNA levels are particularly high at 

the time of acute infection [4]. HIV primarily targets the highly heterogeneous CD4+ T cell compartment that 

is massively depleted following infection [5,6], especially in gut-associated lymphoid tissues (GALT) [5,7], 

establishing both HIV reservoirs and a progressive immune deficiency [8,9].  

Combined Antiretroviral Therapy (cART) initiation during PHI is nowadays recommended in multiple 

guidelines [10,11,12]. Early treatment suppresses viral replication, limits mucosal infection [13], protects the 

central nervous system [14], and prevents rapid progression to AIDS [15]. It has been also shown to help in 

preserving immunological status [16,17], with enhanced recovery of CD4+ T cell numbers and functions 

[18,19] and limited cell-associated HIV DNA levels [19,20,21]. Moreover, we have already shown that HIV-

DNA decrease is more important in early-treated patients at the time of the primary-infection in comparison 

to those treated in the chronic phase [19].  The size of the HIV reservoir strongly correlates with the timing 

of initiation of cART [22], and cART initiation during PHI can prevent genetic evolution of HIV-1 in blood and 

GALT [23]. Our group has recently shown that early long-term antiretroviral treatment can favor HIV 

remission, also called functional cure. Indeed, HIV reservoirs in so-called Post-Treatment Controllers 

(PTCs) present a particularly low level of HIV-DNA in PBMC [24,25]. 

 

We studied 11 patients enrolled during early PHI (median 36 days post-infection) in the OPTIPRIM ANRS-

147 clinical trial comparing cART pentatherapy (including maraviroc and raltegravir) with classical 

tritherapy. Here, we analyze the impact of both early cART and its interruption after 24 months on the 

frequency of CD4+ T cell subsets infection, viral diversity, and CD4+ T cell homeostasis. We also examine 

the effect of early treatment and its duration on the size and distribution of the HIV reservoir by comparing 

the ones of these patients to those of another group of patients who started treatment early in the course of 

infection but who remained on therapy for a longer period (6 years), and also to those of PTCs.  
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Author summary 

Post treatment controller status (PTC) has been associated with a low HIV reservoir, particularly in central 

memory CD4+T cell. As reservoirs are established early after infection, early antiretroviral therapy (early 

cART) at the time of primary HIV infection (PHI) has been suggested as one of the strategies allowing a 

better control over those and could lead to PTC. We studied in 11 patients, the impact of an early cART 

which was interrupted after 24 months, on the HIV reservoir in the CD4+ T-cell subsets. We compared the 

reservoir after 2 versus 6 years of early-cART to the low one found in PTC. We show that 2 years of early-

cART reduces significantly the reservoirs within CD4+ T-cell subsets and protect the naïve and central 

memory T cell subsets. Despite this significant reservoir decrease, 6 but not 2 years of early-cART result in 

the low reservoir size found in PTC. One of the eleven patients is able to control the viremia 18 months 

after stopping treatment and present a weak reservoir. Those results demonstrate the importance of early 

and prolonged therapy to reduce and tailor the CD4+ T cell HIV reservoirs by protecting long-lived TCM to 

increase the chances of inducing PTC.  
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Results 

Patient characteristics  

Twelve patients recruited in the OPTIPRIM trial were enrolled in this HIV reservoir substudy. One subject 

stopped the treatment study after 17 months because of a pregnancy and was excluded from the analysis. 

They had the following characteristics: diagnosis at a median of 36 days after infection, symptomatic PHI, 

and fewer than 3 antibodies on HIV-1 Western blot for most of them, classifing them as a Fiebig stage III 

and V. They had a median of 376 CD4+ T cells/mm3 [IQR: 341; 516], 5.4 log HIV RNA copy number/mL 

plasma [5.0; 5.8] and 3.9 log HIV DNA copy number/106 PBMC [3.48; 4.30] (table 1). All 12 patients started 

treatment immediately after diagnosis and was sustained for 2 years (2-year group), with a cART regimen 

consisting of raltegravir, maraviroc, darunavir/r and emtricitabine/tenofovir (arm 1, six patients) or 

darunavir/r and emtricitabine/tenofovir (arm 2, six patients). Treatment was interrupted at month 24 in the 

remaining 11 patients, who were then followed-up until month 30. Their main characteristics after 24 

months of early-treatment were compared to those of two other groups of precociously-treated patients: ten 

patients studied after 6 years of early and continuous treatment, and eleven PTCs from the VISCONTI 

cohort who controlled their infection for a median of 8 years after early-treatment interruption [24]. CD4+ T 

cell counts, plasma HIV RNA levels and cell-associated HIV DNA loads in those three groups of patients 

are presented in table 2. All groups were analyzed with the same methodologies in the same laboratories. 

 

Two years of early cART reduces the central memory CD4+ T cell reservoir to the low levels found 

in naive CD4+ T cells. 

The distribution of the HIV reservoir was first studied in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from 

the 11 subjects in the 2-year group by comparison with values at baseline [26]. Total cell-associated HIV 

DNA was quantified in PBMC as well as in sorted total, activated (CD25+ CD69+ HLA-DR+) and resting 

(CD25- CD69- HLA-DR-) CD4+ T cells, and in the four major resting CD4+ T cell subsets, namely TN, 

TCM, TTM and TEM (supplementary figure 1). HIV DNA was detected in PBMC and in all CD4+ T cell 

subpopulations after 2 years of early cART. Values at month 24 were significantly lower than baseline 

values in all cell populations (p=0.001), but the decrease was far more pronounced in TCM (-1.45 log 

cp/106PBMC), TTM (-1.48) and TEM (-1.37) than in TN (-0.74) (p<0.01) (figure 1 and supplementary figure 

2). Overall, the HIV reservoir decay between D0 and M24 was similar in activated and resting CD4+ T cells.  
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After two years of early cART, the frequency of infection in the TCM subset did not differ from that in the 

naive subset, contrasting with the differences observed at D0. Altogether, the less differentiated TN and 

TCM subsets displayed a significantly lower frequency of infection than the more differentiated TTM and 

TEM subsets at M24 (p<0.009), whereas the frequency of infection was equivalently high in all three 

memory subsets at baseline (figure 1). Interestingly, these differences persisted when results were 

expressed as HIV DNA copy number/mL of whole blood for each CD4+ T cell subset (supplementary figure 

3A). Of note, the decay in the frequency of infection of all subsets was similar in the two treatment arms 

and also similar to that reported for the 90 patients included in the OPTIPRIM clinical trial, demonstrating 

that pentatherapy had no additional efficacy over tritherapy on the reservoir decay [27] (supplementary 

figure 3B). Considering that a CD4+ T cell generally contains only one HIV-DNA copy [28], we estimated 

that about 0.09% of TN cells, 0.10% of TCM cells, and up to 0.20% of all memory cells remained infected at 

M24, contrasting with the 0.30% of TN and 3.49% of TCM infected cells at baseline. Proviruses in each 

resting CD4+ T cell subset remained fully inducible upon in vitro stimulation at month 24 (supplementary 

figure 4).  

We were able to compare these peripheral blood reservoirs after 2 years of early cART with those present 

in rectal cells (RC) obtained from 3 patients at day 0 and from 14 patients at month 24 included in the 

OPTIPRIM trial. Total HIV DNA was quantified in total rectal cells and in sorted rectal CD3+CD4+ T cells. 

HIV-DNA levels decreased in peripheral CD4+ T cells and CD4+ rectal cells, in rectal cells and PBMC 

which presented the same frequency of infection at month M24 (supplementary figure S5). 

 

The resting TTM subset represents the principal HIV reservoir after 2 years of early treatment.  

Two years of cART initiated early after infection resulted in immune restoration, with a significant increase 

in both TN and TCM CD4+ T cell frequencies contrasting with a decay in both the TTM and TEM cell 

percentages. However, their proportions remained abnormal in comparison to the ones of healthy 

individuals, except for the TCM subset (supplementary figure 6). Of note, the absolute count of all subsets 

in blood increased in comparison to baseline values (p<0.004, data not shown). 

Interestingly, the expression of the three extracellular activation markers CD69, CD25 and HLA-DR on all 

subsets reached normal values at M24, decreasing solely in the long-lived TN and TCM subsets and 

increasing significantly in the short-lived TTM and TEM subsets. In contrast, the intracellular Ki67 
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expression diminished significantly in all CD4+ T cell subsets and returned to normal values at M24. Also, 

the proportion of Ki67+ cells was higher than the one of CD69+ CD25+ and HLA-DR+ cells among TEM 

cells at D0; and a similar trend was observed in TTM cells but not in the long-lived subsets (figures 2A 2B). 

Altogether, these results suggest that early cART protected the remaining CD69+CD25+HLA-DR+ Ki67- 

cell fraction after probably elimination during the first week of infection due to active HIV replication and 

viral cytopathogenic effects.  

We then estimated the contribution of each resting cell subset to the total HIV reservoir in peripheral blood 

CD4+ T cells, taking into account the frequency and infection level of each subset (figure 3). This analysis 

showed only a very minor contribution of activated CD4+ T cells to the circulating HIV reservoir after 2 

years of treatment. Among the resting CD4 T cell subsets, the main contributor to the reservoir was the 

TTM subset (p<0.019), as already observed at baseline. The long-lived TCM subset contributed less to the 

reservoir than TTM cells, although its contribution at M24 was higher than at baseline, reflecting the 

reconstitution of the TCM subset after early-treatment. The only difference between D0 and M24 was an 

increase in the contribution of the TN subset to the reservoir load, from a median of 2% at D0 to 17% at 

M24 (p=0.001), presumably due at least in part to the low relative decline in their frequency of infection 

rather than to the increase in their peripheral cell count. 

 

Early cART limits viral diversity. 

Viral diversity at month 24 was compared to the one at baseline after sequencing HIV DNA and HIV RNA in 

the ENV C2V5 region of the gp120 gene in 6 of the 11 patients for whom sufficient cell numbers were 

available (figure 4). Cloning by the limiting dilution approach was not possible in some subsets because of 

insufficient yields. Viral tropism was CCR5-restricted for all 800 isolated clones and did not change 

between D0 and M24. The topography of phylogenetic trees showed that the viral quasi-species in plasma, 

PBMC, purified peripheral CD4+ T cell subsets, total rectal cells and purified CD4+ rectal cells all belonged 

to the same viral cluster in a given subject. The limited quasi-species diversity observed in the acute phase 

of infection was maintained over the 2 years of early cART. In one patient (subject #7), the same low 

diversity was observed at day 0 and M24. We could identify 3 genetic mutations differentiating a cluster 

exclusively found in plasma at day 0 from another cluster found in total activated CD4+ T cells, resting TCM 

and TTM CD4 T cell subsets as well as in plasma. The first was the silent C331C mutation and the other 
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two were encoding mutations. The viral cluster localized exclusively in the plasmatic compartment at D0 was later 

founded in TN, TCD4 activated, TTM, rectal cells biopsies at month 24, and contained the R335G and N355K 

encoding mutations. The other cluster isolated from TCD4 subsets at D0 and 24  and from plasma at D0 contained an 

encoding mutation the R335R and N355E. 

 

Early cART can induce HIV remission. 

Ten of the eleven patients discontinued treatment at M24, as required by the protocol of the OPTIPRIM 

trial. Plasma HIV RNA levels rose above 400 copies/mL in eight subjects, four of whom resumed treatment 

before M30. Interestingly, two patients (#4 and #8) still had viral loads below 400 copies at M30 without 

taking any treatment. Neither of them carried the protective HLA class I alleles (table 1). Patient #4 had 

received tritherapy (treatment arm 2) and patient #8 got pentatherapy (treatment arm 1). Patient #4 

displayed the HLA-B*35 allele, and had a high viral load (5.04 Log) and a severe CD4+ T cell depletion 

(185/mm3) upon treatment initiation. Plasma HIV RNA declined rapidly between D0 and M3, and then 

remained below 20 copies/mL at all-time points, even one year after treatment interruption. Patient #8 

displayed the HLA-B*08 allele and had a milder primary infection than patient #4 (3.2 Log HIV RNA 

copies/mL and 530 CD4+ T cells/mm3). His viral load was rapidly controlled by treatment (<20 copies/mL at 

M1). A transient loss of viral control was observed 2 months after treatment interruption (3.4 Log HIV RNA 

copies/mL), but spontaneous control was regained after 6 months off therapy. This patient’s viral load was 

at 2.72 Log HIV-RNA copies/mL (530 copies/mL) at 18 months while still off therapy.  

The decline in HIV DNA from baseline to M24 was -1.64 and -1.96 log copies/mL of whole blood in patients 

#4 and #8 respectively, and did not differ much from that observed in the other patients whatever the 

treatment arm (table 1 and supplementary figure 3A). However, their HIV DNA levels were among the 

lowest observed at month 24, particularly in naive and central memory CD4+ T cells (Figure 6A). In 

addition, autologous viral replication was detected for both patients after activation of sorted CD4+ T cell 

subsets in cell culture at treatment interruption (M24) and at M30, confirming that both of them carried 

replication-competent viruses (figure 5).  

We also investigated the CD8+ T cell responses specific to HIV, which are thought to play an important role 

in the natural control of infection [29]. Those responses were weak in all 11 patients studied. Moreover, the 

CD8+ T cells from patients #4 and #8 were unable to suppress HIV-1 infection in autologous CD4+ T cells 

at D0, M24 and M30 (data not shown).  
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Prolonged early treatment of 6 years drives the HIV reservoir down to levels close to those of Post-

Treatment Controllers. 

We lastly compared the reservoir size and distribution of patients treated early and for 2 years to those 

observed after a more prolonged early treatment (median 6 years), as well as those of the previously 

described PTCs [24]. 

In all subsets, the frequency of infection, expressed as HIV DNA log copies/mL of whole blood and as, HIV 

DNA log copies/million PBMC (not shown), was significantly higher in the 2-year group than in both the 6-

year group and the PTCs (p<0.019) (figure 6A). In contrast, all naive and memory CD4+ T cell subsets in 

the 6-year group contained low levels of HIV DNA similar to those of PTCs. Interestingly, HIV DNA was 

detected in 4/9 sorted-TN samples from the 6-year group, contrasting with the 11/11 two-year samples and 

the only 2/11 PTC samples (figure 6A). 

The contribution of each subset to the HIV reservoir displayed the same pattern in the three groups (figure 

6B). The main signature was a low contribution of the TCM subset in all groups, to the benefit of a 

predominant contribution of the TTM subset (p<0.027). The only noteworthy difference among the three 

groups was a low frequency but a far stronger contribution of the TN subset in the 2-year group than in the 

PTCs (p=0.010). 
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Discussion 

This study demonstrates the major impact of early and prolonged suppressive antiretroviral therapy on the 

size and distribution of the HIV reservoir amongst the major CD4+ T cell subsets. Indeed, two years of 

early cART protected the long-lived CD4+ T cells from infection although the reservoir size did not reach 

the low levels characteristic of Post-Treatment Controllers, but a degree of control was achieved after 

treatment interruption nonetheless.  

Initiation of cART within one month after infection resulted, after two years of continuous and virologically 

effective treatment, in a massive decrease in the HIV reservoir size among the major CD4+ T cell subsets 

in blood and rectal biopsy specimens, in accordance with previous studies [21]. In addition, early treatment 

modified the HIV reservoir distribution with a relative protection of memory CD4+ T cells, possibly reflecting 

differences in the homeostasis of these various cell subsets. Indeed, the weaker reservoir decay observed 

in the resting TN subset than in the three memory subsets suggests that 2 years of cART is too short to 

reduce the infection level in TN cells, which display a half-life of up to several years that contrasts with the 

one of a few weeks to months in the memory subsets. The immune reconstitution achieved after two years 

of early treatment could have favored the replenishment of uninfected TCM cells, thereby reducing the 

infection level of TCM to that of their naive counterparts. This was not the case for TTM or TEM cells 

though, the proportions of which decreased with the control of viral replication. Finally, two years of early 

cART also reduced the immune activation to normal levels in all CD4+ T cell subsets. A very interesting 

discrepancy was observed in the activation marker expression by TCM, TTM and TEM. Indeed, the 

expression of Ki67, an early activation marker linked to cell cycling, displayed an increasing gradient along 

T cell differentiation, from TN to TCM, TTM and TEM cells, returning to normal values after 2 years of 

treatment as expected. Unexpectedly, baseline levels of the CD69, CD25 and HLA-DR markers linked to T 

cell activation and type I interferons did not differ on TTM and TEM cells from the one of TCM cells, and 

were even lower than the Ki67 ones. This suggests that, at baseline, most activated TEM cells (and, to a 

lesser degree, TTM cells) expressing CD25, CD69 and HLA-DR had been already eliminated due to their 

active viral production, while cells displaying Ki67 but not the other activation markers persisted as they 

may have not been engaged in viral production yet. Two years of effective antiretroviral treatment allowed 

CD25+ CD69+ HLA-DR+ TEM and TTM cells to return to normal values and Ki67+ TEM and TTM cells to 

decrease to normal frequencies. 
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This 2-year course of early cART did not reduce the size of the HIV reservoirs in the same extent as a 6-

year course, which reduced them to levels observed in PTCs, particularly in the long-lived TCM subset [30]. 

This challenges a previous report suggesting that the extent of cellular HIV DNA correlates with the timing 

of cART initiation but not with its duration [31]. However, this latter study involved 55 chronically-treated 

patients but only 6 acutely-treated patients. This early 2-year cART regimen allowed post-treatment control 

of the virus in one patient over 6 months (subject #4) who might be assimilated to a PTC, and partial control 

in a second one (subject #8). Of note, HIV DNA levels in these two patients’ TCM cells were comparable to 

those observed in the PTCs (VISCONTI patients). In accordance with previous reports of treatment 

discontinuation after initiation during primary infection [32,33,34,35,36], our findings suggest that the 

smaller the HIV reservoir, the better the post-treatment viral control. Therefore, rapid obtention of a very low 

reservoir levels might be a condition for long-term remission as in PTCs. However the decrease of the HIV-

DNA in the two PTC was not different from the other patients, showing that HIV-DNA decrease within two 

years do not help to characterize PTC status. Moreover, the genetic viral evolution was also not different. 

 

We used total HIV DNA to quantify the persistent reservoir, as it was shown to correlate well with the level 

of integrated HIV DNA [37]. We confirmed that cell-associated HIV was fully inducible upon in vitro 

stimulation, confirming that at least a proportion of viruses were replication-competent virus stored in long-

lived resting cell compartments [38], however due to lower amount of blood and small T cell subsets 

fractions, it was not possible to estimate the proportion of infectious and defective virus with a quantitative 

approach as it has been recently reported by Ho & al on resting CD4 T cells [39] was. Finally, the 

maintenance of the same limited viral diversity before and after early cART underlines the importance of the 

timing of initiation of cART on the viral reservoir genetic diversity. Adding to the observation of the same 

frequency of infected cells in blood and gut, we demonstrate here that this phenomenon is observed in 

patients treated in acute infection and is in accordance with previous studies in virally-suppressed chronic 

patients [40,41]. Also, this finding and the observation of the same viral cluster in both compartments 

suggest a cross-infection between blood and gut, and a predominance of CD4+ T cells as the major 

reservoir for HIV over different phases of the infection [42].  
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In conclusion, these results demonstrate the importance of early and prolonged therapy to reduce and tailor 

the CD4+ T cell HIV reservoirs by protecting long-lived TCM cells. Two years of early therapy reduced 

persistent HIV reservoirs but was not sufficient to reach the low reservoir size found in Post-Treatment 

Controllers, contrarily to a 6-year regimen. These findings provide new information in the search for an HIV 

cure, outlining the importance of both early and sustained antiretroviral therapy in the objective of reaching 

a sustainable remission. Longer treatment times would probably increase the chances of inducing a control 

of the infection after therapy interruption as seen in PTCs.  

 

Methods 

Ethics Statement 

After written informed consent, peripheral blood and rectal biopsies were collected from HIV-1-infected 

adults (18 years or older) in research centers participating in the OPTIPRIM ANRS-147 clinical trial (ID 

RCB: 2009-014742-28), and the VISCONTI ANRS EP47 study. The studies were reviewed and approved 

by the French Health Products Safety Agency (AFSSAPS). Human experimentation guidelines of the 

declaration of Helsinki, the French Public Health Code and the Guidelines for Good Clinical Practice from 

the French Department of Health were followed in the conduct of those research programs. 

 

Patient characteristics    

HIV-1-infected subjects were included in the randomized ANRS-147 OPTIPRIM and PRIMO-cohort cohort 

after signed informed written consent. The first 12 patients from the ANRS-147 OPTIPRIM clinical trial who 

accepted to participate to this substudy, were included (6 per arm). They were immediately treated with 

either a classical 3-drug regimen [tenofovir/emtricitabine (TVD), darunavir/ritonavir 800/100 (PRZ) once 

daily, arm 2] or an intensified 5-drug regimen [TVD, PRZ add to raltegravir (RAL) 400 mg twice daily and 

maraviroc (MVC) 600 mg twice daily, arm1] with an interruption of treatment at month 24 after therapy 

initiation. Early PHI was defined by a positive ELISA assay with an incomplete western blot assay (Early 

PHI), by the presence of a negative or weakly positive ELISA assay, with a negative or less than 1 band 

Western Blot assay (acute PHI) performed within 8 days of inclusion and a positive HIV-RNA and/or p24 

antigenemia (performed within 8 days of inclusion). To be enrolled in the trial, patients presented those 

biologic criteria and had either a symptomatic PHI, or in case of a pauci-symptomatic PHI, CD4+ T cell 
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count was under 500/mm3 plasma. The time from contamination was estimated by adding 15 days from the 

first symptoms or 30 days in the case of an incomplete Western Blot, or by the median date between the 

last negative and first positive serology), a positive plasma viral load, and with the presence of anti-p24 

antibodies associated with anti-gp160, anti-gp120 or anti-gp41 antibodies. Blood samples were collected 

before and 2 years after treatment, and between the interruption of treatment at month 24 and month 30. 

Patients could stop taking their treatment if they presented an undetectable HIV-RNA load < 50 copies/mL 

and more than 500 CD4+ T cells/mm3
. Treatment was resumed when HIV RNA load was over than 50,000 

copies/mL or if the CD4+ T cell count dropped under 500 cells/mm3 or below 30%. Subjects from the EP47 

VISCONTI study were divided in two groups, both treated within 10 weeks from infection with a classical 3-

drug regimen. The first group consisting of 10 subjects has been treated for a median of 79 months and 

never stopped taking treatment. The second group of 11 Post-Treatment Controllers has been presenting a 

control of the infection for a median of 101 months after interrupting a therapy maintained for 31 months, 

their data have been previously reported [24]. Both groups display a normal CD4+ T cell count and a 

controlled viral load at the time of our study.  

 

CD4+ T cell differentiation analysis and sorting 

PBMC cryopreserved and stored in liquid nitrogen, with more than 80% viability after thawing, were sorted 

as live activated and resting CD3+CD4+ T cells on a 5-laser FACS ARIA (Becton Dickinson) on the CyPS 

platform (UPMC) after staining with the following combination: Live-Dead Fixable Aqua (Life Technologies), 

CD3-Pacific Blue (UCHT1), CD4-AlexaFluor700 (RPA-T4), CCR7-PE Cyanine7 (3D12), CD27-APC (L128), 

CD69-FITC (L78) and HLA-DR-FITC (L243) from BD Pharmingen, CD45RA-ECD (2H4) and CD25-FITC 

(B1.49.9) from Beckman Coulter. Resting CD4+ T cells (CD25-CD69-HLADR-) were further sorted as: 

naive (TN, CD45RA+CCR7+CD27+), central-memory (TCM, CD45RA-CCR7+CD27+), transitional-memory 

(TTM, CD45RA-CCR7-CD27+), and effector-memory cells (TEM, CD45RA-CCR7-CD27-) (supplementary 

figure S1). Of note, antigens expression on thawed cells was not significantly different than the one on 

fresh cells, and cell activation was also evaluated on fresh cells. The number of cells collected ranged from 

0.01 to 2 million cells per subset and per subject, and the purity of sorted subsets was over 98%. Flowjo 

software (Treestar) was used to analyze the data.  
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Ultrasensitive total HIV-DNA and HIV-RNA Quantification 

Total HIV-DNA was quantified by ultrasensitive real-time PCR in PBMC, activated or resting CD4 and 

CD4+ T cell subsets using the GENERIC HIV-DNA assay from Biocentric (Bandol, France), with a 

threshold of detection of 5 HIV-DNA copies per PCR as previously described [43]. Total DNA was extracted 

with a QIAamp All prep DNA/RNA microkit or minikit (Qiagen), depending on the number of cells available 

(< and > 1 million cells respectively). The entire HIV-DNA extract was tested in two to four replicates. 

Results were reported as either the actual number of HIV-DNA copies per million cells or as an estimated 

value calculated as 50% of the detection threshold value when HIV-DNA was not detected. The thresholds 

varied according to available cell numbers and were calculated for each sample. HIV-RNA was quantified 

in plasma by real-time RT-PCR with the Cobas TaqMan HIV-1 v2.0 assay (Roche Diagnostics), according 

to the manufacturer’s recommendations. HIV-RNA was quantified in culture supernatants by ultrasensitive 

real-time PCR using the GENERIC HIV assay (Biocentric, Bandol, France). The extracts were tested in two 

to five replicates. 

 

HIV Reactivation Assay 

Variable numbers of sorted peripheral resting CD4+ TN, TCM, TTM and TEM subsets (from 0.05 to 2 

million cells) were cultured in 10% FCS-supplemented RPMI 1640 medium for 13 days after stimulation at 

day 0 with anti-CD3/anti-CD28 +IL-2 (Roche, 5 µg/mL) +human recombinant IL-7 (R&D Systems, 1 ng/mL). 

At days 3, 6, 8 and 10, half of each supernatant was removed to quantify HIV-RNA, and IL-2 and IL-7 were 

added. HIV-RNA was also quantified at Day 13. Results are expressed as the ratio between the number of 

HIV-RNA copies in supernatants on each day of culture and the level of total HIV-DNA in the subset 

measured at Day 0 of culture. 

 

Statistical Analysis 

A two-tailed Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used to compare cell subsets, and Mann-

Whitney and Kruskal-Wallis tests to compare the different groups of subjects. A p value lower than 0.05 

was considered a significant difference. All values given in the text are medians and [IQR 25-75%]. 
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HIV-DNA genotyping and phylogenetic analysis 

We performed HIV-DNA sequencing and cloning in each CD4 T cells subsets at month 24 as previously 

described [44].The phylogenetic tree included all clones obtained at day 0 and month 24 and were built with  

Kimura’s two-parameter method [45], 
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Figure Legends 

 

Table 1: Characteristics of the HIV-1-infected subjects at baseline and month 24 in the 2-year treatment group. 

Abbreviations: M, Man; CD4, CD4 T lymphocyte; CD8, CD8+ T lymphocyte; DNA, Deoxyribonucleic acid; HIV, Human 

immunodeficiency virus; HLA, Human leukocyte antigen; IQR, Interquartile range; Log10, decimal Logarithm; W, 

Woman; PBMC, Peripheral blood mononuclear cells; RNA, Ribonucleic acid; Δ, Delta. 

 

Table 2: Characteristics of the HIV-1-infected study participants. 

Statistical analyses were conducted strictly between the 2-year/M24, 6-year and PTC groups. 

* The 6-year group was significantly different from both the 2-year and the PTC groups. 

** The 2-year group was significantly different from both the 6-year and the PTC groups. 

*** The 2-year group was significantly different from the 6-year group. 

Abbreviations: 2-year/M24, early-cART for 2 years; 6-year, early-cART for 6 years; D0, untreated acute HIV-1 

infection; PTC, Post-Treatment Controllers.  

 

Figure 1: HIV-DNA load decrease after two years of early-cART. 

The total HIV-DNA content was evaluated in various subsets of naive (TN), and central (TCM), transitional (TTM) and 

effector (TEM) memory CD4 T cell subsets. Measurements were conducted both in acute infection (D0, black 

symbols) and two years after an early-cART uptake (M24, red symbols). Only significant p-values are represented. 

Results are expressed as the log10 HIV-DNA copies per million of PBMC and black lines represent the medians. The 

open symbols represent values below the threshold of detection. 

 

Figure 2: Analysis of the immune CD4 T cell activation. 

Immune activation was evaluated in total CD4 T cells (CD4 T Ly) and in various subsets of resting naive (TN) and 

central (TCM), transitional (TTM) and effector (TEM) memory CD4 T cells. Activation levels were determined by 

measuring either the expression of one of the three molecules CD25, CD69 and HLA-DR (A), or the expression of 

Ki67 (B). Results are expressed as the percentage of cells expressing these molecules, and were compared between 

HIV-infected patients in acute infection (D0), two years after an early-treatment (M24) and in uninfected individuals. 

Each symbol represents one individual and horizontal lines are medians. Black circle represent J0, red square M24, 

and grey triangle uninfected individuals. 

 

Figure 3: CD4 T cell subsets contribution to the pool of infected cells. 

The contribution of each cell subset to the HIV reservoir was estimated by taking into account the frequency and 

infection level of each subset. Results are expressed as the percentage of the HIV reservoir, for TN, TCM, TTM and 

TEM cells at D0 (black symbols) and M24 (red symbols). Each symbol represents a subject, and horizontal lines are 

medians. 

 

Figure 4: Viral diversity of the HIV reservoir. 

HIV-1 diversity was evaluated in the blood and the rectum both in acute infection and two years after early-cART. 

Each HIV-1 clone was compared to the sequence of reference FR-HXB2, figured on top of each maximum-likelihood 

tree as root. All clusters identified with the maximum-likelihood approach were confirmed with a neighbor-joining 

analysis. The numbers near the nodes indicate the percentage of bootstrap replicates (1,000).  
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The ENV gene was cloned from HIV-RNA in: 

-Day 0: plasma (blue circle). 

The ENV gene was cloned from HIV-DNA in:  

-Day 0: resting CD4 cells (red down-triangle), activated CD4 cells (red open diamond), resting TN cells (red diamond), 

resting TCM cells (red square), resting TTM cells (red circle), resting TEM cells (red up-triangle), total rectal cells (blue 

square) and isolated-CD4 rectal cells ( blue open square). 

-Month 24: resting CD4 cells (black down-triangle), activated CD4 cells (black open diamond), resting TN cells (black 

diamond), resting TCM cells (black square), resting TTM cells (black circle), resting TEM cells (black up-triangle), total 

rectal cells (green square) . 

 

Figure 5: Replication-competent viruses from patient number 4 and 8 are able to spread and infect 

heterologous cell cultures. Supernatants from PHA-activated CD4 T cells from patient #4 (blue) and #8 (red) at M30 

obtained at days 7 to 13 of culture were pooled and used to infect in triplicate CD4 T cell blasts from an uninfected 

individual. Reference of the maximum values obtained after infection of the same cells with the BX08 (dashed lines) 

and 132W (dotted lines) viral isolates are figured on the plot. Viral replication was quantified by measuring p24 

production in culture supernatants. Means and standard deviation are shown for each point. 

  

Figure 6: Two years of early-cART are not sufficient to reach the low HIV reservoir of PTCs. 

The reservoir size and composition was evaluated in various subsets of naive (TN), and central (TCM), transitional 

(TTM) and effector (TEM) memory CD4 T cell subsets. Measurements were conducted in early-treated subjects 

whose treatment was taken for two years (2-year, red circle), six years (6-year, black circle), and in the unique control 

of the infection after interruption of an early-cART, the Post-Treatment Controllers (PTC) (black triangle). Green circle 

represent PTC #4 and purple circle PTC #8 from the 2-year treatment group. A. Results are expressed as the log10 

HIV-DNA copies per mL of blood, and values below the threshold of detection were calculated for each assay 

according to the available cell numbers. B. The contribution of TN, TCM, TTM and TEM cells to the HIV reservoir was 

estimated by taking into account the frequency and infection level of each subset. Results are expressed as the 

percentage of the HIV reservoir, for the different groups of subjects 2-year (red symbols), 6-year (black symbols) and 

PTCs (white symbols). Each symbol represents a subject, and horizontal lines are medians. Values under the 

threshold were represented by an open symbol. 
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SUPPORTING INFORMATION 

 

Supplementary Figure S1: Cell sorting scheme. 

Live resting CD3+CD4+ T cell subsets (CD25-, CD69- and HLA-DR-) were sorted by flow cytometry according to their 

differential expression of CD45RA, CCR7 and CD27, as naive (TN, CD45RA+CCR7+CD27+), central-memory (TCM, 

CD45RA-CCR7+CD27+), transitional-memory (TTM, CD45RA-CCR7-CD27+), and effector-memory cells (TEM, 

CD45RA-CCR7-CD27-).  

 

Supplementary Figure S2: Impact of two years of early-cART on HIV-1 reservoirs.  

The decrease of total HIV-DNA was calculated as the difference between HIV-DNA copies/million cells before and 

after a 2-year long early-cART. Each symbol represents a subject, and horizontal lines are medians. The decrease 

was calculated for PBMCs, either total (CD4 T Ly), activated (ACT+ CD4 T Ly) and resting (ACT- CD4 T Ly) CD4 T 

cells, and in the resting CD4 T cell subsets TN, TCM, TTM and TEM cells. Only significant p-values are represented. 

 

Supplementary Figure S3: HIV-DNA load decrease after two years of early-cART.  

A. Total HIV-DNA per mL of blood was quantified in TN, TCM, TTM and TEM cells at D0 (black symbols) and at M24 

(red symbols). The open symbols represent values below the threshold of detection. Green circles represent PTC #4 

and purple circle PTC #8. Only significant p-values are represented. B. The decrease of total HIV-DNA was calculated 

as the difference between HIV-DNA copies/million cells before and after a 2-year long early-cART in the pentatherapy 

arm1 and in the triple-drug arm 2. Each symbol represents a subject, and horizontal lines are medians. The decrease 

was calculated for PBMCs, either total (CD4 T Ly), activated (ACT+ CD4 T Ly) and resting (ACT- CD4 T Ly) CD4 T 

cells, and in the resting CD4 T cell subsets TN, TCM, TTM and TEM cells. Green circle represent PTC #4 and purple 

circle PTC #8.  

 

Supplementary Figure S4: HIV reactivation assay. 

Cell capacity to induce HIV replication from resting CD4 T cell subsets was evaluated by stimulating sorted CD4 T cell 

subsets with anti-CD3/anti-CD28 co-stimulation plus IL-2 plus IL-7. HIV-RNA was quantified in supernatants of resting 

TN, TCM, TTM and TEM cells during a 13-day long culture at D3, D6, D8, D10 and D13. Results are expressed as the 

log10 of the ratio between the number of HIV-RNA copies quantified on a given day of culture and the level of total 

HIV-DNA in the subset measured at D0 of culture. Each symbol represents a subject, and the number of reactivated 

samples is indicated relatively to the number of tested samples in each assay. Measurements were done in patients 

after two years of an early-cART regimen (2-year). 

 

Supplementary Figure S5: HIV-DNA after two years of early-cART in sorted PBMC and rectal cells.  

HIV DNA was measured in sorted total rectal cells and purified-CD4+T rectal cells, and measured in parallel in PBMC 

and CD4 T cells from periphery at month 24. Rectal cells (RC, red square), PBMC (red circle), circulating CD4 T cells 

(CD4, red up-triangle), and rectal CD4 T cells (red down-triangle) are depicted on the figure. Horizontal lines represent 

medians and open symbols represent values below the threshold of detection. 

 

Supplementary Figure S6: CD4 T cell subsets repartition. 

The repartition of resting CD4 T cell subsets was assessed in eleven acutely HIV-infected individuals at Day O (grey), 

at Month 24 (red), and in ten uninfected individuals (white). The analyzed resting CD4 subsets are: naive (TN, 

CD45RA+CCR7+CD27+), central-memory (TCM, CD45RA-CCR7+CD27+), transitional memory (TTM, CD45RA-
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CCR7-CD27+) and effector-memory cells (TEM, CD45RA-CCR7-CD27-). Results are expressed as the percentage of 

resting CD4 T cells.  
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Table 1: Characteristics if the HIV-1 infected subjects at baseline and month 24 in the two 

year treatment group 

Sex Age 

years

Symptomatic 

Primary HIV-1 

Infection

Estimated 

days from 

contaminatio

n

Number of 

anti-HIV-1 

antibodies 

(Western 

Blot)

CD4 Count 

(/mm
3
) 

CD4/ CD8 

Ratio

HIV-RNA 

(Log cp 

/ml)

HIV-DNA (Log cp 

/10
6
 PBMC)

HIV-DNA (Log 

cp / mL)

Viral 

Subtype 

Tropism

CD4 

Count 

(/mm3) 

CD4/ CD8 

Ratio

HIV-DNA (Log 

cp /10
6
 PBMC)

D HIV-DNA (Log 

cp /10
6
  PBMC)

HIV-DNA (Log 

cp/mL)

D HIV-DNA (Log 

cp/mL)

163 B B(1) B(2) 668

0.27 R5 35 51 1.18

381 CRF02 791

0.20 R5 0.42

332 B 427

0.18 R5 0.38

185 B 441

0.42 R5 1.08

370 C 780

0.16 R5 2

370 B 673

0.14 R5 0.54

708 B 919

0.14 R5 1.22

530 B 620

1.04 R5 1.26

368 B 634

0.23 R5 0.37

473 A 809

1.13 R5 1.29

443 711

0.64 0.71

Median 83% M 36 376 5.4 3.90 4.32 673 2.42 -1.43 2.65 -1.67

[IQR25-75] 32 [24-

49]

[30-41] [341-516] [5.0-5.8] [3.48-4.30] [4.20-4.55] [620-791] [2.20-2.57] [-1.74- (-1.21)] [2.40-2.88] [-1.81-(-1.34)]

2,48

92% 3 B 75%

B 35 51 2.20

2,96 -1.7

11 M49 Yes 42 2 4.81 4.00 4,29

4.34 4,66 44 ND 2.53 -1.8110 M62 Yes 44 4 5.32

-1.81-1.8

37 51 1.92 -1.63 2,29 -1.78

2,41 -1.96

9 M47 Yes 38 3 5.70 3.55 4,07

3.46 4,37 8 44 2.18 -1.288 M39 Yes 31 3 3.20

13 60 2.25 -1.2 2,64 -1.67

2,88 -1.34

7 M32 Yes 26 3 5.88 3.45 4,32

3.72 4,22 18 50 2.51 -1.216 M28 Yes 37 3 5.66

35 48 2.57 -0.6 2,85 -0.74

2,56 -1.64

5 W56 Yes 27 3 5.20 3.17 3,59

3.93 4,2 35 47 2.42 -1.514 M20 Yes 36 3 5.04

8 50 2.61 -1.43 2,88 -1.67

2,65 -1.9

3 M23 Yes 55 3 5.42 4.04 4,55

3.96 4,55 39 44 2.22 -1.742 M24 No 32 3 6.51

4.50 4.60 3.27 -1.  23 3,53 -1.07

Baseline After 24 months of treatment
Patients HLA

1 M32 Yes 30 0 >7
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Demographic 
Characteristics  
(median (IQR) 

2-year 6-year PTC P-values 
(Kruskal-

Wallis 
test) 

  M0 M24       
Number of participants 11 10 11 - 

Frequency of male 
subjects (%) 

91 100 73   

Age (years) 32 
 [24-49] 

46  
[41-54] 

34  
[31-48] 

0.12 

Contamination mode Sexual  
contacts 

Sexual 
contacts 

Sexual  
Contacts 

- 

cART           
Timing of initiation of 

cART 
- 36  

[30-41] 
days  

< 10 weeks < 10 weeks   

Time under cART 
(months) 

- 24 79  
[38-142] 

31  
[17-56] 

<0.001* 

Interruption of cART 
(months) 

- - - 101 
 [82-107] 

- 

Sampling point           
CD4+ T cell count 

(cells/mm3) 
376  

[341-516] 
692 

 [624-805] 
804 

 [657-983] 
779 

 [502-1251] 
0.35 

Viral load (log copies/ml) 5.4 

 [5.0-5.8] 
1.4  

[1.3-1.6] 
0.4  

[0.2-0.6] 
0.7 

 [0.4-0.8] 
<0.001** 

HIV-DNA load (log 
copies/million PBMCs) 

[IQR] 

3.9 
 [3.5-4.3] 

2.42  
[2.25-2.57] 

1.3  
[0.7-1.7] 

1.6 
 [1.1-2.1] 

<0.001** 

    Table 2: Characteristics of the HIV-1-infected study participants 

 Figure 1: HIV-DNA load decrease after two years of early-
cART 
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Figure 3: CD4 T cell subsets contribution to the pool of infected cells 

Figure 2: Analysis of the immune CD4 T cell activation 
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Figure 4: Viral diversity of the HIV 
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Figure 5: Replication competent viruses from patient #4 and #8 able 
to spread and infect heterologous cultures 
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Figure 6 A: Two years of early-cART are not sufficient to reach the 
low HIV reservoir of PTCs 
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 Figure 6 B: Two years of early-cART are not sufficient to reach 
                     the low HIV reservoir of PTCs 
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Figure S1: Cell sorting strategy.  
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Figure S 2: Impact of two years of early-cART on HIV-1 reservoirs and CD4+ T cell 
homeostasis 
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Figure S3A: HIV-DNA load decrease after two years of early-cART 

Figure S 3B: Impact of two years of early-cART on HIV-1 reservoirs and CD4+ T cell homeostasis 
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Figure S 4: HIV reactivation assay 
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Figure S 5: HIV-DNA after two years of early-cART in sorted PBMC and Rectal Cells  
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Figure S 6: CD4 T cell subsets repartition 
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6. Autres travaux en cours

Plusieurs études ancillaires sont en cours dans le protocole OPTIPRIM 

1. Etude de l’immunité innée

Institut de cancérologie et d’immunologie de Marseille IFR 137, Pr Daniel Olive

Cette étude a pour objectif d’évaluer le bénéfice d’un traitement optimisé ou non, initié 

précocement en primo-infection, sur la diminution de l’hyperactivation de l’immunité innée et 

des altérations des réseaux NK-DC- monocytes qui permettront de préserver les réponses T. 

Cette étude teste spécifiquement les compartiments NK, DC et monocytes ainsi que leurs 

interactions fonctionnelles dans les premières phases de la primo-infection à Jo et M3 de notre 

essai.  

2. Etude de l’immunité acquise

Unité INSERM 1012, Le kremlin Bicêtre, Dr Alain Venet, Camille Lécuroux

Unité de Régulation des Infections Rétrovirales, Institut Pasteur, Dr Gianfranco

Pancino

Laboratoire d’immunologie Cellulaire et tissulaire, INSERM U543, Pr Brigitte

Autran

Unité de Régulation des Infections Rétrovirales, Institut Pasteur, Dr Michaella

Müller-Trutwin

-Etude de l’activation des lymphocytes T, globaux et spécifiques ainsi que les 

capacités fonctionnelles de synthèse d’IL-2 à JO et impact du traitement à M3 et M24. 

-Parallèlement, nous poursuivons l’analyse après deux ans de traitement de la capacité 

suppressive anti-VIH des cellules T CD8 ex vivo.  

-L’étude des niveaux d’activation entre les deux bras notamment au regard de la 

persistance de la réplication virale persistante dans le bras intense est complétée par le 

dosage des marqueurs plasmatiques d’activation et d’inflammation (chimio/cytokines 

pro-inflammatoires, cytokines anti-inflammatoires, marqueurs associés à la 

translocation bactérienne et à l’activation monocytaire) à J0, J3 et M24.  

Ces trois dernières études concernent 25 patients par bras. 
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3. Etude pharmacologique

Laboratoire de pharmacologie, Hôpital Cochin, Pr Jean-Marc Treluyer

Nous allons analyser et décrire les concentrations de ténofovir, emtricitabine, darunavir, 

ritonavir, maraviroc et raltegravir en fonction du temps, estimer la variabilité interindividuelle 

et intra individuelle sur les paramètres décrivant la pharmacocinétique des 6 molécules, 

expliquer la variabilité interindividuelle par des facteurs démographiques et médicamenteux. 

Nous comparerons les concentrations (minimales et expositions) de darunavir/ritonavir, 

tenofovir et emtricitabine entre le bras 1 et le bras 2 et comparerons les concentrations de 

raltegravir et de maraviroc aux données publiées dans la littérature chez des patients qui 

n’auraient pas reçu de darunavir et identifieront à partir des résultats des dosages les patients 

non observant et voir s’ils sont plus nombreux dans le bras pentathérapie. Les prélèvements 

sanguins nécessaires ont été réalisés chez la totalité des patients de l’essai à Mγ, M6, Mβ4. 

4. Etude des réservoirs profonds

Laboratoire de Virologie, Hôpital Necker, Pr Christine Rouzioux

Quantification de l’ADN-VIH dans les cellules du sperme à J0 et M24 et évaluation de la 

réplication virale dans ce compartiment par quantification de l’ARN-VIH dans le liquide 

séminale. Cette étude en cours d’analyse a été réalisée chez 15 patients par bras. 

5. Etude de la qualité de vie et de l’observance

INSERM U1018, Le Kremlin-Bicêtre, Pr Laurence Meyer

Evaluation aux différentes visites de l’essai de la qualité de vie qui viendra 

renforcer les résultats de l’étude pharmacologique et les études de l’immunité pour 

compléter la compréhension des résultats sur l’ADN-VIH et l’ARN-VIH obtenus dans 

l’essai OPTIPRIM. 

6. Protocole OPTICE

En lien avec le TRT5, un dispositif d’accompagnement des patients dans le protocole 

(OPTICE) a été mis en place. Ce dispositif laisse la possibilité aux patients d’acquérir des 

informations auprès de différentes sources identifiées et formées dans le cadre de l’essai, avec 

notamment une ligne téléphonique dédiée par SIDA Info Service. Les résultats d’une étude de 

l’évaluation de la satisfaction des patients et de la performance du dispositif sont en cours 

d’analyse. Les premiers résultats seront présentés à l’AFRAVIH (Mai 2014).  
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OPTICE : une ligne téléphonique associative d'accompagnement des participants à l'essai ANRS 147 

OPTIPRIM Annie Le Palec, Helène Pollard, Yann Mazens, Antoine Chéret, Caroline Lascoux-Combe, 

Laurence Meyer, Conseil Scientifique de l'essai Optiprim.
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Troisième partie : DISCUSSION  

__________________________________________________________________________________ 

 

Plusieurs études réalisées dans les pays occidentaux suggèrent que les patients 

nouvellement infectés sont une source importante de contaminations à l’origine d’épidémies 

dans des groupes à risques [493-495]. Les patients présentent d’emblée de hauts niveaux de 

charge virale (d’autant plus élevés qu’ils sont symptomatiques) et le risque de transmission 

sexuelle est particulièrement élevé durant cette phase. Il est donc nécessaire d'élargir et 

d'améliorer le diagnostic précoce pour les patients en primo-infection aigüe et récente afin de 

casser ces chaînes de transmission. On peut donc supposer que l’impact du traitement 

antirétroviral pour diminuer le risque de transmission est d’autant plus efficace que le 

traitement est prescrit précocement. Les recommandations de traitements de l’infection à VIH 

des différentes sociétés savantes et rapports d’experts Français, Européens, Espagnoles, 

Américaines s’accordent depuis peu à recommander le traitement chez les patients en primo-

infection [1, 391-394]. Les recommandations Françaises et Européennes précisent même de 

traiter précocement les patients, quel que soit leur niveau de CD4 et indépendamment de 

l’existence ou non de symptômes et au regard des bénéfices sur le plan collectif en termes de 

réduction de transmission virale.  

Les traitements recommandés sont les mêmes que chez les patients en phase 

chronique, à savoir une combinaison de deux inhibiteurs nucléosidiques et un troisième agent 

un inhibiteur non nucléosidique, un inhibiteur de protéase, voire même un inhibiteur 

d’intégrase (ITI) par certains experts, en raison de sa puissance virologique et de sa diffusion 

dans le compartiment génital. Néanmoins, en France, l’utilisation comme troisième agent 

d’un inhibiteur de protéase en association avec deux inhibiteurs nucléosidiques (en 

privilégiant le ténofovir/emtricitabine) est clairement recommandée, dans l’attente des 

résultats du test génotypique de résistance. Cela, en raison de la puissance virologique de ces 

molécules, d’une barrière de résistance aux antirétroviraux plus élevée que pour les 

inhibiteurs non nucléosidiques et les inhibiteurs d’intégrase; ainsi que la circulation de 10 à 

13% de souches portant au moins une mutation de résistance aux antirétroviraux [77]. La 

moindre toxicité et la meilleure tolérance des traitements antirétroviraux actuels sont un atout 

important pour la prescription et la pérennité du schéma thérapeutique. Cependant, pour 

atteindre cet objectif il est nécessaire d’allier l’efficacité du traitement avec le coût, la 
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tolérance et la simplicité d’administration, pour une bonne adhésion du patient, laquelle doit 

être renforcée par un soutien à l’observance, mais aussi une bonne adhésion du prescripteur à 

l’intérêt de l’initiation très précoce des traitements.  

Plusieurs études randomisées et études de cohortes citées précédemment, ont mis en 

évidence le fait qu’un traitement initié en primo-infection protégeait le système immunitaire, 

limitait l’amplification du réservoir par la régression de la taille du pool lymphocytaire 

quiescent infecté. Nos travaux montrent que le réservoir est déjà très établi dans le premier 

mois de l’infection au sein des lymphocytes T CD4 quiescents, comme cela avait été évalué 

dans des cellules quiescentes de patients à 10 jours des symptômes de la primo-infection [16] 

ou dans des stades précoces de la primo-infection [496]. Ainsi, les sous-populations 

lymphocytaires T CD4 naïves (TN), mémoires centrales (TCM), transitionnelles (TTM), 

effectrices (TEM) quiescentes présentent un niveau d’infection particulièrement élevé et une 

fréquence d’infection, similaire à celle rapportée par une seule étude, à un stade bien plus 

tardif de la primo-infection (à 225 jours de la séroconversion) [17].  

Cependant, une des différences de notre travail est la mise en évidence de la 

perturbation de l’homéostasie lymphocytaire qui apparait spécifique à cette phase précoce de 

la primo-infection et qui n’est pas observée dans les phases plus tardives [17]. Un seul virus 

fondateur qui n’a pas encore eu le temps de se diversifier, infecte massivement les différentes 

sous-populations lymphocytaires. A cette phase précoce de la primo-infection (36 jours), la 

contribution des TTM au réservoir est majeure. En revanche, les cellules quiescentes centrales 

mémoires à demi-vie longue et les naïves sont déjà infectées mais contribuent peu au 

réservoir.  

Les sous-populations lymphocytaires T CD4 centrales mémoires et naïves sont les 

pierres angulaires de la réponse immunitaire adaptative et leur rôle est crucial dans la 

pathogénèse de la maladie comme cela a été souligné dans le modèle SIV [290, 291] . Ces 

cellules hébergent un virus compétent réplicatif, comme nous l’avons montré après activation 

des différentes sous-populations lymphocytaires en culture, confirmant leur rôle de réservoir 

quiescent au long cours. Un des éléments importants est l’état très particulier de subactivation 

des différentes sous-populations lymphocytaires qui produisent du virus spontanément en 

culture, que l’on peut facilement relier avec la cascade cytokinique [118].  

Ainsi, cela explique la grande fréquence d’infection des cellules quiescentes qui sont 

les premières cibles du virus au tout début de l’infection particulièrement dans le GALT ou 
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elles expriment majoritairement le co-récepteur CCR5 (TTM, TEM) [33, 497]. La fréquence 

d’infection de ces cellules est similaire à celle des lymphocytes T CD4 activés, qui sont 

pourtant les plus susceptibles à l’infection par le VIH. Cela peut s’expliquer par l’élimination 

des cellules activées et TEM Ki67- productrices de virus suite aux effets cytopathogènes 

viraux, à l’action cytolytique du système immunitaire et leur probable migration dans les 

organes lymphoïdes, signifiant bien dans ces phases précoces l’atteinte majeure des 

lymphocytes T CD4. 

Aussi, cette distribution singulière sur le plan quantitatif et qualitatif du réservoir dans 

les sous-populations lymphocytaires, combinée à l’absence chez la majorité de nos patients 

d’une activité T CD8 suppressive efficace qui joue un rôle clef chez les patients HIV 

Controllers, renforcent la pertinence d’évaluer l’impact d’un traitement précoce en primo-

infection. Cela afin de limiter l’activation immunitaire, limiter l’infection des sous-

populations lymphocytaires et la diversification virale et donc protéger de la constitution d’un 

réservoir diversifié et à longue durée de vie.  

Nous montrons qu’un traitement de deux ans a permis une réduction significative du 

réservoir dans les PBMC mais aussi dans le tissu rectal. Le traitement a induit également une 

réduction des perturbations de l’homéostasie lymphocytaire par la restauration du nombre des 

différentes sous-populations. Cette réduction a également été rapportée dans d’autres études 

que le traitement soit très précoce [408] ou plus tardif en primo-infection [230]. Dans notre 

travail, nous démontrons la protection de l’infection des cellules lymphocytaires T CD4 

mémoires centrales mais aussi des T CD4 naïfs. Ces deux sous-populations TN contribuent 

moins au réservoir que les transitionnelles mémoires à la différence de ce qui est observé chez 

des patients traités en phase chronique de l’infection où les centrales mémoires contribuent 

majoritairement [245].  

Le réservoir chez les patients chroniques est alors essentiellement situé dans ces 

lymphocytes TCM à demi-vie longue qui assurent une persistance virale au long cours par 

prolifération (Figure 13 A). Nos résultats montrent que, chez des patients traités en primo-

infection, les cellules TTM et TEM représentent majoritairement le réservoir (Figure 13 B) 

alors qu’elles ont une capacité de prolifération moindre et que leur nombre va diminuer plus 

rapidement que les TCM et les TN. Cela, en raison de leur demi-vie courte et de leur plus 

grande mortalité par une plus grande susceptibilité à l’activation et à la production virale 

(article I et IV). Nous montrons donc que le traitement a figé cette contribution à JO, ce 

qui traduit que la dynamique d’établissement du réservoir se fait bien au-delà du 



162 

 

premier mois de la primo-infection. Cet effet est très probablement lié à l’inhibition de la 

réplication virale et de la cascade cytokinique qui y était associée, limitant ainsi l’activation 

des lymphocytes mémoires et l’infection de nouvelles cellules [408].  

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : A. Contribution du réservoir dans les différentes sous-populations 

lymphocytaires chez 10 patients en phase chronique de l’infection par le VIH et traités, 
d’après Chomont et al [245] B. Contribution du réservoir dans les différentes sous-

populations lymphocytaires chez 11 patients après deux ans de traitement initié en primo-

infection (Essai OPTIPRIM ANRS 147). 

 

 

Ainsi, si le niveau de réservoir est un bon indicateur d’efficacité thérapeutique, il n’a 

pas la même valeur sur le plan quantitatif et sur le plan qualitatif chez les patients en primo-

infection et chez les patients chroniques traités. La demi-vie du réservoir des patients traités 

en primo-infection est très probablement plus courte que chez des patients traités en phase 

chronique chez qui les cellules quiescentes à demi-vie plus longue sont infectées. Ces 

éléments expliquent l’impact plus important des traitements initiés en primo-infection sur la 

décroissance de l’ADN-VIH [376], mais expliquent également le fait que la décroissance de 

l’ADN-VIH peut se poursuivre au-delà d’un traitement de β4 mois (Article III). Néanmoins, 

les études qui ont évalué la demi-vie du réservoir suite à un traitement initié en primo-
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infection, suggèrent que 60 ans de traitement ne seraient même pas suffisant pour éradiquer 

complètement le virus [260, 498]. 

La protection des cellules centrales mémoires et naïves de l’infection et donc de leur 

destruction semble d’autant plus efficace que le traitement est initié encore plus tôt ou il 

semble limiter la constitution du réservoir, comme cela a été rapporté chez des patients à 

risque d’acquisition du VIH qui étaient traités au stade Fiebig 1 [479]. Cependant, dans notre 

travail, nous montrons qu’un traitement, même dans des phases plus tardives (Fiebig III, IV) 

impacte cette dynamique d’établissement du réservoir. Les patients qui sont pris en charge au 

stade de primo-infection sont le plus souvent à des stades Fiebig III à V en raison des 

symptômes qu’ils présentent et qui les amènent à consulter. Ainsi, il existe clairement un 

bénéfice sur le réservoir à traiter et le plus rapidement possible tous les patients en primo-

infection, même ceux diagnostiqués tardivement.  

 

Ces éléments expliquent également qu’un traitement initié en primo-infection permet 

une bonne restauration immunitaire qui est d’autant meilleure que le traitement est initié chez 

des patients T CD4 > 500/mm
3 

[376]. L’impact sur le système immunitaire est probablement 

supérieur sur le plan qualitatif que lors d’un traitement initié en phase chronique. En effet, le 

traitement facilite la conservation des réponses mémoires antigéniques spécifiques et non 

spécifiques du VIH, par la préservation de la poly-fonctionnalité des clones mémoires [378]. 

Il limite les dégâts sur la muqueuse digestive, le GALT et les translocations bactériennes 

associées à terme [485]. De plus un traitement précoce limite la diversité génétique déjà 

restreinte à JO. Le bénéfice attendu est un moindre épuisement des réponses épitopiques anti-

VIH T CD8 qui sont ciblés sur le virus fondateur. Aussi, limiter l’émergence de mutants 

devrait faciliter l’action des T CD8 qui reconnaissent essentiellement les épitopes viraux 

initiaux [436] et faciliter le contrôle virologique par le système immunitaire [119]. 

 

Enfin, il faut souligner le fait que la protection de l’infection des cellules centrales 

mémoires et des lymphocytes T CD4 naïfs est un des facteurs retrouvés chez les patients 

VISCONTI (PTCs), mais aussi chez les patients porteurs d’allèles protecteurs HLA-B*27-57 

et chez les singes de type Sooty Mangabeys [480]. Cette protection des TCM est donc 

retrouvée dans différents profils d’évolution favorable. Le facteur associé à cet état est un 

faible niveau de réservoir, principalement dans les cellules T CD4 mémoires centrales et les 

lymphocytes naïfs. Les patients traités plus de 6 ans, que nous avons étudié, ont un profil 
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quasi similaire à celui des PTCs, à la différence des patients traités 2 ans dès la primo-

infection. Ainsi, une durée de traitement de l’ordre de 6 ans est sans doute un élément 

important à prendre en compte, autant que celui de la précocité du traitement, pour diminuer 

au mieux le réservoir chez un maximum de patients et préserver leur système immunitaire. 

[499]. Cela pourrait probablement permettre d’augmenter le nombre de PTCs généré par un 

traitement en primo-infection, concept que nous avons prouvé au sein de cet essai randomisé 

(article III et IV). 

 

L’avènement de nouvelles molécules antirétrovirales, mieux tolérées, puissantes avec 

une bonne diffusion dans certains tissus, ont incité plusieurs équipes ces dernières années, à 

évaluer l’impact sur le plan immuno-virologique de combinaison optimisée d’antirétroviraux 

agissant à différents niveaux de la réplication virale en primo-infection. 

Ainsi, en plus de notre travail, trois études, moins robustes sur le plan méthodologique 

comme nous l’avons vu, n’ont pas permis de conclure à un bénéfice d’une pentathérapie par 

rapport à une trithérapie à la fois sur la restauration immunitaire, le niveau de réservoir et la 

réplication virale [468, 469, 479]. Nous validons dans notre étude randomisée, sur un effectif 

conséquent de patients, l’absence de bénéfice additionnel d’une pentathérapie contenant du 

raltégravir et du maraviroc à 36 jours de la date de contamination. Par contre, nous montrons 

un très bon impact de l’association emtricitabine/ténofovir + Darunavir/r en une prise par jour 

sur l’ADN-VIH, l’ARN-VIH et sur les CD4. De façon non surprenante, nous avons constaté 

l’effet puissant du raltégravir sur l’inhibition de la réplication virale dans les trois premiers 

mois de notre essai, ce que retrouve l’étude précédente. Néanmoins, nos effectifs plus 

importants, ainsi que le temps de traitement de 104 semaines plus long, nous ont permis de 

révéler l’impact relativement délétère de l’association raltégravir à du maraviroc en primo-

infection, par le maintien d’une réplication virale persistante à faible niveau. Une hypothèse 

très probable est que cette réplication virale est liée aux effets versatiles du maraviroc sur 

l’activation et sur le trafficking cellulaire, comme cela a déjà été évoqué chez des patients 

traités en phase chronique et dans des phases plus tardives de la primo-infection [468, 491]. 

Cet effet du maraviroc qui « antagonise » l’action bénéfique  du raltégravir sur la charge 

virale s’amende néanmoins à 24 mois de traitement. Ce rôle délétère du maraviroc a pu 

masquer les bénéfices escomptés sur la décroissance du réservoir, par un remplissage continu 

du réservoir en raison de la faible réplication virale pendant 15 mois.  
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Quatrième partie : 

PERSPECTIVES et CONCLUSIONS 

_________________________________________________________________________________ 

 

Les limites actuelles des antirétroviraux, même les plus puissants sont leur incapacité 

atteindre les différents compartiments [256] et les formes virales latentes contenues dans les 

lymphocytes T mémoires, responsables en partie de foyer de réplications cryptiques, du 

relargage d’ARN viral par ces réservoirs stables, avec une transmission clonale de l’infection 

par division cellulaire [500]. Si nos travaux renforcent l’indication du traitement en primo-

infection au regard de son impact sur l’homéostasie du réservoir et sur l’homéostasie 

lymphocytaire, la question du choix des molécules et de leur combinaison en primo-infection 

reste encore à approfondir. Ainsi, obtenir une décroissance rapide la plus précoce possible de 

la réplication virale visant à réduire le niveau de réservoir, les dégâts immunologiques et le 

risque de transmission nous parait être une hypothèse tout à fait valide. Nos résultats avec une 

pentathérapie ne réfutent pas l’utilisation d’un inhibiteur d’intégrase en association avec une 

trithérapie par emtricitabine/ténofovir plus darunavir/r. En effet, le délai pour l’obtention 

d’une charge virale indétectable est beaucoup plus court dans le bras pentathérapie contenant 

du raltégravir. Néanmoins, dans notre travail, nous n’avions pas de bras quadrithérapie 

permettant de vérifier clairement cette hypothèse et de recommander l’utilisation d’un 

inhibiteur d’intégrase en primo-infection associée à une trithérapie avec darunavir/ritonavir 

plus ténofovir/emtricitabine. La mise en place d’un essai visant à contrôler au mieux et au 

plus vite la réplication virale et protéger les TCN et les TN serait une des pistes à envisager, 

avec l’utilisation du dolutégravir pour sa puissance virologique [501, 502] sa diffusion dans 

les compartiments, colorectaux [503], génitaux féminins [504], dans le liquide 

céphalorachidien [505], avec la prodrogue du ténofovir (ténofovir alafénamide) qui possède 

une excellente diffusion intracellulaire, une meilleure puissance antivirale avec une meilleure 

tolérance que le ténofovir [506], en association avec le darunavir/r qui a fait ses preuves dans 

l’essai OPTIPRIM. On pourrait alors espérer un bénéfice plus important de cette 

quadrithérapie par rapport à la trithérapie utilisée dans l’essai OPTIPRIM, sur le réservoir qui 

est particulièrement « plastique » en primo-infection par la modulation de son niveau et de sa 
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distribution, un bénéfice plus important par diminution rapide de l’activation et de l’apoptose 

des lymphocytes T CD4. 

 

Cependant, le réservoir reste un obstacle à l’éradication et sur une intervention 

thérapeutique en primo-infection utilisant des molécules limitant l’activation et/ou agissant 

directement sur les mécanismes de la latence virale est une question à approfondir pour la 

mise en place de futurs essais cliniques. 

Ainsi, un certain nombre de mécanismes d’établissement et de régulation de la 

maintenance des réservoirs que nous avons décrit dans la première partie de ce travail ont été 

élucidé ces dernières années et génèrent de nouvelles perspectives dans la recherche visant à 

l’éradication du VIH. Ces mécanismes permettent de tester différentes stratégies de 

stimulation des cellules latentes infectées in vitro et parfois in vivo suivant le concept de purge 

des réservoirs. Ces stratégies s’intéressent à ce jour principalement à la stimulation des voies 

d’activation cellulaires par l’interleukine β et l’interleukine 7 qui ont été étudié et qui 

induisent une prolifération des cellules réservoirs sans réversion significative de la latence 

[507, 508]. De même, la réversion de la latence virale en agissant sur la structure 

chromatinienne par l’utilisation d’inhibiteurs des histones déacetylases (HDACi) a été évaluée 

avec l’acide valproïque, mais sans succès [509]. Un autre HDACi est en cours d’étude chez 

les patients infectés par le VIH, l’acide suberanilohydroxamic (SAHA) dont les résultats à ce 

jour ne sont pas très encourageant en termes d’efficacité à induire une réversion importante de 

la latence virale dans les cellules quiescentes in vivo et en termes de tolérance de cet agent 

agressif, utilisé en cancérologie. Parallèlement, des stratégies de modification génétique des 

cellules de l’hôte (thérapie génique, transplantation de moelle osseuse) [510] dans le but de 

générer des cellules résistantes à l’infection par le VIH sont actuellement en cours d’étude. 

Ces stratégies de modification du phénotype CCR5 des cellules T CD4 ont été inspirées par le 

cas du « patient de Berlin » qui a subi plusieurs chimiothérapies et deux greffes de moelle 

osseuse avec les cellules d’un donneur qui présentaient une délétion homozygote CCR5Δγβ 

[511]. Plusieurs années après, aucune trace du virus n’était retrouvée chez ce patient dans les 

multiples prélèvements tissulaires effectués. L’approche vaccinale ou par immunomodulation 

sera également un atout pour renforcer le système immunitaire et faciliter l’élimination des 

cellules quiescentes après réactivation virale [512]. Cependant, considérant que l’éradication 

virale sera très difficile à réaliser chez un grand nombre de patients dans les décennies à venir, 

même dans le meilleur des cas impliquant l’accès précoce au traitement, la possibilité 
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d'induire une rémission au long cours sans traitement chez plus de patients traités 

précocement doit être un objectif à développer . 

 

Le bénéfice obtenu avec un traitement initié en primo-infection pour préserver un 

système immunitaire compétent associé à un bas niveau de réservoir pour mieux contrôler la 

réplication virale explique que l’objectif d’une rémission soutenue à long terme est nettement 

plus atteignable que chez des patients traités en phase chronique. Néanmoins, si la diminution 

du réservoir est un élément indispensable, il est certain que d’autres facteurs interviennent. En 

effet, seuls 10 à 15 % des patients traités en primo-infection atteignent ce statut [475] et un 

seul des patients de l’étude OPTIPRIM présente un contrôle virologique optimal. Ainsi tant 

que ces facteurs prédictifs de contrôle n’auront pas été déterminés, il ne sera pas possible de 

proposer un arrêt de traitement aux patients traités au moment de la primo-infection dans des 

conditions optimales, même s’ils présentent un niveau de réservoir très bas. Le suivi des 

patients inclus dans la cohorte VISCONTI, du patient contrôleur de l’essai OPTIPRIM, avec 

l’analyse fine de l’évolution de leur réservoir et de leurs caractéristiques immunologiques 

permettra probablement de préciser ces facteurs associés au contrôle viral pour un arrêt des 

traitements antirétroviraux dans le cadre de futurs essais cliniques. 

 

Un des challenges actuels est donc de faciliter le dépistage de l’infection à VIH, y 

compris chez des patients en phase précoce [513] et de débuter les traitements antirétroviraux 

au plus vite et au mieux avant l’apparition d’un niveau élevé de virémie plasmatique [16]. 

Pour cela, il faut renforcer les stratégies de dépistage en France, en particulier pour les sujets 

appartenant à des communautés exposées, en faisant notamment participer les médecins 

traitants à ce dispositif et en élargissant l’utilisation des tests rapides d’orientation et de 

diagnostic (TROD). De plus, il est nécessaire de faciliter l’accès rapide aux soins pour les 

sujets présentant une primo-infection. Dans ce sens, nous voudrions développer un 

programme d’assistance téléphonique qui, via le réseau de Sida Info Service permettrait en 

partenariat avec l’association AIDES, après accord avec un réseau de partenaires hospitaliers 

Français, d’orienter au plus vite vers une consultation spécialisée les patients diagnostiqués en 

primo-infection à VIH. Il parait aussi très important de renforcer les réseaux ville-hôpital en 

assurant l’information des médecins généralistes référents, lesquels sont souvent les premiers 

consultés en cas de manifestations cliniques ou en cas de situations à risque d’exposition au 
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VIH. Ces patients pourront alors bénéficier d’une prise en charge et d’un traitement le plus 

précoce possible. 

 

 

 

Au total, avec les résultats de ces travaux qui démontrent un important bénéfice du 

traitement en primo-infection par la réduction du réservoir et par la protection des sous-

populations lymphocytaires naïves et centrales mémoires TCM de l’infection, nous disposons 

maintenant d’arguments physiopathologiques solides, pour recommander de traiter tous les 

patients en primo-infection. Nous prouvons également le concept, qu’un traitement 

antirétroviral initié en primo-infection permet à certains patients de contrôler au long cours la 

réplication virale après arrêt du traitement. Ce statut VISCONTI peut donc être atteint grâce à 

une trithérapie en une prise par jour par ténofovir/emtricitabine plus darunavir/ritonavir. Cette 

combinaison se révèle excellente au regard de son efficacité immunovirologique et de sa 

tolérance en primo-infection. En revanche, l’utilisation du maraviroc par ses effets immuno-

modulateurs ne devrait pas être recommandée en primo-infection pendant cette période 

critique de l’infection où le système immunitaire présente de hauts niveaux d’activation.  

Enfin, nous sommes convaincus que les informations issues de notre travail pourraient 

être prises en compte pour l’élaboration des futurs essais thérapeutiques visant à induire une 

rémission au long cours chez plus de patients, voire à induire l’éradication virale, alors que les 

patients traités en primo-infection seront sans doute les meilleurs candidats à de tels 

traitements anti-latence. 
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Résumé : 
La primo-infection est un moment critique de l’établissement du réservoir justifiant de l’initiation d’un 
traitement précoce. 

Nous avons initié un essai randomisé évaluant l’impact de deux ans d’un traitement antirétroviral intense 
(essai ANRS147 OPTIPRIM, trithérapie versus pentathérapie) sur le réservoir et avons initié des études 

physiopathologiques au cours de cet essai.  

Nous montrons ainsi la faible diversité génétique des virus en primo-infection dans les compartiments 

sanguins et rectaux. Le réservoir s’établit dès le premier mois de l’infection par diffusion d’un cluster 
viral homogène au sein des lymphocytaires T CD4 naïfs (TN) et mémoires centrales (TCM), 

transitionnelles (TTM), effectrices (TEM) quiescents. Il en résulte une perturbation de l’homéostasie 
lymphocytaire associée à une faible contribution au réservoir des cellules peu différenciées à longue 

demi-vie, TN et TCM. Par ailleurs nous montrons que la majorité des patients au moment de leur primo-

infection n’ont pas la capacité de développer des réponses T CD8 à même de supprimer la réplication 

virale comme chez les patients HIV Controllers. Après deux ans de traitement, nous observons que la 

diversité virale n’a pas évolué, par contre la taille du réservoir est fortement réduite. Les anomalies de 
l’homéostasie lymphocytaire T CD4 persistent, par contre le traitement très précoce a permis de protéger 
les TN et TCM. Il n’y a pas de bénéfice additionnel d’une pentathérapie mais nous avons validé le 
concept qu’un traitement précoce permet d’induire un contrôle virologique au long cours après arrêt de 
traitement. Nos résultats indiquent qu’un traitement plus long que deux ans permettrait de renforcer la 

diminution du réservoir. 

Ces résultats seront à prendre en compte pour l’élaboration de futurs essais en primo-infection visant à 

réduire le réservoir pour une rémission au long cours. 

Title : Study of the establishment of the HIV-1 reservoirs at the time of the primary 
infection and impact of a Highly Active Anti-retroviral Therapy on these reservoirs  

Abstract : 
 HIV primary infection is a critical period in the establishment of the reservoirs that justifies the 

initiation of an early treatment. 

We started a randomised trial to assess the impact of a two-year intense HAART (ANRS147 OPTIPRIM 

trial: five-drug therapy versus. three-drug therapy) on the blood reservoir; within this this trial, we 

included some pathophysiological studies. 

Thus, we show that during the primary infection, viruses have a low genetic diversity in blood and rectal 

compartments. The reservoir establishes itself as early as the first month of the infection by spreading a 

homogeneous viral cluster in CD4 T cells subsets, naive T cells (TN), central memories (TCM), 

transitional memories (TTM), effector memories (TEM), and resting T cells. This results in a disruption 

of the lymphocyte homeostasis, linked to the low contribution to the reservoir of TN and TCM, which 

are little differentiated cells with long half-lives. Moreover, we show that, at the time of the primary 

infection, the majority of patients do not have the ability to develop CD8 T cells responses that could 

suppress the viral replication, as HIV Controllers patients do. After two years of treatment, we observe 

that there is no evolution of the viral diversity, but the size of the reservoir is significantly reduced. The 

abnormalities of the CD4 T cells lymphocyte homeostasis remain, but the very early treatment was able 

to protect the TN and TCM. The five-drug therapy does not have any additional benefit, but we confirm 

the idea that early treatment can induce long-term virological control after the discontinuation of the 

treatment. Our results show that a treatment lasting more than two years would be able to reinforce the 

reduction of the reservoir. 

These results should be taken into account in the development of future trials aiming to reduce the 

reservoir in patients treated at the time of primary infection for a sustainable remission. 

 

Key words: HIV reservoir, primary infection, early treatment, viral diversity, T cells subsets infection 

Mots clés : Réservoir VIH, Primo-infection, traitement précoce, diversité virologique, infection des 

sous-populations lymphocytaires 
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Résumé : 
La primo-infection est un moment critique de l’établissement du réservoir justifiant de l’initiation d’un 
traitement précoce. 

Nous avons initié un essai randomisé évaluant l’impact de deux ans d’un traitement antirétroviral intense 
(essai ANRS147 OPTIPRIM, trithérapie versus pentathérapie) sur le réservoir et avons initié des études 

physiopathologiques au cours de cet essai.  

Nous montrons ainsi la faible diversité génétique des virus en primo-infection dans les compartiments 

sanguins et rectaux. Le réservoir s’établit dès le premier mois de l’infection par diffusion d’un cluster 
viral homogène au sein des lymphocytaires T CD4 naïfs (TN) et mémoires centrales (TCM), 

transitionnelles (TTM), effectrices (TEM) quiescents. Il en résulte une perturbation de l’homéostasie 
lymphocytaire associée à une faible contribution au réservoir des cellules peu différenciées à longue 

demi-vie, TN et TCM. Par ailleurs nous montrons que la majorité des patients au moment de leur primo-

infection n’ont pas la capacité de développer des réponses T CD8 à même de supprimer la réplication 

virale comme chez les patients HIV Controllers. Après deux ans de traitement, nous observons que la 

diversité virale n’a pas évolué, par contre la taille du réservoir est fortement réduite. Les anomalies de 
l’homéostasie lymphocytaire T CD4 persistent, par contre le traitement très précoce a permis de protéger 

les TN et TCM. Il n’y a pas de bénéfice additionnel d’une pentathérapie mais nous avons validé le 
concept qu’un traitement précoce permet d’induire un contrôle virologique au long cours après arrêt de 
traitement. Nos résultats indiquent qu’un traitement plus long que deux ans permettrait de renforcer la 

diminution du réservoir. 

Ces résultats seront à prendre en compte pour l’élaboration de futurs essais en primo-infection visant à 

réduire le réservoir pour une rémission au long cours. 

Title : Study of the establishment of the HIV-1 reservoirs at the time of the primary 
infection and impact of a Highly Active Anti-retroviral Therapy on these reservoirs  

Abstract : 
 HIV primary infection is a critical period in the establishment of the reservoirs that justifies the 

initiation of an early treatment. 

We started a randomised trial to assess the impact of a two-year intense HAART (ANRS147 OPTIPRIM 

trial: five-drug therapy versus. three-drug therapy) on the blood reservoir; within this this trial, we 

included some pathophysiological studies. 

Thus, we show that during the primary infection, viruses have a low genetic diversity in blood and rectal 

compartments. The reservoir establishes itself as early as the first month of the infection by spreading a 

homogeneous viral cluster in CD4 T cells subsets, naive T cells (TN), central memories (TCM), 

transitional memories (TTM), effector memories (TEM), and resting T cells. This results in a disruption 

of the lymphocyte homeostasis, linked to the low contribution to the reservoir of TN and TCM, which 

are little differentiated cells with long half-lives. Moreover, we show that, at the time of the primary 

infection, the majority of patients do not have the ability to develop CD8 T cells responses that could 

suppress the viral replication, as HIV Controllers patients do. After two years of treatment, we observe 

that there is no evolution of the viral diversity, but the size of the reservoir is significantly reduced. The 

abnormalities of the CD4 T cells lymphocyte homeostasis remain, but the very early treatment was able 

to protect the TN and TCM. The five-drug therapy does not have any additional benefit, but we confirm 

the idea that early treatment can induce long-term virological control after the discontinuation of the 

treatment. Our results show that a treatment lasting more than two years would be able to reinforce the 

reduction of the reservoir. 

These results should be taken into account in the development of future trials aiming to reduce the 

reservoir in patients treated at the time of primary infection for a sustainable remission. 
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