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INTRODUCTION



Introduction
Le Virus de [Immunodéficience humaine (VIH) est un rétrovirus infectant

'homme et le conduisant a plus ou moins long terme au Syndrome
d'Immunodéficience Acquise (SIDA). Les premiers cas ont été décrits pour la
premiere fois au cours des années 80 aux USA par le Centre of Diseases Control
(CDC) aprés une recrudescence des cas de pneumonies et de sarcomes de Kaposi.

Le VIH est un virus a ARN (acide ribonucléique) appartenant a la famille des
Retrovirideae qui est caractérisée par une étape de rétro transcription du génome en
ADN (acide désoxyribonucléique) qui va s’intégrer au génome de I'héte. Le génome
viral est caractérisé par deux brins ARN associé a une enzyme de transcription
inverse (la retro-transcriptase). Le génome comprendre 3 génes principaux codant
pour les protéines de structures et les enzymes virales et 6 génes accessoires
intervenant dans la régulation du cycle de réplication.

Les mutations aléatoires, la pression de sélection et le phénoméne de
recombinaison génétique sont a l'origine de la grande diversité génétique du VIH. Il
existe deux types de virus, le VIH-1(Barre-Sinoussi et al., 1983; 2004) et le VIH-2
(Barin et al., 1985) avec seulement 30% d’homologie. Mais c’est le VIH-1 qui est
largement majoritaire dans le monde et peut étre classé en différents groupes : M, N,
O et récemment le groupe P par Plantier et al., 2009. Le groupe M (Main ou Major)
est majoritaire et représenté par des sous types et des formes recombinantes
circulantes ou CRF (pour Circulating Recombinant Forms).

La pandémie est ainsi caractérisée par la circulation de plusieurs sous-types
genétiques et une quantité extrémement importante de recombinants inter-sous-
types. Cette grande diversité génétique ne cesse d’augmenter avec des doubles
infections entre les sous types du VIH mais également des co-infections entre le VIH
et les Virus de Hépatite B (VHB) et Virus de Hépatite C (VHC).

Tout comme le VIH, le VHC est un virus a ARN appartenant a la famille des
Flaviviridae qui est caractérisée une étape de transcription du génome en ARN- qui a
son tour est traduit en plusieurs brins ARN+ mais ne présente pas d’étape
d’intégration. Le génome du VHC est caractérisé par un simple brin ARN de polarité
positif. Il code pour une polyprotéine de 10 protéines dont des protéines de
structures (core, E1 et E2) des protéines de réplication, d’assemblage et de
maturation (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B). Le VHC est également
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caractérisé par une grande diversité génétique avec six génotypes différents
subdivisés en plus de 70 sous-types. Cette variabilité génétique du VHC est
impliquée dans la réponse au traitement. Elle est aussi I'un des principaux freins a la
mise au point d’'un vaccin.

Le monitoring de cette grande diversité génétique est donc nécessaire pour
assurer un diagnostic et un suivi optimal des personnes vivant avec le VIH (PVVIH)
et/ou VHC. Le diagnostic est essentiellement basé sur des tests sérologiques mais
pour les enfants nés de méres séropositives, c’est le diagnostic moléculaire qui est
effectué du fait de la persistance des anticorps maternels. Le suivi des PVVIH se
faisait par la détermination du taux de CD4 qui permet linitiation du traitement
antirétroviral lorsque le taux de CD4 est inférieur a 500 cellules/mm?® de sang (WHO,
2013). Avec les dernieres recommandations de I'OMS (WHO, 2015), une
recommandation forte de 'OMS est de traiter les patients adultes quelques soit leur
taux de CD4. L’évaluation de l'efficacité du traitement antirétroviral se fait par la
quantification de la charge virale plasmatique graces a des plateformes de biologie
moléculaires.

Diverses techniques de quantification de la charge virale plasmatiques sont
maintenant disponibles et sont basées sur des principes différents (Braun et al.,
2007). Mais toutes ces techniques dépendent d’'une séquence génétique cible qui est
soumise a la grande variabilité génétique des sous types et des formes
recombinantes circulantes du VIH (Hemelaar et al., 2006). Ainsi des études ont
montré que certains groupes, tels que le groupe O, ne sont pas amplifiés par certains
kits de charge virale (Swanson et al., 2005), mais également que certains sous type
sont sous quantifiés selon la technologie de charge virale utilisée (Wang et al.,
2008). Toutefois, l'utilisation de la charge virale est devenue une recommandation
forte de 'OMS pour le suivi des patients sous Antirétroviraux (ARV) depuis 2013 et le
nombre de molécules disponibles dans les pays en voie de développement pour le
traitement des patients sous ARV est trés limité d’ou la nécessité d’'un management
efficace des outils virologiques pour la prévention d’émergence de mutations de
résistance.

Il est donc important de maitriser la grande diversité génétique et leur impact sur

les outils de diagnostic et de monitoring pour leur assurer un suivi optimal.



C’est ainsi que nous nous sommes fixé comme objectif général de décrire la
diversité génétique du VIH-1 et du VHC et de comparer les techniques moléculaires
de diagnostique et de monitoring du VIH-1
Et pour attendre cet objectif que nous avons entrepris, nous avons subdivisé ces
travaux de thése en quatre objectifs spécifiques de recherche qui sont :

Objectif 1 : Décrire la diversité génétique et les phénoménes de doubles infections
du VIH-1 dans le groupe spécifique des hommes qui ont des rapports sexuels avec
les hommes

Obijectif 2 : Décrire la diversité génétique du VHC par une étude pilote, une premiere
du genre dans le groupe des usagers de drogue avec le papier buvard comme
support de prélevement dans le contexte de pays a ressources limitées.

Objectif 3 : D’évaluer les performances de NucliSens EasyQ v2.0® (Biomérieux) par
rapport a la technique d’Amplicor HIV-1 DNA test®, v1.5 des laboratoires de Roche
qui est la technique de référence pour le diagnostic moléculare.

Objectif 4 : Comparer quatre techniques commerciales de charge virale dans une

zone de circulation des sous-types non B

Pour mener a bien ce travail, le présent document s’articulera sur 2 grandes parties
et en 5 chapitres :
1 *® Partie : Revue de la littérature
v' Chapitre 1 : La généralité sur le VIH
v' Chapitre 2 : La généralité sur le VHC
2°™ Partie : Travaux de recherche
v' Chapitre 1: Description des méthodologies utilisées dans les différents
travaux.
v' Chapitre 2 : Présentations des résultats

v' Chapitre 3 : Discussions avec la littérature des différents travaux

Une conclusion générale sera dégagée pour faire la synthése des différents travaux

et leurs perspectives
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1°" Partie : Rappels bibliographiques
CHAPITRE 1 : Généralité sur le VIH

1. Histoire de l'infection a VIH
1.1. Classification

Le Virus de I'lmmunodéficience Humain (VIH) fait partie de la famille des Rétroviridae
caractérisée par la présence d’'une enzyme, la transcriptase inverse qui permet de
retro-transcrire 'ARN viral en ADN. Les rétrovirus peuvent étre classés en deux
grandes catégories : les rétrovirus exogénes (qui ne sont pas présents naturellement
dans l'organisme et qui ont besoin d’infecter pour effectuer leur cycle de réplication)
et les rétrovirus endogénes (le matériel génétique est présent au sein du génome de
'héte et qui n'est pas généralement exprimé). Selon l'International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV), les rétrovirus exogénes peuvent étre subdivisés en 7
genres regroupés en deux sous-familles : les orthoretrovirinae (regroupant les genres
Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus
et Lentivirus) et les spumaretrovirinae (regroupant le genre Spumavirus). Le genre
lentivirus peut étre subdivisé selon la base des hétes qu’ils infectent (primates, les
moutons et les chévres, les chevaux, les chats et bovins) en 5 « sous-genre » et le
VIH tout comme le VIS fait partie du « sous-genre » des lentivirus de primates. Les
lentivirus sont caractérisés essentiellement par des pathologies a évolution lente et

un caractére cytopathogéne (destruction des cellules hotes).

1.2. Origine du VIH

L’origine de l'infection a VIH serait simienne selon la communauté scientifique et
cette théorie serait fondée sur des analyses phylogénétiques des lentivirus qui
établissent l'existence d’'un ancétre commun entre le VIH et le VIS (Virus
d’Immunodéficience Simien). Une recombinaison entre le SIVgsn et le SIVrcm aurait
probablement eu lieu chez le chimpanzé et ce virus recombinant est a l'origine de
'ancétre commun de la lignée SIVcpz, lequel fut par la suite transmis a 'homme
(Bailes et al., 2003).

Les virus de l'immunodéficience humaine VIH-1 et VIH-2 sont le résultat de
plusieurs transmissions inter-especes de virus simiens a 'homme. Il a été montré
que le SIVcpzPtt, a 'origine du VIH-1 des groupes M et N, est toujours présent dans
les populations de chimpanzés Pan troglodytes troglodytes du Sud Cameroun.

L’ancétre du VIH-1 du groupe O est présent chez le gorille de I'Ouest (Gorilla gorilla)
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mais les chimpanzés sont le réservoir original du SIVgor et il reste a établir si le VIH-
1 du groupe O a été transmis a I’'homme par le gorille et/ou le chimpanzé (Keele et
al., 2006). Au moins huit transmissions inter-espéces de SIVsmm ont eu lieu entre
’homme et le mangabey enfumé, correspondant aux 8 groupes HIV-2 (Peeters et
al., 2008).

D’aprés des analyses phylogénétiques, la transmission inter-espéces a eu lieu le
plus probablement en Afrique Equatoriale de 'Quest, aire de répartition des gorilles
de I'Ouest et du chimpanzé P. t. troglodytes. Ainsi l'origine des quatre groupes de
virus VIH-1 serait I'Afrique Centrale (Peeters et al., 2008; Plantier et al., 2009).

1.3. Découverte du VIH

Les premiers cas de SIDA ont été découverts en 1981 par le CDC aux Etats-Unis
apres I'annonce d'une recrudescence dans les villes de Los Angeles, San Francisco
et New York de cas de pneumonies et de sarcomes de Kaposi. A partir de 1982,
avec les premiers cas identifiés en France, la recherche frangaise débutait et en
1983 un examen au microscope électronique avait permis de visualiser pour la
premiere fois le virus. Ce nouveau rétrovirus était alors appelé Lymphadenopathy
Associated Virus (LAV) (Barre-Sinoussi et al., 1983). A ce stade le lien entre le LAV
et le SIDA n'était pas clairement établi par I'équipe de Luc Montagnier. En 1984,
I'équipe de Robert Gallo publia dans Sciences les résultats de l'isolement d'un virus
qu'il considérait comme responsable du Sida et le nommait HTLV-3 (Popovic et al.,
1984). L'équipe de Jay A. Levy a San Francisco faisait de méme le 24 aolt 1984 et
trouvait plusieurs rétrovirus, qu'elle nommait AIDS-related virus (Levy et al., 1984).
En 1985, le séquencgage du LAV était réalisé par une équipe de I'Institut Pasteur qui
publiait ses résultats dans Cell (Wain-Hobson et al., 1985). C'est cette méme année
qu'il avait été confirmé que les trois virus (LAV, HTLV-3 et ARV) étaient identiques.
En 1986, les résultats de I'étude d'un patient venant d'Afrique de I'Ouest avaient
permis d'identifier un nouveau type de LAV, le LAV-2 (Clavel et al., 1986). Le
séquengage du nouveau virus était réalisé I'année suivante, ainsi que la mise au
point d'un test de dépistage. Durant la méme année, le LAV (ainsi que les autres
dénominations) était officiellement renommé en virus de I'immunodéfience humaine
(VIH), le LAV-1 devient VIH-1 et le LAV-2, le VIH-2.

La communauté internationale prend conscience de la gravité de I'épidémie qui se

transforme rapidement en pandémie et c'est ainsi qu’en 1987, I'Assemblée Générale
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des Nations Unies vote une résolution invitant tous les Etats et toutes les agences
onusiennes a coopérer pour lutter contre cette pandémie.

2. Biologie du VIH
Le VIH-1 a été isolé et décrit en 1983 par I'équipe frangaise de Luc Montagnier
(Barre-Sinoussi et al.,, 1983). Méme si sa morphologie et son organisation
moléculaire sont assez bien connues, il reste beaucoup a élucider sur les fonctions
de ses différents génes et leurs interactions avec les composants de la cellule héte.

2.1. Structure et organisation génomique

2.1.1. Structure du VIH
Au microscope électronique, le virion mature se présente sous forme d’'une particule

sphérique enveloppée de 80-120 nm de diameétre (Figure 1). Comme tous les

lentivirus, le VIH est constitué de :

Figure 1 : La particule virale du VIH-1
(http://www.imgt.org/IMGTeducation/Tutorials/MHC/ FR/Presentation/images/HIV.png, consulté le
02/04/2015)

v' L’enveloppe virale :

Elle est constituée d'une bicouche phospholipidique et de deux glycoprotéines : la
gp120%Y et gp 41™. La molécule gp 41 traverse la bicouche lipidique tandis que la
molécule gp120 occupe une position plus périphérique. L'enveloppe virale dérive de
la cellule héte et contient ainsi des protéines membranaires de cette derniére parmi

lesquelles les antigénes du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité), I'actine et
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libiquitine (Arthur et al., 1992). Pour le VIH-2, les équivalents respectifs des
glycoprotéines gp120 et gp 41 sont la gp125 et de la gp36.

e Glycoprotéine de surface ou gp120°Y

La glycoprotéine de surface gp120 est composée d’environ 480 acides aminés (aa).
Elle est organisée en cinq régions constantes (C1-C5) dont les séquences sont
semblables quelle que soit la souche virale et cing régions variables (V1-V5)
appelées boucles variables, ce qui montre une grande variabilité inter-souches
(Pancera et al., 2005). Les régions variables V1-V4 sont ancrées a leur base par des
ponts disulfures et masquent les sites de liaison du récepteur CD4 et des co-

récepteurs, CXCR4 ou CCR5 (Pancera et al., 2005; Starcich et al., 1986).

e Glycoprotéine transmembranaire ou gp41™

La glycoprotéine Gp41 contient un domaine N-terminal fusogénique, promoteur de la
fusion membranaire entre le virus et la cellule héte. Elle est liée aux régions
hydrophobes des extrémités N-terminal de la Gp120 par des liaisons non covalentes
(Pancera et al., 2005). Du point de vue structural, la gp 41 est un trimére composé
de 340 aa et composée et de 3 domaines : un ectodomaine N-terminal d’environ 180
acides aminés qui contient quatre sites de N-glycosylation, un pont disulfure qui
intervient dans la formation des complexes trimériques, une ancre transmembranaire
et un long domaine intra cytoplasmique contenant des motifs variés qui contribuent a
la réplication virale (Center et al., 2002; Chan et al., 1997).

v Matrice virale p17"4

Constituée par la protéine p17, la matrice participe a la stabilité de la structure virale,
grace a sa liaison avec la bicouche phospholipidique qui sert d’enveloppe virale. La
protéine de la matrice p17MA est impliquée dans les 2 phases (précoce et tardive)
de la réplication virale et dans la production de particules infectieuses. Elle est aussi
impliquée dans le recrutement et l'incorporation des glycoprotéines d’enveloppe
(gp120/gp41) a la surface des virions (Davis et al., 2006; Murakami, 2012). La
p17M* est essentielle a la pénétration du virus dans les cellules par la régulation de

la fusion entre les deux membranes virale et cellulaire (Murakami et al., 2004).
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v La Capside p24°*

C’est la protéine majeure du core du virus. Il s’agit d’'une protéine phosphorylée de
24kD qui se présente sous forme d'oligomérique. Elle se condense autour du
génome viral pour générer la nucléocapside de forme conique qui comprend 2
domaines indépendants. Les deux domaines de la capside sont reliés de maniére
covalente par un lien flexible (Gamble et al., 1997) et ils semblent étre eux-mémes

exceptionnellement flexibles (Mateu, 2009).
v' La protéine p7 NC

La p7 NC est une petite protéine fortement basique de moins de 100 acides aminés.
Elle se lie a 'TARN génomique dont elle assure I'encapsidation dans le virion en
assemblage (D'Souza and Summers, 2005). Elle est indispensable a la dimérisation
de 'ARN viral (Feng et al., 1999; Song et al., 2007) et permet linitiation de la
transcription inverse en favorisant I'accrochage de 'amorce de transcription, TARN{-®

(Graham et al., 2011; Hargittai et al., 2001).
v La protéine p6

La protéine p6 est importante pour l'incorporation de la protéine accessoire Vpr a
laquelle elle est associée (Kondo et al., 1995). Elle jouerait également un réle
important dans le recrutement et 'encapsidation des protéines Pol dans le virion en
assemblage (Yu et al., 1998) et intervient dans le relargage des virions (Huang et
al., 1995).

v' Les peptides p1 et p2

lls permettent la régulation de l'activité de la protéase. La p2, située entre les
protéines de la capside et la protéine de la Nucléocapside, est essentielle a
'assemblage et a la production de particules virales infectieuses (Guo et al., 2005;
Krausslich et al., 1995). Le site p2/NC serait de loin le site de clivage le plus
variable. Avec la diversité intra sous type, cette variation serait de 18,66% dans le
sous-type B, plus importante pour les sous-types non B, elle atteindrait 42,42% dans

le sous-type C (de Oliveira et al., 2003; Liegeois et al., 2013).

2.1.2. Organisation génomique du VIH
Les génomes du VIH-1 et VIH-2 partagent entre eux, une homologie d’environ 60%

pour les genes les plus conservées (gag et pol) et entre 30 a 40% pour les autres
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génes, y compris env et les LTRs (Guyader et al., 1987). Le génome du VIH-1 est
caractérisé par une grande variabilité et un polymorphisme d’'une souche a une
autre, cependant la structure génétique est toujours similaire (figure 2). Le génome
du VIH-1 est d’'une longueur de 9.2 kb et contenant des génes qui sont au nombre
de neufs. Ces génes sont classés suivant trois groupes fonctionnels en génes de
structure (gag, pol et env), génes accessoires composés par les génes
régulateurs (tat et rev) et les génes auxiliaires (vpu, vpr, vif et nef). Neuf cadres de
lecture ouverts (Open Reading Frames, ORFs) sont présents, chacun correspondant
a un gene. L’ARN viral est flanqué a ses extrémités des séquences non codantes
contenant de nombreux sites potentiels de liaisons a des protéines cellulaires : ce

sont les LTR (Long Terminal Repeat).

Figure 2. Organisation du génome du virus VIH et expression des génes (Korber et al., 1998;
Nielsen et al., 2005)

21.21. Les LTR (Long Terminal Repeat)

Les LTR (Long Terminal Repeat) constituent deux domaines du génome viral non
codants. Elles sont composées de trois régions: U5, R, U3. Ces régions sont
impliquées dans linitiation de la rétrotranscription et lintégration du génome viral

dans le génome de la cellule hote (Perkins et al., 1993). Le LTR 5’ est pour la
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plupart des rétrovirus, I'équivalent des régions promotrices des génes cellulaires
(figure 3). La région U3 comprend des sites de liaisons pour des facteurs de
transcription cellulaires dont le NF-kB (séquence stimulatrice ou enhancer:
généralement 2 sites successifs), le SP1 (3 sites de fixation) ou encore la boite
TATA, signal de démarrage de la transcription de 'ARN messager. Le site de
démarrage de la transcription se trouve a la jonction U3/R. Le NF-kB est présent
dans tous les isolats des VIH-1 et VIH-2, cependant, les souches virales du sous-
type C du VIH-1 en renferment 3 a 4 copies (Montano et al., 1997; Neogi et al.,
2011). Le taux de transcription du sous-type C qui plus important en comparaison
aux autres sous-types, serait lié a cette particularité, ce qui expliquerait en partie sa

prédominance dans le monde avec environ 50% (Bachu et al., 2012).

Les sites de fixation du facteur SP1 ont la propriété de réguler non seulement
d’autres facteurs de transcription cellulaire, d’interagir avec la protéine Tat mais aussi

avec le NF-kB pour induire la transcription (Perkins et al., 1993).

21.2.2. Les génes de structure
2.1.2.21. Le géne gag (géne des antigénes de groupe)

Le gene gag est le premier cadre de lecture ouvert sur le génome du VIH. D’environ
1500 pb, le géne code pour la polyprotéine Pr55¢29 N-myristylée qui comprend
quatre domaines maijeurs : la matrice (MA), la capside (CA), la Nucléocapside (NC)
et la p6 (figure 3). La protéine Gag est nécessaire a l'assemblage et au
bourgeonnement de particules virales a la surface des cellules infectées (Shehu-
Xhilaga et al., 2001). Au cours de la maturation, le clivage de la Pr55¢29 par la
protéase virale (Pr) donne les protéines structurales du virion mature p17MA, p24CA,
p7NC, p6, plus 2 petits fragments p1gag et p2gag (Adamson, 2012; Freed, 1998;

Turner and Summers, 1999)
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Figure 3 a et b: Organisation du géne gag et production des particules virales (Ono, 2009). a:

Gag

Organisation génomique du géne gag et sites fonctionnels ; b : Interaction entre la protéine Pr557 et

la membrane phospholipidique
2.1.2.2.2. Le géne pol (géne codant pour les enzymes virales)

C’est le géne le plus conservé du génome viral avec une divergence intra sous-type
d’environ 9 a 11% (Santos and Soares, 2010). || code pour les 3 enzymes virales,
protéase (PR), transcriptase inverse (TI) et intégrase (IN) qui sont obtenues apreés
clivage du précurseur Pr160°297° | a Pr160°29"° est une polyprotéine engendrée
parallélement au précurseur Pr559° mais en moindre quantité. Il est incorporé sous
forme non clivée dans la particule virale. Son clivage intervient lors de la maturation.
Le clivage de la polyprotéine Pr160%29™° se fait par la partie enzymatique de ce
précurseur (protéase) ainsi que le précurseur Pr55%%9. Lors de la maturation, la
proportion relative de chacun de ces 2 précurseurs influence sur le pouvoir infectieux

des virus néoformés (Shehu-Xhilaga et al., 2002).
v' La protéase virale PR

La protéase appartient a la famille trés conservée des aspartyl-protéases dont le
résidu catalytique est un acide aspartique (résidu 25). C’est 'enzyme essentielle a la

maturation et la production de particules virales infectieuses. Indispensable au
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processus post-traductionnel, elle assure le clivage des polyprotéines Pr55%% et
P160%%9P° Sous sa forme active, elle se présente structurellement, sous forme d’un
homodimére de 99 aa (Swanstrom and Wills, 1997). Les deux monomeéres sont liés
de facon non covalente et symétrique par 4 chaines P-antiparalléles (Figure 4).
L’activité enzymatique de la protéase est assurée par 2 molécules d’acide aspartique
situées au cceur du site catalytique de I'enzyme constitué par la triade Asp-Thr-Gly
aux positions 25 a 27. Cette triade conservée se trouve a la jonction des deux
monomeres ; elle forme ainsi un tunnel, permettant une interaction avec 7 a 9 acides

aminés, dont I'activité aboutit au clivage de 9 séquences peptidiques différentes.

Figure 4: Structure tridimensionnelle de la protéase du VIH-1: en vert, un inhibiteur de

protéase (le saquinavir) lié au site actif de 'enzyme (Adamson, 2012).
v' La transcriptase inverse Tl ou Reverse Transcriptase (RT)

Il s’agit d’'une enzyme ADN polymérase ARN/ADN dépendante, dotée d’une activité
RnaseH. C’est I'enzyme qui assure la rétrotranscription de 'ARN viral en ADN
proviral. Lors du cycle de réplication, elle fait survenir de nombreuses erreurs de
copie, du fait de son taux élevé de réplication virale et en 'absence d’'une fonction
correctrice, ce qui la rend responsable de la grande diversité géenétique du VIH.

La structure de la transcriptase inverse se présente sous forme d’un hétérodimére
constitué de 2 sous unités, la P66 et la P51 (di Marzo Veronese et al., 1986). La
grande sous unité, la P66 (560 aa) comprend les 2 domaines fonctionnels de la RT :
la polymérase et le domaine RNase H. La petite sous-unité (P51) contient les 440

premiers aa de la P66 correspondant (mais pas entierement), au domaine de la
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polymérase. La P51 ne posséde pas d’activité enzymatique et ne joue pas de réle
direct dans le processus de polymérisation (Kohlstaedt et al., 1992). La fonction
primaire de la P51 se limiterait uniquement au maintien de la structure active de la
P66 (Hughes, 2001; Mulky and Kappes, 2005).

Figure 5 : Schéma de la transcriptase inverse (dans un complexe avec un acide nucléique) avec ces
deux sous unités (p66 et p51) et leurs sous domaines.(Sarafianos et al., 2009).

v" L’intégrase IN

C’est l'intégrase qui catalyse l'insertion de 'ADN double brin néo-synthétisé dans le
génome de la cellule infectée. Il s’agit d’'une protéine de 288 aa, obtenu par clivage
protéase-dépendante de la polyprotéine Gag-Pol qui comprend 3 domaines
indépendants (figure 6) : un domaine N-terminal avec un motif en doigt de zinc
(Zheng et al., 1996), un domaine central ou domaine catalytique impliqué dans la
liaison avec les extrémités de 'ADN viral (Johnson et al., 2006; Nowotny, 2009) et
un domaine C-terminal qui lie 'ADN viral de fagon non spécifique et qui participe

essentiellement a la stabilité du complexe ADN-IN (Chen et al., 2000).

L’intégrase (IN) fonctionne sous forme d’oligomére. |l semble que chacun des
domaines de la protéine participe a cette oligomérisation (Hare et al., 2009). Elle

posséde 2 activités catalytiques majeures :

o un clivage endonucléolytique au niveau des extrémités 3’-OH du génome viral

préparant ’ADN au processus d’intégration.
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o Au cours de la deuxiéme étape, dite de transfert de brins, chaque groupement 3'-
OH généré par excision intégre I'ADN viral dans le génome cellulaire via un

mécanisme de trans-estérification (Jaskolski et al., 2009).

Figure 6 : Représentation schématique de l'intégrase du VIH.

Le domaine N-terminal en bleu (A), le domaine CCD en vert avec les résidus DDE en petites boules

rouge (B) et le domaine carboxy-terminale en rouge (C) (Jaskolski et al., 2009).

2.1.2.2.3. Le Géne env (géne codant pour les protéines de I’enveloppe)

Il code pour les glycoprotéines d’enveloppe, gp120SU et gp41TM équivalents
respectivement pour le VIH-2 aux gp125 et gp36. lls sont responsables de la fixation
du virus sur le récepteur cellulaire et son entrée dans la cellule héte. Leur
emplacement sur la surface du virus fait d’eux des cibles idéales pour les anticorps
neutralisants (Center et al., 2002). Le géne env est le géne viral le plus variable. Son
polymorphisme important permet au virus d’échapper au systéme immunitaire
(Arrildt et al., 2012).

Les glycoprotéines sont initialement synthétisées sous forme d'un précurseur
polyprotéique, la gp160 qui sera modifiée par glycosylation avant d’étre clivée par

une protéase cellulaire en 2 protéines (gp120 et gp41) (figure 7).
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Figure 7: Représentation schématique du précurseur gp160.(Pancera et al., 2005).

2.1.2.2.4. Les génes accessoires
Ce groupe est composé de six genes qui codent pour des protéines virales dont les
réles ne sont pas encore complétement élucidés. Les 2 protéines Tat et Rev, encore
appelées protéines de regulation, sont nécessaires a la réplication virale. Les autres
genes (vif, vpr, vpu et nef), sont qualifiés de génes auxiliaires. Leur implication dans
le cycle réplicatif est prouvée. En effet, ils interviennent dans le cycle réplicatif et
interagissent avec des facteurs cellulaires. lls interféerent dans I'expression de
certains génes cellulaires, altérant ainsi le bon fonctionnement des cellules infectées.
Enfin, leurs réles dans I'infectiosité du virus et dans la pathogénicité semblent de plus

en plus établis.

21.2.24.1. Les génes de régulation
e Le géne tat (trans-activator of transcription)

C’est un petit géne codant pour une protéine de 86 a 101 aa (Zhou and Sharp,
1995). Il est formé de deux exons qui codent pour les protéines p16 Tat et p14 Tat,
toutes deux fonctionnelles. La fonction essentielle du géne tat est d’activer la
transcription des ARNm viraux. Il agit en activant la réplication virale au niveau d’'une
séquence cible appelée TAR (TransActing Region) située dans le LTR (Brady and
Kashanchi, 2005; Weeks et al., 1990). Sans la protéine Tat, la transcription est trés
vite arrétée et ne permet plus la synthese d’ARNm fonctionnels (Cullen, 1990).
L’activation de la transcription peut également étre TAR dépendante soit par une

liaison directe de Tat sur le NF-kB (Dandekar et al., 2004), soit par liaison avec la
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protéine histone chaperonne hNAP-1 (Vardabasso et al., 2008). Tat peut également

agir comme une toxine virale contribuant a la pathogenése du SIDA.
e Le géne rev (regulator of expression virus)

C’est le second facteur de régulation nécessaire a I'expression et a la maturation
virale. Il code pour la phosphoprotéine pp20Rev qui s’accumule dans le nucléole de
la cellule-héte. Il intervient dans la régulation post-transcriptionnelle des génes de
structure en assurant la stabilisation et le transport des transcrits primaires ou mono-
épissées du noyau au cytoplasme (Karn and Stoltzfus, 2012). Le site de
reconnaissance de la protéine sur 'ARN est le domaine RRE (Rev Responsive
Element) qui est une séquence du géne env, et ce sont plusieurs monomeéres de Rev
qui vont de fagon séquentielle se lier au RRE (Hoffmann et al., 2012; Pollard and
Malim, 1998; Pond et al., 2009). Rev est rapidement recyclé entre le cytoplasme et
le noyau gréace a un signal de localisation nucléaire (NLS) et un signal d’exportation
nucléaire (NSE). Par ailleurs, des études récentes ont fourni la preuve que Rev
neutralise également l'intégration du VIH-1 et facilite 'encapsidation de I'ARN du

génome viral (Hoffmann et al., 2012).

21.2.2.4.2. Les géenes auxiliaires

e Le géne vif (virion infectivity factor)

Le géne vif code pour une protéine basique de 23 KD, il intervient dans l'infectivité
mais pas dans la production des particules virales. En effet 'absence de la protéine
vif entraine la production de particules virales défectueuses alors que la transmission
des virus d’une cellule a une autre n’est pas significativement affectée. Cette protéine
Vif existe a des taux élevés sous une forme libre dans le cytosol (Li et al., 2005). Vif
est un facteur important car il s’'oppose a I'encapsidation d’'une protéine cellulaire
anti-virale, TAPOBEC3G (Schafer et al., 2004). Il s’agit d’'une cytidine désaminase
qui, en entrainant la désamination des desoxycitidines, va étre responsable de la
formation d’'un ADNc de mauvaise qualité qui sera éliminé par le systéme de
réparation de la machinerie cellulaire (Kourteva et al., 2012; Li et al., 2007). Vif, se
lie directement a APOBEC3G et favorise sa dégradation suite au recrutement d’'un
complexe E3 ubiquitine ligase qui va accélérer sa polyubiquitylation et sa destruction

par les protéasomes (Goila-Gaur and Strebel, 2008). Cependant, il a été démontré
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gu’une substitution spécifique d'un seul acide aminé dans TAPOBEC3G humaine

conférait une résistance a 'action de Vif (Xu et al., 2004).
e Le géne vpr (viral protein R)

Il code pour une protéine de 14 kD et qui est localisée dans le noyau.

7NC et Ia

L’encapsidation de cette protéine nécessite une coopération entre la p
portion p6 de la polyprotéine Pr55%°. Il contribue a la pathogenése du VIH-1 a
travers la transactivation des LTR et le transport du complexe de pré intégration dans
le noyau (Le Rouzic and Benichou, 2005). Intervenant dans la transcription inverse,
elle influence la fidélité de I'enzyme dont le taux d’erreur est réduit d’environ 4 fois
grace a son interaction avec l'uracil DNA glycosylase (UNG) (Chen et al., 2004;
Mansky et al., 2000). Elle est présente dans le complexe de pré-intégration et facilite
le transport de 'ADN dans le noyau par son interaction avec la machinerie cellulaire

responsable du trafic nucléo-cytoplasmique (Le Rouzic et al., 2002).
e Le géne vpu (viral protein U)

Il est retrouvé dans le génome du VIH-1 du SIV,, et absent dans le génome du VIH-
2, il est remplacé par le géne Vpx (Tristem et al., 1992). Il code pour une protéine de
81 aa qui s’accroche a la membrane cellulaire via son extrémité N-terminale. Cette
protéine a 2 fonctions essentielles : la dégradation des molécules CD4 nouvellement
synthétisées dans le réticulum endoplasmique et la stimulation du relargage des
virions (Hussain et al., 2008; Mitchell et al., 2009).

e Le géne nef (negative expression factor)

Il code pour une protéine trés conservée de 24-32kD myristilée en N terminale et qui
est une des premieres a étre synthétisées dans les cellules infectées. Cette protéine
est retrouvée essentiellement dans le cytoplasme, mais aussi sous forme associée a
la membrane plasmique par l'intermédiaire du résidu myristyl. Elle contribue a la
pathogenése du VIH a travers multiples effets biologiques favorisant la réplication
virale et l'infectivité et la persistance (Miller et al., 1994; Roeth and Collins, 2006).
Nef favorise I'infection virale par activation des lymphocytes T CD4 qui deviennent
ainsi plus sensibles a l'infection et Il inhibe également I'expression des molécules
responsables du pouvoir cytotoxique sur le VIH a la surface des cellules cytotoxiques

appelées aussi NK ou Natural Killer (Matusali et al., 2012).
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2.2. Réplication virale et évolution de I'infection

2.2.1. Tropisme
L'utilisation par le virus de I'un ou l'autre de ces corécepteurs détermine le tropisme
de la souche virale (Moore, 1997). Les souches M-tropiques utilisent principalement
le récepteur CCRS5 pour infecter la cellule héte. Elles ont été de ce fait nommeées RS.
Les souches T-tropiques, utilisant préférentiellement le co-récepteur CXCR4 quant a
elles, ont été appelées X4. Une troisieme population virale désignée R5X4 ou dual-
tropic est capable de se fixer aussi bien sur le co-récepteur CCRS que sur le co-
récepeteur CXCR4 (Church et al., 2010; Goodenow and Collman, 2006). Comme
les isolats viraux X4, les virus R5X4 sont corrélés a une forte dépression en
lymphocytes T et I'apparition d’infections opportunistes liées au SIDA (Waters et al.,
2008). Le tropisme viral est principalement lié a l'identité de certains acides aminés

présents dans la boucle variable V3 de la gp120 (Bunnik et al., 2011).

2.2.2. Réplication virale du VIH

Entre le moment ou il se fixe sur la surface de la cellule cible et I'intégration de son
génome dans le noyau cellulaire, pour se répliquer et assurer sa survie, le VIH va
devoir déjouer beaucoup d’obstacles et détourner le fonctionnement de sa cellule
hote (Nisole and Saib, 2004). Ce processus qui aboutit a la naissance de nouveaux
virions est soumis a la régulation des protéines virales et cellulaires et provoque de
facon précoce de grandes perturbations au niveau de la cellule hote (Navare et al.,
2012).

Le cycle de réplication est composé de plusieurs étapes pouvant étre divisées en 2
phases : Une phase précoce qui commence par l'attachement du virus sur son
récepteur spécifique et finit par l'intégration de ’'ADNc dans le génome cellulaire. Et
une phase tardive qui débute par I'expression des génes viraux et aboutit a la
libération des virions par bourgeonnement a la surface de la membrane cellulaire. La

cible principale du VIH est la cellule T CD4+ (Barre-Sinoussi et al., 1983).

2.2.21. Phase précoce :

o L’attachement des particules virales

Le cycle de réplication du VIH, semblable a celui des autres rétrovirus débute par
I'adsorption du virus sur la cellule cible. Cet attachement est le résultat d’'une

interaction entre la gp120 et une variété de molécules dont la protéoglycane
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héparane sulfate présentes sur la membrane des cellules hotes. Cette molécule, qui
constitue le facteur d’attachement le plus utilisé par les virus enveloppés et
notamment le VIH, permet de concentrer les virus a la surface des cellules cibles afin
d’augmenter la probabilité de sa liaison avec les récepteurs spécifiques (Crublet et
al., 2008; Mondor et al., 1998). L’héparane sulfate est également impliquée dans la
capture et I'attachement des particules virales a la surface des spermatozoides qui
vont, de fagon efficace transmettre les virus aux cellules dendritiques (CD) par un
contact de cellule a cellule (Ceballos et al., 2009). Les cellules dendritiques jouent
également un réle important dans [l'attachement des particules virales par
'intermédiaire d’'une lectine nommée DC-SIGN (Dendritic cell specific intercellular
adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin) et DC-SIGNR (DC-SIGN related) (figure
8). L’interaction entre gp120 et DC-SIGN permet au virus d’utiliser les cellules
dendritiques comme un moyen infaillible de capture des virions au niveau des sites
périphériques d’infection et de transport vers les ganglions lymphatiques (Donaghy
et al., 2006; Pohlmann et al., 2001). Outre ses fonctions de capture et facilitation
d’entrée du VIH et sa capacité a pouvoir transmettre des virions aux lymphocytes, la
molécule DC-SIGN, posséde un remarquable pouvoir d’amplifier I'infection virale. Ce
phénomeéne remarquable a été rapporté uniquement pour le VIH (Geijtenbeek et al.,
2000b).

Figure 8 : Mode de capture du VIH par les cellules DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 2000a)
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La cellule DC-SIGN constitue la cible primaire du VIH lors d’'une exposition
mucosale. Le VIH-1 adhére a cette cellule et migre vers les tissus lymphoides et le
VIH est ensuite présenté par la cellule DC-SIGN aux cibles secondaires (cellules T)

pour une infection productive et durable.
e L’entrée

L’entrée du virus dans la cellule cible fait intervenir les glycoprotéines de I'enveloppe
virale et des récepteurs cellulaires spécifiques (figure 9). C’est ainsi que la gp120
reconnait a la surface de la cellule, le récepteur CD4. L’association entre les deux
molécules provoque au niveau de chacune d’entre-elle un changement
conformationnel, permettant le recrutement des co-récepteurs de chimiokines,
CXCR4 ou CCRS5 (Gallo et al., 2003; Pancera et al., 2005) .

Le changement de conformation qui s’en suit implique les régions HR1 et HR2 de
'ectodomaine de la gp41. Cette transition structurale de la gp41 est responsable du
rapprochement des membranes virales et cellulaires (Melikyan et al., 2000). Un
dernier changement de conformation de la gp41 permet le rapprochement et la
fusion des deux membranes, conduisant au transfert de la capside virale dans la
cellule cible (Este and Telenti, 2007; Pierson and Doms, 2003).

Figure 9: différentes phases de I'entrée du VIH dans la cellule héte (Pancera et al., 2005).
e Décapsidation et transcription inverse

Immédiatement aprés sa libération dans le cytoplasme cellulaire, la nucléocapside
subit une décapsidation progressive qui va aboutir a la formation des complexes de
transcription inverse (RTC, pour reverse transcription complexe) et de pré-intégration

(PICs, pour pre-integration complexe). La décapsidation n’est pas un processus
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spontané. Elle est soumise a la régulation de facteurs cellulaires, telles que des
enzymes provenant du lymphocyte T CD4+ activé (Auewarakul et al., 2005; Misumi
et al., 2010).

La transcriptase inverse (Tl) dispose de deux activités enzymatiques, une ADN
polymérase qui est capable de copier soit un ADN ou une matrice d'ARN et une
RNase H dont le réle est le clivage d’'un ARN faisant partie d’'un duplex ARN/ADN.
Les deux fonctions enzymatiques de RT, la polymérase et RNase H, coopérent pour
convertir TARN en un ADN double brin dans le cytoplasme de la cellule infectée
(Sarafianos et al., 2009). Le processus de transcription inverse serait régulé par des
facteurs cellulaires (Warrilow et al., 2008) et il semblerait que son initiation soit
couplée au début de la décapsidation (Zhang et al., 2000). L’ARN viral intégré dans
le complexe de rétrotranscription de haut poids moléculaire comprenant entre autres,
la transcriptase inverse, l'intégrase, Vpr, I'ARNtLyS, MA et des facteurs cellulaires, va

subir en plusieurs étapes une rétrotranscription en ADNc (figure 10).

Figure 10 : Schéma de la transcription inverse de ’'ARN viral (Basu et al., 2008)
e L’intégration de I’ADN viral

L’ADN bicaténaire néosynthétisé est associé aux protéines virales MA, Tl, IN et Vpr

avec lesquelles il forme le complexe de préintégration. Ce dernier quitte le
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cytoplasme pour se diriger vers le noyau grace a la protéine Vpr qui va permettre sa
translocation par son interaction avec un canal ionique de la membrane nucléaire.
Des protéines du complexe de pré-intégration notamment, celle de la matrice et des
facteurs cellulaires interviendraient dans cette étape ; cependant, leur réle n'est pas
clairement établi (Le Rouzic and Benichou, 2005; Nitahara-Kasahara et al., 2007).
L’intégration de '’ADN viral dans celui de la cellule héte s’effectue en deux étapes
(figure 11). D’abord, l'intégrase se lie a une courte séquence au niveau des LTR qui
catalyse un clivage endonucléotidique avec élimination d’'un dinucléotide aux deux
extrémités de chaque LTR. Ensuite, 'ADN est clivé et sert de substrat a la réaction
d’intégration ou de transfert de brin conduisant a l'insertion covalente de I'ADN viral
dans le génome de la cellule infectée. Cette deuxiéme étape, s’effectue
simultanément aux deux extrémités de la molécule d'ADN viral avec un décalage de
cing paires de bases de part et d’autre des deux points d'insertion. Enfin, 'ADN
proviral ainsi intégré, subit I'action réparatrice des enzymes de la cellule héte qui vont
permettre la jonction au niveau des extrémités 5’ des LTR grace a un processus de
duplication des séquences de I'ADN cible limitant le provirus intégré (Delelis et al.,
2008). Les sites d’intégration se trouvent principalement dans les unités de

transcription actives de 'ADN cellulaire (Mitchell et al., 2004).

Figure 11 : Représentation schématique de la réaction catalysée par l'intégrase virale durant le cycle

de réplication du virus (Jaskolski et al., 2009).
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2.2.2.2. Phase tardive : Transcription - assemblage - bourgeonnement et
maturation
La phase de réplication dite tardive regroupe toutes les étapes allant de la

transcription du provirus intégré dans le génome de la cellule hote a la libération de
nouveaux virions matures (figure 12). Le génome intégré peut rester en latence
plusieurs années, mais peut a tout moment se réactiver en réponse a une stimulation
et ainsi induire la réplication du provirus. Ce phénomeéne constitue une limite pour les
traitements antirétroviraux actuels qui ne sont actifs que sur les virus en réplication
(Pomerantz, 2002). .
e La transcription

Cette transcription de 'ADN proviral est en grande partie régie par des facteurs de
transcription cellulaire et se fait par I'ARNpol Il cellulaire ADN dépendante. Méme si
ce sont les sites de régulation des LTR qui permettent [initiation de cette
transcription, la protéine Tat joue un réle primordial. En effet, TARN polymérase |l
cellulaire est généralement activée suite a une interaction entre la protéine Tat, un
motif particulier au niveau de I'élément TAR et différents facteurs cellulaires dont le
NF-kB (Brady and Kashanchi, 2005). Aprés transcription de I’ADN proviral, trois
catégories dARNm sont générées : L'ARN génomique codant pour les précurseurs
Gag et Gag-Pol, les ARN mono-épissés codant pour le précurseur Env et pour les
protéines Vpu, Vif et Vpr et les ARNm multi-épissées qui codent pour les protéines
Tat, Rev et Nef.La régulation des ARNm épissés et non épissés est assurée par la
protéine Rev qui assure le transport des transcrits primaires ou mono-épissées du

noyau au cytoplasme (Pond et al., 2009).
e L’assemblage

La formation du virion débute par 'auto-assemblage des molécules du précurseur
Pr55°% au niveau de la face interne de la membrane plasmique, & proximité d’une
zone ou sont exprimées les glycoprotéines d’enveloppe (figure 12). L’assemblage du
virus est un phénomeéne bien étudié, par contre comment le VIH-1 sélectionne des
sites spécifiques sur la membrane plasmique pour amorcer son assemblage, ne l'est
que partiellement (Jouvenet et al., 2011). Par ailleurs, le mécanisme de cet auto-
assemblage, n’est pas connu avec exactitude (Murakami, 2012). Cet assemblage
dépend principalement de Pr55% dont I'expression est suffisante pour permettre la

production de pseudo-particules virales en [I'absence des glycoprotéines
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d’enveloppe, de RT, de protéase et dARN génomique (Gottlinger, 2001; Wills and
Craven, 1991).

e Bourgeonnement et maturation

Le bourgeonnement correspond au détachement de la particule virale de la surface
de la cellule cible (figure 12). Ce détachement intervient aprés formation compléte de
la particule virale. Il a été mis en évidence que le détachement du virus de la cellule
nécessite la protéine Vpu qui stimule le relargage des virions (Hauser et al., 2010;
Perez-Caballero et al., 2009).

La maturation survient immédiatement aprés ou de facon concomitante avec le
bourgeonnement des particules virales. Le virus néoformé amorce alors une
modification architecturale de ses différentes protéines constitutives qui le font
passer d’'un état immature et non infectieux a un état mature et infectieux. Il s’agit
d’'un processus hautement contrélé et séquentiel assuré par la protéase virale dont
I'activation dépend de sa dimérisation et la présence du précurseur Pr160%3¢"°
(Scarlata and Carter, 2003).

Figure 12 : Cycle de réplication du VIH-1 (Turner and Summers, 1999)
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3. Diversité génétique du VIH

L'apparition de nouveaux variants génétiques est due a un processus évolutif dont
les mécanismes sont semblables a ceux qui expliquent I'évolution de toute espéce
vivante. Une des caractéristiques majeures des VIH est sa grande variabilité et elle
est responsable de la classification du virus en types, groupes, sous-types, sous
sous-types et formes recombinantes circulantes. Cette grande variabilité génétique
du VIH s’explique par un taux de réplication trés élevé combiné a la survenue de
mutations aléatoires fréquentes, la sélection naturelle et les recombinaisons
génetiques (Rambaut et al., 2004; Robertson et al., 1995).

3.1. Origine de la variabilité génétique

Trois principaux facteurs peuvent étre a l'origine de la diversité génétique : les

mutations aléatoires, la pression de sélection et la recombinaison génétique.

3.1.1. Les mutations aléatoires fréquentes

Le VIH présente un taux de mutations tres important, plus de mille fois plus
importante que dans le génome d'un humain. Ce phénomeéne est di au fait que la
transcriptase inverse ne présente pas d’activité 3’-5’ exonucléasique. Elle n’a donc
pas de systéme de correction d’erreurs survenant au cours de la synthése de 'ADNc
(Bakhanashvili et al., 2005). Les erreurs sont donc fréquentes et ont été estimées a
une tous les 10 000 nucléotides produits et comme le génome du VIH est composé
d'un peu moins de 10 000 nucléotides, il y a approximativement entre une et 10

mutations a chaque cycle viral (Preston et al., 1988; Roberts et al., 1988).

3.1.2. Les pressions de sélection

Elles sont de 2 types : négative et positive. La pression négative est favorisée par
les erreurs de transcription et les recombinaisons produisent de nombreux virions
différents les uns des autres. La plupart de ces mutations sont synonymes ou
silencieuses, n’entrainant pas de changement d’aa ou de propriétés chimiques de
'aa et produisent des virions incapables de se répliquer correctement, ce qui les
destine a disparaitre. Et la pression de sélection positive est favorisée par
substitutions d’aa (mutations non-synonymes). Parmi les virions, certains ont pour
particularité d'étre plus résistants aux attaques des défenses immunitaires. Cela a
pour conséquence de les rendre mieux adaptés a leur milieu et finalement seuls les
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virions résistants sont présents dans I'organisme. Cette variabilité est trés marquée
dans les génes de I'enveloppe, particulierement la gp120 notamment sur sa partie la

plus variable, le bouclier V3 (Kuiken et al., 1993).

3.1.3. Les recombinaisons génétiques

Lorsqu'une cellule est infectée par deux virions génétiquement différents, les
séquences peuvent se recombiner, ce qui donne naissance a des formes
recombinantes. Ce processus, aléatoire, est favorisé par les comportements a risque
parce qu'ils augmentent la probabilité de contaminations multiples chez une méme
personne. En raison de sa nature diploide, le VIH peut augmenter son potentiel de
succes évolutif par recombinaison. Le nouveau virus recombinant est donc une
mosaique contenant des séquences provenant de plusieurs génomes parentaux. Ce
phénomeéne de recombinaison entre 2 souches distinctes peut se produire dans les
deux semaines qui suivent l'infection (Wooley et al., 1997) ou a un stade plus
avancé de linfection et le VIH subirait 2 & 3 événements de recombinaisons par le

génome par cycle de réplication (Jetzt et al., 2000).

On a initialement suspecté que la recombinaison entre les virus du groupe M et
ceux du groupe O ne serait pas possible a cause de leur niveau élevé de divergence.
Cependant, deux rapports ont documenté une recombinaison intergroupe chez deux
patients différents au Cameroun (Peeters et al., 1999; Yamaguchi et al., 2004).
Tandis qu'une double infection par VIH1 et VIH2 a été souvent rapportée dans les

régions ou ces deux virus circulent (van der Loeff et al., 2006).

3.2. Les différents groupes, sous types et formes recombinants

L’'origine du VIH humain est retracée comme liée a de multiples infections
zoonotiques et probablement liés aux contacts des chasseurs et bouchers avec les
fluides corporelles des primates infectés par les SIV (Kalish et al., 2005; Wolfe et
al., 2004). Deux types de VIH sont distingués, le VIH-1 provenant du SIV des
chimpanzés (SIV cpz) (Gao et al., 1999) et le VIH-2 provenant du SIV de sooty
mangabeys (SIV sm) (Gao et al., 1992). La multiplicité des passages des SIV a
'homme est a l'origine de I'existence des différents groupes du VIH. Le VIH-1 est a
l'origine de la grande pandémie du SIDA et peut étre subdivisé en quatre groupes
(M, N, O etP).
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3.2.1. Les différents groupes du VIH-1

Le VIH-1 groupe O (Outlier) est le groupe le plus divergent et des études ont suggéré
qu’il aurait pour origine des SIV infectant les gorilles (SIV gor) ((Van Heuverswyn et
al., 2006). Le SIV gor étant proche du SIV cpz, il est possible que les gorilles aient
été des réservoirs intermédiaires du VIH-1 groupe O (Takehisa et al., 2009).
L’épidémie de l'infection a VIH-1 groupe O est restreinte a la partie Ouest de I'Afrique
Centrale et ce sont environ 15 000 personnes qui seraient infectées par ce variant au

cameroun (Ayouba et al., 2001; Brennan et al., 2008).

Le VIH-1 groupe N (New) a été identifié en 1998 (Simon et al., 1998) et aurait pour
origine une lignée de SIV cpz retrouvée chez les chimpanzés Pan troglodytes
troglodytes de la partie centrale et du Sud Cameroun (Keele et al., 2006). Ce variant
est extrémement rare avec moins de 50 cas qui ont été identifiés a ce jour et ils ont
tous été retrouvés au Cameroun (Ayouba et al., 2000; Bodelle et al., 2004; Roques
et al., 2004).

Récemment, un nouveau groupe (P) a été décrit chez une femme d’origine
camerounaise (Plantier et al., 2009). Ce groupe serait proche du SIV gor sans
évidence de recombinaison avec les autres groupes du VIH-1. A ce jour, 2 cas ont
été identifiés confirmant la circulation de ce variant qui pourrait exister a I'état latent
au Cameroun (Plantier et al., 2009; Vallari et al., 2010).

Le VIH-1 groupe M (Major) est responsable de la pandémie actuelle du SIDA avec
plus de 95% des personnes vivant avec le VIH. Son origine a été clairement établie
et il proviendrait d’'un SIV cpzPtt qui est encore retrouvé chez les chimpanzés Pan
troglodytes troglodytes du Sud-Est du Cameroun (Keele et al., 2006). Ce virus aurait
probablement été transmis localement avant de gagner la République Démocratique

du Congo a partir duquel le VIH-1 se serait propagé dans le monde (Parris, 2007).

3.2.2. Les différents sous-types et formes recombinantes du groupe M

Dans le début des années 1990, le séquengage et I'alignement des genes env et gag
a partir de différentes souches de VIH-1 a permis pour la premiére fois d’établir
'existence de clades génétiques bien définies au sein du VIH-1 M. Et c’est sur la
base de cette information que les sous types A, B, C, D, E et F ont été reconnus en
1993 (lien). En 1994, les sous-types G et H ont été caractérisés en Afrique centrale
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et plus tard les sous-types | (1995), J (1999) et K (2000) ont été décrits (Janssens et
al., 1994; Kostrikis et al., 1995; Laukkanen et al., 1999; Triques et al., 2000).
Selon la classification actuelle, le groupe M du VIH-1 comprendre neuf différents
sous-types « purs » ou formes non recombinantes (A-D, F-H, J et K). La divergence
des nucléotides entre les sous-types du VIH-1 est de 25 a 30% au niveau du géne
env alors que dans le gene pol (la partie la plus conservée du génome des

rétrovirus), elle est d’environ 9-11% (Santos and Soares, 2010).

L’apparition de discordance dans I'analyse phylogénétique entre le géne env et gag
suggeérent la présence de formes recombinantes. Les premiers cas de recombinaison
identifiés concernés le sous-type E qui formait un cluster unique particulier dans
'analyse du géne env alors que sur I'analyse du géne gag il se regroupait dans le
cluster du sous-type A. Ainsi le sous-type E « pur » était le résultat d’'un événement
de recombinaison entre le sous-type A d’une région gag et de la région env d’une
autre souche (McCutchan et al., 1996). Cette virus recombinant a été donc
renommé CRF01_AE du nom des sous-types qui le composent. Cependant, il aurait
été suggére que ce CRF01_AE ne soit pas une forme recombinant, mais plutdt un
sous-sous-type du clade A dont la région env aurait muté plus rapidement que la
région gag ou pol (Anderson et al., 2000). D’autres cas de formes recombinantes
ont été décrites comme le sous-type G qui est classé A en env et G en gag (Carr et
al., 1998; McCutchan et al., 1999; Santos et al., 2006). Le sous-type | « pur » a été
identifié comme étant un recombinant complexe impliquant entre les sous-types A, G
et | (Nasioulas et al., 1999)

Les isolats de recombinants inter-sous-types sont divisés en deux catégories
distincts : ceux qui sont retrouvés dans une population avec au moins trois
personnes sans lien épidémiologique présentant les mémes points de recombinaison
inter-sous-typique sont appelés formes recombinantes circulantes (ou CRFs). A
l'inverse, ceux qui ont été isolés chez moins de trois personnes sont appelés formes
recombinantes uniques (ou URFs). Par conséquent, ces formes recombinantes ne
constituent pas les grandes épidémies ; elles sont plutét le sous-produit de brassage
de multiples sous-types/CRF circulant dans une région donnée (Janssens et al.,,
1997).
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3.3. Répartition des sous types et formes recombinantes dans le monde

La distribution des sous-types du VIH-1 dans le monde est trés hétérogene avec une
prévalence régionale de variants spécifiques (figure 13) (Janssens et al., 1997). La
forme la plus répandue de VIH-1 est le sous-type C qui en 2004 a été responsable
d’environ 50% des infections mondiales (Hemelaar et al., 2006). Il est prévalent
dans les pays de I'Afrique Australe (avec 2/3 des cas de VIH dans le monde), de
I'Afrique de I'Est, dans la région Sud du Brésil, en Inde (zone de forte densité de
population) et dans les pays avoisinants. Le sous-type A est trés répandu en Europe
centrale, en Afrique, en Iran et Europe de I'Est et en Asie centrale. C’est le sous-
sous-type A1 qui la forme la plus répandue, alors que les sous-sous-types A2 et A3
se trouvent principalement en Afrique et rarement en Europe. Le sous-type B est le
variant qui a le plus diffusé, il prédomine dans les pays développés tels que les
Etats-Unies, les pays de I'Europe occidentale, le Japon et I'Australie. Les six autres
sous-types du VIH-1 (D, F, G, H, J et K) sont relativement peu représentés avec

seulement 10% des nouvelles infections en 2004 (Hemelaar et al., 2006).

Certains CRFs ont un grand impact sur les épidémies locales du VIH/SIDA tels que
le CRFO1_AE en Asie du Sud et le CRF02_AG en Afrique de I'Ouest. Le CRF06_cpx
est la deuxiéme forme recombinante circulante en Afrique de I'Ouest en termes de
prévalence alors que les autres CRFs ont une implication beaucoup plus faible
(Ramirez et al., 2008). Des recombinants diverses impliquant ces CRF ont été
également décrits, bien qu’en de faibles proportions. En Afrique de I'Ouest, c'est le
cas du CRF02_AG/CRF06 _cpx au Niger (Mamadou et al., 2003) et du
CRF02_AG/CRF09_cpx en Céte d’lvoire (Toni et al., 2005).

En définitive, 'épidémiologie moléculaire du VIH-1 est un processus dynamique dans
le temps. Pour exemple, le sous-type C qui ne serait entré au Brésil qu’au milieu des
années 1980 (Santos AF et al., 2007 ; Salemi M et al., 2005 ; Bello G et al., 2008)
représente de nos jours 50% des nouvelles infections dans la région du Sud du
Brésil et 5-30% dans les pays voisins (Soares EA et al., 2005 ; Locatelli D et al.,
2007). De méme, dans la partie Australe et Orientale de I'Afrique, le sous-type C
surclasse tous les autres sous-types pratiquement en extinction, tels que les sous-
types B et D, qui étaient largement représentés dans cette région dans les années
1980 (Williamson C et al., 1995 ; Jacobs GB et al., 2009).
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Figure 13 : Distribution géographique des formes génétiques du VIH-1.
Le camembert avec les pourcentages, représente les proportions relatives de chacun des sous-

types/CRF du VIH-1 groupe M identifiés a travers le monde (Hemelaar, 2012).

3.4. Impact de la diversité génétique sur le diagnostic et le monitoring

La diversité génétique constitue un grave probléeme de santé publique et les
incidences de la diversité génétique du VIH vont avoir un impact sur tous les aspects
de la prise en charge de l'infection. Elles sont perceptibles sur le diagnostic, la
quantification de la charge virale, la transmission et la progression de la maladie, la

réponse au traitement antirétroviral et le développement de vaccins.

3.4.1. Impact de la diversité génétique sur le diagnostic

La majorité des tests sérologiques du VIH vise les anticorps anti-VIH. A l'origine, ces
tests utilisaient seulement les épitopes du sous-type B. Lorsque le groupe O du VIH
a émergé au début des années 1990, il s'est réevélé négatif sur beaucoup de tests
approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) et ces tests ont étaient congu
sur la base du sous type B (Gaschen et al., 2002). Cet échec a conduit a I'évaluation
systématique des tests approuvés par la FDA parce que ces tests avaient une

réactivité sur un large spectre des sous-types du groupe M du VIH-1.

Si la diversité génétique du VIH a eu un impact minime sur le diagnostic sérologique,

du fait de la conservation des acides aminés des épitopes immunodominants au
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niveau des protéines structurales, le challenge est beaucoup plus importants pour les
tests de diagnostic moléculaire (Butler et al., 2007; Parry et al., 2003). Ainsi
plusieurs amorces génériques permettant d’'identifier tous les sous types du VIH-1
ont été concues comme des outils de détection et de confirmation des infections VIH
et a SlVcpz a travers le monde (Yang et al., 1999). Ces amorces permettent non
seulement d’identifier tous les sous types du VIH mais aussi de réaliser des analyses
phylogéniques pour identifier les sous types dans les études d’épidémiologie

moléculaire (Yang et al., 2000a; Yang et al., 2000b).

3.4.2. Impact de la diversité sur le monitoring virologique

L’utilisation de la charge virale comme marqueur de la progression de la maladie et
de l'efficacité du traitement antirétroviral est importante dans le management clinique
de l'infection a VIH (Holguin, 2004; van den Berk et al., 2003). Il existe plusieurs
méthodes de détermination de la charge virale. La RT-PCR dépendant des amorces
spécifiques, il a été noté dans les premiers tests congus sur la base du sous-type B,
n'ont pas souvent parvenus a détecter correctement les sous-types non-B, en
particulier A, F et CRFO1_AE (Mellors et al., 1997). L'ajout d'amorces spécifiques
des sous-types AG, a considérablement amélioré la fiabilité des tests de RT-PCR
(Chew et al., 1999; Debyser et al., 1998; Nolte et al., 1998; Parekh et al., 1999).
Les capacités de ces tests a quantifier la charge virale plasmatique de l'infection due
a un sous type non B continuent de faire I'objet de nombreuses études et beaucoup
de progres ont été faits pour améliorer la sensibilité de ces tests de maniére a
quantifier tous les sous types du VIH-1, aussi bien sur le plasma que sur des spots
de sang séchés (Berger et al., 2005; Bourlet et al., 2011; Choi et al., 2009;
Garrido et al., 2009; Rouet et al., 2010). La technologie Abbott RealTime HIV-1 et
la nouvelle version de Cobas Tagman sont les tests disponibles a ce jour, pouvant
détecter efficacement les souches du groupe O et P (Church et al., 2011; Sire et al.,
2011; Sizmann et al.,, 2010; Swanson et al.,, 2007) alors que la technologie

Nuclisens EasyQ arrive a quantifier le VIH-2 groupe A (Rodes et al., 2007).

3.4.3. Impact de la diversité génétique sur le traitement :

L’'impact de la diversité génétique sur la réponse au traitement est une question
cruciale car les molécules ARV ont été mises au point sur la base des souches B
alors que plus de 80% des cas de VIH sont dus a des sous types non B.
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Tant la résistance naturelle des différents virus chez les personnes naives de
traitement ainsi que la propension des virus pour le développement de la résistance
aux ARV aprés le traitement sont des préoccupations majeures (Loemba et al.,
2002; Ruelle et al., 2004). Mais malgré les variabilités génétiques claires entre les
différents sous types, que ce soit en pré ou en post-traitement peu de différences
cliniquement significatives de la réponse au traitement ont été répertoriés entre les
sous-types (Adje et al., 2001). Beaucoup d'autres facteurs, notamment Ila
disponibilité du traitement ARV et 'observance peuvent jouer un réle important dans
les différentes formes de résistance entre les sous-types non-B répandues dans le
monde et le sous type B endémique dans les pays les plus développés (Apetrei et
al., 1998).

3.4.4. Impact de la diversité génétique sur la recherche vaccinale :

La diversité génétique a des conséquences importantes sur la santé publique et
clinique et reste également I'un des obstacles majeurs a la découverte d’'un vaccin
préventif efficace. Depuis plus de 30 ans, toutes les stratégies sont tentées et,
jusque la, tous les candidats vaccins qui ont réussi a stimuler la production de titres
élevés anticorps neutralisants ont échoué par rapport a la protection contre
l'infection. Le VIH induit relativement peu d'anticorps neutralisants (Kaleebu et al.,
2002), Mais la recherche sur les anticorps a repris et des études ont montré la place
importante des Ac neutralisants dans la réponse immunitaire (Blish et al., 2008;
Scheid et al., 2009).

L’espoir est aussi entrain de renaitre depuis la découverte de 3 anticorps (dont 2 qui
sont des variants somatiques : VRCO01 et VRC02) capables de neutraliser in vitro
plus de 90% des souches de VIH-1 circulants (Wu et al., 2010). Cette découverte
représente ainsi un espoir réel pour le vaccin car il s’affranchit de la diversité
genétique en sélectionnant des sites d'immunisation conservés d’une souche virale a
l'autre (Zhou et al., 2010). Enfin, d’autres pistes de recherche plus récentes ont été
décrites avec I'étude sur la prophylaxie prés exposition, dénommée PrEP (Karim et
al., 2011; Ruffin et al., 2012). .

4. Les outils de diagnostic et de monitoring biologique du VIH
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4.1. Les techniques de diagnostic de I'infection a VIH/SIDA

Deux types de techniques sont utilisés : les techniques indirectes permettent la
détection des anticorps et les techniques directes permettent la mise en évidence
des virus (par culture), des protéines virales (Ag p24) et du génome viral (ARN
plasmatique ou ADN proviral).

Chez I'adulte, le diagnostic de l'infection a VIH repose essentiellement sur la mise en
évidence des anticorps par sérologie sauf dans le cas d’infection par un variant non
détectable par les trousses disponibles et dans le cas primo-infection (ARN viral, Ag
p24). Et chez les nouveaux nés, le diagnostic de l'infection se fait par I'utilisation des

techniques directes (ARN plasmatique ou ADN proviral).

4.1.1. Les techniques moléculaires de diagnostic

v La technologie Amplicor ADN VIH-1 (roche)

Le test Amplicor HIV-1 ADN test®, version1.5 est basé sur 'amplification par PCR
d’'une séquence de 155 pb du géne gag suivie d’'une détection par hybridation de
sondes spécifiques en présence d'un contréle interne. Tout d’abord, une étape de
préparation des échantillons est réalisée en présence de détergent suivie de
I'extraction de 'ADN viral a chaud. Aprés I'amplification par PCR, une détection de
I’ADN viral et du contrdle interne est réalisée séparément aprés une dénaturation
chimique. La fixation d’'un conjugué marqué a I'Avidine peroxydase permet la lecture

de I'absorbance a une longueur d’'onde de 450nm
v la technologie de Roche Cobas AmpliPrep/COBAS TaqMan HIV-1 Qual

Le test Roche® CAP/CTM HIV-1 Qual est un test qualitatif consistant a la détection
simultanée de 'ADN du VIH-1 et du contréle interne (Cl). Le test cible une région
hautement conservée du géne gag P24 du VIH-1. Ce test combine I'extraction
automatisée 'ADN a une étape d’amplification-détection sur un systéme entierement
intégré.

v La technologie Abbott RealTime HIV-1® (Abbott), des laboratoires Abbott
Abbott RealTime HIV-1 Qualitative est un dosage in vitro par amplification d’acides
nucléiques du HIV-1 (ARN ou ADN). C’est une technique qui est entierement

automatisée et amplifie la région pol/intégrase et la détection se fait a I'aide de sonde

marquée partiellement double brin.
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v La technologie de NucliSens EasyQ HIV v1.1®
La technologie de NucliSens EasyQ HIV v1.1® des laboratoires Biomérieux permet la
quantification de ’'ARN viral par amplification-détection d’'une séquence cible du géne
gag selon les instructions du fabricant (BioMérieux, Lyon, France). L'extraction utilise
le principe de la technique de Boom grace a de particules de silice magnétique
ajoutées au lysat. Une amplification de type NASBA (Nucleic Acid Sequence Based
Amplification) de 'ARN viral et du contréle interne se feront simultanément avant la
détection en temps réel a I'aide de balises moléculaires.

v' La technologie BIOCENTRIC
Le kit générique HIV-1 quali (BIOCENTRIC, Brandol, France) réalise une
amplification par RT-PCR ciblant les régions gag et LTR du génome du HIV et
détection se fait grace a une sonde de type Tagman. Cette technique détecte les
groups M, O et plusieurs CRFs. L’extraction se fait de fagon manuel avec le Qiagen
spin column (QlAamp Viral RNA Mini Kit, Qiagen, Courtaboeuf, France) et
'amplification se fait grace a I'automate PRISM 7300 (Applied BioSystems, Foster
City, CA, USA).

4.2. Les outils de monitoring biologique du VIH

Pour les patients avec des tests de diagnostic positif, le monitoring biologique se fait
avec un bilan regroupant des tests sérologique, hématologie, biochimique,
immunologique et virologique. Pour ce dernier, il utilise la quantification de la charge

virale et les tests de résistances développés.

4.2.1. Les techniques de suivi virologique

Le test de charge virale constitue la méthode de référence pour le suivi des patients
vivant avec le VIH sous traitement ARV. Elle permet de mesurer la réplication virale
et de prédire I'évolution de linfection. La quantification de la charge virale est
devenue une recommandation forte de 'OMS pour le monitoring des patients vivant

avec le VIH.

Les technologies de charge virale peuvent étre divisées en techniques basées sur
les acides nucléiques (qui détectent et amplifient les acides nucléiques) et en
techniques non basées sur les acides nucléiques qui détectent et quantifient les

protéines et enzymes virales. Mais dans le contexte des pays a ressouces limitées,
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ce sont les technologies de charge virale basées sur I'amplification des acides
nucléiques qui sont les plus utilisées.
Les platformes Abbott Real time, NucliSens HIV EasyQ, COBAS TagMan et
BIOCENTRIC ont été présentées dans la partie diagnostique précoce. Les autres
plateformes de charge virales disponibles sont :

v" VERSANT™ kPCR Molecular System (Siemens Healthcare Diagnostics,

Inc.)

Le test Versant HIV de Siemens est une technique entierement automatisée.
L’extraction utilise des billes magnétiques aprés une étape de lyse avec la protéinase
K et un tampon chaotropic. L’amplification est une RT-PCR ciblant la région pol et la
détection se fait par des sondes de type Taman. Le test Versant HIV de Siemens
utilise la technologie “one-room” et détecte les VIH-1 groupe M, O et les CRFs.

v' The artus™ HIV-1 RG/QS-RGQ RT-PCR System (QIAGEN N.V.)
Le test Artus de QIAGEN utilise une amplification par RT-PCR en temps réel ciblant
la région LTR. L’extraction peut étre automatisée grace a la plateforme d’extraction
automatique : le systétme QIAsymphonyTM SP/AS. L’extraction peut également étre

manuelle avec l'automate : le systéme QIAamp® DSP Virus Kit

4.2.2. Implantation et décentralisation des plateformes de charge virale

En 2013, 'OMS a recommandé I'utilisation de la charge virale comme la méthode de
référence pour le monitoring et la confirmation de I'échec aux TARV. Mais, il y a de
nombreux défis a la mise en place et la décentralisation de la charge virale dans le
contexte de pays a ressources. Le document sur les considérations techniques et
opérationnelles pour l'implantation de la charge virale de 'OMS fournit des conseils
sur la mise en ceuvre et la décentralisation de la charge virale pour les programmes,
les ministéres de la santé et les partenaires techniques et financiers en utilisant une
approche en trois phases : la planification, la mise a I'échelle ou décentralisation et la
pérennisation. Cette publication est destinée a servir de point de référence pour les

pays qu'ils soient débutant a la mise en ceuvre ou a la mise a I'échelle.

Phase 1: la planification

La planification est la clé de I'implantation et la décentralisation des tests de charge
virale pour les programmes nationaux la lutte contre le VIH. La planification repose

sur les points suivant :
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L’engagement des politiques et gouvernements : L'accés universel des
tests de charge virale pour tous les patients sous TARV nécessite une
planification rigoureuse, avec la contribution de tous les acteurs concernés, un
calendrier réaliste, mais robuste et des stratégies de placement et la diffusion
des nouvelles technologies a I'échelle nationale. Les gouvernements
nationaux sont les mieux placés pour réunir les parties prenantes, d'organiser
la réponse et de diriger des groupes de travail dédiés a I'élaboration et la mise
en ceuvre des programmes pour le monitoring de la charge virale.
L’harmonisation : Elle est essentielle au niveau national pour optimiser a la
fois la mise en ceuvre des programmes et de la gestion des laboratoires. D'un
point de vue programmatique, les normes de prestation de services dans les
installations devraient étre clairement établies et intégrées a tous les niveaux
de la gestion du programme. Il est également important pour les responsables
des programmes nationaux de maintenir ouvertes les voies de communication
et les opportunités pour l'examen du programme. De méme, le réle du
laboratoire de référence central ou national sera également d’établir des
normes pour la gestion des laboratoires, la formation du personnel,
'assurance de la qualité et la correction des dosages, la documentation et les
rapports qui peuvent ensuite étre traduits a des opérations au niveau du
laboratoire régional.

Le développement d’un algorithme clinique pour le suivi par la charge
virale : Réviser I'algorithme national de surveillance du TARV est une pierre
angulaire dans la planification et la décentralisation des tests de charge virale,
car il influe considérablement sur de nombreuses décisions ultérieures,
notamment le nombre de tests et leurs colts pour les programmes. Les
gestionnaires des programmes doivent collaborer étroitement avec les
cliniciens, les dispensateurs des TARV et le laboratoire pour déterminer si des
modifications sont nécessaires pour adapter au mieux a I'épidémie nationale.
La cartographie et la prévision d’un réseau pour les plateformes de
charge virale : la phase de planification devrait inclure la cartographie des
besoins en matiére de tests de charge virale, I'évaluation des ressources
existantes et la nécessité de renforcement des équipements. Les programmes

devraient veiller a ce que les algorithmes cliniques pour les tests de charge
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virale ne dépassent pas les capacités existantes pour fournir les meilleurs
soins.

L’évaluation des besoins en charge virale : les données sur les capacités
de réalisation des tests de charge virale et les informations sur les systémes
existants pour appuyer la réalisation de la charge virale (diagnostic précoce et
CD4) doivent étre pris en compte lors de I'évaluation.

Le cout des tests de charge virale : le prix pour un test de charge virale peut
varier (10 $ - 60 $) selon le fabricant et/ou le pays. Récemment, plusieurs
fabricants se sont engagés a des accords régionaux en ce qui a la réduction
des tarifs pour les réactifs de charge virale (environ 10,50 $ US). Un plan
d'approvisionnement pour les marchés avec des commandes groupées pour
les réactifs et les consommables sur une base trimestrielle devrait également
étre envisagé méme si une commande annuelle est souhaitée. |l convient
donc de prévoir des livraisons échelonnées en compte tenue des courtes
dates de péremption des réactifs et les obligations liées a leur conservation.
Type d'échantillon et la sélection de produits : la sélection des produits
devrait tenir compte de la performance ainsi que les caractéristiques
opérationnelles pour veiller a ce que les produits et les échantillons soient
adaptés. Les caractéristiques de chaque type d'échantillon doit étre pris en
compte selon les réseaux de transport existant, les infrastructures et les
plateformes de charge virale disponibles. Certains programmes combinent
différents types de prélévements et plateformes pour étre optimal et pour
mieux répondre a différents parametres. Chaque type de plateforme et de
prélevement doit étre validé pour assurer des résultats de qualité.

Les caractéristiques des différentes plateformes de charge virale : Bien
que les spécifications techniques des plateformes de charge virale soient
disponibles, mais des conseils pratiques doivent étre pris au moment de
choisir les plateformes de la charge virale. Les technologies actuelles différent
en termes de principe, du débit, du colt, des infrastructures, des ressources
humaines nécessaires et la capacité a utiliser les DBS.

L’acquisition de matériel : Il existe trois méthodes courantes de I'acquisition

de matériel de laboratoire : I'achat, la location et location a bail. La méthode
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dicte le type de contrat de maintenance, le colt et les différentes conditions de

paiement.

Phase 2 : Mise a I’échelle ou décentralisation des plateformes de charge virale

La décentralisation des plateformes de charge virale est recommandée pour assurer

un succés du monitoring. Cette approche permettent d’évite le déplacement des

prélevements, du personnel de laboratoire ou clinique et permet une collecte et une

gestion optimale des données programmatiques et opérationnelles sur le plan

nationale.

La suppression progressive de la routine pour la charge virale : les pays
devraient élaborer des stratégies détaillées, spécifiques et chaque pays devra
faire la transition systématiquement de la surveillance de routine a la
surveillance par la charge virale pour tous les patients sous TARV. L'approche
peut étre appliquée progressivement en fonction de plusieurs facteurs (tels
que la répartition géographique et la capacité existante) en mettant I'accent
sur les populations prioritaires ou une combinaison. La planification de la
phase de décentralisation doit inclure une prévision rigoureuse des codts et du
financement des analyses. Si les pays décident d'éliminer les CD4 en méme
temps que la décentralisation de la charge virale pour les personnes sous
TARV. le budget pour la CD4 doit étre redéployé pour les tests de CV.

Les ressources humaines : Pour la gestion efficace de la mise a échelle, |l
faut investir dans les ressources humaines pour assurer la qualité des soins.
Une cartographie de la capacité des ressources humaines existantes pour
chaque type de travail est fortement encouragée. La formation, le mentorat et
la surveillance sont nécessaires et doit étre réalisées par un personnel de
laboratoire expérimenté pour coordonner et superviser la mise en ceuvre et la
décentralisation des tests de charge virale.

La formation et la supervision : I'élargissement du test de la charge virale
représente un changement de paradigme dans la surveillance TARV pour de
nombreux pays, des plans de formation et de communication détaillées sont
nécessaires pour assurer la diffusion d'informations précises a toutes les

parties prenantes. Des plans de formation pour chaque type de travailleur
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devrait inclure un curriculum de la formation, la rotation du personnel et un
recyclage des compétences.

Systeme de management de la qualité : le maintien de la qualité des
résultats de charge virale dans la mise a échelle exige le renforcement des
systemes d'assurance qualité et le réseau des plateformes de charge virale.
Chaque pays doit avoir un systéme de management de la qualité et un plan
d'assurance qualité externe pour s’assurer que tous les tests sont disponibles,
exacts et opportuns. Un systeme de gestion de la qualité comprend un cycle
continu de monitoring, d'évaluation et d'amélioration de la qualité du
processus a tous les niveaux du programme.

Pour veiller a ce que le réseau de charge virale soit renforcé et intégré dans le
cadre du systeme global de santé, le systeme de gestion de la qualité devrait
concentrer ses efforts sur I'obtention d'accréditation internationale pour les
laboratoires d'analyses biomédicales. Ainsi, une approche par étapes en
utilisant les normes internationalement reconnues (SLMTA, SLIPTA ou
équivalent) doit étre mise en ceuvre pour encourager et soutenir la mise en

ceuvre d'un systeme de gestion de la qualité dans les laboratoires.

PHASE 3: Pérennisation - maintien un réseau de test de charge virale

L'harmonisation entre les partenaires et les partenaires d'exécution : La
mise en ceuvre d'un programme national de charge virale de qualité nécessite
la coordination entre toutes les parties prenantes (bailleurs de fonds et les
partenaires d'exécution) pour fournir un appui pour la prestation de services
liés au VIH. Il est important d'harmoniser la réalisation de la virale charge, le
report et le monitoring au niveau national.

Les systéemes de suivi, dévaluation et d'information : La centralisation du
suivi et de I'évaluation constitue un élément clé pour s’informer de l'expansion
et la maintenance des plateformes de charge virale. Le ministére de la santé
devrait recueillir et analyser des données sur l'efficacité du programme et la
performance dans le cadre d'un plan de suivi et d'évaluation plus large. Ces
données doivent étre présentées et partagées avec toutes les parties
prenantes. Les formulaires de demande de charge virale représentent une
opportunité pour la collecte de données sur les éléments clés du programme

de test de charge virale nationale. Les formulaires peuvent étre utilisés pour
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surveiller les progreés dans I'implantation de la charge virale et la qualité de la
prestation de services cliniques. Les formulaires de demande de charge virale
et les rapports doivent étre simples, claires et succinctes pour s’assurer qu'ils
soient remplis avec précision et rapidité.

e La collecte et I'analyse des données : La collecte de données et le contrdle
continu sont nécessaires pour informer les gestionnaires de programme du
volume et de la qualité des services de la charge virale implantées et prévues.
Des examens trimestriels ou semestriels avec les parties prenantes peuvent
étre organisés pour corriger et rendre compte des résultats aux partenaires.
Les données recueillies et les enseignements tirés sont des informations
importantes pour les décideurs et les bailleurs de fonds.

e Les recherches opérationnelles en cours : Les pays devraient envisager
d'autres domaines de recherche opérationnelle pour améliorer le réseau de
test de charge virale. Et d’autres questions actualités qui tournent autour du
cout, de l'impact et la durabilité des tests de charge virale, l'impact et les
résultats pour les populations prioritaires, la non-observance, la transmission

et acquisition de résistances aux ARV.

4.3. L’étude de la diversité génétique

Les techniques moléculaires sont essentiellement basées sur la méthode de la PCR
et le principe de base repose sur une amplification génique d’'un ou de plusieurs

génes a partir d'’ADN ou d’ARN viral apres une étape de rétrotranscription.

e Séquencgage et phylogénie moléculaire
Le séquengage est la méthode la plus précise et fiable pour identifier les variants du
VIH-1. La méthode de séquencgage la plus utilisée actuellement, est celle de Sanger
réalisée avec des didéoxynucléotides ou terminateurs de chaine (Sanger et al.,
1977). Aprés la PCR, les séquences obtenues (génome complet ou partiel) sont
analysées par phylogénie pour déterminer leurs liens avec des séquences
antérieurement carctérisées et disponibles dans les bases de données

(http://www.ebi.ac.uk/embl/, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Plusieurs

méthodes phylogénétiques sont utilisées pour I'analyse des séquences : la méthode

du plus proche voisin (Neighbor Joining)(Saitou and Nei, 1987), la méthode du
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maximum de vraisemblance (Maximun Likelihood) (Felsenstein, 1981) et I'analyse
des recombinaisons (Rip, Blast subtyping et le bootscanning (Salminen et al., 1995).

e Multi-region Hybridization Assay (MHA)
C’est une technique qui permet de caractériser les sous-types, recombinants et les
doubles infections par amplification de plusieurs régions du génome (Hoelscher et
al., 2002). La technologie utilise le principe de la PCR en temps réel avec des
sondes spécifiques. Cette a été utiliser pour l'identification de huit variants communs
entre I'Afrique de I'Ouest et du Centre. Elle a aussi démontré la capacité de cette
technique de mettre en évidence les doubles infections et par conséquent, elle peut
étre utilisée cbomme outil de surveillance de la variabilité génétique et le suivi des
doubles infections dans les pays africains (Vidal et al., 2013).

¢ Single Genom Amplification (SGA)
Il a été démontré que les techniques de PCR et de séquencage classiques ne
détectent que les variants majoritaires, supérieurs a 20% de la population virale chez
un individu infecté (Gunthard et al., 1998). Cependant, certains aspects de la
recherche nécessitent la mise en place d’une nouvelle technique pour 'amplification
des variants minoritaires (Johnson et al., 2008). Le SGA initialement appelé SGS
(Single Genom Sequencing) a été utilisé pour démontrer les limites des techniques
de la PCR classique et de séquengage dans I'étude de la diversité génétique et la
détection des mutations associées a la résistance aux antirétroviraux (ARV). Le SGA
permet de détecter 10% des mutations de résistance en plus de celles détectées par
la technique de séquencage classique. Le SGA est aussi utilisé dans I'analyse
moléculaire de la transmission du VIH-1 et son évolution dans les populations clés.
Ces résultats qui ont été obtenus en appliquant le SGA sur le géne env, montrent
aussi sa faisabilité sur d’autres génes du génome viral en entier (Salazar-Gonzalez
et al., 2008).

e Le séquencage a haut débit
C'est en 2007 qu’est apparue sur le marché la premiére génération des appareils de
séquencage a haut débit. Globalement leurs technologies sont assez proches et
fonctionnent en 3 étapes. La premiere consiste en la préparation et I'amplification
des molécules d'ADN a analyser. La seconde permet l'incorporation des bases
complémentaires du brin a séquencer. Enfin la derniére étape comprend la lecture de

la séquence proprement dite. Trois technologies sont apparues de fagon quasi
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simultanée : le pyroséquengage, le séquengage avec des terminateurs réversibles et
le séquengage par ligation et leurs caractéristiques sont décrites ci-dessous.

o Pyroséquencage (Roche)
Avec cette méthode, I'ADN subit aprés fragmentation une étape d'amplification par
PCR. Cette PCR est réalisée en émulsion, ce qui permet d'effectuer plusieurs
millions de réactions indépendantes dans un seul tube. Le mélange obtenu est
ensuite déposé sur une plaque ou chaque emplacement ne peut contenir qu'une
seule molécule d’ADN amplifiée. La réaction de séquencage par synthese est alors
initiée base par base. La lecture de chaque base incorporée est révélée a l'aide
d'une réaction chemoluminescente et détectée par une caméra CCD.
Les erreurs de séquences détectées sont majoritairement des insertions/délétions
dues aux régions homopolymeéres (répétitions identiques de la méme base).

o Séquencgage a l'aide de terminateurs réversibles (llllumina)
Pour cette technique, I'amplification de I'échantillon a analyser ne s'effectue pas en
solution mais sur un support ou I'ADN a été amplifié. Elle se déroule position apres
position en ajoutant un mélange contenant toutes les bases associées chacune a un
fluorophore différent. L'extrémité de ces bases est protégée pour empécher I'addition
de bases supplémentaires a chaque cycle d’incorporation. Une lecture laser permet
alors de détecter simultanément toutes les positions incorporées. Le clivage des
fluorophores permet ensuite l'incorporation de la base suivante. La lecture est
effectuée ainsi cycle aprés cycle.
Chaque position étant lue l'une aprés lautre, les erreurs principales de cette
technologie sont des erreurs de substitution d’une base par une autre.

o Séquencgage par ligation (Applied Biosystems)
La premiére étape d'amplification de la méthode de séquencage d’Applied
Biosystems est identique a celle du pyroséquengage. Par contre, les séquences
amplifiées sont fixées sur un support solide au lieu d'une plaque. La réaction de
séquencage s'effectue ensuite par un systéme assez complexe de cycles de ligation
et de clivage. Cette technique va permettre non seulement la lecture de la séquence
mais inclut un systéme de correction des erreurs d’incorporations.
Le systéme incorporé de correction d'erreurs associé a I'utilisation de la ligase rend

cette technologie tres fiable.
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CHAPITRE 2 : GENERALITE SUR LE VHC
1. Histoire de l'infection a VHC

1.1. Découverte du Virus de I’Hépatite C (VHC)

Dans les années 70, en développant des tests sérologiques pour la détection des
virus de I'hnépatite A ou B (VHA ou VHB) chez les patients atteints d’Hépatite,
Feinstone et collaborateurs observérent que certains patients étaient séronégatifs
pour le virus de I'hépatite A et B. lls en déduisirent I'existence d’'un agent inconnu
pouvant causer des hépatites non A non B (NANBH) (Feinstone et al., 1975).

En 1978, Alter et son équipe réussirent a infecter des chimpanzés a partir des
sérums de patients ayant une hépatite NANBH (Alter et al., 1978). Mais aucune
technique classique ne permis l'isolement d’antigénes, ou de particules infectieuses.
Dix ans plus tard, Choo et al. produisirent une banque d’expression d’ADNc, a partir
du sérum de ces chimpanzés infectés, puis criblerent cette banque avec des sérums
de patients atteints de NANBH (Choo et al., 1989). Ce procédé a permis d’identifier
les caractéristiques moléculaires de I'agent causal des NANBH, que nous appelons
aujourd’hui le virus de I'Hépatite C. Cette découverte permis de mettre au point un
dépistage ELISA, mettant ainsi fin a la premiére cause de transmission du VHC, a

savoir, la transfusion sanguine.

1.2. Classification du VHC

Le virus de I'Hépatite C est classé dans la famille des Flaviviridae. Cette famille est
constituée de trois genres : le genre Flavivirus (virus de la fiévre jaune, virus de la
Dengue, West Nile virus), le genre Pestivirus (virus de la peste porcine, virus de la
diarrhée bovine) (Miller and Purcell, 1990) et le genre Hepacivirus (VHC, GB virus
A, B et C) (Robertson et al., 1998). C’est un virus au tropisme restreint, puisqu’il
infecte principalement les hépatocytes, mais peut également étre retrouvé dans les
cellules dendritiques et les cellules mononuclées sanguines (Navas et al., 2002;
Okuda et al., 1999). Le VHC est réparti en 6 génotypes (1 a 6) et en plusieurs sous
types. Les génotypes different entre eux de 30% a 35% au niveau de leurs
séquences nucléotidiques (Simmonds, 2004). Dans un méme génotype on distingue
différents sous types (désignés par des lettres) présentant un taux de variation de
20% en moyenne (Simmonds, 2004). Chez un méme individu on retrouve
également une grande hétérogénéité génétique se traduisant par I'existence de

quasi espéces (Martell et al., 1992).
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2. Biologie du VHC
2.1. Structure et organisation génomique

2.1.1. Structure du VHC
Le VHC est un virus enveloppé sphérique de 55-65 nm de diameétre (Kaito et al.,

1994). Il est constitué d’'une nucléocapside de 30-35 nm de diameétre (Andre et al.,
2002) et entouré d'une enveloppe dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2

Le VHC est un virus a ARN simple brin positif et non segmenté contenu dans une
capside protéique icosaédrique. L’isolement de virions et leur observation en
microscopie électronique se sont avérés tres difficiles du fait des faibles titres viraux

dans les échantillons biologiques et de leur association avec les lipoprotéines.

Figure 14 : structure du VHC (https://www.ccr fr/sites/hepatite C/site/maladie.htm du 16
Novembre 2015)

2.1.2. Le génome du VHC

Le génome du VHC est constitué d’'un ARN simple brin de polarité positive de 9,6kb
(Choo et al., 1989) avec un cadre ouvert de lecture (ORF) flanqué de région non
traduite 5’ et 3’ (Figure 15). Une des caractéristiques intéressantes du génome du
VHC est son degré élevé de variabilité génétique. Cependant les taux de mutation
different en fonction des régions génomiques. Les régions E1 et E2 sont les régions
les plus variables, alors que les extrémités 5 et 3' NTR sont trés conservées parmi

les génotypes.
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Figure 15 : Génome du virus de I'hépatite C (Moradpour et al., 2007)

21.21. Régions non codantes

e Larégion 5’ non traduite (5’NTR)

La 5’NTR assure la traduction de 'ORF en une polyprotéine de 3010 aa. C’est une
région de 341 nucléotides, tres conservée et trés structurée. La 5 NTR forme une
structure secondaire comprenant quatre grands domaines structuraux distincts, | a
IV. Les domaines Il a IV ainsi que le début de la séquence ORF constituent le site

interne d’entrée du ribosome (IRES) (Figure15).

Par analogie avec d’autre virus a ARN utilisant un IRES, il a été suggéré que la
région 5’NTR ne contient pas seulement les facteurs déterminants pour la traduction,
mais aussi des éléments pour la réplication de 'ARN (Astier-Gin et al., 2005). En
effet, il semblerait que : (1) la séquence en amont de I'IRES est essentielle pour la
réplication de 'ARN viral (Friebe et al., 2001), (2) des séquences dans I'lRES sont
nécessaire a la réplication efficace du VHC (Friebe et al., 2001) et (3) la tige-boucle
du domaine Il de I'IRES est cruciale pour la réplication (Appel and Bartenschlager,
2006).

Des études ont révélées qu'un micro-ARN (miR-122), spécifiquement exprimé dans
les hépatocytes, facilite la réplication de 'ARN du VHC en interagissant avec la
région 5’NTR en culture cellulaire (Jopling et al., 2005). Cet effet n’a toutefois pas
été confirmé in vivo (Sarasin-Filipowicz et al., 2009).

e Larégion 3’ non traduite (3’'NTR)

La région 3'NTR, de taille variable selon les génotypes, contient trois domaines
distincts : une région peu conservée de 40 a 250 nucléotides, une séquence interne
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poly-uracile/pyrimidine (poly(U/UC)) de longueur variable (20 a 200 nucléotides) et
une séquence de 98 nucléotides, appelée la région X. Cette région tres conservée et
trés structurée, comprenant trois tiges boucles stables SL1, 2 et 3, joue un rdle
important dans l'initiation de la synthése du brin ARN (-) au cours de la réplication
(Figure 10) (Kolykhalov et al., 1996).

Il existe aussi en amont de la région 3’NTR, dans la séquence codant la protéine
NS5B, une structure tige boucle, appelé 5BSL3.2, qui interagit avec la boucle SL2 de
la région 3'NTR (Figure 10). Cette interaction est essentielle a la réplication de 'ARN
virale (Friebe et al., 2005; You et al., 2004).

2.1.2.2. Les protéines virales

Le génome du VHC code une polyprotéine de 3010 aa, synthétisée au niveau du RE
et maturée en 10 protéines ancrées ou apposées a la membrane du RE (Figure 15).
Ces protéines sont classées en deux groupes, les protéines structurales core, E1, E2
forment les particules virales et les protéines non structurales NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A et NS5B sont impliquées dans la maturation, la réplication et
'assemblage des virions. La protéine p7 est une viroporine jouant un role dans
l'infectivité du virus (Steinmann et al., 2007). De plus, il a été décrit qu’'un cadre de
lecture chevauchant celui de la polyprotéine au niveau de la séquence de la protéine

core code une onzieme protéine, la protéine ARFP.

e La protéine core

La protéine core, qui va former la capside du virus, est la premiére protéine codée
par le génome du VHC. Elle est clivée, au niveau de la jonction core-E1, par un
signal peptidase (SP) cellulaire en une forme immature de 23kDa. Puis, la maturation
se poursuit par le clivage du signal peptide, contenu dans sa partie C terminale. Le
clivage se fait par le signal peptide peptidase (SPP) cellulaire, produisant une
protéine de 21KDa (Figure 12) (McLauchlan et al., 2002). La maturation de la
protéine core par la SPP est nécessaire a la formation des particules virales
infectieuses (Targett-Adams et al., 2008).

La protéine core mature contient deux domaines. Le domaine 1, riche en acides
aminés basiques, est impliqué dans la liaison avec la région 5NTR de 'ARN du
VHC, permettant la formation de la nucléocapside. La protéine core se localise sur la
membrane du RE et sur les gouttelettes lipidiques (McLauchlan et al., 2002). Le
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domaine 2, riche en acides aminés hydrophobes, assure cette localisation mais aussi
le bon repliement et la stabilité de celle-ci (Boulant et al., 2006). L’introduction de
mutations dans le domaine 2 perturbe la distribution de core, qui n’est plus associée
aux gouttelettes lipidiques, ce qui a pour conséquence une baisse de la production
de particules infectieuses (Boulant et al., 2007). La protéine core joue également un
réle important dans le recrutement des protéines non-structurales et des complexe
de réplication (CR) au niveau des gouttelettes lipidiques (Miyanari et al., 2007). De
plus, il a été rapporté que la protéine core interagit directement avec la tubuline, ce
qui renforcerait la polymérisation des microtubules, afin de promouvoir le transport du
virus et/ou l'assemblage du virus dans les cellules infectées (Roohvand et al.,
2009). Ces observations suggerent que l'association de core aux gouttelettes
lipidiques est essentielle pour la morphogenése du virion.

La protéine core pourrait intervenir dans la régulation de I'expression de certains
génes cellulaires impliqués dans l'apoptose, le métabolisme lipidique et la
prolifération cellulaire. En effet, core posséde un pouvoir transformant conduisant a
la formation de tumeurs quand elle est exprimée dans des souris transgéniques (Ray
et al., 1996).

Cependant certaines de ces fonctions sont encore controversées. La protéine core
stimule la lipogenése en activant les facteurs de transcription RxRa (retinoid x
receptor a), SREBP (sterol regulatory element binding proteins) et FAS (fatty acid
synthase) (Syed et al., 2010). Core interagit directement avec les facteurs RxRa et
SREBP (Roingeard and Hourioux, 2008). D'un autre co6té, core diminue
'expression du facteur nucléaire PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor
a) qui régule de nombreux génes impliqués dans la dégradation des acides gras. De
plus, il a été montré que chez des souris transgéniques exprimant la protéine core
I'activité de la MTP (microsomal triglyceride transfer protein) est réduite, ce qui induit
une réduction de lI'assemblage et de la sécrétion des VLDL (Perlemuter et al.,
2002). Cependant, aucune interaction directe entre ces deux protéines n'a été
montrée, suggérant une action indirecte de core sur I'activité de la MTP. La protéine
core semble également s’accumuler dans les mitochondries, d’ou elle induirait des
dommages hépatiques,en produisant des radicaux libres ou ROS (reactive oxygen
species) (Okuda et al., 2002).
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e La protéine ARFP
En plus du cadre ouvert de lecture de la polyprotéine, des analyses de séquences
ont montré l'existence d'un cadre de lecture alternatif (ARF) chevauchant avec la
séquence codant pour la protéine core dans le cadre+1 (Walewski et al., 2001). Ce
cadre alternatif code une petite protéine de 17kDa, appelée ARFP (Alternate Frame
Reading Protein) (Varaklioti et al., 2002). La séquence codant 'ARFP est conservée
dans différents génotypes du VHC quoique sa longueur varie en fonction du
génotype (Xu et al., 2003). Aprés la traduction, cette protéine se localise dans le RE
et sa demi-vie est estimée a dix minutes, car elle est dégradée par le protéasome
(Xu et al., 2003). L'expression d’une forme tronquée de la protéine ARFP (8KDa) est
inversement proportionnelle a la synthese de la protéine de capside core, ce qui
pourrait expliquer le faible taux d’expression de cette protéine durant l'infection virale
(Wolf et al., 2008). L'abolition de la production de la protéine ARFP n'a aucun effet
sur la réplication du VHC en culture cellulaire ou chez des souris uPA-SCID,
suggeérant que cette protéine n'est probablement pas importante lors des phases
précoces de linfection virale. Certains patients présentent des anticorps anti-ARFP
et une réponse immunitaire anti-ARFP, suggérant que cette protéine est produite in
vivo (Bain et al., 2004; Komurian-Pradel et al., 2004). De plus la protéine ARFP
module le taux de cytokines (Fiorucci et al.,, 2007). Cependant, la fonction de
I'ARFP est actuellement inconnue.
e Les protéines E1 et E2

Les protéines d’enveloppe E1 et E2 sont les constituants principaux de I'enveloppe
(Dubuisson et al., 2002). Elles participent a I'entrée cellulaire du HCV en se fixant
aux récepteurs cellulaires et en induisant la fusion de I'enveloppe virale avec les
membranes cellulaires de 'héte (Op De Beeck et al., 2001). La protéine E2 est la
cible préférentielle de la réponse immunitaire. Trois régions hypervariables (HVR) ont
été identifiées dans la proteine E2 : la région HVR1, a la partie N-terminale est
constituée de 27 aa, la région HVR2 constituée de 9 aa et la région HVR3, comprise
entre les régions HVR1 et HVR2, constituée de 35 aa (Troesch et al., 2006). Cette
derniére est moins variable que les 2 autres. D’'un point de vue conformationnel, la
région HVR1 est tres conservée ce qui est cohérent avec le role qu’elle joue en tant
que cible de la réponse immune et dans I'attachement du virus a la cellule (Penin et
al., 2001).

49



Généralité sur le VHC

e La protéine p7

La protéine p7 est constituée de 63 acides aminés (acides aminés 747 a 809) et
possede deux domaines transmembranaires connectées par une petite boucle riche
en acides aminés basiques dirigée vers le cytoplasme et deux extrémités N- et C-
terminales dirigées vers la lumiére du RE (Carrere-Kremer et al., 2002) (Figure 11).
I a été décrit que cette protéine forme un oligomére possédant toute les
caractéristiques d’un canal ionique (Carrere-Kremer et al., 2002). La protéine p7 est
essentielle a l'infection du VHC chez les chimpanzés (Sakai et al., 2003) et elle agit
a une étape précoce de la morphogénése des particules infectieuses (Jones et al.,
2007). L’association de la p7 au RE semble également étre importante pour
'assemblage et la sécrétion de particules virales infectieuses du VHC (Steinmann et
al., 2007).

Récemment, en utilisant un microscope électroniquea haute résolution (16A)
(single$particle electron microscopy) Luik et al., ont décrit pour la premiere fois la
structure 3D de cette viroporine (Luik et al., 2009) (Figure 13). Les protéines
s’assemblent pour former un hexameére de 42kDa avec une architecture en pétale de
fleur orientée vers la lumiére du RE. La partie la plus large du canal présente une
zone relativement grande offrant des sites potentiels pour linteraction avec des
protéines cellulaires ou virales présentes dans la membrane du RE (Luik et al.,
2009).

e La protéine NS2

La protéine NS2 (acides aminés 810 a 1026) est une protéine transmembranaire
(Figure 11), de 21-23kDa, non essentielle a la formation du complexe de réplication
(Blight et al., 2000; Lohmann et al., 1999), mais elle est impliquée dans la
formation de particules virales infectieuses, suggérant que cette protéine pourrait agir
dans la morphogenése du VHC (Jones et al., 2007). NS2 forme avec le tiers de la
partie N-terminale de NS3 une protéase, qui assure le clivage entre la jonction NS2-
NS3. L’analyse cristallographique du domaine catalytique de NS2 a révélé une
protéase a cystéines dimérique avec deux sites actifs (Figure 15). Pour chaque site
catalytique, les résidus His143 et Glu13 d’'un monomere et le résidu Cys184 de
'autre monomeére constituent le site actif de la protéase NS2 (Lorenz et al., 2006).
Aprés clivage de la jonction NS2-NS3, les extrémités C-terminales du dimére

s’éloignent et I'activité protéasique est perdue.
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La partie N-terminale de NS2 a d’abord été suggérée comme impliquée dans
l'infectivité du VHC (Pietschmann et al., 2006). Par la suite, il a été montré que la
premiere région transmembranaire de NS2 est importante pour la production de
virions infectieux. Plusieurs résidus sont impliqués mais tout particulierement un
résidu glycine (Gly 10), en position centrale de la premiére région transmembranaire,
est essentiel a 'assemblage des particules du VHC (Jirasko et al., 2008). De plus, le
domaine protéasique de NS2, mais pas son activité catalytique, est essentiel a la
formation de particules infectieuses (Jirasko et al., 2008; Lorenz et al., 2006). Tres
récemment, Dentzer et al., ont montré que la mutation des résidus a l'interface du
dimére ou dans la région C-terminale n'a pas d'incidence sur la réplication, la stabilité
de NS2, ou l'activité de la protéase NS2, mais diminue la production de virus
infectieux (Dentzer et al., 2009). Le Leu217 du domaine C-terminal semble trés

important pour la production de particules infectieuses (Dentzer et al., 2009)
e La protéine NS3-NS4A

La protéine NS3 (acides aminés 1027 a 1657) est une protéine multifonctionnelle. La
partie N-terminale en association avec la protéine NS4A (acides aminés 1658 a
1711), une sérine protéase sont responsables des clivages en aval de NS3
(Bartenschlager et al., 2004). La triade catalytique est formée des résidus,
His(57)1083, Asp(81)1107 et Ser(139)1165. La protéine NS4A est nécessaire a la
stabilisation de la protéine NS3 et grace a sa partie N-terminale hydrophobe, a
'ancrage du complexe NS3/4A a la membrane du RE (Wolk et al., 2000). La serine
protéase NS3/4A posséde une poche dans laquelle se loge le substrat. Cette poche,
particulierement peu profonde, rend le développement d'inhibiteurs difficiles
(Bartenschlager et al., 2004).

La partie C-terminale de la protéine NS3 posséde une activité hélicase et NTPase
(Tai et al., 1996). Les enzymes de cette superfamille sont capables, en présence
d’ATP, de séparer des duplexes ARN-ARN. Bien que la forme monomérique de NS3
soit capable de se lier a 'ARN, le déroulement de 'ARN requiert un dimére de NS3
(Serebrov and Pyle, 2004). L’activité hélicase est nécessaire a la réplication de
'ARN. Il est possible qu’elle agisse lors de l'initiation de la réplication de 'ARN du
VHC, en déroulant les structures secondaires des brins (+) et (-) du génome viral.
Elle pourrait également contribuer a la processivité du complexe de réplication en
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éliminant les structures secondaires internes et/ou en déplacant les protéines liées a
'ARN. Il a d'ailleurs été décrit que NS3 peut interagir avec certaines protéines
cellulaires (les kinases PKA et PKC et 'oncogéne p53) (Tellinghuisen and Rice,
2002) mais aussi avec NS5B, ce qui a pour effet de moduler I'activité hélicase de
NS3 (Jennings et al., 2008). La NS3 pourrait également servir a dissocier la forme
réplicative de 'ARN. Enfin, NS3 serait également impliquée dans I'assemblage de
particules infectieuses (Ma et al., 2008).
Par ailleurs, la protéase NS3/4 est impliquée dans l'inhibition de la réponse IFN dans
les cellules infectées. En effet, la protéase clive deux protéines adaptatrices, TRIF et
Cardif, impliquées dans la voie de signalisation de I'lFN (Gale and Foy, 2005).

e La protéine NS4B
La protéine NS4B (acides aminés 1712 a 1972) est une protéine hydrophobe, de 27
kDa, intégralement associée aux membranes du RE (Hugle et al., 2001). La NS4B
induit la formation d'un compartiment membranaire spécialisé, dérivé des
membranes du RE, appelé le "membranous web", siége de la réplication de 'ARN
viral (Egger et al.,, 2002). La NS4B contient au moins quatre domaines
transmembranaires. Les domaines N- et C-terminal sont orientés vers le cytosol.
Néanmoins, une fraction de I'extrémité N-terminale est détectée dans la lumiére du
RE. Cette extrémité N-terminale semble responsable de la formation du
"membranous web" (Lundin et al., 2006). Les parties N- et C-terminales sont
également importantes pour la formation d’'un complexe de réplication fonctionnel
(Gouttenoire et al., 2009a; Gouttenoire et al., 2009b).

e La protéine NS5A
La NS5A (acides aminés 1973 a 2420) est une phosphoprotéine (56-58 kDa) ancrée
dans la membrane du RE, grace a son extrémité N-terminale qui est repliée en une
hélice a amphiphile (H1) (Brass et al., 2002; Penin et al., 2004). Cette hélice a
pourrait servir de plate-forme, impliquée dans des interactions protéine-protéine
nécessaires a I'assemblage d'un CR fonctionnel (Penin et al., 2004).
La protéine NS5A est composée de trois domaines distincts (1, Il et lll), séparés par
des séquences de moindre complexité (LCSI et 1) (Tellinghuisen et al., 2004).

v" Le domaine | permet la fixation de 'ARN (Tellinghuisen et al., 2005). II

comporte un sous-domaine N-terminal IA exclusivement basique et un sous-
domaine C-terminal IB majoritairement acide (Tellinghuisen et al., 2005). Le

sous-domaine IA contient quatre résidus de cystéines qui fixent un ion zinc
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dont la mutation abolit la réplication. Le sous-domaine IB contient deux
résidus cystéines liés par un pont disulfure, qui ne parait pas étre essentiel
pour la réplication. Le domaine | forme des homodimeéres, par une interaction
au voisinage des extrémités N-terminales, formant un sillon basique localisé
sur la membrane, qui est le site d’ancrage de 'ARN. La protéine NS5A
interagit avec 'ARN viral avec une haute affinité pour la partie riche en
pyrimidines de I'extrémité non traduite du brin (+) (Huang et al., 2005).

v' Le domaine Il est impliqué dans l'inhibition de la protéine kinase PKR, activée
par I'lFN en réponse a la présence d’ARN double brin dans la cellule (Gale et
al., 1998). De plus, il a été réecemment montré que NS5A bloque la voie de
signalisation de I'lFN en inhibant la phosphorylation de STAT1, impliqué
dansl'activation des ISG (Lan et al.,, 2007). Le domaine Il est également
important pour la réplication de ’'ARN du VHC (Tellinghuisen et al., 2008b).

v" Le domaine lll est peu conservé entre les génotypes et n’est pas nécessaire
a la réplication (Appel et al., 2005). Ce domaine a été utilisé pour insérer des
génes rapporteurs tels que la GFP lors de la construction de réplicons
subgénomiques (Appel et al., 2005; Moradpour et al., 2004).

Les données actuelles indiquent que NS5A pourrait fonctionner comme un
interrupteur moléculaire entre la réplication et l'assemblage. En effet, I'état de
phosphorylation de cette protéine affecte la réplication de 'ARN VHC et il existe une
corrélation inverse entre les mutations adaptatives NS5A facilitant la réplication et la
production de virus (Appel et al., 2005; Evans et al., 2004; Tellinghuisen et al.,
2008a). Tellenghuisen et al., ont récemment identifié un résidu essentiel, la Ser457,
phosphorylée par une kinase cellulaire (la caséine kinase Il (CKIl)), ce qui a pour
effet de réguler la production de nouvelles particules infectieuses (Tellinghuisen et
al., 2008a).

La protéine humaine VAP-A (vesicle-associated membrane protein-associated
protein A) dont l'interaction avec NS5A est nécessaire pour la réplication, est régulée
par la phosphorylation de NS5A (Evans et al., 2004). En effet,
'hyperphosphorylation de NS5A bloque l'interaction avec VAP-A et limite donc la
réplication virale. VAP-A est trouvée dans les membranes du RE et de I'appareil de
Golgi et intervient dans la mobilité intracellulaire des vésicules, mais il reste a
déterminer pourquoi cette protéine est détournée par NS5A a certaines étapes du

cycle viral.
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e La protéine NS5B

La NS5B (acides aminées 2421 a 3011) est ’ARN polymérase ARN-dépendante du
virus. Elle posséde le motif Gly-Asp-Asp (GDD) et une structure 3D en main droite,
caractéristique des polymérases (Bressanelli et al.,, 1999; Poch et al., 1989). Le
site catalytique, représenté par la paume de la main, est surplombé des domaines
pouce et doigts qui forment un tunnel par lequel 'ARN simple brin est directement
amené au site actif (Bressanelli et al., 2002). Un autre tunnel, chargé positivement,
permet I'entrée des nucléotides nécessaires a I'élongation de ’ARN viral au niveau
du site actif. Il est communément admis que la liaison de 'ARN matrice et I'initiation
de la synthése sont régulées par une tige-boucle beta trés flexible localisée dans le
sous-domaine pouce et orienté vers le site actif (Hong et al., 2001). Comme d’autres
polymérases virales, la NS5B est une cible de choix pour le développement de
nouvelles molécules antivirales contre le VHC (De Francesco and Migliaccio,
2005).

NS5B est ancrée dans la membrane du RE par son domaine transmembranaire C-
terminal (lvashkina et al., 2002). L’association de la NS5B a la membrane du RE est
indispensable a la réplication du VHC (Moradpour et al., 2004)(Moradpour et al.,
2004).

L’activité de la NS5B est modulée par des interactions avec les protéines virales NS3
et NS5A (Bartenschlager et al., 2004). La cyclophiline B, un peptidyl-propyl cis-
trans-isomérase, améliore I'affinité pour '’ARN de la NS5B, en interagissant avec sa
partie C-terminale et stimule la réplication virale (Watashi et al., 2005). Cependant le
réle de la cyclophiline B reste encore controversé. La cyclosporine A et le DEBIO-
025, un analogue de cette derniére, sont des inhibiteurs des cyclophilines et ils
inhibent la réplication du VHC en culture cellulaire (Kaul et al., 2009; Watashi et al.,
2003).

2.2. Réplication virale et évolution de I'infection

Depuis la découverte du VHC, différents modéles d’études ont été développés mais
aucun ne permettait I'étude du cycle complet du HCV et la production de particules
VHC infectieuses de fagon efficace (Burlone and Budkowska, 2009). Les virus
provenant de sérums de patients se répliquaient tres faiblement sur des cultures
d’hépatocytes primaires in vitro. Récemment, la mise au point d’'un systeme de

culture cellulaire du HCV sur lignée hépatocytaire Huh-7 (HCVcc) a permis
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d’accélérer I'étude et la compréhension des différentes étapes du cycle de réplication
virale du HCV et en particulier les étapes d’entrée dans la cellule héte (Lindenbach
et al., 2005; Wakita et al., 2005).

Figure 16. Vue d'ensemble de cycle de réplication du VHC (Moradpour et al., 2007).

a) la liaison du virus et de l'internalisation; b) la libération cytoplasmique et décapsidation; c) la
traduction IRES-médiation; d) I'emballage et I'assemblage e) maturation des virions et f) la libération;
la topologie des protéines structurales et non structurales du VHC a la membrane du reticulum

endoplasmique est représenté schématiquement.

Les cellules hépatocytaires sont le site principal de réplication virale du HCV.
L’identification des particules virales se fixant aux cellules hotes et des récepteurs
d’entrée a été possible dans un premier temps grace au modele des
pseudoparticules HCV. Les virions HCV, libres ou associés a des apolipoprotéines,
interagissent en cascade avec de nombreux récepteurs présents a la surface des
hépatocytes. La premiére interaction virus-hépatocytes fait intervenir des
glycosaminoglycans (GAGs) et des récepteurs des lipoprotéines (LDLR). Ensuite, le
récepteur cellulaire scavenger classe B site | (SR-BI) (Scarselli et al., 2002)
formerait avec le récepteur cellulaire CD81 (Pileri et al., 1998) un complexe
permettant le transfert du HCV au niveau des jonctions serrées. Ceci permet
l'interaction du virus avec des protéines de jonctions serrées : claudin-1 (CLDN1)
(Evans et al., 2007) et occludines (OCLN) (Liu et al., 2009). Ces derniéeres facilitent
l'internalisation du HCV par endocytose des récepteurs de surface liés aux particules
HCV, via une voie clathrine dépendante. Dans les endosomes, le faible pH
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déclenche la fusion de I'enveloppe virale avec les membranes endosomales et la

libération de ’'ARN génomique dans le cytoplasme.

Suite a la libération de 'ARN viral dans le cytoplasme de la cellule, la traduction
coiffe indépendante est réalisée par la machinerie de traduction cellulaire. L'IRES de
la région 5’NC, a travers ses domaines Il et lll, permet le positionnement de la sous
unité 40S du ribosome directement au niveau du codon initiateur inclus dans sa
structure. La synthése protéique, qui a lieu au niveau de la membrane du réticulum
endoplasmique (RE), est ensuite réalisée grace au recrutement de multiples
protéines cellulaires. La polyprotéine, pendant et aprés sa synthése, est la cible de
clivages effectués par des protéases soit cellulaires, soit virales. Les protéines virales
structurales sont les premiéres a étre maturées par le signal peptide peptidase et
signal peptidase du RE. La protéine de capside est retrouvée au niveau des
gouttelettes lipidiques et les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont ancrées a la
membrane du RE. Les protéines non structurales, issues des clivages par NS2/NS3
et NS3/4A vont, quant a elles, a I'exception de NS2, former le complexe de
réplication (Gastaminza et al., 2008; Suzuki et al., 2007).

Comme la traduction, la réplication est régulée par I'action d’éléments de séquence
en cis situés dans les régions non codantes. La réplication commence a I'extrémité 3’
de 'ARN génomique aboutissant a la syntheése du brin de polarité négative. La
région 3'NC contient 2 éléments essentiels a la réplication : la séquence poly (U/C) et
les 3 tiges-boucles de la région X (structure en tréfle). La région poly (U/C) permet la
fixation de la PTB (Polypyrimidine Tract Binding protein) qui se fixe également dans
la région 5’NC : cela conduit a I'hypothése selon laquelle la PTB circulariserait le
génome en formant un pont entre les deux extrémités. Le processus de réplication
est supposé se faire en deux temps, tous les deux catalysés par NS5B : dans un
premier temps, le brin de polarité positive sert de matrice pour la synthése du brin de
polarité négative ; dans un second temps, le brin de polarité négative sert également
de matrice pour la production de plusieurs brins d’ARN de polarité positive. Il existe
un déséquilibre en faveur de la synthése du brin de polarité positive qui est utilisé
comme matrice pour obtenir de nouveaux intermédiaires de réplication (phase de
réplication), pour générer les protéines virales (phase de traduction) et aussi pour la

formation de nouvelles nucléocapsides. Il est important de noter que le complexe de
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réplication aurait un réle protecteur contre les RNases et les protéases (Suzuki et
al., 2007).

La découverte de nouveaux systémes de cultures cellulaires du HCV a permis
d’étudier les étapes tardives du cycle réplicatif telles que 'assemblage des particules
et la libération des virions. L’assemblage des particules virales a I'interface du RE et
des organelles de stockage des matiéres grasses appelées «gouttelettes lipidiques»
est déclenchée par I'association des protéines du core aux lipides (Miyanari et al.,
2007). La cocalisation du complexe de réplication avec les protéines d’enveloppe du
HCV facilite la production des virus infectieux. lls sont ensuite libérés dans la lumiéere
du RE et relargués a l'extérieur de la cellule par la voie de sécrétion des VLDL
(Huang et al., 2007).

Il a récemment été montré in vitro que le HCV pouvait étre transmis de cellules a
cellules et que cela nécessitait la présence des récepteurs cellulaires CD81 et
CLDN1 (Timpe et al., 2008).

Les glycoprotéines d'enveloppe E1 et E2 impliquées dans l'entrée cellulaire
s’assemblent pour former un hétérodimeére. La glycoprotéine E2 joue un rbéle majeur
dans linteraction avec les récepteurs SR-Bl et CD81. Trois régions (AA 480 a 493,
AA 528 a 535 et AA 544-551) sont impliquées dans l'interaction E2/CD81 (Flint et
al., 2006) et plus réecemment, des résidus spécifiques et conservés au sein des
différents génotypes ont été décrits (W420, Y527, W529, G530 et D535) (Owsianka
et al., 2006). La région HVR1 de E2 participe a I'interaction E2/SR-BI (Scarselli et
al., 2002). Cette région trés variable, participe a I'échappement viral face a la
réponse immunitaire de I'héte. Le réle de la protéine E1 reste peu connu. Elle serait
impliquée dans le processus de fusion des membranes (Lavillette et al., 2007).

Les récepteurs et/ou co-récepteurs cellulaires principaux sont CD81, SR-BI, Claudin-
1 et les occludines :

e CD81 est une protéine membranaire de la famille des tétraspanines qui est
exprimée de maniére ubiquitaire. Les études publiees montrent qu’elle
interviendrait dans I'entrée du HCV aprés I'étape de fixation des particules
virales a la membrane cellulaire. En effet, les anticorps dirigés contre CD81
inhibent l'infection HCV aprés I'étape d’attachement (Flint et al., 2006;
Koutsoudakis et al., 2006). La susceptibilit¢ des cellules a linfection par
HCYV est liée non seulement au niveau d’expression de CD81 mais aussi a la

proportion de CD81 a la surface cellulaire (Laguno et al., 2007). EWI-2wint,
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un partenaire cellulaire de CD81 exprimé a la surface cellulaire, bloque
efficacement I'entrée du virus dans les cellules en inhibant l'interaction virus-
CD81 (Rocha-Perugini et al., 2008). L'absence de cet inhibiteur naturel de
CD81 sur les cellules hépatocytaires pourrait expliquer I'entrée du virus dans
les hépatocytes et I'hépatotropisme du HCV. CD81 joue également un réle
essentiel dans l'infectiosité en activant les Rho GTPases ce qui provoque le
remodelage des filaments d’actine et la relocalisation du complexe E2/CD81
au niveau des aires de contact cellulescellules ou se trouvent CLDN1 et les
occludines. CD81 active la cascade de signalisation Raf/MEK/ERK, impliquée
dans les étapes post-entrée du virus et possiblement dans la réplication
(Brazzoli et al., 2008).

SR-BI est une glycoprotéine exprimée principalement dans le foie et dans les
tissus synthétisant les stéroides. C’est le récepteur de nombreux ligands,
notamment des lipoprotéines (Rhainds and Brissette, 2004). SR-BI se lie au
HCV par la partie HVR1 de la glycoprotéine E2. Comme le CD81, ce
récepteur cellulaire interviendrait aprés Il'attachement du virus a la cellule
(Zeisel et al., 2007). Le ligand majeur de SR-BI, le HDL, faciliterait I'entrée
cellulaire des HCVpp ou HCVcc, sans interaction directe connue entre le HDL
et les particules virales HCV (Dreux et al., 2006; Voisset et al., 2005).
Récemment, 'activité antivirale de l'interféron a été liée a une diminution du
niveau d’expression de SR-Bl réduisant ainsi I'attachement et I'entrée des
virus dans les hépatocytes (Murao et al., 2008).

CLDN-1 est une nouvelle protéine de la famille des claudines impliquée dans
'entrée du HCV (Evans et al., 2007). Elle est exprimée dans tous les tissus
épithéliaux mais est prédominante dans le foie, formant les réseaux de
jonctions serrées. L’expression de ce récepteur dans des lignées non
hépatocytaires les rend susceptibles a l'infection par HCVpp. Ce récepteur
interviendrait aprés les récepteurs cellulaires SR-Bl et CD81. Les premiéres
étapes de fixation des particules virales ciblent des récepteurs cellulaires qui
activent des voies de signalisation cellulaires permettant ainsi le transfert du
virus au niveau des jonctions serrées. La distribution de CLDN-1 au niveau
des jonctions serrées est corrélée a la permissivité a linfection HCV.
L’infection par HCV de lignées cellulaires hépatocytaires Huh-7 diminue

'expression de CLDN-1, prévenant ainsi les sur-infections (Liu et al., 2009).
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e Les CLDN-6 et 9 pourraient également participer a I'entrée du HCV (Zheng et
al., 2007). Elles sont exprimées dans le foie mais également sur les cellules
mononucléées du sang périphérique, qui est un site possible de réplication
virale. Ces 3 récepteurs, CLDN-1, CLDN-6 et CLDN-9 possédent une région
trés conservée, la boucle extracellulaire EL1, qui semble impliquée dans
'entrée du HCV (Evans et al., 2007).

¢ les occludines ont été dernierement impliquées dans I'entrée du HCV (Liu et
al., 2009). Composant des jonctions serrées, elles sont proches des claudines
d’'un point de vue tridimensionnel. Elles interagiraient avec la glycoprotéine
E2. Les occludines humaines rendent les cellules murines infectables par
HCVpp (Ploss et al., 2009).

L’infection par HCV peut altérer la localisation et I'expression des protéines CLDN-1
et occludines induisant une diminution des jonctions serrées au niveau des
hépatocytes infectés (Benedicto et al., 2008). Les jonctions serrées étant des
éléments essentiels au maintien de la polarité des hépatocytes et a leurs fonctions,
altérer leur expression peut donc aboutir a divers symptémes tels que les désordres

cholestatiques.

3. Diversité génétique du VHC

3.1. Origine de la variabilité génétique

Le VHC présente une grande diversité génétique qui résulte de I'absence d’activité
exonucléasique 5-3’ de 'ARN polymérase ARN dépendante, mais également du
niveau élevé de réplication. La fréquence moyenne de mutation nucléotidique par
site et par an varie de 1,4.10° a 1,9.10° (Ogata et al., 1991). La majorité des
mutations accumulées pendant la réplication sont silencieuses ou synonymes et
n'ont pas d’'impact sur la séquence en aa de la protéine virale. Les mutations non-
synonymes par contre provoquent un changement de la séquence en aa de la
protéine virale et peuvent induire I'émergence de polymorphismes. Certaines
mutations peuvent étre a l'origine de particules virales défectives ou étre létales. Le
polymorphisme génétique varie d’un gene a l'autre. Des régions plus ou moins
polymorphes ont également été identifiées au sein d'un méme géne (Salemi and
Vandamme, 2002). Les protéines impliquées dans la transcription ou la réplication et

les régions qui ont des contraintes conformationelles sont les plus conservées. La
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région 5’NC est I'une des régions les plus conservées du génome avec plus de 90%
d’homologies entre les séquences de différentes souches (Bukh et al., 1992). La
région codant la capside est également trés conservée avec 81 a 88% d’homologie
de séquence entre isolats (Simmonds et al., 1994). La région la plus variable du
génome est celle codant pour les protéines d’enveloppe E1 et E2. Les séquences
codant les régions hypervariables HVR1, HVR2 et HVR3 de la glycoprotéine E2

peuvent varier de 50% d’'une souche une autre (Smith, 1999; Troesch et al., 2006)

3.2. Les différents génotypes, sous types et formes recombinants

3.2.1. La variabilité inter-individus

La classification du HCV a été réalisée par des approches de phylogénie et ont
permis de classer les variants en 6 génotypes qui peuvent étre subdivisés en
différents sous-types correspondant a des sous-groupes de virus plus proche au sein
d’'un génotype (Robertson et al., 1998). Un systéme de nomenclature consensuel a
été proposé pour la classification des génotypes et sous-types du HCV (Simmonds
et al., 2005). La méthode de choix pour assigner un génotype a un virus HCV est
'analyse phylogénétique de la région core/E1, NS5B ou du génome complet. La
désignation d’'un nouveau génotype nécessite une analyse phylogénétique de la
séquence compléte du nouveau variant du HCV, montrant qu’il appartient a un
groupe distinct des autres et montrant 'absence de recombinaison. La désignation
d’'un génotype sera confirmée si au moins 2 génomes complets d’infection VHC sans
lien épidémiologique sont séquencés. La désignation d’un sous-type nécessite
l'identification d’au moins 3 infections avec la détermination des séquences des
régions Core/E1 et NS5B.

Les génotypes difféerent les uns des autres par une variabilité de séquence
nucléotidique de 31-33%, et les sous-types par une variabilité de 20-25% sur
'ensemble du génome. Malgré la diversité de séquence du HCV, tous les génotypes
partagent la méme organisation génomique linéaire, avec des genes de tailles
similaires ou identiques au niveau du cadre de lecture ouverte. Ceci a permis pour
beaucoup de variants actuellement connus d’étre classés provisoirement, sur la base
de l'analyse de régions partielles du génome telles que core/E1 ou NS5B
(Simmonds et al., 1994).
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La détermination du génotype est primordiale puisque les génotypes 1 et 4 sont plus
résistants que les génotypes 2 ou 3 au traitement par interféron a pégylé et ribavirine
et que la durée du traitement est adaptée au génotype. Les tests de génotypage sont
basés sur I'analyse d’'une portion de génome amplifié. Le plus souvent c’est la région
5'NC, ciblée par la plupart des tests de détection ou de quantification de TARN HCV,
qui est utilisée pour déterminer le génotype. Bien que cette région soit hautement
conserveée, un certain nombre de polymorphismes permet de déterminer le génotype.
La technique de référence pour le génotypage HCV est néanmoins basée sur une
amplification suivie du séquencage et de l'analyse phylogénétique des régions
codantes. La région NS5B a l'intérét d’étre représentative du génome complet. En
effet, la topologie des arbres réalisés avec des séquences de génomes complets ou
de la région NS5B sont identiques (Hraber et al., 2006). Cependant, compte tenu
des contraintes techniques et du colt d'une telle approche, des techniques
alternatives ont été développées. Les différentes méthodes utilisées pour déterminer
le génotype viral sont : le typage sérologique (mise en évidence d’anticorps
spécifiques d’un génotype dirigé contre certaines protéines virales) et le typage
génomique (caractérisation d’'un fragment du génome viral par une approche

moléculaire).

3.2.2. La variabilité intra-individus

Le VHC, comme de nombreux virus a ARN, circule chez I'héte sous forme de quasi-
espeéce virale, c’est-a-dire d’'un mélange complexe et en équilibre instable de variants
génétiquement distincts mais apparentés (Domingo and Gomez, 2007; Martell et
al., 1992). En effet, la présence simultanée de variants viraux permet la sélection
rapide et continue des variants les mieux adaptés a I'environnement dans lequel le
virus se réplique. La capacité d’adaptation des quasi-espéces virales aux
modifications de I'environnement joue un réle important dans la physiopathologie de
l'infection, aussi bien dans les mécanismes de persistance virale que dans la
résistance aux traitements antiviraux ou la récidive de [linfection aprés

transplantation hépatique.

A un instant donné de l'infection, la quasi-espéce virale d’un patient infecté est en
équilibre. Cependant, les quasi-espéces évoluent en permanence pour s’adapter a

'environnement au sein duquel le virus se réplique et ce, sous linfluence de
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pressions sélectives telles que la réponse immunitaire, les protéines cellulaires de

I'h6te ou le traitement anti-viral. L‘évolution virale se fait en 2 étapes :

e |a premiere est I'introduction continue de mutations dans le génome viral due
au manque d’activité correctrice de la RdRp induisant des erreurs réplicatives.
e |a seconde étape est la sélection au cours de laquelle les génomes mutés

sont sélectionnés par pression de sélection naturelle ou imposée.

L’accumulation des mutations au cours de la réplication est répartie sur toute la
longueur du génome. Certaines régions du génome subissent de plus fortes
pressions de sélection. C’est le cas de la région HVR-1 de la glycoprotéine E2, cible
des anticorps anti-HCV. La forte pression de sélection immunitaire sur cette région
est responsable de sa variabilité au cours de l'infection chronique et sous traitement
antiviral (Chambers et al., 2005). Cependant, son réle dans I'attachement aux
récepteurs cellulaires d’entrée impose également la conservation de sa conformation
tridimensionnelle et de certains résidus basiques (Callens et al., 2005; Penin et al.,
2001).

3.2.3. Les formes recombinantes

La recombinaison génétique constitue un phénomeéne rarement observé pour le
HCV. La mise en évidence de génomes recombinants du HCV est assez difficile car
il nécessite le séquengage de 2 régions différentes. Or les méthodes de génotypage
sont basées sur l'analyse d’'une seule région du génome HCV. Un génome
recombinant est confirmé grace au séquengage du génome complet et a des
analyses clonales qui permettent d’éliminer la présence éventuelle d’'une infection
mixte. Différents travaux ont montré lI'existence de souches recombinantes. Le
premier virus recombinant décrit a été une souche 2k/1b découverte en Russie
(Kalinina et al., 2002). Les autres virus recombinants caractérisés ont été une
souche 2i/6p au Vietnam (Noppornpanth et al., 2006), une souche 2b/1b aux
Philippines (Kageyama et al., 2006), une souche 2/5 chez un patient de la région
Midi-Pyrénées (Legrand-Abravanel et al., 2007) et dernierement une souche 2b/6w
(Lee et al., 2010). Chez des chimpanzés inoculés simultanément avec des sous-
types 1a, 1b, 2a, et 3a, des recombinaisons entre les différents génomes ont été
observées aprés analyse clonale (Gao et al., 2007). Des infections mixtes étant

possibles chez 'homme, des phénoménes de recombinaison peuvent donc étre
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envisagés. La souche 2k/1b semble avoir diffusé en Europe chez les patients
toxicomanes (Moreau et al., 2006), en Russie et en Ouzbékistan (Kurbanov et al.,
2008a). La sensibilité de cette souche a un traitement par interféron a pégylé et
ribavirine a été étudiée chez des souris humanisées avec des hépatocytes humains
et infectées par une souche 2k/1b. Cette souche présentait une bonne sensibilité au
traitement (Kurbanov et al., 2008b). C’est actuellement la seule étude ayant évalué

la sensibilité d’'un virus recombinant HCV a un traitement par interféron.

Les recombinants décrits sont le plus souvent intergénotypiques cependant quelques
virus intragénotypiques ont été identifiés : un 1a/1b chez un patient péruvien (Colina
et al.,, 2004) et un 1a/1c en analysant 89 génomes complets disponibles dans la
banque de données Genbank (Cristina and Colina, 2006). Plus récemment, un
virus mosaique 1a/1c (AY651061) a été décrit (Ross et al., 2008a). Ce virus a une
organisation génomique complexe avec 5 points de cassure potentiels de la région
core a NS3. Des « échanges » de morceaux de génome entre virus sont donc

possibles.

Une localisation préférentielle des points de recombinaison au niveau NS2-NS3
semble exister in vivo et in vitro (Lindenbach et al., 2005; Pietschmann et al.,
2006; Yi et al., 2007). Des chiméres HCV construites avec un point de cassure a la
jonction p7-NS2 ne produisaient pas de particules infectieuses dans le surnageant
de culture cellulaire, malgré la réplication du génome (Yi et al., 2007). Le point de
recombinaison des souches 2i/6p, 2b/1b, 2/5 et 2b/6w est localisé a la jonction de
NS2 et NS3. Le point de recombinaison de la souche 2k/1b est situé au niveau de
NS2. Pour les recombinants intragénotypiques, le point de cassure semble
préférentiellement localisé au niveau des genes E1-E2. Deux mécanismes de
recombinaison ont été décrits pour les virus a ARN : (i) un mécanisme de choix de
copie correspondant a un changement de matrice lors de la réplication, dépendant
de la processivité de I'enzyme et (ii) un mécanisme de recombinaison non réplicatif
qui implique la ligation simple de 2 fragments d’ARN. Pour le premier mécanisme,
plusieurs facteurs peuvent expliquer I'arrét et le décrochage de la polymérase lors de
'élongation : un défaut de continuité de la matrice, la présence de séquences
spécifiques ou de motifs structuraux, une erreur d’incorporation d’un nucléotide ou
une interaction du génome avec une protéine qui ne participe pas a la réplication

(Figlerowicz et al., 2003).
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3.3. Répartition des sous types et formes recombinantes dans le monde

Les génotypes et sous-types ont une distribution géographique mondiale variable
(Zein, 2000). Les génotypes 1a, 1b, 2 et 3 sont répartis dans le monde entier. Les
études épidémiologiques et d’évolution moléculaire ont montré que la dissémination
des génotypes et sous-types coincidait avec des pratiques défaillantes en matiére
d’administration parentérale (Frank et al.,, 2000; Tanaka et al., 2004). La
dissémination dans le monde, au 20 siécle, a débuté avec lI'administration de
produits sanguins infectés, l'injection intraveineuse de drogues et la pratique de
gestes invasifs contaminants (Mizokami et al., 2006; Pybus et al., 2001). Au début
des années 90, les génotypes 1, 2 et 3 étaient les plus représentés chez les
donneurs de sang et les patients infectés en Europe (McOmish et al., 1994). En
France, les génotypes 1b et 2 sont retrouvés plus fréquemment chez des patients
transfusés et ont plus de 50 ans alors que les génotypes 1a ou 3a sont généralement
retrouvés chez des patients qui ont une histoire de toxicomanie intraveineuse et ont
moins de 50 ans (Martinot-Peignoux et al., 1999). Le génotype du VHC maijoritaire
est le 1, puis le génotype 3a, et ensuit le génotype 2. Parmi les patients infectés par
un génotype 1, 26-30% sont infectés par un sous-type 1b et 19-33% par un sous-
type 1a (Payan et al., 2005; Tamalet et al., 2003). A eux deux, ils représentent prés
de 60% des infections en Europe de I'Ouest et infectent la majorité des patients

atteints d’infection HCV aux Etats-Unis.

L’analyse des relations phylogénétiques a permis de comprendre I'émergence et la
diversification des différents génotypes au fil des siécles. Les virus de génotype 1, 2
et 4 sont endémiques en Afrique et les virus de génotype 3 et 6 en Asie (Mellor et
al., 1995; Simmonds, 2001). Le génotype 5 du VHC est dominant en Afrique du
Sud, qui pourrait étre la région endémique (Ohno et al., 1994; Prabdial-Sing et al.,
2008). Les souches dites « endémiques » reflétent une transmission a bas bruit mais
sur le long terme et sont supposées étre la source des souches épidémiques. Plus
précisément, le génotype 2 du HCV est endémique dans les pays d’Afrique de
'Ouest et d’Afrique Centrale (Guinée-Bissau, Bénin, Burkina Faso, Ghana) et
présente une diversité extrémement importante (Candotti et al., 2003; Jeannel et
al., 1998; Markov et al., 2009; Ruggieri et al., 1996). Il a également été retrouvé en
Martinique avec une diversité importante suggérant une introduction assez ancienne

(Martial et al., 2004). Les génotypes 2a et 2b sont assez communs en Amérique du
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Nord, au Japon et en Europe tandis que le sous-type 2c est trés présent en ltalie
(Ansaldi et al., 2005). Le génotype 4 du HCV émerge depuis une dizaine d’années
dans les pays européens principalement par toxicomanie avec une prédominance
des sous-types 4a et 4d (Morice et al., 2001; Tamalet et al., 2003; van Asten et al.,
2004). En Espagne les sous-types 4c et 4d sont prédominants (Fernandez-Arcas et
al., 2006), et en ltalie le sous-type 4d est majoritaire (Argentini et al., 2000). Dans
ce pays, la prévalence du génotype 4 serait plus importante en Sicile. Ce génotype
est endémique en Afrique Centrale, et plus particulierement au Cameroun (Njouom
et al.,, 2009; Njouom et al., 2007; Njouom et al., 2003). Il existe une grande
diversité des virus de génotypes 4, circulant simultanément dans des régions bien
définies. Le génotype 4 du VHC a également une forte prévalence au Moyen-Orient,
en particulier en Egypte (Angelico et al., 1997; Ray et al., 2000) ou le sous type

prédominant est 4a.

Figure 17 : répartition géographique des sous types et formes recombinantes (Hussain, 2013)

3.4. Impact de la diversité génétique sur le traitement

L’'une des conséquences majeures de la diversité génétique du HCV est la variabilité
de la réponse au traitement en fonction du génotype (Fried et al.,, 2002;
Hadziyannis et al., 2004; Manns et al., 2001; Poynard et al., 1998). Les patients
infectés par un virus de génotype 2 ou 3 répondent a une bithérapie interféron
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pégylé et ribavirine dans environ 80% des cas. En revanche, ceux infectés par un
geénotype 1 répondent dans seulement 40-50 % des cas. Les études concernant le
taux de RVS des patients infectés par un virus de génotype 4 montrent des résultats
assez contradictoires : les premiéres études ont observé un taux de réponse
d’environ 40% assez proche de celui des génotypes 1 (Alfaleh et al., 2004), alors
que d’autres études ont montré un taux de réponse plus élevé 50-79% (Diago et al.,
2004; Kamal, 2009; Kamal et al., 2005; Legrand-Abravanel et al., 2005; Trapero-
Marugan et al., 2007). Le génotype 4 du HCV aurait donc une sensibilité au
traitement intermédiaire entre les virus de génotype 1 et ceux de génotype 2/3. Les
patients infectés par génotype 3 répondraient moins bien au traitement que les
patients infectés par un génotype 2 (79% versus 83%) (Zeuzem et al., 2004). Les
patients infectés par un génotype 5, sur la base d’études rétrospectives, répondent
dans 56% a 83% (Bonny et al., 2006; Delwaide et al., 2005; Legrand-Abravanel et
al., 2004). Enfin, les études réalisées sur le génotype 6 montrent une sensibilité du
virus au traitement antiviral chez 50 a 80% des patients (Fung et al., 2008), similaire

a celle des patients infectés par un virus de génotype 2 ou 3.

Une étude récente a montré que le taux de réponse au traitement pouvait étre le
reflet de [I'évolution du virus pour s’adapter au systéeme immunitaire. L’étude
phylogénétique réalisée avec tous les génomes complets disponibles (n=345) a
abouti a la construction d’'un arbre qui montre I'age relatif des génotypes. La réponse
au traitement observée dans des essais cliniques prospectifs a été reliée a cet arbre
et a montré une corrélation entre le taux de réponse au traitement et I'age des
génotypes respectifs(Pang et al., 2009). Le génotype 2 du HCV serait le génotype le
plus ancien, les génotypes 1 et 4 du HCV seraient les génotypes les plus jeunes et
les génotypes 3, 5 et 6 du HCV seraient intermédiaires. Cette étude a également
montré que les protéines E2 et NS5A pourraient étre des déterminants clés de la
réponse virale génotype spécifique. La divergence des génotypes du HCV aurait été
fortement orientée d’'une part par la pression de sélection du systéme immunitaire et
d’autre part par l'acquisition de facteurs viraux, capables d’inhiber la réponse
immunitaire et jouant un réle dans la capacité a répondre a un traitement par

interféron.

Le génotype du VHC reste a ce jour le principal facteur prédictif de réponse mais des

facteurs de I'héte pourraient avoir la méme importance, comme le montre les
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données récentes sur I'lL-28 pour les virus de génotype 1 (Ge et al., 2009; Suppiah
et al., 2009; Tanaka et al., 2009).

4. Les outils de diagnostic et de monitoring biologique du VHC

4.1. Les techniques de diagnostic

Le diagnostic virologique, a partir du sérum ou du plasma de patients, repose sur des
tests directs (biologie moléculaire), permettant la détection d’ARN VHC et des tests
indirects (sérologique), permettant la détection d’anticorps anti-VHC (Chevaliez and
Pawlotsky, 2007).

Les tests sérologiques utilisés sont basés sur ['utilisation de tests immuno-
enzymatiques de troisieme génération (EIAs), qui permettent de détecter des
anticorps dirigés contre les différents génotypes du VHC (Chevaliez and Pawlotsky,
2007). Ces anticorps sont détectables a partir de sept a huit semaines aprés
l'infection. La spécificité des tests EIAs de troisiéme génération est supérieure a 99%
(Chevaliez and Pawlotsky, 2007). En général, si le résultat est positif ou douteux il

faut le confirmer par la détection de 'ARN viral.

Les tests moléculaires reposent sur la détection de 'ARN du VHC. Ce test peut se
faire dés le septieme jour aprés linfection. Ces méthodes de biologie moléculaire
incluent des tests qualitatifs (bDNA), pour la détection d’ARN viral présent dans les
fluides corporels, et des tests quantitatifs (RT-PCR), pour la détermination de la

charge virale (Chevaliez and Pawlotsky, 2007).
4.2. Les techniques de suivi virologique

La charge virale ARN du VHC peut étre quantifiée par des techniques d'amplification
d’'une région cible (PCR classique ou PCR en temps réel), ou des techniques
d'amplification de signal : ADN branché (bDNA). Plusieurs techniques commerciales

sont maintenant disponibles (Chevaliez and Pawlotsky, 2007) :

e Quatre autres plateformes basées sur I'amplification par PCR en temps réel :
la technique cobas® TagMan HCV, qui peut étre couplée a un extracteur
automatisé, le Cobas Ampliprep® (CAP-CTM, Roche Molecular Systems), la
plateforme Abbott RealTimeTM VHC (Abbott Diagnostics), qui utilise le
systéeme Abbott m2000rt peut également étre couplée a un automate
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extraction automatisé, le m2000sp (systeme de PCR en temps réel m2000),
Artus HCV QS-RGQ assay (Qiagen) et VERSANT HCV RNA 1.0 assay
(kPCR, Siemens) qui peuvent également étre couplés a un extracteur
automatique.

Une plateforme basée sur la technologie bDNA, Versant® ARN du VHC 3.0

Assay (Siemens)

4.3. Les techniques de typage génomique

Le typage génomique est la méthode la plus courante pour déterminer le génotype.

Les techniques utilisées ne sont pas toutes équivalentes, certaines notamment sont

plus discriminantes que d’autres pour déterminer les sous-types. Les plus utilisées

actuellement sont :

La technique d’hybridation inverse ou LiPA (line Probe Assay) qui s’appuie
sur I'analyse du polymorphisme de la région 5’NC dans la premiére version et
sur I'analyse des régions 5’NC et core dans la version 2 (Verbeeck et al.,
2008).

Le séquencgage direct suivi d’'une analyse phylogénétique : plusieurs
régions du génome viral ont été étudiées en vue de caractériser les souches
du HCV. Les séquences obtenues sont comparées a des séquences de
référence répertoriées dans des banques de données telles que Los Alamos
HCV (Kuiken et al., 2005), euHCV database (Combet et al., 2007) ou
GenBank. La construction d’arbres phylogénétiques incluant les séquences de
référence permet de déterminer le génotype voire méme le sous-type, selon
les régions amplifiées. La région 5’NC est extrémement conservée et ne
permet pas de discriminer tous les sous-types. L’analyse d’un fragment de la
région NS5B semble étre la meilleure approche pour déterminer a la fois le
génotype et le sous-type de fagon pertinente (Murphy et al., 2007; Sandres-
Saune et al., 2003). |l existe aussi une technique de séquengage semi-
automatisé basée sur I'amplification et le séquengage de 222 bp de la région
5'NC. La séquence obtenue est ensuite automatiquement comparée a des
séquences de références (Halfon et al., 2001). Plus récemment, une méthode

de séquencage dun fragment de la région core avec interprétation
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automatique du génotype et du sous-type a été développée permettant la
détermination du sous-type dans 96% des cas (Ross et al., 2008b).

e Les techniques de PCR en temps réel utilisant des sondes spécifiques de
génotype ou de sous-type ciblant soit la région 5’NC soit la région NS5B
(Martro et al., 2008; Nakatani et al., 2010). L’analyse est limitée aux
genotypes 1a, 1b, 2a, 2b, 2c, 3,4, 5 et 6.

e Les techniques sur puces a ADN basées sur I'analyse la région 5’NC. Elles
permettent de discriminer les sous-types 1a, 1b et d’identifier les différents
génotypes (Mao et al., 2010; Park et al., 2010).
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Chapitre 3 : Méthodologie

1. Contexte

1.1. Informations générales sur le Sénégal

La République du Sénégal est située dans la partie la plus occidentale du continent
Africain dans la zone soudano sahélienne comprise entre 12°8 et 16°41 de latitude
Nord et 11°21 et 17°32 de longitude Ouest. D’'une superficie de 196.722 km?, il est
limité au Nord par la Mauritanie, au Sud par la République de Guinée et la Guinée
Bissau, a I'Est par le Mali et a 'Ouest par 'Océan Atlantique. Le Sénégal compte des
circonscriptions  administratives (14 régions, 45 départements et 117
arrondissements) et des collectivités locales (45 départements et 557 communes)

(http://www.au-senegal.com/les-regions-du-senegal,3605.html)

En 2011, sa population était estimée a 12 855 153 habitants avec un taux
d’accroissement moyen annuel de 2, 79%. En d’autres termes, cette population
augmente de plus de 900 personnes par jour. Le nombre de femmes est légérement
plus élevé que celui des hommes, avec 6 506 575 femmes (50,6%) contre 6 348 578
hommes (49,4%). Cette population croit rapidement, avec un indice de fécondité de
5 enfants par femme. La population est relativement jeune : 42,6 % ont moins de 15
ans. Les personnes en age d’activité représentent 53,8% et celles agées de 60 ans
et plus constituent 5,2%. (http://www.ansd.sn/publications_SES.html) (site consulté
en avril 2013). Les taux de natalité et de mortalité sont respectivement: 36,19
naissances pour 1.000 habitants et 9,05 décés/1.000 habitants

(http://www.indexmundi.com/fr/senegal/population_profil.html).

1.2. Situation sanitaire

Le systeme de santé du Sénégal se présente sous forme de pyramide a 3 niveaux. Il
est composé des structures publiques suivantes : 25 hépitaux dont 24 fonctionnels,
76 districts sanitaires, 89 centres de santé, 1.240 postes de santé, 129 maternités,
2.098 cases de santé, 06 établissements publics de santé non hospitaliers. Outre
ces structures publiques, le systéme de santé sénégalais comprend 555 cabinets
médicaux privés, 37 cliniques privées, 570 cabinets para médicaux privés, 23
structures d’entreprise et 77 postes de santé privés. Cependant, en termes de
couverture en infrastructures sanitaires, le Sénégal n’a pas encore atteint les normes

préconisées par 'OMS (http://www.cnls-senegal.org/pdf/PSN_2011-2015.pdf). Il y a
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un centre de santé pour 165.878 habitants, ce qui est largement supérieur a la
norme de I'OMS qui recommande 1 centre de santé pour 50.000 habitants).

(http://lwww.keewu.com/article320.html).

1.3. Situation épidémiologique du VIH/SIDA

Les données épidémiologiques sur linfection a VIH sont issues du programme de
surveillance sentinelle couvrant plusieurs sites dans le pays depuis 1989. Ce
programme a pour mission d’établir les prévalences annuelles de l'infection a VIH et
de la syphilis, mais aussi de donner les tendances évolutives et de faire des
estimations. |l ciblait différents groupes de populations choisis en fonction de leur
vulnérabilité a savoir les hommes porteurs d’infections sexuellement transmissibles
(IST), les malades hospitalisés dans les services de médecine et de maladies
infectieuses, les tuberculeux, les femmes enceintes et les travailleuses du sexe. Ce
programme, qui s’est étendu a I'ensemble du territoire national, a évolué en intégrant
la surveillance comportementale par le diagnostic des IST a Chlamydia trachomatis

et Neisseria gonorrhoeae.

Les résultats obtenus dans le cadre de ce programme de surveillance ont permis de
classer le Sénégal en pays a épidémie concentrée selon la classification de la
Banque Mondiale et de TONUSIDA, avec une prévalence faible de 0,9% en 2011
chez les femmes enceintes (Conseil National de lutte contre le SIDA, 2013). Dans le
groupe vulnérable des travailleuses du sexe, cette prévalence était de 20% en 2009
(Conseil National de lutte contre le SIDA, 2012). Cependant il existe une disparité au

niveau régionale, les régions du sud du pays étant les plus touchées par I'épidémie.
1.4. Situation épidémiologique du VHC

Le Programme National de Lutte contre les Hépatites (PNLH) est I'organe national de
coordination et d’appui de I'ensemble des activités relatives a la lutte contre les
hépatites dans le cadre de I'exécution du plan stratégique national. Il assure le suivi
et I'évaluation de la mise en ceuvre des activités aux différents niveaux d’exécution.
Les objectifs généraux du programme surtout en ce qui concerne le virus de hépatite
C (VHC) sont la réduire de l'incidence des hépatites C, la diminuer de la morbidité et
de la mortalité attribuables au VHC et le maintenir en dessous de 2% la prévalence
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de [linfection par le virus de [I'Hépatite C dans la population générale

(http://www.hepatites.sn/le-pnlh/presentation.html). Toutefois, le dépistage du virus

de I'hépatite C ni systématique ni gratuite dans les structures de santé. Il n’existe
donc pas données épidémiologiques réguliéres au niveau national pour l'infection a
VHC issues du programme méme si des données de séroprévalences au niveau des

donneurs de sang et des usagers de drogue ont été documentées.
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2. Justificatifs de la thése

Les pandémies du VIH et du VHC sont caractérisées par la circulation de plusieurs
sous-types génétiques et des formes recombinants entrainant ainsi une grande
diversité génétique qui ne cesse d’augmenter avec des doubles infections entre les
sous types mais également des co-infections entre les virus (VIH, VHB et VHC).
Cette variabilité génétique est impliquée dans le diagnostic, le monitoring virologique,
la réponse au traitement et la recherche vaccinale. L'évalation de cette grande
diversité génétique est donc nécessaire pour assurer un diagnostic et un suivi
optimal des personnes vivant avec le VIH et/ou VHC. Si le diagnostic et le suivi des
PVVHC n’est pas encore effectif au niveau du programme, le diagnostic du VIH est
essentiellement basé sur des tests sérologiques. Mais pour les enfants nés de meéres
séropositives, c’est le diagnostic moléculaire qui est effectué du fait de la persistance
des anticorps maternels. Et le suivi virologique des personnes vivant avec le VIH
(PVVIH) se fait par la détermination du taux de CD4 qui permet linitiation du
traitement antirétroviral lorsque le taux de CD4 est inférieur a 500 cellules/pl de sang
(WHO, 2013) et avec les derniéres recommandations de 'OMS (WHO, 2015),
linitiation du traitement se fait quelle que soit le taux de CD4. L’évaluation de
I'efficacité du traitement antirétroviral se fait par la quantification de la charge virale
plasmatique graces a des plateformes de biologie moléculaires qui est devenue une
recommandation forte de 'OMS depuis 2013.
Au Sénégal, la gratuité des ARVs et leur décentralisation ont permis d’accroitre le
nombre de PVVIH sous traitement antirétroviral. En fin 2011, le conseil national de
lutte contre le SIDA (CNLS) estime a 18 352 le nombre de sénégalais vivant avec le
VIH recevant un traitement antirétroviral avec 62% dans les régions et 38% dans la
capitale. Aprés 10 ans de circulation d’ARV au Sénégal et malgré les efforts réalisés
dans I'accés aux soins, la décentralisation des techniques moléculaires de diagnostic
et de monitoring n’est pas encore effective.

C’est ainsi que nous nous sommes fixé comme objectif général d’étudier la
diversité génétique du VIH-1 et du VHC et de comparer les techniques moléculaires
de diagnostic et de monitoring du VIH-1

Ces travaux de theése ont été subdivisés en quatre objectifs spécifiques de recherche
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Objectif 1 : Décrire la diversité génétique et les phénoménes de doubles infections
du VIH-1 dans le groupe spécifique des hommes qui ont des rapports sexuels avec
les hommes

Objectif 2 : Décrire la diversité génétique du VHC par une étude pilote, une premiere
du genre dans le groupe des usagers de drogue avec le papier buvard comme
support de prélevement dans le contexte de pays a ressources limitées.

Objectif 3 : Evaluer les performances de NucliSens EasyQ v2.0® (Biomérieux) par
rapport a la technique de diagnostic Amplicor HIV-1 DNA test®, v1.5 des laboratoires
de Roche qui est la technique de référence pour le diagnostic.

Objectif 4 : Comparer quatre techniques commerciales de charge virale dans une

zone de circulation des sous-types non B
3. Cadre de I’étude

Ces travaux ont eu comme cadre d’étude l'unité de Biologie Moléculaire du
Laboratoire de Bactériologie-Virologie au CHN A. Le Dantec a Dakar (Sénégal) et le

laboratoire de Virologie de I'hépital Saint Antoine de Paris.

Le laboratoire de bactériologie-virologie de 'HALD est le centre de référence national
pour le diagnostic du SIDA et des IST. Il est également le laboratoire de référence
OMS pour le VIH et centre collaborateur ONUSIDA. Le laboratoire est partenaire de
plusieurs projets sur la résistance aux antirétroviraux. Ce laboratoire contient en son
sein l'unité de biologie moléculaire et est équipé de technologie moléculaire de
diagnostic précoce, de plusieurs plateformes pour la quantification de la charge virale
et de deux séquenceurs 4 et 16 capillaires (Applied Biosystems). Ce qui fait de
'unité de Biologie Moléculaire le laboratoire chargé sur le plan national du diagnostic

précoce du VIH et de la charge virale.

Les travaux que nous avons meneés reposent sur 4 objectifs spécifiques qui ont
chacun fait I'objet de publication. Ainsi nous allons présenter séparément les
différentes méthodologies adoptées, les résultats obtenus et la discussion avant de

faire une synthése des travaux dans la partie conclusion générale.
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4. La Méthodologie utilisée

Pour décrire la diversité génétique du VIH et du VHC nous avons utilisé deux
groupes a risque dont celui des Hommes qui ont des rapports Sexuels avec des
Hommes (HSHs) et le groupe des usagers de drogues injectables pour
respectivement le VIH le VHC. Pour le VIH, la diversité génétique a été mise en
évidence par la MHA et par analyses phylogénétiques des génes gag et vpu qui ont
également permis d’étudier la fréquence des infections multiples. Et pour le VHC, les
génotypes ont été déterminés par la technique Versant® HCV génotype et la
technique Abbott Genotyping qui sont toutes les deux techniques commerciales.

La méthodologie des deux travaux a été décrite ci-dessous.

4.1. Détermination de la fréquence élevée de multiples infections du VIH-1
avec des sous-types et CRFs différents ou identiques chez les HSHs
au Sénégal

e Populations d’étude

Pour étudier la diversité génétique et la fréquence élevée des infections multiples
pour cette étude rétrospective nous avons utilisés des prélévements de HSHs
(Hommes qui ont des rapports sexuels avec des Hommes) au nombre de 67
provenant de quatre villes du Sénégal: Dakar, Mbour/Thiés et Saint-Louis. lls ont été
recrutés dans le cadre de I'enquéte ELIHoS de surveillance socio-épidémiologique
de 2007, ciblant ces HSHs au Sénégal. Leur recrutement avait été réalisé par effet
boule-de-neige.

e Détection avec la MHA des doubles infections

Compte-tenu des variants circulants au Sénégal, nous avons utilisé la méthode MHA
(Multi Hybridization Assay) et qui permet de discriminer 5 sous-types et 3 CRFs
différents (A, B/D, C, F, G, CRF02_AG, CRF06_cpx et CRF22_01A1) circulant en
Afrique de I'Ouest et du Centre-Ouest (Vidal et al., 2013). L’extraction de ’ADN viral
a été réalisée a partir des Cellules Mononucléées du Sang périphérique (PBMC)
avec le kit QIAmp Viral DNA extraction (Qiagen, Courtaboeuf, France).

Pour la technique MHA : Un premier round d’amplification avec les amorces externes
a été réalisé pour chacune des deux régions gag (G00-G25) et vpu (MHVPU1 et
MHVPU2) du génome. Un deuxiéme round de PCR en temps réel sans sonde a été

réalisé a partir des premiers rounds. Les amorces internes utilisées dans cette étape
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sont pour gag p17 le couple MHgag5-MHgag6 et MHVpu3-MHVpu4 pour vpu. Ces
amorces permettent d’amplifier des petits fragments compris entre 180 et 220
nucléotides. L'amplification en temps réel a été effectuée sur I'appareil de PCR ABI
Prism 7000. Les résultats des PCR ont été visualisés sur gel d’agarose en présence
de bromure d’éthidium, pour vérifier la présence et la taille des produits de PCR
attendus. Par la suite, un deuxieme round de PCR en temps réel a été réalisé de
facon séparée en présence de chacune des treize sondes marquées YakimaYellow-
BHQ1 pour gag et des 12 autres marquées Fam-Tamra pour vpu. Les résultats de
fluorescence des sondes ont été visualisés directement avec l'ordinateur relié a
'appareil de PCR en temps réel. Pour les MHA réalisées dans la région gag p17, le
Sybr green a permis de visualiser sur 'ordinateur la présence d’ADN amplifié, méme
en cas de réponse négative a la sonde testée. Pour vpu les sondes Fam-Tamra ont
une longueur d’'onde qui n’est pas dissociable de celle du Sybr Green. Dans ce cas,
la présence d’ADN amplifié a été vérifiée sur toutes les réponses négatives en sonde
sur un gel d’agarose.
Tous les échantillons répondant positivement a plus d’'une sonde ont été repris en
MHA pour les sondes concernées afin de s’assurer des réponses obtenues
initialement. Par ailleurs, 10% des échantillons ont été repris de maniere aléatoire
pour réaliser un contrdle de qualité en interne.

e Confirmation par séquengage des génes gag p17 et vpu
Pour la confirmation des réponses obtenues en MHA, le séquencgage et I'analyse
phylogénétique des génes gag p17 et vpu ont été réalisés. Pour vpu, les séquences
ont été directement obtenues a partir des produits de la PCR en temps réel et
utilisent les mémes amorces internes. Pour les séquences gag p17, a partir des
premiers rounds, nous avons effectué un deuxiéme round de PCR classique avec les
amorces MHgag1-MHgag4. Le produit obtenu a une taille plus importante (416
paires de bases) qui permet une meilleure analyse phylogénétique que le produit
initialement généré avec le couple d’amorces MHgag5-MHgag6 (221pb) utilisées
pour la MHA.

4.2. Détermination de la diversité génétique du VHC chez les usagers de

drogue

¢ Recrutement des participants et confection des papiers buvard

Pour le recrutement des participants, c’est la méthode RDS (Respondant Driven

Sampling) qui a été utilisée (Burt and Thiede, 2014). Les usagers de drogue (UD)
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vivant dans la région de Dakar et qui ont déclaré avoir utilisé au moins une fois de la
drogue (héroine et/ou cocaine) le trimestre précédent I'enquéte et agés d’au moins
18 ans ont été inclus dans I'étude. Au total, 506 participants ont été recrutés entre le
19 Auvril et le 15 Juillet 2011 et le papier buvard (ou DBS) a été utilisé comme support
de prélévement. Aprés séchage, les DBS ont été conservés a +4°C dans des sacs
en plastiques scellables en présence de dessiccants et un indicateur d’humidité
jusqu’a la réalisation des tests sérologiques. Apres réalisation des tests sérologiques,
les DBS étaient conservés a - 80°C jusqu’a réutilisation pour les techniques
moléculaires. Un questionnaire comportemental est également administré aux
participants.

e Les tests sérologiques
Les tests sérologiques ont été effectués pour tous les participants en utilisant les
tests rapides. Le dépistage du VIH a été réalisé avec le kit HIV-1/2 Determine®Ag/Ab
Combo (Matsudo-shi Medical Co. Alere, Matsuhidai, Chiba, Japan) et les tests positifs
sont confirmés avec la trousse ImmunoComb® Il HIV1 & 2 BiSpot kit (Orgenics,
Yavne, Israel). La sérologie du VHC était réalisée avec le kit VEDALAB-HCV-
CHECK-1® (VEDA LAB, Alencon, France) et la sérologie du virus de I'hépatite B
avec le kit HEP-CHECK-1(VEDA LAB, Alencon, France).
Pour les participants qui ont des sérologies VHC positives, la charge virale ont été
effectuée avec la technologie Abbott RealTime HCV® et les tests de génotypage ont
été réalisés avec les kits VERSANT HCV® et Abbott RealTime HCV Genotype I1°.

e Extraction des acides nucléiques
Pour les tests moléculaires, deux spots de DBS d’environ 50 pl chacun ont été mis
dans 2,5 ml de tampon de lyse Abbott (kit sample préparation, laboratoires Abbott
Wiesbaden, Germany), puis vortexés pendant 15 secondes, ensuite agités
doucement pendant 1 heure 45 minutes a 37°C, et enfin centrifugés pendant 5
minutes a 3000trs/min avant la récupération du surnageant dans des tubes de 1,5
ml. L’extraction des acides nucléiques a été réalisée avec l'automate M2000sp
(Abbott, Wiesbaden, Allemagne) aussi bien pour la détermination de la charge virale
que pour les génotypages par Versant® HCV Genotype (Innogenetics NV, Gent,
Belgique) et par Abbott Genotyping (Abbott, Wiesbaden, Allemagne).
Des aliquots de 800 pl d’éluat de DBS sont chargés dans I'automate avec une prise
d’essai de 500 pl selon les instructions du fabricant. A partir de 'ARN extrait, 50 pl

ont été utilisé pour la charge virale et 10 pl pour le génotypage Inno LiPA.
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Pour le génotypage Abbott une autre extraction a été réalisée dans les mémes
conditions et 50 pl ont été utilisés pour la détection des génotypes.

¢ Quantification de la charge virale plasmatique par Abbott RealTime HCV
L’élution des acides nucléiques des DBS était réalisée sous agitation dans 2,5 ml de
tampon de lyse d’Abbott. L'extraction de ’ARN viral se faisait a partir de 1 ml de ce
tampon de lyse (automate m2000sp). Un contrdle interne (IC) dérivé du géne
hydroxypyruvate reductase de la citrouille était introduit dans le tampon de lyse.
Ensuit une étape de retro-transcription et d’amplification de la région 5’NC du
génome du VHC et du contréle interne étaient réalisées (thermocycleur m2000rt)
avec des sondes spécifiques (Tagman)

e Génotypage par Versant HCV Genotype 2.0 Assay (LiPA)
Les tests VERSANT HCV version 2.0 (Innogenetics NV, Gent, Belgique) étaient
réalisés a partir de 5 pl d’ARN extrait sur 'automate d’Abbott (m2000sp) et utilisés
selon les recommandations du fabricant. Le génotypage InnoLiPA repose sur le
principe d’hybridation inverse aprés une amplification dans lequel les produits de
PCR biotinylés ADN sont hybridés a des sondes oligonucléotidiques immobilisées
qui sont spécifiques pour les UTR 5 'et les régions de base des six génotypes de
VHC. Les limites de détection décrites dans le manuel utilisateur sont 2106 Ul / ml a
>7,710° Ul / ml.

e Génotypage Abbott :
Le kit Abbott RealTime HCV Genotype Il (Abbott, Wiesbaden, Allemagne) utilise
quatre paires d’amorces PCR dont la paire d’amorces IC (pour le contrdle interne)
qui amplifie une portion du géne hydroxypyruvate réductase provenant de la
citrouille, Cucurbita pepo. Le kit Abbott détecte les génotypes 1 a 6 et la limite
inférieure est de 500 Ul/ml.
Pour la comparaison des techniques moléculaires ce sont les plateformes Nuclisens
Easy et Amplicor HIV-1 qui ont été utilisées pour le diagnostic et les techniques
commerciales Abbott, Cobas Tagman, Biocentric et Nuclisens qui ont été utilisées
pour la charge virale. Deux travaux ont été entrepris et les méthodologies sont
présentées ci-dessous.

4.3. Evaluation des performances de NucliSens EasyQ v2.0° (Biomérieux)

par rapport a la technique de diagnostic Amplicor HIV-1 DNA test®,
v1.5 des laboratoires de Roche
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e Echantillonnage et séparation lymphocytaire
Pour I'évaluation des performances de la technique Nuclisens, un total de 192
échantillons de sang a été prélevé chez 101 enfants nés de méres séropositives.
Parmi ceux-ci, 99 enfants étaient dans le programme PTME et agés entre 3
semaines et 18 mois et 2 enfants qui sont dgés de plus de 24 mois et qui avaient des
sérologies répétées indéterminées au VIH. Deux types d'échantillons ont été
prélevés, du sang total dans des tubes d'EDTA (Ethyléne diamine tétra acétique) et
des DBS. Les échantillons de sang veineux (n=43) ont été prélevés a I'Hopital
d’Enfant Albert Royer (hépital de référence pour les enfants) et les DBS (n=149) ont
été recueillies sur les sites de PTME dans la banlieue de Dakar et trois autres villes
du Sénégal (Mbour, Joal et Thiés).
Les prélevements de sang total sur tube EDTA et les prélevements de DBS ont été
réalisés selon les procédures en vigueur dans les sites en respectant les bonnes
pratiques de laboratoire pour les tests de diagnostic. Les prélévements seront
acheminés dans les 3 heures au laboratoire et la séparation lymphocytaire se fera au
niveau du laboratoire de Bacteériologie Virologie
Les PBMC ont été gardés a -20°C et les DBS a températures ambiantes jusqu’a
manipulations. Les tests Amplicor et Nuclisens sont présentés ci-dessous.

e Latechnologie Amplicor HIV-1 DNA test®, v1.5 des laboratoires de Roche
Le test Amplicor HIV-1 DNA Test, Version 1.5 est un test qualitatif pour la détection
d’ADN du VIH-1 dans le sang humain. Le test est basé sur I'amplification par PCR
d’'une séquence de 155 pb du géne gag suivie d’'une détection par hybridation de
sondes spécifiques en présence d'un contréle interne. Tout d’abord, une étape de
préparation des échantillons est réalisée par lavage d’un spot de DBS coupés en
présence de détergent suivie dans de I'extraction de 'ADN viral a chaud. Apres
'amplification par PCR, une détection de I'ADN viral et du contrdle interne est
réalisée séparément aprés une dénaturation chimique. La fixation d’un conjugué
marqué a I'Avidine peroxydase permet la lecture de I'absorbance a une longue
d’onde de 450 nm.

e Latechnologie NucliSens EasyQ HIV v1.1® des laboratoires Biomérieux

La technologie de NucliSens EasyQ permet la quantification de 'ARN viral par
amplification-détection d’'une séquence cible du géne gag selon les instructions du

fabricant (BioMérieux, Lyon, France). Brievement, un volume de sang sera prélevé

79



Méthodologie

ou 2 spots de sang seront coupés a l'aide d’'un puncher et plongé dans le Lysis
Buffer contenant du thiocyanate de guanidine et du Triton X-100 et une concentration
déterminée de calibrateur synthétique. L’extraction se fait sur le NucliSens EasyMAG
selon le principe de la technique de Boom grace a de particules de silice magnétique
ajoutées au lysat. Une amplification de type NASBA de 'ARN viral et du contréle
interne se feront simultanément sur 'automate de Biomérieux avant la détection en

temps réel a 'aide de balises moléculaires.

4.4. Comparaison de quatre techniques commerciales de charge virale
dans une zone de circulation des sous-types non B

e Echantillonnage
Pour cette étude, deux poches de sang provenant du centre national de transfusion
sanguine (CNTS) et 123 prélevements sur tubes d’éthylene diamine tétra acétique
(EDTA) ont été effectués sur des patients du programme national de lutte contre le
SIDA (CNLS) pour la comparaison entre les plateformes de charge virales. La
séparation lymphocytaire a été effectuée dans les 4 heures qui suivent les
prélevements et les aliquots de plasmas ont été conservés a -80°C jusqu'a
réalisation des tests. La quantification virale pour chaque plateforme a été effectuée
conformément aux instructions du fabricant et présentée ci dessous.

¢ Quantification de la charge virale du VIH-1

Cette étude a été réalisée en deux étapes : Une premiére étape de vérifier des
performances de la technologie d’Abbott (m2000sp/rt) considérée comme technique
de référence a l'aide de prélévements de plasmas VIH-1 de donneurs de sang. La
deuxiéme étape consistait a comparer la charge virale de quatre plateformes
(m2000sp/rt, EasyQ, GENERIC et CAP-CTM).

v' La technologie Abbott RealTime HIV-1 ® (m2000sp/rt)

Abbott Real Time HIV-1 assay (Abbott molecular diagnostics, Wiesbaden, Germany)
est un test in vitro d’amplification par RT PCR en temps réel de 'ARN viral ciblant la
région de l'intégrase du gene pol hautement conservé grace a une sonde
d’hybridation. L’amplification est couplée a la détection en temps réel utilisant une
sonde partiellement double brin marquée. Ce test détecte les VIH -1 groupes M, N, O
et P et plusieurs CRF (Church et al., 2011). L’extraction entiérement automatisée a
été réalisée sur 600 ul de plasma avec I'automate Abbott m2000sp et I'amplification
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suivie d'une détection en temps réel avec I'analyseur Abbott m2000rt. Les limites de

détection de la technique sont de 1.60 a 7.0 log1o copies/ml.
v La technologie Nuclisens EasyQ HIV-1 v2.0 ® (EQ)

NucliSENS EasyQ v2.0 (BioMérieux, Lyon, France) effectue une amplification
isothermique de I'ARN viral grace a une balise moléculaire (NASBA) ciblant le géne
gag du VIH-1. L'extraction est effectuée sur 200ul de plasma en utilisant 'automate
NucliSens EasyMAG. L'amplification NASBA et la détection en temps réel sont
effectuées sur 'automate EasyQ. Un contrdle interne est simultanément extrait et
amplifié dans les mémes conditions que les échantillons. Cette technique détecte le
groupe M du VIH-1 et de plusieurs CRFs (de Baar et al., 2001). Les limites de

détection de la technique sont de 1.3 a 7.0 log1o copies/ml.
v" Technologie Cobas Ampliprep/TagMan V2.0 ® (CAP-CTM)

COBAS AmpliPrep/Cobas TagMan test VIH-1 v2.0 (Roche Molecular Diagnostics,
Bale Suisse) permet I'amplification en temps réel par RT-PCR ciblant des régions
hautement conservées du géne gag et la région LTR utilisant une sonde TagMan.
COBAS TagMan utilise un contrdle interne simultanément extrait et amplifié avec
chaque échantillon. Ce test détecte les groupes M, O, P et plusieurs CRFs (Church
et al., 2011). L'extracteur automatique COBAS Ampliprep a été utilisé pour extraire
I'acide nucléique a partir de 1000pl de plasma. L’amplification et détection en temps
réel ont été réalisées a l'aide de 'automate COBAS TagMan 48 avec des limites de

détection de 1.3 a 7.0 log1o copies/ml.
v' La technologie générique VIH-1 (GEN)

Le test Generic HIV Charge virale (Biocentric, Brandol, France) utilise le principe de
RT-PCR ciblant une région conservée du génome LTR du VIH-1. La détection est
faite a l'aide d’'une sonde TagMan. Le test quantifie les groupes M, O et plusieurs
CRFs (Rouet et al., 2010). Une extraction manuelle de ’ARN sur colonne a partir de
200ul de plasma a été effectuée avec le kit Qiagen® (QlAamp Viral RNA Mini Kit,
Qiagen, Courtaboeuf, France). L'amplification a été réalisée sur ABl PRISM 7300
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Le Kit Biocentric utilise un étalon

externe et les limites de détection de I'essai sont de 2.48 a 7.0 log10 copies / ml.
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e Génotypage et I'analyse phylogénétique

Les échantillons qui présentaient des discordances et dont la charge virale était
supérieure a 3.0 log ont été génotypés sur les génes gag et pol. Pour le géne pol , La
totalité du géne de la protéase et les 240 premiers acides aminés du géne de la RT
ont été amplifiés par une RT-PCR nichée (http://www.hivfrenchresistance.org). Pour
le géne gag, une partie de la région p24 ont été amplifiees comme précédement
décrites (Toure-Kane et al, 2000). Les produits de PCR ont été purifiés avec le kit
(Qiagen, Valencia, Espagne) et séquencés directement sur le séquenceur ABI 3100-
Avant en utilisant I'enzyme BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). Les séquences générées ont été corrigées a l'aide du logiciel
SeqMan II™ de DNAStar v.5.08 (Lasergene, Madison) Les alignements et la
reconstruction phylogénétique ont été réalisés avec les logiciel Clustal X version 1.83
et Seaview 4.4.1 en utilisant la méthode du plus proche voisin ou Neighbor-Joining
(NJ). Tous les sous-types purs et CRF circulant en Afrique de I'Ouest disponibles sur
la base de données de Los Alamos ont été inclus dans I'analyse. Pour déterminer si
un virus était recombinant ou non, I'analyse de similarité et le bootscanning a été

réalisée avec la version 3.5.1 du logiciel Simplot.

L’analyse des différences de polymorphisme a été réalisée sur les séquences de
CRF02_AG qui ont montré des résultats discordants entre les différentes
plateformes. Les séquences ont été analysées en utilisant SeqPublish and
Sequences locator de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov). La séquence HXB2
(accession no. KO3455) et quelques CRF02_AG du Sénégal de GenBank ont été

ajoutées comme séquences de référence et alignées.
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Résultats

CHAPITRE 4 : Analyses des résultats

Les différentes méthodologies adoptées nous ont permis d’obtenir les résultats
suivants et qui seront présentés en sous chapitre selon les obijectifs spécifiques
prédéfinis. Ainsi pour la diversité génétique et les évaluations des plateformes
moléculaires de diagnostic et de charge virale, les résultats sont respectivement les
suivants :
1. Détermination de la diversité génétique et de la fréquence élevée de
doubles infections du VIH-1
e Détection avec la MHA des doubles infections

Parmi les 69 HSHSs traités en MHA, 55/69 (79,7%) étaient positifs en sonde en gag
p17 et 59/69 (85,5%) en vpu. 12 (17.4%) échantillons étaient réactifs seulement avec
les sondes vpu et 8 (11.6%) étaient seulement réactifs avec les sondes gag et 2
(2.9%) n’étaient pas réactifs sur les deux sondes. Les deux échantillons négatifs sur
MHA ont été caractérisés comme étant CRF09 _cpx ou comme des recombinants
C/CRF09_cpx. Les 12 échantillons réactifs seulement avec les sondes vpu étaient
identifiés comme CRF02_AG (n = 3), sous-type B/D (n = 2), sous-type C (n = 6) and
sous-type G (n = 1). Les 8 échantillons réactifs seulement sur gag étaient identifiés
comme CRF02_AG (n = 3), sous-type C (n = 2), sous-type G (n = 1) et 2 échantillons
étaient réactifs simultanément avec plusieurs sondes (gag22+gagA et gag22+gagA+-
gagB/D).

Un total de 47 (68,1%) étaient positifs en MHA sur les deux génes gag et vpu. Parmi
ces derniers, 22 (46,8%) étaient du sous-type C, 9 (19,1%) des CRF02_AG, 4 (8,5%)
étaient des URF, 1 (2,1%) du sous-type B/D, et 11 (23,4%) avaient réagi
simultanément avec des sondes hétérologues et étaient considérés comme
doublement infectés, soit 15,9% (11/69) de l'ensemble des HSHs inclus. Les
séquences de ces derniers ont montré que les doubles infections impliquaient les
sous-types A, C, B/D, G, CRF02_AG, et CRF22_01A1.

Dans une étude précédente, sur la validation de nouvelle technique MHA, il a été
rapporté, la combinaison de plusieurs sondes gag pour augmenter la sensibilité pour
détecter le sous-type C. Ainsi, nous avons utilisé deux sondes nommés gagC1 et
gagC1bis spécifique pour les sous-types C de I'Afrique de I'Est et du Brésil et une
autre sonde dénommée gagC2, qui est mieux adapté pour détecter les sous-types C

provenant des autres régions géographiques (Afrique du Sud, Inde).
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Dans notre étude, 29 échantillons ont été identifies comme des sous-types C par
MHA en gag. Parmi ces 29 échantillons sous-type C, 5 seulement ont réagi avec la
sonde C1, 9 seulement avec la sonde C2 et 15/29 (51,7%) ont réagi a la fois avec
les sondes C1 et C2. Sur les 15 échantillons doublement réactifs aux deux sondes,
11 séquences ont été comparé pour voir si cette double réactivité représente des
doubles infections ou des réactions croisées. Pour 10 des 11 échantillons qui avaient
réagi a la fois avec deux sondes C, seulement 1 ou 2 mismatches ont été observés
avec la sonde de C2, contre 5 a 7 avec la sonde de C1. Un seul échantillon a montré
3 mismatches avec la sonde C2 contre 5 avec C1. Ces observations suggerent que
la majorité des échantillons réactifs avec les sondes C1 et C2 sont les plus
susceptibles d’étre des infections aux deux sous sous-type de C.
e Confirmation par séquencgage des génes gag p17 et vpu

La SGA et les dilutions d’ADN ont confirmé la double infection avec les sous-types D
et C du HSH1193, la ftriple infection avec deux souches de C différentes et un
CRF02_AG du HSH1157 et ont montré que le HSH3017 était infecté par au moins du
CRF06_cpx, du CRF02_AG et une autre souche inclassable.

2. Détermination de la diversité génétique du VHC chez les usagers de

drogue

Dans le mois précédant I'enquéte, les drogues utilisées par les usagers de drogue
étaient réparties comme suit : héroine = 91,5%, cannabis = 64%, crack = 49,4%,
alcool = 49%, benzodiazépines = 29,8% et cocaine = 13,6%. La consommation de
plus de trois drogues a été notée dans 291 (57,5%) UD. L'utilisation concomitante
d'analgésiques tels que le paracétamol était fréquente (26,9%), et 27 patients ont
signalé la consommation occasionnelle de substitution aux opiacés (méthadone).

Sur les 506 participants qui ont été inclus dans I'étude, 22 (4.3%) étaient positif au
VIH, 45 (8.9%) positif au VHB et 120 (23.8%) positifs au VHC. La prévalence du VIH
était significativement différente entre les UDs qui se sont injectés au moins une fois
dans la vie et ceux qui ne se sont jamais injectés avec 9.4% versus 2.5% (p_0.001),
la prévalence du VIH était également différente entre les femmes et les hommes
avec 13% versus 3% (p_0.001). La prévalence du VHC était aussi significativement
différente entre les UDs qui se sont injectés au moins une fois injectés dans la vie et
ceux qui ne se sont jamais injectés avec 38.85% versus 18% (p_0.0001). Le sexe
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n’influe pas sur la prévalence du VHC (32.0% pour les femmes versus 22.9% pour
les hommes, p_0.2) et du VHB (4.3% pour les femmes versus 9.6% pour les
hommes, p_0.2).

La charge virale a été réalisée sur les 120 DBS positifs au test anticorps anti-VHC et
25 (20,8 %) ont présenté une charge virale détectable. La médiane de charge virale
etait de 150 580 Ul/ml (CV comprise entre les extrémités 710 Ul/ml et 766 740
Ul/ml).

Les génotypes ont pu étre déterminés avec la technique Inno LiPA sur les DBS a
charges virales détectables et se répartissaient comme suit : le génotype 1 était
majoritaire avec 21 des 25 détectables dont 16 génotypes 1a et 5 génotypes 1b,

suivi du génotype 4 (n= 2) puis les génotypes 2AC (n= 1) et 3A (n=1).

Pour la recherche de double infection nous avions utilisée la technique de
génotypage Abbott et sur les 12 génotypes réalisés, 1 seul cas de double infection
entre sous type du VHC a été noté. La technique de génotypage Abbott présentait
également 100% de concordance avec celle d’Inno LiPA, et ce sont toujours les
génotypes 1 (n=10) qui sont retrouvé majoritaires (dont 6 génotype 1a, 3 du

génotype 1b et 1 génotype 1a+b) suivit des génotypes 3 (n=1) et 4 (n=1).

3. Evaluation des performances de Nuclisens EasyQ v2.0® (Biomerieux)
par rapport a la technique de diagnostic amplicor hiv-1 dna test®, v1.5

des laboratoires de roche

e La comparaison a partir des buffycoat

Parmi les 43 prélévements de sang sur tube EDTA, 'ARN du VIH-1 a été détecté
dans le plasma de 10 patients par le NucliSENS, et ces 10 patients ont aussi eu un
résultat positif sur la technique de référence Amplicor en utilisant les buffycoat

correspondant.

Le NucliSENS a montré une sensibilité et une spécificité de 100%. Les VPP et VPN
étaient de 100%. Une parfaite concordance a été trouvée entre les deux plateformes
en utilisant les prélevements de sang total sur tube, avec un coefficient Kappa de 1
(p<0,001)
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e La comparaison a partir des DBS

L’ARN du VIH-1 a été détecté par la technique NucliSENS sur 19 DBS qui avaient
étaient détectable par la technique Amplicor. Il n'y a pas eu de prélévement positif
sur Amplicor et négatif sur le NucliSENS. Les analyses statistiques ont donné un
coefficient Kappa de 1 (p<0,001), montrant aussi une parfaite concordance entre les
deux plateformes avec le DBS. La comparaison de performance entre le NucliSENS
et ’Amplicor a montré une sensibilité de 100% (IC 95% : 79,1-100%), une spécificité
de 100% (IC 95% : 96,4-100%), une VPP de 100% (IC 95% : 79,1-100%) et une
VPN de 100% (IC 95% : 96,4-100%).

4. Comparaison de quatre techniques commerciales de charge virale dans
une zone de circulation des sous-types non b
e Analyse des performances d'Abbott RealTime (m2000sp/rt ; Abbott)

La performance d’Abbott RealTime a été évaluée a l'aide de la repétabilité, la

reproductibilité, d’incertitude, la justesse et la contamination.

Pour le test de repétabilité, les coefficients de variation (CoV) obtenus étaient de
1,35% [0,44 a 1,37], 0.65% [0,44 a 0,72], 0,54% [de 0,46 a 0,72] pour

respectivement les concentrations basses, moyennes et les élevées.

Pour I'évaluation de la reproductibilité, les coefficients de variation suivants ont été
obtenus : 2,36% [1,34-2,84] et 1,42% [1,32-1,44] pour respectivement les

concentrations faibles et élevées.

Pour la justesse, les CoV étaient de 1,02% pour les valeurs faibles et de 0,20% pour
les valeurs élevées. L’incertitude était de 0,14 aussi bien pour les valeurs faibles que
pour les valeurs élevées. L’étude de la contamination était effectué sur deux niveaux
de concentrations (faible et élevée) et répétés 5 fois ont donné valeur de 0,94%.
e Comparaison des résultats de la charge virale
o Comparaison entre m2000sp/rt et CAP-CTM

Pour comparer les charges virales entre m2000sp/rt et CAP- CTM, 81 échantillons
ont été testés sur les deux plateformes. Sur m2000sp/rt, 29 échantillons présentaient
des CV indétectables et 52 des CV détectables (moyenne de CV = 4,03 log) et sur
CAP-CTM 25 échantillons étaient indétectables et 56 détectables (moyenne de CV =
3,86 log). Trois échantillons détectables sur CAP-CTM étaient indétectables sur
m2000rt/sp et 3 autres détectables sur m2000sp/rt ne I'étaient pas sur CAP-CTM.
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Parmi les échantillons détectables sur les 2 plateformes, 3 présentaient des
discordantes avec 2 échantillons sous quantifies par m2000sp/rt et 1 échantillon
sous quantifié par et CAP-CTM. Une Bonne corrélation et concordance ont été
retrouvées entre les deux plateformes avec une valeur de R = 0.98 et un biais = -
0.00185.

o Comparaison entre m2000sp/rt et EQ

La comparaison entre ces 2 techniques a été effectuée sur 73 échantillons. Avec
m2000sp/rt, la CV était indétectable sur 22 échantillons et détectable sur 51
échantillons (moyenne de 4.09 log copies/ml) et EQ avait présenté une CV
indétectable sur 27 échantillons et détectable sur 46 échantillons (moyenne CV =
410 log copies/ml). Un échantillon était détectable par EQ et indétectable
m2000sp/rt et 6 échantillons étaient détectés par m2000sp/rt et non par EQ. Les 7
échantillons présentaient une CV < 2.96 log copies/ml. Parmi 52 échantillons
détectés par m2000rt/sp et/ou EasyQ, 20 présentaient une discordance de CV qui
variait de 2 a 6 log copies/ml avec 5 sous quantifiés par m2000sp/rt et 15
échantillons sous quantifiés par EQ. Une bonne corrélation et concordance ont été

retrouvées entre les deux plateformes avec r? = 0.96% et un biais = -0.144.
o Comparaison entre m2000rt/sp et GEN

Pour comparer ces 2 techniques, 123 échantillons ont été utilisés. Sur m2000sp/rt,
78 avaient des CV indétectables et 45 des CV détectables (moyenne de CV 4.39
log). Sur GEN, 67 échantillons étaient indétectables et 56 détectables (moyenne CV
= 4.07 log). Quatorze (14) échantillons détectables sur GEN étaient indétectables sur
m2000sp/rt et 3 détectables sur m2000sp/rt indétectables sur GEN. Sur 59
échantillons détectés par m2000sp/rt et/ou Biocentric, 13 présentaient des
discordances parmi eux 6 échantillons étaient sous quantifiés m2000sp/rt et 7
échantillons sous-quantifié<s GEN. Les tests de corrélation et de concordance ont

montré entre les deux techniques une valeur de r* = 0.95 % et un biais = 0.0147.
o Comparaison EQ et GEN

La comparaison des CV EQ et GEN a utilisé 73 échantillons. Sur EQ 32 échantillons
étaient indétectables et 41 détectables (moyenne CV = 4.39 log copies/ml) et sur
GEN 19 échantillons étaient indétectables et 54 détectables (moyenne CV =de 4.11

log copies/ml). Un échantillon était détectable sur EQ et indétectable sur GEN et 14
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échantillons détectable sur GEN et indétectable sur EQ. Parmi les 54 échantillons
avec des CV détectables sur EQ et/or GEN, 20 discordances ont été trouvées avec 6
échantillons sous quantifiés sur GEN et 14 échantillons sous quantifiés par EQ. Un
coefficient de corrélation r? = 0,90 et un biais = -0.135 ont été trouvés entre les 2

techniques.
o Comparaison des EQ et CAP-CTM

Soixante douze (72) échantillons ont été testés sur les deux plateformes. Sur EQ, 27
échantillons étaient indétectables et 45 CV étaient détectables (moyenne de CV =
4.17 log copies/ml). Les échantillons testés sur CAP-CTM ont montré une
indéctabilité sur 19 échantillons et une détectabilité sur les 52 autres (moyenne
CV=3.94 log copies/ml). Un échantillon détectable sur EQ était indétectable par CAP-
CTM et 9 détectables par CAP-CTM étaient indétectables sur EQ. Parmi les
échantillons avec des CV détectables sur EQ et/ou CAP-CTM, 17 présentaient des
discordances avec 5 et 12 échantillons sous quantifiés respectivement par CAP-CTM
et EQ. Les tests de corrélation et de concordance ont montré entre les deux

techniques une valeur de r* = 0.95 et un biais = -0.122.
o Comparaison des CAP-CTM et GEN

La comparaison des 2 techniques a porté sur 81 échantillons. Avec CAP-CTM, 38
échantillons étaient indétectables et 43 étaient détectables (moyenne CV= de 4.42
log copies/ml) alors qu'avec la plate-forme GEN, 26 échantillons étaient
indétectables et 55 détectables (moyenne CV= 4.08 log copies/ml). Deux
échantillons étaient détectés uniquement sur CAP-CTM et 13 uniquement par GEN.
Parmi les 57 échantillons avec des CV détectables sur CAP-CTM et/ou GEN, 14
avaient présenté des discordances dont 7 échantillons sous quantifiés par CAP-CTM
et 7 autres sous quantifiée par GEN. Les tests de corrélation et de concordance ont

montré entre les deux techniques une valeur r?> = 0,94 et un biais = -0.0512.
e Analyse des discordances

La comparaison des charges virales entre les différentes plateformes a permis de
répertorier 86 discordances et la meilleure concordance était retrouvée entre
m2000sp/rt et CTM (3 discordances). EQ et GEN présentait la plus grande valeur de

biais avec 20 discordances. Toutes les discordances étaient répertoriées sur 37
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échantillons et la plupart de ces discordances impliquées la plateforme EQ qui sous
quantifiait 9/20 échantillons CRF02_AG discordants

L’analyse des différences de polymorphisme réalisée sur 20 séquences de
CRF02_AG n’a pas montré de différences significatives en dépit de quelques erreurs

retrouvées
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Chapitre 5 : Discussion

Les résultats de ces travaux ont été comparés avec la littérature et ont fait 'objet de
publication pour chaque objectif spécifique. Ainsi pour chaque travail nous pouvons

retenir :

1. Détermination de la diversité génétique et de la fréquence élevée de

doubles infections du VIH-1

Notre étude a montré la présence importante du sous-type C avec différents variants
chez les HSHs et confirme les résultats obtenus en 2013 dans le méme groupe des
HSHs (Ndiaye et al., 2009), méme si ce sont les CRF02_AG qui sont majoritaires
dans la population générale (Thiam et al.,, 2013) et dans le groupe des
professionnelles du sexe (Hamel et al., 2007). Cela montre la grande diversité

génétique avec la circulation des différents variants.

Dans cette étude, nous avons également analysé dans quelle mesure les infections
doubles avec différentes variantes du VIH-1 se produisent dans un groupe de
population ayant des comportements a risque élevé, avec une forte prévalence du
VIH-1 et dans une zone ou plusieurs sous-types du VIH-1 et des CRFs co-circuler.
Nos données montrent un taux élevé de double infection dans la population HSH du
Sénégal. Au moins 11 (15,9%) des 69 patients ont été simultanément infecté par
deux sous-types du VIH-1 différents et/ou CRF, et au moins 11 (37,9%) a 14 (48,3%)
des 29 patients infectés par le sous-type C dans gag abrité deux variantes
différentes sous-type C. Ces données suggérent qu’au moins 22-25 (de 31,9 a
36,2%) des 69 MSM de cette étude sont infectés par plus d'une souche VIH-1. Ce
sont des estimations peuvent étre considérées comme faibles, parce que les sondes
utilisées dans l'essai MHA ont détectés uniquement 55/69 (79,7%) des infections a
VIH-1 en gag, et 60/69 (86,9%) dans VPU. Ces taux de détection sont un peu plus
faibles que ceux précédemment rapportés pour le développement de l'essai, a

savoir, 88,3% et 93,3% dans gag et vpu, respectivement (Vidal et al., 2013).

Ce travail a confirmé une fréquence élevée de doubles infections avec des sous-
types/CRFs différents. La différence de prévalences entre la population générale et
les MSMs révéle l'importance d’une prévalence élevée et des comportements a
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risque dans I'émergence de doubles infections. Et ainsi pouvant entrainer la
formation de nouvelles formes recombinantes.

Cela démontre la nécessité d’accroitre les efforts pour soutenir les programmes de
prévention et de prise en charge ciblant les groupes vulnérables particulierement
celui des HSHs au Sénégal.

Ce travail a fait 'objet d’une publication dans Epidemiology and Evolutionary

Genetics of Infectious Diseases Journal (cf. article annexe 1).

2. Détermination de la diversité génétique du VHC chez les usagers de
drogue
Notre étude a confirmé I'existence des utilisateurs de drogues telles que I'héroine et
la cocaine au Sénégal (environ 1300 dans la région de Dakar). L'héroine est le plus
fréequemment utilisée des produits opiacés, bien que 27,7% des utilisateurs ont
déclaré avoir injecté au moins une fois dans leur vie. L'héroine est également la
drogue injectable la plus utilisée dans les autres pays d'Afrique sub-saharienne
(Reid, 2009). Nous avons également trouvé un nombre élevé de consommation
d'alcool (49% des UDs dont 16,3% ont déclaré une consommation quotidienne), qui

a commencé avant l'usage d'héroine.

Ainsi les tests sérologiques ont montré pour le VHB, une prévalence de I'Ag HBs
dans I'étude qui est trés semblable a la prévalence de I'hépatite B chronique chez la

91



Discussion

population sénégalaise. Aucun facteur de risque associé a l'utilisation de drogue ou a

des déterminants comportementaux n’a été identifié.

Par contre, La prévalence du VIH trouvée parmi les UDs est 7 fois plus élevée que
dans la population générale et est fortement liee a la pratique de linjection
(prévalence du VIH de 9,4% en injecteurs) et le sexe (prévalence du VIH de 13%
chez les femmes). Les femmes sont également plus exposées au VIH par injection
(21,1% contre 7,5% pour les hommes) (Cleland et al., 2007).

En ce qui concerne I'hépatite C, le taux constaté chez les usagers de drogue est plus
de 17 fois plus élevé que dans le groupe des donneurs de sang (23,3% versus 1,4%)
et est fortement liee a la pratique de l'injection. Dans les pays développés, les
facteurs de risque associés a l'infection par le VHC sont I'age, l'injection (McMahon
et al., 2007) et plus récemment identifié, la consommation de crack et les logements
instables (Jauffret-Roustide et al.,, 2009; Shannon et al., 2008). Ces voies de
transmission qui sont également des indicateurs de précarité doivent donc étre
explorées dans le contexte des pays en développement et pourrait expliquer en

partie le taux élevé d'infection par le VHC chez les non-injecteurs.

Ces données ont fait I'objet d’'une publication dans Journal of the International AIDS

Society (cf. article annexe 2).
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Le génotypage a été réalisé par la technique Versant® HCV genotype sur les 25 DBS
amplifiés et ce sont les génotypes 1a et 1b qui sont majoritairement retrouvés avec
21 (84%) des 25 génotypages réalisés. Des résultats similaires ont été obtenus aux
Etats Unis ou ceux sont les génotypes 1a et 1b qui étaient prédominants (Blatt et
al., 2000; Dias et al., 2011) et ce sont les génotypes 1a and 3a qui sont
majoritairement représentés en Europe (Bourliere et al., 2002; van Asten et al.,
2004). Dans les autres pays d’Afrique de I'Ouest, c'est le génotype 2 qui est
prédominant particulierement en Guinée Bissau dans la population générale
(Plamondon et al., 2007) et au Ghana, c’est le génotype 2 (87%) et le génotype 1
(13%) qui est majoritaire dans le groupe des donneur de sang (Candotti et al.,
2003). Au Cameroun, ce sont le génotype 1 et 4 qui sont prédominants (Njouom et
al., 2008; Pasquier et al., 2005) et en Afrique du Nord particulierement en Egypte
c’est le génotype 4 (Elkady et al., 2009).

Le génotypage a été également réalisé avec Abbott HCV Genotype 11® et présente
une bonne concordance Versant® HCV genotype. Toutefois, Abbott détecte
également avec un cas de double infection entre le génotype 1 et 2. Des résultats
similaires ont été reportés par Lui CH (Liu et al., 2015) Comparant Abbott et LiPA
avec un taux de concordance > 99.2% et aussi un patient with un double infection
1a+1b.

Ce travail a également été soumis et accepté dans « Journal of Medical Virology »

(cf. article annexe 3).
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3. Evaluation des performances de Nuclisens EasyQ v2.0° (biomerieux) par
rapport a la technique de diagnostic amplicor hiv-1 dna test®, v1.5 des
laboratoires de roche

Les résultats de notre travail portant sur I'évaluation du NucliSENS ont permis de
trouver une sensibilité et une spécificité de 100% pour le diagnostic néonatal de
l'infection a VIH aussi bien sur des prélévements de sang total sur tube EDTA que
sur DBS. Ce travail a montré que les techniques ARN pouvaient bien étre utilisés

dans le cadre du diagnostic néonatal de l'infection a VIH, et en plus le NucliSENS
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dédié a la quantification donne aussi une idée sur le niveau de réplication virale. La
technique ADN de Amplicor est la référence pour le diagnostic néonatal de I'infection
a VIH-1 et sa performance sur DBS et sang total sur tube a été validé au cours de
plusieurs études dans des pays Nord et Sud (Sherman et al., 2005). En Thailande,
ou le recombinant CFR01_AE est prédominant (Leelawiwat et al., 2009), les
recherches ont montré que la sensibilité du Amplicor avec les prélevements de sang
total sur tube augmentait de 40% a la naissance a 100% a I'dge de 2 mois, et sa
spécificité était de 100% quelque soit I'age. Des études menées aux Etats Unis ont
comparé l'utilisation de 'ADN proviral et de 'ARN pour le diagnostic néonatal de
l'infection a VIH. La sensibilité de ces tests variait selon I'age. Chez les enfants de
moins de 3 semaines de vie, des valeurs de sensibilité de 27% pour I'ADN, 64%
pour le test quantitatif ARN et 55% pour les tests qualitatifs ont été trouvés. Ces
mémes tests avaient une sensibilité de 96,2% chez les enfants agés de 4 a 6
semaines et de 100% pour ceux de plus de 7 mois de vie. La spécificité de la PCR
ADN pour tous ces groupes d’age était de 100%, alors que celle des tests
quantitatives et qualitatives ARN était de 95,5 et 96,1% (Cunningham et al., 1999).

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans Journal of Clinical Microbilogy (cf.

article annexe 4).
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4. Comparaison de quatre techniques commerciales de charge virale dans

une zone de circulation des sous-types non b

L’analyse de la performance d’Abbott RealTime a permis de retrouver de bonnes
valeurs en ce qui concerne la repétabilité, la reproductibilité, I'incertitude, la justesse
et la contamination. La vérification de la performance d’Abbott est acceptable

comparée a d’autres études (Scott et al., 2009; Sollis et al., 2014)

Cette étude a aussi permis de comparer les performances de quatre techniques dans
un contexte caractérisé par une grande diversité génétique avec une prédominance
du CRF02_AG. La comparaison des techniques de quantification de la CV a montré
une forte corrélation et une bonne concordance entre les différentes plateformes. Les
meilleures valeurs de corrélation (r2 = 0,98) et de concordance (biais = -0,00185 (-
0,0761 a 0,0726) étaient retrouvées entre Abbott et CTM et confirment les résultats
décrits dans d’autres études (Bourlet et al., 2011; Scott et al., 2009). La
Comparaison entre m2000sp/rt and EQ montre une bonne corrélation (r? = 0.96) et
une relative bonne concordance (biais = - 0.144 (- 0.256 a 0.0326)). Toutefois, un
nombre relativement élevé de résultats faux positif (1/73 sur m2000sp/rt et 6/73 sur
EQ) et échantillons sous quantifiés (5/73 m2000sp/rt et 15/73 EQ) a été noté entre
les deux plateformes. Des résultats similaires ont été retrouvés entre EQ et les
autres plateformes avec un nombre élevé de faux négatifs et d’échantillons sous
quantifiés par EQ. La plus petite valeur de corrélation a été trouvée entre les plates-
formes EQ et la trousse GEN (r2 = 0,90 et un biais = -0.130).

Plusieurs autres études reportaient des données similaires d’échantillons sous
quantification (Bourlet et al.,, 2011) et de résultats faux négatifs de EQ
particuliéerement dans les échantillons non-B (Church et al., 2011). En effet,
quelques travaux reportaient des difficultés de la plateforme EQ pour quantifier les
sous types non-B dont le C, A1, AG, G et CRF02_AG (Hirsch et al., 2008;
Korenromp et al., 2009). Pour le CRF02_AG, notre étude confirme les résultats
obtenus dans la littérature portant sur la sous-quantification d’EQ (Rouet et al.,
2010)

Toutefois, I'analyse des différences de polymorphisme sur le géne gag n’a pas
montré de différences notables qui pourraient expliquer les échecs ou les succes

pour la détection des échantillons par la plateforme EQ. Cela pourrait étre du au fait

96



Discussion

que la séquence amplifiait (461 pb de gag p24) peut ne pas couvrir le site de fixation
des amorces et des sondes de EQ.
En résumé, cette étude a trouvé une bonne corrélation entre m2000sp/rt et les autres
plateformes et a confirmé que la technique EQ sous quantifie quelques échantillons
CRF02_AG, lequel est prédominant au Sénégal et dans les régions Ouest-Africain.
Toutefois, des efforts pour améliorés la plateforme EQ pour la quantification des sous
type non-B sont nécessaires.

Ces travaux ont fait I'objet d’'une publication dans Journal of Virological Methods (cf.

article annexe 5).
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Conclusion Générale

Conclusion générale :

Le Virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et le virus de I'Hépatite C (VHC) sont
des virus a acide ribonucléique (ARN) qui sont caractérisés par une étape de rétro
transcription du génome en ADN (acide désoxyribonucléique). Cette étape de rétro-
transcription est réalisée par une enzyme : la transcriptase inverse qui permet au VIH
et au VHC de se répliquer mais cette enzyme ne posséde pas de mécanisme de
détection des erreurs de transcription. Les erreurs sont donc fréquentes et ainsi,
dans un seul organisme infecté il y a déja plusieurs variant génétiques, représentant
ainsi des quasi-espéces virales. Une des caractéristiques majeures des deux virus
est donc leur grande variabilité et elle est responsable de la classification des virus
en types, groupes, sous-types, sous sous-types et formes recombinantes circulants.
Cette grande diversité peut impacter sur le diagnostic, la quantification de la charge
virale, la progression de la maladie, la réponse au traitement antirétroviral et le
développement de vaccins. La diversité génétique constitue donc un grave probléme

de santé publique.

Le VIH au Sénégal est une épidémie de type concentré c'est-a-dire faible au niveau
de la population générale et élevée dans les groupes vulnérables comme les
professionnelles du sexe et les hommes qui ont des rapports sexuels avec les
hommes. Cette forte prévalence conjuguée a la diversité génétique et aux
comportements a risques peuvent étre a lorigine des doubles infections, a
'émergence et la diffusion de nouveaux recombinants. C’est ainsi que nous nous
sommes fixés comme objectifs spécifique de déterminer cette diversité génétique et
la fréquence des doubles infections dans le groupe des hommes qui ont des rapports
sexuels avec les hommes. Cette étude a porté sur 69 HSHs traités en MHA et par
analyse phylogénique sur les génes gag et vpu et a montré la présence importante
du sous-type C avec différents variants chez les HSHs et confirme les résultats
obtenus en 2013 dans le méme groupe des HSHs (Ndiaye et al., 2013). De plus, ce
travail a confirmé une fréquence élevée de doubles infections avec des sous-
types/CRFs différents, mais aussi avec un méme sous-type. Cette forte fréquence
des doubles infections peuvent étre a l'origine de l'apparition de nouvelles formes

recombinantes entrainant ainsi une diversité génétique plus importantes.
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Nous nous sommes également fixés comme objectif spécifique de décrire la
diversité génétique du VHC au Sénégal. Une premiére étude menée sur le groupe
des usagers de drogue avait montré une prévalence plus élevée du VHC (23,3%)
devant le VHB (7,9%) et le VIH (5,2%) et ces résultats ont été publiés dans JIAS
(Lepretre et al., 2015). C’est dans ce contexte que nous avons entrepris une étude
sur la diversité une étude pilote, une premiére du genre au Sénégal particulierement
dans le groupe des usagers de drogue avec le papier buvard comme support de
prélevement. Cette étude a montré la prédominance du génotype 1 dans le groupe
des usagers de drogue méme si c'est le génotype 2 qui est prédominant dans la
population générale en Afrique de l'ouest. Le traitement de référence étant un
traitement génotype dépendant, les génotypes 1 et 4 sont moins sensibles et
nécessitent un temps d’exposition plus longue. Mais récemment, avec l'autorisation
des premieres générations de TARV comme les anti-protéases (bocéprévir et
telaprévir) et les anti-polymérases (sofosbuvir), les nouveaux traitements associent
maintenant les ARV et/ou l'interféron pégylés entre 24 a 48 semaines (Pawlotsky,
2014). Cette étude a aussi montré qu’aprés une optimisation de l'utilisation DBS, ils
peuvent étre une bonne alternative pour les prélevements de sang sur tube pour
génotypage et la charge virale du VHC. Ce travail a également été soumis dans
« Journal of Medical Virology »

La surveillance de cette grande diversité génétique et I'évaluation des tests
biologiques sont donc nécessaires pour assurer un suivi optimal des personnes
vivant avec le VIH (PVVIH) et/ou VHC. Le diagnostic est essentiellement basé sur
des tests sérologiques mais pour les enfants nés de méres séropositives, c’'est le
diagnostic moléculaire qui est effectué du fait de la persistance des anticorps
maternels. L'importance de débuter le TARV a un stade précoce de la vie de I'enfant
infecté est aujourd’hui bien documentée. |l est donc crucial de disposer d’outils de
diagnostic adéquats. C’est dans ce sens que nous avons décidé d’évaluation les
performances de la plateforme NucliSENS qui est une technique automatisée
permettant de détecter TARN du virus par rapport a la technique de référence
Amplicor. La technique de référence Amplicor basée sur une détection de 'ADN
proviral comporte plusieurs étapes manuelles, c’est une PCR classique avec des
étapes post-PCR et dure environ 6 heures. Les plateformes automatisées basées sur
la détection de '’ARN viral sont maintenant disponibles, ces plateformes sont simples
et le résultat de I'analyse peut étre obtenu en un temps trés court et sans étape post
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amplification. Le NucliSENS a une sensibilité de 100% et une spécificité de 100% par
rapport a Amplicor. Sa valeur prédictive positive est de 100% et sa valeur prédictive
négative est de 100%. Il représente donc un outil alternatif pour le diagnostic de
l'infection a VIH chez les enfants de moins de 18 mois de vie permettant ainsi de
pouvoir initier le traitement ARV le plus précocement possible en cas de résultats de
PCR positif. L'OMS recommande pour la confirmation de la premiére PCR d’utiliser
un test de quantification de la charge virale qui permettra a la fois de confirmer la
PCR1 mais aussi d’avoir une valeur de charge virale a l'initiation du traitement. Ces
travaux ont fait I'objet d’'une publication dans Journal of Clinical Microbilogy
L’évaluation de l'efficacité du traitement antirétroviral se faisant avec la quantification
de la charge virale plasmatique, I'utilisation de la charge virale est devenue donc une
recommandation forte de 'OMS pour le suivi des patients sous ARV depuis 2013. Il
devient donc urgent pour les programmes nationaux de disposer de techniques de
quantification fiable et a moindre cout pour un suivi optimal. Diverses techniques de
quantification de la charge virale plasmatiques sont maintenant disponibles et sont
basées sur des principes différents. C’est pour cette raison que nous nous sommes
fixer comme objectif de comparer quatre techniques commerciales de quantification
de la charge virale dans une zone de circulation des sous-types non B. Nos travaux
nous ont permis de trouver une forte corrélation et une bonne concordance entre les
différentes techniques de charge virale et confirme que la technique EQ sous
quantifie quelques échantillons CRF02_AG, lequel est prédominant au Sénégal et
dans les régions Ouest-Africain. Toutefois, des efforts pour améliorés la plateforme
EQ pour la quantification des sous type non-B sont nécessaires. Cette étude a été
publiée dans Journal of Virological Methods.

Toutefois le choix d’'une plateforme de charge virale ne dépend pas uniquement des
spécifications techniques et de la comparaison des performances mais aussi d’autres
parameétres tels que la disponibilité des réactifs, un bon service aprés vente, le colt
d’acquisition des appareils, du nombre de tests par jour, du colt des tests, des
infrastructures, des ressources humaines nécessaires et la capacité a utiliser les
DBS et la prévalence du VIH-2.
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Les perspectives et recommandations :

Nos travaux de thése nous ont permis de dégager les perspectives suivantes:
Pour le VIH :
v Evaluation des doubles infections VIH-1 dans les autres groupes clés tels que
PS et UDs
v' Etude de cohorte sur les MSMs, PS et les UDs doubles infectés pour vérifier

I'’émergence de nouvelles formes recombinantes

Pour le VHC :

v' Documenter la prévalence et la diversité génétique du VHC dans la PG et les
autres groupes clés tels que les MSMs, les PS et les UDs (un nombre
d’échantillon plus important).

v Evaluer les techniques de diagnostic, de charge virale et de génotypage pour
le VHC

Les résultats de nos travaux nous ont permis également de formuler quelques
recommandations :

Pour le programme national de lutte contre le SIDA
v' Observatoire pour contréler I'évolution de la diversité génétique
v' Accentuer les efforts pour soutenir les programmes de prévention et de prise
en charge ciblant les populations clés en vue de réduire les comportements a
risques au Sénégal.
v' Renforcer la décentralisation des plateformes moléculaires de diagnostic et de
CV en mettant 'accent sur un bon systéme de contréle de qualité.
Pour le programme national de lutte contre les hépatites virales :
v' Mettre a la disposition des PVVHC les Antiviraux
v' Soutenir les stratégies de réduction des risques pour les Uds
v' Aller vers une intégration des programmes pour la réalisation des tests de
diagnostic, de charge virale et de génotypage pour le VHC

v" Mettre en place un systéme de contréles de qualités des tests
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{Jung =tal. 2012; Ddaiorme sd Bello, 2012} Inour study, 2 sm-
ples were identified 2= subtype C by MHA in gag (Table 2} Among
these 29 subtype C samples, five reacted only with C1 probes, nine
only with theC2 probe and 15729 (51.7% ) reacted with both C1 and
(2 probes. Ssquences of the comesponding fragments were ob-
tained for 11 of the 15 dual readive samples and we compared
probe sequenoes for mismatches to examine whether this dual
reactivity represents dual infedhon with different subtype Cclades
or ones-readivity. For 10 of the 11 dual amples for which oomme-

s ponding subtype C sequenoss wene availabile. only one or two mis-
matches wene ssen with the (2 probe, versus five to s=ven with the
1 prabe A single sample showed three mismatches with the &2
probe wersus five with (1. Thess observations suggest that the
majorty of the samples resctive with O1 and £2 probes are most
likely infected with two different subtype C clades. The phyloge-
netic tree of the gag p1 7 ssquences shows that al clustered in
the same subtype C dade with references strains from southern
Africa (Fig. 1L We compared also the sequenoss of probes with se-
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{Jung =tal, 2012; Ddainme and Bello, 2012} In our study, 249 wm-
ples were identified a5 subtype C by MHA in gag (Tahle 2} Among
these 29 subtype C samples, five reacted only with C1 probes, mine
aonly with the {2 probe and 15729 (5 1. 78 reacta] with bath C1 and
€2 probes Ssquenoes of the comesponding fragments were ob-
tainad for 11 of the 15 dual reactive samples and we

probe semquenes for mismatches to examine whether this dual
reactivity represents dual infection with d ifferent subtype Cclades
or ones -reactivity. For 10 of the 11 dual semples far which carre-

sponding subtype O sequenoss werns available, anly ane ar two mis-
matches wene s=en with the {2 probe, versus five to s=ven with the
€1 probe. A single sample showed three mismatches with the 2
probe versus five with . These ohservations suggest that the
majarity of the samples rective with C1 and €2 probes are mast
likely infected with twao different subtype C clades. The phyloge-
netic tres of the gag p1 7 ssquences shows that al clustered
the ame subtype C dade with reference strains from southern
Africa (Fig. 1 L Wie compar e alsa the sequenoes of probes with se-
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[PWID} was, respectively, estimated at 42.3, 5.5, and 124%
and morne recently at 34.8% in Tanzanda [3]. In the plea “Time
to act” [4], authors highlighted evidence from several sub-
Saharan African countries where the wse of injecting drugs
wias rapidly increasing and was msocisted with 8 spread of
HIV infection. A cross-sectional study conducted in 2010 in
six states in Nigeria provides the only data available for PWID
in West Africa and reported the high heterogensity in the
prevalence across states, from 0.3 to 9.3%, with a prevalence
Iigher than 53 in three of the six states [5]. Moreover, stedies
conducted in sub-Ssharan Africa have demonstrated that
there s & strong associstion between the fisk of HV sogui-
sition and alcohol wse [6] and that consumption of stinulant
drisgs such as cotaine or orack induces high-risk sexuwal
behaviowrs [7,8]).

Despite the threat of a higher prevalence and transmiss-
bility of viral hepatitis among PWID, detailed data on hepa-
titis C winus (HOV) arerare in sub-Saharan Africa, as noted in a
systematic review in 2001 [9]. Prevalence of HOV antibodies
in PWID was available in only 4 of the 17 countries where
injecting drug wse has been identified. As expected, HOW pre-
valence was much higher than HIV within a range of 97.3%
in Mauritius, 514% in Kenya, 40.1% in Ghana and 223%
in Tanzania. Last, non-injecting drag use is also recopnized
a5 an emerging risk factor for HOW scguisition [L0 with a
prevalence ranging from 23 to 35.3%.

In Senegal, the HIV epidemic B concentrated with a low
prevalence in the general population [0.7% with a 1.6 femalef
male ratio) [11] and & high prevalence among key populs-
tions most at i of HIV exposune, such as female se workers
[185%] and men who have sex with men [2LE% [12].
Howewver, ni data on HIV prevalence amaong DUs are svailalbde
despite the fact that injecting drueg wse was reported in speci-
fic areasof the Dakar region [13]. Data on HOV prevalence are
even Scarcer A recent review reported a 3% rate in the
general population [14], whereas a crosssectional study of a
Il ol dhorvior prospusla tion fownd a 0.49% rate of HOV antibodies
[15]. & local survey condected in 2008 to 2009 has shown that
smoking is the main route of consumption of heroin, oocaine
amd crack [16]. Furthermore, those who do not inject are
often conmnected to PWID. This might constitube a resenyoir for
HOW and HIV transmision through the community, inasmuch
a3 crack use has been proved to be s rik factor for HIV and
HOV i Eusrope [17]

Therefore, we designed a survey to estimate the size of
the heroin amd/or cocaine DU population living in the Dakar
area [whatever the pattermns of uwse), to ases HIV and HOV
prevalence in this population and to analyze related beha
viowral risk factors in onder to set up an integrated pre
vention and treatment programme for DS

Patients and methods

Study design and participants

The Dakar area is the modt populated region of Senegal,
accounting for 23% of the total populstion [#= 12,526,488)
and 75% of the whan population [L1]. The legal and social
conted of drug use & represive, and there i no aooes to
opioid substitution trestment and specislieed care.

The study, conducted between April and July 2011, had two
COMponents: a capture-recapture component that estimated
the size of the Dakar region’s DU population, and a cross-
sectional survey based on the respondent-driven sampling
[RDS}) methodology to estimate HIV and HOV prevalence
within this populstion. DUs were defined a heving wsed
Iver i andfor cocaine of injected any psychoactive substance
duwring the last three months. The capture-recaptune met hod
consists of a random distribution of 2 numbered token within
the target populstion during the week preceding the cross-
sectional survey and its recapture within the population
incleded in the surey. RDS & 2 long-chain referral met hodo-
losgy that has been devdoped to provide aooess to difficult4e-
reach populations [1B]. Recrsitment starts with the so-called
“geads” known to be representative of the DU population’s
diversity. Seeds are instrected to give a recruitment coupan
to a makimum of three other peers from their own social
neetwiork and, in tum, they receive double incentives, one for
theesr parti cipati on and one for succeeding in recruiting peers.
Limi ting the nuwm ber of peers who could be recruited by each
participant awoids biases mssociated with the snowballing
sampling method, which has the drawback of increasing the
risk of not reaching hidden individuals. Recruitment proceeds
in successdve waves of recruit ed peers. Using a mathematical
system for weighting the sample to compensate for its not
having been drzwn 2 2 Simple random sample, a final popu-
lation sample is obtained and wied to measure study
Urlees.

Inclusion criteria were as follows: beng & hersin and/
of cocaine wer, having injected any psychosctive substance
during the last three months, being over 18 years of age
for 15 in cases of proven emancipation], lving for at least
three months in the Dakar region, and giving informed
consent to participate in the study. In order to minimize the
risk of incleding the same participant twice, three basic
biometric measwres [height, size of wrist and distance from
elbow to end of third finger) were reported ona computeri-
red database [19]). The initial sample sie was fived at 266
individuals [design effect of two with unilateral test, imitial
indficator P1=0.50 and P2 = 065, with an = risk of 5% and an

B power).

Study procedures

The study was preceded by a feasibility swrvey |December
2008 to January 2009), aimed at identifying institutional key
partmers (Ministry of Health, CILD, CNLS, PWVIH, RGO, and
care and treatment centres), identifying and briefly describ-
ing the target population, identifying the study centre and
mssessing the needs for swrvey staff training. An outreach
team incleding former DUs acting a5 peers, social workers
and wolunteers conducted field work for six months te
increase trust between DU communities and interdewers
and tohave & better wnderstanding of the DU netwaork in the
Dakar area.

The capturesecapture study preceded the EDS survey
by one week (11 to 17 April 2011). Tokens were randomly
distributed a5 prenumbered candboards in the different
spots whene DUs wsually gathered, to all DUs matching the
inclesion criteria of the RDS stwdy and then recaptoned
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during the RDS survey. Participants of the study were not
informed on the reason why tokens were distributed, an the
award when bringing the token back ar on the implementa-
tian of the RS stidy. This endered the indapendance of both
saimples. The total number of tokens distributed in the com-
munity has been precisely noted [capture) in onder to esti-
mate the number of tokens cd lected from patients presenting
to the study research base during the RDS study (recapture].

During the RO5 survey phase (19 April to 15 huly 2011),
P to thies seeds per anea covered by the study werne initi-
ally selected for a total of aght seeds. OF all seeds recruited
per area, one had to be a woman, one under 25 years of age,
one 8 PWID, one 8 heroin user and one 8 crack user (those
characteristics could be combined). Each recruited seed
recetved a maximuem of three coupons to be distributed to
peers. The study research base was located on the Fann
University Hospital premises. Each igible individual filled
out a face-to-face behaviowral guestionnaire and had a blood
sample collected on a died blood spot (DBS) The gues
tionngire was administered in the most common language
(Walof) wsing a back translation from Frend, following the
method described here [wwwowho.int/substance abuse)
research_tools trand ation/en/]. The sociobehavioural gues
tionneire contained items regarding sociodemographical
characteristics, present and past drsg use practices, knowl-
edge of HIV and HOV transm bsion modes, soceds to care and
testing, sewial risk behaviours and previous jail experience.
Compensation for pamticipation (4000 FCFA} and transpornt
{3000 FCFA) was st at a total amount of 7000 FCFA (11 €
and given when visiting the study centre, whereas the facili-
tators wiho recruited DUs in the survey necedved 3000 FCRA
(6 €], provided that the DU inclusion was effective.

During the recruitment, DES were prepared from finger
pricks. For each patient, five spots were placed on a fivespot
blotter 903° (Whatman GmbH, Dassel, Germany) and dried
foor &t beast thres howrs at room tempera ture. They wene then
centralized in the virology lab of the stedy centre [CRCF) in
Dakar Most of the DBES were kept st 4°C for two wesks
before being frozen. HIV testing was done according to the
national algorithm using the Determine  HIV-1/2 Ag/Combo
kit (Alere Medical Co, Matsuhidai, Matsiwsdo-shi, Chiba, Japan)
and confirmed with ImmuneComb 1| HIVL & 2 BiSpot kit
[Drgenics, Yavne, srael]. Antibody ution from the DBES was
performed in 200 plaf the PBS buffer, and 50 pl was used for
each technigue according to the manufacturer's inst ructions.
HOW and HEV serology were performed, respectively with
the VEDWMLABE-HOWV-CHECK-1 kit amnd HEP-CHECK-1 kit [WEDWA
LAB, Mencon, France). For each technigue, 100 and 20 pl
were wed for HEV and HOV respectively, acconding to the
manufacturers instrect ions

Outoames

The primary outcomes wene the estimation of the sive of the
DU population within the Dakar area and the prevalence of
HIV, HOW and HEV with its 35% confidence interval (95% CI).
Secondary outcomes included the prevalence of HIV, HOW and
HEV infection in the stedy population based on serclogies
performed from DES, and the assesament of the relative sk

of HIV, HEV and HCV infections based on the information
obtained throwgh the socicbehaviowral guestionnaire.

Statistical anahsis
RDSAT version 5.6 was wsed to estimate the prevalence of
HIV, HOW and HBV infections based an the sample popl stion
and allowed adjustments on parameters such as homophily
and difference in network sie, known to cause possble
biased eotimates.

The capture-recapture method was applied to the esti-
mation of the total sz of the DU population in Dakar The
estimation was based on the eguation: N=(nl x=n2)fm,
wherne nl isthe number of DUs who got a token [capture), n2
s the number of DUs included in the RDS study (recapture)
and m is the number of participants comman to both groups
DU wiith a token).

Descriptive statis ics were applied to the charactenstics of
the survey population. Categorical variables were reported
with their percentages and compared wsing the ohi-Sgueaned
test [and Fisher's test for small numbers). Contineous vari-
ables were expressed by their means [standard deviation)
of medians (interguartile range), and compansons wene with
the Stedent and Wilcoxon ranked tests socording to the
variable distribution. A simple logistic regression was applied
to selert wvariables assoristed with the outcome and all
wariables with g<0.1 were entefed in a multiple logistic
regression mode for each outcome. Statistical analysis was
performed wsing STATA (v11.2; College Station, TX, USA), and
agnificance was determined as g 0005,

Ethical considerations

Al participants. provided informed oral and wiitten consent
to participate in the stedy After answering the guestion-
naire, individieals had a pretest counselling session about HIWY
and HOW prevention. Within one wesk, the blood test results
were confidentially dediversd in the Outpatient Treatment
Centre [Centre de Traitement Ambulatoire ] near the research
centre. Participants aleo recehved post-test counselling and
all HIv- andfor HOW:- or HEV-podtive patients were offered
an appointment free-of-charge with an infectiows diseases
specialist in the same hospital. Counsdling and bl ood tests
were abo offered to non-incleded individual. Anonymity
was ensured throughout the process by the attribution of a
e mamber with no connection to identity, unless the
participant whe tumed out te be HIV, HEV or HOV infected,
accepted the appointment with the infectious diseases
specialist. Finally, all study partners discused the 2 ppropria e
amount for incentives distributed to recruiters and defined
it according to common practices and rates for Senegalese
clinical researnch. The st udy protoool was reviewed and appro-
wel by the Mational Ethical Committes for Research in Health.

Results
Population size and HI, HEV and HOW prevalence
The estimation of the populstion size has been performed
besed on 416 distributed tokens. The etimated DU popula-
tion in Dakar vicinities was an asverage of 1324 (95% O
1281 1367).

In total, B25 DUs wene recruited from the eght initial
ey, among which 506 have been incleded in the asvey.
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not clear. One might speculate that despite precanious living
conditions, a very small fraction of the participants were
homeles [4/506), most of them living with their families.
The strength of family structure may prevent youngsters
from turning to heavy drng use. Indeed, the DUs included in
the study mostly lived in precanious conditions, characterized
by “'sorial disqualification” in Semegal: previous incarcer ation
for nearly 50% of them and insufficient income to have auto-
namous howsng (although homelessness is very uncommaon
in Senegal, unlike other African countries [21]).

The HIV prevalence found among hercin andfor cocalne
users is seven times higher than among the general popu-
lation and is strongly linked to the practice of injection [HIV
prevalence of 2.4% in injectors] and sex [HIV prevalence
of 13% in women). Women are ako more exposed to HW
throwgh injection (21 1% versus 7.5% for men) [24]. The HW
prevalence in DUs who had never used injection is four times
higher than in the overall Senegals=e population [5]. This
might be due to the exposure to sexwal risk through paid sex,
underse of condoms and multiple sexual partnerships in
a context of precarousness [12,14]. These findings deserve
further research to better understand the dynamics of the
HIV epidemics in non-injecting DU Regarding the prevalence
of HWV among females, the etimate found in our stady
is close to that of female sex workers in Sensgal, shedding
light on the necesity of taking into account dreg use in
[prevention programmes among female sex worlers in Africa,
as already stated by others in West Africa [25].

With regard to hepatitis C, the rate found among DUs is
e than 20t mes higher than among the general Senegalese
population [23. 3% versus 0.49%) [15] and strongly linked to
the practice of injection. The HCV prevalence of 3BA% in
PWID is in line with that of the anly study addresing the
same tssue and conducted in Ghana [40.1%) [9]. The HOV
prevalence of 18% found in non-injecting DUs & also in line
with other data [26], but it should be noted that this sys-
tematic review did not inclede data from sub-5aharan Arca.
In developed countries, rsk factors mssocisted with HOV
infection are age, injection [27] and more recently identified,
crack consumption and unstable housing [17.28] Those
transmision rowtes that ane also indicatons of precan ousness
should therefore be explored in the context of developing
countries and might partly explain the high rate of HOV
indection in non-injectors.

Finally, the prevalence of HBEs-Ag in the study was very
similar to the prevalence of chronic hepatits B in the
Senegalede population. No rsk factor mssociated with the
e of drsgs of to behaviowral determinants has been
identified. This is i line with the main route of transmision
of HEV in sub-Saharan Africa being from mother to infant
and during eary childhood, therefore happening before the
adult age.

The asemment of the level of knowledge among DUs
reganding the determinants of HN and HOV transmision
wias an edsential component of this edy Most fespondent s
had a good knowledge of HIV but not of HOV risk factars.
A minority (13%) of DUs had shared needles in the past
month, but 27 and 34% had shared waterffilters. and spoons,
illustrating the fact that very few were aware of the risk of

HCV transmission thiowgh shared injection eguipment. HI
transmissgon through sexwal intercourse was well known;
however, only 50% wed condoms. Commercial sex (at least
once for dregs of money) was reported by a guarter of res-
pondents, illustrating the obvious link with precariousness
e high vulner sbility in wamen. Only a very small number of
participants had had an HN, HBV or HOV sef ology perfommed
prior to the study (29, 4 and 4%, respectively), although most
of them knew that they were particularly at risk of being
infected. These data guestion the accesibility to HIV and HOV
sereening for DUs populations in West Mrica, in the absence
of specific prevention and care programmes and in a repres-
sive legal and social context for DUs. The significantly higher
rate of participants (415%) who came for their results com-
pared to those who were not included in the stedy [13.4%)
g the mobilizing character of partici pation in the servey.
Howoever, the most vulnerable, namely women, leis than 34.1
years and PWID were very few, undedining the need for
specific care programmes to reach them.

Some study limitations should be highlighted First, the
survey explored a precarious population and did not reach
DU s fram higher social dlasses where cocaine e seams to be
maore frequently reported. Second, despite having selected
female and young “seeds)” the recruitment was very low
aitiong both groups O results may not be consdened o fully
representat ive of those two groups. Finally, we must take into
account the methodological limitations related to the EDS
approach. Indesd, although considered as the gold standard
among methods for estimating the prevalence of infectious
diseases amang hidden populations, this methad is relatively
e and a5 such its robustvess could not be fully compared to
thiose based on random sampling. The study results should be
conddered rather & order of magnitude of the phenomenon
and interpreted wit h caution.

More importantly, this study provided DUs with access
to effective cane and prevent ion through the field team and
stusdy staff. About 42% of participants came back to get their
te=st results, Harm reduction activities were initiated during
the study and continsed thereafter through support from
Expertise France Health Department, a bilateral French AIDS
organization [www experticefrance fi, last socesed 14 March
2015).

This study brings to light the significant wul nera bility to HIV
and HOV infection of nondnjeding DUs living in developing
countries. More stedies are needed to better decipher the
jpathways to HOV infection in non-injecting DL Harm reduction
programimes with acosss to substitution fincluding metha dane)
thesapy are now Feguired, and & neponse to the jsves un-
derlined by this study has been recent by launched in Senegal:
the DUs heve been integrated as a vulnerable population in
the National Strategic Plan in Response to AIDS [wwwapl
francophonieong MG, 2003 10 vih dakar_senegalstrategie.
pf, last secessed 14 February 2004) and fund raisbng has
enabled the implementation of an integrated prevention and
methadone programme for DUs in the Dakar area.
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RMA detection and are also useful for HCW genotyping [Salomone et al, 2002].
However, Bennett 5 et al. and Salomone M et al. amplified HCWV RNA from DBS
using an in-house nested PCR. The use of commercial kits for the extraction and
amplification method has several advantages: the experise for assay development
and optimization is net reguired, and guality confrol can use the manufacturer's
caontrol reagents [Tuaillon et al., 2010].

Im our study, to awoid multiple congelation'decongelation eycles of the DBS during
the semlogical tests, we decided to keep them at 4* for up to 2 weeks before storage
at - B0°C but this strategy could hawve been deleterious for the upcoming molecular
analysis. Thersefore, DBS need to be stored at least - 20°C just after the drying step
to avoid the dramatic RMNA degradation but further optimization studies under
different siorage conditions will be helpful in the perspective of both HCW genotyping
and treatment monitoring. However, we cannot exclude that the small percentage of
HICW detected was related to some false serclogy results because only ocne anti-HCW
test was performed.

HCV Genetic diversity

Genotyping was performed by Versant® HCV genotype assay on 25 DBS and
genoiypes 13 and 1b are predominant with a rate of 24%. Similar results were found
in United States with the predominance of genotypes 1a and 1b either in the general
population or in the DUs=s group [Blatt et al., 2000; Dias et al., 2011; Lau et al,
1996]. HCV subtypes 1a and 3a were also the predominant genctypes among IDUs
in Eurgpe [Bourliere et al,, 2002; van Asten et al., 2004; Payan et al., 2005] but
knowledge about HCW genetic diversity is lacking in this population im Africa. In other
West African couniries, genotype 2 was predominamt particularly in Guinea-Bissau

amaong general population aged 2 50 years (98.25%) while genotype 1 represent only
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Fig T [Conined)

and under quantified VL {281 by m2000spirt and 1/E1 by CTM)is
found between m2000spitt and CTM, and these discrepancies are
related to samples with bow or undetectable WL as reported in other
studies (Bourlet et al,, 201 1; Church et al., 20111 The undetectable
samples by the two technigques (CTM and m2000sp/rt) could be
related to primer and probe mismatches in both pok-iet and gog
target regions (Church et al., 2001 Over quantitation by the CTM
may be due to amplification of dual targets (gog and LTE) and/or VL
estimations [Bourlet et al, 2011L

Comparison of VL between m2000spitt and EQ had also showed
a high correlation (rf=096) and a relatively good agreement
(bias=—0.144 {0256 to 0.0326]). However, a relative high num-
ber of false negative results (1/73 on m2000spit and 673 on

EQ) and samples under quantified {573 m2000spitt and 1573
EQ)) was noted bebween the two platforms. Similar results were
found between EQ and other platforms with a high number of
false negative and samples under quantified by EQ and the low-
est value of correlation was found between EQ and GEN (ri=0.90
and a bias= —0.130). Many other studies reported similar data of
EQ) misguantitation with significantly lower viral loads, wider dis-
crepancies (Bourlet et al, 2001}, false negative results and under
quantitation results for EQ particularly in non-8 subtype samples
{Church et al, 2011). Indeed, some studies reported difficulties
of E platform to quantify the non-B subtypes including C, Al
AG, G and CRADZ_AG (Hirsch et al, 3008: Korenrom et al., 20091
For CRFO2_AG, our results confirm previous studses regarding EQp
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Fig. 2. (Cononuoed)

under quantitation comparing to GEM and CTM {Rouet et al,
20100

This lower correlation may be due to a combination of insta-
bility in the methad (Le., molecular beacon approach) as well as
mismatches between probe and primers in the gag target region,
particulardy {Church et al, 2011), However, CRF0ZAG sequence
polymarphisms analysis in gog gene had not showed a specific pat-
tern that could explain the failure or success to detect samples by
the EQ) technique. This could be due to the size of the sequenced
region (461 pb of gag p24) that may not cover the right binding
sites of EQy primers and or probes. For GEN, the main limit was the
lack of internal control in the test that is now taken into account in
the new wersion [ hitp:/www biocentric.oom).

Despite, all these considerations, we cannot exclode that dis-
crepancies observed between techniques could be related to the
technsques themselves and/or targets that are different from one
technique to another. Indeed, £Q) targeted gog gene, that is lessoon-
served than pol gene (m2000sp(rt) and the LTR region (GEM) while
CTM increased its sensitivity by targeting one more region than EQ
{pag and LTR) (Rouet et al, 20000

In summary, the study found a gocd comelation bebween

m2000spirt and other techniques and confirmed that EQ technagque
under quantified some CRFOZ_AG strains, which are the main vari-

ant circulating in Senegal and the west African region. Therefore,
efforts to improve EQ performances for the quantitation of non-g
strains, CRFI2_AG in particular, are required.
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Diversité génétique du VIH-1/VHC et ses implications
sur les techniques moléculaires de diagnostic et de monitoring du VIH-1

Résumé
Le VIH et le VHC sont caractérisés par une grande diversité génétique et cette derniére est

impliquée dans le diagnostic, le monitoring virologique, le traitement et la recherche
vaccinale. L’objectif de ce travail est de déterminer la diversité génétique du VIH et du VHC
chez les HSHs et les UDs respectivement et ses implications sur les plateformes de
diagnostic et de monitoring du VIH-1. Nos travaux nous ont permis de trouver pour le VIH, la
prédominance du sous-type C avec différents variants chez les HSHs méme si c'est le
CRF02_AG qui est majoritaire dans la population générale. De plus, ce travail a confirmé
une fréquence élevée des doubles infections avec des sous-types/CRFs différents. Pour le
VHC, la diversité génétique est caractérisée par la prédominance du génotype 1, toutefois
c’est le génotype 2 qui est majoritaire en Afrique de lI'ouest au niveau de la population
générale. La comparaison des plateformes de diagnostic du VIH-1 ont permis de retrouver
une bonne sensibilité et une bonne spécificité aussi bien sur le sang total que sur le DBS
entre la plateforme commerciale NucliSENS et la technique de référence Amplicor. La
comparaison de la charge virale a permis également de noter une forte corrélation et une
bonne concordance entre les différentes techniques de charge virale et confirme également
que la technique Nuclisens sous quantifie quelques échantillons CRF02_AG, lequel est
prédominant au Sénégal.

Mots clés : VIH, VHC, diversité génétique et comparaison de techniques

Genetic diversity and implication in the diagnostic and monitoring molecular
of HIV-1 and HCV

Summary
HIV and HCV are characterized by high genetic diversity and involved on the diagnosis,

virological monitoring, treatment and vaccine research. The aim of our work is to determine
HIV and HCV genetic diversity among HSHs and DUs respectively and the implication of HIV
genetic diversity on diagnosis and monitoring platforms. Our work allowed finding for HIV the
predominance of subtype C in HSHs even if the CRF02_AG was predominance in the
general population. Moreover, this work confirmed a high prevalence of dual infections
between subtypes/CRFs. For HCV, genetic diversity was characterized by the predominance
of genotype 1 but genotype 2 more frequent in West Africa in the general population. HIV
diagnostic platforms Comparison showed good sensitivity and good specificity between
commercial plateform (NucliSENS) and reference technique (Amplicor) using whole blood or
DBS. And viral load comparison was also showed a high correlation and a good
concordance between the different viral load techniques and confirms that Nuclisens under
quantifies some CRF02_AG samples, which is predominant in Senegal.
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