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Antirétroviral
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Circulating Recombinant Form

Cytotoxic 1 Lymphocytes

CXC-Chemokine Receptor 4

Dendritic Cell-Specific ICAM-3-Grabbing Nonintegrin
Dendyritic Cell-Specific ICAM-3-Grabbing Nonintegrin-Related
didésoxynucléotide triphosphate
désoxynucléotide triphosphate
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Le Virus de I'ITmmunodéficience Humaine (VIH), plus de vingt ans apris
découverte, et malgré les progrés considérables enregistrés dans ce dom
demeure encore un defi sanitaire mondial. Sa propagation, malgré des p
de prévention largement menées, n'est pas endiguée. Selon le Program:
des Nations Unies sur le VIH/SIDA, ONUSIDA (750), 42 millions:
sont infectées en fin 2002, dont 29,4 millions en Afrique Subsaharic»
cette seule année, 1l y a eu 2,4 millions de décés dus au STDA et
nouveaux cas d’infection. Le taux de prévalence dans la pope’
depasse 20% dans sept pays d’Afrique Australe, avec un record m«

au Botswana.

La pandémie, dont les premiers cas ont été décrits en 1981
d’Ameérique (41, 57, 118), est surtout le fait du VIH-1 découvert de
par Barré-Sinoussi et al (23). Quant au VIH-2 1s0lé en 1986 par €.
peu de temps apres sa mise en évidence sérologique au Sénégal (22),
presqu’exclusivement en Afrique de I’Ouest ou sa prévalence semble ¢
(296), pendant qu’il est sporadiquement retrouvé dans des rémon=

éloignées comme 1’Inde (235), le Portugal (7159, 334) ou les Philippns

Un des aspects biologiques les plus marquants du VIH est son
génétique, qui commence d’abord par la divergence phylogénétique
et le VIH-2 qui ne possedent que 40 a 60 % d’homologie
niveau intra-typique, le VIH-2 renferme actuellement 7 sous+t
D, E, FetG (62 108, 351), qui, par rapport aux distances géi..
la définition de groupe décrits pour le VIH-1. Les varants \

98és en (TOis ¢ ' N



y!
d’argument a conduit a subdiviser les sous-types A et F en sous-sous-types Al, A?
et F1, F2.

-le groupe O (Outlier) (59), formé de vanants hautement o1,
initialement décrits au Cameroun et chez des patients originaires de ce
(76, 123, 331).

-le groupe N (Non-M'non-0) dont les premiéres souches décrites

¢galement du Cameroun (20, 304).

Les divergences génétiques des VIH-1 groupe M, outre la subd
types, sous-sous-types et recombinants, peuvent engendrer des cons
pathogénése, la transmission virale, le diagnostic biologique, la
antirétroviraux et sur le développement vaccinal. Il est donc nécessa

profil et I’évolution de la distmbution de ces variants génétique

région géographique.

Quant aux VIH-1 groupe O, l'intérét qu’ils ont suscité tenait tout d's
que certains tests sérologiques de dépistage d'alors furent mis o3¢
303), avec des conséquences sur le plan diagnostic et en matié:
transfusionnelle, justifiant les différentes enquétes séro-épidémiologi
entreprises pour cerner la distribution géographique des VIH-1 de «
méme, la résistance naturelle des virus O aux i1ohibiteurs non pe’
transcriptase inverse (82) fait que leur diffusion complig
probléme du traitement antirétroviral, tandis que le déve
pourrait tenir compte entre autre de I'inefficacité des anticorps

VIH-1 groupe O sur ' s sonches VIH-1 groupe M (232).

1 vant avecg |



Coopération Frangaise.

L’objectif général de cette thése est de contribuer a I'étude de la dives
génétique du VIH-1 au Niger, pays membre du Réseau Africain de Rec’ ¢’
le SIDA (RARS).

Nos travaux visent les cinq objectifs spécifiques suivants:

1-Determiner les variants génétiques de VIH-1 groupe M circulant ¢

une population de personnes vivant avec le VIH.

2-Décrire les variations éventuelles de Ja distribution des variants de

M au cours du temps.
3-Analyser le génome complet de souches particulieéres de VIH-1 gn
4-Etudier rétrospectivement la co-circulation du VIH-1 groupe O.

S-Caractériser génétiquement les souches éventuelles de VIH-1 groupe |

Le présent document comporte deux grandes parties:

-la revue bibliographique, principalement centrée sur les aspects vir

VIH-1 et la problématique de la variabilité de ce virus.

-la présentation des travaux effectués sur le VIH-1 des groupes






GENERALITES SUR LE VIRUS DE
L’'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE



LTAXONOMIE , PHYLOGENIE MOLECULAIRE ET ORIGINE DU VIH.

LLe VIH appartient a la famille des Retroviridae constituée par les virus a ARN
se répliquant en passant par une étape d'ADN grace une transcriptase inverse (T1)
virionique. Cette famille virale et celles des Metaviridae et des Pseudoviridae
forment le Groupe VI de la classification virale de David  Baltimore

(wwy.virology.net/Big Virology/BVFamililyGroup.html). Mais la capacité de

rétro-transcription est également retrouvée chez les virus a ADN se répliquant en
passant par une étape d'ARN secondairement rétro-transcrit en ADN. Ce sont les
Hepdnaviridae, les Badnaviridae et les Caulimoviridae qui forment le Groupe VII

de Baltimore.

Actuellement, les rétrovirus exogénes, par opposition aux rétrovirus endogenes ou
HERVs (Human Endogenous RetroViruses) (33) . sont subdivisés en sept genres
(tableau 1) :

-les genres Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus

et Epsilonretrovirus formant la sous-famille des Oncovirinae
-le genre Lentivirus formant la sous-famille des Lentivirinae
-le genre Spumavirus formant la sous-famille des Spumavirinae.

Le VIH est class¢ dans le genre Lentivirus, et dans le '"sous-genre" des
Lentivirus des Primates, a l'instar des virus de I'immunodéficience simienne ou

SIV (Simian Immunodeficiency Virus).

Sur le plan phylogénétique, 1l y a de forts arguments en faveur de l'existence
probable d'un ancétre commun aux lentivirus des primates. Mais leur grande
variabilité rend difficile I'estimation de la période a laquelle la dérive génétique a
commencé. Au total, six lignées phylogénétiques de lentivirus des primates sont
actuellement décrites : lignées SIVsm/HIV-2, SIVagm, SIVsyk, SIVcpz/HIV-1,



Alpharetrovirus

(Rétrovirus typé C

aviaires )

Avian Leukosis Virus, Avian Myeloblastosis Virus,

Rous Sarcoma Virus ...

Betaretrovirus

(Rétrovirus type C

de mammiféres)

Mouse Mammary Tumor Virus

Ganumnarefrovirus
(Rétrovirus type C

de mammiféres)

2> Virus type C de mammiféres: Murine Leukemia Virus, Feline

Leukemia Virus, Porcine (ype C oncovirus, Squirrel Monkey retrovirus
Oncovirus type C de reptiles: Viper retrovirus

Virus de Reticuloendotheliose: Reticuloendotheliosis Virus

(Rétrovirus type D)

Deltaretreovirus Bovine Leukaemiu Virus, Human T-Lymphotropic Virus,
(BLV-HTLYV) Simian T-Lymphotropic Virus
Epsilonretrovirus Mason-Pfizer monkey virus, Simian type D virus 1, Ovine Pulmonary

Adenocarcinoma virus, Langur Virus

Lentivirus des Primates: Human Immunodeficiency Virus,

Lentivirus Simian Immunodeficiency Virus
Autres lentivirus: Bovine Immunodeficiency Virus, Equine Infectious
\Anemfa Virus, Feline Immunodeficiency Virus, Caprine Arthritis
Encephalitis Virus, Visna/Maedi Virus
Spumavirus Human Spumavirus, Simian Foamy Virus, Bovine Syncytial Virus

S/F=sous-famiile; SP=Spumavirnae.

Tableau I: Classification des rétrovirus exogénes, d'apres Coffin et al (67).




SIVcol et SIVhoest (245).

Les deux types de virus, VIH-1 et VIH-2, appartiennent a deux lignées
phylogénétiques différentes de lentivirus des primates : lignée SIVepz/HIV-1 et

lignée SIVsm/HIV-2 (figure 1). Leur origine simienne est établie.

Pour le VIH-I1, le passage a I’homme s’est opéré a partir du chimpanzé.
probablement la sous-espéce Pan troglodytes troglodytes d’ Afrique Centrale dont
les SIVs sont phylogénétiquement liés aux VIH-1 des groupes M, O, N (/04). Un
autre argument en faveur de cette possibilité est I'extréme diversité de varants
VIH-1 circulant en Afrique Centrale, rapportée par diverses études (75, 230, 339.
340). De méme, les souches de VIH-1 groupe N et celles des STVepz du Cameroun
forment un méme subcluster phylogénétique au niveau des genes env et nef (70.
104). La divergence entre le VIH-1 et le SIVcpz remonterait a U'an 1700 de notre
ere (292), tandis que la diversification du VIH-1 a dG commencer chez ’homme
autour de 1931, entre 1915 et 1941775 292, 36/). L’analyse du rapport des
mutations synonymes/mutations non synonymes sur les séquences des variants du
groupe O connus montre que ce groupe est soit au moins aussi ancien que le
groupe M (794), soit potentiellement plus variable. On admet ¢galement que les
virus des groupes M, N et O proviennent de trois transmissions zoonotiques
independantes du chimpanzé & ["Homme. Le risque d’autres contaminations
humaines va encore exister tant que persisteront la chasse et la manipulation de
viandes (bushimeat) de singes potentiellement infectés par certaines populations
d’Afrique Subsaharienne (246).

Pour le VIH-2, la transmission & I’Homme s’est produite a partir du singe Sooty
mangabey infecté par le SIVsm, probablement a {’occasion de plusieurs
contaminations indépendantes (/24). De plus, une forte homologie de séquences
nucléotidiques existe entre les deux virus,; l'endémie a VIH-2 et l'enzootie a
SIVSm sévissent dans la méme région ouest-africaine ou ce singe est chassé et
consommé par certaines populations (205). Des sérologies rétrospectives ont mis

en évidence la circulation du VIH-2 avant tes années 1970 (47).
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Figure 1: Les six lignées décrites chez les Lentivirus des Primates.
Peeters et al (245).
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H-MORPHOLOGIE ET STRUCTURE DU VIRION VIH.

1.Morphologie.

Au microscope €électronique, apres coloration négative, les virions VIH matures
se présentent sous forme de particules d'environ 100 nm de diametre, de type
morphologique C (tableau [1). L'aspect morphologique des virions est identique

pour les deux types de VIH.

Particules immatures, intracellulaires, non | Human Endogenous Retroviruses
enveloppées | Endogenous Retrovirus-
Like Genetic Elements

B Particules enveloppées, extracellulaires, Mouse Mammary Tumor Virus
avec un core condense excentre, et des
spicules proéminents.

[ 85 Particules enveloppées, extracellulaires, | Human Immunodeficiency Virus
avec un core central, et des spicules a _
peine visibles Human T-Lymphotropic Virus

Bovine Leukaemia Virus
Avian Leukaena Virus

Murine Levkaemia Virus

D Particules enveloppées, extraceliulaires, | Mason-Pfizer Monkey Virus
légerement plus grosses et avec des
spicules moins proéminents

Tableau II : Classification morphologique et historique des rétrovirus.

Les particules B, C et D correspondent au rétrovirus exogenes.



2.Structure du virion VIH.

Une particule virale mature comprend :

-un génome représenté par deux copies identiques d'ARN simple brin, linéaire, de

polarité positive et d'environ 10 Kb.

-une protéine basique p7NC dont les molécules sont intimement liées au génome,
avec lequel elles forment une structure ribonucléoprotéique compacte ou

nucléocapside.
-deux enzymes: la transcriptase inverse p66-p51 et I' intégrase p31IN.

-une capside de symétrie icosaédrique formée de protéine p24CA, et qu
englobe, outre les éléments précédents, des molécules d'origine cellulaire dont le t

RNA Lys3 servant d'amorce lors de la rétrotranscription du génome,
-une couche de protéine de matrice p17MA qui recouvre la capside.

-une enveloppe dérivée de la membrane plasmique cellulaire, formée de la

bicouche lipidique habituelle associée a deux glycoprotéines virales:
+la glycoprotéine transmembranaire gp41 pour le VIH-1, gp36 pour le VIH-2.
+la glycoprotéine externe gp120 pour le VIH-1, gp125 pour le VIH-2.

Deux exemples de modélisation structurale d'un virion VIH-1 mature sont

représentés par la figure 2 (A et B).



A.
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Figure 2 : Modélisations structurales d’un virion VIH-1

A . Apergu en 3D du virion montrant la symétrie icosaédrique de la capside

(http: www.virology.net Big virology Special’ Nermut Retro. him

B. Coupe virtuelle montrant les différents éléments structuram

cellulaire (http: web.uct.ac.za microbiology cann 335 e iPE

L."aspect morphologique général est identique $


http:weh.uc/.ac.za
www.Vlrology.ne/BigVlrologySpeciaINerm
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III-ORGANISATION GENETIQUE.

1-Rapports ARN génomique-ADN proviral.

L'ARN virionique est coiffé en 5', polyadénylé en 3, et ne posséde pas de LTR
complet contrairement a I'ADN proviral. Le géne vpx est présent chez le VIH-2 qui
n'a pas de vpu. En effet, en plus de I’organisation génomique « LTR-gag-pol-vif-
vpr-tat-rev-env-nef-LTR » commune aux lentivirus des primates, les virus des
lignées SIVcepz/HIV-1 et SIVsm/HIV-2 posseédent un géne supplémentaire : vpu en
amont de vpr et chevauchant env pour les premiers, vpx en amont de vpr pour les
seconds (2435). Les correspondances structurales entre I'ARN génomique du VIH et
I'ADN proviral, ainsi que les localisations des différents génes sont illustrées par la

figure 3.

Coiffe- - Am)

N

cuz I
- . rat

Figure 3 : Rapports génome-progénome-génes du VIiL

l génes de structure. B génes de régulation
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2-Génes de structure du VIH-1.

2.1-Géne gag (group antigen).

Ce géne code pour la polyprotéine Pr55Sgag, myristylée en N-terminal, capable
de s'auto-associer et de faciliter l'incorporation des constituants virioniques dans la
particule naissante. Ce précurseur sera clivée pendant l'assemblage par la protéase
virale plOPR, activée par dimérisation, pour donner les quatre protéines pl7MA,

p24CA, p7NC el pbgag, et deux petits peptides plgag et p2gag.

La protéine de matrice pl7MA intervient, apres phosphorylation par les
kinases cellulaires, dans le transport du complexe de pré-intégration du cytoplasme
au noyau. Elle possede un signal de localisation nucléaire ou NLS (Nuclear
Localisation Signal) entre les résidus 14-36 et 107-116. Elle joue aussi un role

dans l'incorporation des glycoprotéines d'enveloppe.

La protéine de capside p24CA possede un domaine de 190 aa imphqué dans
la capacité d'auto-association, et une région d'homologie majeure ou MHR (Major
Homology Region) contenant des aa conservés chez tous les lentivirus des
primates. Ce MHR est nécessaire a l'efficacité de la réplication et de la production

des virions.

La protéine p7NC : sa richesse en Arginine et Lysine lui confére une basicité
qui est responsable de sa grande affinité pour les acides nucléiques. Cette affinité
est rendue spécifique de 'ARN génomique par la présence dans la protéine de deux
copies d'une séquence liant le zinc : Cys (X)2 Cys (X)4 His (X)4 Cys, appelée
CCHC Zinc finger. Ainsi, durant ['assemblage, la p7NC et la région
correspondante dans le Pr35gag assurent l'encapsidation de I'ARN génomique. Ce
demier posséde a son extrémité 5' le site psi représentant le signal d'encapsidation.

La protéine p7NC catalyse en outre la dimérisation de cet ARN.

La protéine p6gag : permet l'incorporation dans le virion de la protéine

accessoire Vpr a laquelle elle reste associée ({71).
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Les peptides des plgag et p2gag : leur rdle est mal connu. Cependant, la
molécule p2gag interviendrait dans la modulation du clivage de la polyprotéine
Pr55gag (254).

2.2-Gene pol (polymerase).

[l code pour trois enzymes virales: la protéase, la transcriptase inverse et
I'intégrase. Elles sont obtenues aprés clivage du domaine po/ de la polyprotéine
Pr160gag-pol, engendrée parallélement au précurseur Pr5Sgag, mais en moindre

quantité.

LLa Protéase pl10PR est de type aspartique et n'est active que sous forme de
dimere pl0-pl10. Chague monomere contient un domaine DTG caractéristique des
protéases aspartiques cellulaires. Cependant, ces derniéres sont monomériques €t

renferment les deux motifs sur lJa méme molécule.

La Transcriptase Inverse ou RT (Reverse Transcriptase): p66RT-p51. Le
clivage du précurseur Pr160gag-pol produit des sous-unités p66 qui se dimérisent
en po66-p66, une forme enzymatique peu active. Une des sous-unités de
'homodimere est clivée en C-terminal pour engendrer un fragment de 5} kD.
L'hétérodimere p66-pS1 résultant est la forme active de la transcriptase inverse qui
posseéde trois types d'activités enzymatiques: ADN polymérase-ARN dépendante,
ADN polymérase-ADN dépendante et Ribonucléase H (RNase H). L'activité
polymérasique est liée a la portion N-terminale de p66, tandis que l'activité RNase
H est due a la portion C-terminale. Ces deux domaines sont séparés par une région
d'attache. En outre, Ja RT fixe spécifiquement du tRNA-Lys3 qui est i'amorce

préférentielle pour la rétrotranscription.

L'Intégrase p31IN est le fragment C-terminal de la polyprotéine Pr160gag-pol

qui possede:  -un domaine N-termunal HH-CC Zinc-finger.

-un motif D-35-E impliqué dans l'activité catalytique ainsi que la

formation de polymére de p3 1IN qui est la forme active de I'enzyme.



14

-un domaine de liaison au DNA, impliqué dans le 3'-DNA processing.

L’intégrase participe au transfert vers le noyau du DNA proviral dont elle est
responsable de l'intégration au DNA chromosomique a des sites aléatoires. C'est

une enzyme de la superfamille des polynucléotidyl-transférases.

2.3-Gene env (envelope).

Ce gene code pour la polyprotéine glycosylée gpi60 qui est secondairement
clivée, entre l'arginine 511 et l'alanine 512, par une protéase cellulaire lice 2 la
membrane plasmique (/67). On obtient les deux glycoprotéines d'enveloppe qui
demeurent cependant liées de fagon non covalente: la glycoprotéine externe

gp120SU et la glycoprotéine transmembranaire gp4 | TM.

La gpl20SU est tres repliée et constituée d'une alternance de domaines
conserves (C1-C5) et hypervanables (VI1-VS) (figure 4). Les premiers sont
impliqués dans les interactions avec le récepteur CD4 et la partie externe de. la
gp4l. Les seconds, notamment la boucle V3, induisent la production d'anticorps
neutralisants auxquels les virus échappent progressivement du fait de la varabilité

antigénique.

La gp4lTM possede un domaine C-terminal interne, un domaine
transmembranaire d'ancrage TM, et deux domaines dans la partie N-terminale
externe : le peptide de fuston F, et la région ZP (Leucine Zipper) qui interagit avec
la gpl20.
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Figure 4 : Protéines d’enveloppe du VIH-1 (7).

A.Domaines fonctionnels des glycoprotéines gp120 et gpd1. Le peptide signal est clivé lors de
la maturation. Dans la gp120 sont indiqués les domaines conservés (C1 a C5) et vanables (V1 a

V3§), ainsi que les ponts bisulfures impliqués dans la structure tertiaire de la molécule.

B. Schéma du complexe gpl20/gp4dl, avec les différentes boucles de la gpl20, ainsi que le

peptide de fusion F et les domaines en hélice « de la gp41.

3-Genes de régulation du VIH-1.

3.1-Gene tat (trans-activator of transcription).

Ce geéne formé de deux exons code pour la protéine pl6tat, ainsi qu'une
deuxieme protéine pldtatl, correspondant au premier exon et également

fonctionnelle.

La protéine tat s'accumule dans le nucléole de la cellule hote. C'est un trans-
activateur de la transcription des genes du VIH qui se fixe sur le renflement UCU

de la séquence TAR (Trans-Activation Responsive region) située a l'extrémité §'
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des ARNm viraux, par l'intermédiaite d'un domaine basique riche en Arginine.
Cette fixation est précédée de celle de certains facteurs cellulaires sur la boucle de
TAR (9). Elle permet la stabilisation des complexes de transcription et I'élongation

des ARNm viraux. [l y a augmentation du niveau basal de transcription.
La protéine tat peut également:

-activer la transcription des ARNm viraux de fagon TAR-indépendante,

notamment au niveau du systéme nerveux central (3/8).

-modifier la transcription de genes cellulaires, en se liant soit a des facteurs de
transcription au niveau des promoteurs, soit & des séquences ARN TAR-like (48,
99, 158, 346). Cette propriété serait en partie liée au rdle de la protéine tat dans le

développement de Ja maladie de Kapos.

-induire, sous sa forme extracellulaire, l'apoptose de lymphocytes T4 non infectés

et contribuer ainsi a l'installation de l'immunodéficience (/19, /189).

3.2-Gene rev (regulator of expression virion protein).

[l code pour la phosphoprotéine pp20rev qui s'accumule dans le nucléole de
Ja cellule-hote, et qui intervient dans la régulation post-transcriptionnelle des genes
de structure en assurant le transport des transcrits primaires ou mono-épissés du

noyau au cytoplasme.

La protéine rev se fixe sur les ARNm au niveau de la région RRE (Rev
Responsive Element) correspondant a une séquence du géne env. L'interaction a
lieu entre la deuxieme boucle de la structure secondaire du RRE et un domaine de
pp20rev riche en arginine, situé dans la premiere moitié de la partie codée par le
deuxiéme exon, comprenant Jes aa 35 a 50 (RQARRNRRRRWRERQR). La
fixation s'accompagne de la polymérisation de la protéine grace & un domaine riche
en leucine, constitué¢ des aa 75 a 84 (LPPLERLTLD). Ce domaine est par ailleurs
responsable d'interactions avec des protéines cellulaires impliquées dans les

transports nucléo-cytoplasmiques, notamment la protéine nucléolaire B23 (/00), le
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facteur d'initiation de la traduction SA (287) et les nucléoporines (36, 102),

3.3-Geéne nef (negative expression factor, ancien 3'ORF).

[l code pour la protéine p27nef, myristylée sur le résidu glycine en position 2, et
qui est présente dans le cytosol majoritairement, sur la face interne de la membrane
plasmique a laqueile elle est liée par l'intermédiaire du radical myristyle, et
accessoirement dans le nucléole. Elle intervient principalement dans les processus

sulvants:

-la régulation négative de l'expression du récepteur CD4 dont elle induit la

pinocytose et la dégradation ulténieure dans les lysosomes (/09).

- 'augmentation de l'infectivité et de la production de virions (2/6).
- l'interaction avec certames kinases cellulaires (29/).

-I'inhibition de la syntheése protéique (264).

-I'induction de la pinocytose des molécules HLA classe [ (297).

3.4-Gene vif (viral infectivity factor, ancien Sor ou Q).

Il code pour la protéine p23vif retrouveée surtout dans le cytosol et la face

interne de la membrane plasmique. Elle a un réle:

- essentiellement dans le processus de maturation des virions dont dépend le

pouvoir infectieux.
- dans la synthese d'ADN proviral et une étape précédant l'intégration (38, 34/).

La région C-terminale est nécessaire a la stabilité de la liaison de la protéine vif
aux membranes. Elle est également importante pour les fonctions de cette protéine,

a I'instar des régions conservées situées entre lesaa 103 a2 115, et 142a 150 (//7).

3.5-Geéne vpr (viral protein R).
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Ce gene code pour la protéine pldvpr, protéine de régulation de 96 aa qui est
retrouvée en quantité relativement importante dans les virions ou elle est associée a
la p6gag, dans le noyau de la cellule hote et le plasma des sujets infectés. Elle joue

un role dans :

-le transport du complexe de pré-intégration, conjointement a la protéine

pl7MA, du cytoplasme au noyau des cellules méme au repos.

-des perturbations métaboliques diverses : inhibition de la prolhifération
cellulaires, induction de la différenciation cellulaire, transactivation de génes

cellulaires (122).
-la régulation de la production virale et de la latence (/88).

L'incorporation de la protéine vpr dans le virion nécessite le précurseur
Pr55gag auquel elle se lie. Cette liaison a lieu entre le domaine formé par les aa | a
46 de la zone pbgag et un domaine hautement conservé formant une hélice-alpha

au niveau des aa 17 a 34 (20/).

Remarque: chez le VIH-2 et certains SIVs (Sm, Mnd2, Rcm) , un geéne
supplémentaire appelé vpx produit une protéine similaire a la protéine pldvpr, et
qui est €également retrouvée dans le virion. Cependant, ses fonctions et ses relations
avec vpr ne sont pas bien élucidées. Ce géne vpx pourrait résulter d'une duplication

de vpr (325).

3.6-Geéne vpu (viral protein U).

Ce gene, retrouvé uniquement chez le VIH-1 et le SIVcpz, code pour la
phosphoprotéine pplévpu de 81 aa et résultant de la traduction d'un ARNm
bicistronique vpu/env (298). La phospholylation, nécessaire a 'activité biologique,
a lieu sur les résidus sérine 52 et 56, grace a la caséine kinase 11. Cette protéine de
régulation s'ancre dans la membrane plasmique par son extrémité N-terminale

hydrophobe. Deux fonctions biologiques principales lui sont attribuées :

-dégradation des molécules de CD4, glycoprotéine transmembranaire de 58 kD
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dont le domaine cytoplasmique, aa 402 a 426, interagit avec Je domaine C terminal
de la protéine vpu. La dégradation concerne aussi bien le CD4 membranaire que

celul complexant la gpl60 dans le réticulum endoplasmique.

-stimulation du bourgeonnement et de la hibération des virions VIH. Cette
fonction serait liée a la polymérisation de la protéine, avec formation potentielle

d'un canal ionique qui influencerait le pH intracellulaire (202).
-contribution a la réduction des effets cytopathogenes du VIH-1 (353).

4-Séquences LTR (Long Terminal Repeat).

4.1-LTR 5'.

II est l'équivalent des régions promotrices des génes cellulaires chez les
rétrovirus (/03), sauf le Spumavirus foamy pour lequel un promoteur interne a été
caractérisé (/93). Les différents éléments fonctionnels du LTR 5' du VIH-1 sont

répartis dans trois régions : région modulatrice, région "core” et region TAR.

4.1.1-Région modulatrice.

Elle contient des éléments de régulation comme le NRE (Negative Regulatory
Element), et des sites de liaison pour des facteurs de transcription cellulaires, dont

les principaux sont:

-I'AP-1 (Activator Protein) dont le role dans la régulation de I'expression des

genes du VIH reste a établir.

-le COUP (Chiken Ovalbumine Upstream Promotor) qui se fixe sur un

élément de régulation négative (69).

-le NF-AT (Nuclear Factor for Activated T-cells) se fixe sur des sites riches
en purines et semble étre un facteur de régulation négative de la transcription. Mais
un facteur de régulation positive, I'IBF (Iuterfeukin Binding Factor), peut

également se fixer sur ces mémes sites (/90).
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-I'USF (Upstream Stimulatory Factor) est un facteur de régulation négative.

-le TCF-1a (T-Cell Factor) spécifique des lymphocytes T et dont le site de

fixation est dupliqué dans certaines isolats de VIH.

-le NF-«kB (Nuclear Factor-Kappa B) posséde deux sites de haison, tous
importants pour l'activité promotrice du LTR 5, et qui constituent les séquences

stimulatrices ou Enhancers.

4.1.2-Région "core".

Elle contient des €léments intervenant dans la transcription basale, notamment:

-trois sites de fixation du facteur Sp-1 situés en amont de la TATA-box. Ce
sont des motifs de séquence riches en GC. Le facteur Sp-1 régule d'autres facteurs

de transcription cellulaires et interagit avec la protéine Tat.

-la TATA-box interagissant avec des facteurs généraux de transcription comme le
facteur TBP (TATA Binding Protein), les TAF (TATA-Associated Factors) et
I'UBP-1 (Untransiated Binding Protein).

-la séquence INT, située entre la TATA-box et la région TAR. Elle lie aussi bien

des facteurs de régulation que des facteurs de transcription basale.

4.1.3-Région TAR.

Elle commence au site d'initiation de la transcription des geénes du VIH, et
s'etend sur une soixantaine de nucléotides en aval. Elle joue un réle important dans
la transcription. En effet, le transcrit TAR-ARN, qui se trouve au début de tous les
ARNm viraux, est indispensable a la transactivation de la transcription effectuée
par la protéine tat. Cette derniere doit se fixer sur la structure "bulge” de ce TAR-

ARN. Par ailleurs, le TAR-ADN renferme :

-I'élément régulateur IST (Inducer of Short Transcripts) responsable de la

transcription de courts ARN qui “séquestreraient” la protéine tat (300).



-des sites de liaison pour des facteurs cellulaires.
4.2-LTR 3'.

[l est structuralement identique au LTRS', mais est différent sur le plan
fonctionnel : seuls les éléments de terminaison et de polyadénylation des ARN

messagers sont utilisés.

VI-MODES DE TRANSMISSION DU VIH.

1-Transmission par le sang et dérivés.

1.1-Transfusion sanguine.

Le dépistage systématique de l'infection a VIH chez les donneurs de sang,
obligatoire dans tous les pays, a ramene le risque de contamination post-

transfusionnelle aux cas exceptionnels suivants:

-période de fenétre sérologique précédant la séro-conversion du donneur. La
PCR peut permettre d'éliminer ce risque résiduel, mais sa Systématisation en
pratique transfusionnelle est si Jourde qu'elle n'est pas envisagée, méme dans les

pays développés.

-erreurs techniques éventuelles : faux négatif du fait d'une mauvaise exécution
ou d'une deétérioration du test, erreurs d'identification. Ceci impose le respect
rigoureux des bonnes pratiques de laboratoire par des techniciens bien formés. [l
faut s’assurer également du maintien de la chaine de froid, surtout dans nos pays

chauds.

Dans la plupart des pays, une sélection des donneurs de sang bénévoles est
opérée en amont pour écarter les personnes a risque, grace a un interrogatoire
incluant des renseignements relatifs aux maladies et aux moeurs sexuelles. Mais en
Afrique, ’avénement du SIDA a réduit significativement le nombre de ces
bénévoles, d’ou le recours quasi-systématique aux donneurs familiaux avec

lesquels aucun tri n’est généralement opéré avant les résultats sérologiques.
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1.2-Toxicomanie par voie injectable.

Les échanges de seringues souillées entre drogués est le mode majeur de
contamination dans cette communauté, véritable groupe a risque dans les pays
développés. La toxicomanie par voie injectable a été rapportée dans au moins 80
pays en voie de développement (3/3), mais elle reste généralement limitée aux
grands centres urbains des pays producteurs de drogues et des pays africains de

« transit ».

Les principales mesures de prévention de la propagation de l'infection a VIH
dans ce milieu marginal consistent a distribuer gratuitement des seringues a usage
unique et a la prise en charge psycho-sociale des drogués dans des centres

specialisés.

1.3-Pigire ou coupure accidentelles par du matériel souillé.

Les Accidents d’Exposition au Sang (AES) surviennent surtout en milieu
professionnel : personnel soignant et personnel de laboratoire. Une sérologie
immeédiate doit étre effectuée pour s'assurer de I'absence d'une séropositivité
antérieure a l'incident. D'autres épreuves seront réalisées ultérieurement pour
confirmer ou non la contamination accidentelle. Parallélement, un traitement a
I'AZT, ou mieux une trithérapie antirétrovirale, peut étre instauré pour contrecarrer
toute évolution de I'nfection. La Jégislation en la matiére n’existe pas toujours
dans nos pays, notamment en ce qui concerne la prise médicale effective. Parfois,
I'événement contaminant peut passer inapercu ou €tre négligé par la personne
concernée, d'ou la nécessité d'un respect strict des consignes de sécurité relatives

aux actes de soins et de laboratoires.

Le risque de contamination concerne aussi les patients soignés, particulérement
lorsqu’il s’agit d’injections. Selon Giesselquist et al (114), 1a notion d’injections
serait retrouvée dans 20 a 40% des cas d’infection a VIH en Afrique
Subsaharienne, mais ce taux ne serait que de 2,5% selon le rapport de consuitation

d’un groupe d’experts de I"ONUSIDA/OMS rendu public le 14 mars 2003
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(www.unaids.org/whatsnew/press/fron/HIV injections 140303 fr.himl ).

Comme autres situations exposant a ce type de risque, on peut citer un certamn
nombre d'actes tels que: la circoncision, le tatouvage, le rasage avec des
instruments souillés. Le risque important li¢ a ces actes largement pratiqués en
Afrique a nécessité des actions spécifiques de Communication pour le Changement
de Comportement en matiere de VIH/SIDA pour Jes coiffeurs et autres barbiers
traditionnels. Il faut rappeler par ailleurs que des études ont montré le role
bénéfique de la circoncision dans la réduction du risque de contamination sexuelle

de ’homme (266), mais elle ne dispense évidemment pas du préservatif (36).

2-Transmission par voie sexuelle,

C'est actuellement le mode de transmission le plus fréquent et le plus difficile a
contrdler, car lié au comportement humain. Selon les mémes experts précedents, en
Afrique Subsaharienne, la modélisation de I'épidémie du SIDA basée sur les
meilleures données épidémiologiques disponibles montre que les contaminations
sont trées majoritairement dues a des rapports sexuels non protégés. Les
professionnelles du sexe jouent un rdle central dans la diffusion du virus dans la
population. C’est le groupe cible qui possede le taux d’infection a VIH le plus
élevé dans tous les pays, avec des séroprévalences pouvant atteindre 75% (223) .
En plus du renforcement de la sensibilisation de ces femmes et de leurs clients sur
'usage indispensable du préservatif, il faut améliorer I’accessibilite aux soins par
la création de centres réellement équipés pour le dépistage et le traitement des IST.

A cet égard, 1’exemple du suivi de la cohorte dakaroise est a souligner.

Les moyens de prévention a [’échelle individuelle demeurent la fidéheé
réciprogue du couple, l'abstinence, le recours au préservatif pour les rapports
sexuels occasionnels. Le respect de cette derniére mesure, pour des raisons
culturelles et/ou religieuses, n'est pas encore systématique, malgré les compagnes

de sensibilisation sur les risques de contamination.


www.unoids.org!whatsnew/press/knIHIV

3-Transmission meére-enfant.

Une mere infectée par le VIH peut le transmettre a son enfant pendant la
grossesse, durant I'accouchement, ou au cours de l'allaitement. Différentes études
de part le monde ont montré que cette transmission n'est pas systématique. Le
risque de contamination de l'enfant vare de 15 a 35%, en dehors de toute
intervention médicale (228). 11 est plus élevé pour le VIH-1 que pour le VIH-2. 1]
est plus important dans Jes pays en développement, notamment en Afrique, du fait
de facteurs additionnels d'exposition comme J'allaitement materme! non contre-

indiqué.

La transmission in utero se ferait par l'intermédiaire des cellules
macrophagiques placentaires, plutdt que par les cellules trophoblastiques qui ne
sont pas réceptives au VIH (/37 2/3). Des virions ou des cellules infectées
pourraient traverser passivement les infractions de la membrane syncytio-
trophoblastique au cours des échanges sanguins foeto-maternels. Ces derniers sont

trés intenses en fin de grossesse, notamment pendant le travatl et la délivrance.

Le risque de contamination lors du passage dans la filiere génitale semble plus

grand que celui encouru in utero, comme l'attestent certaines observations :

-absence quasi-constante de signes cliniques et biologiques liés a une

réplication virale in utero chez le nouveau-né de mere séropositive (3/).

-risque de contamination significativement plus élevé chez le premier enfant

issu d'une grossesse gémellaire (//6).

-la recherche de provirus par PCR dans les cellules thymiques foetales a montré

que moins de 2% de foetus sont infectés (43).

-la détection du virus sur des prélévements effectués a la naissance montre 40%
de bébés positifs, la positivite chez les autres enfants infectés n'étant révélable que

plus tard (49).

-les données virologiques chez 95 enfants infectés ont permis a Rouzioux et al
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(283) de conclure a une contamination iz utero que dans un tiers des cas, le reste

étant des cas d'infection acquise a la naissance.

C'est au cours de Y'accouchement que s'ajoutent d'autres facteurs de risque :
contact direct avec le sang et les sécrétions cervico-vaginales contenant des virions

et des cellules infectées, déglutition éventuelle de produits infectieux.

Quant au risque de contamination par [l'allaitement matemnel, il est
proportionne! a {a durée de celui-ci (372), mais est beaucoup plus €levé duyrant les
premiers jours du fait de la richesse relative du colostrum en virions libres et
lymphocytes infectés (287, 332, 333). 1l a été récemment rapporté la possibilité
d’avoir dans le lait matemel une population virale différente des virus du sang

périphérique (27).
D'autres tacteurs augmentent le risque de transmission verticale du VIH:

-la baisse du taux de lymphocytes CD4+ maternels. Ainsi, Mayaux et al (211)
ont rapporté un risque de 43% quand ce taux est inférieur 4 200 cellules/mm’,

contre seulement | 5% pour des taux supérieurs a 600 cellujes/mm’,
-la positivité de I'antigénémie p24 ou une charge virale €levée (39, 2/1, 345).
Des mesures préventives sont préconisées aux meres Seropositives |

-les résultats de !'essai thérapeutique franco-américain ACTG-076/ANRS-024,
publies en 1994, ont montré que ia prise d'AZT peut permettre de réduire d'environ
deux tiers le risque de transmission verticale (68). L'AZT est administrée aux
séropositives asymptomatiques pendant la grossesse, entre la 14¢me et la 24éme
semaine d'aménorrhée, ainsi qu'au nouveau-né jusqu'a l'age de 6 semaines. La

névirapine est également utilisée.

-les lavages vaginaux avec des produits virucides juste avant l'accouchement

pour eviter la contamination par les sécrétions maternelies.

-le renoncement éventuel a la procréation.
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V-CYCLE DE MULTIPLICATION.

1-Tropisme cellulaire du VIH,

Le VIH possede diverses cellules cibles in vivo (tableau I11). La plupart d'entre-
elles présentent a leur surface la molécule CD4, le récepteur principal. Cependant,
l'infection des cellules sans CD4 peut se réaliser. En effet, des variants viraux
CD4-indépendants ont été décrits pour le VIH-1 (8§7), mais ils sont beaucoup plus
fréquents pour le VIH-2 (271).

Hématopoiétique | Hématopoiétique, Lymphocytes T4, Macrophages, Promy¢locytes

Cellules dendritiques, Eosinophiles

Cérébral Microglie, Cellules endothéliales capillaires, Astrocytes, Cellules

gliales, Macrophages

Cutanée Cellules de Langerhans

Gastro-intestinal | Cellules épithéliales, Cellules entérochromaffines, Macrophages

Lymphocytes de la lamina propria

Pulmonaire Fibroblastes, Cellules de )'épithélium sinusoidal

Rénal Cellules épithéliales

Tableau II1: Tropisme cellulaire du VIH. D’aprés Chen-Maver (6/).

Depuis 1996, des co-récepteurs du VIH ont été identifiés (79, 83, §7, 95). Ce

sont des récepteurs de certaines chimiokines (figure 5), notamment :

-le CXCR4, anciennement appelé Fusine, récepteur de la CXC-chimiokine
SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor).

-le CCRS, récepteur des CC-chimiokines RANTES (Regulated or Activation
Normal T-Expressed and Secreted) et MIP (Macrophage Inflammatory Protein) lo
et 1.
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Ces co-récepteurs sont nécessaires a la fusion permettant {'entrée du virus dans

la cellule hoéte.

Domaines
extracellulaires

7 Comaines
raramembranaires

M)

———————— CXCR)

—  cxcR2
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— BLR
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Figure 5: Récepteurs de chimiokines (7).
A. Schéma de |'organisation des recepteurs 2 7 domaines transmembranaires ou récepteurs 7TM.

B. Dendrogramme montrant les similarités de séquences protéiques entre les principaux
récepteurs de chimiokines et les récepteurs orphelins apparentés. Les molécules ayant une
activité de corécepteur de VIH sont : CCRS, CXCR4, CCR3, CCR2b, CCRE, CX3CR1, US28

(exprimé par le cytomégalovirus humain).  *Origine virale.

D autres molécules membranaires peuvent fixer le VIH-1 :

-le galactosylcéramide, glycolipide des cellules nerveuses ou épithéliales (/27

350) qui favorise en particulier I'infection des astrocytes (CD4-) cérébraux (2/).

-le DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific ICAM-3-Grabbing Nonintegrin), une
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protéine membranaire des cellules dendritiques (///, 310). Cette lectine calcium-
dépendante joue un role dans la trans-infection des muqueuses d’ou les cellules
dendritiques fixent les virions VIH-1 pour les acheminer vers les cellules cibles
CD4+/corécepteurs+ des tissus lymphoides (ganglions lymphatiques afférents).
Elle est aussi un récepteur pour d’autres agents pathogénes comme le SIV du
macaque (355), le cytomégalovirus humain (/25), le Filovirus Ebola (/92} et

Mycobacterium tuberculosis (164).

-le  DC-SIGNR (Dendritic Cell-Specific ICAM-3-Grabbing Nonintegrin-
Related), protéine membranaire homologue de la précédente et présente au niveau

des cellules endothéliales qui permettent aussi Ja trans-infection (262).

-les HSPG (Heparin Sulfate Proteoglycans) (234, 280).

2-Etapes du cvele de multiplication.

2.1-Attachement-Fusion-Pénétration.

L'attachement du virion a la membrane plasmique de la cellule cible est réalisé
grace a l'interaction entre le récepteur CD4 et la glycoprotéine de surface du VIH
(gpl20 ou gpl25). Le site de liaison a ce récepteur est formé par plusieurs
domaines assez conserves et non contigus, mais juxtaposés par le repliement de la
glycoprotéine qui subit un changement conformationnel lui permettant d'interagir
ensuite avec le co-récepteur. Cefte deuxiéme interaction conduit a l'ancrage de la
glycoprotéine transmembranaire (gp4] ou gp36) dans la membrane plasmique. [l
s'en suit une fusion entre cette dernicre et l'enveloppe virale qui aboutit 4 la

pénétration du virus dans la cellule.

Pour !'infection CD4-indépendante, le site de fixation au co-récepteur est

directement accessible (figure 6).
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Figure 6 : Attachement-Fusion-Pénétration du VIH-1 pour les infections CD4-

dépendante et CD4-indépendante. Dans le second cas, le site de fixation de la gp120 au
corécepteur ne nécessite pas la fixation préalable du virion au CD4 pour étre exposé et permettre

la laison.

2.2-Rétrotranscription du génome viral.

C'est l'étape cytoplasmique majeure du cycle de multiplication du VIH. Elle a
lieu dans la capside partiellement dégradée. Cependant, la mise en évidence
d'’ADN proviral asocié a des virions purifiés a partir du milieu de culture ou du
plasma (329), conduit a penser que la rétrotranscription peut débuter dans le virion

libre. Elle se déroule de la fagon suivante :

-appariement de 18 nucléotides de l'extrémité¢ 3' de I'ARNtLys3 servant
d'amorce avec la séquence complémentaire PBS (Primer Binding Site) en aval de

la région u5 du génome.

-synthése de 'ADN(-) complémentaire de la séquence des régions uS ¢ r &

I'extrémité 5' du génome, grace a la RT.
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-hydrolyse du fragment r-u5 d'ARN par l'activité RNase H de la RT.

-appariemment de la région r de l'extrémité 3' de I'ARN avec sa séquence

complémentaire R sur le fragment d'ADN (-) formé.
-poursuite de la rétrotranscription jusqu'a l'obtention de la région pbs.

-hydrolyse du segment u3-r a I'extrémité 3' de ARN, et synthése d'un segment
d'ADN (+) : 5'-U3-R-US-PBS-3".

-appariemment de la séquence PBS de cet ADN(+) avec celle d'un brin
d'ADN(-), et synthése des parties complémentaires de fagon a obtenir un ADN

proviral double brin ayant aux deux extrémités une séquence U3-R-US ou LTR.

Cet ADN proviral doit étre acheminé ensuite dans le noyau ou il va s'intégrer
au geénome cellulaire. Les principales étapes de la rétrotranscription sont

schématisées dans la figure 7.

2.3-Transfert dans le noyau et intégration de I'ADN proviral.

L'ADN proviral est transporté¢ de fagon active du cytoplasme au noyau grace
aux protéines virales pl7MA et pldvpr qui lui sont associées sous forme d'un
complexe de pré-intégration incluant l'intégrase. Des protéines cellulaires de
transport nucléaire interviennent également. L'intégrase, comme son nom l'indigue,
assure les réactions d'intégration de I'ADN proviral dont elle clive d'abord deux
nucléotides a chaque extrémité 3'. 11 y a ensuite clivage de 'ADN chromosomique,
insertion du provirus par ligation de ses LTR aux extrémités de 'ADN cellulaire.
Des enzymes ceiflulaires participent au parachévement du processus. Le site
d'intégration, dont pourrait dépendre la production virale, ne semble pas étre
quelconque. Ainsi, une préférence pour le voisinage des séquences transposables a
été rapportée (299). Par ailleurs, les molécules d'ADN proviral clivées peuvent se

circulariser, ce qui réduit le nombre de copies intégrées par cellules.
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Figure 7 : Rétrotranscription du génome en ADN proviral (268).

2.4-Expression des génes viraux.

Une fois intégré, le provirus se comporte comme un gene cellulaire et interagit

a son profit avec les facteurs de transcription cellulaires.

L'activation cellulaire transmembranaire déclenche une cascade d'événements

transductionnels conduisant

la libération du NF-xB de son inhibiteur
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cytoplasmique [-kBa. Apres sa transduction nucléaire, ce NF-xB se fixe sur
l'enhancer et interagit avec d'autres facteurs cellulaires. Ces interactions stimulent
le promoteur et conduisent 2 l'initiation de la transcription par 'ARN polymérase {1
cellulaire, au début de la région TAR. 1l y a production de transcrits primaires
équivalents a 'ARN génomique qui subiront des épissages alternatifs. On obtient
d'abord les messagers multi-€pissés précoces codant pour les protéines de

régulation tat, rev et nef.

La protéine tat néoformée regagne le noyau pour transactiver la transcription

virale basale et amplifier ainsi la production des différents messagers viraux.

La protéine rev, présente en quantité suffisante, assure le transport vers le
cytoplasme des ARNm génomiques et mono-€pissés. Elle favonise ains
I'expression des autres protéines virales dites tardives, celles dont les messagers

contiennent le motif RRE : gag, pol, vif, vpr, env et tat (domaine tatl).

Divers processus de maturation post-traductionnelle surviennent avant ou
pendant la formation du viron: phosphorylation, myristylation, dimérisation,

glycosylation, clivages.

2.5-Assemblage et Maturation du Virion,

La formation du virion est initiée par l'auto-assemblage des molécules du
précurseur Pr55gag au niveau de la face interne de la membrane plasmique, dans
une zone ou sont exprimeées les glycoprotéines d'enveloppe. PrS5gag interagit avec
cette membrane grace au radical myrnistyle et au domaine N-terminal de la protéine
pl7MA. Quelques molécules du précurseur Pri60gag-pol suivent le méme
processus et se trouvent incorporées dans le virion naissant. Sont ¢galement

Incorporees :
-deux copies d’ARN génomique associées aux amorces ARNt Lys3.
-quelques molécules de vif, vpr, nef.

-des protéines cellulaires, en quantit¢ plus faible mais pouvant influencer
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I'imfectivité virale: cas de la cyclophiline A.

-des nucléotides-phosphates, dont la disponibilité rend possible une certaine
activité retro-transcriptionnelle dans certains virions matures, matérialisée par la

mise en évidence d'ADN proviral associé aux virions purtfiés.

A la fin du bourgeonnement, Ja maturation de la particule virale libéree
nécessite le clivage ordonné des précurseurs Pr55gag et Pr160gag-pol. Cette €tape
finale est effectuée par la Protéase virale dont J'activité enzymatique est déclenchée

par la dimérisation de Prl160gag-pol.

VI-PHYSIOPATHOLOGIE DE L'INFECTION A VIH.

A partir du contage, l'infection @ VIH évolue en trois phases:

-une phase de primo-infection au cours de laquelle une réponse immune

specifique tente de contrdler I'importante virémie qui suit Je contage.

-une phase de latence clinique, longue période pendant laquelle, malgré une
réponse a priori efficace, le virus va poursuivre sa multiplication et sa

dissémination dans l'organisme, rompant progressivement 1'¢quilibre en sa faveur,

-une phase cliniquement symptomatique aboutissant a la déchéance du systeme

immunitaire, donc au SIDA.

1.Phase de primo-infection (30, 128).

Une fois dans l'organisme, le virus va se multiplier activement dans les organes
lymphoides secondaires : rate, ganglions lymphatiques. Rapidement, apparait une
virémie considérable mais vite réprimée et ramenée a un niveau nettement plus

bas, du fait d'interactions largement en faveur du systéme immunitaire.

En effet, une intense réactivit¢ lymphocytaire T cytotoxique polyclonale se

développe et va persister au moins jusqu'au début du stade IV chinique (242, 289,
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362), pour ensuite disparaitre probablement par épuisement clonal (42). Ces
lymphocytes T cytotoxiques ou CTL (Cytotoxic T Lymphocyte) peuvent induire
des effets immunopathologiques contribuant au déficit immunitatre, car ils sont
dirigés contre d'autres cellules immunitaires, en 'occurrence celles qui expriment
les antigénes viraux : lymphocytes CD4+, macrophages et cellules dentritiques
infectés. Le systeme HLA de 1’hote semble jouer un role dans Pefficacité de la
réponse CTL. Ainsi certains phénotypes comme HLA B*57, HLA B*39 et HLA
A*30-Cw*07 sont associés a une faible charge virale, donc favorables a un

metlleur contrdle de 'infection a VIH (3/7).

Les anticorps anti-VIH circulants n'apparaissent qu'aprés le début de la
réactivité CTL, mais persistent a des taux €levés en général. Ils sont détectables
entre 3 et 12 semaines aprés le contage. Les anticorps neutralisants sont dirigés
contre les domaines variables V3 (surtout) et V1/V2, et/ou contre le site de fixation
au CD4 qui implique les domaines conserves C2, C3 et C4 de la gpl20. Leur
efficacité dans le contréle de l'infection est cependant compromise par la dérive
antigénique pour le premier type, et un titre insuffisant pour le second type. Par
ailleurs, des anticorps anti-gpl20 (d'autres épitopes de la gpl20) et anti-gp4l
peuvent médier une lyse de cellules infectées exprimant ces glycoprotéines, par le
mécanisme de cytotoxicité dépendante des anticorps ou ADCC (Adntibody

Depending Cellular Cytoxicity).

2.Phase de latence clinique.

Cette phase ne correspond nullement pas & une période de latence virale. En

effet, la charge virale sanguine demeure importante puisque :
-1 a 10% des cellules mononucléées du sang périphérique hébergent le provirus.

-1 a 10% de ces cellules renferment des ARNm viraux témoins d'une activité

réplicative.

-la charge virale plasmatique est €évaluée a plusieurs milliers de copies d'ARN

viral/m! (288).
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Pres de 10 milliards de virions sont détruits et remplacés quotidiennement. Le
twrn over est en moyenne de 2 milliards par jour pour les Jymphocytes CD4+
infectés circulants (/36, 253). Ces demiers représentent plus de 99% des cellules

productrices des virions circulants.

Les cellules foliiculaires dendritiques, les lymphocytes et les macrophages des
organes lymphoides secondaires constituent le principal réservoir de virus pendant
la latence. L'envahissement des follicules lymphoides par des lymphocytes T
CD8+ potentiellement cytotoxiques serait impliqué dans {'involution ganglionnaire

précédant le stade SIDA.

Durant cette phase de latence clinique, le VIH prend trés progressivement le

dessus sur le systéme immunitaire, grace & plusieurs mécanismes:

—>Induction progressive d'une réponse CTL inappropriée, déplétion et

dysfonctionnement des lymphocytes CD4+, par divers processus:

-blocage de la différenciation des CTL a un stade « pré-effecteur », donc non
fonctionnel, caractérisé par un faible taux de perforine (/6) et/ou une faible

capacité de sécrétion d’interférony (/76).

-effets cytopathogenes directs du virus sur les lymphocytes CD4+ et sur la
différenciation de leurs précurseurs ou des cellules du micro-environnement

thymique.

-signaux cellulaires inadaptés conduisant a l'anergie ou a l'apoptose. Ainsi, par
différents mécanismes, les protéines virales gpl20, gpi60, Tat, Vpr, Vpu, Nef et la
protéase sont impliquées dans 1'induction ou la suppression de la mort cellulaire

programmée (/19).
-destruction des cellules non infectées mais présentatrices d'antigénes du VIH.

-destruction des lymphocytes CD4+ circulants ayant fixé des molécules de gpl20
solubles.

-induction d'auto-anticorps anti-cellules CD4+. Cela est di aux homologies de
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séquences des protéines du VIH avec des protéines humaines. Cependant, I'impact
pathologique de ces auto-anticorps n'est pas ¢tabli (//5).
-production par les CTL de cytokines capables de stimuler la réplication virale par
activation de la cellule hote.
—>Modification des propriétés biologiques du VIH relativement au tropisme, a
la cinétique de réplication et a la cytopathogénicité.
- Variation antigénique conduisant a une diversification virale qui aggrave
I'inefficacité de la réponse immunitaire.

3-Phase symptomatique aboutissant au SIDA.

Elle survient plusieurs années apres la latence clinique, et résulte de 1'échec du
controle de l'infection par le systeme immunitaire. Ce dernier va continuer a
s'affaiblir pendant que la virémie remonte, les signes cliniques de gravité
s'affirment et/ou se diversifient, alimentés par des infections opportunistes

survenant ou réactivées a la faveur du déficit immunitaire.

4-Cas particuliers.

-Sujets VIH positifs "non progresseurs' a long terme : 1l s'agit d'un faible
pourcentage de sujets infectés qui restent plusieurs années sans présenter
d'anomalies cliniques et biologiques, en dehors de tout traitement antirétroviral
(51, 237). lls présentent des réactivités CTL anti-VIH plus fortes et persistantes,
avec une plus grande activité suppressive. Les titres d'anticorps sont plus élevés,
avec des anficorps neutralisants plus efficaces (729), et la charge virale

habituellement plus faible.

-Sujets exposés mais non infectés et développant une réponse CTL anti-VIH :
cas des conjointes VIH négatives dans les couples discordants et d’environ 5% de
prostituées au Kenya (284} et en Gambie (286). Elles auraient pu éliminer le virus
(285), mais il n'existe encore aucun cas documenté de guérison naturelle de

I"infection a VIH chez I’homme ou chez ’animal (//2).

[.a soustraction ou la réduction de 1’exposition a la contamination, donc de la

stimulation antigénique entretenant la réactivité CTL anti-VIH, peuvent aboutir a
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une séroconversion tardive par insuffisance de cette protection immunologique

(165).

-Sujets infectés séronégatifs a long terme, comme ceux décrits par Ellenberger et
al (92) qui suggerent un dysfonctionnement immunitaire car méme le test de
production d’anticorps in vitro par stimulation lymphocytaire au « pockweed

mitogen » (ou phosphorothioate oligodéoxynucléotide) est négatif.

S- Principales différences avec ’infection 4 VIH-2 (K4b).

Le VIH-2 est caractérisé par une transmissibilité significativement plus basse
que celle du VIH-1, tant par la voie hét€rosexuelle (/6/, /62) que par la voie mere-
enfant (7, /2). Il en est de méme de la charge virale plasmatique du VIH-2 (//,
263) dont I'infection se caractérise aussi par : une plus longue durée d’incubation
(au moins dix ans) (70, 280), une progression clinique plus lente vers le SIDA
(204) , ainsi gu’une certaine protection contre l'infection a VIH-1 (324) pas
toujours retrouvée (347). Les principaux €léments de comparaison entre les types

de VIH sont regroupés dans le tableau I'V.

PARAMETRE VIH-1 VIH-2
Homologie génétique 40 a 60%
Distibution géographique Mondiale Afrique de I’Ouest surtout
Prévalence selon I’age Pic entre 20 et 30 ans Augmente avec |'dge
Voies de transmission Pas de différence
Transmission hétérosexuelle Significativement plus faible pour le VIH-2
Transmission verticale 15240% . Moins de 5%
Charge provirale (ADN) Pas de différence
Charge virale plasmatique Significativement plus faibie pour le VIH-2
Délai d’évolution vers le SIDA Autour de 10 ans Beaucoup plus long

Tableau IV : Principaux points de comparaison entre VIH-1 et VIH-2,
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VII-DIAGNOSTIC DE L'INFECTION A VIH.

1-Diagnostic clinique.

Les manifestations cliniques, liées ou non aux infections opportunistes, ne
permettent qu'une présomption plus ou moins forte d'infection a VIH. Apres la
description des premiers cas cliniques aux USA (57) et la premiere définition
clinique des CDC en 1982, trois classifications cliniques sont actuellement

proposées (//3):
~classification des CDC en 4 groupes cliniques I, II, [Il et IV.

-classification européenne en 3 catégories cliniques A, B et C, subdivisées
chacune en 3 sous-catégories |, 2 et 3, selon que le taux de lymphocytes CD4+ est

supérieur & 500, compris entre 200 et 499, ou inférieur a 200 par mm”.
-classification de I'OMS en 4 stades cliniques |, 2, 3 et 4.

2-Diagnostic biologique.

2.1-Diagnostic direct.

Effectue dans des situations particulieres, le diagnostic direct comprend la
recherche de I’antigéne p24 plasmatique, la PCR spécifique et I'isolement viral.

->Antigénémie p24. L’antigéne p24 libre est détectable avant la

séroconversion et dans la phase SIDA. Le chauffage préalable du sérum libére la
fraction p24 des immuns complexes circulants et permet la quantification de
I’antigénémie p24 totale, a tous les stades de I'infection a VIH. Ce parametre
moins colteux peut permettre un suivi biologique alternatif, car il est correlé avec
la charge virale plasmatique et le taux de lymphocytes CD4+ (3//). Les nouveaux
ELISA détectent simultannément les anticorps anti-VIH et |’antigéne p24.

2> PCR spécifique. La PCR Hpol est la plus utilisée pour affirmer la présence

de VIH dans un préléevement. C’est une PCR nichée qui amplifie un segment trés
conservé du géne pol, avec les amorces externes 4538/4235 et internes 4327/4461.

Elle est indiquée dans le diagnostic précoce d’une transmission mere-enfant ou
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d’une infection VIH avant la séroconversion, pour lever le doute avec des résultats
sérologiques discordants ou dans certains dysfonctionnements immunitaires (a-

gammaglobulinémie).

-2 Isolement viral, L’isolement du VIH se fait par co-culture lymphocytaire a

par des cellules mononucléées du sang périphérique du sujet infecté. La
multiplication virale est détectée par la mesure de I’activite transcriptasique ou ie
dosage de I’antigene p24. Réservée a queiques laboratoires spécialisés, la culture

ne peut se préter au diagnostic de routine, méme dans les pays industrialisés.

2.2-Diagnostic indirect.

Il repose sur la recherche d'anticorps anti-VIH circulants, grace a des tests de
depistage et des tests de confirmation.

2.2.1-Tests de dépistage.

2ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) sur microplaque. Quatre

générations de tests ont été développées :
-les ELISA directs utilisant les lysats viraux comme antigénes.
-les ELISA a base des protéines recombinantes ou des peptides synthétiques.

-les ELISA utilisant les antigénes précédant avec le principe du « sandwich »

pour détecter les anticorps anti-VIH totaux, [gM et I1gG.

-les ELISA de 4°™ génération, versions améliorées des précédants, permetient
la détection simultanée des anticorps et de |'antigene p24, ce qui rédui

significativement la période de silence sérologique (200, 342).

—>Tests rapides. [Is sont basés sur le principe de 'ELISA indirect simple ou de la
co-aggiutination avec des particules sensibilisées.

2.2.2-Tests de confirmation.

Le Western-Blot a été le test de confirmation le plus employé. [l utilise des

antigénes VIH totaux séparés par électrophorése et transférés sur membrane de
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nitrocellulose ou de nylon. Le LIA (Line Immunoblot-Assay) & base de peptides
synthétiques et le RIBA (Recombinant Immuno-Blot Assay) a base de proiéines
recombinantes, sont de plus en utilisés. Quant au test RIPA (Radio-Immuno-
Precipitation Assay), utilisant un lysat viral radiomarqué (cystéine S**), son usage

est limité a quelques laboratoires agréé€s pour manijpuler les radio-€iéments.

En général, ces tests sont utilisés comme tests de référence pour constituer des
panels de sérums positifs et négatifs destinés a I’évaluation de nouveaux tests et

d’algorithmes simplifiés de dépistage combinants des ELISA et/ou tests rapides.

2.3.3-Aleorithmes simplifiés de diagnostic sérologique.

Des algorithmes simplifiés, tenant compte du contexe clinique ou des facteurs
de risque d'infection a VIH, peuvent &tre mis en oeuvre, Ainsi, le diagnostic
biologique peut étre affirmé dans les cas suivants :

-positivité de deux ELISA de principes différents, chez une personne avec ou

sans signe clinique pathognomonique d’une infection a VIH.

-positivite d'un ELISA dans des situations particulierement évocatrices d'une
infection a VIH, telles que la maladie de Kaposi disséminée, le molluscum
contagiosum disséminég, la leucoplasie chevelue de la langue. ..

-positivité persistante d'un ELISA chez le nowrrisson de mére séropositive, plus

de 18 mois apres la naissance.

VII-TRAITEMENT ANTIRETROVIRAL.

1-Aspects pharmacologiques (338).

Actuellement, une vingtaine de molécules antirétrovirales sont utilisables dans
le traitement étiologique de l'infection a VIH. Elles sont virustatiques par inhibition

de la transcriptase inverse ou de la protéase virales.

Les Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse ou INTI ou NRTI

(Nucleosidic Reverse Transcriptase Inhibitor) bloquent I’¢longation de ["ADN,
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mais se sont des prodrogues n’agissant qu’apres triphosphorylation en 5 assurée
par diverses kinases intracellulaires. La zidovudine ou AZT (azidothymidine) dot
ams) étre transformée en AZT-TP (AZT-triphosphate), 1a stavudine ou d4T (2°,3'-
didéshydro-2’,3’-didésoxy-thymidine) en d4T-TP, la lamuvidine ou 3TC en 3TC-
TP, la zalcitabine ou ddC en ddC-TP. Pour la didanosine ou ddl et I’abacavir, les
derivés monophosphorylés (dd1-MP et abacavir-MP) sont d’abord transformés en
ddA-MP et carbovir-MP qui vont aboutir & la ddA-TP et au carbovir-TP. Quant a
["adéfovir, un analogue nucléotidique, une seule étape de phosphorylation est

nécessaire.

Les Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse ou INNTI ou
NNRTI (Non Nucleosidic Reverse Transcriptase Inhibitor) agissent directement en
se liant a la transcriptase, a proximité du site actif, entrainant un changement

conformationnel défavorable a I’activité enzymatique.

Les Inhibiteurs de la Protéase (IP) ou Antiprotéases sont des molécules
peptidomimétiques qui agissent directement en se. fixant au site de liaison des
précurseurs pr55gag et prl60gag-pol a ’enzyme, empéchant ainsi le clivage de ces
substrats. En outre, leur effet inhibiteur propre sur 1’apoptose lymphocytaire

pourrait limiter la diminution des lymphocytes T CD4+ circulants (305).

Les principaux ARV disponibles (tableau V) permettent un traitement
antirétroviral « hautement actif » ou HAART (Highly Active Antiretroviral
Treatment) associant généralement trois molécules.  Les  trithérapies,  dont
’efficacité a été prouvée depuis 1996 (2/7), peuvent étre des associations
« convergentes » de 2 INTI + 1 INNTI, ou sﬁrtoul des associations « divergentes »
bloquant les deux enzymes virales, avec 2 INTI (AZT/3TC ou AZT/ddI) + 1 IP.
On obteint une diminution spectaculaire de la charge virale plasmatique, qui peut
4éme

méme devenir indétectable dés la 2 semaine de trithérapie.
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Zidovudine AZT RﬁTROVIR, COMBIVIR Glaxo-Wellcome
Didanesine DDI VIDEX Bristol-Myers Squibb
Zalcitabine DDC HIVID Roche

Stavudine dd4T ZERIT Bristol-Myers Squibb
Lamivudine 3TC EPIVIR. COMBIVIR Glaxo-Wellcome
Abacavir ABC ZIAGEN Glaxo-Wellcome
Adéfovir ADY PREVEON Gilead Sciences

Ay

TEURS NON NUCLEOSIDIQUES DE L4

Névirapine NVP VIRAMUNE Bochringer-Ingelheim

Delavirdine DLV RESCRIPTOR Pharmacia-Upjohn
Efavirenz EFV SUSTIVA Dupont Pharmaceuncais
Saquinavir sSQv INVIRASE, FORTOVASE Roche

Ritonavir RTV NORVIR, KALETRA Abbott

Indinavir IDV CRIXIVAN MSD

Nelfinavir NFV VIRACEPT Roche

Amprénavir APV AGENERASE GlaxoSmithKline
Lopinavir LPV KALETRA Abbon

Tipranavir TPV - Pharmacia-Upjohn
Atazanavir TAZ - Bristol-Myers-Squibb

Tableau V : Principaux médicaments antirétroviraux. De nombreuses versions

génénques sont de plus en plus proposées, notamment dans le cadre de la baisse des prix
accordée aux pays en voie de développement. D'autres molécules sont en étude, dont celles
agissant sur d'autres cibles pharmacologiques du cycle réplicatif du VIH: les inhibiteurs de la
fixation-pénétration (8, 309), les inhibiteurs de l'intégrase (/30) et les inhibiteurs de la

transcription {anti-taf, anti-rev).

Paralléelement, 1l y a une restauration immune (/9) par I’augmentation significative

du taux de lymphocytes CD4+, grace a :

-une recirculation de cellule T CD4+ mémoires revenant a une quiescence
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normale, avec restauration de leur capacité de réponse aux stimuli antigéniques.

-la régénération en cellules «naives» permettant une reconstitution

immunitaire plus durable.

La construction des trithérapies doit tenir compte de certaines données

pharmacologiques :

-I’existence d’une compétition entre I'AZT et la d4T pour la phosphorylation
intracellulaire impose de ne pas associer ces deux ARV pivots, tres actifs, de bonne

penetration dans le systéme nerveux central et relativement moins toxiques.

-I’existence d’associations largement étudiées, dont I’efficacité et la tolérance sont

acceptables, comme AZT + 3TC (ou ddC ou ddI), d4T + ddI (ou 3TC).
-I’existence de formes galéniques d’ARV associés, pour le confort de prise.

-les résistances croisées pour les protocoles de relais en cas d’échecs thérapeuti-

ques (voir infra).

-les risques de toxicités cumulées sur un méme organe cible, ainsi que les
interactions medicamenteuses liées au catabolisme hépatique (via 1'isoenzyme

CYP3A4 du cytochrome P450) des INNTI et des antiprotéases.

De nombreux effets secondaires sont provoqués par les ARV. Les INTI, par
toxicité mitochondriale, peuvent induire des neuropathies periphériques (ddC, ddl,
d4T), une myopathie (AZT), une cardiomyopathie (AZT, ddC, ddI), une stéatose et
une acidose lactique (AZT, ddl, d4T), une pancréatite (ddC, ddl, d4T, adéfovir),
une tubulopathie proximale (adéfovir), une pancytopénie (AZT), une hépatite
médicamenteuse (ddl), des troubles digestifs(AZT, ddl), des éruptions toxico-
allergiques (abacavir), aphtes buccaux (ddC). Les INNTI provoquent surtout des
signes cutanés  (névirapine) ou neurologiques (éfavirenz), tandis que les
antiprotéases provoquent des diarrhées, une hépatite, une toxicité rénale (par
cristallisation de I’indinavir). Les syndromes lipodystrophiques associent des

anomalies cliniques (lipoatrophie des membres et du visage, lipohypertrophie
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prolonge INTI+IP, ils constituent une hantise majeure pour la prise en charge, a

[’instar de ]’émergence des résistances virologiques.

2-Résistances aux antirétroviraux (ARV).

Elles sont générées principalement par les erreurs rétro-transcriptionnelles de
Ja RT au niveau de certains codons du géne pol | aussi bien dans la région codant

pour la RT que celle codant pour la protéase virale.

2.1-Principales mutations induisant des résistances

Un certain nombre de mutations dans le gene po/ sont responsables de la
résistance in vitro et in vivo des souches de VIH-1 aux antirétroviraux. Elle:
concernent aussi bien la RT que la Protéase. Les principales positions de ce

mutations sont réguliérement répertoriées dans la base de données de Stanforc

(hitp:_hivdb.stanford.edu ). Le niveau de résistance conféré varie selon la position
et ’ARV (tableaux VI, VII et VIII).

Tableau VI:
Principales mutations
et conséquences sur la
sensibilité du VIH-1
aux INTL

Resistance bas mivean

Coninibalion 4 Ia resisiance
1 AT ]
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2.2-Méthodes d’études des résistances aux ARV.

Deux groupes de tests sont actuellement disponibles pour étudier la résistance

du VIH aux ARV (44, 45).

2.2.1-Tests phénotypiques.

Ils évaluent directement la capacité du VIH a se multiplier en présence d’une
gamme de concentration d’ARV, ce qui permet de déterminer Jes Concentrations
Inhibitrices 50% et 90% , Clso et Clyy , exprimées en micromolaires (uM}) ou en

nanomolaires (nM). On distingue :

-Les Tests Phénotypiques Classiques type ANRS ACI11 et ACTG (41DS§
Clinical Trial Group) . La premiere €tape consiste a isoler le virus par coculture
classique des lymphocytes du patients avec des lymphocytes d’un donneur
séronégatif activés par la phytohémagglutinine (PHA). La seconde ¢tape est la
mise en culture de plusieurs dilutions du surnageant de la primoculture virale en
présence d’une gamme de concentration de I’ARV dont V’effet est apprécié en
mesurant la diminution de {’activité transcriptasique inverse (test ANRS) ou de la

production de I’antigene p24 (test ACTG) dans les surnageants.

L’avantage de ces tests est la mesure directe de la sensibilité aux ARV, avec
des résultats standardisés, mais ils sont trés codteux, techniquement lourds et long
(3 a 4 semaines) a effectuer, et surtout ne s’addressent qu’aux virus présents dans
les PBMC car la culture est négative a partir du plasma des patients traités. Or,
dans ces lymphocytes la détection de |’émergence des mutants résistants ne peut se
faire que plusieurs semaines aprés cette possibilité dans le plasma. En effet, c’est
au niveau de I'’ARN viral plasmatique, de demi-vie trés courte (moins de 6 heures)
qu’est d’abord détectée la sélection des premiers mutants. Les lymphocytes
périphériques peuvent aussi ne contenir qu’un provirus témoin d’un VIH archivé

depuis longtemps (Z4).

-Le Recombinant Virus Assay ou RVA : initialement décrit par Kellam et
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Larder en 1994 (166), il en existe différentes versions comprenant les-étapes
suivantes : extraction d’ARN viral plasmatique, rétrotranscription en ADNc des
genes de la protéase et/ou de la RT, amplification de ces genes par PCR, co-
transfection avec un clone d’ADN proviral délété des genes de la protéase et/ou de
la RT conduisant & !'obtention d’un clone complet et infectieux, culture du virus
recombinant homologue en présence d’ARV et détermination des Clsy et Cly, par

des procédés variables selon les fabricants (Virco, Virologic).

Les avantages des tests recombinants sont une réduction du de€lai des résultats a
une dizaine de jours et I'utilisation de I’ARN viral plasmatique (qui doit cependant
atteindre un taux de 500 voire 1000 copies/ml pour réussir une RT-PCR). Mais ils

sont sophistiqués et trés colteux.

2.2.2-Tests génotypiques.

Ils consistent en la mise en évidence, dans les régions codant pour la RT et Ia
Protéase, des mutations répertoriées comme étant associées a la résistance a un ou
plusieurs ARV. Ces données sont régulierement mises a jour dans le site

htip /thivdb. stanford.edu/hiv . L'étape commune est I’extraction de I’ARN viral

plasmatique suivie de RT-PCR. Puis, on peut effectuer :

-le séquengage automatique partiel ou total des fragments amplifiés des régions

RT et Protéase,

-la PCR sélective, mettant en jeu des amorces correspondant aux codons

sauvage et muté.

-le PMA (Point Mutation Assay) qui est une PCR sélective avec des amorces
radioactives et qui permet une quantification de la proportion de virus mutés au

codon étudié.

-le LIPA (Line Probe Immuno Assay) qui utilise des amorces biotinylées et des
sondes correspondant aux principaux codons de mutation de résistance, déposées

en ligne sur une membrane de nylon découpée en bandelette. Ce test peut étre mis
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en défaut, surtout pour des souches non-B mutées au codon 74 (/68).

-la technologie des « Puces»: I"ADNc¢ obtenu contenant des séquences
promoteurs de I’ARN polymérase T3 et T7, est transcrit en ARN fluorescent en
présence d’UTP marqué a la fluorescéine. Cet ARN est coupé par chauffage a
95°C pendant 30 min, en fragments de 20 a 100 nucléotides qui sont sont mis a
hybrider avec des sondes fixées dans des puces. L’intensité de la fluorescence au

niveau de chaque puce est évaluée au microscope a laser.

Les tests génotypiques sont moins difficiles a effectuer, et les résultats peuvent
étre rendus en quelques jours. L’interprétation nécessite une bonne expertise, une
base de données régulicre mise 4 jour, et clle doit aussi tenir compte de
I'interaction complexe de certaines mutations entre-elles et du polymorphisme de
la région protéase du gene pol. Beerenwinkel et al (28) ont proposé une approche
bioinformatique de prédiction du phénotype a partir du génotype disponible au site

http://cartan.gmd.de/geno2pheno. hitml,

Il faut préciser que tous les tests phénotypiques et la plupart des tests
génotypiques sont relativement incapables de déceler les premiers mutants
résistants sélectionnés par un traitement antirétroviral, car ils ne peuvent détecter
des variants minoritaires constituants moins de 20% de la population virale

circulante,

2.3-Résistances aux ARV et stratégies thérapeutigues.

Les données sur la résistance aux ARV au cours de divers essais thérapeutiques
ont en grande partie contribué a faire les principales recommandations

thérapeutiques suivantes :

-débuter le traitement ARV chez les patients au stade clinique C et/ou si le taux
de lymphocytes CD4+ est inférieur a 200 cellules/mm’, ou 350 chez les

paucisymptomatiques.

-I’objectif du traitement doit étre de bloquer la replication virale, car toute
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réplication résiduelle expose a lI'émergence de mutations de résistance. [l faut
instituer en premiére intention une trithérapie avec deux Inhibiteurs Nucléosidiques
de la RT et une Antiprotéase, en évitant les molécules pour lesquelles les

résistances sont croisées : ddI et ddC, [ndinavir et Ritonavir.

-en cas d’échec virologique, le changement du traitement doit se faire le plus
tot possible et les molécules de rempiacement ne doivent pas avoir de résistances
croisées avec les précédentes. Différents traitements de relais sont proposés

(tableau 1X).

TRAITEMENT INITTAL TRAITEMENT DE 2™ INTENTION

AZT-ddl ou ddC (+ ou~ NVP) [AZT-3TC-IP ou d4T-3TC-IP

AZT-3TC (+ ou— NVP) d4T-ddI-IP ou (d4T)-RTV-SQV

d4T-ddl ou ddC {(+ ou — NVP) |AZT-3TC-IP ou (AZT)-RTV-SQV

d4T-3TC (+ ou— NVP) AZT-ddI-IP ou (AZT)-RTV-SQV
Ritonavir RTV-SQV

Indinavir RTV-SQV

Saquinavir RTV ou IDV ou IDV-NVP
Nelfinavir IDV ou RTV-SQV

Tableau IX: Propositions de relais de traitement en cas d’échec

virologique. D’aprés Brun-Vézinet et al (45).

Au total, il faut donc préciser qu'aucun traitement étiologique actuel, fot-il
"précoce et fort" (734) n'est efficace a 100%, car I’inhibition de la réplication
virale est toujours levée a I'arrét de celui-ci. Il doit €tre poursuivi a vie, ce qui pose
sans doute le probleme de son observance et de sa tolérance. Des arréts controlés
sont proposés pour lever les effets toxiques. L hypothese récente d’administration
concomitante (ou en relais) de vaccins thérapeutiques constitue un réel espoir pour

freiner |'évolution de 1'infection & VIH tout en allégeant la trithérapie.
Le suivi biologique indispensable au cours du traitement ARV a deux buts :

-déceler les effets secondaires des ARV chez le patient, de fagon a les corriger
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ou a modifier le protocole.

-contrdler [’efficacité des produits par [’évaluation de la charge virale
plasmatique qui doit rester indétectable, et du taux de lymphocytes CD4+ qui doit
augmenter significativement. La restauration immune sous traitement serait plus

importante quand |’infection est récente (6).

3. Accés aux ARV en Afrique Subsaharienne,

Pendant que plus de 75% des personnes infectées par le VIH se trouvent en
Afrique Subsaharienne, [’acces au traitement antirétroviral est encore tres
largement insuffisant. En décembre 2002, a peine 1% d’adultes infectés en ont
béneficié. Ce taux est au moins 4 fois plus faible que dans les autres régions en
voie de développement : 4% en Asie, 9% en Europe de I'Est et en Asie Centrale,
29% en Afrique du Nord et au Moyen-Orient, 53% en Amérique Latine et au
Caraibes (/43).

Le principal probléme est le manque de moyens financiers. Il faut malgré tout
que les Etats assument leur volonté politique d’organiser de fagon effective I'acces

a ce traitement, par :

-la recherche et la mise en place des ressources financiéres pour constituer le
plateau technique nécessaire et pour subventionner 1’achat de ces médicaments par

les malades.
-I’organisation d’un circuit fiable d’approvisionnement et de controle des ARV.

Des initiatives pilotes existent cependant dans certains pays comme 1'Ouganda,
la Cote d’Ivoire, et surtout le Sénégal qui est le premier pays d’Afrique a proposer
une prise en charge thérapeutique antirétrovirale a travers un programme public
soutenu au plus haut niveau de I’Etat. En effet, I’[nitiative Sénégalaise d’ Acces aux
Antirétroviraux (ISAARV) a été congue des 1998 pour traiter toute personne
vivant avec le VIH résidant au Sénégal et dont le statut biochinique répond aux

criteres collégialement établis par un comité médical technique. Une enquéte
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socio-économique permet de fixer le montant de la participation du patient éligible
a son traitement, la différence étant couverte par une subvention annuelle €tatique.
L’augmentation réguliere de cette subvention témoigne de la volonté politique
irréversible du Sénégal, ainsi que de la crédibilité des acteurs et du bilan de
PISAARV présenté en octobre 2002 (2). Le prochain défi est d’élargir cette
intiative a ’échelle nationale. Le Brésil possede le programme ARV le plus avancé

du tiers monde, avec 115 000 participants dés juin 2002,

Au niveau mondial, la conférence sur le SIDA de Barcelone en juillet 2002 a
fait le point sur I’'immensité et |'urgence des besoins des pays du Sud en matiere de
traitement VIH/SIDA couverts qu’a 5%. L’accés au traitement est d’ailleurs le
theéme de la 13*™ CISMA prévue en septernbre 2003 4 Nairobi au Kenya. Afin de
faire face aux demandes exprimées par les pays en développement, il fut créé en
décembre 2002 une coalition internationale pour ’accés au traitement : I'ITAC
(International HIV Treatment Access Coalition)(143). Elle regroupent plusieurs
partenaires: Personnes vivants avec le VIH et leurs avocats (Global Network of
People Living with HIV/AIDS), Organisations Non Gouvernementales (African
Council of AIDS Service Organizations, International HIV/AIDS Alliance.
International AIDS Society, Global Business Coalition on HIV/AIDS),
Gouvernements, Fondations, Secteurs Privés, Institutions Académiques et de

Recherche, Organisations Internationales (ONUSIDA, OMS, Bangue Mondiale).

Dans tous les cas, 'introduction a grande échelle des ARV en Afrique, outre
I’aspect financier, nécessite une organisation plundisciplinaire rigoureuse et un
bon suivi de leur efficacité a travers la surveillance des échecs cliniques et
virologiques des protocoles thérapeutiques, surtout dus a I’émergence des variants

résistants.
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PROBLEMA UE DE LA VARIABILITE DU VIH.

I-DIFFERENTS TYPES DE VARIABILITE DU VIH.

1-Variabilité génétique.

[.1-Déterminisme.

La mauvaise fidélité de la transcriptase inverse, due a I'absence d'activité 3'-5'
exonucléasique permettant les corrections d'erreurs (265, 276), est responsable
d'un taux de mutation ponctuelle de 10 a 10%/base/cycle réplicatif, soit environ
107 4 10°° erreurs par jour chez une personne infectée (66), ou encore une mutalion

par génome par cycle.

A cela s’ajoutent un important pouvoir recombinogéne de brins homologues
d'ARN génomiques (/4/, 265) et divers autres processus : transfert anormal (379,
translocation et glissement (26), addition de purines en 3' de I'ADN proviral,

hypermutations G/A ( 37), insertion et délétion.

Les effets de tous ces mécanismes sont amplifies par un turn over
particulierement rapide in vivo, d’environ un milliard de néo-virions VIH par

jour (736, 343).

La variabilité ne survient pas avec la méme ampleur dans toutes les régions du
génome. Le gene env est le plus concerné; viennent ensuite les genes nef, tat, rev,

vif, vpr, gag et pol, dans |'ordre décroissant de fréquence.

1.2-Diversité génétique du VIH-1.

Sur la base d’analyses phylogénétiques de nombreuses souches d’origines
diverses, trois groupes de VIH-) ont été définis (277): groupe M (Major), groupe
O (Outlier) et groupe N (Non-M Non-O) qui résulteraient de trois transmissions
zoonotiques indépendantes a partir du chimpanzé Pan troglodytes toglodytes
(figure 8).
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Figure 8 : Relations phylogénétiques entre les trois groupes de VIH-1, ainsi

que la subdivision en sous-types et sous-sous-types dans le groupe M.

1.2.1-VIH-1 du groupe M.

1.2.1.1-Sous-types et sous-sous-types.

L'analyse phylogénétique des séquences génomiques complétes de nombreuses
souches virales de ce groupe a permis de définir 9 sous-types « purs » (ou clades)
de VIH-1 du groupe M, désignés par les lettres A, B, C, D, F, G, H, J, K. Il sont
approximativement équidistants entre-eux. Les sous-types A et F sont
respectivement subdivisés en sous-sous-types At, A2 (/107) et Fl, F2 (326, 327).
De méme, les sous-types B et D s’apparentent & deux sous-sous-types d’un sous-
type parental « B-D » non encore autrement nomme pour des raisons historiques

(figure 9).

Le degré de divergence est de 20 a 30% entre sous-types, 6 a 19% enire
souches d'un méme sous-type, 2 a 5% entre isolats séquentiels chez un méme
patient et 2% au sein d'un méme isolat. La variabilité intra-patient est surtout la

conséquence de ['accumulation des mutations qui augmentent avec la charge virale
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et la progression de la maladie (203). Une méme souche peut évoluer différemment

d’un patient a un autre (358).
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Figure 9 : Relations Phylogénétiques entre sous-types et sous-sous-types du
VIH-1 groupe M.

1.2.1.2-Formes Recombinantes Circulantes ou CRFs.

Un CRF (Circulating Recombinant Form) est un recombinant dont toutes les
souches provenant de divers individus sans liens épidémiologiques présentent la
méme cartographie genomique. Ce variant doit avoir un potentiel épidémique au

sein d’une région géographique et/ou d’une communauté.

Jusqu’en mars 2003, quinze CRFs sont décrits et répertoriés dans la base de
données de Los Alamos ( Attp://hiv-web.lanl. gov/CRFs/CRFs.html ):

-le CRF01_AE (prototype CM240) est un recombinant A/E/U initialement
décrit en Thailand par Carr et al (56) en 1996. Mais [’ex-sous-type E env n’est pas
retrouvé comme sous-type « pur» ; de ce fait, les séquences « E » doivent étre
considérées comme non classées et le CRF devrait s’appeler CRFO!1_AU (U=

Unclassified), mais I’ancienne appellation est encore maintenue pour éviter des
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confusions. Ce recombinant est largement répandu en Asie, notamment en

Thailand, mais il est originaire d’Afrique Centrale (106, 225).

-le CRF02_AG (prototype IbNG), d’abord décrit au Nigéna par Howard et
Racheed (139), est un recombinant A/G/U tres fréquent non seulement dans ce
pays (247), mais aussi dans toute |’Afrique de I'QOuest et du Centre (55, 2/9, 323).

11 a éte retrouvé hors d’Afrique comme a Taiwan (/87).

-le CRF03_AB (prototype Kall53) est un recombinant A/B decrit en Russie
chez ies drogués par voie intra-veineuse de Kaliningrad en 1998 par Liitsola et al

(191) et Saint Petersburg en 1999 par Lukashov et al (198).

-le CRF04_cpx (prototype 94CY032), précedemment considéré comme un
recombinant A/G/l par Gao et al (105) et Nasioulas et al (226), renferme en fait
des séquences A/G/H/K/U (Salminen, non publiées). Ce recombinant circule en
Grece et a Chypre ou i1l a avait été identifié sous-type I (désignation aujourd’hui

abandonnée) dans l'enveloppe par Kostrikis et al (K21) en 1995.

-le CRFO5_DF (prototype VI310) est un recombinant D/F/U dont les
premieres souches décrites, VI3 10 et VI96!, proviennent de deux belges infectés
en Republique Démocratique du Congo ou d'autres souches similaires ont eté

caractérisées par Laukkanen ef al (183) en 2000.

-le CRF06_cpx (prototype BFP-90) est un recombinant confirmé A/G/J/K/U
en 2002 par Montavon et al (220). Ceci apres une nouvelle analyse des souches
BFP-90 du Burkina Faso décrite comme A/G/J/U en 1998 par Oelrichs et al (233).
9SML-84 du Mali décrite comme A/G/I/J/U (218), 97SE-1078 du Sénégal et d’une
autre souche malienne 95ML-127. Ce variant est trés répandu en Afrique de
I’Ouest, et est méme retrouvé majoritaire au Burkina Faso par Quédraogo-Traoré

et al (236).

-le CRF07_BC (souche prototype 97CNS4) est un recombinant B/C/U decnit
par Si et al (314) en 2000, parmi les drogués par voie intra-veineuse en Chine.

D’autres souches chinoises ont €té rapportées par Rodenburg et al (279) en 2001,
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-le CRF08 BC (souche prototype 97CNGX-6F) est un autre recombinant
B/C/U de points de recombinaison différents, circulant en China, rapporté par
McCutcthan (212), Piyasirisilp et al (258) en 2000, puis par Rodenburg et al (279)
en 2001.

-le CRF09_cpx (souche prototype P2911) a ¢t€ mentionné par McCutchan

(212) mais les séquences n’ont pas été publiées.

-le CRF10_CD (souche prototype TZBF061) est un recombinant C/D/U dont
les trois premieres souches ont été décrites en Tanzanie par Koulinska et af (179)

en 2001,

-le  CRFI11_cpx (souche prototype GRI17) a un génome mosaic
A/G/CRFQ1_AE/ J/U. La premere séquence a été décrite par Paraskevis et al (238)
en 2000, chez un grec infecié en République Démocratique du Congo. En 2002,
trois autres 'ont été par Montavon et al (221) et deux nouvelles par Wilbe et al

(348), en Afrique Centrale.

-le CRF12_BF (souche prototype BARMA159) est un recombinant B/F, sans
sequence non classée, décrit en Amérique Latine (Argentine, Uruguay) par Carr et

al (53) en 2001, puis par Thomson et al (321) en 2002,

-le  CRK13_cpx (souche prototype 96CM-1849) est un recombinant
A/CRFO1_AE/ G/J/U dont deux souches ont été décrites au Cameroun par Wilbe er
al (348) en 2002.

-le CRF14_BG (souche prototype X397) est un variant B/G dont les six

premi¢res souches ont ét¢ décrites en Espagne par Delgado et al (77) en 2002.

-le CRF15_01B a été identifié en Thailand par le groupe de McCutchan, mais

la séquence n’est pas encore publiée.

La structure génomique de la souche de référence de chaque type de CRF est
disponible, sauf pour le CRF09_cpx et le CRF15_01B dont les s€quences n’ont pas
été publiées (figure 10).
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CRFO01_AE : souche de référence CM240.

CFRO2_AG : souche de référence IbNG.
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CRFO07_BC : souche de référence CN54.

Figure 10: Cartographie génomique de treize des quimsc | 00

décrits. ( http:/hiv-web.lanl. gov/CRFs/CRFs. himl ).
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1.2.1.3-Autres Recombinants VIH-1.

De nombreuses souches recombinantes sans potentiel épidémique comparable a

celut des CRFEs, ont été décrites surtout en Afrique. Par exemple -

-Robertson et al (278) ont identifié 9 souches mosaiques dans les régions env
et/ou gag, : MAL (A/D/X) en RDC, initialement séquencée en 1986 (4), KE124
(A/D) au Kenya, UG266 (A/D) en QOuganda, ZM184 (C/A) en Zambie, G141
(D/A), LBV 10-5 (A/G) et V1354 (A/G) au Gabon, CI32 (A/D) en Cote d'Tvoire, et
BZ200 (B/F) au Brésil.

-Cornelissen et al (71) ont décrit des souches B/C et B/F au Brésil, A/C ax
Ruwanda, A/D au Rwanda et en Ouganda. Divers autres recombinants A/D dar-
pol ont été rapportés récemment par Eshlman et al (95) dans ce dernier pays ou co

circulent essentiellement les sous-types A et D (155, 156, 157).

-Babkov et al (32) ont montré que le recombinant G/X/C serait responsable

d'environ 8% des cas d'immfection 2 VIH-1 en Gambie.

-Dowling et al (86) ont trouvé que 16 souches sur 41 (soit 39%) sont des
recombinants A/C, A/D et A2/D.

Ces variants isolés peuvent se recombiner avec d’autres variants. Par exemple,
une recombinaison MAL/sous-type H a été décnite par Jonassen et al (151) en
Norvége. Méme des recombinants inter-groupes M/O ont été idenfiés au

Cameroun, par Peeters et al (251), et par Takehisa et al (316).

En fait, aussi longtemps que les co-infections et les sunnfections pourront
survenir, les recombinaisons vont se poursutvre, qu’elles soient inter-sous-types,

inter-recombinants ou inter-groupes.

1.2.2-VIH-1 du groupe O.

Ce groupe a été proposé en 1994 par Charneau et al <+ v e les

VIH-1 habituels majoritaires formant le groupe M d'um cesiii: vonne o
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hautement divergents (Qutlier) dans le geéne env. Les premiéres souches
caractérisées sont aussi distantes entre-elles que deux souches de sous-types
différents dans le groupe M, mais I'analyse des séquences ne donne pas pour
I'instant des résultats définissant des sous-types. Récemment, Yamaguchi et al
(332) ont propos¢ une subdivision des virus du groupe O en 5 clusters
phylogénétiques sur la base de I’analyse des séquences gag, pol et env de 39
souches appartenant a ce groupe, mais leurs constats restent a €tre confirmés par
une analyse phylogénétique de génomes complets d’un nombre plus important de

souches.

La premiére souche de VIH-1 groupe O, ANT70, fut isolée en Belgique d'un
patient camerounais en 1990 par De Leys et al (76), puis clonée et enugrement
sequencée en 1994 par Van Den Haesevelde et al (331). Son geéne env a moins de
50% d'homologie avec celul des souches prototypes VIH-1 HXB2 et VIH-1 MAL,
contre 53% pour la deuxieme souche O, MVP-5180 isolée en 1994 d'un autre

camerounais en Allemagne par Giirtler et al (123).
De nombreuses autres souches ont €te décrites par la suite :

-en majorité au Camevoun (2/0, 357) ou les virus de ce groupe sont les pius

fréquents et responsables d'environ 8% des cas d'infection a VIH-1.

-dans d'autres pays africains, surtout autour du Cameroun (/3/. 142, 147,

224, 248, 306) qui semble étre I'épicentre de l'infection par les virus de ce groupe.

-en Europe (726, 206, 307) et aux USA (120, 269). La France compte le plus
grand nombre de cas décrits en Europe: une trentaine de personnes ayant presque
toutes un facteur d'exposition les rattachant a I'Afrique Centrale (/94). Par ailleurs,
Jonassen et al (152) ont rétrospectivement démontré¢ que les trois premiers cas
documentés de SIDA en Europe étaient dus a des souches du groupe O. Il s'agit
d'un marin norvégien et sa femme qui moururent en 1966, ainsi que de leur fille

décédée en 1976.

La variabilité intra-patient des virus du groupe O est également importante.
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Ainsi, des prélevements séquentiels effectués sur une période de 10 ans chez la
patiente infectée par la souche ANT70 ont des variations intra- et inter-échantilions

de plus en plus grandes (/49).

1.2.3-VIH-1 groupe N.

Le groupe N a été proposé en 1998 par Simon et al (304) suite a |’analyse
phylogénétique d’une souche camerounaise de VIH-1, YBF30, suffisamment
divergente des virus des groupes M et O. Les guelques souches actuellement
identifiées dans ce groupe N (20, 304) et celles des S[Vepz du Cameroun forment
un méme subcluster au niveau des genes env et nef. Ces données phylogénétiques
laissent suggérer une possible recombinaison entre un SIVepz-like et un HIV-1-

like a 'origine de ces nouveaux virus (70, 104).

1.2.4-Distribution géographique des variants VIH-1.

La subdivision en sous-types, sous-sous-types, CRFs et recombinants uniques
de VIH-1(277) n'a pas a ce jour de corrélation physiopathologique, mais elle a par
contre une correspondance géographique, eu égard aux données actuelles. C’est un
puissant marqueur épidémiologique moléculaire pour suivre 1’évolution de la

pandémie du SIDA.

La distribution géographique globale des sous-types et autres variants VIH-1

est tres hétérogene (185, 212, 252).

En Afrique Subsaharienne, tous les groupes, sous-types, sous-sous-types, au
moins 7 CRFs et de nombreux recombinants uniques ont été décrits. [l y a
cependant de grandes différences selon les régions, les pays, voire au sein d’un
méme pays. La plus grande diversité est observée en Afrique Centrale ou tous les
variants des groupes M, N et O sont présents, particulicrement en République
Démocratique du Congo (340), avec cependant une prédominance des sous-types
A, C et D. On note aussi une prédominance du CRF02_AG en Afrique de I"Quest,
du sous-type C en Afrique du Sud et de I’Est, du CRFO1_AE en Asie (figure 10).
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En Europe, en Amérique du Nord et en Australie, la quasi-exclusivité
initialement constatée du sous-type B est confrontée a I’introduction de sous-types
non-B rapportée dans plusieurs études: en France (58, [82, 208, 302), en
Roumanie (/4), en Suéde (3, 5454), etc.

CRFU3-AB
CRF84-cpx P
B CRFI4BG 4 CRF08-BC
: J B, (
CRFO7-BC
PEVa-cpn .0 CRF-AE,
CRF02-AG
0, N CRF1|-cpx
ALD. mn;ix e
B RIBDr ppgcp
CRF12-BF CRFO5-DF B

Figure 11: Distribution géographique globale des variants VIH-1.

1.3-Diversité génétique du VIH-2.

L'analyse de la variabilité des séquences de souches VIH-2 a permis de définir
7 sous-types: A a G (108, 35/), qui, par rapport aux distances génétiques,
répondent a la défimtion de groupes attribués décrits pour le VIH-1. La grande
majorité des souches appartiennent aux sous-types A et B, prédominant
respectivement dans la partie ouest (Guinée-Bisseau, Sénégal) et en Céte d’Ivoire
(73, 145, 256, 294). Pendant que la seule souche de sous-type G (Abt96) provenait
d’un donneur de sang d’Abidjan (35/), la plupart des souches des sous-types Ca F
ont été décntes en zones rurales en Sierra Léone et au Libéna. Elles sont toutes
génétiquement plus proches des SIVsm circulant dans les mémes zones que
d’autres VIH-2, ce qui accrédite I’idée de passages accidentels i lants du

sooty mangabey a |’homme (724).
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Sur le plan biologique, le VIH-2 est plus difficile a cultiver que le VIH-1. Les
VIH-2 sous-types A, C et E semblent particulicrement difficile 2 isoler en co-
culture lymphocytaire. Des différences de tropisme cellulaire ou de régulation de
I'expression virale, la présence d'une proportion anormalement €leveée de virions
défectifs dans la population virale pourraient évoquées. Cependant la corrélation

avec d'éventuelles différences de pathogénicité n'est pas démontrée.

2-Variabilité biologique du VIH-1.

Elle concerne trois aspects de la biologie du VIH : le tropisme cellulaire, la

cinétique de réplication et la cytopathogénicité.

2.1-Variants R5, R5§X4 et X4.

Le tropisme cellulaire du VIH varie au cours de l'infection. La population virale
est d'abord majoritairement composée de virions utihisant le corécepteur CCRS
appelés variants RS, L’affinité pour ce corécepteur ne semble pas dépendre du
soustype viral et du polymorphisme du CCRS ¢359). Ils ont un tropisme
préférentiel pour les macrophages, d'ou 'appelation de variants M-tropiques ou
M-T. [Is sont progressivement remplacés par des variants RSX4 qui utilisent
indifféremment le CCRS et le CXCR4. Quant aux variants X4, encore appelés T-
tropiques ou L-T pour le tropisme préférentiel pour les lymphocytes T4, ils vont
émerger vers la fin de la phase de latence clinique, et relayer les R5X4 au fur a

mesure que s'affume la phase symptomatique de I'infection.

Ce changement de tropisme résulte des mutations affectant la gp120, entrainant

un changement dans 'utilisation des co-récepteurs membranaires (83 ),

2.2-Variants Rapid/High et Slow/Slow.

Les vanants Rapid/High coirespondent a des virus 1solés des PBMC, qui se
multiplient rapidement in vitro, avec une activité transcriptase iverse élevée dans

le milieu de culture.

Les variants Slow/Slow sont, par contre, des virus a multiplication lente, avec
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une activité transcriptase inverse faible. Selon leur capacité a se répliquer in viiro
dans les PBMC et les lignées cellulaires, ces variants se subdivisent en trois sous-

groupes :
-sous-groupe I: virus ne se multipliant pas dans les PBMC et les lignées cellulaires.
-sous-groupe [l : virus se muitipliant dans les PBMC seulement.

-sous-groupe 111 : virus se multipliant dans les PBMC et les lignées cellulaires.

2.3-Variants NSI/S1 (Non Syncytium Inducing/ Syncytinm Inducing).

L'effet cytopathogene du VIH se manifeste par l'apparition de syncytia, mais
seulement pour les variants SI qui apparaissent généralement longtemps apres le

début de l'infection, pour co-exister ou remplacer les variants NSI.

L'apparition de variants SI est le plus souvent corrélée a une diminution
importante du taux de lymphocytes T CD4+. Mais la recherche de tels variants

peut s'avérer négative méme chez des malades au stade SIDA (/63). Par ailleurs :

-les variants RS se rephquent lentement, sont peu ou pas cytopathogenes, el

correspondent aux variants Slow/Slow et NSI.

-les variants X4 se repliquent rapidement, sont cytopathogenes, et correspondent

aux variants Rapid/High et SI.

3-Variabilité antigénique du VIH-1.

La variabilité génetique du VIH-1 se traduit par une variabilit¢ phénotypique
condutsant a une dérive antigénique au cours de l'évolution de l'infection. Cette
dérive concerne surtout les domaines variables de la glycoprotéine de surface
gpl20, notamument la boucle V3, cible principale des anticorps neutralisants.
L'affinité de ces derniers peut s'affaiblir pour la boucle V3 de certains variants

antigéniques qui pourront émerger sous l'effet de la pression immunitaire (349).

La dérive antigénique influence également l'efficacité de la reconnaissance des
geniq g
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antigeénes viraux par les lymphocytes T cytotoxiques (23/), par des mécanismes
allant de la simple non-reconnaissance a la compétition, voire a la génése
d'antagonistes de l'activation des CTL, Cela a ét€¢ décrit pour des Eptitopes des

protéines gag, pol etnef (/72, 215, 231).

Progressivement, les variants antigéniques et la baisse subséquente de
l'efficacité de la réponse immune vont conduire a une diversification de la
population virale contibuant a aggraver l'incapacité du systeme immunitaire a
éliminer l'infection. Dans tous les cas, un varant majoritaire, souvent plus

pathogene, va proliférer et persister.

Remarque: les sous-types A et C, phylogénétiquement distants, sont treés
proches sur le plan phénétique. L'inverse est observé entre les sous-types B et D
qui sont actuetlement considérés comme deux sous-sous-types d’un sous-type « B-

D ».

I-CONSEQUENCES DE LA VARIABILITE DU ViH.

1-Variabilité et transmission du VIH.

Une plus grande efficacité de transmission du VIH-] par rapport au VIH-2 a
dé)a €1é démontrée, aussi bien par la voie hétérosexuelle (/6/, 162) que par la voie

mere-enfant (/, /2).

De méme, certains arguments plaident en faveur d'une différence dans la
capacite de transmission des divers sous-types de VIH-1. Kunausont et al (181) ont
obtenu des résultats suggérant une plus grande efficacité de transmission par vose
hétérosexuelle du CRFO1_AE par rapport au sous-type B. Soto-Ramirez et al (308)
ont montré une réplication plus importante des isolats C par rapport aux isolats B
dans les cellules de Langherans en culture. Or ces derniéres sont les cellules cibles
de premiere importance dans la transmission hétérosexuelle du VIH. Mais Dittmar
et al (84) n’ont pas retrouvé de différence de tropisme pour ces cellules entre les
isolats des sous-types A a F provenant d’une contamination hétérosexuelle et ceux

provenant d’homosexuels. Mastro et De Vinzenci (207) ont rapporté aussi un
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risque de transmission sexuelle similaire pour les variants B et CRFO1_AE.

Pour la transmission mere-enfant, Renjifo et al (272) avaient montré une moindre
transmissibilité du sous-type D par rapport aux sous-types A, C et a des

recombinants inter-sous-types.

2-Variabilité et pathogénése de Pinfection 3 VIH.

L'important potentiel de variabilit¢ du VIH chez le sujet infecté permet a ce
virus de persister malgré l'environnement hostile developpé par le systeme
immunjtare. [1 s'établit une infection chronique active, entretenue par des variants
antigéniques échappant a la réponse immune (242) et se diversifiant au cours du
temps (2/4). Donc la plasticité génétique est un facteur déterminant dans la
physiopathologie et I'évolution de l'infection a VIH. Shpaer et Mullins (301)
avaient suggére l'existence d'une étroite corrélation entre le degré de vanabilité du
virus et sa pathogénicité. A ce titre, le sous-type D, qui engendrerait plus
facilement des quasi-espece, est souvent considéré comme le plus pathogéne (/74).

en l'absence cependant de toute preuve physiopathologique.

Les différences éventuelles de pathogénicité entre soustypes pourraient étre
¢lucidées par la constitution et le suivi de cohortes de sujets infectés par ces
différents variants. Kaleebu et al avait suggéré (/56), puis confirmé sur une
cohorte de 1045 patients ougandais (755), que le sous-type D entraine une
progression plus rapide de la maladie que le sous-type A. Kanki et al (160) ont
rapporté un taux de progression vers le SIDA moins €levé pour le sous-type A que
pour les sous-types C, D, G dans la cohorte de prostituées de Dakar. Mais d’autres
travaux n’ont pas retrouve de différences. Ainsi, Laurent et al (184) ont rapporté
I’absence de différence significative dans I’évolution clinique entre 'infection par
le CRFO2_AG et I’infection par les autres variants VIH-1 en Afrique de I'Ouest et
du Centre. Il en est de méme des études de Alaeus et al (4) sur les sous-types A a
D, et de Weisman et al (344) sur les variants B et C chez des israéliens et des

migrants éthiopiens.
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Au niveau inter-typique, plusieurs travaux ont montré une plus grande
pathogénicité du VIH-1 par rapport au VIH-2 dont l'infection, quoique conduisant
aussi au méme SIDA, évolue moins vite (70, 204). De méme pour le VIH-2, il a
été rapporte l'existence d'une corrélation significative entre la présence de certaing
motifs de la boucle V3 de la glycoprotéine de surface et le stade clinique (34, /80).
D'autre part, une infection a VIH-2 semble retarder 'évolution de l'infection a

VIH-1, ce qui a fait suggérer un role "protecteur” du VIH-2.

3-Variabilité et diagnostic biologique de I’'infection a VIH.

3.1. Variabilité et Sérologie.

Il a ét€¢ démontré que certains tests de dépistage VIH-1/VIH-2, notamment ceux
utilisant des peptides synthétiques, étaient mis en défaut dans l'infection a VIH-]
groupe O (7196, 295, 303). Ces variants hautement divergents présentent également
des profils sérologiques atypiques au Western-Blot. Ces tests ont depuis lors été
adaptés par I’adjonction soit de protéines recombinantes ou de peptides

synthétiques croisant avec les virus O, soit d’antigenes spécifiques de ces virus.

Pour les virus du groupe M, leur diversité antigénique peut aussi €tre source de
difficuites d'interprétation sérologique, principalement en cas de profonde
immunodépression humorale, lors de la pré-séroconversion ou en cas de sérologie

positive sans confirmation virologique.

Ces anomalies sont en grande partie dues au fait que la plupart des tests
sérologiques de recherche d'anticorps et/ou d’antigene p24 soient bases sur le
soustype B, d'ou la nécessite de tenir compte des autres soustypes, tant dans la
conception de ces tests que dans leur indispensable évaluation sur le terrain (/3.
85). Méme avec les tests de 4eme génération, il existe des différences de sensibilité

selon les vanants VIH (200).

3.2-Variabilité et techniques de biologie moléculaire.

3.2.1-Influence sur la détection de I'ADN proviral par PCR.
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La variabilit¢ génétique pouvant étre responsable d'une PCR faussement
négative, 1l est parfois préconisé, lorsqu'il s'agit de poser un diagnostic, d'utiliser
deux couples d'amorces hybridant au niveau des genes gag et pol relativement bien

CONServes.

La trousse AMPLICOR HIV-DNA imtiale, dont les amorces permettent
I'amplhification d'une partie du géne gag, ne permet pas détecter certains variants A,
O et le VIH-2 (/7. 24, 64, 195). 1l y a soit variation de séquence aux Sites
d'appariement des amorces, soit simplement une insuffisance de matrice ADN
proviral dans l'échantillon traité. Respess et al (273) ont proposé une version
modifiée de ce test commercial qui leur a permis de détecter presque [00% des
souches (140/141) comprenant des VIH-i sous-types A a G et des souches du

groupe O.

3.2.2-Influence sur la quantification de ' ARN viral plasmatique.

Les tests commerciaux de quantification de I'ARN viral plasmatique n'ont pas

la méme efficacité entre-eux, et selon le type ou le sous-type de VIH-1 (239).

Le test AMPLICOR HIV RNA MONITOR (Roche), amplifiant une séquence
gag, est mis en défaut pour les virus du groupe O et le VIH-2 (/95). De méme, les
résultats de ce test et ceux de la trousse NASBA Organon ne sont pas satisfaisants

pour les sous-types non-B, particulicrement les variants A (5, 72, 195, 330).

Les sous-types E et I sont ausst mal quantifiés par le test AMPLICOR
comparativement au test QUANTIPLEX bDNA (Chiron) (89). Les résultats
obtenus avec ce dernier test dans les surnageants de culture de VIH-1, sous-types
A a H, présentaient une bonne corrélation avec les quantifications d'antigéne p24

dans les culots cellulaires (282).

Des versions améliorées du test AMPLICOR nitial ont été réalisées et
évaluées avec différents sous-types du groupe M : la version 1.5 a semblé la mieux
adaptée (328). Le nouveau test LCx HIV RNA (Abbott) utilisant la Real Time-PCR

couvre les variants des groupes M et O (29, 356). Cette méthode a été récemment
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utilisée par Damond et al (74) pour quantifier la charge virale VIH-2, avec des

résultats encourageants.

4-Variabilité et traitement antirétroviral.

Certains vanants pourratent présenter une résistance naturelle a des
antirétroviraux : les VIH-1 du groupe O vis a vis des INNTI ¢8/, 82), certains
isolats F vis a vis d’un autre INNTI, le TIBO R82913 (13).

Une moindre sensibilité vis a vis des antiprotéases a été ¢galement été observée

pour les sous-types C (336) et G (80, 336).

Le sous-type D semble acquérr plus facilement des mutations de résistance a I
névirapine au cours du traitement préventif de la transmission mere-enfant (94)
D'autre part, 1l a été décrit, chez des patients naifs, de nombreuses souches VIH-|
ayant des mutations mineures conférant une résistance secondaire, tant au niveau
de la protéase (257, 337) qu’a celui de la transcriptase inverse (337). Ces souches

pourraient acquénr plus facilement une résistance sous traitement.

Signalons aussi que le VIH-2 est naturellement résistant aux INNTI et est

moins sensible in vitro aux antiprotéases que le VIH-1(8/).

S-Variabilité et développement vaccinal.

La variabilit¢ génétique du VIH, et subséquemment antigénique, constitue le
principal obstacle a la mise au point d'un vaccin efficace (773), défit majeur posé a
la communauté scientifique. Outre la connaissance insuffisante du sens et des
limites de cette variabilité, il v a celle non moins insuffisante des épitopes capables
d'induire une réponse réellement protectrice. Les épitopes suspectés importants
sont conformationnels. [l serait nécessaire d'identifier et d'utiliser les moins

variables d'un sous-type a l'autre.

Le choix de l'immunogéne reste donc posé : antigéne dérivant d'une séquence
consensus ou séquences ancestrales (7/0), cocktail antigénigue représentant une

certaine dégénérescence, sans écarter également la pos
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séquences non consensuelles d'induire une large réponse immune. Il n’y a pas
encore de donnée suffisantes sur I’exploration des possibilités de protection croisée

ncluant le plus grand nombre de variants.

L'une des approches pour l'essail vaccinal consiste a préparer un immunogene
correspondant au sous-type majoritaire dans Ja population-cible : par exemple une
sequence consensus des CRF02-AG circulant en Cote d’lvoire (90). Non
seulement il n'est pas évident que tous les variants de ce sous-type soient atteints a
fortiori les autres sous-types, mais sa prédominance dans la zone peut étre révolue

entre temps.

Plus de 30 candidats vaccins ont déja été testés chez I’homme, au cours
d’environ 70 études de phase I/Il sur plus de 10 000 volontaires aux Etats-Unis, en
Europes, en Chine, en Thailande, au Kenya et en OQuganda (//2, 135). D'autres
essais avec plusieurs modeles vaccinaux sont en cours a travers le monde, soutenus
par U'IAVI (International AIDS Vaccine [nitiative) et 'AAVI1 (African AIDS

Vaccine Initiative). Les deux types de vaccins sont concemes :

-les vaccins préventifs classiquement connus et dont le premier essai en phase [l
avec AIDSVAX B/B n’a pas ¢té trés concluant. Un autre est en cours en thailand
avec AIDSVAX B/E (101).

-les vaccins thérapeutiques destinés a stimuler 'immunité cellulaire spécifique
(CTL) pour retarder 1'évolution de I’infection VIH vers la maladie, & ’instar des
sujets VIH positifs non progresseurs a long terme. Un essai ANRS de phase 1ll

pour ce type vaccin debutera bientdt au Sénégal.

Rappelons que "'important potentie] de recombinaison génétique du VIH a fait

abandonné trés tot la stratégie d’un vaccin « vivant atténue ».

IN-SIGNIFICATION ET LIMITES DE LLA VARIABILITE DU VIH.

En général, la vitesse de propagation d'une épidémie virale chez I'homme est

supérieure a celle de l'accumulation des mutations de ce virus. C'est la situation
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contraire que l'observe dans le cas du VIH-1 puisque sa variabilité genetique
évolue plus vite que l'expansion de l'infection. Cela pourrait étre di au fait que
I'apparition du VIH-1 est un événement écologique relativement récent, imposant
ces changements qui ne sont que l'expression de la nécessaire quéte d'adaptation au

nouvel hote.

Quant au VIH-2, il semble trés avancé dans cette logique écologique. En effet,
sa vanabilit€é moins importante et sa faible pathogénicité peuvent éire considérées
comme la traduction d'une plus lointaine présence chez I'homme, donc d'une
meilleure adaptation avec les populations infectées d'Afnique de ['Ouest
Cependant, la vitesse de propagation de ce virus en Inde semble beaucoup plus

rapide qu'ailleurs, selon Pfutzner et al (255).

Le maximum de variabilité est enregistré dans le géne env : c'est la traduction
de la contre-sélection subie par les cibles majeures du systeme immunttawre que
sont les glycoprotéines d'enveloppe. Mais le VIH présente une tres grande
fréquence de mutations non synonymes, non seulement dans le gene env, mais
auss) dans les genes de régulation. Cette particularité, qui doit avoir un role
important dans la pathogénicité du virus, pourrait étre le fait d'un phénomene
d'échappement a la réponse immune cytotoxique par d'autres mécanismes

d'adaptation inhérents aux rétrovirus (intégration, recombinaison).

Les données actuelles n'ont pas fini de révéler toutes les dimensions de la
variabilité du VIH, ni quelles en sont les limites. Eu égard a la vision écologique de
I'infection, ce virus évoluera-t-il vers une forme moins pathogene lorsque
I'expansion de ['épidémie serait ralentie par les mesures de prévention de sa

transmission naturelle?

IV-METHODES D'IDENTIFICATION DES VARIANTS VIH-1.

1-Identification des variants du groupe O.

Le dépistage des vanants VIH-1 du groupe O se fait par ELISA utilisant un

mélange de peptides synthétiques correspondant a la boucle V3 des souches O
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initiales ANT70 et MVP5180. C’est le cas du test non commercial ELISA HIV O

(Innogenetics, Antwerp, Belgium).

La confirmation de la séropositivité est réalisée par LIA utilisant des peptides
synthétiques correspondant a la boucle V3 des VIH-1 groupe M et O, biotinylés et
disposés en lignes paralléles sur des bandelettes de nylon. Un Western-Blot
"maison” a base d'antigénes de la souche ANT70 peut compléter la confirmation.

par la mise en évidence d'une reactivité gpl20.

Maucleére et al (209) avaient développé et évalu¢ deux GSEIA (Group-Specific-
Enzyme Immuno Assay) qui sont des ELISA bas€s sur la competition entre des
peptides synthétiques correspondant soit a la boucle V3, soit aux domaines

immunodominants de la gp4 | des virus des groupes M et O.

2-Identification des variants VIH-1 du groupe M.

2.1-Technique HMA (Heteroduplex Mobility Assay).

Mise au point en 1993 et appliquée au génotypage du VIH-1 par Delwart et al
(78), la technique HMA repose sur la différence de mobilité électrophorétique
entre les hetéroduplexes formés par ['appariement de deux brins d'ADN
partiellement complémentaires et les homoduplexes issus de l'appariement de deux
brins totalement complémentaires. Il y a en outre une relation semi-quantitative
entre la mobilité des hétéroduplexes et le degré de divergence des séquences

nucléotidiques.

Un segment d'ADN du géne env (ou gag) de la souche a génotyper est amplifie,
puis mélangé avec une gamme d'ADN similaires obtenus a partir de plasmides de
référence et correspondant aux différents sous-types. Aprés dénaturation,
réappariements, séparation sur gel et révélation, la référence dont I'hétéroduplexe a
le plus migré, donc ayant le plus de complémentarité avec la séquence inconnue,

va déterminer le génotype de la souche étudice.

Le HMA foumnit des résultats acceptables, mais il faut continuellement adapter



73
les plasmides de référence pour couvrir la diversité mouvante du VIH-1 (/97). Le
développement de plasmides gag et la prise en compte de quelques recombinants
ont donné un certain regain d’intérét a cette technique (40, /33). Elle ne peut

cependant pas atteindre le pouvoir discriminant du séquengage.

2.2-Séquencage et Analyse des séquences.

Le seéquengage nucléotidique et |'analyse des séquences obtenues constituent la
méthode de référence qui permet une classification plus précise des souches en
sous-types, sous-sous-types et recombinants. Le degré d'exactitude augmente avec

la taille du segment séquencé.

2.2.1-Séquencage.

2.2.1.1-Méthodes chimiques (Maxam et Gilbert).

Elles nécessitent de I'ADN purifié, sous forme simple brin, marqué au P a une
extrémite (5' en général), et réparti en quatre fractions qui subiront chacune une
réaction chimique de coupure de brin par retrait spécifigue des bases G, A, C,
G+A, ou T+C. Les conditions de ces réactions sont tetles que chaque brin n'est
coupé qu'une fois, et tous les fragments possibles seront obtenus en quantité
équivalente. Aprés €lectrophorése sur gel de polyacrylamide de résolution égale a
une base, I'enchainement des fragments sur les quatre pistes de 'autoradiogramme

permet de déduire la séquence du brin traité.

Ces méthodes sont cependant de moins en moins utilisées. Elles permetient de

déterminer des séquences de 100 a 200 bases par gel.

2.2.1.2-Méthodes enzymatiques (Sanger).

Elles sont basées sur l'obtention de fragments marques, résultant d'une série
d'élongations avortées par l'incorporation de di-désoxynucléotides (ddNTPs)
marqués. Ces derniers ne possédant pas d'hydroxyle en Ci, il n'y a plus la
possibilité de formation de liaison phosphodiester nécessaire a la poursuite de la

synthése d'ADN. Les quatre types de ddNTP sont ajoutés en quantité faible par
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rapport aux dNTPs, de sorte qu'il y ait autant de fragments avort€s que de fois ol la

base correspondante est représentée. De méme:

-I'ADN a séquencer peut étre amplifié par PCR, ou bien cloné dans un vecteur

simple ou double brin.

-I'enzyme utilisée actuellement est une Taq polymérase qui permet d'opérer a
température suffisamment élevée pour éviter la formation de structures secondo-

tertiaires du type "€pingle a cheveux".

-le marquage peut étre fait au S, mais pour le séquencage automatique, on
utilise des fluorochromes de couleur différente pour chaque base. On peut

marquer:

+soit les quatre types de ddNTP, et faire la réaction de séquence dans un tube

unique.

+soit 'amorce, de fagon & en avoir quatre types qui serviront chacun a une
réaction de séquence avec des ddNTPs non marqués. Puis les produits des quatre

réactions seront mélanges.

Dans les deux cas, les produits des réactions sont séparés €lectrophorese sur gel
de polyacrylamide, au niveau du séquenceur automatique. Les signaux
correspondant a chaque type de base sont détectés par un photometre a laser
dispos¢ en bas du gel et reli€ & un ordinateur qui restitue 1'image virtuelle de celui-
ci, ainsi que les histogrammes permettant la déduction de la séquence

nucléotidique du fragment d'ADN étudié.

2.2.2-Analyse des sequences : phvlogénie moléculaire.

Elle permet non seulement une meilleure classification dans les trois groupes
M, O et N, mais aussi la caractérisation de souches n'appartenant & aucun sous-type
déja décrit. L'analyse des divergences entre souches permet de réaliser un arbre

phylogénétique caractérisé par deux parametres:
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-la topographie correspondant aux positions des noeuds: ancétres communs
"putatifs” a partir desquels se sont déroulés les évenements évolutifs représenies

sur |'arbre.
-la longueur qui est la somme des longueurs des branches (temps d'évolution).

Le logiciel Phylip (Phylogeny Inference Program) (97) est un recueil de

programmes disponibe au site http.fevolution.genetics. washington.edu/phylip him!

et qui développe plusieurs algorithmes de phylogénie moléculaire:

-Méthode du plus proche voisin ou Neighbor Joining : décrite par Saitou et
Nei en 1980 (290), c'est la plus utilisée, car elle permet une recherche séquentielle
de taxons les plus proches, et de trouver treés rapidement un arbre correct dont |a
longueur totale sera Ja plus courte. Ceci est possible a partir d'une matrice de
distances obtenue en comparant les séquences deux a deux et en déterminant un
"indice de simularité ou de dissimilarité” pour chaque combinaison de séquences.
On pourra tenir compte des critéres d'homologie stricte ou d’homologie pondéree

relativement a la transition, a la transversion et a la charge des acides aminés.

-Méthode de parcimonie : beaucoup plus lente, cette méthode regroupe les
séquences selon les cnteres du nombre minimum d'événements généliques
(substitutions). Elle analyse tous les caracteres et ne retient que les sies
imformatifs. Avec cette methode, peu efficace lorsque les sequences présentent des
taux de mutations €levés comme c'est le cas avec le VIH, le meilleur arbre

phylogénétique sera celui qui nécessite le minimum d'échanges entre séquences.

-Méthode du maximum de vraissemblance ou Maximum Likeliliood : elle
considére chaque position séparément pour fournir une estimation de la probabilité
ou vraissemblance associée a chaque embranchement et a chaque distance entre
deux noeuds. Toutes les topologies possibles sont examinées afin de retenir celle
de l'arbre qui donne la vraissemblance maximale. Mais cette méthode est tres iente

et ne peut s'appliquer qu'a un petit nombre de taxons.

-Exploitation des différences mutations synonymes/mutations non
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synonymes : le code génétique est te! qu'il y a une majorité de mutations non
synonymes considérées géneralement comme des positions non soumises a une
pression de sélection. L'étude des distances pour l'analyse phylogénétique basée
sur les mutations non synonymes permet en géneral d'écarter I'homoplasie, c'est a
dire une similitude ou (ressemblance) non héritée d'un ancétre commun. Cette
homoplasie, qui influence fortement I'analyse des séquences du VIH, differe de

I'nomologie qui correspond a une convergence évolutive.

Remarques:

-Quel que soit le procédé suivi, un arbre consensus de meilleure signification
statistique peut €tre obtenu par la méthode du Bootstrap. Elle consiste a des i¢-
échantillonnages successifs de données (100 a 1000 fois) pour estimer la
probabilit¢ de répéter un groupement par l'analyse d'une nouvelle matrice de
données avec la méme méthode de reconstruction. On considére qu'un noeud est
"significatif” au risque 5% lorsqu'il est retrouvé dans au moins 95% des ré-

¢chantillonnages.

-L'introduction d'une séquence extérieure ou "“racine” permet d'avoir une
indication sur l'ordre chronologique de survenue des divergences. Ainsi, pour les
séquences des souches de VIH-1 groupe M, la racine couramment utilisée est une

séquence du SIVcepz.

2.3-Autres méthodes d’identification de soustypes.

Ces méthodes ont été utilisées dans certaines études, mais leur intérét est limité

actuellement.

2.3.1-Sérotypage.

Plusieurs techniques ont €té proposées (60, 240), mais celle qui semble donner
les meilleurs résultats fut décrite par Barin et al (23): c'est la SSELA (Subtype
Specific Enzyme Immuno-Assay) qui est un ELISA en microplaque sensibilisées

par un mélange équimolaire de cinqg oligopeptides synthétiques correspondant aux
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sequences V3 consensus des soustypes A a E. Le test est base sur le principe de
l'inhibition de la fixation d'anticorps anti-V3 relatifs a un sous-type donné, en

présence d'un exces du peptide V3 correspondant.

Le sérotypage est interprétable dans 90% des cas. Les difficultés résultent

principalement de:

-l'absence de réactivité par absence ou insuffisance d'anticorps (pré-

SEroconversion).

-l'existence de réactions croisées entre sous-types C et A, mais surtout entre C
et E. Par contre, il y en a trés peu avec le sous-type D, ce qui est en accord avec Ja
grande divergence signalée par Korber (/74) entre les séquences D et celles des
autres sous-types. D'une fagon générale, ces réactions croisées sont plus fréquentes
avec les sérums d'Afrique Centrale (23, 259). Le sérotypage n’est pas concluant
pour le VIH-2 (260).

2.3.2-Technique CoMA ou « Combinatorial DNA Melting Assay »

Cette technique est basée, comme le HMA, sur la formation d’hétéroduplex, et
a €1¢ appliquée au génotypage du VIH-1 (/78, 275) et du virus de I'hépatite C
(178). La technmque consiste a amplifier par PCR nichée, dans la région C2V4 du
gene env (pour Je VIH-1), un fragment d’ADN de 530 bp pour les souches de
référence et pour les inconnues. Ces fragments serviront de matrice pour une PCR

asymétrique utilisant :

-une amorce biotinylée en 5° pour obtemir de I’ADN simple brin anti-sens
biotinylé correspondant a chaque référence. Les simples brins de chaque référence
seront fixés au fond d’un puits d’une microplaque par liaison a la streptavidine

préalablement coatée.

-une amorce marquée 2 la digoxigénine en S pour obtenir de I’ADN simple
brin anti-sens lié¢ a la digoxigénine et correspondant a la souche inconnue. Ces

simples brins inconnus seront incubés a 75°C (pour augmenter la stringence des
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appariements) avec les références pour former des hétéroduplexes de stabilité en
rapport avec le degré de divergence entre la référence considérée et I'inconnue.
Apres lavage et incubation avec un anticorps anti-digoxigénine marque a la
phosphatase alcaline, puis avec le substrat, le sous-type correspond a la reétérence

ou le puits a un signal au moms deux fois plus élevé que dans tous les autres puits.

Pour donner une bonne concordance des résultats par rapport au séquengage
(273, cette technique, comme le HMA, nécessite 'utilisation comme référence des

souches connues provenant de la région concemée.

2.3.3-PCR spécifique du soustvpe A ou « PCR géno A ».

Développée par Peeters et al (250) en 1998, la PCR geno A consiste a
anoplifier un fragment ADN dans le géne env avec des amorces spécifiques du
VIH-1 soustype A, ce qui permet un screening rapide d’échantilions provenant de
régions ou ce variant est t€s fréquent, en 'occurrence 1’Afrique de 1'Ouest et du
Centre. Malgré une spécificité acceptable de 98,6%, ce test présente une moins
bonne sensibilité, variant de 50 a 80% et inversement proportionnelle au degré de

variabilité intra-sous-type plus élevé en Afrique Centrale.

2.3.4-Hvybridation Moléculaire avec des Sondes Spécifiques.

Cette technique possede deux variantes :

-les sondes correspondant aux références sont marquées a Ja digoxigenine el
mises chacune a hybrider avec les produits PCR de la souche inconnue

préalablement immobilisés sur une membrane (375).

-les sondes ne sont pas marquées mais fixées dans les cupules de
microplaque type ELISA. Les produits PCR peuvent €tre marqués (/99) ou non.
Dans ce dernier cas, la détection des hybrides formeés utilise un anticorps

monoclonal anti-ADN double brin suivi de réaction colorimétrique (26/).

L’hybridation moléculaire a €té utilisée, avec une bonne efficacité pour

caractériser les sous-types dominants BTh et E en Thailand par Subbarao et al
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(315), ainsi que A et D en Ouganda par Luo ef al (199).

Heolscher et al (138) ont propose et évalué la MUHA (Multi-region
Hybridization Assay) pour la caractérisation rapide des sous-types A, C, D

circulant en Afrique de I’Est.

2.3.5-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisnt).

Cette technique basée sur le polymorphisme de Jongueur des fragments de
restriction consiste a faire agir des enzymes de restriction sur les produits PCR des
souches inconnues et & comparer les profils électrophorétiques des fragments de
disgestion obtenus avec les profils de référence attendus pour chaque enzyme

(Alul, Hinfl, Fokl...) et sous-type viral, par région génomique étudiée.

Tres peu pratique pour les grandes séries, la RFLP a éte utilisée pour le
geénotypage du VIH-1 par certains auteurs en Cote d'Ivoire (97, 229), en Afrique
du Sud (335) et au Brésil (222).

3-Identification des variants du groupe N.

Le séquengage suivi d’analyse phylogénétique reste la seule méthode

actuellement disponible pour caractériser ces variants récemment décrits (20, 304,
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[-APERCU SUR LE NIGER

Le Niger est un pays sahélo-saharien s’étendant sur 1 267 000 km?® | situé en
Afrique de I"Ouest, enclavé, limité au Nord par I’Algérie et la Lybie, a I’Est par le

Tchad, au Sud par le Nigéria et le Bénin, a I’Ouest par le Burkina Faso et le Mali.

La population, estimée a 11 227 000 habitants en 2001 (/50), est
majoritairement constituée d’agriculteurs sédentaires vivant dans la partie Sud,
tandis que le Nord est occupé essentiellement par des €leveurs nomades. 48% a
moins de 15 ans. Le taux de coissance est de 2,7%, tandis ceux de naissance et

mortalité sont 49,95 %o et 22,25%o, respectivement.

Depuis son indépendance le 3 aolt 1960, et malgré ses ressources minieres et
agro-pastorales importantes, le Niger a toujours fait partie des cinq pays les plus

pauvres du monde et les moins avancés en terme de développement humain.

Sur le plan sanitaire, le taux de couverture sanitaire est faible et estimé a 42%
en 2002. Le personnel de santé est en régle générale msuffisant, ainsi que les
moyens de fonctionnement a tous les niveaux de la pyramide sanitaire. En ce qui
concerne la lutte contre le SIDA et les Infections Sexueliement Transmissibles
(IST). une Coordination Inter-Sectorielle a été nouvellemnt mise en place pour
mettre en ceuvre les dispositions du Cadre Stratégique National de Lutte contre les
[ST/VIH/SIDA au Niger, adopté par le Gouvernement en juillet 2002. 11 s’agit
d'une organisation multidisciplinaire et décentralisée a tous les secteurs d’activité,

qui dolt orienter ses actions sur :

-Jla prévention, car les résultats de 1’enquéte nationale de prévalence du
VIH/IST au Niger montrent une prévalence relativement faible de 0,87% en 2002
dans la population générale (52). Cette situation est tout a fait compatible un

renforcement des messages de prévention.

-la production des données épidémiologiques fiables, permettant de mieux

évaluer et d’ajuster les différentes stratégies. Les données trés incomplétes de
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I’ONUSIDA sur le Niger témoignent de cefte nécessité. A ce propos, notons par
exemple que I'estimation des personnes aduites vivant avec le VIH annongant un
effectif de 64 000 en fin 1999, n’a pu se faire pour 2001 et 2002 faute de données
fiables.

-la conception et de la mise en ceuvre d’une initiative d’accés aux
antirétroviraux, selon une approche multidisciplinaire. Ce serait la meilleure
illustration de I’engagement politique maintes fois réaffirmé. Un Centre de
Traitement Ambulatoire (CTA), soutenu par la Croix Rouge Frangaise, doi
démarrer ses activités en avril 2003. Il est prévu une cohorte tnititale d’environ 200

patients VIH positifs.
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Figure 12 : Carte géographique du Niger. Les Coordinations Régionales de Lutte
contre les IST/VIH/SIDA existent au niveaux des huits chef-lieux de régions : Agadez, Diffa,
Dosso, Maradi, Tahoua, Tillabéry, Zinder et Niamey (capitale). La surface des carrés jaunes es!

proportionnelle au nombre d’habitants dans la localité.



II-CADRE DU TRAVAIL

Ce travail s’est déroulé au niveau de frois laboratoires, situés dans trois pays

différents : Niger, Sénégal et France.

-le Laboratoire de Biologie de I’Hopital National de Niamey, au Niger.
Cette structure dispose d’une Unité de Sérologie Rétrovirale qui constitue le Centre
National de Référence pour le VIH. A ce titre, une sérothéque comprenant des
prélevements de toutes les régions du pays est disponible, notamment pour
d’éventuelles études rétrospectives. Nous intervenons dans cette structure dans le
cadre de la composante haospitaliere de notre fonction d’enseignant-chercheur a la

Faculté des Sciences de la Santé I’Université Abdou Moumouni de Niamey.

Tous les prélevements de sang total que nous avons collectés pour |’étude
moléculaire du VIH-1 groupe M ont été traités dans ce laboratoire pour la
séparation lymphocytaire. Tous les sérums ayant servi a I’étude du groupe O ont

éte sélectionnés également dans la sérothéque.

-le Laboratoire de Bactériologie-Virologie du CHU Aristide Le Dantec de
Dakar, au Sénégal. Ce service coordonne tous les aspects biologiques des activités
de recherche sur le SIDA au Sénégal. C'est un Centre Collaborateur OMS et
ONUSIDA qui constitue un des rares pdles de référence dans ce domaine en
Afrique. Il a mitié de nombreux programmes de recherche en collaboration avec
les pays du Nord, en associant d’autres pays africains. Cette stratégie Sud-Sud s’est
renforcée avec la création du Réseau Africain de Recherche sur le SIDA (RARS)

dont le siege est a Dakar.

Ce laboratoire dispose d’une Unité de Sérologie ott nous avons effectué J'étude
sur le VIH-1 du groupe O, en particulier le screening sérologique initial et la

confirmation par LIA.

Depuis quelques années, une Unité de Biologie Moléculaire a ét€ montée dans le

cadre du projet SIDAK ; ses activités ont beaucoup contribué a la connaissance de



83
I"éprdémiologie moléculaire du VIH au Sénégal et dans la Sous-Région, et vont
bientdt se perfectionner et se diversifier a I’installation imminente d’un séquenceur

automatique multicapillaire.

-le Laboratoire des Rétrovirus, Unité de Recherche 036 « Prise en Charge
du Sida en Afrique », de I’lnstitut de Recherche pour le Développement (IRD)
de Montpellier, en France. Ce laboratoire travaille sur le VIH et d’autres
rétrovirus en collaboration avec de nombreux pays africains, notamment dans le
cadre de I’Action Coordonnée n°l12 ANRS / Coopération Frangaise. II disposc,
d’une unité P3 pour les cultures virales et autres manipulations dangereuses. Les
activités de biologie moléculaire prédominent, notamment les séquencages pour la

phylogénie et I'étude des résistances aux ARV.

Durant nos multiples séjours, nous y avons effectué toute la composante
biologie moléculaire de la présente theése, au sein d’une équipe compétente et

disponible.
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Publication N°1
« Predominance of CRFO2_AG and CRF06-cpx in Niger, West
Africa»
(AIDS Res Hum Retroviruses, 2002; 18 (10): 723-726)



84
[-CONTEXTE

Comme sus-mentionné, le VIH-1 est caractérisé sur le plan génétique par sa
grande variabilit¢. L'étude moléculaire de nombreuses souches d’origines
géographiques diverses a permis de distinguer les trois groupes M, N et O,
Actuellement, la majorité des souches décrites appartiennent au groupe M qui
présente aussi la plus grande diversité génétique, avec 9 sous-types, des sous-sous-

types, des CRF et divers autres recombinants.

La distribution de tous ces vanants VIH-1 constitue un marqueur
épidémiologique de I'infection a VIH. La nécessité de sa connaissance dans
chaque région géographique tient aux différentes implications de la varnabilité
génétique sur la transmissibilité, la pathogéneése, le diagnostic, la sensibilité aux

ARV et le développement vaccinal,

Le premier volet de nos travaux de these concerne l’exploration de cette
diversité virale, a travers la caractérisation moléculaire de souches de VIH-!
groupe M circulant au Niger. Dans ce pays, aucune donnée n’était disponible sur
cet aspect de la biologie du VIH avant notre travail qui s’inscrit dans le programme

global d’étude de la diversité génétique du VIH en Afrique de I'Ouest et du Centre.
[I-MATERIEL ET METHODES

La population d’étude est constituée de patients hospitalisés ou ayant consulté a
I’Hopital National de Niamey, pour lesquels une sérologie VIH a été¢ demandée sur

la base d’arguments cliniques ou pour un dépistage volontaire.

Pour les deux périodes de |'¢tude, n’étarent inclus que les sujets positifs pour
lesquels I’on dispose des données socio-démographiques minimales. 1ls ont tous
bénéficé d’un second prélevement de sang sur EDTA, en vue de la séparation en

gradiant de Ficoll des PBMC nécessaires a I’étude moléculaire.

Les PBMC et les plasmas étaient stockes sur place a —20°C jusqu’a leur

acheminement a +4°C au laboratoire de Montpellier pour les analyses qui
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comprennent :

-’extraction d’ADN total des lymphocytes primaires avec le kit Isoquick

(Microprobe) ou le kit QiaAmp DNA blood extraction (Qiagen).

-I"amplification par nested-PCR des régions V3V5 du géne env et p24 du geéne
gag. Pour env, nous avons utilis¢ les amorces externes EDS/EDI12 et intemnes
ES7/ES8, ou a défaut S1/S2 (externes) et EDSnig/ES8nig (internes). Pour gag, les

amorces externes G00/GO1 et internes G60/G25 ont été utilisées.

-la purification des amplicons sur gel d’agarose et avec le kit QiaQuick gel

extraction (Qiagen).

-le séquengage des fragments purifiés en utilisant les amorces internes et les

réactifs BigDye Terminator (Applied Biosystem).

-la purification des produits de réctions de séquence par précipitation a

I’éthanol en présence de citrate de sodium.

-I’analyes des produits de séquence purifiés par €iectrophorese sur gel de
polyacrylamide a 5% d’urée, au séquenceur automatique Applied 373 A Strech
(Applied Biosystem) qut collecte les données informatisées relatives a chaque brin

d’ADN séquencé.
-la correction des séquences avec le Jogiciel SeqEd.

-1’alignement groupé ou unitaire de chaque type de séquences (env ou gag)
avec les séquences homologues de référence, dans Clustal W (320). Les références
utilisées correspondent aux différents sous-types « purs » et aux principaux CRF
decrits en Afnique de ['Ouest et du Centre : CRFO1-AE, CRF02_AG, CRF06 cpx
et CRF11 _cpx. Les alignements sont vérifiés manuellement, et des ajustements
éventuels sont effectués pour tenir compte des cadres ouverts de lecture. Les zones
incertaines et celles correspondant aux insertions/délétions sont exclues de

’analyse.
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-I’analyse phylogénétique effectuée par la méthode du neighbour-joining (290)
mise en ceuvre dans Clustal W, et le calcul des distances génétiques par la méthode
de Kimura a deux parametres (/69) dans DNADIST. Les arbres phylogenetiques
sont dessinés avec le logiciel Treeview qui est disponible au site

hitp.//taxonomy.zoology. gla.ac. uk/rod/treeview hitmi |

INI-RESULTATS

Les résultats de ’analyse phylogénétique des séquences env et gag révelent que
les 110 souches étudiées appartiennent 2 14 variants génétiques diftérents de VIH-

| du groupe M :

= les sous-sous-types « puts » Al et A2
-2 le sous-type « pur » G

-2le CRF02_AG et le CRFO6 cpx,

—>des recombinants env/gag impliquant ces deux CRFs entre-eux ou le CRF02
avec des sous-types « purs » : CRF02_AG/CRF06_cpx, CRFO6_cpx/CRF02_AG,
CRF02_AG-A, A-CRF02_AG, CRF02_AG/B-D et G-CRF02_AG.

->des recombinants inter-sous-types A/G, G/A et G/B-D.

Les arbres phylogénétiques réalisés avec les séquences partielles env et gag
montrent que la grande majorité des souches se groupent avec les références

CRFO02_AG et CRF06_cpx (figure 13).
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env

CRFO-AE

Figure 13: Arbres phylogénétiques avec les séquences partielles env et gag

montrant la filiation génétique des 110 souches VIH-1 étudiées (traits rouges).

Les séquences de références (traits noirs) utilisées sont . A UG 85.U455, A KE 94 Q23,
A.SE94.SE7253, A.UG.92.92UG037, A2.CY 94 94CY017.41, A2.CD 97CDKTBA48,

B.FR.83 HXB2, B.US 86 JRFL, B.US.90.WEAU160, B US.83 RFC, BR.92.92BR025,

C ET 86 ETH.2220, C. BW.96.96BWO0502, C.IN.95.95IN2106, D.CD.83 ELI, D.CD.83NDK,
D.CD.84 84 ZRO8S, D.UG.94 94UG1 141, F1.BR.93.93BR020, F1.BR.93.93BR.020.1,
F1.BE.93 VI850, F1 FR.96 MP411, F2.CM 95 MP255, F2.CM.95 MP257, G F1.93. HH8793-
12.1, G.BE.96. DRCBL, G.SE 93 SE6165, G.NG.92 92NG083, H.BE.93.VI997,
H.CF.90.90CF056, H.BE .93 VI991, J.SE.93 SE7887, J.SE SE7022, K.CM.96.MP.535,
K.CD.97EQTBI1C, CRFOI-AE.CM240, CRFO1-AE.93TH253, CRF0Q1-AE.90CF402, CRF02-
AG.IbNG, CRF02-AG.DJ263, CRF02-AG.DJ264.
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La répartition globale montre la prédominance des CRF02 AG et CRF06 cpx
qut représentent 54,3% et 18,1%, respectivement (figure 14 ).

_ AICRF02
CRF06/CRF02 AA | 53%  AG
-~ 17% T 0,9%
8,2% “ il .
™ el A2A2
CRF06/CRF06 L — oo%
18,1% \
GIA '
0,9% .
G/B-D N
GICRF02 -/

0,9% -
% <N / __ CRFO2/CRF02
CRFO2B-D .~ | | 5,2%
i / CRFO2/A
CRFO2CRF06 | 17%
0,9%

Figure 14 : Distribution globale des variants VIH-1 identifiés.

[l n’y a pas de différences statistiquement significatives dans la distribution
d’un variant donné sur les deux années. Par contre, il y a une diversification de ces
variants dont le nombre est passé de 7 en 1997 a 13 en 2000, ainsi qu’une

augmentation de la propoction des recombinants inter-CRFs (figures 15 et 16 ).
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Figure 15 : Distribution des variants VIH-1 en 1997.
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Figure 16 : Distribution des variants VIH-1 en 2000.
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Cette grande diversité de variants viraux au sein d’un échantilion de 110
souches et dans un pays a séroprévalence inférieure a 1% en population genérale
(52), est une illustration du caractéere dynamique du processus de recombtnaison

génétique du VIH-1.
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Sequence Note

Predominance of CRF02-AG and CRFO06-cpx in Niger,
West Africa

SAIDOU MAMADOU,' CELINE MONTAVON,2 AMINATA BEN,! ALI DJIBO,'! SANATA RABIOU.'
SOULEYMANE MBOUP,? ERIC DELAPORTE,? and MARTINE PEETERS?

ABSTRACT

A total of 110 HIV-1-positive samples obtained in 1997 (n = 44) and 2000 (n = 66) were genetically charac-
terized in the V3—-V5 envelope region and the p24 gag region. The majority of the strains were CRF02-AG
(54.3%) or CRF06-cpx (18.1%) in env and gag. More than 9% of the samples were recombinants between
CRF02 and CRF06; 9 were CRF06 in env but CRF02 in gag, and for one sample the opposite was seen. Over-
all for 23 (20.9% ) samples, the subtype designation was different between env and gag, and in 20 of these 23
samples a CRF was involved in the recombination eveni. No significant differences were seen between sub-
type distribuations in 1997 and 2000, except that the proportion of recombinants increased from 13.6% in 1997

to 272% in 2000.

YLOGENETIC ANALYSIS Of numerous strains of HIV-1, iso-
lated from diverse peographic origins, have revealed three
distinct clades of virses, which have been termed groups M,
N, and O.” Group M. which js responsible for the pandemic,
can be further subdivided into subtypes. subsubtypes. and cir-
cvlating recombinant forms (CRFs).’ Subtype designations
have been powerful molecular epidemiological markers to track
the course of the HIV-1 pandemic. Whether significant differ-
ences exist in pathogenesis or transmissibility has still to be de-
tlermined. The degree 1o which vaccines based on ope subtype
will elicn cross-prolection against other sublypes is still poorly
understood, but there is well-established evidence that differ-
ences related to efficiency of disgnostic assays and anlreirovi-
ral drugs exist among the vanous HIV-1 vanaots. Thercfore it
remains important 1o track the molecular epidemiology of FIIV-
1 and to genetically characicrize prevalent HIV-] straios,
Niger is a sahelo-saharian covoury of 1.267 mullion square
kilometers located between Algeria and Libya in the north,
Chad in the east, Nigeria and Benin in the south, and Mali and
Burkina Faso in the west. The population, 10.5 million inhab-
itants, live mainly in the southern pan of the country aod are
farmers, whereas the northero people are pomadic breeders. Ni-

amey, the capital city, is the major urban area with nearly one
million inhabitants jno 200]. Few data have been published on
the HIV/AIDS epidemic in Niger. Compared to neighboring
countries in West Africa, HIV seroprevalences are relatively
low. It was estimated thar by the end of 1999, 64.000 adulis
and children were living with HIV/AIDS in Niger.? HIV swr-
veillance information on antenatal clinic women is available
since 1987-1988, and increased from 0.5% to 1.3% ia 1993 in
Niamey.? HIV seroprevalcnce rales among sex workers in-
creased from 7.5% in 1987/88° 10 30.05% in 2000 (S. Ma-
madou, personal ohservation). Both AIDS viruses, HIV-] and
HIV-2, cocirculate in Niger, but as observed in other West
African countries, HIV-2 prevalences remain low aod stable or
even decrease, whereas HIV-1 has become increasingly more
common.>+*

Since the emergence of the AIDS epidemic, no data on the
HIV-1 genetic subtypes in Niger have been reported, only a
case of HIV-] group O infection was reported.* We report here
prevalences of differemt HIV-1 geoetic subtypes circulatiog
among patients who attended the pational hospital of Niamey,
the main health ceoter of the couniry, in 1997 and 2000.

A total of 110 HIV-1-positive samples were genelically char-

'National Hospital of Niamey, Niamey, Niger.

YUR36, Labortoire Retrovirus, TRD and University of Mootpellier 1, Mentpellicr, France.
3Laboratoire de Bactériologic- Virolagie, CHUJ Le Dantee, Dukar, Séodgal.
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acterized in part of the env and gag regioos, 100 from patients
with clinical signs of AIDS-relaled discase and 8 from indi-
viduals who came voluntarily for HIV screening. Forty-four
samples were collected 1o 1997 and 66 io 2000. In addition to
the clinical examination, demographic charactenstics and risk
factors for HIV infection were collected. Among these 110 pa-
tents, the mean age was 34 years and raoged from 18 to 52
years, aod about 43.5% were women. The main route of HIV
rransmission was hewgrosexual contact; homosexuality and
ransmission via blood transfusion were not documented. All
of them were patives from Niger.

A 10-mi whole blood sample was collected from each jodi-
vidual on EDTA tubes. Peripheral monoouclear blood cells
were separated from plasma by Ficoll gradicat centrifugation.
Plasma and cel} pellets were stored a1 —20°C. DNA was ex-
tracted from the dry cell pellets usiog the [soQuick 1salation kit
(Microprobe Corp, Garden Cove, CA) or the Qiagen DNA ex-
traction kit (Qiagen SA. Cowrtabeauf, France). In the envelope,
the genetic subtypes were determined in the V3=V5 region, by
sequencing followed by phylogenetic analysis, Primers previ-
ously described for heteroduplex mobilily analysis (HMA) were
used 10 amplify this fragment, ED5-ED12 in the firstround and
ES7-ES8 in the second round.S For a subset of samples that
could not be amplified with the HMA primers, a fragment of
approximately 1100 bp was amplified by a nested polymerase
chain reaction using primers previously described in our study
on sublypes in Nigeria: 81 and S2 as outer primers and! EDSnig
and ES8nig as inoer primers.” For the gag gene, the p24 region
wag sequenced. Amplifications were dooe with previously de-
scribed primers, GOO—GOI for the first round and G60-G25 for
the second round.® The purified PCR products from env and
gag were directly sequenced vsing cycle sequencing and dye
terminator methodologies (ABL PRISM Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction kit with AmpliTaq FS DNA

TasLe L.

92
MAMADOU ET AL.

polymerase. PE Biosystems, Warringtoa, England) according
to the iostructions of the maoufacturer. Electrophoresis and daa
collection were dooe on an automatic DNA sequencer (model
373A Swretch, Applied Biosystems). Nucleotide scquences were
aligned using CLUSTAL W? with minor manua) adjustments,
bearing in mind the protein sequences. The newly determined
HIV-1 eav and gag sequences were aligned wilh known HIV-
1 sequences representiog the differcol genetic subtypes and ref-
erence strains from the CRFs documenied in West aod West
Central Africa (CROL-AE, CRF(02-AG, CRF06-cpx, and
CRF11-cpx).'"! Phylogenetic irees using the geighbor joiming
method' ! and reliability of the branching orders using the boot-
strap approach were implemented by using CLUSTAL W, Ge-
netic distances were calculated with the Kimura's 1wo-param-
eter method.'? To clearly identify whether a sequence beloogs
to a subgroup representing a CRF within a certain subtype, phy-
logenetic analysis was done for each sequence individually.
Table 1 summarizes the different combinations of env-gag
subtypes observed, and also shows the numbers and percent-
ages observed for each combination on samples from 1997,
2000, and the total. The majority of the strains belong to CRF02
or CRF06: 54.3% are classified as CRF)2 in env and gag and
18.1% as CRF06 in both regions. Oaly two samples were sub-
type A io env and gag, four were subtype G io both regions,
and ope sample was classified as A2 subsubtype. Overall for
23 (20.9%) samples, the subtype designation was different be-
tween env and gag, and in 20 of these 23 samples a CRF was
involved in the recombination event. More than 9% of the sam-
ples were recombipants between CRF02 and CRF06, i.e.. 8.3%
{(n = 9) were CRFD6 in env but CRF02 in gag, and for one sam-
ple (0.9%) the opposite was seen. CRFO2 strains also recom-
biced with A (n = 8), G {(n = 1}, or B/D {(a = 1). Figure } il-
tustrates that some straios clusier significaotly with CRF06 in
env and with CRFO2 ia gag. No significant differences were

Numeers anD PERCENTAGES OBSERVED FOR EACH COMBINATION OF

env-gag SUBTYPES FOR SAMPLES FrROM 1997, 2000, anD THE TOTAL

1997 {n = 44) 2000 (n = 65) Tosai

Subtype

env/gag ] % n % n %
AlA | 22 1 1.5 2 1.7
AJCRF02 2 45 4 6.1 6 5.3
A/G 1 22 —_ 1 0.9
A2A2Z — I 1.5 1 0.9
CRFQ2/CRFO2 27 614 33 50.0 60 543
CRFO2/A — 2 3.1 2 1.7
CRFO02/CRF06 — | | 1 09
CRF02/B-D — 1 1.5 | 0.9
G/G 2 4.5 2 3.1 4 44
G/CRF02 — 1 1.5 | 0.9
G/B-D e | 1.5 | 0.9
G/A — 1 1.5 L 0.9
CRFO6/CRFO6 8 183 12 18.1 20 18.1
CRF08/CRFO2 3 6.9 9.1 8.2
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FIG. 1. Phylogenetic trees, confirming the different subtype designations, for gag CRF02-AG/eny CRF06-cpx isolates. The new
sequences were aligned with and compared to the following reference sequences: subtype A (92UG-UG0O37, 948E-SE7523, and
94KE-Q23), subsubtype A2 (97CD-KTB48 and 94CY-017). subtype B (83US-RF. %US-WEAU160, 86US-JRFL, and 83FR-
HXB2), subtype C (86ET-ETH2220, 92BR-025. 96BW-0502, and 95[N-21068). subtype D (84CD-ZR085. 94UG-114, 33CD-
NDK, and 83CD-ELI). subsubtype Fl (93BR-20, 93BE- V1850, 93FI-FIN9363, and 96FR-MP411), subsubtype F2 (95CM-MP255
and CM-MP257). subtype G (93SE-SE6165, 92NG-NGO83, and 96DE-DRCBL), subtype H (90CF-CF056, BE.VI99L, and
BE. VI997), subtype J (93SE-SE92809 ami 93SE-SE91733), subtype K (97CD-EQTBI! aod 9%6CM-MP535). CRF0I1-AE (90CF-
402, 90CF-4071, CM240, and 93TH-253), CRF02-AG (IBNG, DJ263, 99CM-MP121]1, 99CM-MPI12)3, and 98CM-MP307),

CRF06cpx (95ML-127, 95ML-84, BFP90, and 97SE-1078), and CRF11-cpx (GR17, 98CM-MPB18, and 99CF-MP1298).

seen between sublype distributions io 1997 and 2000, however
it is important 10 pote that the number of samples with discor-
dant sublype or CRF designalions between env apd gag in-
creased from 13.6% (6/44) in 1997 10 27.2% (18/66) in 2000,

As in maoy other West and West Central African countries,
env subtype A and G straios are predominant.’? But more de-
tailed phylogenetic apalysis showed that the majority of env
subtype A strains, 64 of the 75 (85.3%). cluster with the
CRF02 prototype strains, and similarly 26 of the 33 (78.7%)
env subtype G strains are in fact CRF06-cpx. The situation in
Miger is therefore more complex thao just subtypes A and G
that are¢ cocirculating; the predominant viruses are complex
recombinans, especially CRF06, which is a mosaic virus of
at least four subtypes, A, G, K. and | aod some small unclas-
sified fragments.'® In addition, the simwatien becomes even
more complex, since CRF02 and CRF06 strains seem io re-
combine with each other and with other circulating subtypes.
These data also clearly show that env-HM A, in the actual con-
figuration. gives only limited information on HIV-) group M

vagiants that circulate in Niger; env-HMA cannot discriminaie
either between pure subtype A and CRF02 or betwecn pure
subtype G and CREF06.!9

This study on HIV-1 vanants in Niger illustrates that sub-
type distribution is a dynamic and unpredictable process with
an jncreasing oumber of viruses that recombive. The epidemic
in Niger is dominated by CRF02 and CRF06, which recombine,
The complexity of HIV-] genomic strucmures will increase over
tme as the vanous subtypes and CRFs spread and lead to re-
combinants or pew CRFs resulting from recormbination evenis
involving CRFs.

SEQUENCE DATA

The pew sequences have beep deposited in the GenBank
Data Library uoder the following Accession Numbers:
AJ429810 1o AJ42992) for env and AJ429922 to AJ4230031
for gag.
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« A propos d’une association VIH et noma au Niger»
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Oublié au Nord et sévissant encore au Sud, le noma ou Cancrum oris est une
affection oro-faciale nécrosante, mutilante et défigurante. Sur le plan étiologique, 1
semble établi qu’il s’agit d’infections & bactéries anaérobies strictes, notamment le
Fusobacterium necrophorum, dans un contexte de carences nutritionnelles et de
mauvaise hygiéne bucco-dentaire (96). [l survient essenticllement chez les enfants

de moins de 6 ans, vivant dans des conditions socio-économiques précaires (93).

Une des deux souches génotypées « sous-type G » dans la série de I’année 2000
provenait d’une patiente adulte de 21 ans développant un noma actif. De ce fait,
nous avons jugé opportun de mentionner ce cas d’association entre 'infection &
VIH et un noma d’adulte, car trés peu de données sur ce théme sont disponibles
dans la littérature (63, 227). L'insuffisance du plateau technique local ne nous a
pas permis de déterminer le taux de lymphocytes CD4+ pour apprécier |'état

immunitaire de notre patiente qui décéda quelques mois plus tard.

Un programme national de lutte contre le noma soutenu par I’OMS existe dans
quelgues pays du Sud, dont le Niger ou ia premiere enquéte €pidémiologique
nationale sur le noma fut réalisée (235). Nous avons suggéré au programme
nigérien I'inclusion du dépistage systématique de I'infection a VIH pour tous les
cas de noma, surtout chez I’adulte, afin d’évaluer les interactions entre ces deux
problémes de santé publique. L’étude devra tenir compte de I'existence des
infections parodontales et autres stomatites gangréneuses observables au cours du

SIDA.



96

A propos d'une association VIH et noma au Niger.
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[-CONTEXTE

Aprés les résultats globaux et 1’analyse de la distribution des variants VIH-I
groupe M circulant au Niger, nous avons envisagé d’étudier en détail les
caractéristiques moléculaires des recombinants de deuxiéme génération
représentant 9,1% des souches et impliquant les deux variants majoritaires

CRF02_AG et CRF06_cpx.

Il s’agit de rechercher I’existence de similitudes moléculaires en faveur de
I’émergence d’un recombinant unique a structure mosaique complexe qui pourrait

diffuser secondairement et constituer un autre CRF,
[I-MATERIEL ET METHODES

Nous avons étudié trois souches recombinantes CRF02 AG/CRF06_cpx
(gag/env) pour lesquelles I’ADN proviral €tait disponible en quantité suffisante, et

qui provenaient de trois patients non liés epidémiologiquement.

Les séquences génomiques complétes ont été obtenues en procédant par des
nested-PCR comme précédemment décrit (2/8, 220). Toutes les amorces utilisées
(tableau X) sont sélectionnées en fonction de leur site d’appariemment sur e
génome du VIH-1 (figure 17). On effectue un nombre limité de premiers rounds
utilisant des amorces choisies de fagon a amplifier un fragments génomques
suffisamment longs pour permettre plusieurs seconds rounds afin de générer

plusieurs petits fragments chevauchants a séquencer,

Avec le programme Seqed, toutes les séquences obtenues sont disposces de
fagon & superposer les parties chevauchantes. La séquence consensus de

I’ensemble correspond a la séquence génomique.
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Amorce Séquence Sens | Région
Env A GGCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAA S eny
GO0 GACTAGCGGAGGCTAGAAG S gag
ImnerS | CTGCAGGACAGATAGGGTTATAGAA S env
LPBS AAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGAC S PBS
Mrev TAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTA S env
polIM2 | GATTTGTATGTAGGATCTGA S pol
polM3 TATGTAGATGGGGAGCTAATAG S pol
Vif1 GGGTTTATTACAGGGACAGCAGAG ) pol
41-1 GGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCG S env
4235 CCCTACAATCCCCAAAGTCAAGG S pol
Env N CTGCCATTCAGGGAAGTAGCCTTGT AS env
Go1 AGGGGTCGTTGCCAAAGA AS gag
IN3 TCTATTCCATCCTAAAATAGTACTTTCCTGATTCC AS pol
Lsigl TCAAGGCAAGCTTTATTGAGGCTTAAGCAG AS LTR
M-Vpud | TACTATRGTCCACACAACTAT AS vpu
polM8 | CTGTATATCATTGACAGTCCAG AS  |pol
Vpul GGTTGGGGTCTGTGGGTACACAGG AS eny
Outer 3 | AGCATCTGAGGGTTAGCCACT AS nefl
41-4 TCTGAAACGACAGAGGTGAGTATCCCTGCCTAA AS eny
4481 GCTGTCCCTGTAATAAACCCG AS pol
4538 TACTGCCCCTTCACCTITCCA AS |pol
S : sens AS : antisens

Tableau X : Amorces utilisées pour le séquengage génomique complet.

4538 Vpu1 PO al..slt‘.i‘?
polM8 N3 o
s 20 = = m:[““""“"'ﬁl “-4_ Ewn_ 9
2= = e o = =
_ Goo poiMz polM3 L virt Env A 4141 Mrev
LPES 4235 Inners

LTR gag ol vif env LTR
——— p = =

Pr= e nef

Figure 17: Positions d’appariement des

amorces utilisées le long du génome VIH-1.
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Les analyses comparatives de similarité ont été effectuées pour chaque génome,
apres alignement avec les séquences génomiques completes des sous-types

« purs », puis avec celles du CRF02_AG et du CRF06 cpx. Une confirmation
de P'appartenance phylogénétique de tous les segments génomiques

individualisés a été faite.

III-RESULTATS

Les trois souches ont une structure génomique mosaique correspondant bien a

une recombinatson entre le CRF02_AG et le CRF06_cpx.

Cette recombinaison est survenue a des positions différentes le long de chaque
genome, engendrant de ce fait des virus complexes et différents entre-eux. C'est
une lustration de !"importance des recombinaisons dans la diversification
génetique du VIH, favorisées par la fréquence non négligeable des co-infections
(18 50, 146) et des super-infections (/2/, 153, 267), surtout dans les régions

comme le Niger ot plusieurs variants VIH-1 co-circulent.

Les trois sequences geénomiques sont référencées dans la base de données
EMBL, sous les numéros d’accession AJS08595 (97NE-003), AJS08596
(OONEQ9S) et AJ508597 (OONEQ36). |
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Sequence Note

Emergence of Complex and Diverse CRF02-AG/CRF06-cpx
Recombinant HIV Type 1 Strains in Niger, West Africa

SAIDOU MAMADOU.' NICOLE VIDAL 2 CELINE MONTAVON,? AMINATA BEN.!
ALI DJIBO,' SANATA RABIOU,' GARBA SOGA,’ ERIC DELAPORTE.2 SOULEYMANE MBOQUP?*
and MARTINE PEETERS?

ABSTRACT

On the basis of partial eny and gag subtyping, we documented that the majority of HIV-1 strains circulating
in Niger were CRF02-AG (54.3%) or CRF06-cpx (18.1%) and that 9% of the samples were possible recom-
binants between CRF02 and CR¥06. To determine in more detail the precise structure of these viruses we se-
quenced the full-length genomes for three such strains (97NE-003, 0O0NE-036, and GONE-095). From the
bootscan and phylogenetic tree analysis it is evident that the new viruses are the result of recombipation events
between CRF(02-AG and CRF(Q6-<px strains. Importantly, each virus had a different complex recombinant
structure with multiple breakpoints, leading to viruses with complex mosaic patterns.

PII‘I‘I..DGENE’HC ANALYSIS of pumerous strains of HIV-1. iso-
lated from diverse geographicorigios, has revealedthat they
can be further subdivided into groups (M, N, and O). subtypes
{A-D, F=H, J, and K}, subsubtypes, ang circulating recombi-
naot forms (CRFs. CRFO1-CRF14). Subtype designationshave
provided powerful molecular cpidemiclogical markers in track-
ing the course of the HIV-! pandemic.! The global subtype dis-
wribution is heterogeneous and the greatest genetic diversity of
HIV-] has been found in Africa, especially Ceotral Africa,
where all groups and subtypes are found. Also within Afnca,
ymportant differences are observed according 10 the regions
studied, from country to country, and even within a country >

QOverall, in South and East Africa subtype C predominates,
and in West and West Central Africa, the majority of viruses
are CRF02-AG, We described a new circulaling recombinant
form, CREQ6-cpx. which circulates in several West African
countries such as Niger, Nigeria, Burkina Faso, Mali, Senegal,
and Ivory Coast ** We also documenied the high prevalence of
this strain in Niger and Burkina Faso, where 18 ta 50%. re-

spectively, of HIV-1 infections among AIDS patients are with
the CRF06-cpx variant®? Ia both countries, the other predom-
inan1 circulating strain is CRF02-AG. 54% in Niger and 30%
io Burkina Faso. In areas were CRFs have a high prevalence,
it is highly probable that, like pure subtypes, they are also in-
volved in recombination events. Indeed, 9-10% of the samples
studied in the two countries mentioned above had discordant
CRF designauonsbetween env asd gag, with some samples be-
ing CRFO02 in eav and CRFO6 in gag or the opposite.®” To de-
termine in more detail the precise structure of these viruses we
sequenced the full-leagth genomes of three such strains for
which additional material was available. The threc viruses siud-
ied were from AIDS patieots who attended the pational hospi-
tal of Niamey, the main health center in Niger, in 1997 (97NE-
003) and 2000 (0ONE-036 and OONE-~(095). There was no
cpidemiological link between the three patients,

DNA was extracted from primary peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) with the QlAamp DNA blood kit (Qiagen,
Couriaboeuf, France). For each strain, overlapping nested poly-

'Natiopal Hospiwl of Niamey, Niger.

1UR36, Laberatoire Rewrovirus, IRD apd University of Montpeliier [, Monipellier, France.

3Diseascs Prevention and Conwrol. WHO-Niger.

*Laboratoire de Bactériologie-Virologie, CHU Le Dantee, Dakar, Senegal,
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merasc chain reactions (PCRs) were done 10 obtain the sequence
of the entire genome as previously deseribed - The Bochringer
Expand Long Template DNA polymerase (Roche Diagnostic,
Meylan, Frapee) was used according to the instructions of the
maoufacturer. The amplified products were purified using a QI-
Aquik gel extraction kit (Qiagen). Nucleolide sequences were
obtained by direct sequencing of the amplified DNA, using the
inper primers of each PCR and several primers encompassing
the entire frapments. The sequenced fragments were assembled
into contiguous sequences and a consensus of the strands was
formed by usiog the Seqed program (Applied Biosystcms,
Courtaboeuf, France).

The three HIV-1 genomes were sequenced in their eolirety,
including the long terminal repeat (LTR) extremitics. 9794 bp
for 97NE-003, 9730 bp for OONE-036. and 9698 bp for 0ONE-
095. All reading frames were open and of complete length.
Noope of the genomes had major deletions or rearrangements.

The phylogenetic relationships of the newly derived viruses
were estimated by sequencc comparisons with previously
reported representatives of group M subtypes (A-D, F-H. 1.
and K) and CRFs documented in West and West Ccatral
Africa available from the Los Alamos HIV Sequeace Database
(thitp-#hiv-weh lanl govh Nucleotide sequences of the nearly
full-length genomes were aligned using CLUSTAL W?* with
minor maoual adjustments, bearing in miad the protein se-
quences. Sites where [here was a gap in any of the sequences,
as well as areas of uncertain alignment, were excluded from all
sequence comparisons. To analyze the recombinant structure of
the new vinises, similarity and bootstrap plots were performed,
using the Simplot 2.5 software wnitten by 3. Ray and distrib-
uled hy the author at h!lpﬂ\xwu'_llh:d.;l!'ll Cdll/(lu.’"illlu;_]fbl.t}f
For the bootscan plots. the SimPlat software performed
bootscanning on neighbor-joining trecs by using SEQBOOT,
DNADIST, NEIGHBOR. and CONSENSUS from the PHYLIP
package (available at hup:/esolution genctos washingion
cdw/phy bip hunl) for a 500-bp window moving along the align-
ment with increments of 10 bp.

When the new sequences were plotted agaiosi references of
all the nonrecombinant subtypes, we observed for the three se-
quences disproportionaie Jevels of sequence identity with sub-
type A, G, 1, and K along their gecnome. The same subtypes
were also involved in the mosaic structure of CRF02-AG and
CRFO6-cpx (A, G, 1. and K). The patterns of sequence homol-
ogy with the above-mentionedsubtypes were not similar among
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the three viruses, suggesting three different mosaic genomes
(Fig. 1a, c, and e). Because only the subtypes presentin CRF02-
AG and CRFO6cpx were observed, it was highly probable that
these new strains are the result of recombinationevents beiween
CRF02 and CRF06, the twa predominant HIV-1 variants doc-
umented so far 10 Niger. To verify this hypothesis, we per-
formed bootscan analyses of the new strains against CRF02 and
CRF06 refercace straios (Fig. lb, d, and f). The bootscan re-
sults show alicrnaling segments clustering with CRF02 and
CRFO06, but as expected from the previous bootscan results, for
each virus a different pattern was seeo. The different CRF des-
ignations. as indicated by the bootscan plots against CRF02 and
CRFO06 reference strains, were further analyzed by phylogenetic
tree analysis as shown in Fig. 2. The full-length genome align-
mcnl was broken into different independent fragments corre-
sponding to the inferred recombined regions show in Fig. 1b,
d, and f. This apalysis confirmed the breakpoints and CRF des-
igoations for cach strain, with the exception of some small frag-
ments for which the sublype/CRF assignation was not supported
with significant bootstrap values. From the bootscan and phy-
logenetic tree analysis it is evident that the new viruses are the
result of recombipation events between CRF02 and CRFG6
strains. Figure 3 summarizes the mosaic genomic structure of
the three CRFO2/CRF06 viruses from Niger.

This study shows clearly that HIV variants are permanently
evolviag and that subtype distribution is a dynamic process.
The two predominant HIV-1 variapts, CRF02 and CRF06. that
cocirculate in Niger recombined. CRF02/CR06 recombinants
were already present in 1957 and as previously shown the pro-
portion of possible recombinants increased slightly from 6.9%
in 1997 to 10.5% in 2000 ia Niger.® [mportantly, the three vari-
anis that we characterized have three different mosaic struc-
nures with many breakpoints, Jeading lo viruses with even more
compliex mosaic palterns. because both parental viruses already
had complex structures, The discovery of large numbers of re-
combinant viruses clearly implies that coinfectiop with diver-
genl HIV-1 siraips is not as rare as once thought. Indeed. dual
infections with different subtypes have been reported io regions
where multiple variants cocircolate,'™!! and twa independant
sludies confirmed that superinfeclion with a virus from another
clade is possible.'>!13 Recombination introduces geoetic and
possibly also biological consequences that are far greater than
those resulting from the steady accumulaticn of siogle muta-
tions. Because naural infection Joes not protect against super-

-

FIG. 1.

For the bootstrap plois, the SimPlot software performed bootscanning on oeighbor-joining trees by vsing SEQBOOT,

DNADIST (with the Kimura parameter method aond a transitiopAransversion ratio of 2.0}.* NEIGBOR and CONSENSE from the
PHYLIP package for a 500-bp window maving along the alignment in increments of 10 bp. We evaluated 100 replicates for each
phylogeny. The bootstrap values for the studied sequences were plotted at the midpoint of each window. (a), (¢), and (e) show
the bootstrap plots of the 97NE-003, 0ONE-036. and 0ONE-095 strains, respectively, against the consensuos (50% treshold} of the
ponrecombioam subtype references (A-D, F-H. J, and X). (b), (d), and (I) show the bootstrap plots of the 97NE-003, 00NE-036,
aond OONE-095 strains, respectively, against the consensus (50% treshold) of the CRF02-AG and CRF06cpx references. The new
sequences were aligned with and compared with the followiog refercnce sequences: sublype A (92UG-UG037, 94SE-SE7523,
and 94KE-Q23), sublype B (90US-WEAU160, 86US-JRFL, and 83FR-HXB2), subtype C (B6ET-ETH2220, 96BW-0502, and
9SIN-21068). subtype D (94UG-1 14, 83CD-NDK, and CD-Z2Z6), subsubtypc F1 (93BR-20, 93BE-VI850. and $3F1-FIN9363), sub-
subtype F2 (95CM-MP255 and CM-MP257), subtype G (93SE-SE6165. $3F1-HH8793, and 96DE-DRCEL), subtype H (90CF-
CF056, BE.VI991. and BE.VI997). subtype J (93SE-SE92809 and 93SE-SE91733), subtype K (97CD-EQTB11 and 96CM-
MP535), CRF02-AG (IBNG, D263, and 98SE-MP1211), and CRF0§-cpx (BFP20, 95ML-84, and 97SE-1078).
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J

CR¥06
- A2

FIG. 2. Phylogenetic trecs, confirming the different subtype/CRF designations identified by the bootstrap plots in Fig. 1b, d,
and f for the three pew strains. All bootstrap values were above 80% (100 replicates) at cach of the internal branches defining a
subtype. The same reference strains as described for Fig. | were used Nucleotde seguences of the near full-length genomes were
aligned using CLUSTAL W* with minor manual adjustments, bearing in mind the protein sequences. Sites where there was 3
gap in any of the sequences, as well as arcas of uncerain alignmeat, were excluded from all sequence comparisoas. Phyloge-
netic trees were constructed by the neighbor-joining methed and rediability of the branching orders, usiog the bootstrap approach,
were implemented by CLUSTAL W. TreeView was used 10 draw trees for|lustrations. Genetic distances were calculated by the
Kimura two-parameier method, with a transitionAransversion ratio of 2.°

infection with viruses from other clades and because differences ACKNOWLEDGMENTS
related to efficiency of diagpostc assays apd anlirelcovira)
drugs exist among the vanous HIV-1 variants, ongoing moni- This work was sponsored by graois from the Agence Na-

toring of circulating HIV-1 straios in the contexiof vaccinede-  uonale de Recherches sur le SIDA (ANRS, Projet Sidak)
velopment and reatment stralegies remains necessary.

As suggested already by Wilbe et ai..' the descriptionof fu-
ture recombinants should not remain restricied 10 pure subtypes. SEQUENCE DATA
Especially in regions where CRFs predominate. these strains
should also be included in the apalysis in order to identify the The new sequences have been deposited in the EMBL Dala
most closely related pareutal forms and 10 reflect a reliable pic-  Library under the following accession numbers: AJ508595(97NE-
ture of the evolution of the epidemic. 003). A1508596 (DONE-95), and AT508597 (OONE-36).
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FIG. 3. Schematic representaton of the mosaic structures of the CRF02-AG/CRFOG-cpx recombinant genorues.
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I-CONTEXTE

l.a nécessité d’étudier la distribution géographique du VIH-1 du groupe O
s’était imposée peu de temps apres la description des premieres souches. devant les
conséquences (notamment pour la transfusion sanguine) de la mise en défaut de

certains tests sérologiques pour la détection de ces variants divergents.

Le laboratoire Rétrovirus de Montpellier, érige en Centre Collaborateur OMS pour
le VIH-1 groupe O, et le laboratoire de Bactériologie-Virologie du CHU Le Dantec
devenu Centre Collaborateur ONUSIDA, avaient entrepris une telle étude dans

plusieurs d’ Afrique Subsaharienne, associant des intervenants locaux.
I[I-MATERIEL ET METHODES

L’¢tude a porté sur 14 682 sérums de différents profils VIH, provenant de plusieurs
catégories de personnes et de 12 pays: Burkina Faso (568), Burundi (686),
Cameroun (1143), Congo (702), Gabon 5701), Mali (1016), Niger (2619), Nigéra
(2083), Sénégal (2432), Tchad (619), Togo (1113} et Zambie (1000).

Différents tests ont été utilisés : un ELISA a base de peptides V3 des souches
ANT70 et MVP51R0, un LIA incluant les mémes peptides, un Western Blot
ANT70 « maison », une RT-PCR avec des amorces universelles et des amorces

spécifiques du groupe O.
II-RESULTATS

Nous avons dépiste 19 cas d’infection a VIH-1 groupe O, au niveau de 7 pays.
[Is étaient tous déja VIH positifs et provenaient de femmes enceintes, de donneurs

de sang, de tuberculeux et de professionnelles du sexe.

Ainsi, la séroprévalence des variants O parmi les VIH positifs était de ; 2,1% au
Cameroun, 1,1% au Nigéna, 0,9% au Gabon, 0,3% au Niger, 0,16% au Tchad,
0,14% au Togo, 0,07% au Sénégal. Elle décrojt donc au fur et a mesure que !'on

s’éJoigne du Cameroun considéré comme J’épicentre de la diffusion de ces virus.



108

Par ailleurs, 46 autres sérums présentaient une sérologie « groupe O »
indéterminée. Tous étaient aussi VIH positifs, sauf unVIH indéterminé du Congo
et deux VIH négatifs du Burundi. La RT-PCR spécifique a permis de confirmer
deux cas d'infection O: I'un au Cameroun, P'autre en Zambie qui devenait le
huitéme pays ou cette enquéte a mis en évidence la circulation des virus du groupe

0.
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in Africa

Objective: To determine to what extent HIV-1 group O strains are present in
different African countries,

Materials and methods: A total of 14 682 samples of sera from a range of patienis
from 12 different African countries were tested. All the sera were tested with an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using a combination of V3 peptides
trom ANT-70 and MVP-5180. Samples reactive in ELISA were retested in a line
immunoassay ILIA-O}. Samples reaclive in ELISA were also retesied with an in-
house Western blol 1o determine the presence of antibodies to gp120 of HIV-1 ANT-
70. Polymerase chain reaction was periormed on HIV-1 group O and group O
indelerminate sera.

Results: Of all the sera samples tested, only 19 sera had antibodies 1o group O V3
peplides exclusively and 46 were indeterminate for group O infection in LIA-O. The
highest prevalence of HIV-1 group O infection among HIV-positive sera was
ohserved in Comergon {2.1%) and neighbouring countries, 1.1% in Nigeria and
0.9% in Gabon. The lowest rates were seen in west Africa: 0.07% in Senegal, 0.14%
in Togo, 0.16% in Chad and 0.3% in Niger. Group O sera were observed in almost
all the population categories tested. The ANT-70 V3 peplide in LIA-O was reactive
wilh all of the sera considered to be HIV-1 group O antibody positive by LIA, versus
78.9% for the MVP-5180 peptide. Thirleen out of 19 group O samples of sera were
lested in PCR. Eight samples were iclentified as group O by specific group O pol
and/or V3 primers; in the remaining five samples no HIV RNA could be detected. Of
the indeterminate sera samples, two were identified as group O.

Conclusion: In eight of the 12 countries tested, antibodies to group O viruses were
identified. Numbers of HIV-1 group O viruses are tow. Their presence is not
restricled to Cameroon and neighbouring countries but can also be found in west
and south-east Alrica.

AIDS 1997, 11:493-498
Keywords: HIV-1 group O, Africa, serotyping
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Introduction

HIV-1 displays an unusually high degree of genenic
vatiabilitv i wive. Analysis of HIV-1 genes of virus
strains from different geographical locales s revealed
that HIV-1 can be divided inte two distincuve groups,
M (major) and O {outlier) [1]. HIV-1 group M isolates
can be further subdivided into at Jeast 10 distinct genet-
i subtypes (A-]) [2-51.

The first HIV-1 group O wviruses to be described were
the ANT-70 and MVP-53180 strains, both solated fram
Camerconians, These isolates had only 5% homology
with the other HIV-1 asolates in the enr gene [6,7]
Additional HIV-1 group O vanants have been
gescribed and the majonty of the strams have been
obwamed from Cameroon or fram Cameraonians hiving
in Europe |B.9]. Group ) virus was idenufied in Spain
in an andividual who often travelled to Equatorial
Guinea and Cameroon | 10]. Recently, group ) intec-

tion was dagnosed i the US |11 Sporadic cases of

group O antection have been dacomented in other
African countries ke Gabon, Nigena, Equatorial
Guinea and kenva, and i Benin a dual HIV-1 group
M and O mfection has been described. {12-16]

Anilysis of group O viruses shows that these viruses are
genetealhy ven diverse (8] These HIV wiruses present
a pubhic health challenge because several or chem
escape detecaon by cortam convennonal screcnmmg tesis
and can wive mdeternnnate Western blor patterns
N7=121. To diagnose HIV -] yroup O mtecaon ditler-
ent serological approaches have been used. Some
researchers e a compeotive mmuneblot ur 1 negatve
resuit e HIV-T campetiave assavs [20-21]0 Studies
among HIV-tected mdviduale from dificrent Atnean
countrics, using an epzyme-linked immunosorbent
assay {ELISA) based on the V3 pepride frame ANT =70
with confinnation by a speafic ANT-7 Western blot,
indbhcated that HIV-1 group O infection 18 present in
Cameroon and Gabon {12} Sequence data on a limited
number of sampics confirmed thar this stetegy can lead

to the identificanon of HIV-1 viruses from group O
39

Lip unal now Bitde has been known abour the spread of

HIV-} group O viruses 1 Afnca. It imporaane .
momtor these viruses m order to adapt HHIV -testing
strategive for blood screeming and serodiagnosis i
requirea.

Materials and methods

Populations studied
Sera from different population categones of 12 African
countricy were studied: Burkina Faso, Burund.

Cameroon, Congo, Gabon, Mali, Niger, Nigeria,
Senegal, Chad, Togo and Zambw.

Samples were collected from AIDS patents. tuberculo-
$18 patients, sexually ransnutted disease (STD) patiens,
prostirutes, blood donors and pregnane women. Table |
summarizes the populaton categories tesied and the
HIV status of the samples in the different countrics.
Dara for Nigena, Sencgal and Togo have been partialh
published earlier |23]. lu tota) we tested 14 682 samples
of scraz 1427 fromn blood donors (260 H1V-posinve,
13 HIV-indetermnate, 1017 ncgatives); 2489 from:
pregnant women 522 HIV-posinve, 87 HiV-indeter-
minate, 1880 negaoves); 7406 from infecnous discases
and tuberculosis patents {5007 HIV-positive, 272
HIV-indeterminate, 2127 negatives); 961 from ST
patiems (187 HIV-posiuve, 30 HIV-indeterminate. 744
negatves); and 2399 from prostitutes (1102 HIV-posi-
tve, 49 HIV-indeterminate, 1248 neganves).

Amony the 14 682 scra samples, 7016 were HIV-nega-
uve and 550 were HIV-indeieominate. 1.e. those sam-
ples it which there was the presence of annbodies to
Gag and/or Pel proteins only, without reacuon to Env
proteiny on HIV-1 Westermn blot or hne nmmunoassay
(LEAY HIV-1/2. A 1otal of 7078 were HIV-positive:
781 HIV-1. 380 HIV-2, 376 HiV-1 and =2 and 354!
were detined as HIV-posibve by 8 posiuve reaction 1
two ditterent HIV-1 and -2 screcnming assays.

Serology

All the sera were tested tor group O antbodwes by an
ELISA usy a combmaton of V3 pepndes from ANT-
70 and MVP-5180 (Innogencnics, Annwerp. Belgum),
Sera reacove by ELISA were retested moan LIA,
which biotinvlated V3 pepodes trom different group ()
and M HIV=-1 wviruses (consensus HIV-1 group M: M-
Mal: O-ANT-70; O-VI6B6, which 1v 0 Gabonese
HIV-1 group O bolate [22], and O-MVP-51801 were
apphed as a streptavichn comples wm paralle! Tines on
nyton srps (Innogenetics). Samples reactive in ELISA
were disa rerested on an im=house Western blot for the
prosence of anobodies w gpl 20 of HIV-1 ANT-70 a
previouslv deseribed |24]. Serd were considered posi-
bve tor HIV-1 yroup O anubodies if they reacted oo
LIA exciusively with group Q) pepudes whether or not
thery was reaction en the ANT-700 Wesrern bloi
Samples reacave with group O and M pepuides with or
without reaction o gpl20 on ANT-70 Western blo
were considered as indetermnate for HIV group O
antiboaics and were furcher analvsed by polvmerase
chain reacuon (PCR). The testing algoritho s sunine-
nzed wn Figs.

PCR
Viral RNA was exeracted from 50 1) of plasma by the
extraction method of Chomezynski and Sacch |23].


http:polym.:r.ul

111
HIV-1 group O viruses in Africa Peeters et al.

Table 1, Dilferent population groups and thewr HIV status 1in the 12
Alncan countrnes stutlied

HIV-l  Hiv HIV HIV
Hivel HIV-2and -2 pos wd neg Tatal

Burkina Faso in=5h8)
AIDS patienis, T3

pregnanl women 206 49 143 36 134 568
Burundi (n=h86)

Bload donors 13 129 14

TU patients 84 10 249 a3
Cameroon (n=1143)

Blood donors 118 16 8 Jaa

Pregnant women 2 ! W23 134 197

Infecuous diseasc< 174 33125 502
Chad in=61%)

Inleciious diseases, T8 H1Y H14
Conpo (n=702)

Blood donors 4 KIS

Pregnant women 4 3106 1w

Infectious tliseases 275 260 111 Jdi2
Cabon (n=701)

Pregnant women 90 5 I a0 175 3ul

Infectiots diseases 16 2 1 2 26 b7

TR panenis 76 1 i 21 2+ 23
Mali (n=10161

infectious disease

T8 244 3 54 445 106 B4l

Prostitutes G2 7 12 @1 175
Niger (n=2619)

Blood donors a8 15 62128 216 4064

Pregnant women 4 16 i 76

Infectious diseases 394 i85 233 i1 27 113

STOD paients 29 il 22 12 402 47nh

Prostitules 187 2 46 1 32 206 4md
Nigerta (n=2083

Pregnant women 120 1011 1042

Infectious diseases 14 o120 145

TH panens a2 220

STD patienis W18 222 270

Prostitules 120 26 240 186
Senegal (n=2432)

Prognant women v 15 4 218 244

Intectious diseases 531 22 a0 i8¢ 775

TB patienis 22 -

STD patients I ! 17

Prosiiules Jla 344 7 I 708 1374
Togo (n=1113}

Intecious diseases, TH 670 443 1113
Zamlyua tin=1000

Pregnant wonren 100 184

Infectious diseases 242 160 402

TB patients 100 on

STD patients 78 120 198

pos. Positive: ind indeterminate: ney. negative; T8, wberculoss,
STD. sexually ransmitied discase

Briefly, virus is lvsed by guanidium thiocyanate, tol-
lowed bv a phenol/chieroform-isoanmivl alcohol extrac-
aon and RNA is precipitated by sopropanol. Extracted
RNA s resuspended in 3 pl stenle water,

Reverse ranscription was performed on 5 pl of extract-
ed RNA in a final volume of 20 pl contmning 10 pmal
of each reverse primer, U4 mmol of cach dNTP and 3
units of avian miveloblastosis virus reverse transenptase
(RT) (Promega. France). The ¢ONA product was
amplified by nested PCR using primers in the pol

SCREENING
ELISA
V3 pephdes ANT 70 and MVP-5180
{Fgzearch predud, Innogendtcs NV, Belwum)
posiivg samples
CONFIRMATION
INNO-LIA HIV-1 group O
MaA3-Con, M-VAMal O-V3-ANT 70 O-v3-686, O-VI-MVP5180

GAOUP O peplides only GRCOUP O and M peplites

Western Biot ANT.70

/N

posive negatree

NS

HIV-1 group O
INDETERMINATE

HIV-1 group O

hamer characlerzanon

PCA. sequencing.
Fig.1. Serological testing algorithm for the detecuion of Hiv-
1 group O infection, ELISA, enzyme-linked immunaosorbent
assay: LIA, line immunoassay,

reggon as previomsly desenbed The outer pnmers were
common tor group Q and M viruses and one ot the
tner primers was replaced by a specific group O
primer to idendfy an FUV-1 group O mifection wich a
FOU% senswavity and specificity |26.27] For some
serun samples PCIC was carmed out wath primers spe-
cific for the V3 regson of group O viruses. We used
Vin-t 3" TTGTACACATGGCATTAGGCCAACA
GTAAGT 3') and V70-4 (5" TGGATCCTACAAT
AAAAGAATTCTCCAGACA 37) a5 outer primers
amd V76-2 (3" TGAATTCTAATATTCAAT CGCA
CACTCTCY 3 and V70-3 (3" CTTCTCCATAT
ATCTTTCATATCTCCCTA 3') as inner primers,
PO was performed i a final volume of 50 p contain-
me 0.2 ol ol each ANTP, 20 pmol primer, 2.5 U
Tag DNA polymerase {(Promegz) and 5 pl of the
CDNAL

PCIL conditions were as follows 33 eveles were per-
tormed. 200 sec e 94°C, 30 sec at A0 °C and 1 min a
72°C with an mmidal denaturation of 2 nun at 94°C and a
tinal extension of 3 nan at 72°C. The second PCR
round was performed on 2 pl ot the amphfied product
from the first round and the eyching conditions were
wenucal, with the excepon of the group O pol primers
where the opomal annezling remperature was 36°C,

Samples were considered as positive tor HIV-1 group
O W they reacted with the specilic group O pef and/or
e PIMens
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Results

Prevalence of HiV-1 group O antibodies

Table 2 shows for the different countries the number
and percendage of sera posinve for HIV-1 group OO
annbodies. All these sera were positive i the ANT-
70/MVP-5180 mixed ELISA and reacted speaifically
with V3 pepades from group O on the LIA. Bifteen of
these 19 group O sera also reacted with the gpl20 of
ANT-70 on Wustern blot. Based on these strct sero-
Jogical criteria, group O sern were present m seven of
the 12 countries tested: Cameroon, Gabon, Niger,
Nigeria, Sencgal, Chad and Togo, OF the 19 HIV
group O sera, all were imdally charactenzed as HIV-
positive, 18 were HIV-1 and one was HIV-) and -2-
positive. None of the HIV-2-positive sera were
reactive with group O pepandes, The highest numbers
of HIV-1 group O sera were observed in Cameroon
(2.1%) and the neighbounny countnes Nigena (1.1%)
and Gabon (0.9%) whereas the lowest values were
observed in the West African countries Senepal
(0.07%), Togo (0.14%), Chad (0.16%) and Niger
(0.3%) . Group O sera were 1denafied in pregnant
women, AIDS and wberculosis panents, blood donors
and prosotues.

Table 2. Number of HiV-1 group O and group O indeterminate
sera among HIV-positive sera in the diflerent countries.

HIV group O

HIV group O indeterminate
Country nYN' o % n'/NY v
Burkina Faso 0/398 0.0 6/398 1.5
Burundh /97 Q.0 097 0.0°
Cameroon 7332 21 23312 06
Chad 1/619 0.16 17/619 27
Congo 0/288 0.0 2288 07"
Gabon 2/213 0.9 0/213 00
Mali 0816 Q0 4816 0.5
Niger 5/1459 0.3 11459 007
Nigena 24183 1.1 0/181 00
Senegal /1283 0.07 1/1283 007
Topo 1/670 0.14 3/6700  0.44
Zambia 0/720 0.0 7/720 097

*No. ol sera reactive with groug O only or 'group O- and M-V3
peptides in LIA-O. "Total number of HIV anlibody-positive sera
tested. *Two HIV-O indeterminate sera were observed among HIV.
negative sera in Burundi. Y(ne HIV-() indeterminate serum sam-
ple was observed in HIV-indelerminate serum in Conyo.

In toral, 46 samples of sera were indeterminace jor the
presence of group O anubodies, 1.¢. the sera reacted
simultancously with group O V3 pepudes and the V3
consensus of group M- or V3-Mal. The proportion of
group O-indeterminate sera was relanvely high com-
pared with the number of sera that were confinued
group Q. The myjority of these 46 ser were HIV-pos-
itive, but onc was mdeterminare for H1V antibodies
and two were negative. Group O-indetenninate sera
were observed in nineg of the 12 countries wsied, Thy
overall prevalence of HIV-O-mdeterminate saples

was .69% of the HIV-positive sera and ranged from
(Y 10 2.6% 1o the different countries.

Antibody reactions to the different group O and
M peptides and proteins

Table 3 summanzes the anobody reactions to the dif-
ferent group O peptides. On LIA-O, all of the 19
(100%) group O sera reacted with the ANT-70 pep-
tide. 18 out of 19 (94.7%) with the V1686 pepude and
15 out of 19 (78.9%} with the MVP-5180 pepude. For
the HIV-O indeterminate sera. the majonty (82.9%)
reacted with the ANT-70 peptide but only 36.2 % and
48.9% reacted with the VI6BO and MVP-3180 pepude
respectively. Some of the indewrminate sera reacted
only with che MVP-3180 peptide in contrast to the
sera that were confirmed group O, [n Mah and
Congo, we observed samples of sera reacting strongly
with the MVP-5180 peptide and the M-V3 consensus
without antibodies to gp120 on ANT-70) Western blot.
Table 3. Reactivity of HIV-1 group & and group O-indeterminale

sera wilh the diflerent group M and O peptides on LIA and with
ANT-70 gp120 on Western blot.

HIV-1 group
HIV-1 group O O indeterminate
Peptides ntYNY o T n*/N! Yo
M-V3-Con o1e 0 a0/46 869
M-V3-Mal /19 o 37/46 B804
0D-V3I-ANIT-70 19/19 100 38/46 B26
0O-Vi-68b 18/19 Q4.7 16/46 34.7
O-V3-MmVP-5180 15/19 789 22/46 47.8
O-Western 15/19 789 14/46 30.4
blot ANT-70

‘Mo of sera reactive. TNo. of sera rested
PCR

Only nnoure volumes of serum were available for the
majonity of samples serologically considered to be
HIV-} group O or group O-indeternunate, and there-
fore noc all of them were tested by PCIRL in addidon,
storage conditions {several freeze-thaw cyces and scor-
age a1 =20°C. which causes detenoradon of ILNA)
were not optimal o perform RT-PCR. Amony the 19
group O sera, 13 were tested by PCIR wath the wniver-
sal group /M primers to continn the presence of
RNA in the sample and with the speafic growp O pol
primens for confirmation of group O. Five were reac-
ove with the umversal pol primers and five were identi-
fied as group O wath the speaific group O pol pnmers,
whereas i aight no viml RINA could be detected by
PCIR with the universal pof primers. In addizon, IPCIR
was carried out with the specific group O V3 primens
on 10 samples from which nine had been tested also
with the pof pnmen. Only three samples were reactive
with the V3 group O primers, two of these three sam-
ples were inually negative tor the universal O/M pol
promers and one was nog tested with the pol primers.

Of 38 of the 46 sera identilied ay group O-wdetermi-
nate by serology, IRT-PCIR was pg‘rﬁ)nncd with the
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universal pol primers to confirm the presence of RNA
and with speaific group O pol primers to confirm group
O infection. Twenty of the 38 samples were reactive
with the universal pol primiers and only two of them
were identified as group O with the specific group O
pol pomers. The 18 remaining samples were negative
by pol PCR. Of the two samples reactive with group O
pol primers one was fram Zambia and one was from
Cameroon. All of the mine group C-mdeteriminate
samples (five were positive and four were negative with
vniversal pol primers) tested with the specific V3
primers were negative with this primers (Table 4).
Overall, in the group O and group O-indetermnnate
sera together, RNA could be detected in 28 (54.9%)
out of 51 samples tested.

Table 4, Reactivity of group O and proup O indelerrmate sera by
PCR with difierent primers sels.

Group O
Group O indelerminate
No. reactive / No. reactive
na. tested na. lested
Universal pof primers 5/13* 2038
Group O pol primers 5/5 220
Group O V3 primers 310 0/9

*" Sera were lirst tesied wilh the universal pol prsmers and those
reaclive were retested with the specific group Q pol primer. ‘One
out of three sera was negative wilh the universal and specific pof
primers; one oul of three was reactive with the universal pof but
nol with group O pol pnimer; one oul of three was not tested wilh
pol primers,

Antibody reaction to gp120 of ANT-70 on
Western blot

Ten samples were identified as group O by PCR,, of
which two were indetermimate by group O serology
because they reacted simultancously with group O and
group M V3 peptides. Nine of these 10 samples reacred
with the gpl120 of ANT-70 on Western blot and one
was neganve. Eighteen samples were idenuficed as
group M by PCR and among them five were clearly
reactive on the ANT-70 gp120, theee showed a weak
reaction and |0 were negative. These data indicate that
che majority of HIV-1 group O sera are reactive with
gp120 of ANT-70 although some sera remain negative.
Abour 30% (eight out of 18) of the group M sera that
cross-reacted with group O V3 pepodes on LIA were
also reactive with gpl120 of ANT-70 on Westerm blot.
These data show that HIV-1 group O Western blot is
not sensitive enough and is also not specific ¢nough.

Discussion

This study on more than 14 600 sera from different
population groups and in 12 African countnes showed
that the seroprevalence of HIV-1 group O viruses
rather low, ranging from absent to 2.1% of all the HIV-
positive sera tested. HIV-1 group O infection was

observed in eight of the 12 countries included in the
study, however. The highest percentage of group O
sera among HIV-positive samples was observed in
Cameroon (2.1%), followed by Nigeria (1.1%) and
Gabon {0.9%), whilst the Jowest percentages were seen
n west Afaca. Qur data show that group O infection 3
got hmited to Cameroon and its neighbouring coun-
trics but 1s also present in west Affican countries such as
Sencgal, Togo and Niger and even 1n che south-cast
Afncan country Zambia. All HIV-1 group O scra were
detected among samples which were ininally idenufied
as being HIV-posiuve. The ANT-70/MVP-3180 V3
ELISA had good specificity because only three out of
7016 HIV andbody-negatve sera were reactive with
group O pepudes on LIA-O and all remasned group O
indetermunate in group O LIA,

All group O sera reacted with the ANT-70 pepude
with or without simultancous reaction to the other
group O peprides VI686 or MVP-5180, none reacted
only to the MVP-5180 or VI686 peptide. Compared
with HIV-1 group O sera, a relatively high number of
group O-indeterminate scra was observed and this was
the case m almost all che countrics studied. The majoo-
ty of the group O-ndetermunate sera were HIV-posi-
tive with the exception of two sera which were
HIV-negative and one which was HIV-indeterminate.

Qur data indicate that the ANT-70 V3 pepade detects
more group O sera than the MVP-5180 and the VI686
peptides. The V3 sequence of the ANT-70 virus strain 15
close to the consensus sequence of HIV-1 group O
viruses described [6—8} and sequenced in our Jaboratory
{unpubhshed resuls). Further examination 1s needed,
however, to discover whether the pepuides that we used
for screening and confirmanon of HIV-1 group O infec-
non are the most sensinve for detecung and diagnosing
the diverse range of group O viruses. Prehminary results
on the performance of the ANT-70 V3 peptide on
group O sera confirmed by sequence data in our labora-
tory indicate thac this peptide detects all group O infec-
nons. The significance of a2 strong serological reacnon
simultaneously with the MVP-5{80 pepude and the M-
V3 consensus as observed in one serum from Congo and
one from Mali remains to be elucidated.

Eight our of 19 serz, reacting exclusively with group O
V3 pepudes and in which RNA could be detected by
RT-PCR, were all confirmed by PCR as group O by
cither specific group O pol or V3 primers. Two out of
20 (10%) of the scrologically group O-indeterminate
sera were dentified as group O by PCR. These data
indicate that the majoricy of the individuals whaose sera
react simultaneously with group O- and M-V3 pep-
nides are infected with an HIV-1 group M virus.
Another possibility 15 the development of dual infection
with an HIV-1 group M and group O virus whereby
HIV group O expression may be suppressed at certain
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stages of the infection, although this can only explain a
minority of the group O indeterminate sera on LIA,

The valuc of 2 reactivity wath the gpi20 of ANT-70) on
Western blot seems very hmited and remains to be
determined. The Western blot was not sufhciently sensi-
tive as onc out of the 10 PCR-confirmed group O sera
remained neganve on gpl120. Almost half (eyght out of
18) of group O indctermunate serz, wdenubied as group M
by PCR, were also reacuve with gpl20 indicating that
ANT-70 Western blot was also not specific enough.
Our strategy, based on the use of V3 pepudes from
ANT-70 and MVP-3180, detects the majoney of the
group O serz. It could be that the cntenia that we used
Wwere too stnct since two sera were classified as group O-
indeterminate. [f less strict eniteria are used, however, 4
large number of sera would be classified as group O and
would overestimate the prevalence of group O infection,
Further studies on ‘gold standard’ sera, ic. sers from
individuals proven to be confirmed with group O virus
es based on sequence and phylogenetic analysis, are ncc-
essary to cvaluate the intansic sensinwity of this and other
strategies to diagnose group O infection.

Unforunately, it was not possible to obtain demograph-
1¢ data for the majonty of group O sera [rom West
Afnca, such as a history of travelling to Camieroon or
neighbouring countries, or sexual contacts with people
from these regions. Only from the group O sample
from Sencgal was it possible to obtain more epidemio-
logical information. The serum was from a Senegalese
woman who never left the country, but her husband
had worked for several years in Cameroon and died
from AIDS a few years ago.

In conclusion, group O viruses arc actually present in
very low numbers in Africa but further prospective
studies are necessary to monitor the true prevalence of
these viruses in Cameroon, its neighbouring countries
and West Africa, cspecially to deternune if the preva-
lence of these viruses increases. Future studies should
also analyse the risk factors associated with group O
infection.
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Ce second travail sur les virus du groupe O a porté sur ['étude de leur
variabihté au niveau d’une partie du geéne env incluant une region
immunodominante de la glycoprotéine transmembranaire gp4! qui joue un réle

important dans I'identification des anticorps anti-VIH 790).

La caractérisation moléculaire a été possible pour 13 souches VIH-1 groupe 0,
dont une des cing dépistées au Niger (95SNE-772P94). 1l n’a pas été possible
d’étudier les autres souches de ce pays: mauvaise conservation des sérums et

impossibilité de retouver les patients.

Une nested-PCR a été effectuée a partir de I'’ADN extrait des PBMC pour les
patients retrouvés, ou a partir de I’ADNc issu de Ja rétro-transcription de I’ARN
encore intact extrait de certains sérums imitiaux. Dans les deux cas, les amorces
universelles 41-1/41-4 ont servi au premier round et les amorces specifiques 41-
6/41-7 au second. Les fragments obtenus ont €té purifiés et séquencés comme

précédemment.

L’arbre phylogénétique obtenu a partir d’un alignement sur 301 bp confirme
|'appartenance au groupe O et montre surtout une grande divergence des souches,

méme au sein d’un pays donné (Cameroun).

L alignement des acides aminés révéle cependant peu de différences au niveau
de la région immunodominante entre les souches étudiées. Ces différences sont par
contre assez importantes entre les souches O et M (sous-type B), ce qui pourrait
expliquer la moindre sensibilité de certains tests sérologiques pour dépister les

infections a virus du groupe O.



116
Ce travail a donc fourni |3 séquences env de VIH-1 groupe O, dont une pour le
Niger qui est d’ailleurs la toute premiére sequence VIH provenant de ce pays. Elle
est référencée dans la base de données EMBL, sous le numéro d’accession

Y09767.
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Short Communication

Molecular Characterization of the Envelope Transmembrane
Glycoprotein of 13 New Human Immunodeficiency Virus
Type 1 Group O Strains from Six Different African Countries

FREDERIC BIBOLLET-RUCHE,! MARTINE PEETERS,' SOULEYMANE MBOUP 2 EULOGE EKAZA.'
REGINE GANDII,? JUDITH TORIMIRO,* EITEL NGOLE MPOUDI,* JACQUES AMBLARD,*
GERMAINE DIBANGA,> MAMADQU SAIDOU,S EKA ESU-WILLIAMS,?

MARLEEN VANDEN HAESEVELDE,? ERIC SAMAN ? and ERIC DELAPORTE!

ENETIC ANALYSIS OF MANY HIV-] isolates collected from

different parts of the world revealed that they can be di-
vided into 1wo major phylogenetic groups, group M and group
Q. HIV-1 group M isolates can be further subdivided into at
least 10 different genetic subtypes and group M infections pre-
dominate worldwide.! The first HIV-1 group O viruses 1o be
described were the ANT-70 and MVP-5180 strains, both iso-
laied from Cameroonians.’? HIV-1 group O seems 1o be en-
demic in West Central Africa, especially Cameroon, where the
frequency of infection is estimated to be 2-5% of HIV-1-in-
fected individuals, but sporadic cases have been documented in
West, Ezst, and southem Africa.*$ HIV-1 group O-infected in-
dividuals have also been identified in Europe (Belgium, France,
Germany, Spain) and in the United States.>*% With the ex-
ception of a French woman,’© all reported group O-infected in-
dividuals onginate from or have a connection to Wesi Central
Africa. In addiuon, the first case of AIDS documented in Eu-
rope was & Norwegian sailor infecied with a group O virus."!
Infections with HIV-1 isotates from group O present a public
health problem because antibodies against them might not be
detecied. Indeed, several repons indicated that selecied com-
mercial assays failed 10 detect or only weakly detected group
O sere '*1? Since the publication of these observarions, screen-
ing tests have been adapted to detect antibodies against these
divergenr strains, either by using broadly cross-reactive gp4l
group M pepiides or by including specific group O peptides
from this region. However, identification and monitoring of

HIV vanants are essential for maintaining the sensiavity of cur-
rent screcning assays. We report here on the genetic characier-
ization of the immunodominant region from gpdl for 13 new
HIV-1 group O samples from 6 different African countsies.
Patiens were identified as being infecied with an HIV.)
group O virus, using a specific serological 1esting algorithm as
previously described.* Briefly, sera were tesied by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), using 2 combination of
V3 peptides from ANT-70 and MVP-5180, and all reactive sam-
ples were retesied in a Jine immunoassay based on V3 peprides
from different M and O strains (consensus M, M-Mal, O-ANT-
70, O-V1686, and O-MVP5180: Research Products, Inno-
genetics, Ghent, Belgium). Among the 13 samples that were
further studied genetically, 7 were from Cameroon (95CA-
BSD189, 95CA-BSD422, 95CA-BSD64%, 95CA-MP340,
95CA-MPISB, 95CA-MP448, and 95CA-MP450). 2 were from
Gzbon (95GA-189 and 95GA-533), and the others were from
Chad (95TD-320), Nigenia (96NG-KGT008), Senegal (955N-
MP331), and Niger (9SNE-772P94). For five samples DNA was
exmracted from primary or cultured peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) using the IsoQuick isolation kit (Micro-
probe, Garden Grove, CA). For the remaining sampies viral
RNA was extracted from sera and reverse ranscription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR) was performed as described
previously,? using 0.5 M reverse primer (41-4). A nested PCR
was used to amplify a fragment of approximately 420 bp. Ouier
primers allow amplification of HIV-1 from groups O and M

'Projet SIDAK, Laboratoire Réwrovirue, ORSTOM. 34032 Montpeliier, France.
*Projet SIDAK, Hépital Le Dantec, Université Cheik Anta Diop, Dakar, Senegal,
3Cenue de Transfusion Sanguine, Hopital Laguintinie, Douala, Cameroon.

*Centre Hospitalier Militaire, Yaoundé, Cameroon.
*National AIDS Control Programme, Librevilie, Gabon.

SLaboratoire de Biologic &1 Banque de Sang. Centre Hospitalier Universitaire, Niamey, Niger.

"Laboratory of Biology, University of Calabay, Calabar, Nigeria.
¥Innogenctics NV, Ghent, Belgium.
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(sense 41-1, 5-GGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCAC-
TATGGGCG-3'; antsense 41-4, 5'-TCTGAAACGACAGAG-
GTGAGTATCCCTGCCTAA-3') and inner primers were de-
termined according to the HIV-1-ANT70 sequence (sense 41-6,
5'-TGGATCCCACAGTGTACTGAAGGGTATAGTGCA-3";
antisense 41-7, 5'-CATTTAGTTATGTCAAGCCAATTCCA-
AA-3"). PCRs were performed in & final volume of 100 4l con-
taining 10 mM Tris-HCI (pH 9.0), 50 mM KCI, 1.5 mM
MgCly, a 0.2 mM concentration of each deoxynucleoside
triphosphate, 2.5 U of Tag DNA polymerase {Promega, Madi-
son, WI), and a 0.4 uM concentration of each primer. Afier
an initial denatration step of 3 min at 94°C, 35 cycles were
performed at 94°C for 20 sec, 50°C for 30 sec, and 72°C for
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1 min, followed by a final extension for 7 min. For the sec-
ond round, 5 pl from the first amplification was subjected to
the same cycling conditions. Both strands of each fragment
were sequenced. using an Applied Biosyslems sequencer
(model 373A; Applied Biosystems/Perkin-Elmer, Foster Ciry,
CA) and a dideoxy lerminator procedure, as specified by the
manufacturer, Direct sequencing of the PCR products was per-
formed and ambiguitics observed at a limited number of po-
sitions in some sequences were resolved when joining the
overfapping fragments.

The length of the sequenced fragment ranges from 330 to
351 bp owing to insertions and deletions. Phylogenetic trees
were constructed from nucleotide sequences (final alignment,
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FIG. 1. Phylogenelic wee analyses for the sequenced region of the transmembrane glycoprotein for HIV-1 group © and M

strains. The visuses characterized in this study are underlined. Phylogenetic relationships were determined by the neighbor-join-
ing method and implemented using CLUSTAL W, A 1o1al of 301 sites was analyzed (gaps deleted from nucleotide alignment).
The numbers given at the branch points represent bootstrap values out of 1000 obtained for the neighbor-joining methods. The -
sequences have been submitted to the EMBL database under accession numnbers Y09767 (9SNE-772P94), Y09768 (95CA-MP448),
Y09769 (9SCA-BSD649), YO9TI0 (95GA-533). Y0977l (9SCA-MPYSB), YO9772 (95GA-189), YO9773 (95CA-MPA50),
Y09775 (95TD-320). Y09776 (S5CA-BSD189). Y9777 (96NG-KGT008). Y09778 (95CA-BSD422), Y09779 [95SE-MP33]

(FABAY}], and Y09780 (95CA-MP340).
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FIG. 2. Alignment of the deduced amino acid scquences of group O strains compared with previously. published se-
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30} bp, afier exclusion of the gaps) by the neighbor-joining and
maximum-parsimony methods, with the new sequences de-
scribed here and group O sequences from the database together
with refesnce strains from group M representing subtypes A
10 G. Consistent results were obtained by the two methods. The
phylogenetic analysis showed that all our samples belonged (o
group O, but in contrast 1o group M viruses no subtypes could
be identified (Fig. 1). Within group O, the samples can be di-
vided into those that branch with ANT-70, VAU, or MVP-5180,
although these subgroups were not supported by high bootstrap
values. The majority of the samples branch with the ANT-70
strain. The evolutionary distance martrix, calculated using
DNAdist (Kimura two-parameter method) on the same strains,
and by using the same matrix as for the phylogenenc analysis,
shuwy that group O isvlates can be as closely related 1w catl
other as are isolaies within a group M subtype, and as distantly
related as observed berween group M subrypes. The mean dis-
tance among the group M strains was 14% (ranging from 1.7%
10 23%), with an intrasubtype distance ranging from 3.7 0 7%
and an intersubrype distance ranging from 10 to 19%. The mean
distance among group O strains was also 14% and ranged from
1.2 10 24%.

Figure 2 shows the alignment of the protein sequence from
the gp41 region that was PCR amplified. The sequenced region
includes the immunodominant region (indicated in Fig. 2),
which can be divided into an immunosuppsessive (ISU) pep-
tide of 17 amino acids and an immuacdominant ¢ysteine loop.
Within group O isolales, the immunodominant region is rela-
tively conserved, when comparing our sequences and previ-
ously published sequences, but group O isolates are quite di-
vergent from the group M subtype B isolates, which may
explain the less efficient detection of group O infection by im-
munoassays based on group M subtype B reagents,!*1¢

Among group M viruses, four N-linked glycosylation sites
are conserved in the gp4l extracelluiar domain, and they have
been shown to play important roles in the extracellular pro-
cessing of gpl60’™® and in the fusogenic properties of
gp41.1922 Most of the group O viruses described here (9 of 13)
contain onty 3 potential N-linked glycosylaton sites, whereas
only 4 stains contain 4 sites. Among the already published
strains, two have only two N-linked glvcosylation sites. Only
the position of the first site is highly conserved (position 60 in
the alignment) and the positions of the three other sites vary
among the strains, in contrast to group M viruses, in which these
sites are conserved at fixed positions. Differences in the N-
linked glycosylation patterns berween groups M and O have
also been reported for the C2V3 region of the envelope.® The
differences observed between the rwo HIV- groups in the gpéi
region raise the possibility that these viruses use different mech-
anisms, for exampie, in the extracellular processing of the en-
velope precursor or in the domains involved in membrane fu-
sion. Finally, the sequenced region also includes critical
residues that are involved in cell fusion in group M strains.
These residues are aiso highly conserved in group O and in-
clude W8L, WE4, 188, 592 (instead of T in group M), 195, and
199.3!

The immunodominant region of gp41l plays 2 central role in
the identification of antibody against HIV-1. Detection of all
HIV-infected individuals continues 1o be one of the major goals
to prevent the spread of HIV infection. Therefore sequence in-

BIBOLLET-RUCHE ET AL.

formation on the gpd] immunodominant region among group
O isolaies is of major interest, especially in the design of fu-
ture serologic assays.
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CONCLUSIONS

Les nombreuses €tudes consécutives a la description de la premiére souche de
VIH en 1983 (23) ont permis de montrer que cetic espéce virale du sous-genre
« Lentivirus des Primates » est génétiquement trés hétérogéne. Le premier niveau

de diversité définit deux types viraux : VIH-1 et VIH-2.

Le VIH-1 est responsable de la pandémte du SIDA. L’étude phylogénétique
d’une multitude de souches d’origines géographiques diverses a abouti a la
description de trois groupes. Le groupe M concerne la grande majonité des souches
décrites et renferme 9 sous-types « pur », des sous-sous-types, des CRF et autres
recombinants. Le groupe O est subdivisible en 5 clusters phylogénétiques au moins
(352). Le groupe N ne renferme actuellement que quelques souches décrites (20,

304).

Le VIH-2, moins pathogéne est quasi-restreint a 1’Afrique de 1’Ouest. Il
comprend actuellement 7 sous-types A-G (62, 108, 351), et certains arguments

phylogénétiques sont en faveur d’une définition de groupes de VIH-2.

Le r6le majeure du VIH-1 dans la pandémie du SIDA justifie toute la
mobilisation d’énergie et de moyens pour permettre a la communauté scientifique
de cemer toutes les caractéristiques biologiques et épidémiologiques de ce virus, et

de trouver des traitements curatifs et préventifs efficaces.

L’importance de la maitrise de I’épidémuologie moléculaire du VIH tient aux
conséquences de sa diversité génétique sur le diagnostic biologique, la
transmission, la pathogénese, la sensibilité aux ARV et le développement vaccinal

(244, 322).

L’objectif général de cette thése était de documenter la diversité génétique
du VIH-1 au Niger. C’est une contribution aux activités non seulement de
I’Action Coordonnée N°12 de I’ANRS, mais aussi du Réseau Africain de

Recherche sur le SIDA (RARS) et du Réseau Nigérien de Recherche sur le SIDA
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(RNRS).

Les résultats de nos différents travaux visent I’atteinte des cing objectifs

spécifiques annoncés :

-Objectif spécifique 1: « déterminer les variants génétiques de VIH-1 du
groupe M circulant au Niger, dans une population de personnes vivant avec le

VIH ».

L’¢étude moléculaire des souches de VIH-1 du groupe M a montré que, malgré la
faible seroprévalence du VIH estimée a 0,87% au Niger en 2002, une assez grande
diversité de variants circulent dans ce pays. En effet, sur la base de I’analyse
phylogénétique des séquences V3-V5 dans le géne env et p24 dans le gene gag, 14
variants différents, dont 11 recombinants, ont été caractérisés sur un échantillon de

[ 10 souches.

Cette diversité de recombinants montre éloquemment que les co-infections et les
surinfections avec des sous-types ou des recombinants différents doivent survenir
plus souvent qu’on le pense. La fréquence des recombinants d’une ou plusieurs
générations qui en résulterait va dépendre de la prévalence relative des variants
circulant dans la région considérée, des nsques de re-contamination liés au type

d’exposition, et de la « viabilité » intrinséque des virus mosaiques engendrés.

Les deux variants prédominants sont le CRF02 AG et le CRF06 cpx qui se
recombinent entre-eux. C’est ainsy que 9% de nos souches sont des recombinants
inter-CRFs. D’autres recombinants de seconde génération circulent également. Ils
impliquent le CRF02 AG avec les sous-types A, G ou B-D, a Iinstar des
recombinants CRF02 AG/C et CRF02 AG/G décrits par Janssens et al (148).

Les 110 séquences env (V3V5) et autant de séquences gag (p24), correspondant
aux ]4 variants génétiques sont référencées dans la base de donnée GenBank, sous
les numéros d’accession AJ429810 a AJ429921 pour env et AJ429922 a AJ430031

pour gag.
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[l n’y a pas de différences statistiquement significatives dans la distribution d’un
variant donné entre 1997 et 2000. Le CRF02 reste toujours majoritaire, suivi du
CFRO06. 11 y a par contre une diversification des variants dont le nombre passe de 7
en 1997 a 13 en 2000, ainsi qu’une augmentation sensible de la proportion des

recombinants inter-CRF02/CRF06 : de 6,9% en 1997 a 10,5% en 2000.

-Objectif spécifique 3 : « analyser le génome complet de souches particuliéres
de VIH-1 du groupe M ».

Le séquengage génomique complet de trois des souches complexes CRF02_AG /
CRF06-cpx nous a permis de préciser que les points de recombinaison sont
différents d’une souche a I'autre, ce qui n’est pas en faveur de I’émergence d’une
nouvelle forme recombinante circulante, mais montre le caractére dynamique et
¢volutif de la recombinaison génétique du VIH-1/243). Ce processus peut
d’ailleurs impliquer des virus de groupes différents, car des recombinants inter-
groupes ont déja ét¢ décrits (257, 3/6). Peut-€tre pourrait-on s’attendre a des
recombinants inter-typiques au cours des doubles infections VIH-1/VIH-27?
Finalement, I’évolution probable de la diversité génétique du VIH-1 pourrait €tre
un recul progressif des sous-types « purs » au profit des recombinants plus ou

moins complexes a long terme.

Les 3 séquences génomiques complétes de ces recombinants a structure
mosaique complexe sont référencées dans la base de données EMBL, sous les
numeros d’accession AJ508595 (97NE-003), AJS08596 (OONE09S) et AJS08597
(OONE036).

-Objectif spécifique 4 : « étudier rétrospectivement la co-circulation du VIH-]

groupe O au Niger ».

Notre étude séro-épidémiologique sur les virus du groupe O a rapporté cing cas
d’infection. Iis étaient tous pammi les 1459 sérums VIH-1 positifs selon
I’algorithme de dépistage utilisant les tests disponibles avant la découverte des

variants divergents du groupe O.
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Aucun cas n’a été dépisté¢ parmi les 1160 sérums VIH indéterminés ou VIH
négatifs par les mémes tests. La crainte majeure qu’avait suscitée I’avenement de
ces virus était d’échapper a la détection par certains tests sérologiques d’alors,
surtout en transfusion sanguine. Ce cas de figure n’a pas été heureusement retrouve

dans notre étude.

-Objectif spécifique 5 : « caractériser génétiquement les souches éventuelles de
VIH-1 groupe O ».

En raison de I’état de conservation des sérums d’une part, et de I'impossibilité de
retrouver nos cing patients positifs O, la caractérisation moléculaire n’a été
possible que dans un seul cas, au niveau d’un domaine situé dans la région gp4! du
gene env, La séquence env obtenue, la toute premiére séquence VIH provenant du
Niger, est re¢férencée dans la base de données EMBL, sous le numéro d’accession
Y09767.

PERSPECTIVES

Nos perspectives en matiére de recherche sur le VIH au Niger s’incrivent

dans le renforcement de notre participation au travail en réseau, pour :

-poursuivre la caractérisation moléculaire des souches de VIH-1 provenant
non seulement de malades hospitalis€s, mais aussi d’autres catégories de personnes
infectées. A ce titre, nous espérons analyser trés prochainement tous les
prélevements de sang total positifs collectés sur papier buvard lors de I'enquéte
nationale de prévalence du VIH et des IST que nous venons de réaliser en 2002. 1
sera alors possible de préciser la distribution des variants dans la population
générale par région, et dans les différents groupes cibles de cette éctude :

travailleuses du sexe, routiers, prisonniers, militaires, lycéens et enseignants.

-poursuivre le génofypage du VIH-2 que nous avons suspendu apres

quelques résultats préliminaires sur une dizaine de souches qui mettent en évidence
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la circulation des soustypes A et B.

-participer de fagon active au suivi biologique de I'efficacité du traitement
antirétroviral au Niger, notamment par la surveillance de Pémergence des

résistances aux ARV,

Toutes ces activités se feront en collaboration étroite avec le Laboratoire de
Bactériologie-Virologie du CHU Le Dantec a Dakar et }’Unité de Recherche 36 de
I’IRD a Montpellier.
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RESUME
nants génétiques du VIH-1 sont classés en groupes, sous-types,
we-ous-ypes, CRFs et recombinants uniques. Le but de ce travail était de
documenter cette diversité génétique du VIiti-1 au Niger.

Pour les wvariants du groupe M, aprés séquengage et analyse
phylogénétique des régions env(V3V5) et gag(p24) de 110 souches provenan: e
patients en majorité¢ symptomatiques, nous avons observe :

-la circulation de 14 variants (env/gag) différents: CRFO2 AG (54,3%) .
CRF06_cpx (18,1%) , CRFO6/CRF02 (8,2%), A/CRF02 (5,3%), G (4,4%), A/A
(1,7%), CRF02/A (1,7%), A2/A2 (0,9%), A/G(0,9%), G/A (0,9%), G/B-
D(0,9%), G/CRF02(0,9%), CRF02/CRF06(0,9%), CRF02/B-D(0,9%).

-la prédominance des CRF02 AG et CRF06 cpx aussi bien en 1997 qu’en 2000,
-I’émergence de recombinants inter-CRFs complexes et de différents profils
confirmés par une étude génomique compléte de trois souches.

Pour les vanants du groupe O, I’étude sérologique rétrospective de 2619
échantillons nous a montré que ces virus sont retrouvés dans 0,3% des sérums
VIH positifs, et qu’ils circulaient déja en 1990. L’étude moléculaire d’une des
cing souches détectées a pu se faire au niveau d’une région correspondant a un

domaine immunodominant de Ja glycoprotéine transmembranaire gp41.

Mots Clés : VIH-1, Diversité génetique, Groupes, Génotypes, CRF,

Recombinants, Niger.



ABSTRACT
semetic variaots are classified in groups, subtypes, sub-subtype
unique recombimants. The aim of this study was to document th
V-1 gonetic diversity in Niger.

For the group M variants, after sequencing and phylogenetic analys:
env (V3V5) and gag (p24) regions of 110 strains from manly sympto
patients, we observed:

-the circulation of 14 differents vanants (env/gag): CRF02 AG (54,3
CRF06_cpx (18,1%) , CRF06/CRF02 (8,2%), A/CRF02 (5,3%), G (4,4%), A/ A
(1,7%), CRF02/A (1,7%), A2/A2 (0,9%), A/G(0,9%), G/A (0,9%), G/B-
D(0,9%), G/CRF02(0,9%), CRF02/CRF06(0,9%), CRF02/B-D(0,9%).

-the predominance of CRF02 AG and CRF06 cpx in 1997 and in 2000,

-the emergence of complex inter-CRFs recombinants with different
profiles confirmed par full-length genomic analysis of three strains,

For the group O variants, retrospective serological study of 2619 samples
showed these wvirus markers in 0,3% of HIV-positive samples, and there
circulation since 1990. Molecular studyv of one of the five strains founded was
done m a region corresponding to a immunodominant domain of the

transmembrane glycoprotein gp41.

Key Words: HIV-1, Genetic diversity, Groups, Genotypes, CREs,

Recombinants, Niger.
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