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I.  Revue bibliographique

A. Caractéristiques générales des Virus de I'lmmunodéficience Humaine
(VIH)

1. Découverte du VIH

Au début des années 1980, I'agence épidémiologique fédérale des Etats-Unis (Center for
Disease Control, CDC) a publié une alerte sur une épidémie d’infection pulmonaire a
Pneumocystis pneumoniae, des cas de maladie de Kaposi et d’autres infections
opportunistes chez des patients immunodéprimés [1]. Une origine virale a été rapidement
soupconnée. En 1983, le VIH a été isolé pour la premiere fois, par une équipe de I'Institut
Pasteur a Paris [2]. Cette souche a été par la suite définie comme la souche prototype du
VIH-1 de groupe M. Puis, en 1986, un nouveau variant a été isolé, montrant une forte
divergence génétique par rapport a la souche de 1983 (plus de 50% dans le géne de
I’enveloppe). Cela a alors conduit a la différenciation du VIH en types 1 (VIH-1) et 2 (VIH-2)
[3]. Ensuite, d’autres variants ont été découverts, présentant une divergence génétique
moins marquée qu’avec la souche de 1983 (VIH-1/M), mais suffisante pour conduire a la

définition de quatre groupes de variants VIH-1 (VIH-1/M, /N, /O et /P).

2. Caractéristiques virologiques

Les VIH appartiennent a la famille des Retroviridae et au genre lentivirus. lls ont un génome
composé de deux molécules d’ARN monocaténaire identiques, et possédent une enzyme
caractéristique de la famille, la Transcriptase Inverse (Tl). Cette derniere permet la
transcription inverse ou rétro-transcription de I’ARN viral en ADN bicaténaire grace a ses
activités ADN polymérase ARN/ADN dépendante et RNase H, qui dégrade le brin d’ARN
matrice. L'ADN proviral ainsi synthétisé est capable de s’intégrer au génome de la cellule-

hote [4].

3. Particule virale

La particule virale du VIH mesure entre 90 et 120 nanometres de diamétre et comporte trois

éléments structuraux : I'enveloppe, la matrice et la capside (Figure 1).



L'enveloppe provient de la membrane de la cellule-hote. C'est une bicouche
phospholipidique associée a deux glycoprotéines virales : la gp120 et la gp4l. La gp120
posséde 5 régions hypervariables (de V1 a V5) [4]. L'enveloppe est tapissée sur sa face
interne par une matrice protéique formée de polymeres de protéine pl7. La capside, en
forme de cone tronqué, est entourée par la matrice et correspond a un assemblage de
protéines p24, dont le role est de protéger les acides nucléiques. Les deux molécules d’ARN

associées aux nucléoprotéines p7 forment la nucléocapside.
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P24gag: capside
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Figure 1 : Structure de la particule virale du VIH-1.

Source : http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/STRUCTURE/INDEX.HTML

Les différentes protéines du VIH-1 sont représentées dans la structure tridimensionnelle de la particule virale. Les protéines
dérivées du gene gag (p6, p7, pl7 et p24), les enzymes dérivées du gene pol (Protéase, Transcriptase Inverse et Intégrase)
et les glycoprotéines de I'enveloppe dérivées du géne env (gp41 et gp120) sont également indiquées.

4. Organisation du génome

Le génome du VIH, contenu dans la capside, est d’une longueur d’environ 10 000 paires de
bases. Le génome possede trois cadres de lectures ouverts et chevauchants, et se compose
de trois génes principaux gag, pol et env, de quatre génes accessoires, vif, vpr (pour le VIH-1)
ou vpx (pour le VIH-2), vpu et nef, et de deux génes de régulation, tat et rev (Figure 2). En
2016, un dixieme géene nommé asp (Anti-Sense Protein) a été découvert. Il code la protéine
anti-sens et est spécifique des virus pandémiques [5]. Le géne gag code les protéines de
structure : la matrice (p17), la capside (p24), et la nucléocapside (p7). Le géne pol code les
enzymes virales : la protéase (PR), la Tl et I'intégrase (INT). Enfin, le gene env code les
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glycoprotéines d’enveloppe. Les génes de régulation, tat et rev, ont un réle essentiel dans le
pouvoir pathogéne et le cycle viral. Les génes accessoires ont divers roles, ils codent les
protéines Vif (Virion infectivity factor) qui augmente le potentiel infectieux du virus, Vpr
(Viral protein R) impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, Vpu (Viral protein U) qui
favorise la libération des virions et Nef (Negative expression factor) qui augmente la
réplication virale, entraine une diminution des récepteurs CD4 a la surface des cellules
infectées et augmente l'infectiosité des particules du VIH. Le génome est flanqué de part et
d’autre par les LTRs (Long Terminal Repeat), des séquences répétitives identiques
composées de trois régions : U3, R et U5. Les LTRs ont un rdle dans l'intégration de I’ADN

proviral a I’ADN cellulaire, dans la réplication et I'expression du génome viral.
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Figure 2 : Organisation génomique du VIH.

Source : http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.html
Les différents genes du VIH-1, ainsi que leur position sur le génome de référence HxB2 (GenBank accession number
K03455), sont représentés. Les protéines codées par ces différents genes sont représentées au niveau du gene
correspondant. La région LTR est présente aux extrémités 5’ et 3’ du génome.

B. Les différents variants du VIH-1

La classification des VIH est basée sur I’homologie de séquence qui existe entre les virus. lls
sont divisés en deux types, le VIH-1 et le VIH-2. Parmi le VIH-1, on distingue quatre groupes.
Les VIH-1/M (pour major) sont pandémiques, les VIH-1/0 (pour outlier) sont endémiques au
Cameroun et les groupes N (pour Non M, Non O) et P sont trés rares et présents au
Cameroun. Les VIH-2 sont répartis en 9 groupes (A-I) (Figure 3). Chaque type et groupe est le

résultat d’'un évenement de transmission indépendant du singe a 'Homme.
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Figure 3 : Diversité génétique du VIH

1. VIH-1 de groupe M et recombinants intra-groupe M

Le groupe M est responsable de plus de 90% des infections a VIH, sachant qu’actuellement,
le nombre de personnes atteintes par le VIH se chiffre a 37 millions (M) (Chiffres ONUSIDA
2017). Le VIH-1/M est divisé en 9 sous-types (A-D, F-H, J et K) [6]. lls divergent entre eux de
15% dans le géne gag et de 25 % dans le gene env. Le sous-type prédominant est le sous-
type C (48-50% des infections a VIH-1/M), que l'on retrouve essentiellement en Afrique
australe et de I'Est, en Chine et en Inde. Il est suivi du sous-type A, responsable de 12% des
infections a VIH-1/M et répandu en Afrique de I'Est et en Europe de I'Est. Le sous-type B
(11%) est majoritairement présent en Europe de I'Ouest, en Amérique du Nord et en
Australie [7]. Une trés grande diversité génétique est observée en Afrique Centrale, ol tous
les sous-types sont représentés [8].

Le brassage des populations engendre la co-circulation des souches de VIH pouvant mener a
des co-infections. Elles peuvent, par la suite, conduire a des phénomenes de recombinaison,
fréquents entre les sous-types du VIH-1/M (recombinaison intra-groupe). Parmi les formes
recombinantes, on distingue les formes recombinantes circulantes (Circuling Recombinant
Form : CRFs) et uniques (Unique Recombinant Form : URFs). Les CRFs sont retrouvées chez
au moins trois individus sans lien épidémiologique. La premiere CRF caractérisée correspond
a la recombinaison entre les sous-types A et E de VIH-1/M et est notée CRFO1_AE (Figure 4).
Celle qui est actuellement la plus répandue est la CRFO2_AG (Figure 5) ; elle représente 60%
des infections a VIH au Cameroun. Les URFs sont retrouvées chez moins de trois individus

sans lien épidémiologique ou chez plusieurs individus présentant un lien épidémiologique.



Actuellement, on comptabilise 98 CRFs et plusieurs centaines d’URFs [9]; de nouvelles

formes apparaissant régulierement.

—5097
21
)
—5651
—EAO5 =G5
—8ifg == 189

E

8 g 3
Bl Tl — " E
W . [5m] !

I

o

Figure 4 : Génome représentant la structure mosaique de CRFO1_AE

Source : http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html|
La séquence du génome complet de CRFO1_AE a été caractérisée pour la premiére fois en Thailande. Les fragments dérivés
des sous-types A et E sont représentés respectivement en rouge et jaune. Les nombres indiquent les localisations des
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Figure 5 : GEnome représentant la structure mosaique de CRF02_AG

Source : http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html|

La souche CRFO2_AG a été décrite pour la premiere fois chez un patient nigérian en 1996 [10]. C'est une forme
recombinante de sous-type A / G qui circule largement en Afrique occidentale et centrale [11], mais a également été
rapportée a Taiwan [12]. Les fragments dérivés des sous-types A et G sont représentés respectivement en rouge et vert.

2. VIH-1 de groupe O

La souche prototype ANT70 du VIH-1/0 a été découverte en 1990 en Belgique chez deux
patients camerounais [13]. Quelques années plus tard, les analyses phylogénétiques ont mis
en évidence une grande divergence génétique par rapport a la souche de référence HxB2 du
VIH-1/M. En effet, on retrouve seulement 67%, 73% et 56% d’homologie de séquence entre
les geénes gag, pol et env respectivement, entre ces deux groupes [14]. Il existe également
une grande diversité génétique intra-groupe avec 2-14%, 3-12% et 4-13% de divergence
entre les génes gag, pol et env respectivement, pouvant avoir un impact sur le diagnostic
[15, 16]. Au sein de ce groupe, on distingue deux sous-groupes : un majoritaire (H) et un
minoritaire (T) [17]. L'arbre phylogénétique a la forme d’une cométe ou la queue (T pour
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tail) correspond au sous-groupe minoritaire, et la téte (H pour head), au sous-groupe
majoritaire. Cela s’oppose a la représentation en double étoile de I'arbre phylogénétique du
VIH-1/M (Figure 6). Cette distinction s’expliquerait par I’évolution en deux phases de
croissance du groupe O. La premiére phase de croissance aurait débuté autour des années
1950 avec des souches circulant a cette période et appartenant au sous-groupe T. Les
souches H seraient, quant a elles, associées a la seconde phase d’expansion qui aurait eu lieu

dans les années 1980.

Figure 6 : Phylogénies des VIH-1/M et VIH-1/0 d’aprés M. Leoz et al.[17]

(a) Représentation en double étoile des VIH-1/M. (b) Représentation en cométe des VIH-1/0

Le groupe O reste endémique au Cameroun, ou il est responsable de 0,6 a 1% des infections
a VIH, soit environ 10000 cas [18]. Cette épidémie ne semble plus évoluer depuis une
quinzaine d’années [19, 20] et la diffusion du VIH-1/0 en dehors du Cameroun reste limitée.
Toutefois, des cas sporadiques d’infection par ce groupe ont été décrits dans d’autres
régions d’Afrique (Ouest et Est [21, 22]), mais aussi sur d’autres continents (Europe [23-25],
Amérique du Nord [26]), avec un lien avec le Cameroun dans tous les cas. La France, du fait
de son lien historique fort avec le Cameroun, a rapporté le plus grand nombre d’infections a
VIH-1/0. Le réseau national de surveillance des infections a VIH-1/0 (RES-0), créé en 2003, a
permis d’identifier, rétrospectivement et prospectivement, 143 patients infectés par le ce

groupe, depuis la découverte du premier cas en 1992 [27].

11



3. VIH-1 de groupes N et P

A I'heure actuelle, une vingtaine de patients est infectée par le groupe N [28-31] et deux par

le groupe P [32, 33]. lls sont tous originaires du Cameroun.

C. Origine de la diversité génétique du VIH

1. Origines simiennes et adaptation a ’'Homme

Peu de temps apres lidentification du VIH comme cause du Syndrome de
I"lImmunodéficience Acquise (SIDA), le premier Virus de I'lmmunodéficience Simienne (VIS) a
été isolé a partir de macaques rhésus Macaca mulatta (VISmac) au centre de recherche sur
les primates de la Nouvelle-Angleterre [34]. Des études rétrospectives ont alors montré que
ces singes avaient été en contact avec des mangabeys enfumés (Cercocebus atys), porteurs
« sains » du VISsm (pour sooty mangabey). La relation phylogénétique étroite entre le VISsm
et le VISmac a identifié le mangabey comme source de la transmission inter-espece du VISsm
chez le macaque. La découverte du VISmac comme responsable d’une maladie trés similaire
au SIDA humain chez le macaque a fait suspecter rapidement une origine simienne du VIH
[34]. Ainsi, le VIH-2 découvert en Afrique de I'Ouest a montré par la suite une similarité
génétique élevée avec le VISsm [35]. Mais c’est en 1989, que la découverte de VIS
apparentés au VIH-1 chez des chimpanzés Pan troglodytes troglodytes (VIScpzPtt) a permis
de considérer cette espece comme la source du VIH-1 chez 'Homme [36]. Les analyses
phylogénétiques ont permis de mettre en évidence, chez les VIS du chimpanzé (VIScpz), une
grande diversité génétique associée a une répartition géographique différente, a I'origine de
deux événements de transmission ayant abouti aux VIH-1/M et /N [37, 38]. En 2006, des
études, réalisées chez le gorille de I'Ouest de I’Afrique centrale (Gorilla gorilla gorilla), ont
mis en évidence que celui-ci pouvait étre également infecté par un VIS (VISgor). Les VISgor
ont également été transmis a I’'Homme et sont a I'origine du VIH-1/0 [39] et du VIH-1/P. Le
lien phylogénétique étroit de ce dernier avec les VISgor, en fait le groupe le plus proche de

cette lignée [32] (Figure 7).
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Figure 7 : Relations phylogénétiques entre les VIScpz, les VISgor et les VIH-1 d’aprés Plantier et al.[32]

Cet arbre montre le lien phylogénétique entre les différents VIH-1 et leurs précurseurs VIS. Ils sont issus d’épisodes distincts
de transmission inter-especes de grands singes (chimpanzés et gorilles) a I’'Homme.

La voie sanguine semble étre le mode de transmission du singe a I’'Homme le plus plausible.
Le contact avec du sang de singe infecté, lors d'activités présentant un risque de blessure au
niveau de la peau, comme la chasse et la préparation de la viande de brousse, ou aprés
morsures par des singes captifs ou domestiqués, a pu étre a l'origine de l'infection
d’individus humains. Dans de rares cas, le virus simien transmis se serait adapté a son nouvel
hote, pouvant alors étre le point de départ de sa diffusion chez I'Homme. Une fois la barriere
d’espéce franchie, différents facteurs ont contribué a la progression de I'épidémie chez
I'Homme : des facteurs biologiques (facteurs de restriction cellulaires, adaptation du virus,
sensibilité génétique de I’hbte), environnementaux, démographiques, comportementaux et

médicaux [40].
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2. Variabilité génétique

Le virus, une fois adapté a son hote, est capable de se multiplier de facon intense apreés la
pénétration du virus dans I'organisme. Ce fort taux de réplication virale est a I'origine de la
production de plus de 10 particules virales par jour chez I'individu infecté [41]. S’ajoute &
cela une faible fidélité de la Tl, qui commet de nombreuses erreurs, étant donné I'absence
d’activité 3’exonucléase. Ainsi, le niveau d’erreur est d’environ 2.10” par nucléotide et par
cycle [42]. Cela conduit, chez un méme individu, a I'établissement d’une population virale
tres hétérogene issue d’'un méme virus, et qui se comporte comme s’il s’agissait d’une seule
et méme espece, désignée quasi-espece.

Cette variabilité du VIH associée a la pression de sélection chez 'Homme et a des facteurs
épidémiologiques spécifiques conduisent a une augmentation de la diversité virale au cours

du temps et de I'épidémie.

3. Recombinaison des VIH

Elle correspond a la formation, pendant la phase de transcription inverse, d’un virus
chimérique, possédant un génome mosaique, constitué de plusieurs fragments d’origine

parentale différente (Figure 8).

a) Pré-requis

La recombinaison génétique entre deux particules virales nécessite qu’une cellule soit
initialement infectée par deux virus parentaux, a I'occasion soit d’une co-infection (infection
simultanée par deux virus parentaux), soit d’'une surinfection (infections successives), afin de
générer un virus hétérozygote. Elle a lieu du fait de la présence, dans la capside, de deux
copies d’ARN génomique. Si les deux copies d’ARN sont génétiquement différentes, cela
définit un virus hétérozygote. La recombinaison est alors d’autant plus visible que les deux

copies d’ARN sont génétiquement éloignées.

b) Mécanisme de la recombinaison

La recombinaison des VIH se déroule en deux étapes : une double infection par deux virus

différents qui aboutit, entre autres, a la production de virions hétérozygotes, puis une
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infection d’une autre cellule hote, par un virion hétérozygote permettant la formation d’un
virus recombinant.

Lors de la premiere étape, la méme cellule-h6te est infectée par deux virus parentaux
différents, et leur matériel génétique s’intégre au génome cellulaire apres 'action de la Tl et
de l'intégrase (Figure 8). Les protéines de structure des deux virus sont ensuite exprimées.
Elles doivent étre compatibles pour interagir entre elles, afin de former un virus
hétérozygote. Par la suite, il est nécessaire que I’'hétérodimere, formé a partir des différents
ARN génomiques issus de la double infection, soit fonctionnel. Aprés bourgeonnement des
virus a partir de la cellule infectée, une population hétérogene de virions est obtenue,
constituée a la fois de virions hétérozygotes (composés d’un brin de chaque virus parental)
et de virions homozygotes (identiques aux virus parentaux). La deuxiéme étape nécessite
gue les virions hétérozygotes soient fonctionnels, capables d’infecter d’autres cellules, d’étre

reconnus par la machinerie virale impliquée dans la transcription inverse et de s’y multiplier.

Virus Progénie virale
parentaux
Infection d’une nouvelle
! s cellule par un virus hétérozygote
‘ @.
Hecombinaison@

génétique lors de la
transcription inverse

Transcription Q\Q'y\
Jy inverse /
Ny

\4 Intégration Expression des
protéines virales

et des ARNs
génomiques

Intégration d’'un
provirus chimérique

Progénie virale
recombinante

Figure 8 : Processus de recombinaison chez les rétrovirus d’apres Simon-Loriére et al. [43]

L'infection d’une méme cellule par des particules virales génétiquement distinctes mene a I'intégration de deux provirus
dans le génome des cellules (le dimére d’ARN est montré dans la capside virale). Les particules virales sont représentées en
rouge et en noir. Il en résulte la libération d’une progénie virale constituée par des virions hétérozygotes (diméres d’ARN
rouge-noir) et homozygotes (dimeres d’ARN rouge-rouge ou noir-noir). Chaque particule de la progénie virale est
potentiellement constituée par I'assemblage de protéines issues de la synthése de I'un ou l'autre des deux provirus. Cela
est schématiquement indiqué par les capsides et les enveloppes virales partiellement noires ou rouges. Aprés infection
d’une deuxiéme cellule cible par un virion hétérozygote, un génome chimérique peut étre produit pendant la transcription
inverse, menant a la génération des particules virales recombinantes.
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Lors de la deuxiéme étape, un virion hétérozygote infecte une nouvelle cellule et Ia
recombinaison génétique peut avoir lieu (Figure 8). La Tl se fixe sur un premier brin d’ARN
qui sert de matrice pour la synthése d’un brin d’ADN complémentaire négatif (ADN(-)). Le
brin d’ADN(-) est transféré vers la région R du 3’LTR de I’ARN et la synthése se poursuit.
L’activité RNAse H de la polymérase dégrade ensuite I’ARN génomique, puis le deuxiéme

brin d’ADN est synthétisé [43].

La recombinaison lors de la synthése du premier brin d’ADN (ADN (-)), semble étre le
mécanisme prépondérant. Il est appelé « choix de copie » et correspond a un saut de la TlI,

d’une matrice a l'autre [43].

L'ADN chimérique ainsi obtenu est ensuite intégré au génome de la cellule héte. Les
protéines chimériques générées par la suite doivent étre fonctionnelles, pour aboutir a la

libération d’une progénie virale recombinante.

c) Notion de points chauds de recombinaison

Le transfert de la Tl d’'un brin d’ARN a 'autre s’effectue dans des régions préférentielles du
génome appelées les « points chauds » de recombinaison (ou « hot-spot »). De nombreuses
études ont mis en évidence un lien direct entre I'identité de séquence des virus parentaux et
la fréquence de recombinaison. En effet, des études in vitro ont montré que la fréquence de
recombinaison semble plus importante quand la recombinaison a lieu entre deux virus de
méme sous-type qu’entre des virus de sous-types différents [44]. Cependant, une autre
étude, n’a pas mis en évidence de corrélation entre fréquence de recombinaison et
homologie [45]. D’autres parameétres peuvent également intervenir dans la fréquence de
recombinaison, telle que la structure secondaire de I’ARN génomique [46]. Plusieurs études
menées ont montré des résultats similaires quant a la localisation des points de cassure, qui
n‘est pas aléatoire. Des points chauds de recombinaison ont ainsi principalement été
retrouvés au début et a la fin du géne env, ainsi que dans les régions de la Tl, de l'intégrase

et des genes accessoires [45, 47, 48].
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d) Doubles infections VIH-1/M+0 et recombinants VIH-1/MO

Les premiéres doubles infections ont été décrites au sein du VIH-1/M en Afrique de I'Ouest
et Centrale dans les années 1990. Cela montrait qu’il n’y avait pas de protection liée a une
premiére infection, et a conduit a 'émergence des CRFs et URFs. Au Cameroun, et dans les
pays limitrophes, il existe une co-circulation des VIH-1/M et VIH-1/0, pouvant favoriser la
co-infection d’'un méme individu par ces virus génétiquement différents, pré-requis
nécessaire a la recombinaison. La premiére co-infection par un VIH-1/M et un VIH-1/0 a été
décrite au Benin, en 1996, démontrant que l'infection par deux virus de groupes différents
était possible, contrairement a ce qui était pensé alors [49, 50]. Actuellement, le nombre de
doubles infections M+0 rapportées s’éléve a 13 [49, 51-54], parmi lequel un cas unique de
surinfection M apreés une infection par un VIH-1/0, décrit en 2004 [55]. Cette possible co-
infection a conduit a I'’émergence de formes recombinantes malgré une divergence
génétique entre ces deux groupes. Ainsi, les deux premiers cas de formes recombinantes
MO ont été décrits par Peeters et al. [56] et Takehisa et al. [57] en 1999, puis un troisieme
cas, par Yamaguchi et al. en 2004 [58]. Ces dernieres années, de nombreux recombinants
ont été identifiés, chiffrant a 19 le nombre d’URFs VIH-1/MO. Différents cas d’infection sont
possibles. La forme recombinante est soit isolée [53, 54, 59, 60], soit associées a une forme
parentale O ou M [50, 51, 55, 56] soit aux deux formes parentales [53, 54, 57]. Tous ces
patients présentent un lien étroit avec le Cameroun. Des cas de doubles infections VIH-1 et
VIH-2 ont également été décrits [61, 62], cependant aucun recombinant n’a été identifié a ce

jour. Les deux groupes de virus sont probablement trop divergent génétiquement.

D. Diagnostic et suivi virologique de I’infection a VIH

1. Diagnostic sérologique

La premiere étape de diagnostic d’une infection par le VIH consiste en un test sérologique de
dépistage, mettant en évidence des anticorps dirigés contre les protéines d’enveloppe du
virus (recommandation HAS 2008). Le test actuellement recommandé est un test ELISA de
guatrieme génération combiné permettant de détecter simultanément des anticorps anti-
VIH-1 (groupes M et O) et anti-VIH-2, ainsi que I'antigene p24 de la capside de VIH-1 [63].

Les performances des tests sérologiques peuvent étre variables, étant donnée la forte
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diversité antigénique des VIH-1/0, qui est difficile a couvrir [64, 65]. Le risque de diagnostic
faussement négatif n’est alors pas a exclure, méme s’il est tres faible avec les tests marqués
CE ou FDA.

En cas de positivité du test ELISA, un test Western-blot est réalisé sur le prélévement initial.
Ce test permet de détecter différents anticorps dirigés contre le VIH, de confirmer I'infection
par le VIH et de différencier le VIH-1 du VIH-2, ou de suspecter les doubles infections. La
confirmation de l'infection par le VIH nécessite obligatoirement de réaliser un deuxieme
prélevement, sur lequel un nouveau test ELISA est pratiqué, afin d’éliminer une erreur

d’identité (Algorithme de dépistage cas général, HAS 2008).

2. Mesure de la charge virale

La quantification virale (ou charge virale) est un outil essentiel dans la confirmation
moléculaire de l'infection et dans la prise en charge d’une infection par le VIH. Elle reflete la
réplication du virus dans l'organisme et permet de mesurer |'importance de cette
réplication, d’évaluer le risque de progression vers la maladie, de guider la réponse a une

thérapie antirétrovirale et de rechercher un échappement virologique.

Pour cela, on utilise la gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) en temps réel, qui est
une méthode sensible, rapide et spécifique de détection et de quantification de molécules
d’ADN et d’ARN. A la différence de la PCR en point final (c'est-a-dire aprés un nombre défini
de cycles de PCR), la PCR en temps réel permet de détecter le produit de PCR au fur et a

mesure qu’il est amplifié et qu’il s"accumule au cours de la réaction.

a) Généralités sur la PCR en temps réel

i Amplification

Les étapes de la PCR

La PCR, exploitant le processus de la réplication grace a une ADN polymérase, nécessite la
présence de brin d’ADN dans le milieu réactionnel. L'amplification d’ARN doit donc passer
par une étape de transcription inverse pour obtenir un brin d’ADN complémentaire. On

parle alors de RT-PCR. Des amorces spécifiques de la cible a amplifier vont s’hybrider aux
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brins d’ADN au niveau de la séquence complémentaire. Puis, ’ADN polymérase allonge les
amorces en y incorporant les désoxyribonucléiques complémentaires de la séquence de la
matrice auxquelles elles sont hybridées. La fin de I'élongation correspond a la fin d’un cycle
de PCR et deux nouveaux brins d’ADN sont synthétisés. Les cycles suivants de PCR débutent
par une dénaturation de I’ADN double brin a 95°. Puis, les amorces s’hybrident de nouveau

et I’ADN polymérase synthétise les brins complémentaires.

Conception des amorces

Il est important de respecter un certain nombre de régles dans la conception des amorces.
En effet, celles-ci doivent étre ubiquitaires, c'est-a-dire capables d’amplifier toutes les
souches cibles, mais doivent étre également spécifiques afin de ne pas amplifier d’autres
souches que la cible. Pour cela, 'utilisation d’alignements multiples de séquences cibles,
permet de repérer une région du génome qui est suffisamment conservée pour pouvoir
amplifier la majorité des souches d’intéréts. Dans certains cas, la région ciblée pour
concevoir I'amorce peut présenter une hétérogénéité d’un ou plusieurs nucléotide(s). Pour
s’assurer de I'amplification de la majorité des souches cibles, I'utilisation d’amorces dites
dégénérées peut étre nécessaire. Elles consistent en un mélange équimolaire de plusieurs
amorces quasi identiques, ou la seule différence est le(s) nucléotide(s) hétérogene(s). La
conception de ces amorces nécessite un code de dégénérescence ou des lettres, capables de
représenter plus d’un nucléotide a la fois. Le choix peut porter sur deux, trois ou les quatre
nucléotides A, C, G ou T. Le Tableau 1 indique les lettres qui permettent de remplacer les
différentes possibilités de nucléotide. En général, la dégénérescence n’est pas souhaitable,
car elle implique de synthétiser différentes amorces et sondes ou d’utiliser des nucléotides
génériques (ex : inosine, capable de se fixer a toutes les bases), avec le risque d’augmenter

les interactions non spécifiques lors de la réaction de PCR.
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Tableau 1 : Code de dégénérescence selon I'lUPAC

Adenine

Cytosine

Guanine
(or U) Thymine (or Uracil)
AorG
CorT
GorC
AorT
GorT
AorC
CorGorT
AorGorT
AorCorT
AorCor G

any base

= G

Zl<lm|[g|w[Z["A[g][w][<]=

Il est également important de s’assurer que la région sélectionnée n’est pas présente dans le
génome d’autres organismes. Il est donc nécessaire d’ajouter des séquences autres que la

souche cible, lors de la mise au point des amorces.

Apres avoir sélectionné des amorces ubiquitaires et spécifiques, il faut vérifier qu’elles
répondent a un certain nombre de critéres réactionnels [66]:

- Le Tm (melting temperature) est la température de fusion (ou température de
demi-dénaturation ou température de dissociation), c'est-a-dire la température a laquelle
50% des amorces sont appariées (ou dissociées). Elle est fonction de la composition en
bases et de la longueur en nombre de nucléotides de I'amorce. Cette température doit étre
comprise entre 55 et 65°C, et détermine la température d’hybridation correspondant au Tm
—4-5°, permettant une bonne fixation des amorces lors de I'étape d’hybridation.

- La différence de Tm entre les amorces sens et anti-sens ne doit pas dépasser 5°C,
afin qu’elles s’hybrident a la méme température.

- Le contenu en guanine et cytosine (%GC) doit étre entre 40 et 60%, afin que la
dissociation de 'amorce et de sa cible soit plus facile.

- Les amorces ne doivent pas former de dimeres entre elles, pour éviter une
compétition avec la cible, ce qui nuirait a la PCR. De plus, afin d’éviter une auto-
amplification des amorces, celles-ci ne doivent pas étre complémentaires I'une de l'autre,

en région 3’.
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- L’ADN polymérase permet |'élongation de I'amorce dans le sens 5’-3’. Il est donc
important que I'appariement dans la région 3’ de I'amorce a la cible soit stable, c'est-a-dire
d’éviter les mésappariements dans cette région [67-69].

- |l faut éviter la présence de structures secondaires dans la région a amplifier.

ii  Systemes de détection

Les sondes fluorogéniques : Principe et conceptions des sondes TagMan

Une premiére technique de détection du matériel génétique, au cours de I"'amplification,
utilise des sondes fluorogéniques, capables de s’hybrider spécifiquement sur le fragment
cible a amplifier. Quatre technologies principales existent: hybridation de 2 sondes
(HybProbes), balises moléculaires (Molecular Beacons), amorces scorpion (Scorpion primers)
et la plus utilisée, les sondes d’hydrolyse ou sondes TagMan [66]. Ces dernieres sont
composées d’une vingtaine de nucléotides et sont marquées aux extrémités 5’ et 3’ par des
groupements fluorophores. Le fluorophore de I'extrémité 5’ est dit émetteur (ou reporter) et
dérive de la fluoresceine (FAM, Cy5). A I'extrémité 3’, le fluorophore est nommé suppresseur
(ou quencher). Lorsque la sonde est hybridée a I’ADN, les deux fluorophores sont proches, le
guencher est ainsi capable d’inhiber I'émission de fluorescence (effet quenching) du
fluorophore émetteur. L'étape d’élongation des amorces fait intervenir une ADN polymérase
dotée d’une activité 5’-3’ exonucléase spécifique de I'ADN double brin, et capable
d’hydrolyser la sonde hybridée a sa cible spécifique. Ce clivage induit un éloignement entre
les deux fluorophores. Le fluorophore émetteur est ainsi libéré de I'effet quenching, ce qui
permet de lever l'inhibition de I'’émission de fluorescence. Le signal de fluorescence est

mesuré a la fin de chaque cycle d’amplification, en temps réel (Figure 9).
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Figure 9 : Etapes de la PCR en temps réel par la méthode d’hydrolyse des sondes d’apres Brodeur et
al.[70]

Durant I'étape de dénaturation de ’ADN double brin, la sonde TagMan et les amorces sont a I'état libre dans le milieu
réactionnel. (a) A la température d’appariement, la sonde et les amorces s’hybrident a leurs séquences cibles respectives et
la proximité des fluorochromes (reporter ou émetteur (R) et quencher ou suppresseur (Q)) permet I'inhibition de la
fluorescence. (b) La polymérisation débute. (c) L'ADN polymérase déplace la sonde puis I'hydrolyse. (d) Le fluorophore
reporter est libéré de I'effet quenching du fluorophore quencher et permet ainsi la fluorescence.

Certaines regles régissant la conception des amorces s’appliquent aussi a la conception
d’une sonde (sensibilité, spécificité, absence de structure secondaire, % GC). Elles doivent
avoir une longueur comprise entre 20 et 40 nucléotides. En 5’, la présence d’'une guanine
induit une suppression de la fluorescence de I'émetteur méme apres hydrolyse de la sonde,
et est donc proscrite. A la différence des amorces, la spécificité d’'une sonde doit
principalement se situer en son centre [71, 72]. Un autre critére a prendre en compte est le
Tm qui est fonction de la composition en bases et de la longueur de la sonde et qui
conditionne la spécificité de I'amplification. Le Tm de la sonde se trouve autour de 70°C et
doit étre de 5 a 10°C plus élevé que celui des amorces. Cette différence de température

entre les amorces et la sonde permet a cette derniére de s’hybrider avant les amorces et de
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rester hybridée pendant I'étape combinée d’hybridation et de polymérisation réalisée en

général autour de 60-62°C.

Les agents intercalants

Un autre systéme de détection utilise un agent intercalant, tel que le SYBR Green, capable de
se fixer directement sur ’ADN double brin. A chaque étape d’hybridation et d’élongation
d’un cycle de PCR, la molécule s’intercale entre les bases nucléotidiques de I’ADN double
brin, et émet un signal fluorescent mesuré en fin d’élongation. Cette technique est moins

spécifique que la sonde TagMan.

iii  Principe de la quantification par PCR en temps réel

L’émission de fluorescence est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons
générés pendant la réaction de PCR et est mesurée a la fin de chaque cycle. L'intensité de
fluorescence augmente a chaque cycle, en trois phases (Figure 10).

La phase d’initiation correspond a la phase ou le signal émis par le fluorochrome n’est pas
suffisant pour étre détecté.

La phase exponentielle est celle pendant laquelle I'efficacité d’amplification est constante,
avec le nombre de produits amplifiés qui double a chaque cycle. Pendant cette phase, la
valeur seuil de fluorescence est fixée a partir du moment ol il y a une augmentation
significative de la quantité d’amplicons. La valeur de cycle correspondant au signal seuil est
appelée Ct, pour Cycle threshold. Il existe alors une relation linéaire entre la quantité de
molécule cible initialement présente dans I’échantillon, et le Ct obtenu pour cet échantillon
[73]. Ainsi, plus un échantillon est concentré en matériel génétique, plus le nombre de cycles
nécessaire pour détecter un signal est faible.

La phase plateau est la phase au cours de laquelle certains réactifs de la réaction deviennent

limitants, ne permettant plus une amplification exponentielle.
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Figure 10 : Les différentes phases de la réaction de PCR temps réel d’apres Tse C et al. [74]

La ligne de base reflete la fluorescence du bruit de fond. Le cycle seuil (Ct) représente le nombre de cycles nécessaire pour
obtenir un signal de fluorescence significativement plus élevé que la ligne de base.

Afin de quantifier le génome viral, il est nécessaire d’établir une courbe d’étalonnage a I'aide
d’'une gamme. Elle permet de construire la courbe d’étalonnage a partir de plusieurs
dilutions de concentration connue d’un standard homologue externe. Pour chaque
concentration, le nombre de Ct est déterminé lors de la réaction de PCR en temps réel. La
droite d’étalonnage exprime alors les variations de Ct en fonction de la quantité connue de

copies d’acide nucléique (en logyo) de chaque dilution (Figure 11)[75].
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Figure 11 : Représentation des courbes de PCR en temps réel d’aprés Callot et al.[75].

(a) Courbes d’amplification des différentes dilutions du standard. La valeur du Ct est définie comme le nombre de cycles a
partir duquel la fluorescence dépasse la ligne seuil. (b) Relation linéaire existant entre le Ct et le nombre de copies de
standard. L’équation de la droite d’étalonnage permet de déterminer la quantité cible en reportant la valeur de Ct de
I’échantillon.
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Plusieurs criteres permettent de valider la droite d’étalonnage et donc la gPCR.
Premiérement, |'efficacité d’amplification, E, correspond a la proportion moyenne des
molécules d’ADN cible se dupliquant a chaque cycle d’amplification. Elle est comprise entre
zero (aucune amplification ne s’est produite) et un (chaque molécule d’ADN cible a généré
deux amplicons, apres chaque cycle de PCR). Elle est calculée selon la formule :
E = 10/pente_ 1

Une bonne réaction doit avoir une efficacité comprise entre 0,9 et 1,10, ce qui correspond a
des valeurs de pente entre -3,58 et -3,1. L'efficacité de PCR est un critére important pour la
reproductibilité des résultats. Plus I'efficacité de PCR est grande, plus la PCR sera sensible et
robuste, en particulier lorsque I'on travaille avec des échantillons présentant un faible
nombre de copies d’acide nucléique. Cette reproductibilité est directement dépendante de
la concentration en cible initiale; plus cette derniere est forte, meilleure sera la
reproductibilité. Le deuxiéme critére est le coefficient de régression linéaire r?, qui doit étre

supérieur a 0,95.

b) Méthodes commerciales

La quantification fiable des différents variants du VIH-1 doit étre une caractéristique
essentielle des tests commerciaux. La sous-quantification de I'ARN du VIH-1, ou méme
I'absence de détection de certaines souches, peut avoir des implications pratiques pour la
prise en charge clinique des patients infectés. En effet, cela peut mener a une stratégie
inappropriée pour la multithérapie antirétrovirale ou a des résultats faussement négatifs
pour le diagnostic et le suivi de l'infection. Les fabricants des trousses de quantification
doivent donc tenir compte de la forte diversité génétique qui peut atteindre pres de 17 % de
divergence de séquence au sein d’'un méme sous-type et jusqu’a 35 % entre les sous-types,
en fonction de la région génomique étudiée du VIH-1. lls doivent également faire face a

I'émergence de nouveaux variants.

Les premiéres trousses de quantification ont été mises au point et optimisées pour la
détection et la quantification du VIH-1/M sous-type B, prédominant dans les pays
occidentaux au début de I'épidémie. Ces génomes étaient disponibles dans les banques de

séquences mais cela ne reflétait pas I'épidémiologie moléculaire du VIH-1 dans le monde
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entier, qui était et reste majoritairement « non-B » [76]. Ces techniques pouvaient donc
échouer dans la détection de ces sous-types [77, 78]. Les trousses ont alors été adaptées a
cette diversité génétique.

Parallelement, les fabricants ont fait évoluer la technologie de quantification de la charge
virale. En effet, avant 2005, les tests étaient basés sur des techniques d’amplification par
PCR en point final, de NASBA (nucleic acid sequence based amplification) ou ADN branché.
Leur seuil de quantification, c’est a dire la plus faible quantité d’ARN quantifiable, était
compris entre 300 et 500 copies/mL [76]. Depuis 2005, la quantification par PCR en temps

réel est la plus utilisée avec des seuils de quantification de 20 a 40 copies/mL.

Depuis fin 2010, six trousses de quantification en temps réel sont principalement utilisées
dans la quantification de I’ARN VIH-1 et ciblent des régions variées du génome viral (Figure
12):

- la trousse Real Time HIV-Assay (Abbott Molecular, Etats-Unis), qui cible la région
hautement conservée de l'intégrase du géne pol. Elle permet de quantifier les quatre
groupes de VIH-1 [79] a partir de 40 copies/mL [80].

- la trousse Cobas TagMan HIV-1 v-2.0 (Roche Molecular Diagnostics, Suisse), qui
amplifie deux régions : I'une conservée, située dans le LTR et I'autre dans le géne gag. Cela a
permis d’améliorer la quantification de certaines souches et de détecter les groupes O et N,
en comparaison a la premiere version de cette trousse qui ne ciblait que la région gag [81].
Elle est capable de mesurer des charges virales a partir de 20 copies/mL [80].

- la trousse Xpert HIV-1 viral load (Cepheid, Etats-Unis), qui amplifie une région du
LTR. Elle est capable de détecter tous les groupes des VIH-1 avec une limite de
quantification de 40 copies/mL [82-84].

- la trousse Versant HIV-1 RNA kinetic PCR assay (Siemens, Allemagne), qui
amplifie une région tres conservée du géne pol, avec une limite de quantification de 35
copies/mL [80]. Elle permet de quantifier les différents sous-types de VIH-1/M uniquement.

- La trousse Nuclisens EasyQ HIV-1 (Biomérieux, France) qui se base sur la
technologie NASBA couplées a une détection en temps réel. Elle cible une région du gene
gag, et est spécifique du groupe M [79]. Sa limite de quantification est de 25 copies/mL [85,
86].
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- La trousse Aptima HIV-1 Quant Dx (Hologic Inc., CA), commercialisée plus
récemment, qui utilise la technique de I'amplification médiée par la transcription (TMA en
anglais) couplées a une détection en temps réel. Elle cible deux régions distinctes du
génome : 'une dans le geéne pol et I'autre dans le LTR. Cette technique permet de quantifier

des charges virales a partir de 30 copies/mL [87, 88].

c) Méthodes académiques

A coté des trousses commerciales, on trouve des trousses académiques, permettant de
guantifier spécifiquement certains variants du VIH. En effet, du fait de la diversité génétique
de certaines souches et de la spécificité groupe M des trousses commerciales a la fin des
années 90 et début des années 2000, des erreurs de quantification pouvaient survenir. Des
méthodes académiques ont donc été développées pour le VIH-2 par le groupe
«Quantification » de I’Agence Nationale de la Recherche sur le Sida et les hépatites virales
(ANRS) puis commercialisée par Biocentric [89], et pour le VIH-1/0 par le CNR VIH de Rouen
(Figure 12). Pour ce dernier, une premiére qRT-PCR spécifique du groupe O a été mise au
point en 2003, ciblant la région 3’ LTR du VIH-1/0 (qRT-PCR LTRO) [90]. Elle présentait un
seuil de quantification élevé a 200 copies/mL [91] et manquait de spécificité, car de
nombreux variants de groupe M étaient amplifiés. Une nouvelle gRT-PCR ciblant cette fois la
région de I'intégrase (QRT-PCR INTO) a été développée en 2011 ; elle était plus sensible (seuil
de détection 40 copies/mL) avec une spécificité de 100% [92] (Figure 12).

La gRT-PCR spécifique du VIH-2 de Biocentric cible la région gag et LTR. Son seuil de

quantification est a 50 copies/mL et peut étre optimisé a 10 copies/mL.

Abbott Real Time HIV-Assay |

™ "™ x
1 ™ 1188 L 5041 st war| s
1| 5LTR oty ‘
Cobas TagMan HIV-1 % i el = =], i =]
q LTRM sestJuce w7 won
X_pert I:IIV—l viral load A 2 o .@ D
Hologic Aptima HIV-1 Quant Dx M i rev L e
E 2005 2283 2380 S0 420 ss0 om0 [ @35 s
3 oot} pStRT P11 parim | m H | gp120 s |
pol 2 et env
0 1000 2000 3000 W “ 5000 6000 7000 8000 9000 a718

Cobas TagMan HIV-1

Hologic Aptima HIV-1 t D
Nuclisens EasyQ HIV-1 ologc Apma CLEmE L

Versant HIV-1 RNA kinetic PCR assay

Figure 12 : Régions ciblées par les méthodes de quantification commerciales et académiques.

Les fleches en bleu ciblent les sites d’amplification des différentes méthodes de quantification commerciales non
spécifiques de groupes. En rouge est indiquée la région qui est amplifiée par la qRT-PCR non commerciale spécifique pour
amplifier les VIH-1/M. La région du génome amplifiée et spécifique du groupe O est indiquée en vert.
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Dans un but de favoriser la mise en place du suivi dans les pays a ressources limitées, des
alternatives aux trousses commerciales souvent trop couteuses et difficiles a implanter dans
ces pays, ont été mises en place. La méthode spécifique du VIH-1/M (LTRM de Biocentric) a
ainsi été développée [93]. Elle cible la région LTR avec un seuil de quantification a 300

copies/mL et une spécificité de 100%.
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Il. Travaux expérimentaux

A. Introduction

La forte diversité génétique de VIH ayant eu et ayant encore parfois un impact sur les outils
de diagnostic et donc le suivi, les industriels ont d( faire évoluer leurs trousses pour détecter
et quantifier un maximum de variants différents. Si désormais, les trousses de charge virale
permettent la quantification théorique de tous les variants VIH-1, le paradoxe est que ces
outils rendent la détection et le suivi des doubles infections M+0O et des recombinants MO
plus difficile.

L'utilisation des techniques précédentes spécifiques du VIH-1 de groupe M permettaient de
suspecter des variants atypiques devant des discordances séro-moléculaires (discordance
entre les résultats sérologiques positifs et la charge virale négative), immuno-virologique
(discordance entre le bilan immunologique tel qu’une valeur basse de lymphocytes CD4+ et
une charge virale négative) ou génotypiques. C'est ainsi qu’ont été identifiés un cas de
surinfection M chez un patient infecté initialement par un VIH-1/0 [55] et la présence d’un
recombinant MO chez une patiente avec une charge virale indétectable sans traitement anti-
retroviral et avec seulement 6 CD4/uL [60]. Il est important de bien dépister une forme
recombinante MO ou une co-infection VIH-1/M+0, car les VIH-1/O sont naturellement
résistants aux inhibiteurs non nulcéosidiques de la Tl (INNTI) et ont une moindre sensibilité a
Ielvitégravir (inhibiteur de I'intégrase). La non-détection de ces formes peut donc mener a la
mise en place d’une trithérapie comprenant ces molécules, avec un risque de non-efficacité
du traitement.

Paradoxalement a la démarche des industriels, il faut donc disposer d’outils spécifiques de
groupe pour dépister et suivre ces co-infections M+0 ou recombinants MO associés a I'une
ou aux deux souches parentales. Disposer de ces outils permettrait également de
comprendre la physiopathologie des doubles infections et I’évolution des différentes
espéces virales en I'absence de traitement, mais aussi la cinétique de réponse de chaque
espéce sous traitement. Dans le cas particulier du diagnostic de la transmission de la mere a
I’enfant, il est nécessaire d’avoir des outils spécifiques pour vérifier I'absence de réplication

des différentes populations virales chez I'enfant.
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Actuellement, deux techniques spécifiques de groupes sont utilisées au laboratoire de
virologie du CHU de Rouen, pour confirmer et suivre ces infections atypiques ; la qRT-PCR
INTO du CNR et la qRT-PCR LTRM de Biocentric. Or, une étude récente sur 23 formes
recombinantes inter-groupes MO recensées chez 22 patients menée par le laboratoire, a
permis d’identifier un point chaud de recombinaison dans les régions 5’LTR et 3’LTR, en plus
de ceux décrits au niveau des genes accessoires centraux (vif, vpr, vpu), du gene env, et de la
TI. Sur les 16 formes recombinantes MO complétement séquencées, 10 présentent un point
de cassure dans les LTR (5’ et/ou 3’), soit 67% [94] (données personnelles non publiées). De
plus, une étude a été réalisée au CHU de Rouen, afin de déterminer la localisation exacte de
ces points de cassure dans la région LTR, chez des souches recombinantes. Les résultats ont
monté que certaines souches ont un point de cassure dans la région amplifiée
spécifiguement par la qRT-PCR LTRM [95, 96].

Dans le cadre du suivi des doubles infections M+0 sans recombinant, ces deux qRT-PCR sont
suffisantes pour quantifier séparément chaque souche virale. Cependant les co-infections
peuvent évoluer vers I'’émergence de formes recombinantes. Chez un patient infecté par une
ou les deux formes parentales M et/ou O associée(s) a un recombinant MO, sans qu’il y ait
eu de caractérisation préalable des différentes formes virales présentes, I'utilisation de deux
gRT-PCR ciblant deux régions différentes du génome peut poser un probléeme. En fonction
du site du point de cassure, le recombinant peut étre soit quantifié par les deux qRT-PCR
(recombinant avec une région intégrase O et une région LTRM) soit non quantifié
(recombinant avec une région INTM et une région LTRO). De plus, la région LTR étant connue
pour étre un hot spot de recombinaison, un recombinant ayant un point de cassure situé au
niveau de la zone d’amplification de la gRT-PCR LTRM, risque de ne pas étre détecté et donc

guantifié.

L'objectif de ce travail de these était donc de développer une méthode de quantification
ciblant la région de l'intégrase et spécifique du groupe M (qRT-PCR INT M), en se situant
dans la méme région que la gRT-PCR INTO. La quantification dans la méme région
permettrait ainsi de suivre au moins deux populations différentes, une avec une région
intégrase issue d’une souche M et une avec une région intégrase issue d’une souche O.
Cependant, afin de savoir lesquelles sont des formes parentales ou des recombinants, des

explorations préalables restent nécessaires. Ainsi, en fonction du profil de co-infection, la
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gRT-PCR INTM quantifiera soit la forme parentale seule, soit la forme recombinante seule

dont la région intégrase est issue d’'une souche M, soit les deux.
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B. Matériels et méthodes

1. Mise au point de la qRT-PCR spécifique de groupe M

a) Sélection des amorces et de |la sonde

Les amorces et la sonde devaient cibler I'intégrase du VIH-1/M. La région choisie était
proche de celle utilisée dans la qRT-PCR INTO mise au point précédemment par le
laboratoire. Nous avons utilisé un alignement de 24 génomes complets de VIH-1/0 et de 150
séquences du géne de 'intégrase de VIH-1/M sélectionnées dans la database Los Alamos HIV
[97], afin de mettre au point deux couples d’amorces et deux sondes n’amplifiant pas le VIH-
1/0, et permettant I'amplification de différents sous-types et CRFs du VIH-1/M. Les
premieres amorces et sondes dessinées étaient positionnées strictement au méme endroit
que celles de la gRT-PCR INTO. Les premiers résultats ont conduit a dessiner un autre couple
d’amorces et une sonde, en modifiant leur taille ou leur site de fixation, en s’en éloignant de

guelgues nucléotides.

La quantification spécifique du VIH-1/M reposait sur une sonde d’hybridation, utilisant la
technologie Tagman, comme pour la gRT-PCR INTO. Le fluorochrome émetteur fixé a
I'extrémité 5’ était FAM (6-carboxyfluorescein) et son émission était inhibée par un second
fluorochrome suppresseur en 3’. Deux types de sondes ont été testés: deux sondes
classiques avec un Eclipse Dark Quencher (EDQ) et une sonde présentant en 3’ un résidu
MGB (Minor Groove Binder) couplé au suppresseur NFQ (nonfluorescent quenching). La
technique MGB permettait d’améliorer la spécificité de la sonde en la raccourcissant, tout en
gardant une température de demi-dénaturation suffisamment importante par rapport a

celles des amorces. Le résidu MGB augmentait I'affinité de la sonde a I’ADN.

La compatibilité entre les amorces et sondes a été testée avec le logiciel Oligo (Medprob,
Olso, CA), sur trois souches de VIH-1/M (VIH-1/M sous-type B: HxB2 (GenBank, numéro
d’accession K03455), VIH-1/M sous-type D : JX140670 et VIH-1/M recombinant CRF02_AG :
AY371126), et deux souches de VIH-1/0 (ANT70 sous-groupe H et MVP1580 sous-groupe T).
Cette étape permettait de vérifier la stabilité interne des amorces, ainsi que I'absence de
dimérisation, de formation d’épingles a cheveux et d’hybridation sur des sites secondaires.

32



De plus, ce logiciel calculait la température de demi-dénaturation (Tm) des amorces et des
sondes. Il permettait donc de s’assurer qu’il existait bien une différence de température
inférieure a 5°C entre les amorces sens et anti-sens, et une différence de plus de 10°C entre
le Tm de la sonde et des amorces. Ainsi, trois amorces sens, deux amorces anti-sens et trois
sondes ont été synthétisées par la société Eurogentec (Seraing, Belgium). Le nom des
amorces et leurs séquences sont présentés dans le Tableau 2 et leur position sur le génome

sont indiquées sur la Figure 13.

Tableau 2 : Noms et séquences des sondes et amorces sens et anti-sens.

Nom complet ,
Nom . Séquence*
(selon la nomenclature du laboratoire)
Amorces sens 5™-3'

U3 Int-M-4890-U25 CAAAATTTTCGGGTTTATTACAGRG
562U Int-M-4900D-U24 GGGTTTATTWCAGRGACAGC
563U Int-M-4901-U21 GGGTTTATTWCAGRGACAGCA

Amorces anti-sens 5'-3'
L1 Int-M-4957-121 CTACTGCCCCTTCACCTTTCC
L2 Int-M-4965-123 TCYTGTATTACTACTGCCCCTTC
Sonde 5'-3'
S1 S1-Int-M-4934-124 GAAAGGACCAGCMAARCTWCTCT
S2 S2-Int-M-4931-1.24 AGWAGYTTKGCTGGTCCTTTCCAA
S-MGB S-Int-M-4935-123-MGB AGWAGYTTKGCTGGTCCTTT

* Code de dégénérescence : K=GouT,R=AouG, W=AouTetY=CouT

Cing combinaisons ont été ensuite testées sur quatre dilutions d’'un méme surnageant de
raison 10, ayant des valeurs comprises entre de 2,5 a 5,5 logio copies/mL environ. Les
combinaisons 1 a 4 ont été testées sur un surnageant de culture d’une souche de VIH-1/M
sous-type B (Bru), et les combinaisons 4 et 5 sur un surnageant de culture de VIH-1/M
CRF02_AG (Zach). Les cing combinaisons ainsi testées étaient :

Combinaison 1 =562U + L2 +S1
Combinaison 2 =562U + L1 +S1
Combinaison 3=U3 + L1 +S1
Combinaison 4 =563U + L2 + S2
Combinaison 5 =563U + L2 + S-MGB
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Position des amorces sens, anti-sens et sondes synthétisées

Figure 13

PCR INTO. Les amorces sens testées sont
Les sondes testées sont entourées en rouge. La

est entourée par un cadre bleu. La souche de référence du VIH-1/0, ANT70 est

Les fleches noires indiquent les amorces sens, anti-sens et la sonde de la gRT
entourées en vert. Les amorces anti-sens testées sont entourées en orange.

souche de référence du VIH-1/M, HxB2

’

PCR INTM sont entourées en jaune.

entourée par un cadre violet. Les amorces et la sonde sélectionnées pour la gRT-
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b) Détermination des conditions réactionnelles de la gRT-PCR

i Extraction de I’ARN viral

L’extraction de plasma ou des surnageants a été effectuée avec I'automate EZ1 advanced XL
a I'aide du kit EZ1® DSP Virus (Qiagen, Hilden, Allemagne), selon les recommandations du

fabricant.

ii Gamme de quantification

La quantification de I’ARN du VIH a été réalisée avec une gamme fabriquée a partir d'un
standard correspondant a un surnageant d’une souche de VIH-1/M CRFO2_AG (Zach). Le
standard correspond a un échantillon qui a une séquence amplifiable homologue a celle de
la séquence cible, c'est-a-dire qui a une longueur et une composition en bases G et C
similaires a ceux de la cible. Ainsi les amorces et la sonde permettant la détection et
guantification de la séquence cible, amplifient également le standard. L’efficacité de PCR de
la cible et du standard doit étre la méme. Le standard a été obtenu apres dilution au
1/4000°™ du surnageant, dans du plasma négatif. Pour obtenir une valeur de référence, il a
été quantifié par la méthode Xpert® HIV-1 Viral Load (Cepheid) a 6 log;o copies/mL. Il a alors
été extrait, aliquoté par volume de 7L et congelé a -80°C. La gamme a ensuite été obtenue
par dilution de raison 10 de I'extrait de I'un des aliquots, afin d’avoir quatre points entre 5

log1o (10° copies/mL) et 2 logio (100 copies/mL).

i Amplification
Deux thermocycleurs ont été testés : le CFX96 de BioRad (Hercules, Etats-Unis) et le LC480
de Roche Applied Science (Penzberg, Allemagne). Deux mix d’amplification ont été
comparés : RNA UltraSense One-Step Quantitative RT-PCR system (Invitrogen®, Carlsbad,
Californie, Etats-Unis) et TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, Californie, Etats-Unis). L'objectif était de sélectionner le couple thermocycleur-mix

permettant la meilleure amplification des différents points testés.

Comparaison couple thermocyclceur/mix habituel

La premiere étape a consisté a comparer la gRT-PCR INTM sur chaque thermocycleur avec le

mix habituellement utilisé au laboratoire, selon les protocoles des fournisseurs. Des dilutions
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de raison 10 ont été réalisées apres extraction du matériel génétique d’un surnageant de
culture Zach (CRF02_AG), quantifié a 6,62 logio copies/mL par la trousse Xpert (Cepheid). Les
concentrations, apres dilution, allaient de 5,6 logip (400 000 copies/mL) a 1,6 logio (40
copies/mL), avec une dilution supplémentaire a 2 logio (100 copies/mL). Les valeurs de Ct
des 6 dilutions ont été comparées.

La quantification d’un témoin positif souche Zach (CRF02_AG) a une concentration de 4,62
logio copies/mL (quantifiée par la trousse Xpert) a également été testée. Ce contrdle
permettait de s’assurer que la technique quantifie correctement les échantillons. Si la valeur
obtenue avec la gRT-PCR INTM était comprise entre +/- 0,5 logyo de la valeur mesurée par la
technique Xpert, I'expérience pouvait étre analysée.

Nous avons testé la trousse RNA UltraSense One-Step Quantitative RT-PCR system
(Invitrogen), actuellement utilisée au laboratoire du CHU de Rouen pour la gRT-PCR INTO sur
le LC480. Elle contient I'enzyme et le mélange RNA ultrasense 5X Reaction. Le mix utilisé
pour notre gRT-PCR INTM contenait, pour un volume réactionnel de 20uL, 2,5uL de mix
enzymatique (SuperScript 11l RT), 10uL de mix RNA ultrasense 5X Reaction, 1uL de chaque
amorce (10umol/L), et 1uL de la sonde (10umol/L) spécifique du groupe M. Dans le cadre de
cette mise au point, le Cl (PrimerDesign) a été ajouté au mélange réactionnel. Les essais
étaient réalisés avec deux volumes différents du mélange amorces/sonde permettant
I’'amplification du CI : 1uL et 1,5uL. Une quantité suffisante d’eau sans RNase a été ajoutée
pour obtenir un volume de 20uL. Le volume ajouté de I'extrait était de 30uL, pour un volume
final de 50uL.

Le deuxieme mix enzymatique testé, TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied), était
utilisé sur le thermocycleur CFX96, et contenu dans les trousses Biocentric VIH-1 et VIH-2. Le
mix, de 10uL, défini pour le protocole qRT-PCR INTM contenait pour un échantillon : 5uL de
mix enzymatique 4X, 0,5uL de chaque amorce (10pumol/L), 0,5uL de sonde (10umol/L), 0,5uL
du mix amorces/sonde du Cl et 3uL d’eau. Le Cl et le mélange amorces/sonde du Cl étaient
fournis dans la trousse Biocentric, a la différence de la trousse Invitrogen. Le volume
d’échantillon utilisé était de 10uL, portant le volume de la réaction a 20uL. Un essai en

doublant le volume de mix et d’échantillon a été réalisé, portant le volume total a 40uL.
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Comparaison des programmes d’amplification

Lors de la deuxiéme étape, la trousse Invitrogen a été testée sur le CFX96, en adaptant le
programme d’amplification de ce mix a ce thermocycleur, les programmes d’amplification
étant légérement différents entre la trousse Invitrogen et Applied (Tableau 3). Dans les deux
cas, une étape préalable de transcription inverse était réalisée a 50°C, soit pendant 15min
(Trousse Invitrogen), soit pendant 10min (Trousse Applied). Elle était suivie d’'une étape
d’activation enzymatique d’une durée de 2min (Invitrogen) ou 5min (Applied) a 95°C. Enfin,
I’étape d’amplification était une succession de 50 cycles de dénaturation a 95°C pendant 15s
et d’hybridation d’une durée d’une minute (protocole Applied) ou 30s (protocole

Invitrogen).

Tableau 3 : Protocoles d’amplification spécifiques des trousses Applied et Invitrogen.

Invitrogen Applied Invitrogen
Trousses RNA UltraSense One-Step TagMan Fast Virus 1-Step RNA UltraSense One-Step
Quantitative RT-PCR system Master Mix Quantitative RT-PCR system
Thermocycleurs LC480 Cfx96 Cfx96
Volume d’extrait 30uL 10 pL 30uL
Volume de mix 20uL 10pL 20pL
Transcription inverse 50°C; 15 min 50°C; 10 min 50°C; 15 min
Protocoles Activation enzymatique 95°C; 2 min 95°C; 5 min 95°C; 5 min
Amplification : 50 cycles
- dénaturation 95°C; 15 sec 95°C; 15 sec 95°C; 15 sec
- hybridation 60°C ; 30 sec 60°C; 1 min 60°C; 1 min

En rouge, sont indiquées les modifications apportées pour adapter le protocole d’amplification de la trousse Invitrogen sur
le Cfx96. Les deux couples mix-thermocycleur qui ont été comparés, sont entourés en vert.

Nous avons donc comparé deux couples mix-thermocycleur : [Applied + CFX96] et
[Invitrogen + CFX96]. Cing points d’une dilution de raison 10 de I'extrait du surnageant Zach
(400000 a 40 copies/mL), cing surnageants dilués de Zach a la concentration de 40
copies/mL et un témoin positif Zach a une concentration de 4,62 log,o copies/mL ont été
testés, afin de sélectionner le protocole le plus optimal. Pour ces deux essais, le choix du
meilleur protocole de gRT-PCR INTM s’est basé sur les valeurs des Ct obtenues pour ces
différents points, sur la proportion d’échantillons amplifiés a 40 copies/mL et sur la valeur de

quantification du témoin positif.
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Comparaison des températures d’hybridation

Apres les essais mix-thermocycleur, plusieurs températures d’hybridation ont également été
testées : 60°C, 58°C et 55°C. La température d’hybridation devait avoir une valeur inférieure
de cing degrés par rapport aux Tm des amorces. Cependant, si cette température est trop
basse, il y a un risque d’hybridation non spécifique. Trois conditions de température ont
donc été testées sur cing dilutions a 40 copies/mL du surnageant Zach, un témoin positif
Zach (a 4,62 logyo copies/mL) et trois surnageants de VIH-1/O (YBF16, BCFO03 et
BCF178 dilués a 10™). Les cing dilutions a 40 copies/mL du VIH-1/M Zach permettaient de
voir si la baisse de température d’hybridation améliorait I'amplification de cette faible
concentration ; le témoin positif permettait de s’assurer que la qRT-PCR INTM quantifiait le
VIH-1/M, comme attendu. Les tests sur les trois surnageants de groupe O permettaient de
vérifier que la baisse de la température d’hybridation n’induisait pas une fixation non

spécifique des amorces et/ou sonde.

iv  Validation d’un controle interne

Un controle interne (ClI) (Internal RNA extraction control, PrimerDesign, Southampton,
Royaume-Uni) a été utilisé afin de s’assurer que toutes les étapes du processus moléculaire
(extraction, retrotranscription et PCR) s’étaient déroulées comme attendu. Le Cl a été testé a
deux concentrations, I'une recommandée par le fournisseur et I'autre apres une dilution au
1/10°™. Ainsi, pour chaque concentration, 2uL de Cl ont été ajoutés a 60pL d’ARN
entraineur. Ces essais ont permis de déterminer la concentration de Cl la plus adéquate pour
s’affranchir d’interférences liées a la présence du Cl lors de I'amplification.

Les valeurs de Ct du Cl mis dans chaque échantillon ont été comparées au Ct du Cl du témoin
« extraction », constitué uniquement d’eau dépourvue de RNase. Une augmentation
supérieure de trois cycles pour I'amplification du Cl de I"échantillon peut signifier la présence

d’un inhibiteur de PCR dans I’échantillon.

2. Evaluation des performances analytiques et cliniques

Une fois les amorces, sonde et conditions de réalisation de la gRT-PCR INTM déterminées,
nous avons procédé a I'évaluation de ses performances sur des échantillons cliniques et des

surnageants issus de cultures cellulaires, représentatifs de la diversité génétique des VIH-1.
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a) Spécificité clinigue

La spécificité de groupe a été déterminée en testant 30 surnageants de culture de VIH-1/0
dilués a 10, parmi lesquels 17 souches appartenaient au sous-groupe H, 11 appartenaient

au sous-groupe T, et deux étaient de sous-groupe indéterminé.

b) Seuil de quantification

Cette étape permettait de définir la limite de quantification, c'est-a-dire la plus faible
concentration d’ARN d’un échantillon qui puisse étre quantifiée. Pour déterminer cette
limite, deux concentrations de surnageant Zach dilué dans du plasma négatif ont été
testées : 80 et 100 copies/mL (1,9 et 2 logyo copies/mL). Dix quantifications ont été réalisées
pour chacune de ces concentrations.

Afin d’optimiser ce seuil, trois volumes d’échantillon a extraire ont été testés pour
augmenter la quantité de particules virales présente dans I’échantillon : 200ulL, 400uL et
200uL aprés une étape d’ultracentrifugation (pendant 1h a 240 000xG) d’un volume initial
d’échantillon de 1mL. L’élution était réalisée dans 60uL. L’objectif était de déterminer le
volume d’échantillon nécessaire pour obtenir une sensibilité de 100% d’un point a 2 logio
(100 copies/mL). Pour cela, 10 dilutions proches de 100 copies/mL de cing surnageants
(deux CRF02_AG, deux sous-type B, et un CRFO1_AE) ont été amplifiées avec les trois
volumes testés. Les dilutions ont été quantifiées avec la technique commerciale Panther
(Hologic) (nouvelle technique de quantification du VIH -1 mise en place au laboratoire en

juillet 2017), afin de controler que la dilution réalisée était proche de 100 copies/mL.

c) Linéarité

Cette étape a consisté a déterminer les limites de validité de la relation linéaire, qui existe
entre les concentrations observées et les concentrations théoriques des dilutions d'un
échantillon. Les limites inférieure et supérieure de linéarité définissent l'intervalle de mesure
(exprimé en concentration), a l'intérieur duquel les mesures peuvent étre effectuées avec
fiabilité. La linéarité a été évaluée en testant deux fois le surnageant Zach a des
concentrations allant de 100 a 10’ copies/mL (2 a 7 logyo) lors de la méme expérience.

Chaque point de la dilution était extrait avant quantification.
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d) Répétabilité

Elle permet de s’assurer de la fidélité de la technique lors d’'une méme expérience ; elle
évalue la variabilité intra-essai. Pour cela, le surnageant de culture Zach, dilué a 10, était
soumis a 20 extractions, puis amplifié lors d'une méme manipulation. La moyenne et I'écart
type ont été calculés. L'objectif était d’avoir un écart type inférieur a 0,25 log;o copies/mL

[98].

e) Reproductibilité

Elle permet également de vérifier la fidélité de la technique, mais dans des conditions
différentes et d’évaluer la variabilité inter-essai. Lors de chacune des manipulations (n = 43)
permettant d’évaluer les performances de cette nouvelle gRT-PCR, un témoin de
reproductibilité, préparé a partir du surnageant de culture Zach dilué a 10, était quantifié. Il
a été quantifié lors de chaque essai de gRT-PCR INTM, aprés avoir déterminé les différents
parametres de cette derniére. La moyenne, I'écart type et le coefficient de variation ont été
calculés pour évaluer la reproductibilité de la technique. L'objectif était d’avoir un écart type
inférieur a 0,25 logyo copies/mL et un coefficient de variation inférieur a 5%.

De la méme facon, la reproductibilité a pu étre évaluée avec les valeurs de Ct des quatre

points de gamme (2 a 4 log;o copies/mL) obtenus a chaque essai.

f) Sensibilité clinique

La sensibilité clinique correspond a la capacité de cette nouvelle technique a détecter et
quantifier les différents variants du VIH-1/M. Elle a été réalisée par comparaison aux
résultats des échantillons initialement quantifiés avec la technique RealTime HIV-1 sur
I’automate M2000 (Abbott, Etats-Unis), utilisée a ce moment-Ia en routine au laboratoire.

Nous avons testé 200 échantillons de plasma de patients différents, collectés dans des tubes
EDTA, entre 2006 et 2016. Les échantillons testés représentaient la diversité intra-groupe M
circulant en France (sous-type B, n=53 ; sous type C, D, G et H, n=6 ; sous-type A et F, n=5 et
sous-type J, n=3) et des formes recombinantes circulantes (CRF02, n=48 ; formes complexes,
n=9; CRFO1, n=8; CRF06, n=6, CRF18, CRF37, CRF42, n= 5; CRF11, n=4 ; CRF03, CRF14,
CRF22, n = 3; CRF12, CRF19, CRF45, n= 2, CRF09, CRF13, CRF17, CRF36, CRF43, n= 1). Les
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charges virales allaient de 2,03 logio a 6,34 logio copies/mL (106 copies/mL a 2,2 10°
copies/mL). Parmi ces 200 échantillons, 100 avaient une charge virale inférieure a 3 logio
(1000 copies/mL) dont 56, une charge virale comprise entre 2 et 2,7 logyo (100 et 500
copies/mL) et 44, entre 2,7 et 3 logio (500 et 1000 copies/mL). Parmi les 100 échantillons
restants, 47 échantillons avaient une charge virale comprise entre 3 et 4 logy, 32 entre 4 et

5 logig et 21 une charge virale supérieure a 5 logyo.

g) Préparation de plasmas doublement infectés par des souches

de VIH-1/M et de VIH-1/0

Afin de s’assurer de I'absence d’interférences lors de la quantification, en présence de deux
souches de groupes différents dans les plasmas co-infectés, nous avons préparé quatre
mélanges différents. lls contenaient une souche de VIH-1/M (parmi deux CRF02, un sous-
type B ou D) et une souche de VIH-1/0 (parmi deux sous-groupes T ou H), différentes pour
chaque mélange. Les mélanges ont été réalisés a partir de surnageants dilués a 10 dans du
plasma négatif pour le VIH-1/M. Les souches de VIH-1/M ont été quantifiés avec la méthode
Hologic, avant la réalisation des mélanges avec les souches de VIH-1/0 ; cela permettait de
calculer les valeurs théoriques de la souche de VIH-1/M aprés les mélanges. Trois
proportions ont été testées (Tableau 4). Cela consistait a mélanger 180uL de plasma
contenant la souche de VIH-/M avec 20puL de plasma contenant la souche de VIH-1/0 pour la
proportion 90M/100 et inversement pour la proportion 10M/900, et 100uL de chaque
plasma pour la proportion 50M/500. Les mélanges ont été quantifiés une seule fois, avec le
protocole défini pour la gRT-PCR INTM, utilisant un volume d’échantillon a extraire de

200pL.
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Tableau 4 : Mélange simulant une double infection M+0

Valeur théorique de la

CV des surnageants de

Proportion |
%M/%0 concentration du VIH- VIH-1/M (log10
1/M (log10 copies/mL) copies/mL)*
Mélange 1 90/10 6,02
VIH-1/M CRFO02 + 50/50 5,77 6,07
VIH-1/0 sous-groupe T 10/90 5,07
Mélange 2 90/10 5,40
VIH-1/M sous-type B + 50/50 5,14 5,44
VIH-1/0 sous-groupe H 10/90 4,44
Mélange 3 90/10 5,20
VIH-1/M sous-type D + 50/50 4,95 5,25
VIH-1/0 sous-groupe T 10/90 4,25
Mélange 4 90/10 5,83
VIH-1/M CRF02 + 50/50 5,57 5,87
VIH-1/0 sous-groupe H 10/90 4,87

*La valeur indiquée est la mesure de la charge virale des surnageants VIH-1/M, avant la réalisation des mélanges, par la

technique Panther (Hologic).

h)

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel MedCalc (MedCalc Software bvba,

Ostend, Belgium).

Pour les analyses de chaque point de gamme, un diagramme en boite a été réalisé.

Les résultats de quantification avec la technique Abbott et la technique qRT-PCR INTM ont

été comparés dans un diagramme de dispersion, et une analyse de régression linéaire simple

a fourni une valeur de coefficient de détermination r2.

L'analyse de Bland-Altman des échantillons a été utilisée pour évaluer l'accord entre la

technique Abbott Real-Time HIV-1 et la gRT-PCR INTM. Une différence maximale inférieure a

0,5 log1g copies/mL entre les deux techniques a été considérée comme acceptable. En effet,

lors du suivi de la charge virale d’un patient, une variation supérieure a 0,5 logio copies/mL

entre deux échantillons successifs est considérée comme un changement significatif dans la

réplication du virus.
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3. Séquencage de la région intégrase des virus présentant une discordance

de quantification

a) Echantillons séquencés

Un séquencgage de I'intégrase des échantillons cliniques présentant une discordance entre la
technique gRT-PCR INTM et la technique Abbott, a deux reprises, a été réalisé, s’il n’était pas
déja disponible. L'objectif était d’identifier d’éventuelles mutations susceptibles d’expliquer
ces différences de quantification. Ces mutations pouvaient étre ainsi responsables d’'un

moindre appariement, des amorces ou de la sonde de révélation dessinées.

b) Extraction de I’ARN viral

L’extraction ARN a été effectuée avec I'EZ1 advanced XL (Qiagen®) a I'aide du kit EZ1® DSP
Virus (Qiagen®), selon les recommandations du fabricant. Un volume de 200uL d’extrait était

prélevé et I'élution était réalisée dans 60pL. Les extraits ont été conservés a -80°C.

c) Amplification de la région intégrase, révélation et purification

Les régions intégrase ont été amplifiées par un systeme de PCR nichées couplant une PCR

externe suivie d’'une PCR interne.

PCR externe

Dix microlitres d’extrait d’ARN ont été ajoutés a 40uL de mélange réactionnel contenant 2plL
de chaque amorce a 10umol/L, 8uL de MgS0O4 a 5mmol/L, 2uL d’eau dépourvue de RNase,
1uL de RT/Platinum TAQ Hifi, et 25uL de mix provenant du kit SuperScript Ill One step RT-
PCR for long template (Invitrogen®, Carlsbad, Californie, Etats-Unis), selon les
recommandations du fournisseur. L’enzyme utilisée était une Taq polymerase avec une
activité correctrice, augmentant la spécificité de la PCR. Les conditions d’amplification
comprenaient une premiere étape de transcription inverse a 50°C pendant 30 minutes, suivi
d’une dénaturation a 94°C pendant 2 minutes, puis une deuxieme étape de 35 cycles

comprenant chacun une dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, une hybridation a 55°C
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pendant 30 secondes puis une élongation a 68°C pendant 2 minutes. L'élongation finale était

de 10 minutes a 68°C. Les produits d’amplification ont été ensuite conservés a 4°C.

PCR interne

Pour réaliser la PCR interne, 2uL de produit de PCR externe ont été prélevés et ajoutés a
48uL de mélange réactionnel contenant 2ulL de chaque amorce a 10umol/L, 2uL de MgCl, a
25mmol/L, 17uL d’eau dépourvue de RNase et 25uL de tampon de réaction a I'aide du Kit
HotStartag MasterMix (Qiagen®, Hilden, Allemagne). Les conditions d’amplification
comprenaient une premiere étape de dénaturation initiale a 95°C pendant 15 minutes suivie
de 30 cycles comprenant chacun une dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, une
hybridation a 55°C pendant 30 secondes puis une élongation a 72°C pendant 1 minute 30.
L’élongation finale était de 7 minutes a 72°C. Les produits d’amplification ont été ensuite
conservés a 4°C.

Les amplicons obtenus ont ensuite été déposés sur gel d’agarose a 1% et soumis a un champ
électrique (110V pendant 40min), permettant une séparation selon leur poids moléculaire.

La taille des fragments a été contrblée grace a la présence d’'un marqueur de taille.

d) Séquencage de la région intégrase et analyse des séguences

La région de l'intégrase a été séquencée par la méthode de Sanger a 'aide du séquenceur
Beckman Coulter Ceq8000 (Brea, Californie, Etats-Unis). Dans chaque puits d’'une plaque de
96 puits, nous avons mélangé 4uL de DCTS Quick Start Kit (Beckman Coulter), 11uL d’eau
dépourvue de RNase, 3uL d’amorce a 1,6pmol/uL, et 2uL de 'amplicon purifié. Une réaction
de séquence a été effectuée selon le programme d’amplification suivant : une dénaturation
a 96°C pendant 25 secondes, une hybridation a 50°C pendant 25 secondes puis une
élongation de 4 minutes a 60°C pendant 30 cycles. Ensuite, des étapes de précipitation a
I’éthanol et de purification suivaient la réaction de séquence. La plaque a été placée dans le
séquenceur, dont le principe repose sur I'électrophorése capillaire. Une analyse spectrale
des fluorescences émises par les didéoxyriboNucléotides TriPhosphates (ddNTPs) a permis
de déterminer la séquence des fragments amplifiés a I'aide d’une séquence de référence

HxB2.
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Les séquences ont été comparées a celles des amorces sens, anti-sens et a la sonde afin de

rechercher d’éventuelles mutations sur les génomes viraux.
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C. Résultats

1. Sélection du couple amorces/sonde

La sélection du couple amorces/sonde était basée sur deux critéres: I"amplification des
différentes dilutions de surnageant (2,5; 3,5; 4,5 et 5,5 logio copies/mL) et l'intensité de
fluorescence émise pendant la PCR du point a la plus forte concentration. Les résultats des
différents tests sont présentés dans le (Tableau 5). Dans un premier temps, les combinaisons
1, 2 et 3 ont été testées avec des dilutions d’un extrait du surnageant Bru (sous-type B). Les
meilleurs résultats ont été obtenus avec la combinaison n°1 (562U + L2 + S1), avec laquelle
les quatre dilutions étaient amplifiées. Seule la plus forte concentration (200 000 copies/mL ;
5,3 logyo) était amplifiée avec les combinaisons n°2 (562U + L1 + S1) et n°3 (U3 + L1 + S1).
Cependant, avec la combinaison n°1, lintensité de fluorescence de la plus forte
concentration était faible (1400 RFU), les valeurs attendues devant se situer aux alentours
de 10000 RFU. Une nouvelle amorce sens (563U) a alors été mise au point, afin d’optimiser
la PCR. Elle correspondait a I'amorce 562U avec une adénine supplémentaire en 3’,
rapprochant ainsi son Tm de celui de 'amorce anti-sens. Cette combinaison n°4 (563U + L2 +
S2) a ensuite été testée avec le méme surnageant Bru. Elle a montré une meilleure
fluorescence que la combinaison n°1, tout en conservant I'amplification des quatre points de
dilution. Malgré tout, cette intensité de fluorescence restait encore un peu faible (3500
RFU). L’hypothese était que les différentes amorces et la sonde ne se fixaient pas
correctement sur la souche Bru, conduisant a tester cette quatrieme combinaison sur un
autre surnageant de VIH-1/M CRF02_AG (Zach). La fluorescence du point le plus concentré
était alors meilleure (7000 RFU) que celle obtenue précédemment, mais toujours faible. Une
nouvelle sonde, basée sur la technique MGB, a été par la suite dessinée, afin d’augmenter la
différence de température d’hybridation entre les amorces et la sonde, et donc d’optimiser
davantage la PCR. En effet, cette différence ne semblait pas suffisante pour les quatre
premieres combinaisons testées, ce qui pouvait avoir un impact sur la sensibilité de la PCR,
et donc expliquer les premiers résultats obtenus. La combinaison n°5 contenant cette
nouvelle sonde, a été testée sur le surnageant CRF02_AG, et le point le plus concentré avait

une fluorescence a 10000 RFU, comme attendu (Tableau 5).
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Le couple retenu était donc celui avec I'amorce sens (563U), se fixant en position 4901 de la
souche HxB2, et I'amorce anti-sens (L2) en position 4965, générant un produit
d’amplification de 88 paires de bases. La détection spécifique du VIH-1/M reposait sur une

sonde d’hybridation (S-MGB) selon la technologie Tagman.

Tableau 5 : Résultats des différents tests réalisés avec les cinqg combinaisons.

Combinaison N1 N°2 N3 N° 4 NS
562U+L2+S1 562U+L1+S1 U3+L1+S1 563U+L2+S2 563U+L2+SMGB
1/4 (la plus 1/4 (la plus
Points de dilution forte forte 3/4 (Bru)
il 4/4 4/4 (Zach
amplifiés / concentration) | concentration) 4/4 (Zach) /4 zach)
FI d
uorescence du Absence

point le plus 1400 1000 , e 3500 Non testé
. d’amplification
concentré de Bru

Fluorescence du
point le plus Non testé Non testé Non testé 7000 10000
concentré de Zach

2. Détermination des conditions réactionnelles de la qRT-PCR

a) Amplification

i Comparaison thermocycleur/mix habituel

La premiere étape des manipulations a consisté a comparer la gRT-PCR INTM, réalisée sur
chaque thermocycleur avec la trousse habituellement utilisée [Invitrogen + LC480] et
[Applied + CFX96], selon le protocole fournisseur.

Les résultats ont montré que la trousse Applied sur le CFX96 apportait de meilleurs résultats
(Tableau 6). En effet, la valeur de quantification du témoin positif obtenu avec cette trousse
était de 4,79 logio, pour une valeur attendue de 4,62 * 0,5 logio. A la différence, la
manipulation sur le LC480 a donné une valeur bien plus faible a 3,21 logio, en dehors de
I'intervalle attendu. De plus, les valeurs de Ct des différentes dilutions de la gamme sur le
CFX96, plus faibles qu’avec le LC480, étaient favorables a une meilleure détection pour une
méme concentration. Ceci a été confirmé avec la concentration a 100 copies/mL, qui était
amplifiée avec le CFX96, et non avec le LC480.
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Tableau 6 : Comparaison Applied-Cfx96 et Invitrogen-LC480

Invitrogen Applied
Trousses RNA UltraSense One-Step TagMan Fast Virus 1-Step Master
Quantitative RT-PCR system Mix
Thermocycleurs LC480 Cfx96
outemdoarr it | e | omston| (| emanianon
(Zach) en logg en logg
400 000 30,33 5,6 27,28 5,6
40 000 31,91 4,6 31,14 4,6
4000 34,96 3,6 35,02 3,6
400 39,09 2,6 37,31 2,6
100 - N 38,41 1.6
40 - N - N
Témoin positif 36,80 3,21 30,38 4,79

"concentrations théoriques des différentes dilutions du surnageant Zach et concentration calculée du témoin positif. Les
tirets dans les colonnes Ct cible correspondent a I'absence d’amplification de I’échantillon. Le N correspond a la non-
détection de la charge virale

Nous avons ensuite testé la trousse Applied sur le CFX96 en doublant le volume de mix et
d’échantillon (soit 20uL de mix et 20uL d’échantillon), dans le but d’amplifier le point a 40
copies/mL (pour se rapprocher des seuils de sensibilité des techniques commerciales).

Malheureusement, cela n’a pas permis de I'amplifier.

ii Comparaison des programmes d’amplification

Dans un deuxiéme temps, nous avons comparé la combinaison [Applied-Cfx96] avec la
combinaison [Invitrogen-Cfx96], dans le but d’améliorer la détection du point le plus bas (40
copies/mL), étant donné les volumes d’extrait et de mix plus importants avec la trousse
Invitrogen (30uL d’extrait et 20uL de mix contre 10uL d’extrait et de mix avec la trousse
Applied). Les résultats obtenus étaient meilleurs, puisque sur les cing échantillons a 40
copies/mL, trois étaient amplifiés avec le mix Invitrogen contre aucun avec le mix Applied.
Les concentrations obtenues pour ces trois échantillons étaient toutes proches de 40
copies/mL. Pour les deux conditions, les valeurs des Ct des différentes dilutions de la gamme
étaient quant a elles comparables, avec l'absence d’amplification de la dilution a 40

copies/mL. Dans les deux cas, la valeur calculée du témoin positif était dans les valeurs
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attendues (4,62 + 0,5 logyo) (Tableau 7). Il a alors été décidé par la suite d’optimiser les

conditions opératoires, en utilisant la trousse Invitrogen sur I'automate CFX96.

Tableau 7 : Comparaison Applied-Cfx96 et Invitrogen-Cfx96

Applied Invitrogen
Trousses TagMan Fast Virus 1-Step Master RNA UltraSense One-Step
Mix Quantitative RT-PCR system
Thermocycleurs Cfx96 Cfx96
*Concentration *Concentration
Ct cible Ct cible
en log;, en log;,
Témoin positif 30,23 4,653 30,96 4,581
400 000 27,04 5,6 27,37 5,6
40 000 30,37 4,6 30,85 4,6
Gamme 4 000 34,03 3,6 34,39 3,6
400 36,62 2,6 38,01 2,6
40 - 1,6 - 1,6
40 copies/mL: 1 - N 41,19 1,697 (50)
40 copies/mL: 2 - N - N
Echantillons 40 copies/mL: 3 - N - N
40 copies/mL: 4 - N 41,36 1,647 (44)
40 copies/mL: 5 - N 41,69 1,556 (36)

"Concentrations théoriques des différentes dilutions de la gamme et concentration calculée du témoin positif. Les tirets
dans les colonnes Ct cible correspondent a I'absence d’amplification de I’échantillon.

iii  Comparaison des températures d’hybridation

Nous avons testé trois températures d’hybridation, le but étant de déterminer Ia
température apportant la meilleure sensibilité, tout en restant spécifique du VIH-1/M. En
effet, une diminution de la température d’hybridation améliore la fixation des
amorces/sonde et donc la sensibilité analytique a 40 copies/mL, mais augmente la fixation
non spécifique. A 55°C, quatre dilutions a 40 copies/mL de VIH-1/M sur les cing testées,
étaient amplifiées (Tableau 8). Cette température n’était pas optimale pour I'amplification
du VIH-1/M, et nous avons donc été décidés de ne pas tester les échantillons de VIH-1/0. A
58°C, trois souches de VIH-1/M sur cing ont été amplifiées, et un surnageant de VIH-1/0
était également amplifié. A 60°C, trois souches de VIH-1/M ont été amplifiées, sans que les
trois souches de VIH-1/0O ne l'aient été (Tableau 8). Les changements de température
d’hybridation n’ont pas eu d’influence sur la quantification du témoin positif. Etant donné

gue les amorces et/ou la sonde n’étaient plus suffisamment spécifiques du VIH-1/M a une
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température d’hybridation inférieure a 60°C. La température d’hybridation a 60°C a donc été

retenue, afin de ne pas amplifier de VIH-1/0.

Tableau 8: Impact de la modification de la température d’hybridation sur la sensibilité et la
spécificité.

Sensibilité Spécificité
Echa:tlllo,ns VIH-1/M (n = 5 dilutions a VIH-1/0 3 CV du témoin positif Zach
t - = .
i estes 40 copies/mL du /0 (n (4,62 log,, copies/mL)
Température surnageants)
, L surnageant Zach)

d’hybridation

55°C 4/5 échantillons amplifiés Non réalisé 4,74

58°C 3/5 échantillons amplifiés | 1/3 échantillon amplifié 4,52

60° C 3/5 échantillons amplifiés | 0/3 échantillon amplifié 4,65

Le protocole d’amplification ainsi retenu sur le thermocycleur CFX96 avec la trousse

Invitrogen était le suivant :

Transcription inverse 50°C 15 min
Dénaturation 95°C 5 min
Amplification : Dénaturation 95°C 15 sec 50 cycles
Hybridation 60°C 1 min
b) Validation d’un contréle interne

Le volume de Cl ajouté dans I’ARN entraineur, avant I'extraction, était de 2 pL. Le contréle
interne choisi était celui initialement présent dans le mix Applied (LTRM) de la trousse
Biocentric, utilisé pour la quantification du VIH-1/M. Les recommandations d’utilisation du
fournisseur étaient d’ajouter 0,5 pL du couple amorces/sonde pour un volume de mix de 10
uL et un volume d’extrait de 10 pL. Nous avons donc adapté le volume du couple
amorces/sonde du Cl au mix de la trousse Invitrogen. Ce dernier étant de 20 uL, nous avons
décidé de doubler le volume du couple amorces/sonde en le portant a 1 pL. Dans ces
conditions, les Ct obtenus pour le Cl avaient une valeur autour de 40 et la fluorescence était
tres faible (200 RFU) (Figure 14). Cela aurait pu étre anticipé, étant donné le volume d’extrait
utilisé avec la trousse Invitrogen plus important (30uL), et donc une quantité de Cl dans

chaque puits d’amplification également plus importante. Il y avait donc un risque que le
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couple amorces/sonde du Cl soit en quantité limitante. Dans cette situation, il peut alors
étre difficile d’interpréter des résultats d’'une PCR quantitative avec un Cl ayant ce type de
courbes. Nous avons donc changé le volume du couple amorces/sonde du Cl, en le fixant a
1,5 pL, ce qui a permis d’obtenir des valeurs de Ct autour de 32 et une fluorescence a 800

RFU (valeurs obtenues avec la qRT-PCR LTRM).

Apinian Ammsasen
20 809

o0

w00

199
2

Figure 14 : Comparaison des courbes d’amplification du Cl avec des volumes différents du couple
amorces/sonde.

En (A), volume du couple amorces/sonde utilisé de 1 pL et en (B), volume du couple amorces/sonde utilisé de 1,5 pL.

Les différentes étapes qui ont permis de définir les conditions opératoires de la qRT-PCR

INTM sont résumées dans la Figure 15 ci-apres.

Cfx96
+

Trousse Applied Trousse Invitrogen

| v

LC480

+

2

Volume de mix et
d’échantillon x2

Volume de mix et
échantillon selon
recommandations
fournisseur

¥
Cfx96
+
Trousse Applied

Cfx96
+
ousse Invitrogen

Température d’hybridation

7 7
55°C 58 eC
l

Volume d’échantillon

R\

@ 400 uL. 200 plL aprés

ultracentrifugation de
Volume couple sondefamorces Cl 1mL de prélévement

Figure 15 : Résumé des étapes de mise au point de la technique de gRT-PCR INTM

Les différentes conditions opératoires testées pour chaque étape de mise au point, sont représentées sur cette figure. Les
conditions opératoires sélectionnées sont entourées en vert.
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3. Performances analytiques de la gqRT-PCR INTM

a) Spécificité clinigue

La spécificité de la nouvelle technique de gRT-PCR INTM était tres bonne. Aucune des 30
souches de VIH-1/0 n’a été amplifiée. L'extraction avait bien eu lieu, car le Ct de CI des
différents échantillons avait bien des valeurs comprises entre +/- 3 Ct par rapport au Cl du

témoin d’extraction.

b) Seuil de quantification

Pour évaluer la sensibilité de cette nouvelle qRT-PCR INTM, nous avons testé dans un
premier temps le surnageant Zach a la concentration de 100 copies/mL (2 logio) ; 100% des
échantillons ont été amplifiés, cependant, deux échantillons sur 10 nécessitaient un plus
grand nombre de cycles pour étre détectés (43,7 et 44,4 pour des valeurs attendues autour
de 39,9), avec donc un risque de quantification erronée. Nous avons décidé ensuite de tester
la concentration a 80 copies/mL, pour laquelle uniguement huit échantillons sur 10 étaient
amplifiés.

Dans le but d’améliorer davantage la sensibilité analytique, nous avons testé deux autres
volumes d’extraction avec une concentration a 100 copies/mL (400uL et 200uL aprées
ultracentrifugation de 1mL pendant une heure a 240 000xG). En théorie, I'extraction de
400uL devait permettre de doubler la quantité d’ARN a amplifier, tandis que I'extraction
apres centrifugation de 1mL de plasma, permettait de multiplier par cing la quantité d’ARN
obtenue. Cing surnageants, représentant le sous-type B (MaOl et GuFu), CRF02_AG (AAS287
et Kale) et CRFO1 (AoKa), ont été dilués dans du plasma négatif en VIH-1, afin d’obtenir une
concentration autour de 100 copies/mL. Dix aliquots de chacun des surnageants dilués ont
été testés selon les trois protocoles d’extraction. Les valeurs de charges virales des cing
surnageants dilués, mesurées avec la technique de référence (Hologic) étaient 2,52 logio
(333 copies/mL), 2,25 logip (177 copies/mL), 1,95 logio (90 copies/mL), 1,93 logio (86
copies/mL) et 1,89 logio (70 copies/mL) (Tableau 9) respectivement pour GuFu, AAS287,
AoKa, Kale et MaOl. Le surnageant GuFu était tres mal quantifié avec notre nouvelle
méthode ; en effet, apres I'extraction de 200uL, seul un échantillon sur les 10 était détecté

mais non quantifié, les autres étant tous indétectables. Le nombre d’échantillons détectés
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non quantifiés augmentait a six sur 10 avec une extraction de 400uL, et a sept sur 10 aprés
extraction de 200uL ultracentrifugés. Les données de ce surnageant n’ont donc pas été
exploitées. Pour les autres souches, le seuil de sensibilité, avec un volume d’extraction de
200pL, n’était pas a 100 copies/mL. En effet dans chaque cas, un ou deux prélévements sur
les 10 amplifiés n’étaient pas détectés (Tableau 9). De plus, le nombre d’échantillons
discordants de + 0,5 logio copies/mL, allait de zéro a cing, en fonction de la souche.
L’extraction d’un volume de 400uL a permis de quantifier les 10 échantillons, néanmoins
certaines valeurs de quantification restaient discordantes par rapport aux valeurs obtenues
avec la technique Hologic. L'extraction des 200uL apres ultracentrifugation de 1mL de
plasma permettait également de quantifier tous les échantillons, avec toujours des
discordances par rapport a la technique Hologic. Cependant, il semblait y avoir une
amélioration de la quantification, en utilisant 1mL d’échantillon. En effet, la différence entre
la valeur maximum et la valeur minimum de charge virale quantifiée semblait réduite, ainsi
que la valeur de I'écart type. Au final, ces différents essais ont permis d’établir le seuil de

quantification de notre technique a 100 copies/mL.

Tableau 9 : Résultats des essais d’amélioration de la sensibilité de la qRT-PCR INTM

s o type) AAS287 AoKa Kale MaOl
urnageant {soustype) 1 crro2 AG) (CRFO1) (CRF02) (B)
2,25lo 1,95 lo 1,93 1lo 1,89 log10
Quantification Hologic B10 B10 B10 . g
copies/mL copies/mL copies/mL copies/mL
Volume d'échantillon en 200pL 200pL 200pL 200pL
200 | 400 |- 200 | 400 | -H 200 | 400 |7 200 | 400 |©°H
pL (C)* (C)* (C)* (C)*
Nombre d'échantillons
9 10 | 10 9 10 | 10 9 10 | 10 8 10 | 10
quantifiés (/10)
Nombre d'échantillons
. 4 1 0 2 0 0 2 5 5 2 1 3
discordants > 0,5log,,
Moyenne des 10 réplicats| 1,95 [ 2,13 | 1,99 | 2,28 | 2,06 | 1,96 | 1,87 | 1,39 | 1,48 | 2,00 | 1,82 | 1,56
Ecart type 0,30]0,24] 0,15]0,21]0,25| 0,14 |0,29|0,34| 0,17 ]0,31]0,26 | 0,27
Ecart entre lavaleurla
. 0,91|0,67)0,43 064|0,88| 0,38 0,721099]| 0,52 }0,82(0,81| 0,94
plus forte et la plus faible

* (C) = 200 pL de plasma extrait apres ultracentrifugation de 1mL.

53



ct

c) Linéarité

La linéarité a été évaluée deux fois avec le surnageant Zach, a des concentrations allant de
100 copies/mL (2 logio) & 107 copies/mL (7 logio).

Lorsque I'efficacité de la réaction est de 100%, la pente a une valeur de -3,32. Une efficacité
comprise entre 85 et 115% est habituellement retrouvée avec les trousses commerciales.

Les pentes obtenues étaient de -3,21 et -3,40, soit une efficacité de réaction de 104,9% et
97%. De plus, le coefficient de détermination r? devait étre supérieur a 0,985, ce qui était le

cas avec des valeurs de 0,994 et 0,996 (Figure 16).

EUl o

Eq) y=46403-339%8x
£=09%

kH] =

2

L ] L I L ] L ] L ] [l . I L ] L I L ] L 1
3 4 5 6 7 2
Concentration des dilutions du surnageant Zach (Log10 copies mL) (¥ ion des dilutions d Zach (Log10 copies mL)

Figure 16 : Courbes de linéarité du surnageant Zach (CRF02_AG)
La linéarité a été testée en double (A et B) avec des valeurs allant de 2 logy copies/mL a 7 log;, copies/mL, lors de la méme

expérience. Les valeurs des Ct sont représentées en ordonnée et les valeurs des concentrations en abscisse. Les équations
de la droite (y) ainsi que les valeurs de la pente (r?), sont indiquées dans I'encadré.

d) Répétabilité

Les expériences de répétabilité, consistant a amplifier 20 points de la dilution 10™ du
surnageant de la souche Zach, ont donné une valeur moyenne de 5,54 logyo copies/mL et un
écart type de 0,04 logio copies/mL. La valeur attendue était de 5,62 logio copies/mL (valeur
obtenue avec la technique Cepheid) et I'écart type devait étre inférieur a 0,25 logyo

copies/mL. Ces deux criteres de bonne répétabilité étaient donc remplis.
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e) Reproductibilité

Les points de gamme des différents essais permettaient d’évaluer la reproductibilité.
Chaque point de la gamme a été amplifié lors des 43 expériences, a I'exception de la dilution
a 100 copies/mL (2 logio), quantifiée 30 fois sur les 43 expériences. La moyenne des Ct de
chaque point de gamme, |'écart type et le coefficient de variation ont été calculés ; pour les
points de gamme a 3, 4 et 5 logo copies/mL, les moyennes des Ct étaient respectivement de
29,7, 33,1 et 36,8 avec des écarts types autour de 0,5 (respectivement 0,44 ; 0,47 et 0,43)
(Tableau 10). La moyenne des Ct des 30 points de gamme a 2 logy copies/mL était de 40,8
avec un écart type de 1,9, ce qui montre une forte dispersion des valeurs de Ct a cette
concentration (Figure 17). Les coefficients de variation des 3 points les plus concentrés de la
gamme étaient 1,18%, 1,41% et 1,44% pour les points de gamme a 3, 4 et 5 log,o copies/mL,
respectivement. Ces résultats sont en accord avec ceux retrouvés avec les différentes

méthodes utilisées dans le service de virologie du CHU de Rouen.

Tableau 10 : Reproductibilité des Ct des quatre points de la gamme.

Concentration des points de| Moyenne des | Ecart type des | Coefficient de
gamme en copies/mL (logy) Ct valeurs de Ct | variation en %
100 (2) 40,8 1,87 4,59
1 000 (3) 36,8 0,44 1,18
10 000 (4) 33,1 0,47 1,41
100 000 (5) 29,7 0,43 1,44

Les valeurs, des 43 expériences, du témoin de reproductibilité ont donné une moyenne de
4,63 logio copies/mL avec un écart type de 0,11 log;, copies/mL ce qui correspond a
I’exigence de 0,25 logig copies/mL requise par la QUAMIC [98]. Le coefficient de variation,
d’une valeur de 2,31%, a été considéré acceptable. Nous nous sommes basées sur les
objectifs du CHU de Rouen qui considere une valeur acceptable si elle est inférieure a 5%.

Notre technique était donc reproductible.
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Figure 17 : Reproductibilité des quatre points de la gamme.

Les quatre dilutions des points de gamme sont représentées en abscisse et les valeurs de Ct en ordonnée.

Pour le point de gamme a 2 log,, copies/mL, seules les 30 mesures sont représentées par les ronds orange. Pour les
concentrations 3, 4 et 5 log;o copies/mL, les 43 mesures sont représentées respectivement par des carrés oranges, des
ronds bleus et des triangles verts. Ces diagrammes en boite indiquent les médianes, les 25°™ au 75°™ percentiles (boites)
et les étendues des valeurs (moustaches). Les carrées rouges, en dehors de ces lignes, sont des valeurs tres éloignées de la
valeur moyenne obtenue des 43 expériences (30 expériences pour la concentration a 2 log;o copies/mL).

4. Sensibilité clinique

a) Analyse qualitative

En utilisant un seuil de quantification a 100 copies/mL, parmi les 200 testés, 184 échantillons
ont été quantifiés (Q = 92%), 14 ont été détectés mais non quantifiables (DNQ = 7%) et deux
étaient indétectables (I = 1%). Les 14 échantillons DNQ en gRT-PCR INTM étaient des
échantillons, dont les quantifications en technique Abbott allaient de 123 a 3625 copies/mL.
Les détails, en fonction des niveaux de charges virales en Abbott, sont précisés dans le
(Tableau 11). Les deux échantillons indétectables en gRT-PCR INTM avaient des charges
virales de 210 et 949 copies/mL avec la technique Abbott. Ces discordances qualitatives
n’étaient pas dues a la présence d’inhibiteur. En effet, le Ct du ClI de ces échantillons avait
une valeur ne dépassant jamais +/-3Ct par rapport a la valeur de Ct du témoin extraction. Les

discordances de ces 16 échantillons non quantifiés (DNQ et |) n’étaient pas liées a des sous-
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types ou CRFs en particulier. On retrouvait trois sous-types B (5,7% des sous-types B), trois
CRF02_AG (6,3% des sous-types CRF02_AG), deux sous-types D et deux CRF19, un sous-type
A et J, et un CRFO1, CRF12, CRF42 et CRF43 soit 10 sous-types non B (10,1%).

Tableau 11: Résultats de I'analyse qualitative

Résultats de la qRT-PCR INTM (en

CV Abbott Nombre nombre d'échantillon)

(copies/mL) | d'échantillons % F*DNQ CV.> 100
(copies/mL)

100-200 25 0 6 19

200-500 31 1 5 25

500-1 000 44 1 2 41

>1 000 100 0 1 99

Total 200 2 14 184

*| = indétectable, le seuil de quantification est établi a 100 copies/mL, **DNQ = détecté non quantifiable.

b) Analyse quantitative

Au total en fixant un seuil de quantification a 100 copies/mL, nous obtenions 9,8% de
discordance quantitative (Tableau 12). Parmi les 183 quantifiés, 18 échantillons étaient
discordants, avec pour 14 d’entre eux une différence de charge virale en logio copies/mL
(Alogyo) comprise entre 0,5 et 1 (moyenne Alogio = 0,64 logio) et quatre, une différence de
plus de 1 logio (moyenne Alogio = 1,25 logip). Un 19°™M¢ gchantillon avec une discordance de
2,70 logyo (charge virale Abbott = 5,86 logyo) a été exclus de ces résultats, étant en quantité

insuffisante pour étre quantifié une deuxieme fois.

Tableau 12 : Résultats de I'analyse quantitative

Abbott qRT-PCR INTM
CV (copies/mL) Total *D (%)
100-200 19 2 (10,5)
200-500 25 1(4,0)
500-1 000 41 1(2,3)
>1 000 98 14 (14,3)
Total 183 18 (9,8)

*D = discordance > 0,5log;, copies/mL entre la technique Abbott et gRT-PCR INTM.

Les différences de charges virales étaient en faveur de la quantification en Abbott pour cing

échantillons (charges virales entre : 3,85 et 5,58 log;o copies/mL, moyenne Alogi, = 0,93
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log1o) et en faveur de la quantification en gRT-PCR INTM dans 13 cas (charges virales entre
2,04 et 5,59 log,o copies/mL, moyenne Alog = 0,72 logyo), également indépendamment du
sous-type.

Le Cl a permis de s’assurer que les échantillons ne présentaient pas d’inhibiteur de PCR,
pouvant étre a I'origine d’'une mauvaise quantification de I’ARN viral. Pour huit échantillons,
la valeur de Ct du Cl était supérieure a trois Ct par rapport a la valeur de Ct du Cl du témoin
extraction. Parmi eux, deux ont été repassés, du fait d’'une différence de quantification de
plus de 0,5 logig copies/mL par rapport aux résultats de la technique de référence Abbott.
Apres repasse, le Cl de ces deux échantillons sortait de nouveau avec une différence de plus
de trois Ct, par rapport au Cl du témoin extraction, et les charges virales mesurées étaient
proches de celle du premier passage. Ces deux résultats confirmaient donc la présence d’'un
inhibiteur de PCR dans ces deux échantillons. Les six autres échantillons n’ont pas été
repasseés, les valeurs de Ct du Cl pouvant étre expliquées par leur forte charge virale.

Les discordances de ces 18 échantillons n’étaient pas liées a des sous-types ou CRFs en
particulier. En effet, on retrouvait 6 sous-types B (12,2% des sous-types B), 4 CRF02_AG
(8,9% des sous-types CRFO2_AG), deux sous-types F et H, et un sous-type C, un CRFO6,
CRF11, CRF42 soit 8 sous-types non B (9%).

Concernant la corrélation de quantification entre les deux techniques (qRT-PCR INTM et
Abbott), le coefficient de détermination r> du diagramme de dispersion était de 0,905
(Figure 18). Cela traduisait une forte corrélation entre les deux techniques. Seuls deux
échantillons (avec une valeur plus élevée en technique Abbott) s’éloignaient de la droite de
corrélation. Cette représentation nous a permis de mettre en évidence une légére tendance
a une quantification plus forte avec la qRT-PCR INTM pour les niveaux de charges virales

élevés.
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Figure 18 : Diagramme de dispersion (n=183)

Les échantillons quantifiés dans les deux techniques sont représentés sur le diagramme de dispersion. Un échantillon
présentant une forte discordance (2,7 log;, copies/mL), a été exclu de I'analyse, étant en quantité insuffisante pour une
seconde quantification. Les sous-types B, CRF02 AG et les autres sous-types non-B ont été représentés, afin de voir un
éventuel impact de la diversité sur la quantification. Les charges virales quantifiées en Abbott sont représentées sur I'axe
des ordonnées et celles en gRT-PCR INTM sur I'axe des abscisses.

L'analyse des échantillons avec la représentation de Bland-Altman a été utilisée pour évaluer
I'accord entre les deux techniques (Figure 19). Cette représentation montre une moyenne
des différences entre la technique Abbott et la gRT-PCR INTM de -0,11 logio copies/mL, ce
qui indique une quantification par la qRT-PCR INTM légerement plus élevée qu’avec la
technique Abbott. On peut également observer une légere tendance a une quantification
plus faible avec notre méthode, pour les charges virales inférieures a 3 logio copies/mL. De
plus, comme le montrait le diagramme de dispersion, on retrouve sur la courbe de Bland
Altman une légére tendance a avoir des valeurs plus fortes dans les niveaux de charges
virales élevés, avec la qRT-PCR INTM. L’intervalle de confiance, qui englobe 95 % des
différences, va de -0,76 a 0,53 logio copies/mL. La plupart des échantillons était comprise
dans cet intervalle ; quatre échantillons (deux sous-types B, un CRF02 et un sous-type H)

avaient des valeurs supérieures a 1,96 écart type, donc en faveur d’Abbott, alors que trois
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(un sous-type B, CRF11 et F1) avaient des valeurs supérieures a -1,96 écart type, donc plutét

en faveur de la gRT-PCR INTM.
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Figure 19 : Courbe de Bland Altman (n = 183)

Degré d'accord en log;o copies/ml entre les charges virales déterminées par les méthodes Abbott RealTime HIV-1 et qRT-
PCR INTM. Les valeurs moyennes pour chaque échantillon obtenu par les deux techniques sont tracées sur |'axe des x. Les
différences entre les valeurs obtenues par les deux techniques sont tracées sur I'axe y. La ligne pleine montre la différence
moyenne entre les valeurs, et les lignes en pointillés montrent les différences moyennes plus ou moins 1,96 écart type (95%
des limites d'accord). Le point ayant une discordance a 2,7 log;, copies/mL a été exclu de I'analyse, car étant en quantité
insuffisante, il n’a pu étre quantifié une deuxieme fois.

L’analyse par niveau des moyennes de charges virales obtenues avec les techniques Abbott
et gRT-PCR INTM permet d’observer que la dispersion des points de différences des charges
virales entre les deux techniques est trés proche (Figure 20). Les médianes des différences
sont négatives en faveur de la qRT-PCR INTM, -0,05 logio (écart type = 0,319 logyp), -0,22
logio (0,308 logyg), -0,17 logio (0,615 logio) et -0,15 (0,302 logig) pour les charges virales
inférieures a 3 logio copies/mL, 3-4 logyo copies/mL, 4-5 logio copies/mL et supérieures a 5
log1o, respectivement. Ces valeurs confirment les résultats du Bland Altman et de la courbe
de dispersion, sur la légére tendance a sous-quantifier avec la technique Abbott, quelques
soient les charges virales. Elles indiquent également qu’il n’y avait pas de dérive en fonction

des niveaux de charge virale.
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Figure 20 : Différence de charge virale entre Abbott et la qRT-PCR INTM

Différence de charge virale en log;, copies/mL entre Abbott et la qRT-PCR INTM en fonction des moyennes de charge virale
des deux techniques, réparties en 4 niveaux (< 3 logyo, 3-4 logyo; 4-5 logyo; > 5 logyg). Les ronds rouges vides sont les
échantillons présentant une discordance de plus de 1 log;, copies/mL. Les lignes horizontales a I'intérieur des boites
représentants les médianes des différences de charge virale entre les deux techniques, sont négatives pour chaque niveau
de charge virale mettant en évidence une plus forte quantification en gRT-PCR INTM.

L’analyse plus précise des charges virales inférieures a 3 logyg copies/mL (2-2,3 logio
copies/mL et 2,3-3 logio copies/mL) donne les mémes résultats. Pour ces deux niveaux, la
médiane était trés proche de la moyenne (-0,03 et -0,04 logyo pour le niveau 2-2,3 logig
copies/mL et -0,01 et -0,08 logyo pour le niveau 2,3-3 log,o copies/mL). La médiane proche de

zéro reflétait une quantification similaire entre les 2 techniques (Figure 21).
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Figure 21 : Différence de charge virale en logy, copies/mL entre Abbott et la gRT-PCR INTM pour des
moyennes de charges virales inférieures a 3 Logy copies/mL

Tous ces résultats confirment la bonne corrélation entre la technique Abbott et la nouvelle

technique de gRT-PCR INTM pour des charges virales supérieures a 2 logio copies/mL.

5. Analyse de la quantification des simulations de co-infections VIH-1/M+0

L'objectif était de vérifier I'labsence d’interférences lors de la quantification, pouvant étre
dues a la présence de deux souches de groupes différents dans les plasmas co-infectés. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 13. Dans un premier temps, nous pouvons observer
qgue la présence de deux souches de VIH de groupes différents dans un méme échantillon,
n’a pas induit d’interférence lors de la réaction de PCR, puisqu’aucun prélévement n’était
inhibé. En effet, le Ct du Cl du témoin négatif était égal a 29,52 et aucun échantillon n’avait
un Ct de Cl supérieur a 32,5 (valeur au-dessus de laquelle un prélevement est considéré
comme inhibé).

Deuxiemement, en diminuant la proportion de la souche de VIH-1/M, la charge virale
gRT-PCR INTM diminuait également pour les mélanges 1, 3 et 4 comme attendu. Un gradient
dans les charges virales de VIH-1/M, pour le mélange 1 et 3, était observé lorsque la
proportion de la souche virale de VIH-1/M diminuait dans le mélange. Cependant, pour les
mélanges 2 et 4, la proportion 50M/500, avaient une quantification plus forte (mélange 2)

62



ou trés proche (mélange 4) de la proportion 90M/100. L’explication pouvait venir d’un
défaut de la dilution. Pour ces deux couples, une différence de charge virale était cependant
retrouvée entre les proportions 50M/500 et 10M/900.

Cette analyse qualitative des valeurs de charges virales des VIH-1/M dans un mélange de
deux souches de groupes différents, mettait donc en évidence une bonne amplification du
VIH-1/M, avec diminution de la charge virale lorsque celui-ci était en plus faible proportion

dans le mélange.

Tableau 13 : Valeur de la charge virale du VIH-1/M des différents mélanges de VIH-1/M+O.

o Valeur e
Différence .. Différence
Proportion CVen CV en log,, de CV théorique de CV
%M/%0 | copies/mL | copies/mL * obtenue dela CV** attendue’
VIH-1/M
Mélange 1 90/10 466000 5,67 0,47 6,02 0,26
VIH-1/M CRF02 + 50/50 156600 5,20 5,77
VIH-1/0 sous-groupe T 10/90 76120 4,88 0,79 5,07 0,95
Mélange 2 90/10 75120 4,88 -0,08 5,40 0,26
VIH-1/M sous-type B + 50/50 90330 4,96 5,14
VIH-1/0 sous-groupe H 10/90 16710 4,22 0,65 4,44 0,95
Mélange 3 90/10 102800 5,01 0,31 5,20 0,26
VIH-1/M sous-type D + 50/50 50540 4,70 4,95
VIH-1/0 sous-groupe T 10/90 12140 4,08 0,93 4,25 0,95
Mélange 4 90/10 161700 5,21 0,08 5,83 0,26
VIH-1/M CRFO2 + 50/50 135000 5,13 5,57
VIH-1/0 sous-groupe H 10/90 19320 4,29 0,92 4,87 0,95

*charge virale obtenue en gRT-PCR INTM, ** charge virale théorique du VIH-1/M calculée pour chaque
proportion a partir de la charge virale du surnageant VIH-1/M quantifiée avec la technique Panther (Hologic).
*** Les différences de charge virale obtenues ou théoriques entre la proportion 90/10 et 50/50 sont indiquées
en rouge, entre la proportion 50/50 et 10/90 en vert, et entre la proportion 90/10 et 10/90 en bleu.

6. Analyse des séquences de la région intégrase pour les échantillons

discordants

Le but de cette analyse était de rechercher une explication aux résultats discordants
observés. La mise en évidence de différences de nucléotides entre les séquences des
souches et entre les amorces/sonde au niveau de leurs sites de fixation, pourrait étre a
I'origine d’un mésappariement et donc d’une sous-quantification. Parmi les 35 échantillons,

dont les résultats étaient différents de ceux attendus (I, DNQ et discordants de plus de 0,5
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logqo copies/mL), seuls neuf avaient eu un séquencage dans le géne de l'intégrase dans le
cadre du suivi des patients. Nous avons complété ces résultats en séquencant les 26
échantillons restants (Tableau 14). Au final, sur les échantillons analysables, 13 ne
présentaient aucune différence de nucléotides par rapport aux deux amorces et a la sonde ;
les discordances de CV de ces 13 échantillons étaient comprises entre -1 et +1 logo
copies/mL pour 11 d’entre eux (CV en Abbott = 2,04 a 5,59 logyo copies/mL), un avait une
discordance de 2,7 logig copies/mL (CV en Abbott = 5,86 logio) et un était indétectable (CV
en Abbott = 2,09 log1g).

Deux mutations, a des localisations différentes, ont été retrouvées pour plusieurs souches.
La premiére, retrouvée pour six souches, correspond a la présence d’une adénine a la place
de la guanine en position 19 de I'amorce sens. Pour ces six souches, quatre étaient
détectables mais non quantifiables (CV en Abbott 2,56 a 3,56 logio copies/mL) et les deux
autres étaient sous-quantifiées en qRT-PCR INTM (CV en Abbott 3,85 et 5,58 logig
copies/mL). La deuxiéme mutation correspond a la présence d’une cytosine en position 18
sur la sonde, a la place d’'une thymidine ou d’une adénine, également retrouvée pour six
souches. Parmi ces derniéres, une était indétectable (CV en Abbott 2,56 logio copies/mL),
trois avaient une discordance comprise entre 0,5 et 1 log;o copies/mL (3,59 a 5,15 logio
copies/mL) et deux, une sous-quantification en qRT-PCR INTM supérieure a 1 logio
copies/mL (CV en Abbott 3,85 et 5,58 logio copies/mL). Ces deux derniéres souches
présentaient également la mutation au niveau de la position 19 de I'amorce sens. Nous
pouvons supposer que la forte sous-quantification (1,32 et 1,72 logio copies/mL) observée
pour ces deux souches pouvait étre due a la présence simultanée des deux mutations.
D’autres mutations ont été retrouvées mais présentes que chez une seule souche. Parmi
celles-ci, deux souches étaient indétectables (CV en Abbott = 2,32 et 2,98 logyo copies/mL),
pour lesquelles, les mutations étaient localisées en position 17 de I'amorce sens et une

mutation en position 9 de la sonde.
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Tableau 14 : Différences de nucléotides entre les amorces/sonde et les séquences des échantillons
discordants analysées.

Position du

Nombre de

thymidine (W)

amorce sens

L. Nucléotide sur | Nucléotide surla Autres différences Type de
nucléotide sur \ souches L. .
, I'amorce souche R de nucléotides discordance
I'amorce/sonde concernées
1'DNQ
Aucune différence de 13 117D:051l0
nucléotides . B10
1 D:>1log,,
5 thymidine cytosine 1 W18Csurlasonde| “'D:0,5-1log;,
Différences de nucléotides "
par rapport a la séquence de 17 cytosine adénine 1 aucune 1
I'amorce sens ) - 3/6 W18Csurla 4°DNQet
19 guanine adénine 6 o
sonde 27'D:>1log;,
Différences de nucléotides
par rapport a la séquence de 14 guanine adénine 1 aucune “D:0,5-1logy,
|'amorce anti-sens
9 adénine cytosine 1 aucune ™
16 cytosine thymidine 1 aucune 'DNQ
Diffé léoti .
: erences‘ de nluc éotides . S (guanine ou G19A sur amorce .
par rapport a la séquence de 16 cytosine . 1 DNQ
cytosine) sens
la sonde -
1 DNQ
adénine ou ) 3/6 G19A sur -
18 cytosine 6 3 D:0,5-1logy,

27'D:>1log,,

'DNQ : détecté non quantifiable. D : discordance (différence de charge virale > 0,5 log;, entre la technique
Abbott et gqRT-PCR INTM. Deux niveaux de discordance ont été établis : 0,5-1 log;, et supérieure a 1 logy,,. |
indétectable. Les deux mutations les plus souvent retrouvées sont entourées en rouge.
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D. Discussion

La divergence génétique importante entre les différents groupes de VIH-1 et le
processus dynamique évolutif propre au VIH conduisent a une diversification continue des
génomes viraux. La quantification de I'ARN viral dans le plasma peut étre impactée (sous-
guantification voire non-détection), et représente un défi permanent. Les évaluations
continues des tests de quantification d'ARN du VIH-1 disponibles en utilisant de larges panels
représentatifs de la diversité génétique sont donc cruciales. Elles ont permis de faire évoluer
les trousses au cours du temps. Ces tests commerciaux présentent désormais, pour la
plupart, de bonnes performances et permettent méme une quantification non spécifique
des différents groupes de VIH-1, pour le suivi des patients en routine [76]. Dans le contexte
d’étude qui nous intéresse, a savoir la co-infection et la recombinaison entre les variants
génétiguement divergents VIH-1/M et VIH-1/0, cette quantification non spécifique est
paradoxalement problématique. En effet, elle ne permet pas d’évaluer séparément la
réplication de chaque population virale. Or, il est important de comprendre la dynamique de
ces populations au sein de l'individu, qu’il soit sous traitement anti-retroviral ou non. Des
outils spécifiques, afin de suivre la charge virale de chaque population (parental M, parental

O et recombinant MO) sont donc nécessaires.

Le laboratoire de Rouen associé au CNR dispose déja de techniques spécifiques telles
qgue la gRT-PCR INTO (CNR) et la qRT-PCR LRTM (Biocentric). Cette derniére cible la région
LTR, connue pour étre un point chaud de recombinaison ; elle présente donc un risque de ne
pas quantifier ou de sous quantifier certaines formes recombinantes MO selon leur profil
génétique et peut poser probleme en cas de co-infection M +/- O +/- MO. L’objectif de ce
travail était donc de mettre au point une gRT-PCR spécifique du VIH-1/M complétant le
panel de qRT-PCR utilisé au laboratoire. Au-dela de I’aspect quantitatif, cette nouvelle
technique permet aussi d’avoir un outil supplémentaire de confirmation d’'une double
infection ou d’une infection par un recombinant et sa(es) forme(s) parentale(s). Le choix de
la région a amplifier s’est porté sur l'intégrase, région ciblée par la qRT-PCR spécifique de
groupe O [92], pour avoir une quantification des populations virales VIH-1/M et VIH-1/0,

dans la méme région.
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Cette quantification en parallele par ces deux méthodes n’a d’intérét que chez les patients
co-infectés M+0O et chez les patients infectés par un recombinant associé a une forme

parentale de groupe différent dans le géne de l'intégrase, comme représenté dans les

schémas ci-dessous.

qT-PCR INTM =+
e (1) B

fovre] | =) =

\‘)qRT-PCR INTO =+

gRT-PCRINTO =+

RN
| (E=1) b

] ()
UT-PCR INT M=+

Dans le cas contraire, l'utilisation de ces deux gRT-PCR ne permet pas de mesurer

séparément la charge virale de la forme recombinante VIH-1/MO et de la forme parentale

VIH-1/M. Elles seront quantifiées par la gqRT-PCR INTM sans distinction et la gRT-PCR INTO

qT-PCR INT M =+

| 5’LTR | | 3’LTR

k-)qRT-PCR INTO = -

sera négative ou inversement.
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Un autre intérét de cibler la région de l'intégrase est qu’elle est conservée au sein des VIH-
1/M; de nombreuses techniques commerciales de quantification du VIH-1 utilisent aussi
cette région. Malgré cette conservation, I'importance de I'épidémie a VIH-1/M, avec 36
millions de personnes infectées par des souches quasiment toutes différentes, complexifie la
mise au point d’'une gRT-PCR devant étre capable de détecter toutes ces souches. Nos
contraintes étaient donc que cette nouvelle PCR devait étre tres sensible cliniquement
(détecter toutes les souches), mais aussi spécifique (ne jamais amplifier le groupe O, alors
gue les deux groupes de variants présentent 73% d’identité de séquence dans le géne pol
[14]). La forte diversité au sein des souches M a été responsable des difficultés observées
lors des essais des premiéres combinaisons amorces/sonde. Afin de pouvoir amplifier les
multivariants du VIH-1/M, [l'utilisation d’amorces et de sondes dégénérées était
indispensable, tout en gardant aussi une bonne spécificité. Le premier surnageant Bru (sous-
type B) utilisé pour tester les premiers couples amorces/sonde était trés mal amplifié, avec
des fluorescences faibles et pouvait conduire a un risque de faux négatifs (absence
d’amplification de I’échantillon). L'utilisation d’un autre sous-type, CRFO2_AG, a permis
d’améliorer les résultats. Notre choix s’est porté sur cette souche car le CRF02 est
majoritairement présent au Cameroun (zone d’endémie des co-infections M+0O et
recombinants MO). Malgré une amélioration, le signal de fluorescence était encore faible. Il
a donc été nécessaire de mettre au point de nouvelles sondes et amorces. Nous avons choisi
d’utiliser une sonde MGB, permettant d’améliorer la sensibilité et la spécificité de notre
technique.

Il a ensuite été nécessaire de déterminer la meilleure combinaison de mix et
thermocycleur, ainsi que les conditions opératoires optimales. Les deux mix testés étaient
composés d’enzymes différentes, et les volumes de mix et d’extraits variaient également.
Nous avons montré que cela avait un impact sur la quantification. En effet, la sensibilité de
détection, c’est-a-dire le nombre d’échantillons amplifiés, était différent en fonction du mix
et du thermocycleur utilisés. Le mix Invitrogen, utilisant un plus grand volume d’extrait, avait
une meilleure sensibilité. Le choix du couple thermocycleur/mix avait donc son importance.
Ces comparaisons nous ont permis de sélectionner le thermocycleur CFX96 avec la trousse
Invitrogen.

Le couple amorces/sonde et le couple trousse enzymatique/thermocycleur ainsi

sélectionnés nous ont permis d’obtenir de trés bonnes performances analytiques. La
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spécificité était trés bonne, aucun surnageant de VIH-1/0 n’a été amplifié. Nos résultats
montrent que notre technique était reproductible, puisque I’écart type du témoin de
reproductibilité était faible (0,11 log,o copies/mL). La répétabilité était également trés bonne
et la linéarité proche de celle de trousses commerciales et académiques. Concernant le seuil
de quantification, nous n’avons pas réussi a nous rapprocher de ceux des techniques
commerciales (actuellement de 20 a 40 copies/mL) [80, 83, 88], malgré les nombreuses
modifications apportées lors de I'optimisation de la méthode. Ce seuil a une importance au
niveau thérapeutique, car selon les recommandations nationales et internationales,
I'objectif des antirétroviraux est de rendre la charge virale plasmatique indétectable a un
seuil de 50 copies/mL. Dans un premier temps, l'intégration d’un contréle interne (Cl) dans
la qRT-PCR INTM a pu éventuellement jouer sur ce seuil. En effet, il peut se produire un
phénomeéne de compétition entre les deux cibles a amplifier, pouvant étre responsable de la
faible amplification des valeurs basses de la gamme, au profit du Cl en quantité plus
abondante. A l'inverse, une trés forte charge virale de la cible peut diminuer I'amplification
du Cl, ce qui est le cas pour huit de nos échantillons. Un Cl est cependant essentiel afin de
s’assurer de la bonne extraction et amplification des échantillons. Le volume d’échantillon
utilisé a également un impact sur la quantification. En augmentant le volume de prise
d’essai, la quantité de matériel génétique est donc plus élevée. Le volume des prises d’essai
des techniques commerciales étant plus important (Roche: 0,85mL, Abbott: 0,6mL,
Siemens et Hologic : 0,5mL, Cepheid : 1mL [80, 83, 88]), nous avons augmenté le volume a
extraire a 400uL et 200uL apres ultracentrifugation de 1mL. En paralléle, les surnageants
utilisés pour déterminer le seuil de quantification ont été quantifiés avec la méthode Hologic
par précaution (pour vérifier que les dilutions étaient correctes). L'augmentation de la prise
d’essai a permis d’avoir un seuil de quantification a 100 copies/mL avec une sensibilité de
100%, comparativement a une prise d’essai de 200uL dont la sensibilité était plutét autour
de 80-90%. Il faut toutefois noter que trois des quatre surnageants testés dans ces essais,
avaient des valeurs de charges virales en dessous de 100 copies/mL. Le seuil de
quantification n’a donc pas été étudié pour une valeur exacte de 100 copies/mL, mais pour
des valeurs légerement plus faibles. Nos résultats permettent donc d’établir le seuil de
quantification de notre technique a 100 copies/mL.

L’évaluation clinique a été réalisée avec un panel d’échantillons cliniques de VIH-1/M,

sélectionné sur la base de I'épidémiologie moléculaire observée en France et au Cameroun.
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En effet, la plupart des patients co-infectés M+0O ou infectés avec une forme recombinante
MO ont été identifiés dans ces deux pays. Avec un seuil de quantification établi a 100
copies/mL, en utilisant le protocole de 200uL, 92% des échantillons ont été quantifiés par
notre technique, bien que certains aient une forte charge virale. Le fait de ne pas quantifier
8% des échantillons avec une charge virale en Abbott supérieure a 100 copies/mL est une
limite non négligeable de notre méthode. Parmi les échantillons quantifiés (n=183), 9,8%
avaient une discordance supérieure a 0,5 log;o copies/mL, résultats indépendants du sous-
type. lls confirment que le risque de ne pas amplifier ou sous-quantifier certaines souches
existe toujours, aucune méthode de PCR n’étant parfaite. La conception des amorces et des
sondes, en utilisant un large panel représentatif de la diversité nous a donc permis d’avoir un
pourcentage de discordance, pour les échantillons quantifiés, assez faible. Nos résultats sont
en accord avec d’autres études de comparaison dans lesquelles des discordances ont été
rapportées pour 16 a 30% des échantillons [80].

Le diagramme de dispersion et la représentation de Bland Altman (n=183) ont montré
une tres bonne corrélation de quantification entre la gRT-PCR INTM et la méthode
commerciale Abbott. Nous avons également mis en évidence une légére quantification plus
élevée par la qRT-PCR INTM dans les charges virales hautes. La représentation de Bland
Altman montrait une moyenne des différences similaire avec seulement +0,11 logio
copies/mL en faveur de la qRT-PCR INTM. Nos résultats sont cohérents avec plusieurs études
de comparaison de quantification VIH-1/M entre la technique Abbott et de nouvelles
techniques commerciales, telles que Hologic ou Cepheid [83, 99] qui montrent également
une quantification plus faible en Abbott dans les fortes charges virales.

Les échantillons ayant des résultats de charge virale non attendus (n=35), ont été
analysés par séquencage pour essayer de mettre en évidence un impact mutationnel. Deux
mutations ont été retrouvées a plusieurs reprises : la mutation G19A pour quatre souches, et
la mutation W18C pour quatre autres souches, deux souches supplémentaires avaient ces
deux mutations. D’autres mutations ont également été mises en évidence, mais pour une
seule souche a chaque fois. Ainsi, il est difficile de conclure sur I'impact d’une substitution de
nucléotide avec les résultats obtenus. Ces analyses n‘ont été réalisées que pour les
échantillons discordants ; il est possible que ces mémes mutations soient aussi présentes

pour les échantillons non discordants. Nous pouvons juste évoquer une tendance a un risque
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de sous-quantification, lorsque sont présentes la mutation G19A au niveau du site de

fixation de I'amorce sens et/ou la mutation W18C au niveau du site de fixation de la sonde.

Enfin, une des limites de cette étude est I'utilisation de plusieurs techniques de référence
Abbott, Hologic et Cepheid [93, 100]. Les essais de comparaison de ces techniques entre
elles, montrant de bonnes corrélations, les changements d’automate n’ont pas eu d’impact
sur I'interprétation des résultats lors des différents étapes de la mise au point de la qRT-PCR

INTM.
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E. Conclusion

En conclusion, nous avons mis au point un nouvel outil de quantification spécifique du VIH-1
de groupe M qui présente de bonnes performances analytiques. Cependant, le seuil de
quantification de notre technique a 100 copies/mL ne permet pas de suivre I'indétectabilité
de la charge virale, selon les recommandations actuelles. Mais la gRT-PCR INTM permettra
de mesurer la réplication au diagnostic de la co-infection (M+/-0+/-MO) et de suivre la
décroissance de la charge des différentes espéces. Par la suite, l'indétectabilité des
différentes formes virales pourrait étre contrélée par une technique commerciale non
spécifique de groupe, plus sensible. A I'inverse, en cas de charge virale devenue détectable
avec les techniques commerciales, une quantification en parallele avec les méthodes
spécifiques de groupes permettrait d’identifier la ou les forme(s) responsable(s) de I’échec
virologique et qui réplique(nt). Une adaptation du traitement anti-retroviral pourrait alors

étre envisagée.

Quant aux performances cliniques, elles sont trés bonnes, proche de techniques
commerciales. En effet, peu de discordance et de dispersion des valeurs de charges virales

des différents échantillons testés, ont été mises en évidence.

Les différents essais réalisés nous ont permis de bien définir les avantages et inconvénients
de cet outil, ainsi que ses limites. La qRT-PCR INTM sera donc tres utile pour notre
problématique de co-infection M+O ou d’infection par un recombinant MO et sa(es)
forme(s) parentale(s), pour suivre les niveaux de charges virales de ces différentes

populations et ainsi mieux comprendre la co-évolution réplicative.

En perspective, I’harmonisation des protocoles de la qRT-PCR INTO et de la qRT-PCR INTM
permettrait un gain de temps dans le rendu des résultats (retard induit par la réalisation de
plusieurs qRT-PCR successives) et faciliterait la prise en charge des prélevements. Cependant
des difficultés sont a surmonter telles que la mise en place du Cl dans la gRT-PCR INTO, le
choix du volume d’échantillon a utiliser en fonction du seuil de quantification que I'on veut

fixer et le volume d’extrait a sélectionner.
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groupe M
Th. D. Pharm., Rouen, 2019, 79 p.

RESUME

Les propriétés intrinséques du VIH, comme son fort taux de réplication et la faible fidélité de sa
transcriptase inverse, sont responsables de sa forte diversité génétique, conduisant a la
distinction en VIH de type 1, divisé en 4 groupes (VIH-1/M, /N, /O, et /P), et de type 2. Des
phénomeénes de recombinaison entre sous-types et groupes du VIH-1 permettent la genése de
virus recombinants. Cette recombinaison, selon sa localisation dans le génome, peut avoir un
impact sur la quantification de I'ARN viral plasmatique. Dans notre contexte d’étude de co-
infection par des VIH-1/M+0 et d’infection par des recombinants VIH-1/MO, des méthodes de
quantification spécifiques de groupes sont utiles pour distinguer les espéeces virales réplicatives.
L’objectif de ce travail était donc de mettre au point une gRT-PCR spécifique du VIH-1/M,
amplifiant une région de l'intégrase. La spécificité de notre technique a été analysée sur 30
surnageants de VIH-1/0. Ses performances cliniques ont été étudiées sur 200 échantillons de
VIH-1/M. Son seuil de quantification, sa répétabilité et sa reproductibilité ont également été
déterminés. Aucun VIH-1/0O n’a été amplifié. Le seuil de quantification a été établi a 100
copies/mL et les répétabilité et reproductibilité obtenues étaient trés bonnes. La sensibilité
clinique a montré une bonne corrélation entre la qRT-PCRINTM et la technique de référence non
spécifique de groupe Abbott (r?=0,905), avec néanmoins une légére quantification plus élevée
par la qRT-PCR INTM dans les charges virales hautes. 8% des échantillons n’ont pas été quantifiés
avec notre technique et 9,8% présentaient une discordance (>0,5logio copies/mL) entre les 2
techniques. Le séquencage dans la région de l'intégrase des échantillons discordants a permis
seulement d’évoquer une tendance a un risque de sous-quantification, lorsque sont présentes la
mutation G19A au niveau du site de fixation de I'amorce sens et/ou la mutation W18C au niveau
du site de fixation de la sonde. Le développement de cette gRT-PCRINTM offre donc un outil
supplémentaire pour le diagnostic et le suivi des co-infections VIH-1/M+0 et des infections par
un recombinant MO associé a une ou aux deux formes parentales.

MOTS CLES : VIH- co-infection — recombinaison inter-groupes M et O — quantification (qRT-PCR)
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