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INTRODUCTION

Le cytomégalovirus (CMV) est un virus ubiquitaire issu de la famille des Herpesviridae, connu
pour sa capacité a persister sous forme latente secondairement a une primo-infection. C’est un virus
cosmopolite et fréquent puisqu’il est responsable d’infections chez une grande majorité de la
population mondiale, avec une séroprévalence qui varient de 50% a 100% selon la situation
géographique et le contexte socio-économique. Chez les individus immunocompétents, la primo-
infection est la plupart du temps asymptomatique ou peut étre associée a un syndrome
mononucléosique. En revanche, les infections chez les patients immunodéprimés, notamment les
patients VIH au stade SIDA et les patients transplantés traités par immunosuppresseurs, peuvent
étre graves et nécessitent une surveillance particuliere. L'infection peut survenir lors d’une primo-
infection, d’une réactivation ou d’une réinfection. Le CMV représente également la premiére cause
d’infection congénitale d’origine virale dans le monde. Sa fréquence et son implication dans
différentes situations cliniques, font de lui un probleme majeur de santé publique.

Différentes molécules antivirales ont été développées afin de traiter ou prévenir cette
infection. Les traitements antiviraux, peu nombreux, sont utilisés depuis plusieurs années et ont
montré leur efficacité. Mais une utilisation prolongée peut étre responsable d’apparition de
mutations conférant une résistance aux traitements. Les mutations peuvent étre détectées soit par
des techniques phénotypiques nécessitant de cultiver le virus, soit par des techniques génotypiques
comme le génotypage par séquencage qui est la méthode de référence actuellement utilisée pour
documenter les résistances et aider a la prise en charge thérapeutique. En revanche, cette technique
n’est pas encore répandue dans tous les laboratoires de France, et actuellement, la majorité des
prélevements sont acheminés au centre national de référence (CNR) de Limoges pour pouvoir étre
analysés, ne facilitant pas la rapidité du rendu des résultats.

L'identification et la connaissance de ces mutations de résistance représentent un enjeu
important, d’'une part pour la recherche fondamentale sur le virus, et d’autre part pour la prise en
charge du patient.

Le but de ce travail a été de mettre au point une technique combinée de génotypage et de
recherche de résistances, au laboratoire de virologie a I'lHU Méditerranée Infection a Marseille, afin
de faciliter la prise en charge des patients suivis dans notre établissement et d’étudier

I’épidémiologie des résistances. Le fait de combiner le génotypage avec la recherche des mutations
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de résistances, permet d’analyser les différents génotypes et d’établir un lien avec la présence de
certaines résistances. Cela permet également d’alimenter la banque de séquences nécessaire pour
le génotypage. La mise au point de cette technique a nécessité I'élaboration d’un systeme PCR
(Polymerase Chain Reaction), a partir de I’ADN issu de prélevements biologiques de patients, afin
d’amplifier des séquences d’ADN d’intérét connues pour étre responsables de mutations de
résistance mais aussi des séquences hypervariables qui seront utiles pour le génotypage. Il a fallu
ensuite analyser les séquences obtenues aprés séquencage a haut débit, afin d’établir des

génotypes, et par la suite, rechercher les mutations de résistance.
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PARTIE 1 : LECYTOMEGALOVIRUS

l. GENERALITES

A. HISTORIQUE

En 1881, le Dr. Ribbert observe pour la premiére fois, au niveau des reins et de la glande
parotide d’'un enfant mort-né, de trés larges cellules qu’il est incapable d’interpréter, avant la
découverte de Jesionek et Kiolemenoglou. Ces derniers, en 1904, observent des cellules similaires
dans les poumons, reins et foie d’un foetus syphilitique de 8 mois, semblables a des protozoaires. lls
décrivent des grandes cellules avec un noyau excentré et contenant un corps nucléaire central
entouré d’un halo clair (1) (Figure 1). Ce sont les premieres descriptions des « cellules
cytomégaliques » typiques avec des inclusions intranucléaires.

Dans les années 20, Lipschuetz observe ces cellules dans des lésions chez I'homme infecté
par I'herpés génital et le virus de la varicelle, suggérant I'origine virale de la maladie, et non plus
parasitaire (2). En 1932, 25 cas d'une rare infection congénitale mortelle caractérisée par des
pétéchies, une hépatosplenomégalie et une calcification intracérébrale avaient été décrits. Tous
présentaient des cellules avec des inclusions intranucléaires typiques (3). Wyatt et ses
collaborateurs ont suggéré le nom de « maladie des inclusions cytomégaliques ». Il a fallu attendre
les années 50, pour qu’ils isolent le virus responsable de cette maladie, sur culture de fibroblastes

humains (4).

Figure 1 : lllustrations : A gauche : Cellules avec des inclusions intranucléaires avec un halo ont été
pensées par Jesionek et Kiolemenoglou pour représenter des parasites. A droite : Cellule

cytomégalique infectée par le CMV avec inclusion intranucléaire avec halo.
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B. CLASSIFICATION

Le cytomégalovirus humain (CMVH) ou Human Herpesvirus 5 (HHV-5) appartient a la famille
des Herperviridae. A ce jour, 9 herpés virus ont été identifiés chez ’homme : 8 strictement humains
et répartis en 3 sous familles (5) (Tableau 1) et le virus B du singe (Herpés virus simiae)

accidentellement transmis a 'lhomme.

Abbreviation
Herpesvirus —_—— Size (kb)
Common Formal
Alphaherpesvirinae
Simplexvirus
Herpes simplex virus type 1 HSV-1 HHV-1 152
Herpes simplex virus type 2 HSV-2 HHV-2 155
Varicellovirus
Varicella-zoster virus VZ\ HHV-3 125
Betaherpesvirinae
Cvtomegalovirus
HCMV HCMV HHV-5 227-236
Roseolovirus
Human herpesvirus type 6 HHV-6 HHV-6 159-162
Human herpesvirus type 7 HHV-7 HHV-7 144-153
Gammaherpesvirinae
Lymphocrypitovirus
EBV EBV HHV4 172-173
Rhadinovirus
Human herpesvirus type 8 HHV-8 HHV-8 134-138

Tableau 1 : Classification des herpés virus humains

Chaque sous-famille a un cycle de reproduction différent :

e LesAlphaherpesvirinae (ou a-Herpesvirus) ont un cycle de reproduction trés court (quelques
heures). Ils ont la capacité de détruire les cellules infectées et de réaliser une infection
latente dans les ganglions nerveux sensitifs principalement.

e Les Betaherpesvirinae (ou B-Herpesvirus) ont un cycle de de reproduction long (plusieurs
jours). La latence a lieu au niveau des leucocytes, des cellules rénales ou glandulaires.

e Les Gammaherpesvirinae (ou y-Herpesvirus) infectent spécifiquement les lymphocytes B et
T. La latence s’observe dans le tissu lymphoide et certaines cellules endothéliales.

Le CMV appartient a la sous-familles des B-herpésvirus, au méme titre que les roséolovirus

(HHV-6 et HHV-7) (6).
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C. STRUCTURE DU VIRUS ET DU GENOME

Le virion mature est une particule enveloppée mesurant de 150 a 200 nm de diamétre. Il est
constitué de différents éléments :
e L’enveloppe
e Letégument
e Lacapside

e Legénome

: ADN double brin

Bicouche
lipidique

Glycoprotéines

Figure 2 : Structure du CMV (7)

1. L’enveloppe

L’enveloppe du CMV est constituée d’une bicouche lipidique dérivée des membranes de la
cellule hote infectée. Elle exprime a sa surface plusieurs glycoprotéines (gp) transmembranaires,
dont les plus étudiées sont les glycoprotéines B (gB), H (gH), L (gL), M/N (gM/N) et O (gO), codées
respectivement par les genes UL55, UL75, UL115, UL100, UL73 et UL74.

Le constituant le plus abondant de I'enveloppe est la protéine gB, impliquée dans
I’attachement du virus a la membrane de la cellule hote et son entrée dans celle-ci. Associée en
dimere, elle compose le complexe protéique gCl. Elle est présente sur toutes les membranes des
cellules infectées et est incorporée dans le virion lors du processus d’enveloppement. C’'est aussi la
protéine la plus conservée entre les CMV des différentes especes (8)(9).

Les glycoprotéines gH, gL et gO composent le complexe protéique gClll qui facilite le
transport vers la surface cellulaire et I’entrée du virus dans la cellule.

Le complexe gCll est composé des glycoprotéines gM et gN.
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2. Le tégument

Le tégument, situé entre la bicouche lipidique de I'’enveloppe et la capside, est une structure
amorphe composée de phosphoprotéines. Les protéines du tégument représentent plus de la
moitié des protéines présentes dans les virus infectieux. La plupart présentent un intérét particulier
enraison du réle qu'elles jouent dans le cycle de réplication du CMV, notamment pp65, pp71, pp150
et pp28 (10).

Les protéines pp65, la plus abondante du tégument, est impliquée dans la neutralisation des
réponses immunitaires innées et adaptatives pendant les infections par le CMV (notamment par son
activité enzymatique kinase). Ainsi, elle empéche les cellules infectées d'étre détruites par le
systéme immunitaire. La pp71 joue quant a elle, un réle important dans I'activation de I'expression
génétique au début du cycle de réplication lytique. Les pp150 et pp28 sont trés immunogeénes et

jouent des réles dans I'assemblage et la sortie des particules virales (11).

3. La capside

La capside, de forme icosaédrique, fait un diametre d’environ 100 nm et se compose d’au
moins 7 protéines différentes (12) :

e La protéine pUL86, ou protéine majeure de capside, MCP («Major Capsid Protein»). Elle
participe a la formation des pentameres et hexameéres qui sont la base de la structure
icosaédrique.

e La protéine pUL85, ou protéine mineure de capside, mCP («minor Capsid Protein»). Elle est
située a l'intérieur de la capside et permet I'ancrage de I’ADN a la capside.

e Laprotéine pUL46 ou protéine mineure de fixation, mC-BP («minor capsid-Binding Protein»)
assure I'ancrage de ’ADN génomique.

e pUL48/49 ou la petite protéine de capside, SCP (« Smallest Capsid Protein »). Elle est
nécessaire a I'assemblage des particules virales infectieuses.

e Trois autres protéines dérivant du peptide pUL80.
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4. Le génome

Le génome du CMV est le plus long et le plus complexe de tous les herpés virus humain, avec
un ADN linéaire bicaténaire d’'une longueur de 230kb (7). La teneur en G+C est de 57%. Il code
environ 180 protéines, dont 35 protéines constitutives de la particule virale.

Le génome se divise en 2 séquences uniques : une séquence longue unique, UL (Unit Long),
correspondant a 85% du génome, et une séquence courte unique, US (Unit Short). La région UL est
encadrée par des séquences répétées TRL (Terminal Repeat Long) et IRL (Internal Repeat Long),
alors que les séquences TRS (Terminal Repeat Short) et IRS (Internal Repeat Short) entourent la
région US (13).

Quatre isoformes différentes du génome viral peuvent apparaitre au cours de la réplication

virale selon I'orientation des segments UL et US (Figure 3)

TR, r—— R | R,  f— TRS
1 > >
2 > -
3 - >
4 - -

Figure 3 : Représentation des 4 isomeéres possibles, notés de 1 a 4.

Il existent plus de 200 cadres de lecture ouvert, ou Open Reading Frame (ORF) en anglais,
permettant au CMV de coder pour toutes ces protéines (14). Le premier séquencage complet du
virus a été publié en 1990 et correspond a la souche de laboratoire AD169 qui est la plus étudiée.

Elle compte 230 288 paires de base (15).

D. MECANISME DE REPLICATION : LE CYCLE VIRAL

Le CMV se réplique uniquement dans les cellules humaines, mais a un tropisme cellulaire
trés étendu. La durée du cycle viral est variable selon la localisation cellulaire (allant de 48-72h dans
les fibroblastes, jusqu’a 7 jours dans les cellules souches neurales). C'est pourquoi, in vitro, les

cellules de choix pour I'isolement viral sont les fibroblastes humains embryonnaires.
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1. Attachement et entrée du virus

L’entrée du virus nécessite une adhésion a la surface cellulaire via les heparan-sulfates a
I'aide des complexes gM/gN et gB viraux. Elle implique la participation d’un grand nombre de
récepteurs cellulaires encore mal connus. Les glycoprotéines gB et gH se lieraient de maniere
spécifigue au récepteur membranaire EGF-R (epithelial growth factor) (16) et de maniére
aspécifique a I'annexine Il ou a la 2 microglobuline.

Le virus peut pénétrer par endocytose, comme c’est le cas dans les cellules endothéliales, ou
par fusion de la membrane virale et de la membrane cellulaire. Ceci aboutit a la libération de Ia
capside et des protéines du tégument dans le cytoplasme cellulaire. La capside est transportée
jusqu’au noyau ou I’ADN viral est libéré, circularisé et I'expression des génes trés précoces

commence.

Postattachment events

Signaling and priming Activation of
for replication innate immunity
TRENOS in Cell Biology

Figure 4 : Mécanisme d’attachement et pénétration du CMV

2. Cycle productif

Le cycle de réplication du CMV se déroule entre 24 et 48h apres I'endocytose. La protéine
tégumentaire pp71 active I'expression du promoteur majeur trés précoce, le MIEP (major
immediate early promoteur) et induit I'expression en cascade des génes viraux en 3 phases

successives (17) :
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La phase trés précoce (ou IE pour Immediate Early) : rapide et correspondant a I'expression
de génes |IE important dans l'initiation et la maintenance de I'expression des genes lors du
cycle lytique et latent.

Le phase précoce (ou E pour Early): correspondant a I'expression des genes E, qui
permettent la production des protéines impliquées dans la réplication de I’ADN
viral (notamment la polymérase virale pUL54, la protéine accessoire pUL44, les sous-unités
du complexe hélicase-primase, pUL70, pUL102, pUL105 et la kinase virale pUL97). L 'ADN
viral est circularisé et répliqué en une multitude de copies assemblées bout a bout pour
former une molécule d’ADN bicaténaire.

La phase tardive (ou L pour Late) : correspondant a I’expression des génes L, commencant
a étre exprimés 24h apreés l'infection et codant pour des protéines de structure du virion. La
réplication de I’ADN viral se prolonge durant la phase tardive, puis vient sa maturation, son
encapsidation dans les capsides néoformées puis la tégumentation des virions. Une partie
des virions matures est ainsi libérée dans le milieu extracellulaire, tandis que I'autre moitié
reste attachée a la membrane plasmique. Les nouveaux virions ont une demi-vie de 24 a

48h.

3. Libération du virus

Le virus est observé sous plusieurs formes dans la cellule : le virion complet, les corps denses

(résultant d’une production excessive de protéines virales, constitués uniquement de capsides et de

tégument) ou les particules enveloppées non infectieuses (sans ADN).

Le virus sort de la cellule par fusion des vésicules golgiennes avec la membrane plasmique.

La libération s’"accompagne de la mort de la cellule hote.

4, Latence et réactivation

Le CMV est capable d’établir une latence dans ses cellules cibles : le virus entre dans les

cellules mais le cycle réplicatif est ensuite rapidement interrompu et il n’y a pas d’expression des
genes précoces et tardifs. L'ADN viral forme un épisome, permettant la production de « transcrit de
latence ». Cette latence se maintient grace a un échappement a la réponse immunitaire et a des

mécanismes moléculaires de maintien du génome viral dans les cellules (7). L'ADN du CMV peut
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devenir latent dans les cellules de la lignée myéloide comme les monocytes et leurs précurseurs
hématopoiétiques CD34+ (18), ainsi que dans les cellules endothéliales (19). Le virus peut alors se

réactiver lors de la différenciation de ces cellules ou sous I'effet d’autres facteurs.

Il. EPIDEMIOLOGIE

Les infections a CMV sont cosmopolites et endémiques. Sa séroprévalence est inversement
corrélée au niveau socio-économique (50 a 80 % chez I'adulte dans les pays industrialisés et jusqu’a
100% dans certains pays en voie de développement) (6)(20) et augmente avec I’adge (21). On estime,
en France, que 50% de la population est séropositive au CMV.

La transmission est exclusivement interhumaine, ’lhomme étant le seul réservoir. Il existe
plusieurs modes de transmission (7):

e Par voie sexuelle (sperme et sécrétions cervico-vaginales), par voie salivaire ou par contact
avec les excrétions virales (urines de nouveau-nés, salive)

e Lorsdetransplantations d’organes ou de greffes de cellules souches hématopoiétiques (CSH)

e Par transfusion sanguine (mode de transmission en diminution depuis la déleucocytation
des concentrés globulaires)

e De la meére a I'enfant : via le placenta (CMV congénital), le lait maternel, les secrétions
cervicales et la salive

On observe 2 pics de contamination : lors de la petite enfance (début de la vie en collectivité)
et entre 15-30 ans (principalement par transmission sexuelle ou salivaire).

En France, I'incidence de l'infection a CMV chez la femme enceinte est de 0,6 a 1,4 %. Le
risque de transmission du virus de la meére a I'enfant est de I'ordre de 40% (plus souvent par voie
hématogéne transplacentaire) (6).

Actuellement, I'infection a CMV représente la virose opportuniste la plus fréquente apres
transplantation d’organe et la plus fréquente des infections virales congénitales dans les pays

développés (depuis la diffusion du vaccin contre la rubéole) (22).
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lll.  PHYSIOPATHOLOGIE

Aprés contamination, soit par voie hématogéne (transplantation ou transfusion sanguine)
ou soit par pénétration aux niveaux des muqueuses, le virus va disséminer dans tout I'organisme
grace a la distribution ubiquitaire de ses cibles. La dissémination se fait principalement par
I'infection des cellules endothéliales, des monocytes, macrophages et polynucléaires. Le virus
présente également la capacité de se répliquer dans les cellules fibroblastiques, les cellules
épithéliales, les cellules musculaires, les cellules nerveuses. Ce large tropisme explique la diversité

des signes cliniques retrouvés (6)(23).

=  Primo-infection :

Elle est caractérisée par une phase de virémie transitoire permettant au virus d’atteindre les
organes cibles conduisant a une excrétion virale dans tous les liquides biologiques qui constituent

alors une source possible d’infection.

=  Phase de latence :

Apres la primo-infection, le CMV persiste au sein de I’h6te de fagon latente, dans les noyaux
des monocytes circulants, des progéniteurs de moelle osseuse et des cellules endothéliales. Le
génome viral persistera de maniére définitive sous forme d’épisome circulaire extra-

chromosomique sans réplication.

= Réactivations :

Le systéme immunitaire de I’h6te joue un role important dans le processus de latence mais
également dans la réactivation du virus. En effet, un déficit immunitaire peut provoquer une
réactivation conduisant a une virémie responsable d’une nouvelle excrétion virale. Les épisodes de
réactivation peuvent survenir chez les patients VIH au stade SIDA, chez les receveurs d’allogreffe,

au cours d’hémopathies malignes ou suite a la prise de traitements immunosuppresseurs.
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IV. CLINIQUE
A. PRIMO-INFECTION CHEZ L' IMMUNOCOMPETENT

L'infection a CMV chez le sujet immunocompétent est asymptomatique dans 90% des cas.
Elle peut cependant se manifester, apres une incubation d’environ 3 semaines, par une fievre isolée
prolongée, une asthénie, des myalgies et des adénopathies, un syndrome mononucléosique
(caractérisé par une hyperlymphocytose constituée de lymphocytes hyperbasophiles) et parfois une
thrombopénie et une cytolyse hépatique. Dans de rares cas, on peut retrouver des atteintes plus
graves du tractus intestinal ou du systeme nerveux central (méningo-encéphalite,
polyradiculonévrite de Guillian Barré). Une fois infecté, le sujet reste porteur du virus a I'état latent

(6)(7)(20).

B. INFECTION CHEZ L'IMMUNODEPRIME

Le pouvoir pathogéne du CMV se manifeste surtout chez des patients immunodéprimés, tels
qgue les patients infectés par le VIH au stade de SIDA, les patients transplantés ou les patients
présentant un déficit immunitaire lié au développement d’une hémopathie maligne. Une
réactivation asymptomatique du CMV est dénommée « infection a CMV ». Mais lorsque la

réactivation est symptomatique et responsable d’atteinte tissulaire, on parle de « maladie a CMV ».

1. Patients transplantés d’organe

Les patients transplantés d’organe peuvent développer une infection ou une maladie a CMV
suite a une primo-infection ou a une réactivation.

Le risque de primo-infection est majeur lorsque le donneur est séropositif pour le CMV et le
receveur séronégatif (D+/R-). Ces derniers n'ont pas d'immunité humorale et cellulaire préexistante
spécifique au CMV et, en présence d'une immunosuppression induite par les médicaments, cela
peut entrainer une incapacité a controler l'infection. En revanche, lorsque le receveur est séropositif
(R+), le virus endogéne peut se réactiver suite a 'immunodépression. Plus rarement, le receveur
séropositif peut présenter une réinfection par une autre souche provenant d’'un donneur positif
(D+), moins sévére que la primo-infection.

La réplication peut étre asymptomatique ou entrainer une maladie a CMV correspondant

soit a un syndrome viral, soit a une atteinte tissulaire. Elle débute par une atteinte de I'organe greffé
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puis dissémine vers d’autres organes. L'organe le plus fréquemment touché par le CMV est le tube
digestif, qui représente plus de 70 % des cas de maladies a CMV invasives dans les tissus. D’autres
atteintes viscérales peuvent s’observer : pneumonie, hépatite, myocardite, pancréatite et plus

rarement encéphalite. L'infection a CMV est un facteur aggravant le risque de rejet de greffe (6)(21).

2. Patients greffés de cellules souches hématopoiétiques (CSH)

Les infections a CMV suite a une allogreffe de CSH sont liées a une primo-infection du patient
séronégatif avec un donneur séropositif (D+/R-) (avec une incidence de 17%) ou liées a la
réactivation du virus latent du receveur. Les receveurs de greffes allogéniques sont particulierement
exposés au risque de pneumopathie a CMV, avec une incidence d'environ 10 a 30 % (contre 1 a 6%
apres une greffe autologue). Elle survient a un stade d’'immunosuppression majeure, dans les 3 mois
suivant la greffe, et conduit au déces dans 70% des cas en |'absence de traitement. Le CMV
interviendrait également dans la réaction du greffon contre I’'h6éte (6)(21). Contrairement aux
transplantés d’organes solides, le risque d'infection et de maladie a CMV chez les receveurs de
greffe de CSH est plus élevé lors d’un statut CMV R+, avec une incidence autour de 70 % (24). Elle
peut étre prévenue par la recherche systématique par PCR d’une virémie pendant les 3 mois qui

suivent la greffe.

3. Patients VIH

Chez les personnes infectées par le VIH, I'infection a CMV a des conséquences dépendantes
du taux de lymphocytes T CD4. En effet, elle peut survenir lorsque le taux de CD4 est inférieur a
50/mm?3. La rétinite 8 CMV est la localisation la plus fréquente (80%), parfois associée a des atteintes
digestives (colites), pulmonaires ou neurologiques (encéphalites, neuropathies périphériques). La
rétinite, en I'absence de traitement, entraine une destruction rétinienne progressive subaigué
conduisant a une cécité irréversible. Un fond d’ceil est donc réalisé chez les patients ayant un taux
de CD4 inférieur a 100/mm?3 et une sérologie CMV positive (6)(21). La maladie 8 CMV est devenue

une infection opportuniste rare, depuis la généralisation des traitements antirétroviraux.
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Figure 5 : Rétinite a CMV avec un aspect non hémorragique

C. INFECTION CONGENITALE

1. Epidémiologie
La prévalence mondiale de I'infection congénitale a CMV est de 0,64%, mais varie selon le
contexte socio-économique (25). En effet, elle est autour de 0,5-1 % en Amérique du Nord et en
Europe, et jusqu’a 6% dans les pays en développement (26). L'immunité maternelle différe
également selon le contexte socio-économique (90% pour les femmes de catégories socio-

économiques basses contre 50% pour les femmes de catégories socio-économiques supérieures).

Le CMV représente la premiére cause d’infection congénitale d’origine virale dans le monde (7).

2. Manifestations cliniques

L'infection du foetus par le CMV peut survenir tout au long de la grossesse avec une
transmission a travers le placenta, par les leucocytes lors d’une virémie maternelle. L'infection
survient le plus souvent chez les nourrissons nés de meres ayant développées une primo-infection
pendant la grossesse (la transmission se produisant dans environ 40% des cas (27)), et plus rarement
lors d’'une infection non primaire par le CMV, c’est a dire lors d’une réinfection ou d’une réactivation
(21). En France, environ 0,4% des nouveau-nés sont infectés par le CMV (6). Le risque de
transmission materno-foetale augmente en fonction de I'dge gestationnel de la primo-infection

maternelle (de <5% en période péri-conceptionnelle a prés de 70% en fin de grossesse) (28).

33



Le risque d’anomalie congénitale est majeur lorsque la primo-infection maternelle survient
dans les 3 premiers mois de la grossesse (< 20 semaines d’aménorrhée). La sévérité des atteintes
foetales diminue au cours de la grossesse (29).

Dans 90% des cas, les enfants infectés in utero se développent normalement, mais certains
d’entre eux peuvent présenter des séquelles graves a la naissance (principalement la surdité). Par
ailleurs, 10% des infections in utero sont symptomatiques et peuvent étre responsables d’atteintes
viscérales parfois mortelles. La maladie congénitale a CMV peut se manifester par une éruption
pétéchiale, un ictére avec hépatosplénomégalie, des anomalies neurologiques telles que
microcéphalie, choriorétinite, atrophie du nerf optique, prématurité et faible poids a la naissance.
Certains de ces nouveaux nés garderont des séquelles neurosensorielles notamment une surdité,
des retards psychomoteurs ou mentaux (Figure 6) (27)(29)(30), avec parfois de apparition tardives.
L'infection congénitale a CMV est la premiere cause de déficit auditif d’origine infectieuse
diagnostiquée avant I’age d’acquisition de la parole (6).

L'infection de la femme enceinte par le CMV peut étre corrélée a un contact avec de jeunes
enfants (dans les créches par exemple), excrétant souvent de facon abondante du virus dans la

salive et les urines.

Femme enceinte
atteinte du CMV

Primo-infection ,/\ Infection non

par le CMV primaire par le CMV
de de ‘
30 % 1%
a a

54 % W

Infection du foetus

10 90 %
[omptomatave_]
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-5 a
i Ny
CMV cytomégalovirus Seque”es

Figure 6 : Le taux d’infection du feetus et les séquelles aprés une infection de la mere (30)
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V. DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIQUE

Le diagnostic de l'infection a CMV peut se faire a partir d’éléments paracliniques
d’orientation tels que des signes biologiques de primo-infection : syndrome mononucléosique,
neutropénie, thrombopénie, cytolyse hépatique. Mais des examens biologiques sont nécessaires au
diagnostic de primo-infection ou de réactivation. La recherche du virus a pour but d’évaluer le risque
d’apparition de complications liées aux pathologies a CMV. Des examens virologiques sont réalisés
a partir de différents prélevements biologiques selon le contexte clinique : sang, salive, urines,
liguide-céphalorachidien (LCR), biopsies, liquide amniotique.

En cas de suspicion de primo-infection, le diagnostic indirect par sérologie est le plus souvent
réalisé et suffisant au diagnostic. En cas de réactivation, notamment chez les patients

immunodéprimés, le diagnostic direct par biologie moléculaire sera préféré (6).

A. DIAGNOSTIC INDIRECT

1. Sérologie

Le diagnostic indirect se fait par technique sérologique a partir d’un prélévement sanguin, la
plupart du temps sur un tube sec, et permet de mettre en évidence des anticorps anti-CMV dans le
sérum du patient.

Les techniques principalement utilisées sont de type immuno-enzymatiques, notamment la
technique de type ELISA (« Enzyme-linked immunosorbent assay »). Elle permet la détection des
immunoglobulines G (IgG) et immunoglobulines M (IgM) dirigées contre le CMV. Les IgM anti-CMV
apparaissent en premier, mais ne sont pas toujours synonymes de primo-infection. En effet, elles
peuvent également étre retrouvées lors d’une persistance prolongée des IgM, une réactivation, une
réinfection ou d’une réactivité non spécifique (par exemple une réaction croisée vis-a-vis de 'EBV
ou une interférence avec un facteur rhumatoide de classe IgM).

C’est la mise en évidence d’une séroconversion (apparition des IgM puis des I1gG anti-CMV)
qui permet le diagnostic de certitude de primo-infection. La présence seule d’lgG est le témoin d’une
immunité ancienne. Leur taux peut augmenter en cas de réactivation ou réinfection (6)(20)(28).

Les IgM apparaissent entre 2 et 4 semaines apres l'infection primaire, et les IgG sont

détectables quelques jours apres les IgM.
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La sérologie anti-CMV est indispensable pour diagnostiquer une primo-infection,
notamment chez la femme enceinte ou pour connaitre le statut sérologique avant une
transplantation. Mais elle n’est pas recommandée pour le diagnostic en temps réel de l'infection a
CMV chez les personnes immunodéprimées. En effet, il existe un décalage entre I'apparition de la
maladie clinique et I'apparition des IgM, de plus les IgM peuvent persister longtemps apres la
résolution de la maladie, et enfin certains patients immunodéprimés ne développent pas de réponse

sérologique (31)(32).

Principe de la technique ELISA :

C’est une technique immuno-enzymatique qui se déroule en plusieurs étapes (33) :

e Fixation de l'antigéne : L'antigéne connu et spécifique a I'anticorps recherché, est
incubé sur une plaque de microtitration. L’antigene va se fixer au fond des puits. Ils sont
ensuite lavés pour enlever les antigenes non fixés.

e Fixation de I’anticorps a doser : On incube notre sérum a doser (contenant des anticorps
ou non). Les anticorps spécifiques vont se fixer aux antigénes. Un lavage des puits est
nécessaire pour enlever les anticorps non fixés.

e Fixation de I’'anticorps secondaire : On incube ensuite un anticorps secondaire couplé a
une enzyme, de nature anti-lgG qui reconnait I'anticorps primaire. Un lavage des puits
est nécessaire pour enlever les anticorps secondaires non fixés.

e Révélation : On incube un substrat spécifique a I'enzyme qui, si la réaction est positive
(présence de I'anticorps recherché), va étre transformé et induire une coloration.
L'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d’enzyme présente et donc

a la concentration d’anticorps recherchés.

E JHE* \Jﬂikfaﬁjgfk&

Fixation de I'antigéne Liaison de l'anticorps Liaison de l'anticorps Addition du substrat pour
spécifique a I'antigéne conjugué & Ienzyme produisant
I'anticorps spécifique une substance colorée

Figure 7 : Principe de la technique ELISA
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2. Test d’avidité des IgG

Dans certains cas, notamment chez la femme enceinte, il peut étre nécessaire de dater la
primo-infection. Le test d’avidité des IgG permet de distinguer les infections récentes (< 3mois) des
infections anciennes (> 3 mois). L’avidité mesure I'affinité des IgG anti-CMV synthétisées en réponse
a une infection. Les anticorps produits au cours de l'infection primaire ont une affinité plus faible
pour l'antigéne que dans le cas d’une infection non primaire. L'avidité des IgG augmente
progressivement avec le temps apres une immunisation. Donc, les IgG de faible avidité permettent
d’affirmer une primo-infection récente datant de moins de 3 mois, alors que les IgG de forte avidité
excluent une primo-infection dans les 3 premiers mois (34).

L'utilisation d’un agent dissociant la liaison antigéne/anticorps (ex : I'urée), en paralléle avec
la technique habituelle de mesure des IgG, permet de comparer la densité optique (DO) obtenue
apres action de I'agent dissociant avec la DO obtenue sans action de cet agent (35).

On mesure l'avidité de cette facon : DO en présence d’agent dénaturant / DO sans agent
dénaturant x 100. La valeur seuil pour déterminer si I'avidité est faible ou forte est notifiée par

chaque fournisseur de la technique utilisée.

B. DIAGNOSTIC DIRECT

1. Culture cellulaire

La mise en évidence du CMV peut se faire par culture cellulaire. Les échantillons sont inoculés
sur des cellules de la lignée MRC-5 (fibroblastes de poumon d’embryon humain). Apres plusieurs
jours voire semaines d’incubation, on peut observer un effet cytopathogéne au microscope, avec
un aspect en banc de poissons, qui se manifeste par des cellules infectées larges et arrondies
contenant des inclusions cytoplasmiques. Cette technique est rarement utilisée en routine pour le
diagnostic car la culture est lente et manque de sensibilité, mais elle permet I'isolement des souches
a visée épidémiologique.

Il existe une technique de culture rapide, par centrifugation a faible vitesse de I'inoculum sur
les cellules et détection du CMV par un anticorps monoclonal, ce qui permet de raccourcir le temps

d’analyse et d’augmenter la sensibilité (21)(28)(36).
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Figure 8 : Effet cytopathogéne du CMV (37)

2. Détection d’antigenes viraux

Cette technique repose sur la détection dans les leucocytes de l'antigéne pp65, qui
correspond a la protéine du tégument pp65, a I'aide d’anticorps monoclonaux. La présence de cette
protéine spécifique du CMV peut étre mise en évidence notamment par immunofluorescence. Cette
technique n’est actuellement plus utilisée en routine, car remplacée par des techniques de biologie

moléculaire beaucoup plus sensibles (31)(36).

3. Détection de I’ADN par biologie moléculaire

La recherche du CMV par biologie moléculaire est la méthode privilégiée pour le diagnostic
rapide du CMV chez les personnes immunodéprimées. Elle est basée sur la détection ou/et la
guantification des acides nucléiques du CMV dans des prélevements biologiques. Cependant, le
CMV peut persister sous forme latente dans des cellules nucléées, c’est pourquoi il existe un risque
de détecter un CMV inactif et non répliqué, d’ou la nécessité d’une quantification a partir des
prélevements sanguins.

Parmi les méthodes moléculaires de quantification du CMV, la détection du génome viral
peut étre réalisée par différentes techniques (38)(39):

= Amplification de ’ADN viral par PCR (polymerase chain reaction) classique, avec détection

des amplicons en point final, mais cette technique n’est quasiment plus utilisée.
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=  Amplification de I’ADN viral par des techniques de PCR en temps réel, plus sensibles et plus
précises que la PCR classique, et adaptées aux grandes séries. En effet, la PCR en temps réel
permet simultanément d’amplifier le geéene d’intérét et d’analyser les produits
d’amplification, permettant une obtention des résultats plus rapide que la PCR classique (en
moins de trois heures). Le risque de faux positifs par contamination est également réduit. Il
existe de nombreux protocoles maisons et des trousses commercialisées (40)(41).

= Détection des transcrits ARNm trés précoces ou tardifs (pp67) par NASBA.

= Détection de I’ADN viral par hybridation moléculaire.

La PCR en temps réel est la technique virologique de référence pour déterminer la charge
virale du CMV (21)(40). Cette technique, d’'une excellente sensibilité (proche de 100%), consiste a
amplifier in vitro une séquence connue du virus, ciblée par deux amorces qui sont dirigées I'une vers
l'autre, et une sonde marquée par un fluorochrome permettant la détection du produit
d’amplification. Il est nécessaire tout d’abord d’extraire ’ADN a partir des échantillons primaires.
Puis, a partir de I'extrait, la PCR en temps réel se déroule en plusieurs étapes (42) (43) (Figure 9) :
e Dénaturation de I’ADN : séparation des doubles brins de la séquence d’ADN en simples brins,
par augmentation de la température.
e Hybridation : les amorces s’hybrident au niveau de chaque simple brin dénaturé a une
température spécifique de la séquence ciblée.
e FElongation: 'ADN polymérase synthétise l'intégralité du brin complémentaire de la
séquence ciblée. A chaque fois qu’un brin complémentaire est synthétisé, I'activité
3’exonucléasique de I’ADN polymérase va hydrolyser la sonde et libérer le fluorochrome.
Ces trois étapes correspondent a un cycle qui sera répété plusieurs fois sur un automate
(thermocycleur) afin de permettre I'amplification de I’ADN. Plus les cycles de réplication
s’enchainent, plus la quantité d’ADN va augmenter. L'augmentation de l'intensité de fluorescence
est directement proportionnelle a la quantité d’ADN produit durant la réaction. Une courbe de
fluorescence est établie et on détermine le cycle de température (Ct) a partir duquel la courbe se
forme, et qui correspond a un nombre de cycles minimum ou I’ADN est détectable. Plus I’ADN est
détectable tot (ce qui correspond a un Ct bas), plus la quantité d’ADN présente dans I’échantillon
est importante (Figure 10).

On peut ainsi quantifier 'ADN amplifié, grace a une gamme d’étalonnage qui exprime le

nombre de copies virales/mL en fonction du Ct. Le Ct de I’échantillon est converti en copies/mL, qui
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correspond a la charge virale. La quantification de la charge virale permet d’évaluer la cinétique de
I’expression virale d’un patient et ainsi d’adapter au mieux la stratégie thérapeutique, notamment
chez les patients transplantés. Il existe également un standard international WHO de quantification
qui permet de convertir les résultats en Ul/mL.

Une étude de 2012 (44) a répertorié les différentes techniques de PCR utilisées dans
plusieurs laboratoires de France. Certains d’entre eux utilisaient des trousses commerciales : R-gene
(ARGENE®) ou CMV PCR Kit (Qiagen®) et d’autres, des PCR artisanales ciblant des génes différents
(UL83, UL123, US8, US18 ou la région HXLF4).
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Figure 9 : Principe de la PCR en temps réel avec sonde (45)
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Figure 10 : Modele graphique de la PCR en temps réel (45)
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4, Examen histopathologique

Pour le diagnostic de la maladie invasive a CMV dans les tissus, I'examen histologique des
échantillons de biopsie est essentiel. Il se fait par I'examen microscopique d’un fragment tissulaire
avec la recherche de signes inflammatoires, de I'effet cytopathique du virus (responsable de la
formation de cellules a inclusions intranucléaires) et de la présence d'antigénes ou d'ADN
spécifiques du CMV. Pour confirmer la présence du CMV dans les tissus, 'ADN du CMV peut étre
mis en évidence par hybridation in situ, par exemple a I'aide d'une sonde ADN biotinylée, ou par

PCR CMV effectuée sur coupes de tissus inclues en paraffine (6)(46).

C. PARTICULARITES DIAGNOSTIQUES

1. Dans le cadre de la grossesse

a) Infection maternelle

Le statut sérologique de la femme enceinte n’est pas déterminé de maniére systématique
car le dépistage n’est pas recommandé en France, bien que l'infection congénitale a CMV soit un
probléme de santé publique (40)(47). Mais il est tout de méme souvent réalisé afin de détecter les
primo-infections durant la grossesse et de les dater a I'aide de 'avidité des IgG. Pour la détection
des IgM, les techniques d'immunocapture seront privilégiées car elles limitent le risque de réactions
faussement positives, pouvant étre liées a la présence de facteur rhumatoide.

Si une premiere sérologie évoque une primo-infection, il est nécessaire de faire un controle
sérologique sur un 28 prélévement & 15 jours d’intervalle pour confirmer cette primo-infection
(20). Une fievre ou des anomalies échographiques doivent faire suspecter une primo-infection
maternelle au CMV.

La datation de la primo-infection présente un intérét majeur au 1°" trimestre de grossesse.
En effet, une avidité forte au 1°" trimestre de grossesse correspond a une phase aigué virémique de
la primo-infection maternelle a priori antérieure au début de grossesse, donc avec un risque faible
de transmission materno-feetale de l'infection a CMV. En revanche, une faible avidité au 1°¢"
trimestre suggere une phase aigué de primo-infection maternelle survenue au cours de la grossesse,

donc a un risque important de transmission de I'infection maternelle au feetus (40).
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Il n’existe pas de standardisation des tests de dépistage entre les différents laboratoires
d’analyses médicales, ce qui peut impacter l'interprétation des résultats notamment pour la
datation. En cas de résultats douteuy, il est souhaitable que la mesure d’avidité soit contrélée et

interprétée par un laboratoire spécialisé pour éviter les erreurs diagnostiques (40).

b) Infection faetale

La mise en évidence d’un virus sur un prélévement foetal atteste du diagnostic d’infection
congénitale. L'infection foetale peut étre diagnostiquée par la détection de I'ADN du CMV dans le
liquide amniotique, idéalement aprés la 21°™¢ semaine d’aménorrhée et au moins 6 semaines aprés
la premiére sérologie maternelle positive. La PCR en temps réel est la méthode de référence avec
une spécificité de 100% et sensibilité de 95% (28).

L'imagerie foetale par échographie joue un role important également car elle permet de
mettre en évidence un retard de croissance fcetale, une microcéphalie et des anomalies
structurelles du cerveau (21)(48).

Le diagnostic prénatal n’élimine pas le risque d’infection congénitale, c’est pour cela que le

nouveau-né devra faire I'objet d’un dépistage postnatal.

c) Infection du nouveau-né

L'infection maternelle ou feetale n’entraine pas toujours une atteinte clinique chez le
nouveau-né. Mais la recherche du CMV a la naissance est systématiquement faite lors de la présence
d’une primo-infection durant la grossesse, d’anomalies a I'échographie compatibles avec une
infection congénitale a CMV ou de signes évocateurs a la naissance (21).

Le diagnostic d'infection congénitale est souvent démontré par la présence de CMV dans
I'urine ou la salive au cours des trois premiéres semaines de vie, par technique PCR, avec une bonne
sensibilité et spécificité (40)(49). Le prélevement de salive est plus pratique a réaliser mais une PCR
positive au niveau salivaire doit toujours étre confirmée par un prélévement dans les urines (50). La
PCR en temps réel dans le liquide amniotique, les urines et la salive du nouveau-né, n’était pas inscrit
dans la nomenclature des actes de biologie médicale (NABM) d’apreés le rapport de I'HAS de 2015
(40), mais a obtenu le remboursement depuis 2019 en cas de suspicion d’infection congénitale a

CMV.
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Devant un retard psychomoteur ou une surdité chez I'enfant observés de maniere
rétrospective, il est possible de détecter le virus par PCR a partir du sang séché conservé sur les
cartes de Guthrie, permettant d’affirmer I'infection congénitale, en tenant compte de la sensibilité

limitée de ce test (28)(32).

2. Chez les patients transplantés

Apres avoir évalué le statut sérologique du donneur et du receveur, il est important de
surveiller la charge virale sanguine a partir du sang total ou du plasma. La surveillance virologique
est recommandée en |'absence de prophylaxie pendant environ 3 mois suivant la greffe et plus
longtemps pour les patients a risque, en cas de GVH, d’'immunodépression sévere ou lors d’'une
primo-infection a CMV dans les 100 premiers jours post-greffe. Elle n’est pas systématique si une
prophylaxie est mise en place (51).

Les PCR quantitatives sont recommandées pour suivre I'évolution de la charge virale CMV et
prédire le développement d’'une maladie a CMV. Les résultats doivent étre exprimés en Ul/mL.
Lorsque la charge virale est d’emblée tres élevée, un traitement est immédiatement mis en place.
En revanche lorsque le résultat est douteuy, il est nécessaire de réaliser une cinétique de la charge
virale, sur au moins deux prélevements consécutifs, dans les mémes conditions (28). Pour conclure
a une augmentation significative de la charge virale, il est recommandé d’avoir une variation de la
charge virale dépassant 0,5 log10 Ul/mL (triplement) (51).

Il est important également de rechercher en paralléle le virus dans I'organe atteint. La
détection du CMV par PCR dans le LCR ou les prélevements ophtalmiques est suffisante. Mais
d’autres localisations nécessitent une confrontation aux données anatomo-pathologiques (46). La
majorité des maladies tissulaires invasives a CMV chez les receveurs concernent le tractus gastro-
intestinal et leur diagnostic est orienté par la clinique et I'examen endoscopique. Le diagnostic est
étayé par la détection du CMV dans le sang périphérique (bien qu'il ne soit pas toujours présent
chez les patients transplantés CMV R+) et confirmé par la démonstration du CMV dans les tissus par
hybridation in situ en histopathologie, culture ou PCR des échantillons de tissus (21)(32).

Suite a une greffe de CSH, il est recommandé de suivre la charge virale toutes les semaines
pendant 100 jours (52). Les PCR en temps réel dans le cadre d’un suivi d’allogreffe sont inscrites

depuis 2015 dans le NABM et sont remboursées depuis février 2019 (40).
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VII. TRAITEMENTS ET MECANISMES DE RESISTANCE
A.  MOLECULES ANTIVIRALES DISPONIBLES

Tous les traitements disponibles utilisés contre les Herpesviridae, sont virostatiques (non
virucides) et n’ont pas d’activité sur les virus en latence. Ils inhibent tous au final I’ADN polymérase
virale a des concentrations inhibitrices variables et sont tous tératogénes chez I'animal sauf

I"aciclovir.

1. Ganciclovir (CYMEVAN®) et Valganciclovir (ROVALCYTE ®)

Le spectre d’activité du ganciclovir (GCV) in vitro inclue le CMV, les virus herpes-simplex 1 et
2 (HSV-1 et HSV-2), les herpeés virus humains 6, 7 et 8 (HHV-6, HHV-7, HHV-8), le virus d’Epstein-Barr
(EBV), le virus varicelle-zona (VZV) et le virus de I’hépatite B. Les études cliniques ont été limitées a

I’évaluation de I'efficacité chez des patients atteints d’une infection a CMV.

a) Mécanisme d’action

Le GCV est la principale molécule antivirale utilisée pour le traitement du CMV. C'est un
analogue de la 2’désoxyguanosine, qui doit subir trois phosphorylations pour étre actif. La premiére
phosphorylation est effectuée par une protéine kinase d’origine virale pUL97 puis les deux autres
phosphorylations sont prises en charge par des kinases cellulaires. Le ganciclovir-triphosphate
exerce son activité antivirale en inhibant la synthése de I'ADN polymérase virale pUL54 de maniére
sélective et compétitive. L’analogue nucléosidique s’incorpore dans I’ADN viral, stoppe I’élongation
de la chaine d’ADN, interrompant ainsi la réplication virale (53)(54)(55)(56).

Le valganciclovir (VGCV) est une prodrogue, dérivé ester du GCV, nécessitant une étape

d’hydrolyse et a donc le méme mécanisme d’action que le GCV (53)(55)(57).

b) Pharmacocinétique et pharmacodynamie

Le GCV a une faible biodisponibilité par voie orale et doit donc étre administré par voie
intraveineuse (IV). La voie intraoculaire est une alternative pour les infections oculaires. Afin de
pallier a la faible biodisponibilité du GCV par voie orale, le VGCV a été développé et présente une

biodisponibilité de I'ordre de 60% (57)(58)(55).
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Le GCV est éliminé majoritairement au niveau rénal par filtration glomérulaire et sécrétion
tubulaire sous forme inchangée dans les urines. La demi-vie est courte, entre 3 et 4h avec une
atteinte de la concentration maximale a Tmax = 1h et une atteinte de I’équilibre en moins de 24h.
Cette molécule présente un volume de distribution (Vd) autour de 30-70L et diffuse rapidement au
niveau tissulaire avec une faible liaison aux protéines plasmatique (1%). La concentration inhibitrice
50% (CI50) est comprise entre 0,75 mg/L et 2 mg/L (ou entre 2,5 uM et 8 uM). L’efficacité est
corrélée a I’ASC (aire sous la courbe) qui est autour de 40-50 mg/L/h (55).

Les effets indésirables sont majoritairement hématologiques avec une leucopénie,
thrombopénie ou anémie, lui conférant une toxicité hématologique. On peut également retrouver
des diarrhées et une néphrotoxicité. C’est pourquoi il est important d’adapter la posologie a la
fonction rénale.

Le suivi thérapeutique par dosage des concentrations plasmatiques peut étre intéressant
chez certaines populations ayant des facteurs de variabilité pharmacocinétique individuels (59):

e Poids : augmentation des concentrations plasmatiques par diminution du débit de filtration
glomérulaire (DFGe) si I'indice de masse corporelle (IMC) est élevé
e Sexe : baisse du Vd chez la femme
e Age : baisse du DFGe si > 65 ans
e Associations médicamenteuses : par exemple le Bactrim® diminue la clairance rénale du GCV
et il faut faire attention aux autres molécules néphrotoxiques
e Malabsorption du VGCV dans certaines maladies (mucoviscidose, Crohn, ...)
e Fonction rénale perturbée : augmentation de la demi-vie, corrélée a la créatinine sérique
e Dialyse : diminution de 50% des taux plasmatiques aprés mise sous dialyse
Les concentrations plasmatiques en GCV habituellement observées en période résiduelle sont
entre 0,5 et 2 ug/mL dans le cas des infections non graves. Lors d’un traitement prophylactique il
est préférable d’étre > 0,5 ug/mL et en cas de réactivation > 1 ug/mL. En cas d’infections graves, des

concentrations > 2 pg/mL sont attendues (60).

c) Indications

Le GCV est indiquédans le traitement des infections a CMV chez les patients
immunodéprimés (SIDA, immunodépressions iatrogenes associées a la greffe de CSH, de moelle

osseuse ou d’un organe solide) et en prévention des infections a CMV chez les patients présentant
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une immunosuppression induite par un traitement médicamenteux (notamment a la suite d’'une
transplantation). Le GCV reste la molécule de choix, en 1% ligne, pour le traitement de I'infection 3

CMV chez les transplantés (61).

2. Cidofovir (VISTIDE ®)

a) Mécanisme d’action

Le cidofovir (CDV) est un analogue acyclique de la désoxycitidine monophosphate.
Contrairement au GCV, le CDV doit subir seulement 2 phosphorylations pour étre actif. Sa
phosphorylation n’implique que des kinases cellulaires et ne nécessite pas I'intervention de la kinase

pUL97. Il inhibe également de maniere compétitive I’ADN polymérase virale pUL54 (55).

b) Pharmacocinétique

Le CDV est un puissant inhibiteur de '’ADN polymérase virale, comme en témoigne sa CI50
de 0,5a 1 uM sur les souches sensibles. Il est administré exclusivement par voie intraveineuse, mais
présente une demi-vie longue entre 17 a 65 jours selon les études et les sujets, ce qui permet
d’espacer les administrations. Le principal effet indésirable est une toxicité rénale avec une
protéinurie et une hypercréatinémie, nécessitant une bonne hydratation et I'administration de
probénécide (un uricosurique). D’autres effets indésirables tels que I'alopécie, rash cutané, uvéites,
neuropathie périphérique, ont été plus rarement décrits (55)(57).

Le développement d'un promédicament, ester du CDV, le brincidofovir (BCV), a permis
d’améliorer la biodisponibilité par voie orale et d'éviter la toxicité rénale du médicament d'origine.
Il @ conduit a une alternative plus slre pour le traitement des infections a CMV résistantes aux
médicaments de premiére intention chez les patients immunodéprimés (62). Le principal effet
indésirable pour cette molécule est de type digestif. Une formulation intraveineuse du BCV a été

développée pour limiter les effets secondaires gastro-intestinaux du médicament (63).
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c) Indications

Le CDV est un médicament de seconde ligne pour lequel le laboratoire a demandé le retrait
d’AMM depuis septembre 2014, face a des difficultés financieres de production et devant
I’existence d’alternatives thérapeutiques. Sa principale indication était le traitement des rétinites a
CMV chez les patients VIH au stade SIDA, ne présentant pas d’insuffisance rénale (64). Mais il est
également actif contre I'HSV, le VZV, 'HHV6 et d’autres virus a ADN (comme les polyomavirus et les
adénovirus) (57).

Le BDV faisait I'objet d’essais cliniques de phase Il depuis 2014, pour une utilisation en
prophylaxie contre le CMV chez les transplantés, et disponible sous ATU en France (65). Mais devant
I’échec des études et une augmentation du nombre d’effets indésirables graves, les essais cliniques

ont été interrompus en 2019 et I’ATU a été supprimée en février 2021.

3. Foscarnet (FOSCAVIR ®)

a) Mécanisme d’action

Le foscarnet (FOS), analogue de pyrophosphate inorganique, exerce son activité antivirale
par inhibition directe et réversible de I'ADN polymérase virale. || ne nécessite pas d'activation par
phosphorylation par la thymidine kinase ou d'autres kinases cellulaires. Il inhibe la pUL54 en se liant
sur le site de liaison du pyrophosphate et bloque ainsi le clivage du groupement pyrophosphate du

dNTP, prévenant de cette fagon son incorporation sur le brin d'ADN en élongation (55)(57).

b) Pharmacocinétique et pharmacodynamie

La CI50 du FOS est tres variable, de 40 a 400 uM. Son activité est synergique de celle du GCV,
il est donc possible d’utiliser ces deux molécules en association. Le FOS est administré par voie IV
exclusivement du fait de sa faible biodisponibilité. La demi-vie est plutot courte et varie entre 2,4 et
6 heures. Les principaux effets indésirables touchent la fonction rénale (néphrotoxicité tubulaire,
perturbations électrolytiques). L’administration doit s"accompagner d’une hydratation importante
et d’une surveillance accrue du DFGe. Des troubles digestifs a type de nausées et vomissements

sont également rapportés, ainsi que des ulcérations uro-génitales par mécanisme caustique (55).
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c) Indications

Le FOS est un agent antiviral a large spectre qui inhibein vitro, a des concentrations
n'affectant pas la croissance cellulaire normale, tous les virus humains connus du groupe herpes.
Mais il a une activité particulierement sur les souches HSV mutantes, présentant un déficit en
thymidine kinase, et certains rétrovirus y compris le virus de I'immunodéficience humaine (VIH). Le
FOS inhibe également in vitro I'ADN polymérase virale du virus de I'hépatite B.

Cette molécule est le plus souvent administrée en 2™ intention chez les patients ne
répondant plus a un traitement de 1¢" intention ou qui développent une résistance au GCV. Elle est
cependant préférée au GCV chez les patients neutropéniques du fait de I’'hématotoxicité du GCV

(55)(56).

Nucleus

HCMV-infected cell

Figure 11 : Mécanismes d’action des antiviraux anti-CMV

4, Aciclovir et Valaciclovir

L’aciclovir (ACV) est également un analogue 2’désoxyguanosine comme le GCV dont il est
trés proche structurellement. Le mécanisme d’action de I’ACV vis-a-vis du cytomégalovirus est
identique a celui du GCV mais son efficacité est moindre. L’ACV nécessite aussi d’étre triphosphaté
par une kinase virale puis des kinases cellulaires, pour étre actif. L’activité de I'ACV est donc

dépendante de la protéine kinase pUL97.
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Du point de vue pharmacocinétique, I'ACV et sa prodrogue le Valaciclovir ont une
biodisponibilité par voie orale respectivement de 15 % et de 54 %. Leur demi-vie plasmatique est de
2 a 3 heures et leur élimination est majoritairement rénale. L'ACV est la plupart du temps bien
toléré. Mais en cas d’administration a fortes doses, on peut retrouver une néphrotoxicité et
neurotoxicité.

Ces molécules sont utilisées uniguement dans le traitement prophylactique des infections a

CMV chez les sujets immunodéprimés, du fait de leur plus faible efficacité sur le CMV (6)(55)(57).

5. Autres molécules

a) Fomivirsen (VITRAVENE®)

Le fomivirsen est un ARN de 21 nucléotides complémentaire a une région de I’/ARNmessager
du gene trés précoce codant une protéine qui régule I'activité d’un grand nombre de promoteurs
de genes viraux et cellulaires. Le fomivirsen inhibe I'entrée du virus dans le cycle de réplication. Il
est actif sur les souches résistantes au GCV, CDV et FOS. Cette drogue est spécifique contre le CMV,
chez qui elle s'est avérée étre efficace.

Elle est administrée exclusivement sous forme d’implants intravitréens du fait de sa faible
biodisponibilité, dans le cadre du traitement des rétinites récemment diagnostiquées ou
persistantes chez les sujets VIH au stade SIDA.

Ce composé n’est plus disponible en France car il a été retiré du marché européen en 2002

mais il reste disponible en Suisse et aux Etats-Unis (55).

b) Immunoglobulines intraveineuses (CYTOTECT®)

Les immunoglobulines sont parfois proposées seules ou en association avec la
chimiothérapie antivirale sous forme d’immunoglobulines polyvalentes ou d’immunoglobulines
spécifiques anti-CMV pour prévenir ou atténuer l'infection (55)(66). L’association ganciclovir +

CYTOTECT © est souvent rencontrée chez les patients greffés pulmonaires.
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B. NOUVELLES CIBLES ANTIVIRALES

Afin de palier a I’émergence des résistances des molécules habituellement utilisées contre

le CMV, il a été nécessaire de rechercher des nouvelles cibles antivirales.

1. Inhibiteur du complexe terminase : Letermovir

Plusieurs molécules agissant sur le complexe terminase (principalement constitué de UL51,
UL56 et UL89) ont été découvertes. Le complexe de terminase virale est impliqué dans le clivage et
I'emballage de I’ADN viral dans la capside. Le letermovir (LTV), aussi appelé AIC246, est le premier
de cette classe des inhibiteurs du complexe terminase. Comme la plupart des inhibiteurs de ce
complexe, le LTV est sélectif pour le CMV (67). Il montre une certaine efficacité contre les souches
virales résistantes aux antiviraux actuellement approuvés, mais il est inactif contre tous les autres
herpes virus. Il est généralement bien toléré et présente une exposition élevée et durable chez les
sujets humains, ce qui permet une administration unique et quotidienne (68). En effet, la CI50 est
tres faible (0,004 uM), comparée a celle du GCV, ce qui prouve son efficacité. De plus, il n’existe pas
de résistance croisée avec les autres anti-CMV.

Le LTV a été approuvé par la FDA pour la prophylaxie des infections a CMV chez les receveurs
de cellules souches allogénes (69). Il posséde actuellement I’ATU pour le traitement préventif chez
les patients a haut risque receveurs de CSH (R+). La tolérance au niveau hématologique et
néphrologique est plutét bonne, avec une persistance de quelques troubles digestifs. Il n’existe pas

a ce jour d’indication pour le traitement curatif.

2. Maribavir

Le maribavir (MBV), a pour cible la protéine kinase UL97. Il appartient a une nouvelle classe
d’analogues nucléosidiques, les dérivés benzimidazolés L-ribonucléosides. Il inhibe le passage
extranucléaire des capsides et indirectement, la synthése d’ADN viral par blocage de la
phosphorylation par I'UL97 de la protéine pUL44, elle-méme accessoire de la polymérase virale
pUL54. Des études in vitro ont montré que le MBV inhibe la réplication des souches de CMV a des

concentrations 7 a 10 fois inférieures a celles du GCV. Il est actif sur les souches résistantes aux GCV,
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CDV et/ou FOS avec une biodisponibilité de 30 a 40 % aprés administration orale. Mais il est inactif

sur 'HSV et le VzV (55)(70).

C. STRATEGIES THERAPEUTIQUES

1. Infection congénitale

a) Au cours de la grossesse

Il n’y a pas de thérapie validée a ce jour. Pour le traitement et la prévention de l'infection
feetale a CMV, deux approches sont en cours d’évaluation : les immunoglobulines (lg) et les
antiviraux. Le traitement par Ig a montré dans plusieurs études une efficacité, avec un taux plus
faible d’infection foetale aprées administration d’lg, mais les données sont encore insuffisantes pour
les recommander (71). Le GCV, le FOS et le CDV quant a eux ne sont pas recommandés pendant la
grossesse du fait de leur tératogénicité. Le Valaciclovir serait la seule molécule n’ayant pas montré
de teratogénicité et étant responsable d’une diminution de la charge virale foetale sous traitement

de la mere (40).

b)  Alanaissance

Chez le nouveau-né atteint, 'utilisation du GCV et du VGCV a montré un bénéfice et une
amélioration des atteintes neurologiques et de la surdité. Il est recommandé de traiter avec du
VGCV oral (16 mg/kg 2 fois par jour) les enfants avec une symptomatologie modérée a sévere
pendant 6 mois et le traitement doit étre initié dés le 1°" mois de vie (50).

Tous les enfants confirmés a la naissance comme ayant contracté une infection congénitale
a CMV doivent étre suivis régulierement, notamment au niveau auditif, car la surdité congénitale

peut apparaitre plusieurs mois apres.

2. Infections chez les patients transplantés

Plusieurs stratégies sont possibles : le traitement prophylactique, le traitement préemptif et
le traitement curatif (72).
Un traitement prophylactique peut étre prescrit pour éviter la survenue d’une infection a

CMV chez les patients immunodéprimés. Les molécules antivirales les plus utilisées dans cette
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indication sont le valaciclovir (posologie chez I'adulte : 2000 mg 4 fois par jour), le ganciclovir
(posologie : 5 mg/kg 1 fois par jour) ou le valganciclovir (posologie chez I’adulte : 900 mg 1 fois par
jour). La mise en place systématique d’un traitement prophylactique est recommandée chez les
patients a haut risque de maladie sévére a CMV (receveurs de poumons et d’intestin, les patients
D+/R-, les patients sous immunosuppresseurs) et permet de réduire le risque d’infection a CMV
post-greffe. Le traitement prophylactique n’est pas ou peu utilisé chez les patients allogreffés.

Le traitement préemptif consiste a effectuer une surveillance réguliere de la charge virale
par PCR (hebdomadaire ou bimensuelle), au cours des premiers mois apreés la transplantation. Si la
virémie dépasse un seuil prédéfini, et que, malgré une diminution du traitement
immunosuppresseur, la charge virale persiste toujours a des taux élevés, un traitement antiviral
pourra étre instauré. Cette stratégie sera le plus souvent choisi apres des greffes de CSH.

Le traitement curatif a pour objectif d’obtenir une diminution de la charge virale sanguine
d’au moins 1 log copies ou Ul/ml durant les 2 premiéres semaines de traitement. Aprés disparition
des signes cliniques et I'obtention de 2 PCR CMV sanguines successives indétectables (a au moins
48h d’intervalle), il sera possible d’arréter le traitement. Le GCV est le médicament de premiére
intention pour un traitement curatif et le VGCV en 2éme intention. Les posologies des antiviraux
sont adaptées a la fonction rénale du patient. Les doses administrées en curatif sont classiquement

le double de la dose utilisée en prophylaxie.

D. RESISTANCES AUX TRAITEMENTS

Malgré la mise en place d’un traitement anti-CMV, il est possible que chez certains patients
une réplication virale persiste, associée a une absence d’amélioration clinique, faisant évoquer une
non-réponse au traitement.

Dans un premier temps, il faut envisager I'hypothése de la mauvaise observance. Si le
traitement est pris correctement, il faut évoquer un sous-dosage du médicament, qui peut étre da
a la présence de facteurs de variabilité individuels. Le dosage plasmatique permettra de voir si les
concentrations sont comprises ou non dans les cibles thérapeutiques. Si cette hypothése est
écartée, il faudra envisager la présence d’une souche résistante.

Des criteres ont été définis pour indiquer la recherche de résistance aux antiviraux (7)(73) :

- Persistance de la virémie aprés minimum 3 semaines de traitement bien conduit.
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- Diminution de la charge virale de moins de 0,5log par semaine ou augmentation de la

charge virale ou persistance d’'une charge virale élevée apres 2 semaines de traitement.

- Aggravation clinique.

A noter que le rapport de la conférence de consensus internationale de 2017, ajoute la
notion d’exposition dans les critéres pour la recherche de résistance au GCV : « Plus de six semaines
d’exposition au GCV et échec thérapeutique aprés plus de deux semaines de traitement a dose
curative » (51). Ceci permet d’anticiper la recherche de résistance en cas d’exposition préalable par
prophylaxie.

C’est a la fin des années 80, que les premiéres souches résistantes au GCV ont été observées
(74), en lien avec I'augmentation de I'utilisation des traitements prophylactiques a cette période.
L'émergence de souches de CMV résistantes aux antiviraux est un risque majeur au cours des
traitements prolongés notamment chez les patients immunodéprimés et peut conduire a I'échec
thérapeutique.

Avant la mise sous traitement antiviral, les souches sauvages coexistent avec les souches
mutantes. Le traitement va bloquer la réplication des souches virales sensibles. Mais si la pression
de sélection est maintenue, les souches virales portant une ou plusieurs mutations de résistance
deviennent majoritaires.

Les résistances aux traitements peuvent étre caractérisées par une approche phénotypique

ou bien génotypique.

1. Tests phénotypiques

L'approche phénotypique consiste a cultiver le virus en présence de concentrations
croissantes d'un antiviral, afin de déterminer la concentration du médicament qui inhibe 50 % de la
croissance virale (CI50) ou 90% (CI90).

Le test « plaque reduction Assay » est le « gold standard » de I'évaluation phénotypique de
la sensibilité des agents antiviraux (75). Ce test consiste a inoculer, dans différents puits, un
inoculum viral standardisé que I'on va laisser cultiver pendant quelques jours, en présence de
dilutions de médicaments. Ensuite, on regarde le pourcentage de croissance virale par rapport a la
croissance dans un puit témoin sans antiviral, afin de déterminer la CI50.

D’autres tests ont été développés. lls sont basés soit sur la détection de I'ADN du CMV par

hybridation ou PCR quantitative, soit sur la détection d'antigénes spécifiques du CMV par dosage
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immuno-enzymatique, cytométrie de flux, dosage par immunofluorescence ou dosage par
immunoperoxydase.

Pour le GCV, les augmentations de la CI50 de 2 a 5 fois peuvent étre considérées comme
faibles, de 5 a 15 fois comme modérées (pouvant suggérer la présence d’une seule mutation au
niveau de 'UL97), et plus de 15 fois comme un niveau élevé (pouvant suggérer |'effet combiné des
mutations UL97 et UL54) (51)(76).

Cette maniere d’évaluer la sensibilité aux antiviraux présente de nombreux inconvénients,
puisque d’une part, il est nécessaire de cultiver la souche, et d’autre part, la variabilité inter-
laboratoire est problématique. En effet, il existe de nombreuses techniques qui sont souvent mal
standardisées et dont il est difficile de comparer les résultats et de déterminer une valeur seuil de
la CI50. Les tests phénotypiques prennent beaucoup de temps, du fait de la culture lente du CMV,
et peuvent manquer de sensibilité notamment pour la détection d'une résistance de faible niveau

(77).

2. Tests génotypiques

L'approche génotypique permet de détecter les mutations virales associées a des
résistances. Ces tests sont basés sur le séquencage de I'ADN des genes viraux qui sont connus pour
étre impliqués dans la résistance aux traitements anti-CMV (principalement UL97 et UL54). lls
peuvent étre réalisés directement a partir des échantillons primaires (généralement sur plasma ou
sang total), contrairement a I'analyse phénotypique qui nécessite de travailler sur le virus cultivé,
réduisant considérablement le temps d’obtention des résultats (77).

Le séquengage de I'ADN est la méthode de choix pour détecter la présence de mutations sur
I'UL54 et UL97, en raison du grand nombre de mutations signalées sur ces génes. Il nécessite au
préalable une extraction de I'ADN puis une amplification par PCR. Il est conseillé d'utiliser des
échantillons dont la charge virale est supérieure a 1000-2000 copies ou Ul/mL (78).

Les approches génotypiques sont rapides et sensibles, mais l'interprétation des résultats
n’est pas toujours facile, notamment pour différencier une mutation associée au polymorphisme

naturel, d’'une mutation liée a une résistance.
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a) Analyse par endonucléase de restriction

Une des premieres méthodes génotypiques utilisées est la détection de mutations par des
changements dans les séquences de reconnaissance des endonucléases de restriction de I'UL97
amplifiés. Ces tests rapides RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) ont été développés
puisqu’environ 70% des résistances aux traitements anti-CMV, contiennent des mutations sur 'un
des trois codons de I'UL97 (codons 460, 594 et 595). L’avantage de ce test était sa rapidité, mais
devant 'émergence de nouvelles résistances, il est nécessaire de séquencer le géne UL97 dans son

intégralité (79). Cette technique n’est a ce jour plus utilisée.

b) PCR en temps réel

La PCR en temps réel avec analyse de la courbe de fusion fait partie des techniques existantes
pour identifier les mutations de résistance au niveau de 'UL97. Des sondes d'hybridation spécifiques
a chague mutation sont marquées avec différents colorants fluorescents. Les modifications de la
courbe de fusion induites par la présence de mutations sont analysées apres amplification par PCR.
Il est possible d’amplifier un tres faible nombre de copies d'ADN sans culture cellulaire et plusieurs
mutations peuvent étre détectées simultanément en utilisant différents marqueurs de colorants.

Mais des polymorphismes proches des mutations connues peuvent affecter la courbe de fusion (80).

c) Séquencgage par la méthode Sanger

La méthode Sanger est la premiére technique de séquencage ayant été développée en 1977
(81). Elle est précédée d’une étape d’amplification par PCR des génes d’intérét (principalement UL97
et UL54).
Cette technique comporte plusieurs étapes (82):
- Préparation d’'un mélange avec 'ADN a séquencer (simple brin), des amorces, ’ADN
polymérase, des désoxynucléotides (ANTP).
- Hybridation des amorces.
- Répartition du mélange réactionnel en 4 tubes contenant des didésoxynucléotides
(ddNTP) différents (ddATP, ddGTP, ddCTP et ddTTP) chacun marqué par des

fluorochromes de couleurs différentes.
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- Polymérisation dans chacun des tubes, avec une incorporation de temps en temps d’un
ddNTP a la place d’'un dNTP qui stoppe la polymérisation. Des produits de tailles
différentes seront ainsi présents dans le tube.

- Chaque mélange réactionnel est déposé dans un puit d’une plaque d’électrophorése. Les
brins les plus courts migreront plus vite.

- Grace au marquage par les fluorochromes, tous les fragments de différentes tailles sont
révélés sur le gel d’électrophoreése a la fin de la migration (Figure 12).

- La succession des bandes colorées sera convertie en une succession de nucléotides
correspondant a notre séquence d’intérét.

La méthode Sanger originale nécessite du temps et n’est pas adaptée pour les brins d’ADN

de grandes tailles.
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Figure 12 : Séquencage méthode Sanger

L’électrophorése capillaire va permettre, tout en gardant le méme principe de séquencage,
d’augmenter considérablement la vitesse de séparation électrophorétique des fragments sur gel de
polyacrylamide. De plus, cette technique peut étre automatisée. La fluorescence émise étant de
longueur d’onde différente pour chaque nucléotide marqué, la séquence va étre représentée par
un fluorogramme sous forme de succession de pics de couleurs différentes, chaque couleur

correspondant a un nucléotide (Figure 13).
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Figure 13 : Exemple de fluorogramme

Les séquences obtenues sont alignées a la séquence de référence du CMV et confrontées a
une base de données automatisée, qui répertorie la majeure partie des mutations décrites. Les
mutations de résistance aux antiviraux sont bien distinctes des mutations de polymorphisme

présentes naturellement.

d) Séquengage par NGS (Sequencing Next Generation)

La nécessité d'un séquencage a plus haut débit des génomes de grandes tailles a déclenché
le développement de nombreuses technologies de deuxieme génération. On retrouve deux grands
groupes de nouvelles technologies (83) :

e Leséquencage par hybridation : hybridation de petites séquences chevauchantes sur
une matrice
e Le séquencage par synthese : il differe du séquencage Sanger par la présence de
reads (c’est a dire des fragments de plusieurs bases) beaucoup plus courts, avec
généralement un taux d'erreur intrinséquement plus élevé mais une couverture de
lecture de séquence élevée afin d'obtenir une séquence précise basée sur
I'identification d'une ségquence consensus. Plusieurs techniques existent :
o 454 pyrosequencing
o lon Torrent™

o Illumina technology™

Nous évoquerons surtout la technique lon Torrent™ puisque c’est la technique que nous

avons utilisé pour notre travail.
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Les réactions de séquencage se produisent dans des millions de puits recouvrant une puce
semi-conductrice contenant des millions de pixels qui convertissent les informations chimiques en
informations de séquencage. Tout d’abord, I'ADN est fragmenté par ionisation en fragments de 200
paires de bases environ, qui sont ensuite liés a des adaptateurs. Les fragments d'ADN sont fixés a
une bille et sont amplifiés sur la bille par PCR, chaque bille correspondant a un clone amplifié. Ce
processus permet a des millions de billes d'avoir chacune plusieurs copies d'une séquence d'ADN.
Chaque bille est acheminée dans un puit sur la puce, de maniére a ce qu'une seule bille puisse entrer
dans un puit individuel. Lorsqu’on introduit des nucléotides dans le milieu réactionnel (un a la fois)
et qu’un nucléotide est complémentaire au brin a séquencer, il va entrainer une libération d’ion H*
et donc provoquer une variation de pH qui sera détectée par un capteur. Entre chaque incorporation
de nucléotide, une étape de lavage est faite. Si aucun nucléotide n'est incorporé, aucun pic de
tension ne se produit.

Cette technique posséde une profondeur de lecture importante (c’est a dire le nombre de
nucléotides totaux des reads sur la taille du génome étudié), permettant de détecter plus facilement

des variants de sous-populations.

3. Fréquence des résistances et facteurs de risque

Les principaux facteurs de I'émergence des résistances aux antiviraux sont |'exposition
prolongée a un antiviral, le sous dosage de I'antiviral ou la présence d’une immunodépression
importante. La résistance virologique représente 50% des étiologies de non-réponse aux
traitements.

Chez les patients VIH, lorsque le taux de CD4 est trés bas (< 50/mm3), I'incidence pouvait
aller jusqu’a 20 % de résistance a tous les traitements anti-CMV. Mais plus récemment, grace a
I'efficacité des thérapies antirétrovirales, l'incidence a diminué a environ 5 % et la résistance du CMV
aux antiviraux chez les patients VIH est un probléme moins rencontré.

Actuellement, le risque de résistance est le plus élevé chez les patients transplantés et varie
selon le type de greffe. Les patients avec un statut D-/R+ représente la population la plus a risque
de développer des résistances aux traitements, surtout chez les transplantés pulmonaires. Des
résistances chez les patients greffés de CSH sont rencontrées mais I'incidence est plus faible (80).
Dans une étude réalisée entre 2006 et 2010 dans 33 centres répartis dans toute la France, sur une

cohorte de 680 patients virémiques traités, 8,1% des patients transplantés d’organes solides avaient
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des résistances aux antiviraux et 3,1% chez les patients greffés de CSH (7). Une autre étude réalisée
entre 2012 et 2016 sur 371 patients virémiques, retrouve respectivement 7,1% et 1,1% de
résistances aux antiviraux (Nouvel observatoire de la résistance virologique pharmacologique et
immunologique : OrPhaViC).

Le nombre de demandes de recherches de résistance aupres du CNR a augmenté en 2017 et
2018 d’apres le dernier rapport du CNR, témoignant d’'une augmentation des cas de non-réponse
aux traitements. En 2018, 423 génotypages pour 317 patients ont été réalisés et 141 montraient la
présence d’une résistance (73). Les résistances étaient principalement retrouvées chez les patients

transplantés du rein et des poumons et chez les patients greffés de CSH (Figure 14).
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Figure 14 : Répartition des cas de résistances par pathologies

4, Mécanismes de résistance

Les principaux mécanismes de résistance sont dus a des mutations au niveaux de I'UL97 (qui
code pour la kinase virale) et UL54 (qui code pour I’ADN polymérase). D’aprés le rapport du CNR de
2019, en France, on retrouve majoritairement des mutations au niveau de I'UL97 (75% des cas),
mais 24% des patients portent aussi des mutations au niveau de I'UL54, isolées pour certains,
conférant des résistances croisées a deux ou trois antiviraux. Ceci souligne la nécessité d’utiliser des
nouvelles molécules. On remarque quelques mutations de résistance au letermovir sur le géne UL56

(1%), correspondant au début de son utilisation en prophylaxie avec ATU en 2018.

59



a) Mutations sur 'UL97

La résistance au GCV a été décrite pour la premiére fois en 1986, a partir de la souche de
référence AD169 qui a été mise en culture de maniere successive en présence de GCV. Cette
expérience a permis de mettre en évidence une souche résistante 759rD100 qui était 10 fois moins
sensible que la souche de référence (84). Cette mutation était localisée sur I’'UL97 et correspondait
a une délétion des codons 590 a 593, responsable d’une forte diminution de la phosphorylation du
GCV. Plus tard, la mutation M460I au niveau du site catalytique de I’'UL97 a été mise en évidence et
fait partie des mutations les plus fréquentes. Le role essentiel de 'UL97 dans la phosphorylation du
GCV implique que toute mutation qui nuit a son activité conférera une résistance au GCV et une
résistance croisée a tout médicament qui dépend de I’'UL97 pour la phosphorylation ou qui utilise
I'UL97 comme cible virale. Une étude a montré la possibilité que I'’ACV soit responsable de
résistance croisée au GCV. Cette étude a été réalisée sur 3 isolats obtenus auprées de patients traités

seulement par de I’ACV et qui ont montré une sensibilité diminuée au GCV (85).

L’'UL97 est composé de plusieurs régions conservées (Figure 15) :

- Région | : du codon 337 au 345, qui correspond au site de liaison de I'ATP
- Région Il : lysine du site catalytique (K355) commun a toutes les kinases

- Région lll : glutamate E380

- Région VIB : du codon 453 au 462

- Région VIl : du codon 481 a 483

- Région VIl : du codon 520 au 527

- Région IX: du codon 553 au 557, qui correspond au site de liaison du substrat

Au cours des derniéres décennies, les mutations de I'UL97 les plus courantes conférant une
résistance clinique au GCV étaient regroupées au niveau des codons 460, 520 et 590-607 avec
notamment les substitutions d'acides aminés M460V/l, H520Q, C592G, A594V, L595S/F/W et
C603W (80)(86)(87). Ces mutations conferent une augmentation de la CI50 de 5 a 15 fois, sauf 3 fois
pour la mutation C592G. Au fil du temps, d'autres mutations de I'UL97 au niveau des codons 590-
607 apparaissent pour conférer des niveaux variables de résistance au GCV. Des mutations rares ont

été décrites plus récemment sur d’autres régions de I'UL97 : F342S, V356G, D456N, C480R, C518Y,
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P521L, A613V, Y617del, E655K (88). Le mutant K355Q montre également une absence de I'activité
de phosphorylation.

L'utilisation du maribavir (MBV), également inhibiteur compétitif de I'UL97, a provoqué
I'apparition de mutations de I'UL97 regroupées autour du site de liaison de I’ATP, comme les
substitutions d'acides aminés V353A, T409M et H411Y/N/L. Ces mutations ont été initialement
observées in vitro et conférent au MBV une CI50 9 a 80 fois supérieure, mais il n’y a pas de résistance
croisée avec le GCV (88)(89). Des essais effectués sur 'UL97 ont montré que le MBV était un
inhibiteur puissant et spécifique de I'autophosphorylation de I'enzyme de type sauvage mais pas de
la version mutante L397R (70).

Récemment, il a été décrit que la mutation F342Y de la boucle p de I'U97 conférait une
résistance croisée au MBV, aprés traitement antérieur par GCV (90) (91). De plus, une nouvelle
mutation C480F détectée apres un traitement au MBV, présente un phénotype de résistance de
haut grade au MBV et de résistance croisée au GCV de bas grade (92).

Les mutations au sein de I'UL97 sont généralement les premiéres a apparaitre chez les
patients traités par GCV et se manifestent soit par des mutations ponctuelles, soit par des courtes
délétions qui empéchent la phosphorylation du GCV, mais les autres fonctions de I'UL97 sont
maintenues (77). Le FOS et le CDV présentent un intérét vis a vis de ces souches résistantes, puisque
leur activité est préservée. En revanche, ces molécules ne protégent pas du risque d’apparition de

résistances au niveau de I'UL54.

uLg7 Hi
l.uss u
Codon 1 Nuclear Localization 337 453 481 520 553 707
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Figure 15 : Représentation des domaines conservés de I'UL97 et des différentes mutations
retrouvées avec les plus fréquentes en gras
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b) Mutations sur I’'UL54

Les mutations au niveau de I’'UL54 codant pour la polymérase virale sont moins fréquentes
et apparaissent généralement plus tardivement. Les mutations sont retrouvées principalement au
sein des domaines conservés.

La premiere souche résistante au GCV, 759rD100, s'est avérée contenir la mutation de 'UL97
dont nous avons parlé précédemment, mais aussi la mutation A987G dans la région V de la
polymérase, qui confére une double résistance au GCV et au CDV (93).

Un grand nombre de mutations sur UL54 ont été retrouvées suite a |‘analyse d‘isolats
présentant des résistances aux antiviraux. Ces mutations sont fréquentes in vivo apres un
traitement prolongé par GCV et peuvent étre responsables de I'augmentation du niveau de
résistance déja conféré par des mutations sur UL97. En général, la présence de mutation sur I’'UL54
sans mutation préalable au niveau de I'UL97 est rare mais a déja été décrite (77).

Au niveau des domaines exonucléases et de la région V de 'UL54, on peut retrouver des
mutations conférant la double résistance GCV-CDV et celles conférant la résistance au FOS sont
concentrées dans et entre les régions Il et Ill. Par exemple, la mutation N408K, conserve une
aptitude a la croissance normale en culture cellulaire mais confére une augmentation de la CI50 de
3 a 4 fois pour la GCV et d'environ 20 fois pour le CDV. Certaines de ces mutations peuvent étre
responsable d’une faible résistance croisée au GCV. D’autres mutations tels que A834P et 981-2
conferent une résistance modérée au GCV, a la FOS et au CDV.

Les résistances au niveau de I’'UL54 sont beaucoup plus étendues sur I'ensemble du géne et

nécessitent un séquencage sur une plus grande partie du géne (du codon 300 a 1000).
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Figure 16 : Représentation des domaines conservés de I'UL54 et des différentes mutations
retrouvées avec les plus fréquentes en gras

c) Mutations sur le complexe terminase

Les mutations au niveau du complexe terminase se retrouvent principalement sur les génes
UL56 et UL89. La principale caractéristique est que plusieurs substitutions différentes de nucléotides
au niveau du codon 325 de I'UL56 conferent une résistance absolue au LTV avec une augmentation
de la CI50 aux alentours de 3000 fois. Cette résistance ne semble pas altérer la capacité de la
réplication virale. De nombreuses expériences in vitro ont montré la diversité des mutations
génétiques qui concernent ce géne (88)(87).

La détection de la résistance au LTV in vivo a commencé avec la découverte des mutations
V236M et C325W sur I'UL56 au cours des essais cliniques. |l a été montré également des échecs
thérapeutiques avec la présence des mutation E237G et R369T.

Aucune résistance croisée ne devrait survenir entre le LTV et les autres traitements anti-CMV
actuels, étant donné que le mécanisme d’action est différent, mais il a été observé une légére

augmentation de la CI150 du GCV (2,1 fois) pour le mutant E237G de I'UL56 (94).
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Figure 17 : Représentation de I'UL56 et les différentes mutations de résistance

De maniere générale, les tests permettant la recherche de résistance devraient couvrir la
totalité des séquences codantes des génes UL97 et UL54, étant donné que ce sont les deux genes
pour lesquels on retrouve le plus de mutations conférant une résistance. Mais de nombreux
laboratoires de diagnostic effectuent des tests sur des plages de codons plus limitées, telles que 450
a 650 pour UL97 et 300 a 1000 pour UL54, qui couvrent les mutations les plus courantes mais
omettent certaines régions inhabituelles ou des mutations de résistance ont été signalées (51). Plus
récemment, dans certains laboratoires, le génotypage peut s’étendre sur la plage de codons 229-
369 de I'UL56 (87).

Dans le cadre d'essais cliniques, il est préférable de séquencer I'ensemble des codons UL97
et UL54, ainsi que I'ensemble du codon UL27 pour le MBV et I'ensemble des codons UL56, UL89 et
UL51 pour les inhibiteurs de terminase, afin de fournir des données permettant de guider le

développement ultérieur des diagnostics cliniques.
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5. Prise en charge thérapeutique en cas de résistance

Actuellement, aucune donnée issue d'essais contrélés ne permet de définir le traitement
optimal de substitution en cas de résistance aux médicaments.

En se basant sur une approche phénotypique, si on suspecte une mutation au niveau de
I’"UL97 suite a un traitement par GCV, avec un ratio de la CI50 (souche muté) / CI50 (souche sauvage)
> 5, on envisagera de switcher vers du FOS. Et si ce ratio est < 5, on envisagera la possibilité
d’augmenter les doses de GCV (95).

Lors du 3%™e consensus international de la gestion du CMV chez les patients transplantés
d’organes solides, un algorithme a été mis en place pour définir certaines recommandations (Figure
18)(51). Mais son application a des cas individuels doit tenir compte de I'urgence du changement
de traitement et des facteurs liés a I'h6te qui peuvent influencer fortement les résultats. En fonction
de la gravité de la maladie a CMV et des facteurs de risque de I'hote (D+/R-, immunosuppression
sévere), des changements empiriques de traitement peuvent étre effectués lorsqu'une résistance
aux médicaments est suspectée, en attendant d’avoir les résultats du génotypage. Si une ou
plusieurs mutations de résistance sont confirmées par génotypage, il conviendra de suivre
I'algorithme. Si aucune résistance n’est confirmée par génotypage, il est nécessaire de mettre
I'accent sur 'optimisation des facteurs de I'hote et de I'administration des médicaments plutot que
de changer de molécule antivirale. La surveillance thérapeutique des médicaments peut étre utile
pour ajuster les doses afin de maintenir des niveaux de médicaments efficaces par rapport aux
concentrations inhibitrices et de minimiser la toxicité. En effet, des concentrations en GCV en
dessous du seuil thérapeutique, peuvent étre responsable de la sélection de mutants résistants et
le risque d'échec du traitement (96).

D’autres traitements peuvent améliorer les défenses antivirales de I’'h6te comme les Ig anti-
CMV ou les perfusions adaptatives de cellules T spécifiques du CMV. Plusieurs médicaments utilisés
a d'autres fins, notamment les inhibiteurs de mTOR (sirolimus et everolimus), le léflunomide et
['artésunate, ont des effets anti-CMV in vitro qui peuvent parfois agir en synergie avec les antiviraux

classiques.
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Suspect drug resistance if cumulative GCV exposure >6 weeks [1)
and treatment fallure |2) after >2 weeks of ongoing full dose GCV or VGCV

GCV = ganciclovir; FOS = foscarnet; COV = cidofovir

Decrease immunosuppressive therapy If possible VGCV = valga
l [1] Resistance rare before 6 weeks, see text

[2] Symptomatic disease or viral load not improving

[ Severe OMV disease present (see text) ] [3] Full dose GCV = 5 mg/kg bid I.v
High dose GCV = 10 mg/kg bid |.v
l"” i "o (adjust doses for renal function)

FOS (add Full or high dose [3)

[4] Includes sequence variants conferring <2-fold ECS0 change
[5) Case reports of GCV ECSO Sx-10x successfully treated with

|

|

'

or switch) GCvV high dose GCV
[6] See text on limited data for COV efficacy. High dose GCV
i and concurrently i an option for some mutations,
I Obtain genotypic test data: UL97 and ULSA ] <
No mutation ULS7 mutation UL54 mutation
detected [4) only 2 UL97 mutation

Fulldose 6cv | | Govecsossals) | | Fos& mutation |

optimize dosing
and host factors lno lv,, lno lye;
High dose | | Full dose Fos | | cov-r mutation |
GCvV(3)
‘no *Vﬁ
Test specimen
from diseased | cov |6) I FOS + high

site if applicable l dose GCV [3)

v v

if not improved viral load/disease after 3 weeks, repeat genotypic testing
and consider nonstandard or experimental therapy (see text)

Figure 18 : Algorithme en cas de résistance aux traitements (3¥™ consensus international 2017 de
la gestion du CMV chez les transplantés d’organes solides)
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PARTIE 2 : MISE AU POINT D’UNE TECHNIQUE DE GENOTYPAGE DU CMV

by

Ce travail consiste a mettre au point une technique de génotypage du CMV, afin de

rechercher les résistances aux antiviraux et ainsi pouvoir adapter la prise en charge du patient.

l. MATERIELS ET METHODES
A. ETUDE BIO-INFORMATIQUE

Afin de mettre au point cette technique de génotypage, une analyse bio-informatique a été
nécessaire. Dans un premier temps, il a fallu déterminer les zones d’intérét de notre génome,
intéressantes a séquencer : les régions connues comme étant responsables de potentiel résistances
et les zones hypervariables. Dans un second temps, pour permettre I'amplification de notre génome

par technique PCR et le séquencage par technique NGS, nous avons d{ designer des amorces.

1. Sélection des séquences du génome complet du CMV

A partir de la plateforme NCBI Genbank (97), nous avons sélectionné plusieurs séquences du
génome complet du CMV (qui correspond a environ 250 000 paires de base). Sur le logiciel MEGA,
les séquences ont été corrigées en supprimant notamment les nucléotides N. Ensuite les séquences
ont été alignées a I'aide du logiciel MAFFT (98) puis analysées sur MEGA afin de trier et d’éliminer

les séquences non correctes, issues de virus non circulants ou incompleétes.

KP745708.1 Human herpesvirus 5 strain BE/8/2010 complete genome

JX512201.1 Human herpesvirus 5 strain HAN3 complete genome

KT726944.2 Human betaherpesvirus 5 strain NL/Rot5/Urine/2012 partial genome
KJ361954.1 Human herpe:
. KP745655.1 Human herpe:
. KP745718.1 Human herpe:
. KP745717.1 Human herpe:
. KP745728.1 Human herpe:
. KP745675.1 Human herpe:

CRS T

©

JER4559 complete genome
BE/26/2011 complete genome
BE/42/2011 complete genome

is complete genome
14. KY490065.1 Human betaherpesvirus 5 strain PRA3 complete genome
15. KP745716.1 Human herpesvirus 5 strain BE/16/2010 complete genome
16. KP745707.1 Human herpesvirus 5 strain BE/13/2012 complete genome
17. KP745711.1 Human herpesvirus 5 strain BE/24/2011 complete genome
18. KP745657.1 Human herpesvirus 5 strain BE/13/2011 complete genome
19. KY490075.1 Human betaherpesvirus 5 strain HANRTR6 complete genome
20. KY490064.1 Human betaherpesvirus 5 strain PRA2 complete genome
21. KJ872541.1 Human herpesvirus 5 strain PAV20 complete genome
22. KT726945.2 Human betaherpesvirus 5 strain NL/Rot6/Nasal/2012 complete genome
23. KY490085.1 Human betaherpesvirus 5 strain HANSCTR11A complete genome
24. KJ361955.1 Human herpesvirus 5 strain HAN33 complete genome
25. KJ872542.1 Human herpesvirus 5 strain PAV21 complete genome
26. KP745652.1 Human herpesvirus 5 in BE/2/2011 complete genome
27. KY490079.1 Human betaherpesviru:
28. KP745692.1 Human herpesvirus 5 str:
29. KP745684.1 Human herpesviru:
30. KT726951.2 Human betaherpes
31. KY490087.1 Human betaherpes
32. KP745724.1 Human herpesv:
33. KP745722.1 Human herpesv.
34. KP745681.1 Human he
35. JX512202.1 Human he HANS complete genome
36. KF021605.1 Human herpe: TR complete genome
37. KP745677.1 Human herpesvirus 5 strain BE/1/2010 complete genome
38. KP745695.1 Human herpesvirus 5 strain BE/6/2012 complete genome
39. X17403.1 Human cytomegalovirus strain AD169 complete genome

11. KP745703.1 Human he:
12. KP745673.1 Human he:
13. JX512198.1 Human herpesv:

rain HANSCTRIA complete genome
BE/3/2012 complete genome

BE/11/2011 complete genome

rain UK/Lon8/Urine/2012 complete genome
HANSCTR12 complete genome
BE/4/2012 complete genome

BE/40/2011 complete genome

BE/43/2011 complete genome

s 5 st

Figure 19 : Alignement des séquences du génome complet du CMV
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Nous avons ensuite réalisé un arbre phylogénétique sur MEGA, permettant d’observer
I’'homologie des séquences. Les nceuds de I'arbre correspondent a un ancétre commun et la
longueur des branches correspond a I'éloignement génétique. Nous avons éliminé les séquences
aberrantes et déterminé des groupes. Enfin, pour faciliter le travail bio-informatique, nous avons
sélectionné 39 séquences au sein de ces groupes espacées les unes des autres d’un point de vue
phylogénétique. Cette sélection permet d’avoir un maximum de diversité dans nos séquences qui

vont nous servir pour la suite de I'étude.

98 KP745719.1 Huma herpesvirus
KP745680.1 Huma herpesv irus

5 strai BE/26/2010 complete geome
5
KP745666.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/7/2012 complete geome
5
5

strai BE/11/2012 complete geome

KP745665.1 Huma herpesvirus
KP745693.1 Huma herpesvirus
KP745670.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/30/2011 complete geome

KP745692.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/3/2012 complete geome

K uma herpesvirus 5 strai B 0 complete geome

100 strai BE/16/2012 complete geome

o8 strai BE/15/2012 complete geome

100

KP745642.1 Huma herpesvirus 5 strai CZ/1/2012 complete geome

KP745711.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/24/2011 complete geome
'_ JX512204.1 Huma herpesvirus 5 strai HA16 complete geome

100 KP745651.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/9/2012 complete geome

100

92

KT726946.2 Huma betaherpesvirus 5 strai L/Rot7/Urie/2012 partial geome
KP745691.1 Huma herpesvirus 5 strai CZ/1/2013 complete geome

KY 490064.1 Huma betaherpesvirus 5 strai PRA2 complete geomel

KY 490068.1 Huma betaherpesvirus 5 strai PRA6 complete geome

KP745714.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/29/2010 complete geome
92 JX512199.1 Huma herpesvirus 5 strai HA1 complete geome
KP745718.1 Huma herpesvirus 5 strai CZ/1/2011 complete geomg
KY 490062.1 Huma betaherpesvirus 5 strai PAV32 complete geome
— K 61949.1 Huma herpesvirus strai O complete geome
100 L kJu361952.1 Huma herpesvirus 5 strai HA27 complete geome
I— KJ361960.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV4 complete geome

KJ361964.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV8 complete geome
I_LE KY 490083.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HASCTR9 complete geome

100

100 KJ361957.1 Huma herpesvirus 5 strai HA39 complete geome
100 KJ361969.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV25 complete geome
92 E KP745690.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/34/2011 complete geome
KT726955.2 Huma betaherpesvirus 5 strai UK/Lo5/Blood/2010 partial geome

KP745720.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/15/2011 complete geome

98 KP745723 1 Huma her i BE/37/2014 JaaTell
KP745681.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/43/2011 complete geome
KP745655.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/3/2010 complete geome
| KP745694.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/12/2010 complete geome
KP745700.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/4/2011 complete geome
100 KP745702.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/21/2011 complete geome
100 KP745659.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/3/2011 complete geome
100 KY 490082.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HASCTR8 complete geome
100

KP745706.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/41/2011 complete geome
KJ361951.1 Huma herpesvirus 5 strai HA21 complete geome

KP745712.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/19/2010 complete geome
KT726941.2 Huma betaherpesvirus 5 strai L/Rot2/Urie/2012 partial geome
KT1726951.2 Huma betaherpesvirus 5 strai UK/Lo8/Urie/2012 complete geom
KP745707.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/13/2012 complete geome
KP745724.1 Huma herpesvirus 5 strai
KP745697.1 Huma herpesvirus 5 strai
KP745727.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/17/2010 complete geome

100

100

BE/4/2012 complete geome
BE/23/2010 complete geome

HQ380895.1 Huma herpesvirus 5 strai JHC complete geome
KY 490088.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HASCTR13 complete geome

100 KJ361950.1 Huma herpesvirus 5 strai HA11 complete geome

E KY 490076.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HARTR8 complete geome
KT726942.2 Huma betaherpesvirus 5 strai L/Rot3/asal/2012 partial geome

KJ361963.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV7 complete geome

KP745671.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/14/2011 complete geome
100 KY 490081.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HASCTR2 complete geome
KJ361970.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV26 complete geome
C 006273.2 Huma herpesvirus 5 strai Merli complete geome
KP745662.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/20/2010 complete geome
KT726952.2 Huma betaherpesvirus 5 strai UK/Lo3/Plasma/2012 partial geome
100 KJ361953.1 Huma herpesvirus 5 strai HA30 complete geome
KR534211.1 Huma herpesvirus 5 strai JER5409 complete geome
100 |_'— KP745678.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/25/2010 complete geome
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 — RIKD34£11.71 Fluma Nerpesyv Irus o stral JERD4UyY compiete geome

100 |_|: KP745678.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/25/2010 complete geome
100 KP745686.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/39/2011 complete geome
100 GQ221974.1 Huma herpesvirus 5 strai 3157 complete geome

100

KT726940.2 Huma betaherpesvirus 5 strai L/Rot1/Urie/2012 partial geome
JX512198.1 Huma herpesvirus 5 strai Davis complete geome

100 KP745705.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/38/2011 complete geome
JX512203.1 Huma herpesvirus 5 strai HA12 complete geome
KJ361956.1 Huma herpesvirus 5 strai HA36 complete geome

100

KP745654.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/19/2011 complete geome

K¥ 4900651 Huma betaherpesvirus 5 strai PRA3 complote geome
100 KJ361961.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV5 complete geome

KJ361965.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV11 complete geome
88 KP745667.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/5/2011 complete geome
JX512208.1 Huma herpesvirus 5 strai HA31 complete geome
o8 KP745672.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/29/2011 complete geome
100 KP745679.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/24/2010 complete geome
100 KY 490067.1 Huma betaherpesvirus 5 strai PRA5 complete geome
JX512200.1 Huma herpesvirus 5 strai HA2 complete geome

KY 123651.1 Huma herpesvirus 5 strai HARTR4 complete geome

KP745716.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/16/2010 complete geome

KY 490078.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HARTR10 complete geome
KJ361946.1 Huma herpesvirus 5 strai 2CE2 complete geome

100
100
100

KY 490077.1 Huma betaherpesvirus 5 stra-i HARTR9 complete geome

KJ361955.1 Huma herpesvirus 5 strai HA33 complete geome

88 - KY 490079.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HASCTR1A complete geome

100 KP745710.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/2/2012 complete geome
98 |_|: JX512201.1 Huma herpesvirus 5 strai HA3 complete geome

I:I KY 490070.1 Huma betaherpesv irus 5 strai PRA8 complete geomel
100 KP745685.1 Huma herpesvirus 5 strai CZ/3/2012 complete geome
KT726944.2 Huma betaherpesvirus 5 strai L/Rot5/Urie/2012 partial geome

KJ361947.1 Huma herpesvirus 5 strai 2CE5 complete geome

KY 490080.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HASCTR1B complete geome

KP745673.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/42/2011 complete geome
KP7457

86

86

100 01.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/6/2010 complete geome
100 KP745676.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/28/2010 complete geome
100 KY 490063.1 Huma betaherpesvirus 5 strai PRA1 complete geome
100 KR534203.1 Huma herpesvirus 5 strai JER3230 complete geome
100 KUS550090.1 Huma herpesvirus 5 strai AU complete geome
100 KJ361958.1 Huma herpesvirus 5 strai HA40 complete geome
KP745653.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/22/2011 complete geome
KY 490061.1 Huma betaherpesvirus 5 strai PAV31 complete geome
100 KY 490086.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HASCTR11B complete geome
KY 490084.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HASCTR10 complete geome
100 KY 490071.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HAChild1 complete geome
o8 KP745657.1 Huma herpesv irus 5 strai BE/13/2011 complete geome
KT726948.2 Huma betaherpesvirus 5 strai UK/Lo2/Blood/2013 partial geome
JX512207.1 Huma herpesvirus 5 strai HA28 complete geome
KJ872542.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV21 complete geome 1
100 KJ361959.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV1 complete geome
100 KP745699.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/1/2012 complete geome
1CE|__|: KP745689.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/17/2011 complete geome
100 KJ361966.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV12 complete geome
KT634296.1 Huma herpesvirus 5 strai UKEQAS2 complete geome
TE KT726954.2 Huma betaherpesvirus 5 strai UK/Lo4/Bile/2011 partial geome

100 KY 490074.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HARTR1B complete geome

KY490073.1 Huma betahergesvirus 5 strai HARTR1A comglete Jeome
KY 490087.1 Huma betahergesvirus 5 strai HASCTR12 cornﬁlete Soome

KY 490075.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HARTR6 complete geome

KU550088.1 Huma herpesvirus 5 strai A2LA complete geome

100 KP745674.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/33/2011 complete geome
100 KP745696.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/27/2011 complete geome
KP745668.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/18/2011 complete geome

100 KP745660.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/6/2011 complete geome

KP745675.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/23/2011 complete geome

KJ361962.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV6 complete geome
KP745704.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/32/2011 complete geome

KT726947.2 Huma betaherpesvirus 5 strai UK/Lo1/Blood/2013 complete geome
IKF’745652.1 Huma herEesv us 5 strai BE/2/2011 comEIete Eeome I

100 KT726949.2 Huma betaherpesvirus 5 strai UK/Lo6/Urie/2011 complete geome

KJ361948.1 Huma herpesvirus 5 strai 2CE15 complete geome
100 KJ361967.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV23 complete geome

KP745663.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/5/2010 complete geome
KY 490066.1 Huma betaherpesvirus 5 strai PRA4 complete geome
KP745715.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/44/2011 complete geome
KP745698.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/20/2011 complete geome
KR534208.1 Huma herpesvirus 5 strai JER4559 complete geome
KT726953.2 Huma betaherpesvirus 5 strai UK/Lo9/Urie/2012 partial
KP745703.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/26/2011 com
JX512206.1 Huma herpesvirus 5 strai HA22 complete geome

KP745722.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/40/2011 complete geome

100
100
100

100

KP745717.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/2/2010 complete geome|

JX512205.1 Huma herpesvirus 5 strai HA19 complete geome

100 KJ872539.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV16 complete geome
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“"’100 KJ872539.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV16 complete geome
100 KY 490069.1 Huma betaherpesvirus 5 strai PRA7 complete geome
100 KP745728.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/4/2010 complete geomel]

—— KU550089.1 Huma herpesvirus 5 strai A4LA complete geome
KJ361968.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV24 complete geome

KP745683.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/12/2011 complete geome

KR534213.1 Huma herpesvirus 5 strai JER5695 complete geome

JX512202. 1 Huma herpesvirus 5 strai HA8 complete geome

KT726943.2 Huma betaherpesvirus 5 strai L/Rot4/asal/2012 partial geome

KP745725.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/49/2011 complete geome

100 KT726950.2 Huma betaherpesvirus 5 strai UK/Lo7/Urie/2011 complete geome
KP745726.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/30/2010 complete geome

100 KJ872541.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV20 complete geome ||

100
100

100 |

KP745713.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/35/2011 complete geome
W‘Z KP745656.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/2/2013 complete geome
KU550087.1 Huma herpesvirus 5 strai A1LA complete geome
KP745695.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/6/2012 complete geomel]
KT959235.1 Huma herpesvirus 5 strai DB complete geome

100
100 100

100

KP745682.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/46/2011 complete geome
o8 KJ361971.1 Huma herpesvirus 5 strai UKEQAS1 complete geome

KY 490072.1 Huma betaherpesv irus 5 strai HAChild23 complete geome
KP745677.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/1/2010 complete geome

100

100 KP745661.1 Huma herpesvirus 5 strai BE/33/2010 complete geome
KY 490085.1 Huma betaherpesvirus 5 strai HASCTR11A complete geome |
100 |_':l KJ872540.1 Huma herpesvirus 5 strai PAV18 complete geome
100 KT726945.2 Huma betaherpesvirus 5 strai L/Rot6/asal/2012 complete geomel]
4 X17403.1 Huma cy tomegalovirus strai AD169 complete geome 1

GU937742.2 Huma herpesvirus 5 strai Toledo complete geome

Figure 20 : Arbre phylogénétique et sélection des séquences pour I'alignement

2. Détermination des régions a séquencer

Une fois I'alignement réalisé, nous avons sélectionné des zones du génome contenant des
séquences homologues hypervariables, qui seront essentielles pour réaliser le génotypage.

Pour cela, a partir de notre alignement de 39 séquences, nous avons regardé le nombre de
positions variables tout le long des séquences d’ADN. Le logiciel MEGA permet de calculer Ila
variabilité position par position qui est ensuite représentée sous forme de graphique. La sélection
des zones hypervariables se fait sur plusieurs critéres: conservation d’'une homologie de la
séquence, espacement suffisant entre chacune des zones, pas de chevauchement avec les zones de
génes de résistance connues (UL54 et UL97). Nous n’avons pas choisi les zones hypervariables aux
extrémités du génome car la variabilité était potentiellement due a des problemes lors de
d’alignement. Des arbres phylogénétiques ont été réalisés de nouveau sur chacune des régions
sélectionnées pour comparer les arbres et s’assurer que la répartition des groupes soit équivalente.

Ainsi, nous avons choisi 2 zones hypervariables (entourées en rouge sur le graphique, Figure
21), allant sur notre alignement :

e Du nucléotide n°102 600 au n°110 500, que nous appellerons par la suite zone N°1
e Du nucléotide n°187 500 au n°193 500, que nous appellerons par la suite zone N°2
Enfin, sur Genbank, nous avons regardé quelles étaient les positions des 2 genes impliqués dans

la plupart des mécanismes de résistance : 'UL97 et I'UL54.
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Au total, nous avons donc 4 zones que nous allons séquencer : les 2 zones hypervariables et les
2 genes UL97 (allant du nucléotide n° 158 000 au n°160 500 sur notre alignement) et UL54 (du
n°91 000 au n°94 500).

Variabilité position par position

187 500 - 193 500

w 102 600 - 110 500

'\

50000 100000

Figure 21 : Variabilité positions par positions

6. Design des amorces

Pour séquencer nos différentes régions a partir de prélévements de patients, il a été
nécessaire d’amplifier notre matériel génétique par technique PCR. La technique d’amplification
gue nous avons décidé de mettre en place est une PCR multiplex (qui consiste a réaliser plusieurs
PCR en paralléle dans un méme puit). Cette technique demande d’avoir plusieurs couples d’amorces

(sens et anti-sens) qui vont chacun amplifier une partie différente du génome.

Figure 22 : Principe de la PCR Multiplex
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Nous avons créé des couples d’amorces pour chacune des zones prédéterminées. C'est sur
un logiciel disponible gratuitement sur Internet, Primalscheme® (99), que nous avons pu designer
les amorces, simplement en y exportant le fichier FASTA de chacune de différentes zones et en
définissant certains paramétres (taille de 'amorce, pourcentage de G+C). Une fois les amorces
créées, nous avons vérifié sur le logiciel Sequencher® que tous les nucléotides des amorces étaient
bien complémentaires avec toutes les séquences. Si ce n’était pas le cas, nous avons apporté
guelgues modifications aux amorces en les dégénérant, c’est a dire en modifiant un ou plusieurs
nucléotides de I'amorce afin que celle-ci puisse correspondre avec plusieurs possibilités de
nucléotides sur la séquence (par exemple : I'amorce GGTTACAGAATCACCGTTGTCG a été modifié en
GGTTACAGAATCACCGTKGTCG. Le K correspond a un T et a un G, la solution d’amorces contient un

mélange des deux). Une fois le design des amorces terminées, nous les avons commandées.

Your results

REGIONS GAPS COVERAGE

18 0 98.04%

Figure 23 : Proposition de dispositions d’amorces par Primalscheme®

A Adénine
T Thymine
G Guanine

C Cytosine

Y CouT
R AouG
K TouG
M AouC

Tableau 2 : Code pour les bases dégénérées
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Noms des amorces

Séquences

187500_193500_1_LEFT

CGTAGATAGGCAGCATGAACCC

187500_193500_1_RIGHT

CCATGCAGGTGAACAACAAGGG

187500_193500_2_LEFT

GTGTGCTCCATGAGGAAAGGAG

187500_193500_2_RIGHT

CCCCGCAAGAAGAAGAGCAARC

187500_193500_3_LEFT

GTACTCAAGAGAGCGATTGGTGT

187500_193500_3_RIGHT

CCGACCCGATGAAGATAGTTCC

187500_193500_4_LEFT

TCATCTCCTCGGACTCACTCTC

187500_193500_4_RIGHT

GTAAGAAACCGCGCAAAACCAC

187500_193500_5_LEFT

CGGGCGGTTTAATAATCACCTTGAA

187500_193500_5_RIGHT

ACTGTTATGGATCCCACGTCAC

187500_193500_6_LEFT

ACAGGCGTGACACGTTTATTGA

187500_193500_6_RIGHT

AGCTCCTCTGATTCTCTGGTGT

187500_193500_7_LEFT

CTGATCACTGTTCTCAGCCACA

187500_193500_7_RIGHT

GTCACYAGTGACGCTTGTATGA

187500_193500_8_LEFT

AAGAYATAGCAGCACAGCACCC

187500_193500_8_RIGHT

TAACAAGTTRGGGGGTGCACTG

187500_193500_9_LEFT

TTCCTGTAGCACATATAMATCATCTTTCT

187500_193500_9_RIGHT

GGACGGATACTTATATGTGTTGTTATCC

187500_193500_10_LEFT

TGTGCTCCTTGATTCTATGCCG

187500_193500_10_RIGHT

CGACGTTYCTGCAGACTATGTT

187500 193500 11_LEFT

AGGGATTCTTCGGCCAAYTCTG

187500_193500_11_RIGHT

CAGTGTRGTCTGAGCAGTATTCGT

187500 193500 12 LEFT

GGAACAGTCTGTTAGTCTGTCAGC

187500_193500_12_RIGHT

GACATGGGCTCTTCTCTGGTAG

187500_193500_13_LEFT

AAGTCTGGCCTCCACTGTTAGG

187500_193500_13_RIGHT

AGCTTAGCCTATAGGTGYGGGT

187500 193500 14 LEFT

AAAGARAGTTGTGGCAAAGAGC

187500_193500_14_RIGHT

CAAATGGGCGGTAGGCGTATAC

187500_193500_15_LEFT

AGGCGATCTGACGGTTCACTAA

187500_193500_15_RIGHT

TTACGGTAAACTGCCCACTTGG

187500_193500_16_LEFT

CGTCATTGACGTCAATAGGGGG

187500_193500_16_RIGHT

TGGTTATATAGCGTAAATCAATATTGGCT

187500 193500 17 LEFT

TTGGACATGAGCCAATATAAATGTACA

187500_193500_17_RIGHT

TGAAAATATGGCATATTGAAAATGTCGC

187500_193500_18_LEFT

TCGCGTATGCCCAAAAATCACT

187500_193500_18_RIGHT

GAATACGCTGCGGCAAAGTGAA

102600_110500_1_LEFT

CTAAAGGTATCCTCGCCCGTCA

102600 110500 1 RIGHT

GTGTAYAACACGGGCTTGTCGG

102600_110500_2_LEFT

CGTCTGATAACACGTGTGGCAA

102600 110500 2 _RIGHT

GACCGAGCTCAAGTTGCATCTC

102600_110500_3_LEFT

GTAGAGCACCGAATTAGCGCTG

102600_110500_3_RIGHT

CCCGCCTACGCTCTTTAATTCG

102600_110500_4_LEFT

ACACGTAGTAGAAAAGCGTCTCG

102600 110500 4 _RIGHT

CGAAAGTCACGTCCTTCTGTCC
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102600_110500_5_LEFT

GTGATCCTCGGTAAAAGCCACG

102600_110500_5_RIGHT

TACGAATTGCTGGGATCGTTGC

102600_110500_6_LEFT

ACCAAGGAAAAGTTCAGCACGT

102600_110500_6_RIGHT

CGTCAGGYGGTTCTTTGTGATT

102600 110500 7_LEFT

TCACATCAGCTAACAAACCGTGA

102600_110500_7_RIGHT

GTTCCCCATCACGGTGTTTCAT

102600_110500_8_LEFT

ATTGTGTATTTTTATTTTCCCATCCCCC

102600_110500_8_RIGHT

ACGTGACCARCAAAAGTGCTCA

102600_110500_9_LEFT

CCATCTGGTGTCGGCATAAGAAC

102600_110500_9_RIGHT

GTAGCTTATGACGCGTATCCGG

102600_110500_10_LEFT

TCGGTGTACGTACAGGCTTCTC

102600_110500_10_RIGHT

TATGCATCCTAGGGGTGGAAGC

102600_110500_11_LEFT

ACGTCATCAGTCCGTTTTACGT

102600 110500 _11_RIGHT

AATTTTACCGGCGCATGCGC

102600_110500_12_LEFT

TCCGCCTTATCCTGGGCGTT

102600 110500 _12_RIGHT

CTCCAGGAAAGGGTGGAAAACG

102600_110500_13_LEFT

GCCATGACACCTCAATTGYCGT

102600_110500_13_RIGHT

ACAGTTTCGGGGCCATTTGAAC

102600_110500_14 LEFT

GTGAACCGATACGGGTRCAG

102600 110500 14 RIGHT

GAGATGGTTTGACGTCAGCGAC

102600_110500_15_LEFT

TTCCGTGATGCTACCTAGAGGG

102600_110500_15_RIGHT

GGCGGCTGTCCTAAAATGACTA

102600_110500_16_LEFT

CCAAGACTCTTACCACGTAGACG

102600_110500_16_RIGHT

CCCCCGTTTTCAAACACCTCAA

UL54_1 LEFT

CCACTACTCTCACCACCAGTCT

UL54_1_RIGHT TAGCTGAAGATCCGAGCTACGT
UL54_2_LEFT ACCTGCTCAAAGTACTTGTCGG
UL54_2_RIGHT GGATCGGGTCTTTTACGTYCTG
UL54_3_LEFT GGTTACAGAATCACCGTKGTCG
UL54_3_RIGHT GCCTCTCACTCGATGAAGTYAA
UL54_4_LEFT CACGGTGCAGGTAYAGATCGTC
UL54_4_RIGHT GCTGGAGTTTGAAAAGGTCTTCG
UL54_5_LEFT CCTCCACTTTGCCGATATAACGT
UL54_5_RIGHT CTATGTAGTRAGAACGCGGGAG
UL54_6_LEFT CTGTCCGTRTCCCCGTAGATGA
UL54_6_RIGHT GTGCAACGCTTTCTACGGTTTTA
UL54_7_LEFT ARTTGTCTTTGATGAACCGCGC
UL54_7_RIGHT CTAGAGAACGGCGTGACSCATC
UL54_8_LEFT TGTTCCTTGTCGAGCAGCATAC
UL54_8_RIGHT CCGAGGTGGGTTAYTACAACGA
UL54_9 LEFT CARAGGTTGTGAGCCATGATGA
UL54_9_RIGHT TGGCGGCYATGTTTCAGATGTC

UL54_10_LEFT

CCACTACTGCCGGAGCCGA

UL54_10_RIGHT

GTCATCTTTGACGGACAGCAGA

UL54_11_LEFT

TGGTTGGGCAGGATAAAATCGC
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UL54_11_RIGHT

TAAGCTCAACACTATGGCCGAG

UL54_12_LEFT

GCGGGATGTCCTTGTARGACAG

UL54_12_RIGHT

CTGTATAAGGTGGACTCGCAGC

UL54_13_LEFT

GTACTGCCGCTTAAAACCCACG

UL54_13_RIGHT

GGCACTCGGGTCTTCATCTCTT

UL54_14 LEFT

AAAAGCATAAAGCCCAGCAGCA

UL54_14 RIGHT

ATCGGTGCTTGTCCTTCGATAT

UL54_15_LEFT

ACAATGTCATCGGACTTCTCGG

UL54_15_RIGHT

AAAATCGGCGAGTATCTGCTGG

UL54_16_LEFT

GATCGATGACCAAACGCGTCAG

UL54_16_RIGHT

TATCTGCGTCAACGTTTTCGGG

UL54_17 LEFT

CAATGACCTCACGCAGCCTATC

UL54_17_RIGHT

TCGAGAGATTAAACATTTGTTGAGTCA

UL54_18_LEFT

AATAGGTCCCACCACGCGACCC

UL54_18 RIGHT

TCACGGTCCGCTATGTTTTTCA

ULS7_1_LEFT GACAGTGTCGGTGTGGTAGCTA
UL97_1_RIGHT GTTGTGCTGACGGAACTCAGAG
UL97_2_LEFT AAGACTGTCGCCACTATGTCCT
UL97_2_RIGHT TAACCGTCGCCGCTGGCGGCG
UL97_3_LEFT TGATGCGTGACGGAGAAAAAGA
UL97_3_RIGHT CTCCACGTCGTTTTCTTCGAGC
ULS7_4_LEFT GTCGTTCGAGTACGATCGCGAC
UL97_4_RIGHT TGCTCGTTGGAACAGGTGCAAT
UL97_5_LEFT GTATGTTCTTGCGCCTTACGCA
UL97_5_RIGHT GATGTACCGTGACGTTGTGCAG
UL97_6_LEFT GATCGCTATCGCGTGGTCAAGG
UL97_6_RIGHT GTTCACGTCGATGAGCACGTTC
ULS7_7_LEFT TGGCCGACGCTATCAAATTTCT
UL97_7_RIGHT CCGACATGCAATAACGCCGTAG
UL97_8_LEFT CCTATCCGGATTACAACGAGCG
UL97_8_RIGHT CGTGAGCTTGCCGTTCTCCAAC
ULS7_9_LEFT GYACGGAGGCGTTGCTCTTTAA
UL97_9_RIGHT TCAAGGTCCTCCTCGCAGATTA

UL97_10_LEFT

CTTTGTGGAGGCCAAGATGTCC

UL97_10_RIGHT

TCGTCGTAGTCCAAACTCGAGA

Tableau 3 : Séquences d’amorces

B. REGENERATION DES AMORCES

Les amorces recues sont lyophilisées. Il a donc été nécessaire de les régénérer par ajout de
TE (Tampon Tris-EDTA, pH=8,0). Sur les étiquettes de chaque tube d’amorces, il est indiqué la
concentration en amorces, nous permettant de déduire le volume de tampon a ajouter afin d’avoir

une concentration 100 uM.
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Ensuite nous avons créé des pools d’amorces, en mélangeant les amorces impaires qui
correspondent au pool n°1 et les amorces paires au pool n°2. Il est important de tenir compte de la
dégénérescence ou non des amorces : si I'amorce est dégénérée il faudra introduire un volume 2
fois moins élevé que si elle ne I'est pas. Au total, nous avons 8 pools d’amorces :

e Pool1delezone N°1
e Pool2delazone N°1
e Pool 1delezone N°2
e Pool 2 dele zone N°2
e Pool1del’UL97
e Pool 2 del’'UL97
e Pool 1del’'UL54
e Pool 2 del’'UL54

C. SELECTION DES ECHANTILLONS

Pour cette étude, nous avons travaillé sur des échantillons issus de patients de I'lHU
Méditerranée Infection présentant une PCR positive pour le CMV. Ces prélevements étaient
majoritairement du sang, mais nous avons également sélectionné quelques prélévements urinaires
et des biopsies.

Seuls les prélevements pour lesquels un médecin avait prescrit des analyses biologiques ont
été utilisés. Aucun prélevement supplémentaire n’a été demandé. Les résultats obtenus dans cette
étude n'ont pas eu d'impact sur la prise en charge du patient et une non-opposition orale a été
obtenue pendant I'admission des patients, le consentement spécifique des patients et I'approbation

du comité d'éthique n'ont pas été nécessaires pour cette étude (100).

1. 1ére série d’échantillons

Afin de tester nos amorces et la technique PCR que nous allons utiliser pour la suite de notre
travail, nous avons décidé dans un premier temps de sélectionner 7 prélevements. Le choix s’est
porté sur des échantillons de patients avec une PCR positive pour le CMV avec une charge virale
pour la plupart autour de 100 000 copies/mL ou plus, sauf 3 patients ayant des charges virales plus

faibles afin d’en déterminer I'impact et d’évaluer la sensibilité de cette technique.
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Numeéro d’échantillon Nature du Charge virale obtenue | Résultat de notre
prélevement par technique rt-PCR PCR
(ARGENE®)
9102319084 Plasma EDTA 14 900 copies/mL Echec
9092193947 Plasma EDTA 37 500 copies/mL Echec
9092161441 Plasma EDTA 377 000 copies/mL Réussite
9102277303 Plasma EDTA 383 000 copies/mL Réussite
9061941243 Sang EDTA 123 000 copies/mL Réussite
9061900510 Plasma EDTA 60 700 000 copies/mL Réussite
9102233988 Plasma EDTA 21 500 copies/mL Echec

Tableau 4 : Sélection des 7 premiers échantillons et leurs caractéristiques

Sur ces 7 prélevements, seulement 4 ont pu étre amplifiés correctement. Les différents
critéres pour vérifier I'amplification seront expliqués plus loin. Les 3 prélévements qui n’ont pas pu
étre amplifiés, avaient une charge virale plus faible que les autres, autour de 10 000 copies/mL. Pour
la suite de notre travail, nous avons donc décidé de travailler essentiellement sur des prélevements

avec des charges virales de 100 000 copies/mL minimum.

2. 2°megérie d’échantillons

Nous avons ensuite sélectionné un plus grand nombre d’échantillons, qui ont pu étre
analysés 12 par 12, étant le nombre maximum d’échantillons qu’il est possible de tester sur une
plaque de PCR qui comportent 96 puits (12x8).

A noter que les échantillons de cette série ont été initialement analysés avec deux
techniques différentes :

- Certains avec la technique ARGENE® (habituellement sur sang total EDTA)

- Certains avec la technique NeumoDX® (habituellement sur plasma EDTA), pour laquelle

nous avons des charges virales 10 fois plus basses qu’avec I'autre technique. Ainsi, les
prélevements avec des charges virales autour de 10 000 copies/mL avec cette technique

ont pu étre inclus.
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N° d'échantillon Nature du Charge virale obtenue par RT-PCR Résultat de
préléevement notre PCR
0110831605 Plasma EDTA 105000 Réussite
0100736951 Sang EDTA 278000 Réussite
0110857985 Biopsie rectale 431000 Réussite
0110790137 Sang EDTA 87000 Echec
0110803041 Plasma EDTA 110000 Réussite
0110814073 Plasma EDTA 39000 Réussite
0110775948 Sang EDTA 32000 Echec
0090598594 Plasma EDTA 58400 Réussite
0090603135 Plasma EDTA 42100 Réussite
0100752747 Plasma EDTA 65300 Réussite
0090593404 Sang EDTA 94900 Réussite
691760 Sang EDTA 86700 Réussite
0090615889 Urines 1470000 Réussite
0090544793 Sang EDTA 339000 Réussite
9072032076 Plasma EDTA 804000 Réussite
8070899426 Plasma EDTA 235000 Réussite
8050732924 Sang EDTA 3250000 Réussite
8060817513 Plasma EDTA 144000 Réussite
8070855025 Sang EDTA 636000 Réussite
8060733451 Plasma EDTA 1760000 Réussite
9092144748 Urines 10100000 Réussite
9092192981 Urines 1310000 Réussite
9092228947 Urines 2530000 Réussite
9092218272 Sang EDTA 36600 Réussite
7100013409 Plasma EDTA 69481 Réussite
9061911850 Plasma EDTA 22400000 Réussite
9102251494 Sang EDTA 2670000 Réussite
9092182616 Plasma EDTA 48900 Réussite

Tableau 5 : Sélection de la 2¢™e série d’échantillons et leurs caractéristiques

D. EXTRACTION DES ECHANTILLONS

La PCR nécessite une étape préliminaire qui est I'extraction de I’ADN a partir de I’échantillon
primaire du patient. Il est nécessaire d’introduire un témoin d’extraction de type T4 (témoin des
virus a ADN), pour vérifier a posteriori si I'extraction a bien été faite.

Pour réaliser cette étape, nous avons utilisé le kit virus QIAGEN de I'EZ1. Deux tubes ont d(i
étre préparés :

e Tube échantillon : 90 ul de préléevement + 10 ul de témoin d’extraction T4
e Tube carrier : 60 pl de buffer + 10 ul de polyacrylamide linéaire

Le volume total d’élution est de 60 pl.
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E. PCR

La PCR que nous avons utilisé, s’inspire d’un protocole déja existant (99), et se déroule en

plusieurs étapes :

1% étape : Préparer le mix qui est différent pour chaque pool d’amorces de chacune des
zones prédéfinies. Ainsi pour 1 échantillon :

o 12,5ul de mastermix (Q5 High fidelity 2xMaster Mix, Biolabs®) contenant la Q5 DNA

polymérase (qui est I’équivalent d’'une Taq polymérase)

o 8,5 uldeau stérile

o 1,5 pl de pool d’amorces
28me &tape : Introduire le mix dans les puits de PCR puis introduire 2,5 pl d’extrait d’ADN, ce
qui fait un total de 25 pl dans chaque puit.
3éme &tape : Centrifuger la plaque de PCR et lancer la PCR sur le thermocycler (2720 thermal
cycler Applied Biosystems) en programmant les différentes étapes :

o 98°C pendant 30 secondes

o 40 cycles de 15 secondes a 98°C et 5 minutes a 65°C

o 4°Cjusqu’al'infini (jusqu’a ce que I'on récupere la plaque dans le thermoycler)

F. MIGRATION SUR GEL D’ AGAROSE

Afin de s’assurer que notre ADN s’est bien amplifié lors de I’étape de PCR, il est nécessaire

de faire migrer les produits de PCR par électrophorese sur gel d’agarose. Un échec de la PCR se

déterminera par I'absence de bandes a I'électrophorése ou de tres faible intensité, en comparant

avec un témoin positif comportant différents poids moléculaires.

1. Préparation du gel d’agarose

1% étape : Préparer du TBE 0,5X (Tris Borate EDTA Buffer concentration x0,5) en mélangeant
100mI TBE 10X (concentration x10) et 1900 ml d’eau

28me &tape : Préparer un gel d’agarose 2% en mélangeant 4g d’agar pour 200 ml de TBE 0,5X
puis chauffer jusqu’a dilution

3éme étape : Aprés refroidissement, introduire 20 ul de SYBR® Safe DNA gel strain (qui est un

agent intercalant d’ADN) pour 200 ml de solution
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48me tape : Couler le gel dans les moules et attendre sa solidification

2. Electrophorése sur gel

1% étape : introduire le moule contenant le gel d’agarose dans la cuve a électrophorése, en
I'immergeant dans du TBE

28me &tape : Préparer en amont le mélange tampon de charge et produit de PCR, qui sera
différents pour chaque puit : mélanger 5 ul de tampon de charge avec 5 pl de produit de PCR
(le tampon de charge est initialement marron et se colore en bleu aprés ajout du produit de
PCR)

3éme &tape : Introduire 8 pl de ce mélange dans les puits du gel d’agarose

48me étape : Introduire 8 pl de témoin de poids moléculaire dans une des colonnes du gel
5éme &tape : Faire migrer a 135 V et 93 mA pendant 20min environ

6°Mme étape : Lecture a la lampe UV. Grace a I'agent intercalant, la lampe UV permettra de
mettre en évidence les produits de PCR ayant été amplifiés correctement.

Al'issu de cette étape d’électrophoreése, il nous reste 20 ul de produit de PCR.

G. PURIFICATION DE L’ADN

Cette étape sera faite sur les échantillons ayant eu un succes lors de la PCR et permet

d’éliminer le reste d’amorces et de nucléotides encore présents dans I’échantillon. Elle a été réalisée

a I'aide du kit de purification Monarch® PCR & DNA cleanup kit, Biolabs® qui comportent plusieurs

étapes :

Meélanger les produits de PCR des pools 1 et 2 pour chaque échantillon et chaque séquence
(ce qui correspond a un mélange de 40 pl). Au total, nous avons 4 tubes par patient
correspondant a chaque séquence.

Préparer les colonnes de purification pour chaque échantillon.

Déposer les 40 ul de produits de PCR dans la colonne et ajouter 200 pl de Cleanup Binding
Buffer (500 ul pour 100 pl).

Centrifuger 1 min a 13 000 rpm.

Faire 2 lavages consécutifs en ajoutant 200 ul de DNA Wash Buffer puis centrifuger 1 min a

13000 rpm.

80



e Eluer 2 fois la colonne en ajoutant 10 pl d’éluant DNA Elution Buffer (préalablement chauffé)

puis centrifuger 1 minute a 13 000 rpm.

H. QUANTIFICATION DE L’ADN ET PREPARATION DES TUBES POUR LE SEQUENCAGE

Une fois notre ADN purifié, il est nécessaire de quantifier cet ADN pour déterminer quels
volumes de chaque pool il faudra utiliser pour former le tube final qui sera ensuite envoyé au
séquencage NGS.

La quantification de I’ADN va se faire a I'aide d’'un appareil Nanodrop 1000 (Thermo
scientific®) sur lequel on dépose 1,5 ul d’éluat obtenu apres purification. Préalablement, il est
nécessaire de réinitialiser avec de I'eau distillée et de faire le blanc avec notre DNA Elution Buffer
utilisé pour I'étape de purification.

Pour rappel, nos 4 séquences a amplifier n"ont pas le méme nombre de paires de base. |l va
donc falloir déterminer les volumes d’éluat de chacune des séquences propres a chaque patient,
afin d’avoir une répartition équimolaire. Une fois les volumes déterminés, on a mélangé les volumes

de chacune des séquences afin d’obtenir le tube final qui correspond donc a un patient.

l. SEQUENCAGE

Le séquencage nécessite quelques étapes de préparation au préalable :

e Fragmentation de ’ADN a séquencer par sonication, en fragments de 200 paires de base
environ qui seront liés a un adaptateur (biotine).

e Amplification des brins anti-sens a 'aide de billes recouvertes d’amorces et amplification en
paralléle des brins sens dans le milieu. Les cycles de PCR se déroulent classiquement une
cinquantaine de fois.

e On obtient des billes ou sont fixés des brins d’ADN bicaténaires.

e La biotine liée a ’'ADN amplifié va se lier a la streptavidine. Ce complexe va permettre de
séparer I'ADN a I'aide d’'un aimant et former des brins monocaténaires qui seront disponibles
pour le séquencage.

e Une bille correspondant a un read, le nombre de bille définira le nombre de reads pour le
séquencage.

Le séquencage se fera ensuite par technique NGS lon torrent™.
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1. RESULTATS DES PCR ET PROPOSITIONS D’AMELIORATION

A. RESULTATS DES PCR

1. Analyse des gels d’électrophoreése

L'étape de migration des produits de PCR sur gel d’agarose par électrophorése, nous a
permis de voir si ’ADN s’est amplifié correctement. Un signal intense d’amplification, détectable
grace a la lampe UV, est signe que la séquence d’ADN a bien été amplifiée.

On peut voir que lors de notre 1% série de PCR, les échantillons N°9102319084,
N°9092193947 et N°9102233998 n’ont pas été assez amplifié puisque I'intensité de fluorescence

comparée au témoin est trées faible.

187500 - 193500 102600 - 110500 uLe? ULS4 Marqueur de PM
b 1T )‘ﬁ r . L) |7' 1 I_A_I

9102319084

9092193947

9092161441

9102277303

9061541243

9061900510

9102233998

Figure 24 : Electrophorése 1% série d’échantillons
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187500 - 193500 102600 - 110500 uL97 uLs4 187500 - 193500 102600 - 110500 uL97 uLs4
L L L I n n L A

r N 1T s 1 r VT "o 10 1

110831605 110775948
100736951 90598594
110857985 90603135
110790137 100752747
110803041 90593404
110814073 691760
Figure 25 : Electrophorése 2°™e série d’échantillons

Mrqueur de Marqueur de
90615889 8070899426
90544793 8050732924
9072032076 8060817513
8070855025 9092192981
8060733451 9092228947

Figure 26 : Electrophorése 2°™¢ série d’échantillons (Suite)
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187500 - 193500 102600 - 110500 uLe7 UL54  Marqueur de PM

L A
r s Vo s Vo Vr L VT )

9092144748

9092218272

7100013409

9061911850

9102251494

9092182616

Figure 27 : Electrophorése 2°™¢ série d’échantillons (Suite)

Sur un total de 35 échantillons testés, 5 nont pas été correctement amplifié. Lors de notre
1" série, nous avons eu 3 échecs de PCR sur 7 échantillons (Tableau 4). Ces 3 échantillons avaient
des charges virales basses, autour de 10 000 copies/mL. Lors de notre 2¢™ série d’échantillons, les
2 échantillons avec des échecs de PCR (Tableau 5), qui avaient été analysés par technique ARGENE®,
sont associés a une charge virale basse. La virémie est un parametre difficile a prendre en compte,
puisque certains échantillons avec une charge virale basse ont pu étre correctement amplifiés.

La suite du travail se fera donc sur les 30 échantillons dont Ia PCR a fonctionné.

2. Résultat de la quantification d’ADN

Apres la purification de nos produits de PCR, nous avons mesuré la quantité d’acide

nucléique présent dans chaque tube. Cette mesure va nous permettre de savoir la quantité de
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matériel a utiliser lorsque I'on poole tous les segments d’'un méme patient, afin d’avoir des

concentrations équimolaires. Cette technique a été utilisée pour les 14 premiers prélévements.

Measure

Re-blank | PrintScreen § Recording Measurement complete

Blank Print Report Show Report User

18/02/2021 16:18
Default

Exit

Overlay contral ~ Clear graph each Sample [+

1,00+
0.90-

0,50~
0.40

0,80~
0,70~
0,60~

10 mm Ahsorbance

0.30-
0.20-
010

\

-0.10

0,00~

\-\

"1 1 | | 1 ! 1 1 ! 1 ! 1 1 |
220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350

‘Wavelength nm

3.8.1 BF621 -1,20/112/32

Sample Type DNASOD < ‘

Sample ID 1494

Sample #

L 230 Z nm Abs.
A-260 10 mm path
A-28010 mm path

2607280
2607230

ngfulL

18
0,499
0.821
0,468

1.75

164

41,0

Figure 28 : Mesure des concentrations en acides nucléiques sur le Nanodrop®

Concentration en acides nucléiques (en ng/ul)

N° échantillon | 187500 - 193500 | 102600 - 110500 uL97 uL54
9092161441 120 114 112 107
9102277303 101 131 172 137
9061941243 184 134 127 146
9061900510 203 118 123 74
0110831605 78 81 80 71
0100736951 89 52 72 81
0110857985 45 68 63 63
0110803041 86 47 43 34
0110814073 44 64 73 77
0090598594 71 66 49 65
0090603135 72 102 74 52
0100752747 71 85 69 73
0090593404 46 51 62 47

691760 70 76 59 64

Tableau 6 : Concentration en ADN des 14 premiers prélevements
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Pour la suite des prélevements, nous avons décidé de pooler nos produits de PCR de chaque

échantillon avant la purification. Cela a permis de rendre les manipulations plus rapides et de limiter

la quantité de réactifs utilisée. Ainsi, nous avons pu calculer la quantité d’ADN directement sur le

produit fini.

N° échantillon | Concentration en acides nucléiques
(en ng/l)
0090615889 49
0090544793 78
9072032076 173
8070899426 75
8050732924 59
8060817513 48
8070855025 26
8060733451 167
9092144748 187
9092192981 65
9092228947 21
9092218272 53
7100013409 30
9061911850 136
9102251494 42
9092182616 88

Tableau 7 : Concentration en ADN pour les prélevements restants

B. SOURCES D’ECHEC DES PCR ET PROPOSITIONS D’ AMELIORATION

1. Optimisation de la PCR

De maniere générale, pour optimiser une PCR et qu’elle soit le plus spécifique possible, il est

nécessaire de prendre en compte certains criteres (82) :

Avoir un ADN de qualité (bonne condition de conservation) et en quantité suffisante
pour permettre I'amplification.

Optimiser le choix des enzymes et leur concentration.

Optimiser le choix des amorces (taille, pourcentage de G+C) et la température de

fusion des amorces.

86



e Définir une concentration en chlorure de magnésium (MgCl,) adéquate, puisque les
dNTP (nucléotides) chélatent une partie des ions Mg?* et ainsi une augmentation des
dNTP diminue la concentration en Mg?* disponible pour le bon fonctionnement de la
PCR.

e Utiliser éventuellement des agents potentialisant (DMSO, formamide) pour
augmenter le rendement de la PCR.

e Eliminer les bandes parasites qui sont le reflet d’'un manque de spécificité a
I’électrophorése en réalisant :

o Une PCR hot start : ’'ADN polymérase ou les amorces ne sont rajoutés qu’au
moment ou le mix a atteint une température inhibant I’hybridation des
amorces entre elles ou a des séquences non spécifiques.

o Une PCR touch down : Démarrer la PCR a une température d’hybridation plus
élevée et diminuer la température aprés un certain de nombre de cycles pour
amener a une température inférieure a la température de fusion, pour éviter
les hybridations non spécifiques.

Pour améliorer la spécificité d’une PCR, il est possible :
e D’augmenter la température d’hybridation.
e Dediminuerla concentration en Mg?*, en dNTP, le nombre de cycles, la concentration

en amorces et en Taq polymérase.

Une fois les conditions de PCR définies, il est important de s’assurer de I'absence de
contaminations et d’inhibiteurs de PCR qui pourraient étre responsables d’échecs.

En effet, la PCR étant une technique trés sensible, une molécule d’ADN différentes de notre
ADN a amplifier, serait susceptible également d’étre amplifié en grande quantité et étre responsable
d’un résultat faussement positif. Il est nécessaire de respecter certaines précautions d’usage pour
éviter toutes contaminations (respecter le circuit de la PCR lorsque les différentes étapes sont
réalisées dans des piéces différentes, désinfection...).

L'autre risque est de rendre un résultat faussement négatif en raison de la présence
d’inhibiteurs de ’ADN polymérase : I’'héme, le DMSO, I'héparine, le sarkosyl, les DNases, le phénol,

les polyamines, le SDS (dodecyl sulfate de sodium). Certains milieux biologiques contiennent des
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substances inhibitrices, comme par exemple I'urée dans les prélevements urinaires. C'est ici que

I’étape de purification de ’ADN joue un réle important pour éliminer certains inhibiteurs.

2. Amélioration de nos PCR

Dans le cadre de notre travail, certains parameétres ont pu impacter sur la qualité de nos
résultats. En effet, les échantillons sont issus de prélévements initialement analysés en routine et
certains ont pu subir plusieurs décongélations pour les besoins du laboratoire, ce qui peut altérer la
qualité de I’ADN et donc la qualité de la PCR.

Nous avons vu également que la faible quantité d’ADN présente dans les échantillons peut
étre une source d’échec des PCR, bien que certains prélevements avec des charges virales basses
aient pu étre correctement amplifiés.

Les échecs directement liés au systeme de PCR semblent peu probables, puisque nous nous
sommes basés sur une technique publiée qui a prouvé son efficacité (99) et la majorité de nos PCR
ont fonctionné. Cependant, certains parameétres du systéeme peuvent étre améliorés. Les
parametres d’amplification déterminés ne sont peut-étre pas optimaux pour le CMV, comme les
températures, les durées des différentes étapes de PCR ou encore le nombre de cycles. Il serait
intéressant de modifier ces parameétres et de les comparer avec les valeurs initiales pour évaluer la
performance.

De plus, nous n’avons utilisé qu’un seul kit de PCR, mais il en existe d’autres que I'on pourrait
tester et comparer. Le fait d’avoir des concentrations en MgCl, prédéfinies dans les kits de PCR,

limite la possibilité de faire varier les concentrations en MgCl, en cas d’échecs.

lll.  RESULTATS DU SEQUENGCAGE

Une fois le séquencage par lonTorrent™ terminé, nous avons obtenu plusieurs reads par
échantillon, c’est-a-dire des fragments de plusieurs bases. Pour obtenir une séquence d’ADN
exploitable, il est nécessaire d’avoir un nombre de reads aux alentours de 200 000 ou plus.

Au préalable, nous avons créé notre séquence de référence, a partir de la souche de
référence, dont le génome est tres conservé, et pour laquelle nous n’avons gardé que nos 4 régions

mis bout a bout (Figure 29).
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uLs4 ZoneN°1 uLs7 Zone N°2
91000 - 94500 102600 - 110500 158800 - 160500 187500 - 193500

l
: 1

Figure 29 : Schéma de la séquence de référence avec nos 4 régions

Grace au logiciel CLC genomics de QIAGEN®, nous avons pu traiter les données du
séquencage en plusieurs étapes. Dans un premier temps, nous avons retiré les reads de taille
inférieure a 100 pdb et retiré les 30 premiers et derniers nucléotides de chaque reads. Ensuite, nous
avons réalisé une étape de « mapping » qui consiste a comparer nos reads avec notre séquence de
référence préalablement préparée. Cette étape nous permet d’obtenir une séquence consensus,

c’est-a-dire la séquence nucléotidique majoritaire a chaque position d'un alignement de séquences.
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Figure 30 : Mapping des reads avec notre séquence de référence
Cette séquence consensus va étre alignée a la séquence de référence afin de les comparer

et détecter les mutations ponctuelles, délétions ou insertions, ou encore des erreurs sur la séquence

consensus.
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Figure 31 : Correction des erreurs

Enfin, une fois notre séquence consensus corrigée, nous allons la comparer avec une
séquence de référence de novo a partir des reads, pour vérifier qu’il n’y ait pas d’erreurs aberrantes

sur notre séquence consensus.

C’est a partir des séquences consensus corrigées de chaque échantillon que nous avons pu
réaliser un alignement avec nos 39 séquences de références sélectionnées précédemment, sur le
logiciel MEGA, afin d’analyser les variabilités et les similarités.

Nous avons remarqué que certains échantillons n’avaient pas été séquencés entierement.
Toutes les séquences consensus possédent un trou entre la position N°7432 et 9332 de notre
alignement, qui correspond a une partie de la région N°1. Le probléme peut venir d’une erreur sur
une des amorces puisque toutes les séquences sont touchées. Plusieurs trous a des positions
différentes, ont été observés sur plusieurs séquences, certaines d’entre elles ont des trous de plus
de 10000 nucléotides. Ces séquences correspondent aux échantillons N°0110831605,
N°0100736951, N°0110857985, N°0110803041, N°0090593404. Plusieurs hypothéses peuvent étre
envisagées : soit le nombre de reads initial est trop faible, soit notre ADN a été mal amplifié. On
peut voir sur le tableau 8, que pour ces 5 échantillons, le nombre de reads utilisé pour le séquencage
est correcte (autour de 200 000), mais que les pourcentages de reads qui ont mappé avec la
séquence de référence sont faibles (<10%). En regardant de nouveau les aspects des

électrophoreses, ces 5 échantillons avaient en effet un signal plus faible que les autres. C’'est donc
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la qualité de la PCR qui a impacté sur nos résultats de séquencgage. Ces 5 échantillons seront éliminés

pour la suite de I'analyse. De plus 4 échantillons ont été perdus de vue. Nous avons donc un total

de 21 échantillons exploitables.

Numéro d'échantillons | Nombre de reads | Nombre de reads qui ont mappé | Pourcentage
0090615889 551741 515769 93,4%
0090544793 162335 93272 57,4%
9072032076 97831 33640 34,3%
8070899426 588158 499851 84,9%
8050732924 539210 459362 85,1%
8060817513 816993 478818 58,6%
8070855025 655107 419311 64,0%
8060733451 384175 275488 71,7%
9092144748 327290 273982 83,7%
9092192981 452444 443216 97,9%
9092228947 259795 256446 98,7%
9092218272 338946 62672 18,4%
9061911850 1102245 514318 46,6%
9102251494 845016 415412 49,1%
9092182616 258429 27861 10,7%
7100013409 111901 11143 9,96%
0110831605 323667 23287 7,19%
0100736951 475108 14491 3,05%
0110857985 428499 604 0,14%
0110803041 350111 29812 8,52%
0090593404 151034 4542 3,01%
9092161441 651030 590726 90,7%
9102277303 545874 481596 88,2%
9061941243 614289 549021 89,3%
9061900510 551030 474487 86,1%

Tableau 8 : Nombres de reads et nombre de reads mappant avec la séquence de référence
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Nous avons, dans un premier temps, réalisé un arbre phylogénétique a partir de I'alignement
des 39 séquences de référence et des séquences de nos 21 patients, pour observer la diversité
génétique. En effet, nos séquences sont plutét dispersées sur I'ensemble de I'arbre (Figure 32),
montrant une variabilité importante. Plusieurs groupes sont observables, avec des similarités au
sein d’'un méme groupe. |l serait intéressant de connaitre |'origine géographique de chacune de nos
séquences pour pouvoir mettre en évidence des groupes avec des origines géographiques
différentes, ou bien de connaitre les manifestations cliniques des patients pour éventuellement
trouver des associations génétiques.

Ensuite, nous avons regardé le nombre de nucléotides différents entre toutes les séquences.
Les séquences les plus proches ont seulement 1 nucléotide de différence et correspondent a 6
patients. Alors que les séquences les plus éloignées possedent 178 nucléotides différents. Ce qui
représente un maximum de 0,93% de différences entre les séquences, sachant que la taille de nos
séquences était de 19 100 nucléotides. Ce qui nous montre que la séquence du génome du CMV est
trés conservée. Le fait d’avoir travaillé sur des régions assez grandes, nous a permis d’avoir

suffisamment de variabilité entre les séquences, rendant le génotypage intéressant.
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Figure 32 : Arbre phylogénétique avec les séquences de référence et nos échantillons



DISCUSSION

Le CMV est un agent pathogene ubiquitaire responsable la plupart du temps d’infections
asymptomatiques mais pouvant provoquer des maladies graves chez les patients immunodéprimés.
En effet, le CMV reste une cause majeure de morbidité et de mortalité chez les patients transplantés
et un pathogene opportuniste chez les patients VIH au stade SIDA. Il est aussi la premiére cause
d’infection congénitale d’origine virale. Sa prise en charge représente donc un intérét au niveau de
la santé publique. Le diagnostic clinique du CMV peut étre rapidement confirmé en laboratoire, ce
qui facilite l'instauration précoce d'un traitement visant a réduire les effets de la maladie. Les
traitements actuellement disponibles, peu nombreux mais efficaces, sont des inhibiteurs de 'UL54
codant pour la polymérase virale. lls ont pour inconvénients de présenter des toxicités non
négligeables, tels que ’hématotoxicité et la néphrotoxicité, et leur utilisation prolongée peut étre
responsable d’émergence de mutations de résistance. D'autres facteurs peuvent étre mis en cause
dans le développement de résistance aux traitements comme une immunodépression sévere, des
épisodes multiples de réactivation du CMV, des charges virales élevées ou des concentrations
plasmatiques d’antiviraux sous-optimales en raison d'une mauvaise observance ou d'une faible

absorption des médicaments.

Devant la non-réponse aux traitements, la recherche de ces résistances aura un réel impact
sur l'adaptation de la stratégie thérapeutique du patient. Selon le contexte et les mutations
retrouvées, il sera nécessaire soit d’augmenter les doses, soit de changer de molécules antivirales.
Tous les médicaments disponibles contre le CMV ciblent I'UL54, cependant, le GCV et le VGCV
nécessitent également une phosphorylation par 'lUL97 pour étre actifs. Ainsi, des mutations aux
niveaux des génes UL97 et UL54 peuvent conférer une résistance au GCV et au VGCV, tandis que les
résistances au CDV et au FOS sont associées uniqguement a des mutations sur I’'UL54. De nouvelles
cibles antivirales ont d’ailleurs été développées devant I'’émergence de ces résistances (comme le
letermovir, le maribavir...). Il est possible de détecter des résistances par une approche
phénotypique en réalisant une culture virale et en interprétant la CI50. Mais le CMV étant un virus
complexe, de grande taille et difficile a cultiver, le phénotypage a été remplacé par des techniques
de génotypage de I’ADN viral, plus précise et plus sensible. Les principales régions ciblées pour le

génotypage sont les codons de 300 a 1000 de I’'UL54 et les codons de 450 a 650 de I'UL97, puisque
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ce sont les deux régions ol de nombreuses résistances ont été décrites. Mais dans de récentes
études, il est conseillé de séquencer I'ensemble des codons de ’'UL97 et UL54, ainsi que I'UL27 pour
le MBV et I'ensemble des codons de I'UL56, UL89 et UL51 pour les inhibiteurs de terminase

(letermovir), ce qui permettrait d’apporter davantage de renseignement sur le génotype.

Notre travail a été de mettre au point une technique combinée de génotypage et de
recherche de mutations de résistance pour le CMV, réalisable en routine, sur des extraits d’ADN
issus de prélevements biologiques. Il a fallu dans un premier temps développer une technique de
PCR spécifique du CMV, afin d’amplifier des séquences d’ADN qui seront ensuite séquencées par
une technique NGS (lon Torrent™). Enfin ces séquences ont été analysées a I'aide d’outils bio-
informatiques.

Pour mettre au point notre PCR Multiplex, il a fallu sélectionner des zones d’intérét a
amplifier pour la suite de notre travail. Nous avons choisi des régions codant pour les deux
principaux genes impliqués dans les résistances aux traitements: 'UL54 et I'UL97 dans leur
intégralité. Mais nous avons également sélectionné deux régions hypervariables, qui conservent
tout de méme une homologie, puisque les variations ne dépassent pas 1%. Ceci nous a permis
d’avoir suffisamment de diversité génétique pour réaliser notre génotypage.

Ensuite, une fois le séquencage par NGS réalisé, nous avons pu analyser les séquences
consensus en les comparant entre elles et avec des séquences de référence préalablement
sélectionnées, et permettant d’identifier des groupes plus ou moins proches au niveau génétique.
Les séquences obtenues vont permettre également de détecter les mutations de résistance, a partir
des données bibliographiques répertoriant toutes les mutations et leur position au sein du génome.
La technique lon Torrent™ utilisée permet un séquencage rapide a haut débit et d’avoir une
importante profondeur. Le séquencage du génome entier reste fastidieux et difficilement applicable
en routine mais permettrait de comprendre davantage I'association entre la diversité génétique et
la pathogénicité virale.

Notre technique a montré un taux de réussite important mais nécessite encore d’étre
optimisée. En effet, nous avons rencontré quelques échecs de PCR, liés a des charges virales basses
aux alentours de 10 000 copies/mL (obtenue avec la technique ARGENE®). Il serait intéressant de
tester davantage d’échantillons, en modifiant certaines conditions de la PCR, tels que la
température, la durée des cycles d’amplification, le mix, le nombre d’amorces pour chacune de nos

régions, afin de trouver les conditions optimales pour rendre notre technique la plus sensible
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possible. L'analyse des électrophoréses a montré un grand intérét puisque a posteriori, nous nous
sommes rendu compte que certains échantillons mal séquencés, présentaient une plus faible
fluorescence a I'électrophorese que les autres échantillons. C’est donc un élément a prendre
davantage en considération pour juger de la qualité des PCR. En revanche 'analyse bio-informatique
des résultats de séguencage NGS nécessite une expertise particuliere et présente beaucoup
d’étapes manuelles. Pour la suite, il serait nécessaire de développer un outil répertoriant toutes les
mutations de résistance afin de faciliter la recherche des mutations sur nos séquences consensus.

Ce travail m’a permis de développer une méthode sensible de génotypage du CMV. Le
génotypage a un intérét épidémiologique, puisqu’il permet de mettre en évidence des groupes de
populations, qui pourrait potentiellement avoir des similitudes au niveau des séquences du virus
infectant. Il présente également I'avantage de pouvoir suivre chez le méme patient I’évolution au
niveau de ces séquences, en fonction du mode de transmission, des formes cliniques qu’il présente
ou des mutations qu’il peut développer.

L’élaboration de cette technique de génotypage est le travail préliminaire qui nous
permettra, lors d’un futur travail, de rechercher des mutations de résistance. En effet, le but sera
de tester notre technique en recherchant les mutations sur des échantillons de patients résistants
pour lesquels nous connaissons la mutation en cause (documentée par le CNR des Herpesvirus a
Limoges). Cela nous permettra de vérifier si notre technique est capable de mettre en évidence les
mémes résistances et peut étre d’autres mutations au sein des régions hypervariables.

Cette technique combinée apportera un réel service puisque son application en pratique
clinique au laboratoire de I'lHU Méditerranée Infection a Marseille, permettra d’améliorer la prise
en charge des patients en échec des premieres lignes de traitements, en diminuant le temps de
rendu des résultats et en ayant un suivi sur I'ensemble des prélevements du patient. En plus
d’apporter un service clinique, cette technique permet aussi d’avoir des informations concernant
I’épidémiologie, associée ou non a une gravité clinique.

Les données issues des études de séquencage par NGS sur la résistance du CMV pourraient
a terme contribuer au développement de bases de données et de systemes d'interprétation

génotypique.
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Résumé

Le cytomégalovirus (CMV) est un virus ubiquitaire, dont I'infection est la plupart du temps
asymptomatique chez les individus immunocompétents, mais pouvant étre responsable
d’infections sévéres chez les patients immunodéprimés.

Des molécules antivirales existent et ont montré leur efficacité contre le CMV, mais leur
utilisation prolongée peut étre responsable d’apparition de mutations conférant des résistances aux
traitements, notamment au niveau de 'UL97 qui code pour la thymidine kinase virale et 'UL54 qui
code pour I’ADN polymérase. L'approche génotypique est la méthode de référence actuellement
utilisée pour documenter les résistances et aider a la prise en charge thérapeutique.

Le but de ce travail a été de mettre au point une technique combinée de génotypage et de
recherche des résistances afin d’analyser les différents génotypes et d’établir un lien avec la
présence de certaines résistances. L'intérét du génotypage des virus est multiple puisqu’il permet
de faire des études épidémiologiques, de rechercher des résistances aux antiviraux et
potentiellement d’expliquer les transmissibilités et la pathogénicité spécifique d’un génotype.

Nous avons développé un systeme de PCR (Polymerase Chain Reaction) multiplex basé sur
I'amplification des genes UL97, UL54 et des zones hypervariables du génome du CMV
présélectionnées. Pour cela, nous avons di d’abord réaliser un travail bio-informatique pour
sélectionner les régions d’intérét et dessiner les amorces dans chacune des régions. Un fois les
échantillons amplifiés, nous les avons séquencés par NGS (Next Generation Sequencing). Les
séquences consensus obtenues ont été analysées, comparées entre elles et avec des séquences de
référence. Néanmoins, cette technique nécessite d’étre améliorée, notamment en optimisant
I’étape d’amplification et en établissant une banque de séquences.

Ce travail a ainsi permis de développer une technique de génotypage, qui permettra la
recherche rapide des mutations de résistance. Le but final est de mettre en place cette technique
au laboratoire pour apporter des informations épidémiologiques et améliorer la prise en charge des

patients suivis pour des infections a CMV.





