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“La théorie, c'est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique, c'est quand tout 

fonctionne et que personne ne sait pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et pratique : Rien ne 

fonctionne... et personne ne sait pourquoi !” 

Albert Einstein 
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Recombinaison inter-groupes M et O du VIH-1 : Capacité réplicative, impact du 

profil de recombinaison et transmission mère-enfant 

 

La forte diversité génétique des VIH-1 et la co-circulation des VIH-1 de groupes M et O au 
Cameroun a favorisé le phénomène de recombinaison génétique. Ce phénomène de recombinaison 
est possible entre ces groupes, malgré leur divergence génétique importante. Depuis 1999, 19 formes 
recombinantes uniques (URF_MO) ont été décrites. Ces formes sont rares et leurs propriétés 
virologiques, ainsi que leur impact clinique sont mal compris, en raison de leur profil génétique 
atypique.  

Ces travaux avaient pour objectif, d’une part, d’étudier le potentiel réplicatif et l’impact du profil 
de recombinaison de ces formes recombinantes VIH-1/MO et d’autre part, de caractériser une 
nouvelle URF-MO dans un contexte rare de transmission mère-enfant. 

Premièrement, des essais de génération de clones moléculaires infectieux (CMI) parentaux VIH-
1/M et VIH-1/O et chimériques (CMIC) VIH-1/MO ont été réalisés afin de comparer le potentiel 
réplicatif des virus parentaux et recombinants correspondants entre eux. Plusieurs essais ont été 
réalisés au laboratoire et par une société extérieure. Les virus correspondants ont été produits par 
génétique inverse. Un nouveau CMI VIH-1/M, appelé pM-A-062021 de sous-type A, a pu être produit 
au cours de ce projet. Aucune autre construction n’a pu aboutir à un clone stable et/ou infectieux après 
transfection puis culture cellulaire in vitro.  

Deuxièmement, nous avons comparé les cinétiques de réplication de deux souches recombinantes 
VIH-1/MO, OM-TB-2016 et RBF208, présentant une diversité génétique et un profil de recombinaison 
différents. Quatre cinétiques de réplication ont été réalisées après mise en en culture in vitro de 
chaque souche. Le suivi de la réplication a été effectué à l’aide de deux marqueurs, la mesure de la 
quantité d’antigène P24 et de l’activité de la transcriptase inverse, dans chaque surnageants de 
culture. Les résultats ont montré qu’il n’y avait pas de différence de potentiel réplicatif entre ces deux 
souches mais, une plus forte mortalité cellulaire a été observée pour la souche OM-TB-2016.  

Enfin, ce travail a permis de caractériser une nouvelle forme recombinante VIH-1/MO, au cours de 
l’année 2022, dans un contexte rare de transmission verticale. Les génomes complets de la mère et de 
son enfant ont été caractérisés par séquençage Sanger et par le développement d’une technique de 
séquençage à haut-débit, appliquée à ces formes VIH-1/MO. Notre étude a pu prouver que ces formes 
recombinantes sont transmissibles de la mère-enfant et qu’elles ne sont pas atténuée in vivo en 
absence de traitement. Deux points de cassure ont été identifiés, comme pour la majorité des formes 
recombinantes VIH-1/MO déjà identifiées. L’étude phylogénétique a toutefois montré l’absence de 
lien avec les autres formes recombinantes déjà décrites, portant à 20 le nombre d’URF_MO décrites in 
vivo. 

Ces travaux ont permis de conclure que ces formes possèdent un potentiel réplicatif non atténué 
in vitro et in vivo. La faible proportion de ces formes au niveau mondial indique une diffusion limitée, 
mais les données de ces travaux indiquent qu’elles possèdent néanmoins un potentiel pour émerger 
et doivent être surveillées. 

 

Mots-clés : Recombinaison inter-groupes VIH-1/MO - Potentiel réplicatif – Transmission mère-enfant  
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HIV-1 Intergroup M and O recombination: Replicative capacity, impact of 

recombination profile and mother-to-child transmission 

 

The high genetic diversity of HIV-1 and the co-circulation of HIV-1 groups M and O in Cameroon 

has favored the phenomenon of genetic recombination. Recombination is possible between these 

groups, despite their significant genetic divergence. Since 1999, 19 unique recombinant forms 

(URF_MO) have been described. These forms are rare, their virological properties and clinical impact 

are poorly understood, due to their atypical genetic profile.  

The aim of this work was to study the replicative potential and impact of the recombination 

profile of these recombinant HIV-1/MO forms, and to characterize a new URF-MO in a rare context of 

mother-to-child transmission. 

Firstly, parental HIV-1/M and HIV-1/O and chimeric HIV-1/MO molecular infectious clone (MIC) 

generation assays were carried out to compare the replicative potential of the corresponding parental 

and recombinant viruses. Several tests were carried out in the laboratory and by an external company. 

The corresponding viruses were produced by reverse genetics. A new HIV-1/M MIC, called pM-A-

062021 subtype A, was produced during this project. No other construct was able to produce a stable 

and/or infectious clone after transfection and subsequent in vitro cell culture.  

Secondly, we compared the replication kinetics of two recombinant HIV-1/MO strains, OM-TB-

2016 and RBF208, with different genetic diversity and recombination profiles. Four replication kinetics 

were performed after in vitro culture of each strain. Replication was monitored using two markers, 

measurement of the amount of P24 antigen and reverse transcriptase activity, in each culture 

supernatant. The results showed that there was no difference in replicative potential between these 

two strains, but higher cell death was observed for strain OM-TB-2016. 

Finally, a new recombinant HIV-1/MO form was characterized in a rare context of vertical 

transmission in 2022. The complete genomes of the mother and her child were characterized, by 

Sanger sequencing and the development of a high-throughput sequencing technique applied to these 

HIV-1/MO forms. Our study demonstrated that these recombinant forms are transmissible from 

mother to child, and that they are not attenuated in vivo in the absence of treatment. Two breakpoints 

were identified, as for the majority of recombinant HIV-1/MO forms already identified. A phylogenetic 

study showed, however, that there was no link with other recombinant forms already described, 

bringing to 20 the number of URF_MOs described in vivo. 

This work led to the conclusion that these forms have an unattenuated replicative potential in 

vitro and in vivo. The low proportion of these forms worldwide indicates their limited distribution, but 

the data from this work indicates that they nevertheless have the potential to emerge and should be 

monitored. 

 

Keywords: HIV-1/MO inter-group recombination - Replicative potential - Mother-to-child 

transmission   
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RES-O Réseau de surveillance des VIH-1/O en France  
RPMI  Roswell Park Memorial Institute 
RLU Unité de luminescence relative Relative Light Units 
RT  Rétrotranscriptase 
RT-PCR  Reverse Transcriptase-PCR 



p. 9 
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ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

I. Généralités sur le Virus de l’Immunodéficience Humaine  

 

1. Découverte du VIH 

En 1981, le Centre de Contrôle et de Prévention des Maladies aux Etats-Unis (CDC Center of 

Disease Control), alerte sur une épidémie en cours de pneumonies ou sarcomes de Kaposi, chez des 

personnes très immunodéprimées (1). Cette épidémie touche alors surtout de jeunes homosexuels, 

mais également des usagers de drogues intraveineuses. Le nom de Gay-Related Immune Deficiency, 

soit littéralement « Déficit immunitaire lié à l'homosexualité », est adopté aux Etats Unis pour décrire 

cette maladie. Très stigmatisant et inexact, ce nom est rapidement abandonné au profit de Syndrome 

de l’Immunodéficience Acquise, ou SIDA. L’épidémie prend une dimension mondiale et de nombreux 

chercheurs tentent de comprendre l’infection. 

En 1983, l’agent étiologique du SIDA est isolé en France à l’Institut Pasteur par l’équipe de 

Françoise Barré-Sinoussi et Luc Montagné et baptisé à l’occasion LAV pour Lymphadenopathy 

Associated Virus (2). La découverte de ce virus est source de controverse aux Etats-Unis puisqu’une 

autre équipe ayant collaboré avec l’Institut Pasteur, celle de Gallo et al, s’attribue la découverte du 

virus en 1984 (3, 4). Ils nomment leur virus HTLV-III pour Human T-lymphotropic virus, en lien avec le 

HTLV-I, premier rétrovirus oncogène humain découvert quelques années plus tôt par cette même 

équipe (5). En 1985, le séquençage montre que le LAV et le HTLV-III sont des virus identiques (6). La 

communauté scientifique décide donc d’adopter une dénomination commune en 1986 : VIH pour 

Virus de l’Immunodéficience Humaine. Cette même année, la découverte d’un autre virus proche 

conduit à la différenciation du VIH en deux types, le VIH de type 1 (VIH-1) et le VIH de type 2 (VIH-2) 

(7, 8). En 2008, le Prix Nobel de médecine est attribué à l’équipe française de l’Institut Pasteur.  

Depuis, la grande diversité de ce virus a conduit à la description de quatre groupes de VIH-1 : 

le VIH-1 de groupes M (VIH-1/M), identifié en 1983 (2), O (VIH-1/O), identifié en 1990 (9), N (VIH-1/N), 

identifié en 1998 (10) et P (VIH-1/P), identifié en 2009 (11). Quant au VIH-2, neuf groupes nommés de 

A à I ont été identifiés à ce jour (12). 
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2. Données épidémiologiques et modes de transmission du VIH 

Depuis le début de l’épidémie, on dénombre au total 40,1 millions de décès liés au SIDA (13). Les 

derniers chiffres publiés par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) indiquent environ 1,5 millions 

nouvelles infections et 38,4 millions de personnes vivant avec le VIH (PvVIH) en 2021 (Figure 1) (14). 

Parmi ces 38,4 millions de personnes, 25,6 millions vivent en Afrique sub-saharienne, soit environ 67% 

de l’ensemble des PvVIH (Figure 1). Enfin, sur les 1,7 millions d’enfants âgés de 0 à 14 ans contaminés 

dans le monde, 1,42 millions soit 83,5%, sont des enfants vivant en Afrique sub-saharienne (15).  

 

Figure 1 : Estimation du nombre de personnes vivants avec le VIH dans le monde en 2021 

Diapositives clés sur les données épidémiologiques du VIH, Chiffres Onusida 2021, publiés le 27 juillet 2022 (15). 

 

En France, les chiffres de 2021 indiquent qu’environ 29% des infections VIH ont été identifiées à 

un stade avancé de la maladie (16). La plupart des personnes infectées sont asymptomatiques ou 

présentent un tableau clinique pseudogrippal qui n’évoque pas la contamination. La découverte de 

l’infection tardive ne permet pas toujours de bien prendre en charge les patients et augmente le risque 

de transmission, donc de diffusion de l’épidémie, avant mise sous traitement (17).  
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Il existe trois modes de transmission du VIH : sexuelle, sanguine et enfin, la transmission « mère-

enfant » (TME), aussi appelée transmission verticale (18). La transmission sexuelle est le principal 

mode de transmission du VIH au sein de la population. La transmission sanguine, quant à elle, 

s’effectue le plus souvent par le biais de l’utilisation d’aiguilles et de seringues partagées, contaminées 

par du sang infecté. Enfin, le taux de TME est hétérogène au niveau mondial, allant de 6 à 24% selon 

les chiffres de 2021 (15). En Afrique sub-saharienne, ce taux varie de 9% pour l’Afrique de l’Est/Sud à 

21% pour l’Afrique de l’Ouest/Centrale (15). En France, ce taux est passé à environ 0,3% entre 2010 – 

2015, contre 15 à 20% en absence de traitement sur cette même période, selon l’enquête périnatale 

Française (19, 20). Ce constat est lié au fait que l’ensemble des pays ne disposent de façon équivalente 

des traitements et des moyens de prévention, ou de diagnostic. En France, le taux de TME est très 

faible car la majorité des femmes enceintes vivant avec le VIH bénéficient d’un accès à un traitement 

avant ou au cours de la grossesse, afin de limiter le risque de contamination par le contrôle de la charge 

virale (CV) (21). Plus la CV est élevée et plus le risque de transmettre le virus est important (22). Le 

mode de contamination par transmission verticale reste toutefois préoccupant, car il est la source de 

plus de 200 000 nouvelles contaminations en Afrique sub-saharienne pour l’année 2021 (15). Cette 

transmission verticale du VIH, fera l’objet d’un chapitre dédié page 112 (II. Transmission verticale 

d’une forme recombinante VIH-1/MO). 

 

3. Structure et organisation  

a. Taxonomie 

Le VIH appartient à la famille des Retroviridae et à la sous-famille des Orthoretrovirinae. Comme 

tous les rétrovirus, le VIH possède une enzyme particulière appelée la transcriptase inverse (TI), ou 

encore RT pour reverse transcriptase. Le VIH appartient au genre Lentivirus, puisqu’il est caractérisé 

par une longue période d’infection et de latence avant d’induire un SIDA. 

 

b. Particule virale 

La particule virale du VIH mesure entre 90 et 120 nanomètres de diamètre, est sphérique et 

composée de trois éléments structuraux différents : le génome, la capside et l’enveloppe (Figure 2).  
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Figure 2 : Structure de la particule virale de VIH-1 

Image issue du Traité de virologie médicale, édition 2019 (23). 

En violet figure la partie externe de la particule virale avec l’enveloppe et ses constituants. La partie jaune montre la matrice 
tandis qu’en orange figurent les éléments les plus internes, liés au génome du VIH en gris, associé à la protéine p7 (les deux 
formant la nucléocapside). Les différentes enzymes clés du cycle réplicatif sont représentés par des ronds bleus, verts ou 
violets. 

Le génome du VIH est composé de deux molécules d’ARN (Acide ribonucléique) associées avec la 

protéine de nucléocapside NC p7 pour être protégées.  

La capside du VIH est en forme de cône tronqué et résulte de l’assemblage de la protéine CA p24. 

Elle protège à la fois la nucléocapside et deux des enzymes clés de la réplication du VIH : la TI p66/p51 

ainsi que l’intégrase IN p32. La TI est à l’origine du mécanisme de transcription inverse, ou rétro-

transcription, qui consiste à convertir l’ARN du VIH en ADN complémentaire (ADNc). Cet ADN est 

ensuite intégré dans le génome de la cellule infectée par l’IN par le mécanisme d’intégration. 

L’enveloppe du virus est composée d’une bicouche phospholipidique résultant du 

bourgeonnement du virus à la surface de la membrane plasmique de la cellule hôte. La glycoprotéine 

gp160 est un précurseur clivé par une protéase cellulaire, donnant d’une part, la glycoprotéine de 

surface SU gp120 et d’autre part, la glycoprotéine transmembranaire TM gp41.  
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Il existe un élément de liaison entre l’enveloppe et la capside, appelé la matrice, qui résulte de 

l’assemblage de la protéine MA p17. Cette partie de la particule virale est associée à la troisième 

enzyme clé du VIH, la protéase PR p15 qui participe à la maturation des nouveaux virions formés.  

 

c. Organisation génomique  

Le génome du VIH mesure environ 9200 paires de bases (pb). Il est composé de deux molécules 

hétérodimériques d’ARN monocaténaire linéaire de polarité positive, coiffées en 5’ et polyadénylées 

en 3’. Il possède trois cadres de lectures ouverts chevauchants (ORF ; Open Reading Frame) (Figure 3). 

Trois principaux gènes codent pour les protéines de structure (Tableau 1) :  

• Le gène gag (group antigen), code pour les protéines de structure interne (CA, MA, NC) 

• Le gène pol (polymerase), code pour les enzymes de réplication virale (PR, TI et IN) 

• Le gène env (enveloppe), code pour les deux glycoprotéines d’enveloppe (gp120 et gp41) 

 

 

Figure 3 : Organisation du génome du VIH-1 

Schéma adapté de Landmarks of the HIV-1 Genome, HXB2 Strain de Los Alamos (24). 
 
Les ORFs sont représentées par les rectangles. Le début de chaque gène est indiqué par un nombre en haut à gauche de ces 
rectangles et la fin du gène en bas à droite. La position de ces gènes est indiquée en paires de bases par l’échelle en bas du 
schéma selon la souche de référence HxB2 (n° d'accession GenBank K03455). La position du gène asp a été représentée en 
rouge pour indiquer le sens inverse de lecture de ce nouvel ORF, entre les positions 7917 et 7342 pb. Le sens de lecture de 
ce nouvel ORF est indiqué par la flèche noire. 

 

Les gènes vif (viral infectivity factor), vpr (viral protein r), vpu pour le VIH-1 (viral protein u) ou vpx 

pour le VIH-2 (viral protein x) et nef (negative regulatory factor), sont dits « accessoires » et sont 

impliqués dans différentes fonctions listées dans le Tableau 1, dont l’augmentation de l’infectiosité 

des virions ou du pouvoir pathogène, l’échappement au système immunitaire, la libération hors de la 

cellule, ou encore la régulation du cycle de réplication. 
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Les gènes tat (transcription transactivator) et rev (regulator of viral expression) sont appelés gènes 

de régulation et codent pour des protéines impliquées dans le cycle de réplication viral et le pouvoir 

pathogène du virus (Tableau 1). 

Une nouvelle protéine a été identifiée en 2016, la protéine antisens Asp (antisens protein) (25), 

dont les propriétés au cours de la réplication du VIH ne sont pas encore complètement connues (26, 

27). Le gène asp a été localisé au niveau de l’enveloppe dans le sens opposé à tous les gènes décrits 

(Figure 3) (28). Il a été décrit parmi des isolats de VIH-1/M et est fortement conservé, mais n’a pas été 

identifié chez les VIH-2 et VIH-1 non-M (VIH-1/O, VIH-1/N et VIH-1/P) (29). 

Comme tous les rétrovirus, le génome ARN de polarité positive du VIH a la particularité d’être 

rétro-transcrit en ADNc bicaténaire par la TI, au cours du cycle de réplication viral. Cette conversion 

peut s’effectuer grâce à l’activité enzymatique RNase H de la TI, qui dégrade l’ARN, une fois rétro-

transcrit en ADNc. Cet ADNc viral est ensuite intégré à l’ADN cellulaire de l’hôte grâce à l’action de l’IN 

(23). Cette forme intégrée au sein du noyau cellulaire est appelée ADN proviral, ou provirus et mesure 

environ 9700 pb. Elle possède des séquences répétées en et en 3’ à ses extrémités 5’ et 3’, nommées 

5’ et 3’LTRs (Long Terminal Repeat) (Figure 3). D’une longueur d’environ 650 pb, les LTRs sont 

composés des trois mêmes régions : U3 (Unique en 3’), R (Répétée aux deux extrémités de l’ARN) et 

U5 (Unique en 5’)). Ils participent à l’intégration du génome viral, à sa réplication et son expression. 

L'extrémité 5' du génome contient le promoteur d’initiation de la transcription, tandis que l'extrémité 

3' contient les signaux de terminaison de la transcription et de polyadénylation. Malgré la séquence 

identique de part et d’autre du génome, ces deux LTRs ne jouent pas le même rôle au cours du cycle 

de réplication, les signaux de polyadénylation sont par exemple ignorés au niveau du 5’LTR, mais 

efficacement utilisés en 3’LTR pour permettre la dimérisation du génome viral (30, 31). De plus, sous 

forme ARN, il n’y a pas de région U3 en 5’LTR et de région U5 en 3’LTR. 
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Tableau 1 : Description des gènes du VIH-1 et de leurs propriétés 

Gène Protéine virale Nom, taille Fonction(s) 

Protéines de structure 

gag 

Matrice MA, p17 
Participe en phase précoce du cycle de réplication du VIH, à l’adressage de l’ARN vers la membrane plasmique puis à l’assemblage des 

virions. 

Capside CA, p24 Joue un rôle de protection du génome viral et permet le transport de ce dernier vers le noyau cellulaire 

Nucléocapside NC, p7 Se lie à l’ARN viral pour le protéger, médie l’oligomérisation et l’assemblage de gag 

p6 p6 
Protéine requise lors de la phase tardive de bourgeonnement et de libération des virions, qui permet l’incorporation de Vpr au sein de la 

nouvelle particule virale 

pol 

Transcriptase inverse RT, p66, p51 ADN polymérase ARN dépendante qui convertit les ARN viraux en ADNc 

Intégrase IN, p32 Permet l’intégration de l’ADNc viral dans le génome de la cellule infectée 

Protéase PR, p15 Entraine le clivage de la polyprotéine Gag-Pol 

env 

Glycoprotéine d’enveloppe de surface SU, gp120 Se lie au récepteur CD4 et aux corécepteurs CXCR4 et/ou CCR5 de la cellule cible. 

Glycoprotéine d’enveloppe 

transmembranaire 
TM, gp41 

Protéine transmembranaire qui entraine la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire pour permettre l’entrée du virus dans la 

cellule 

Protéines accessoires 

vif 

 
Facteur d’infectiosité viral  Vif, p23 Participe à la synthèse de l’ADN proviral et augmente l’infectiosité des virions 

vpr Protéine virale R Vpr, p15 Participe à phénomène d’échappement au système immunitaire, régule la libération des virions néoformés et le cycle cellulaire 

vpu Protéine virale U Vpu, p16 Participe au bourgeonnement des virions avant libération hors de la cellule 

nef Facteur régulateur négatif Nef, p27 Améliore le pouvoir pathogène du virus et régule le cycle de réplication  

Protéines régulatrices 

tat Trans-activateur de la transcription Tat, p14 Permet d’effectuer un rétrocontrôle positif de la transcription de l’ADN viral 

rev 
Régulateur de l’expression protéique 

virale 
Rev, p19 Permet de réguler l’épissage des ARNm au sein du noyau et l’export des ARNg viraux vers le cytoplasme cellulaire 

Protéine asp 

asp Protéine antisens Asp favoriserait la réplication virale 

 

Adapté d’après le Traité de virologie médicale, 2019 (23). 
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4. Cycle de réplication  

Le cycle de réplication du VIH est composé de neuf étapes successives (Figure 4).  

 

 

Figure 4 : Etape du cycle de réplication du VIH-1 

Image issue du Traité de virologie médicale, édition 2019 (23). 

Les différentes étapes du cycle de réplication sont représentées par des chiffres en gris sur la figure. 1) Attachement des 
glycoprotéines virales à la membrane cellulaire de la cellule cible via les récepteurs et corécepteurs membranaires. 2) Fusion 
de l’enveloppe virale avec la membrane plasmique de la cellule hôte et pénétration de la capside dans le cytoplasme 
cellulaire. 3) Transport de la capside près du noyau grâce au détournement du réseau de microtubules du cytosquelette 
cellulaire. 4) Transcription inverse de l’ARN viral au sein de la capside en parallèle du transport nucléaire. L’ARN viral est alors 
rétro-transcrit en ADN double brin dans un complexe de pré-intégration comportant les deux LTRs complets 5) Après import 
nucléaire via la capside, le complexe de pré-intégration permet à l’intégrase d’incorporer l’ADN double brin viral au génome 
de la cellule hôte de façon définitive. 6) Transcription des ARN pré-messagers qui seront ensuite épissés puis transportés vers 
le cytoplasme. 7) Traduction des ARNm viraux en protéines virales et réplication du génome en ARNg. Assemblage de la 
particule virale, comportant les protéines virales ainsi que les deux copies d’ARNg, près de la membrane plasmique. 8) 
Bourgeonnement des particules néoformées pour l’acquisition de l’enveloppe virale par bourgeonnement à la surface de la 
membrane cellulaire. 9) Maturation des virions grâce à l’action de la protéase. 
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La première étape consiste en l’attachement du virus à sa cellule-hôte. L’enveloppe virale contient 

plusieurs domaines fonctionnels, notamment au sein de la GP120 qui possède des régions conservées 

(C1 à C5) et des régions hypervariables (V1 à V5) et qui permet la reconnaissance du virus par la cellule 

cible (32). Le phénomène d’adsorption se fait grâce à la reconnaissance spécifique du récepteur 

cellulaire CD4 par la GP120, au niveau du site de fixation. Il s’agit d’une liaison de forte affinité 

puisqu’une seconde liaison a lieu au niveau d’un corécepteur cellulaire accolé au CD4. L’affinité pour 

l’un ou l’autre de ces corécepteurs détermine le tropisme viral. Un virus de tropisme X4, est capable 

de reconnaître uniquement le corécepteur CXCR4 (chemokine receptor type 4) alors qu’un virus de 

tropisme R5 ne reconnait que des cellules exprimant le corécepteur CCR5 (chemokine receptor type 5). 

Les deux corécepteurs peuvent être reconnus par le même virus, on parle alors de double tropisme 

X4/R5. Un changement de conformation entraine l’exposition de la boucle V3 de la GP120, au 

corécepteur cellulaire, ce qui met en contact la GP41 contenant le peptide de fusion, avec la membrane 

de la cellule cible (33). La fusion de l’enveloppe virale avec la membrane plasmique permet la 

pénétration de la capside virale dans le cytoplasme cellulaire. 

Des études récentes ont montré que la décapsidation n’avait pas lieu au sein du cytoplasme, 

comme décrit initialement (34, 35). Le transport de la capside près du noyau s’effectuerait suite au 

détournement du réseau de microtubules du cytosquelette cellulaire, de façon simultanée avec le 

processus de transcription inverse qui a lieu au sein de la capside partiellement dégradée (34). La 

capside reste quasi-intacte jusqu’à son acheminement au niveau des pores nucléaires de la cellule, afin 

de protéger le génome viral et éviter la génération de formes défectives du virus. Néanmoins, deux 

hypothèses restent étudiées à ce jour : soit la décapsidation a lieu au niveau des pores nucléaires, soit 

elle a lieu au sein du noyau de la cellule (35). 

Le mécanisme de transcription inverse est une étape essentielle de la réplication du VIH. 

L’ensemble des étapes de ce mécanisme est représenté dans la Figure 5.  
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Figure 5 : Transcription inverse du génome de l’ARN rétroviral du VIH 

Image issue de René et al, 2018 (36). 

Les différentes étapes du mécanisme sont indiquées par des lettres à gauche des figures. L’ARN figure en noir, tandis que 
l’ADN (-) est représenté en bleu et l’ADN (+) en rouge. A) L'extrémité 3′ d'un ARNt cellulaire (violet) est recrutée au niveau de 
la région PBS de l'ARN rétroviral. B) La synthèse de l'ADN (-) est initiée à partir de l'amorce constituée par l'ARNt jusqu'à 
l'extrémité 5′ du génome ; ce produit est appelé ssDNA ; l'ARN génomique est alors dégradé par l'activité RNase H de la TI. C) 
L'ADN (-) est transféré à l'extrémité 3′ de l'ARN génomique. D) Après le premier transfert de brin, l'élongation du brin d'ADN 
(-) et la dégradation par la RNase H se poursuivent ; la synthèse de l'ADN (+) est initiée à partir de la séquence PPT (PolyPurin 
Trackt) qui résiste au clivage par la RNase H. E) Élongation des deux brins d'ADN jusqu'aux séquences PBS respectives 
(Promotor Binding Site). F) L'ARN rétroviral, l'ARNt et les amorces PPT sont dégradés par l'activité RNase H de la TI. G) 
Transfert du second brin d’ADN médié par l'appariement des séquences PBS complémentaires aux extrémités 3′ de l'ADN (-) 
et de l'ADN (+). H) Elongation de l'ADN (-) et de l'ADN (+) ce qui permet l’obtention d’un ADN double brin linéaire comprenant 
deux LTRs complets avec les trois régions U3, R et U5, à chaque extrémité du génome.  
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Premièrement, la synthèse d’un ADN (-) est initiée grâce à un ARN de transfert (ARNt) qui sert 

d’amorce au niveau d’un site de liaison de l’ARN viral, appelé PBS pour Promotor Binding Site. Cet ADN 

monocaténaire ainsi synthétisé est transféré au niveau de la région R du 3’LTR au cours d’un premier 

transfert de brin (Figure 5 : B/C). Ce transfert entraine la dégradation de l’ARN génomique (ARNg) 

matrice, via l’activité RNAse H de la TI. L’élongation de l’ADN (-) et la dégradation de l’ARNg se 

poursuivent, permettant la synthèse du second brin d’ADN (+), au niveau du PPT (Polypurin Tract), qui 

lui résiste à la dégradation effectuée par la TI. L’élongation des deux brins d’ADN jusqu’aux séquences 

PBS respectives se poursuit tout en supprimant l’ARN viral matrice résiduel, ainsi que l’ARNt et le PPT. 

L’appariement des séquences PBS à chaque extrémité des deux brins d’ADN, conduit à un deuxième 

transfert de brin (Figure 5 : F/G), qui permet leur élongation et l’obtention d’un ADN double brin 

linéaire, composé des deux LTRs complets à chaque extrémité du génome. Ces deux transferts d’une 

matrice à l’autre sont dits « obligatoires » car ils permettent le bon déroulé du mécanisme de 

transcription inverse. Du fait de la présence simultanée de deux copies d’ARN viral, des sauts de 

matrice supplémentaires et facultatifs de la TI peuvent avoir lieu au cours de ce processus et générer 

des évènements de recombinaison génétique. Le phénomène de recombinaison génétique a lieu 

durant le processus de transcription inverse de la réplication virale et correspond à la formation d’un 

génome chimérique composé de plusieurs fragments d’ARNg d’origines parentales différentes (37). Ce 

phénomène sera détaillé dans le paragraphe correspondant page 35 (1. La recombinaison génétique). 

L’ADN proviral est intégré au génome cellulaire sous une forme d’un provirus, via l’action de 

l’intégrase. Ce provirus constitue des réservoirs viraux au sein de l’organisme infecté (38, 39). Le 

mécanisme d’intégration peut avoir lieu partout au sein du génome cellulaire mais semble avoir 

néanmoins des sites d’intégration préférentiels, au niveau des gènes cellulaires enrichis en chromatine 

proches des pores nucléaires (40).  

L’ADN proviral est transcrit en ARN pré messager par une enzyme cellulaire, l’ARN polymérase II 

ADN dépendante (41). Cette transcription est sous le contrôle du gène tat et de nombreux facteurs de 

transcription cellulaires qui interagissent avec la région U3 du LTR et permet la synthèse de différents 

ARNm (ARN messagers) épissés alternativement (42). Les ARNm sont ensuite exportés vers le 

cytoplasme permettant d’une part, l’expression des protéines virales grâce au mécanisme de 

traduction des ARNm, après détournement de la machinerie de traduction cellulaire (43, 44). D’autre 

part, des copies de ces ARNm sont conservées pour servir d’ARNg et sont encapsidées pour constituer 

le génome viral du nouveau virion (45, 46). Cette encapsidation des protéines et du génome viral 

s’effectue au niveau de la membrane plasmique cellulaire. La particule virale néoformée va ainsi 

bourgeonner et acquérir une enveloppe virale à partir de la membrane plasmique de la cellule infectée.  
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Au cours d’une dernière étape, la protéase virale clive les polyprotéines Gag et Gag-Pol, afin 

d’assurer la maturation des particules virales après libération hors de la cellule. Cette étape est 

primordiale car elle assure la viabilité et l’infectiosité des nouveaux virions, qui pourront à leur tour se 

répliquer dans de nouvelles cellules (47). 

 

II. Origines et diversité génétique des VIH 

1. Origines simiennes  

En 1989, l’identification du Virus de l’Immunodéficience Simienne (VIS) chez une espèce de 

chimpanzé Pan troglodytes troglodytes (VIScpzPtt) révèle une organisation génomique très similaire 

entre le VIS de ce singe et le VIH-1 (48, 49). Très vite, une origine simienne du VIH est suspectée et des 

analyses phylogénétiques révèlent que cette proximité est le reflet de plusieurs évènements de 

transmission inter-espèces du Singe à l’Homme. Des études ont montré que le VIScpzPtt est issu de la 

recombinaison de trois VIS de petits singes (50). Le VIScpzPtt est à l’origine du VIS du Gorille des plaines 

occidentales du Cameroun Gorilla gorilla gorilla (VISgor) mais aussi des VIH-1 de groupes M et N, après 

deux évènements différents de transmission inter-espèce entre le chimpanzé et l’Homme (51, 52). Le 

VISgor est quant à lui à l’origine de deux évènements indépendants de transmission à l’Homme, ayant 

abouti aux VIH-1 de groupes O et P (53). Au final, quatre évènements de transmission inter-espèces de 

singes à l’Homme ont conduit à l’émergence des quatre groupes de VIH-1 (54) (Figure 6). 

Le VIH-2 provient quant à lui du VISsmm (sooty mangabey monkey). Le mangabey enfumé 

(Cercocebus atys) est un petit singe retrouvé au niveau des mêmes zones géographiques que les cas 

identifiés de VIH-2, il est souvent domestiqué ou chassé pour sa viande (55) (Figure 6). Une étude a 

d’ailleurs montré que les deux virus possèdent en commun le gène vpx (54). Enfin, une autre étude a 

décrit au total neuf évènements de transmission inter-espèce du VISsmm à l’homme ayant donné 

autant de groupes de VIH-2 nommés de A à I (12).  
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Figure 6 : Relations phylogénétiques et diversité des VIH-1, VIH-2 et SIV 

Image issue de Tebit et al, 2011 (56). 

Arbre phylogénétique montrant les relations phylogénétiques existantes entre les VIS de plusieurs singes, avec les différents 
VIH existants à ce jour. CRF = Circulating Recombinant Form ; cpz = Chimpanzé ; gor = Gorille ; cpx = complexe ; SIV = Simian 
Immunodeficiency Virus. Les évènements de transmission inter-espèces figurent en bleu pour le VIH-1/M et VIH-1/N, en vert 
pour le VIH-1/O et VIH-1/P et en violet pour le VIH-2. 
 

L’origine de la pandémie est localisée en République Démocratique du Congo où l’on a identifié 

les plus anciennes souches de VIH-1 de groupe M, montrant une diversité moléculaire déjà importante 

à l’époque. L’émergence du VIH-1 a ainsi pu être estimée vers les années 1920 (57, 58). La datation de 

l’ancêtre commun le plus récent (Most Recent Common Ancestor, MRCA) a mis en évidence un MRCA 

entre 1909 et 1930 pour le VIH-1/M (57) et entre 1914 et 1944 pour le VIH-1/O (59). Concernant les 

VIH-1/N et VIH-1/P, cette datation est plus complexe car il existe peu de séquences génétiques 

disponibles à ce jour, mais on estimerait pour le moment leur apparition entre 1948 et 1977 pour le 

groupe VIH-1/N (60) et dans les années 1980 pour le VIH-1/P (61). Les neuf groupes de VIH-2 (A - I), 

proviennent de neuf évènements de transmission du SIVsmm à l’Homme (50) qui auraient eu lieu à 

partir d’un même MRCA datant de 1955 environ (62). 
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2. Adaptation à l’Homme et diffusion 

L’hypothèse la plus probable est que la transmission du VIS à l’Homme est liée aux activités 

humaines de chasse et de préparation de viande de brousse, qui peuvent impliquer un contact du sang 

contaminé avec une blessure humaine ou des morsures par des singes infectés (54, 63). L’exposition 

de l’homme au VIS dans certaines régions d’Afrique Centrale et de l’Ouest est très importante, 

certaines espèces de singes sont domestiquées et parfois fortement contaminées, comme c’est le cas 

du mangabey enfumé (51). Enfin, la proximité génétique entre Gorille, Chimpanzé et Homme a favorisé 

la transmission et l’adaptation du VIS chez son nouvel hôte, puisque la barrière d’espèce dépend en 

partie de la divergence génétique entre les individus (50).  

La pression de sélection est le moteur de l’évolution et de l’adaptation, entrainant une 

compétition entre le virus et l’hôte infecté. L’acquisition de certaines mutations suite à la pression de 

sélection intra-hôte a permis de favoriser l’émergence de souches plus adaptées, comme par exemple 

la présence d’un résidu arginine (R) en position 30 de la MA p17, retrouvée chez tous les VIH-1 de 

groupes M, O et N qui ont diffusé dans la population (64). L’acquisition de cette mutation signature 

pour trois des quatre groupes de VIH-1 démontre bien la convergence évolutive vers l’acquisition d’un 

résidu R à cette position. Néanmoins, la première souche de VIH-1/P identifiée en 2009 possédait, un 

résidu 30M, liée à la présence d’une méthionine à cette même position, comme pour les SIVcpzPtt et 

le SIVgor. Ces données suggéraient que l’acquisition de cette méthionine en position 30 n’empêchait 

pas la transmission à l’homme, mais ne favoriserait peut-être pas la diffusion plus large au sein de la 

population (65). Une deuxième souche de VIH-1/P a été identifiée en 2011 et portait une lysine à cette 

position (30K), suggérant une adaptation de ce groupe puisque son taux de réplication in vitro était 

très élevé (66).  

Récemment, une étude s’est porté sur l’évolution phylogénétique de l’IN des VIH-1/M en 

comparaison avec celle des VIH-1/O (67). L’IN est une protéine qui possède plusieurs domaines 

fonctionnels, dont celui nécessaire à l’intégration du génome viral dans la cellule hôte. Cette fonction 

est assurée par le motif CLA (C-terminal lysine-amidic), positionné en C-terminal de l’IN et conservé 

chez les VIH-1/M, tandis que cette fonction est assurée par le motif NOG (N-terminal O group), 

positionné en N-terminal de l’IN et conservé chez les VIH-1/O. Cette étude a pu mettre en évidence 

que le motif NOG des VIH-1/O avait été hérité de l’IN du VISgor, possédant le même motif, mais que 

le motif CLA, assurant cette même fonction pour les VIH-1/M, n’était pas retrouvé à l’identique chez 

le VIScpz (67). L’acquisition et la conservation du motif CLA pour l’IN de VIH-1/M a donc été nécessaire, 

après transmission du virus du chimpanzé à l’Homme, montrant bien l’adaptation nécessaire du virus 

à son nouvel hôte. 
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Par ailleurs, les mécanismes développés par le VIH pour contourner l’action antivirale des 

facteurs de restriction cellulaires illustrent également cette adaptation des SIV à l’Homme. La 

Tétherine est une protéine de la membrane cellulaire capable d’empêcher la libération des virions 

nouvellement formés de la cellule infectée en les retenant à la surface cellulaire pour dégradation 

ultérieure (68). Chez les chimpanzés, l'action de la Tétherine est contournée par la protéine accessoire 

Nef du SIVcpz, mais la région ciblée par Nef est délétée dans la Tétherine humaine, ce qui la rend 

résistante à Nef. Les VIH-1/M et VIH-1/N ont ainsi développé un autre moyen de contourner l’action 

antivirale de la Tétherine par l'action de Vpu, ce qui n’est pas le cas des VIH-1/O et VIH-1/P. Ce défaut 

d’adaptation des VIH-1/O et VIH-1/P serait en partie responsable de leur diffusion restreinte (69). 

 

3. Diversité génétique 

La diversité génétique des VIH est multi-factorielle. Chaque évènement réussi de transmission 

du Singe à l’Homme a entrainé une évolution virale différente chez l’hôte infecté et, comme mentionné 

précédemment, a conduit à l’émergence de différents types et groupes de VIH, ayant leurs propres 

caractéristiques virologiques. Ces caractéristiques ont été acquises grâce à la différence de pression 

de sélection exercée différemment chez le Singe et l’Homme. Les pressions immunitaires ne sont pas 

les mêmes chez ces espèces. De plus, l’Homme est soumis à une pression thérapeutique qui est 

absente chez le Singe. Cette différence de pression, favorise l’émergence et la sélection de mutations 

différentes au cours du temps, entrainant parfois l’échappement au système immunitaire et la 

résistance aux traitements antirétroviraux (ARV). C’est le cas de la convergence évolutive observée 

pour la mutation R30M déjà décrite au paragraphe précédent, qui a favorisé la diffusion chez l’Homme 

des VIH-1 de groupes M, O et N (64). 

Il existe également des facteurs intrinsèques au virus qui conduisent à une variabilité importante 

d’une même population virale. En effet, la TI est une enzyme peu fidèle car elle est exempte d’activité 

de correction exonucléasique 3’-5’, commettant une erreur tous les 10 000 nucléotides (70–72). Par 

ailleurs, on constate également la présence de mutations aléatoires qui participe à la diversification du 

virus. La faible fidélité de la TI couplée à un taux de réplication élevé du virus d’environ 109 à 1010 

virions/jours chez un individu non traité (73) entrainent l’établissement d’une quasi-espèce virale. 

Cette notion fait référence à un ensemble homogène de virus, dynamique au cours du temps et soumis 

à un processus continu de variation génétique, de pression de sélection et de compétition, entrainant 

l’apparition de mutations et source de diversité génétique (74, 75). De plus, il a été mis en évidence 

une évolution génétique intragroupe importante, menant à la description de nombreux sous-types et 
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sous-groupes de VIH-1 qui seront détaillés page 30 (III. Classification des VIH). La diversité des VIH au 

cours du temps est également liée au phénomène de réactivation des réservoirs constitués par le virus 

intégré au sein du génome de la cellule, qui permettent la persistance au cours du temps malgré 

l’instauration de traitement et favorisant l’apparition de mutations lorsque ce traitement est arrêté ou 

inefficace (75, 76). 

Enfin, le phénomène de recombinaison génétique est également source de diversité génétique 

(77) et fera l’objet d’un paragraphe plus détaillé page 33 (1. La recombinaison génétique).  

Tous ces facteurs conduisent à l’existence de nombreux variants du VIH qui peuvent entraîner des 

conséquences physiopathologiques, épidémiologiques, thérapeutiques, diagnostiques et vaccinales.  

 

III. Classification des VIH 

De nombreuses souches de VIH ont été décrites depuis sa découverte, il y a maintenant 

environ 40 ans. Tous ces VIH ont été classés en fonction de leur homologie de séquence. Il existe 

actuellement deux types de VIH, les VIH-1 et VIH-2 et 4 groupes de VIH-1 (M, O, N et P). Le VIH-1/M a 

été divisé en différents sous-types et formes recombinantes intra-groupe M et le VIH-1/O, en différents 

sous-groupes. 

 

1. Les VIH de type 1 (VIH-1) 

a. Les VIH-1 de groupe M (VIH-1/M) 

Les VIH-1 de groupe M, major (VIH-1/M), sont à l’origine de la pandémie actuelle et représentent 

plus de 90% des infections à VIH identifiés aujourd’hui. On compte actuellement 10 sous-types de VIH-

1/M, nommés A, B, C, D, F, G, H, J, K et L, le dernier sous-type identifié en 2020 (78). Certains de ces 

sous-types ont eux-mêmes évolué en sous-sous-types appelés A1, A2, A3, F2, F2. La divergence intra 

sous-type peut être comprise entre 15 à 20% au sein des gènes gag et env, tandis que les divergences 

inter sous-types pour ces mêmes gènes sont plutôt de l’ordre de 25 à 35% (79).  

Il existe en plus de ces sous-types « purs », des formes recombinantes qui résultent de la 

recombinaison entre ces sous-types. La nomenclature de ces formes recombinantes a été décrite dans 

les années 2000 par Robertson et al. (80). D’une part, les formes recombinantes circulantes (CRF, 
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Circulating Recombinant Form) sont définies lorsqu’au moins trois individus sont infectés par une 

même forme recombinante sans liens épidémiologiques directs. Toutes les CRFs ont un numéro 

attribué par ordre chronologique de découverte et de publication et à la suite de ce numéro, figurent 

les sous-types impliqués au sein des différents fragments recombinants (exemple Figure 7). Il existe 

plus de 130 CRF décrites à ce jour (81).  

 
Deux sous-types sont impliqués dans la structure du génome de la forme recombinante CRF02_AG. Les portions de VIH-1/M 
de sous-type G sont représentées en vert, tandis que celles de sous-type A sont en rouge. Les portions zébrées correspondent 
aux régions conservées entre ces sous-types. La position des points de cassure a été indiquée par rapport à la souche de 
référence VIH-1/M HxB2 (n° d'accession GenBank K03455). 

 

A l’inverse, les formes recombinantes uniques (URF, Unique Recombinant Form) ne diffusent pas 

dans la population, ou sont retrouvées chez des personnes présentant un lien épidémiologique étroit. 

Il en existe plusieurs centaines décrites aujourd’hui. 

Enfin, toutes ces formes recombinantes peuvent elles-mêmes recombiner à nouveau avec un sous-

type « purs ou avec une autre forme recombinante, générant ainsi des formes recombinantes 

complexes. Le suffixe « cpx » est alors ajouté à la fin du nom de cette nouvelle forme (voir exemple 

Figure 8).  

 
Quatre sous-types différents (A, G, K et J) sont impliqués dans la structure du génome mosaïque de CRF06_cpx (82). Les 
portions de VIH-1/M de sous-type A sont représentées en rouge, de G en vert, de K en violet et de J en bleu cyan. La position 
des points de cassure a été indiquée par rapport à la souche de référence VIH-1/M HxB2 (n° d'accession GenBank K03455). 

Figure 7 : Schéma de la forme recombinante CRF02_AG 

Figure 8 : Schéma de la forme recombinante CRF06_cpx 
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La proportion de formes recombinantes intra-M a augmenté au fil du temps, avec pas moins de 57 

nouvelles CRFs décrites en seulement cinq ans, entre 2010 et 2015 (83). Le nombre de ces formes 

recombinantes, incluant à la fois les CRFs et les URFs est sous-estimé et ne cesse de croitre 

comparativement aux autres sous-types non recombinants du VIH-1/M (84, 85). Toutes ces formes 

recombinantes représentent 18% des infections dans le monde, dont une majorité (33,9%) est causée 

par un VIH-1/M de sous-type CRF02_AG et 26,7% par une URF (26,7%) (79, 84). Cette étude soulevait 

l’hypothèse selon laquelle l’émergence croissante de ces formes était en lien avec l’acquisition d’un 

avantage réplicatif en terme d’évolution par rapport aux formes parentales dont elles sont issues. 

La répartition mondiale de tous les sous-types intra-M purs et recombinants a été décrite 

récemment par Bbosa et al en 2019, indiquant une majorité de sous-type A, C et CRF02_AG en Afrique, 

une majorité de sous-type B en Europe et Amérique et enfin, une majorité de CRF01_AE en Asie. Cette 

étude a également permis de constater l’augmentation de la prévalence des formes recombinantes au 

niveau mondial, surtout au niveau des régions où plusieurs sous-types co-circulent, favorisant 

l’infection d’un même individu par plusieurs souches (85). 

 

b. Les VIH-1 de groupe O (VIH-1/O) 

Le VIH-1 de groupe O (VIH-1/O), ou « Outlier », a été découvert en 1990 (ANT-70) chez un couple 

camerounais (9). Ce groupe est surtout présent dans l’Ouest de l’Afrique Centrale, notamment au 

Cameroun où il est endémique. Quelques cas sont observés hors de ces régions, en Europe et aux Etats 

Unis, mais restent très minoritaires et liés aux relations historiques entre ces continents.  

Les VIH-1/O présentent une divergence génétique importante par rapport aux VIH-1/M (9), 

d’environ 50% dans le gène env entre les souches de référence VIH-1/M HxB2 et VIH-1/O ANT-70 (59). 

Les différents pourcentages de divergence retrouvés entre ces deux groupes au niveau des trois gènes 

de structure du VIH-1, sont de l’ordre de 24 à 32% pour le gène gag, de 33 à 37% pour le gène pol et 

de 39 à 49 % pour env (Figure 9) (80, 86–89).  
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Figure 9 : Pourcentages de divergences génétiques entre les gènes de structure des VIH-1/M et VIH-1/O 

Le pourcentage de divergence a été indiqué en gras au niveau des gènes de structure correspondants. Les divergences intra-
groupe M sont indiquées en rouge, intra-groupe O en bleu et inter-groupes M et O en violet. 
 

Certains VIH-1/O possèdent un polymorphisme naturel par rapport aux VIH-1/M. C’est le cas par 

exemple de la mutation Y181C au niveau de la TI des VIH-1/O de sous-groupe H, qui leur confère une 

résistance aux inhibiteurs non nucléotidiques de la transcriptase inverse INNTI (90–92). Ce 

polymorphisme est d’autant plus observé au niveau de la GP120, qui est fortement divergente de celle 

des VIH-1/M (93). Ainsi, les algorithmes de détermination du tropisme tel que geno2pheno, ne sont 

pas adaptés pour les VIH-1/O (87, 94, 95). Malgré cette absence d’algorithmes, il a été démontré que 

ces VIH-1/O avaient essentiellement un tropisme R5 et n’étaient pas réplicatifs au sein de cellules 

défectives pour le CCR5 (95, 96).  

En analysant 190 séquences de VIH-1/O, issues du RES-O (réseau de surveillance des VIH-1/O en 

France) et d’autres provenant du Cameroun, un arbre phylogénétique a pu être construit par la 

méthode du maximum de vraisemblance et confronté à celui obtenu pour 190 VIH-1/M (59) (Figure 

10). La topologie de ces arbres a montré que les VIH-1/O s’étaient diversifiés au cours de deux phases 

évolutives successives (forme de comète) contrairement aux VIH-1/M qui résultent d’évènements 

évolutifs indépendants (forme de double étoile). Cette étude a donc proposé le regroupement des 

VIH-1/O en deux sous-groupes, correspondant aux deux phases de croissance successives ayant eu lieu 

au 20ième siècle, avec l’identification du sous-groupe H (Head), représentant la tête de la comète et du 

sous-groupe T (Tail), représentant la queue de cette comète (Figure 10).  
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Figure 10 : Arbre phylogénétique des VIH-1 de groupes O (a) et M (b) 

D’après Leoz et al. 2015 (59). 
 

(a) Arbre phylogénétique construit sur la base de 190 séquences de VIH-1/O, montrant une structure en forme de comète 
avec les VIH-1/O sous-groupe T (Tail) et H (Head). 

(b) Arbre phylogénétique construit sur la base de 190 séquences de VIH-1/M, montrant une structure en forme de double 
étoile avec les différents sous-types A-D, F-H, J et K du groupe M  

 

Toutes ces différences observées entre les VIH-1/M et VIH-1/O sont liées à plusieurs facteurs, dont 

en partie leurs origines simiennes à partir des chimpanzés et gorilles respectivement. La pression de 

sélection exercée par leur hôte respectif, après transmission inter-espèce a également joué un rôle 

important.  

 

c. Les VIH-1 de groupe N et P (VIH-1/N et VIH-1/P) 

Les VIH-1 de groupes N et P (VIH-1/N et VIH-1/P) ont été découverts plus récemment. C’est en 

1998 que le VIH-1/N a été découvert chez un patient camerounais, son nom « N » a été choisi pour 

« Non M, non O » pour faire suite aux deux groupes VIH-1/M et VIH-1/O précédemment identifiés. Au 

total, 22 souches sont actuellement décrites chez des patients ayant tous un lien avec le Cameroun 

sauf pour un ayant un lien avec le Togo (97, 98). Quant au VIH-1/P, seulement deux souches ont été 

décrites en 2009 et 2011 chez des patients camerounais (11, 66). Trop peu de séquences des groupes 

N et P sont disponibles pour étudier leur évolution génétique et aucune étude sur le tropisme de ces 

souches n’a été effectuée à ce jour. 
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2. Les VIH de type 2 (VIH-2) 

Dans le monde, on retrouve le VIH-2 principalement en Afrique de l’Ouest, où il infecte environ 1 

à 2 millions de personnes (99). Le VIH-2 est composé de deux principaux groupes épidémiques, 

appelés A et B et sept autres groupes conduisant à des impasses épidémiologiques, avec seulement 

un à deux cas décrits. En France, le groupe A est regroupé en deux sous-types A1 (Guinée Bissau, Cap 

Vert) et A2 (Mali).  

Il existe à ce jour seulement deux formes recombinantes du VIH-2, incluant la forme CRF01_AB 

(100) qui résulte de la recombinaison entre les groupes A et B et une URF retrouvée chez un seul 

individu, impliquant les mêmes groupes A et B (101).  

 

IV.Recombinaison inter-groupes VIH-1/MO 

1. La recombinaison génétique 

a. Prérequis de la recombinaison 

La pandémie de VIH est associée majoritairement aux VIH-1/M, tandis que les VIH-1/O sont 

endémiques en Afrique centrale et au Cameroun en particulier. La circulation des VIH-1/M et VIH-1/O 

dans cette région géographique a favorisé l’infection de mêmes patients par ces virus différents. Ce 

phénomène, appelé double infection VIH-1/M+O, est l’un des prérequis nécessaires à la 

recombinaison génétique inter-groupes MO. La double infection peut avoir lieu lors d’une infection 

simultanée par les deux virus (co-infection) ou chez un individu déjà infecté par un autre virus parental 

(surinfection).  

Pour rappel, le phénomène de recombinaison intervient au cours du mécanisme de la 

transcription inverse et permet la génération d’un génome chimérique à partir de deux ARNg 

différents. Cette recombinaison ne peut donc avoir lieu que si ces deux ARNg différents sont présents 

dans une même cellule, pour aboutir à la formation d’un génome chimérique. Concernant la 

recombinaison inter-groupes MO, cela implique donc que la cellule puisse être infectée par au moins 

deux virus différents, VIH-1/M et VIH-1/O.  
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Les deux premières doubles infections VIH-1/M+O ont été décrites au Bénin et au Cameroun, 

en 1996 et 1998, respectivement (102, 103). Les données de ces études ne permettaient pas de 

conclure sur la présence de formes recombinantes VIH-1/MO associées. Depuis ces deux premiers cas 

identifiés, 14 autres doubles infections VIH-1/M+O ont été décrites dans d’autres études réalisées au 

Cameroun (104–107). Ce n’est qu’à partir de 2003-2004 que des cas de doubles infections M+O ont 

été décrits hors de cette région, en France (108–110), s’expliquant par les liens historiques étroits entre 

ces deux pays. Toutes les doubles infections identifiées hors Afrique Centrale ont été décrites chez des 

patients originaires du Cameroun ou ayant un lien épidémiologique avec ce pays. Dans le cadre de 

l’activité de surveillance associée au CNR du VIH du CHU de Rouen, un cas de surinfection par un VIH-

1/M a d’ailleurs été décrit, chez une patiente camerounaise, déjà infectée par un VIH-1/O (109). Cette 

étude n’a pas mis en évidence d’émergence d’une forme recombinante VIH-1/MO à partir de cette 

double infection. Au total, 20 doubles infections VIH-1/M+O ont été décrites depuis 1996 (Figure 11). 

 

Figure 11 : Description des 20 doubles infections VIH-1/M+O 

Malgré la description de ces multiples cas de doubles infections, ce n’est que plus récemment 

en 2020, qu’une étude a pu démontrer l’émergence in vivo d’une forme recombinante VIH-1/MO à 

partir d’une double infection M+O (111). L’analyse de prélèvements séquentiels d’une patiente 

initialement diagnostiquée pour une infection à VIH-1/M en 1999, suivie et traitée jusqu’en 2013, a 

permis d’expliquer l’échec virologique qui était constaté. Une exploration du génotypage de résistance 

a été réalisée avec des amorces spécifiques de groupes M et O, contrairement à celles utilisées 

initialement au moment du diagnostic. Une discordance moléculaire avec présence d’une PR de VIH-

1/O et d’une TI de VIH-1/M, a permis de finalement montrer, d’une part, que RBF235 avait été 

doublement infectée par un VIH-1/M et un VIH-1/O et que, d’autre part, cette double infection M+O 

avait conduit à l’émergence d’une forme recombinante VIH-1/MO in vivo (111). 
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b. Mécanisme de la recombinaison 

Le mécanisme de recombinaison s’effectue en deux phases successives (Figure 12). La première 

étape consiste en l’infection simultanée d’une même cellule, c’est-à-dire une double infection, par 

deux virions parentaux différents, permettant la transcription inverse puis l’intégration de chaque 

génome viral parental au sein du génome cellulaire. Après expression des protéines virales et des 

ARNg, la progénie virale résultante est composée de virions homozygotes, identiques aux virus 

parentaux et de virions hétérozygotes, constitués de deux molécules d’ARN différentes (37).  

 

Figure 12 : Mécanisme de la recombinaison génétique 

Image issue de Simon-Lorière et al, 2006 (37). 

La première étape consiste en l’infection d’une cellule cible par deux virions parentaux différents (noir et rouge). Après 
transcription inverse de leur génome respectif et intégration des provirus correspondants, la progénie virale sera constituée 
de virions identiques aux virus parentaux, mais également de virions hétérozygotes, avec une copie d’ARNg de chaque virus 
parental. C’est grâce à la génération de ces virions hétérozygotes qu’une nouvelle cellule infectée par ce dernier pourra alors 
conduire à la recombinaison génétique. Cette dernière a lieu au cours de la transcription inverse, où la TI pourra effectuer un 
« saut » d’une matrice à l’autre. Le provirus chimérique correspondant pourra alors être intégré et servira pour l’expression 
d’une progénie virale recombinante. 

 

Au cours de la deuxième étape, une nouvelle cellule est infectée par un virion hétérozygote 

précédemment formé. L’étape de recombinaison génétique a lieu au cours de cette deuxième étape, 

au moment de la transcription inverse. L’arrêt de la transcription, suivi par le transfert de la TI d’un 

brin à l’autre est appelé « saut de matrice » et provoque l’apparition de points de cassure dans le 

génome (112).  
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Selon le modèle du Choix de copie, ou « copy-choice », le plus largement reconnu, la 

recombinaison a lieu durant la synthèse d’ADN (-). La TI « sauterait » ainsi d’un ARN donneur (premier 

brin, de polarité positive) à un ARN accepteur (deuxième brin, de polarité négative). Ce modèle a été 

décliné au fil du temps et le modèle du choix de copie forcé, ou « forced copy-choice », implique un 

changement de matrice par la TI lorsque cette dernière rencontre un obstacle sur sa trajectoire, lors 

de la synthèse du nouveau brin (113).  

Ce modèle a été élargi afin d’inclure, par exemple, le phénomène d’Induction de pause, qui 

induit un changement de matrice lorsque la TI rencontre un codon stop ou un signal d’arrêt anormal 

sur la séquence (114, 115), ou encore l’induction d’une cassure liée à la structure de l’ARN, notamment 

lié à la présence d’une structure secondaire de l’ARN (37). Le modèle de choix de copie dynamique 

« dynamic copy-choice », proposé par Hwang et al, décrit un équilibre entre l’activité de la polymérase 

et l’activité RNase H de la TI, influençant le changement de matrice. Lorsque l’activité de la polymérase 

est élevée et l’activité RNase H de la TI est faible, alors la probabilité d’un changement de matrice 

augmente. A l’inverse, si cette activité RNase H est faible alors que l’activité polymérase reste élevée, 

la possibilité de recombinaison sera jugée faible car la TI restera liée au brin néosynthétisé (116). Ces 

différents mécanismes sont détaillés dans la Figure 13. 

Il a été estimé que la TI pouvait se dissocier de sa matrice au moins huit fois par génome ou 

encore provoquer entre trois et 12 changements de matrice par génome et par cycle de réplication 

(117). La fréquence de cette recombinaison n’est pas la même d’un virus à un autre, mais semble très 

importante pour le VIH en particulier car ce taux de recombinaison, d’environ 1,4.105 par base et par 

cycle, dépasse celui de la mutation qui est d’environ 1.105 mutations spontanées par base et par jour 

(118, 119).  

Le génome chimérique néosynthétisé doit néanmoins pouvoir être reconnu par la machinerie 

de transcription et d’assemblage de la cellule pour pouvoir générer un virion viable et fonctionnel (120, 

121).  
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Figure 13 : Choix de copie ou Assimilation de branches 

D’après Simon-Lorière et al, 2006 (37) 

Le modèle d’assimilation de branche, représenté en (A) indique que la recombinaison a lieu lors de la synthèse du brin d’ADN 
(+) tandis qu’en (B), sont représenté les différents modèles de choix de copie, impliquant une recombinaison génétique lors 
de la synthèse d’ADN (-). 

 

c. Localisation et fréquence des points de cassure 

La recombinaison n’a pas lieu partout au sein du génome et on estime que les points de cassure 

peuvent être prédits en fonction des régions du génome viral du VIH (122, 123). Le positionnement de 

ces points de cassure au sein du génome n’est donc pas aléatoire et des « points chauds » de la 

recombinaison ont été décrits, correspondant à des régions génomiques où la recombinaison a lieu de 

façon préférentielle. A l’inverse des « point froids », correspondant aux régions du génome où l’on 

observe peu ou pas de recombinaison, ont également été décrits.  

Premièrement, le positionnement de ces points de cassure est contraint en lien avec la 

fonctionnalité des gènes. En effet, la sélection de formes viables à la suite d’un changement au sein du 

génome a une grande importance pour faire perdurer l’infection. A l’échelle du génome, une étude 

menée par Archer et al, portant sur l’identification des points chauds de la recombinaison, a montré 

que les points de cassure étaient majoritairement localisés aux extrémités des gènes (Figure 14) (122). 

Cette étude a été réalisée à l’aide d’un modèle probabiliste, construit à partir de 162 séquences de 

formes recombinantes intra-sous-types du VIH-1/M générées in vitro et est basé sur la similarité de 
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leurs séquences parentales décrites sur la base de données du VIH Los Alamos. D’autres séquences ont 

été utilisées en parallèle, incluant de nombreuses formes recombinantes pour comparer la répartition 

théorique des points de cassure à celle observées chez ces formes recombinantes in vivo. Finalement, 

ces données ont montré qu’il y avait une bonne corrélation entre le modèle de prédiction et les points 

de cassure identifiés in vivo. Néanmoins, une surreprésentation des points de cassure a été identifiée 

aux extrémités de l’enveloppe, tandis qu’une sous-représentation était retrouvée aux sein des gènes 

gag, pol et env. Ces données suggéraient que la recombinaison ne pouvait pas avoir lieu aléatoirement 

le long du génome, du fait d’une pression de sélection et qu’il serait plus avantageux pour le VIH de 

transmettre une enveloppe complète, lorsque ce gène est impliqué dans le phénomène de 

recombinaison. 

 

Figure 14 : Répartition des points de cassure au sein du VIH-1 

D’après Archer et al, 2008 (122). 

Comparaison des points de cassure retrouvés le long du génome selon un modèle probabiliste. Les lignes horizontales 
indiquent les fréquences prédites par le modèle. Les barres blanches indiquent que le nombre de points de cassure identifiés 
était significativement plus élevé que la prédiction pour la région, les barres gris-clair indiquent que les données identifiées 
étaient bien prédites, tandis que les barres gris-foncées indiquent qu’un nombre de points de cassure significativement plus 
bas que la prédiction du modèle était retrouvé. Sous le graphique sont représentées les régions génomiques correspondantes 
du VIH-1.  

 

Une autre étude a pu confirmer que les points de cassure au sein du gène env étaient surtout 

localisés au niveau des extrémités des domaines, mais également dans des régions conservées pour 

ne pas impacter la fonction ou la structure de l’enveloppe (124). La présence d’autres points de 
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cassures dans env avait un effet délétère pour la souche correspondante. A l’échelle du génome, cette 

étude a également montré, comme pour Archer et al, que la fréquence de ces points de cassure était 

largement inférieure au sein de env comparativement aux autres gènes. Ces données montrent que la 

recombinaison génétique est moins fréquente au sein même de l’enveloppe, en lien avec une plus 

forte pression de sélection pour ce gène, voire une perte de viabilité selon les clones testés. En effet, 

ce gène est impliqué dans l’échappement au système immunitaire et permet l’entrée du virus dans la 

cellule, il est donc soumis à de nombreuses pressions de sélection in vivo et régule en partie la capacité 

réplicative du virus. Ces études ont ainsi montré que le phénomène de recombinaison génétique 

dépendait en partie de contraintes fonctionnelles et structurelles. Ces données ont d’ailleurs été 

confirmées dans une étude plus récente réalisée en 2016, basée sur l’analyse de séquences de 

différentes CRF et URF identifiées en Afrique, Asie et Europe (125).  

Deuxièmement, la fréquence de la recombinaison dépend également de l’augmentation du 

pourcentage d’homologie entre les séquences parentales. Lorsque ce pourcentage d’homologie est 

grand, il entraine une augmentation de la fréquence de recombinaison. Plusieurs études, dont celle 

d’Archer et al, ont permis de localiser le phénomène le long du génome par ces prédictions basée sur 

l’homologie des séquences parentales (122, 126). La recombinaison génétique a ainsi été très décrite 

au sein des VIH-1 intra-groupe M, dont la fréquence de recombinaison est très importante et constitue 

un facteur très important pour la diversification de la pandémie actuelle. Comme dit précédemment, 

environ 18% des infections impliquent ces formes recombinantes au niveau mondial. Contrairement à 

ce qui a été décrit pour les VIH-1 intra-groupe M, possédant une grande homologie de séquence, 

aucune recombinaison génétique n’a été mise en évidence pour le moment entre VIH-1 et VIH-2, 

malgré un nombre important de doubles infections VIH-1+2 (79, 126). Les VIH-1 et VIH-2 possèdent 

une faible identité de séquences, d’environ 50% dans le gène de l’env. L’absence de recombinaison 

entre ces deux types peut s’expliquer également par la faible prévalence et la faible transmissibilité du 

VIH-2 par rapport au VIH-1 (127). Il a été montré que le phénomène de recombinaison dépendait 

également de la longueur de cette homologie entre deux fragments parentaux. Une étude a montré 

que plus la longueur de l’homologie était conséquente, plus il y avait de change pour que le 

phénomène de recombinaison intervienne (128). Aucune augmentation du taux de recombinaison 

n’était observée avec 20 pb d’homologie, contrairement à une longueur d’homologie de 40 à 60 pb. 

Au-delà de cette longueur, entre 60 pb jusqu’à 830 pb, une diminution du taux de recombinaison était 

observée. Les auteurs de cette publication ont conclu qu’une certaine longueur d’homologie était 

nécessaire pour assurer le maintien de la structure du gène impliqué dans la recombinaison et que ce 

phénomène était défavorisé si cette homologie était localisée entre deux séquences trop divergentes.  
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En 2009, une équipe s’est intéressée à plusieurs paramètres concernant la localisation de ces 

zones de recombinaison (129). A partir de la banque de donnée de Los Alamos HIV Database, différents 

génomes complets de VIH ont été analysés pour étudier la taille des régions recombinantes, la 

divergence entre fragments recombinants, le nombre de points de recombinaison. Cette étude a 

permis de mettre en évidence une grande variété de fragments recombinants, allant de 100 à 6000 pb 

et montrant que la taille de l’homologie de séquence était très différente en fonction des régions 

étudiées. 

Enfin, il a été démontré que la structure de l’ARN viral avait également un impact sur la 

fréquence de recombinaison, avec un lien entre l’augmentation du taux de recombinaison et la 

présence de structures secondaires de l’ARN (130, 131). Par exemple, la présence d’une structure en 

épingle à cheveux au sein de la région C2 de l’enveloppe favoriserait la recombinaison. Ces données 

avaient d’ailleurs été visualisée par Simon-Lorière et al, et permettaient d’expliquer les résultats 

obtenus au cours de cette étude, précédemment décrite au moment de l’analyse de la répartition des 

points de cassure au sein du gène env. 

 

2. Circonstances de découverte des formes recombinantes VIH-

1/MO 

Les deux premières formes recombinantes VIH-1/MO, ont été identifiées par Peeters et al. et 

Takehisa et al., en 1999. Dans l’étude de Peeters et al, une patiente camerounaise, asymptomatique, 

présentait une double réactivité VIH-1/M+O après sérotypage de la boucle V3 de l’enveloppe (132). 

Ces résultats ont été confirmés par des PCR (Polymerase Chain reaction) spécifiques de groupes M et 

O, au niveau des gènes gag, pol, env et des gènes accessoires de l’ADN proviral. Ces PCR ont été réalisés 

sur les isolats primaires de la patiente et après une étape de clonage biologique avec des cellules 

mononuclées du sang périphérique (CMSPs), par dilution limite des surnageants viraux. L’analyse des 

isolats primaires a révélé la présence d’une double réactivité VIH-1/M et VIH-1/O au niveau de 

l’enveloppe, mais seulement VIH-1/ M pour les gènes gag-pol. Après culture, la présence unique d’un 

VIH-1/M au sein des gènes gag et pol était détectée, associée à la présence unique d’une env de VIH-

1/O. Ces résultats, couplés à l’absence d’amplification de VIH-1/M dans les gènes accessoires, après 

dilution limite, montraient la présence d’une forme recombinante VIH-1/MO, présentant au moins un 

point de cassure au sein des gènes accessoires, associée à sa forme parentale VIH-1/M. Cette étude a 

également pu montrer que la forme recombinante VIH-1/MO identifiée était plus réplicative que sa 

forme parentale VIH-1/M, car plus la dilution était élevée moins la forme parentale VIH-1/M était 
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retrouvée dans la culture. Cette forme a ensuite été séquencée entièrement pour permettre une 

analyse phylogénétique et une analyse de la recombinaison, révélant la présence de deux points de 

cassure, un dans le gène vpr et l’autre au niveau des LTRs (Figure 15).  

 

 

Figure 15 : Schéma de la forme recombinante 97CA.MP645MO 

D’après Peeters et al. 1999 (132). 

 

La même année, une triple infection par deux souches de VIH-1/M différentes associées à un 

VIH-1/O a été décrite par Takehisa et al, chez une seconde patiente camerounaise symptomatique. 

(133). L’évolution de différentes populations virales a été suivie grâce à l’étude de différents 

prélèvements sanguins pour cette patiente, datant de 1994, 1995 et 1996. En 1994, l’amplification a 

été réalisée avec succès pour les gènes pol et env des trois souches de VIH, montrant la présence de 

fragments de VIH-1/M de deux sous-types différents (CRF02_AG et D) et d’un VIH-1/O. En revanche, 

malgré l’amplification du gène env pour ces souches en 1995 et 1996, seul le VIH-1/O dans le gène pol 

était amplifiable. Les différents fragments obtenus entre le gène pol et le gène env, ont été clonés à 

partir de XL-PCR, pour obtenir les profils correspondants. L’analyse de ces clones a permis de montrer 

la présence d’une forme recombinante VIH-1/MO possédant des fragments de VIH-1/O, initialement 

présente et des fragments de VIH-1/M, déjà recombinant entre deux sous-types M différents (D et 

CRF02_AG). Un point de cassure a été identifié au sein du gène vpr (Figure 16). 

 

 

Figure 16 : Schéma de la forme recombinante 95CM61.56 

D’après Takehisa et al. 1999 (133). 
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En 2004, une troisième forme recombinante VIH-1/MO a été identifiée par Yamaguchi et al 

après analyse d’un prélèvement de 1999 d’un patient camerounais, présentant une double réactivité 

sérologique VIH-1/M+O (sérotypage) de la boucle V3 de la GP120. La présence d’une forme 

recombinante a été confirmée par la réalisation de PCR spécifiques des groupes M et O, au niveau des 

gènes pol et env (107). Cette forme recombinante était associée à sa forme parentale VIH-1/O et 

présentait un point de cassure à la fin du gène pol, au sein de l’IN (Figure 17). 

 

 

Figure 17 : Schéma de la forme recombinante DSC1320 

D’après Yamaguchi et al. 2004 (107). 

 

Ces trois premières formes recombinantes VIH-1/MO étaient associées au moins à l’une de 

leurs formes parentales VIH-1/M ou VIH-1/O, mais rien ne permettait d’indiquer si elles avaient été 

transmises ou si elles avaient émergé chez un patient doublement infecté M+O. Leur identification a 

toutefois permis d’affirmer que la recombinaison entre les VIH-1/M et VIH-1/O existait malgré la 

divergence génétique importante entre ces deux groupes. Ces études ont permis la description de trois 

formes recombinantes VIH-1/MO, dont une seule avait été entièrement séquencée par Peeters et al, 

mais ne permettaient pas d’analyser la prévalence des formes recombinantes VIH-1/MO, ni d’étudier 

leurs caractéristiques virologiques plus en détail. L’analyse de ces génomes avait néanmoins permis de 

suspecter l’existence d’un point chaud de la recombinaison dans le gène vpr, puisqu’un point de 

cassure y était retrouvé pour deux des trois formes VIH-1/MO (Figures 15, 16 et 17) (107, 132, 133). 

Dans ce contexte, une première étude a été réalisée au Cameroun entre 2006 et 2009, par 

Vessière et al, afin de mettre en place un algorithme de dépistage des formes recombinantes VIH-

1/MO, incluant un point de cassure dans le gène vpr, chez des patients présentant une double 

réactivité M+O au sérotypage. La mise en place de cet algorithme de dépistage a été réalisée au Centre 

Pasteur au Cameroun (CPC) et reposait sur des outils sérologiques et moléculaires spécifiques de 

groupe M et O (105, 134). Premièrement, un sérotypage des souches de VIH-1 est effectué avec l’aide 

d’anticorps spécifiques de la boucle V3 de la GP120, permettant d’identifier le type et le groupe de 

VIH. Afin de confirmer les éventuelles doubles infections mise en évidence par ce sérotypage, une 

seconde analyse moléculaire est réalisée, à l’aide de PCR spécifiques des VIH-1/M et VIH-1/O, au 
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niveau de la PR, RT, IN et GP41. Enfin, des techniques de CV spécifiques de groupe M et O ont 

également été mises en place, afin d’estimer le niveau de réplication des différents virus. Une fois la 

double infection mise en évidence, des PCR ont été réalisées afin de déterminer la présence de formes 

recombinantes VIH-1/MO associées, à partir de la recherche d’un point de cassure dans le gène vpr. 

Ces PCR étaient dites hétérologues, lorsqu’elles permettaient d’amplifier spécifiquement les gènes vpr 

recombinants de motifs OM et MO et, homologues, lorsqu’elles permettaient d’amplifier 

spécifiquement les gènes vpr non recombinants de motifs MM et OO. La mise en place de cet 

algorithme au cours de cette étude, a permis d’identifier quatre doubles infections sans recombinants 

associés et six formes recombinantes VIH-1/MO, dont trois étaient associées à une double infection 

M+O et deux autres à une seule forme parentale. Sur ces six formes, cinq présentaient un point de 

cassure dans le gène vpr et une autre, dans le gène vpu. C’est au cours de cette étude qu’une première 

forme recombinante VIH-1/MO sans formes parentales associées a été identifiée chez une patiente 

camerounaise vivant en France (135). Cette patiente possédait une CV indétectable malgré l’absence 

de traitement et une immunodépression sévère de 6 CD4/mm3. Après envoi des échantillons au Centre 

National de Référence du VIH (CNR) au laboratoire de virologie du Centre Hospitalier Universitaire 

(CHU) de Rouen, cette étude a confirmé la présence d’une forme recombinante avec un point de 

cassure dans vpr. Aucune forme parentale associée n’a été mise en évidence, ce qui suggérait soit une 

transmission directe de la forme recombinante à la patiente, soit un avantage réplicatif de la forme 

recombinante par rapport à ses formes parentales. 

Les données obtenues au cours de cette première étude ont montré la part importante des 

formes recombinantes associées à au moins une forme parentale. Ces résultats ont été obtenus sur la 

base d’une stratégie basée sur la détection des formes recombinantes ayant un point de cassure dans 

le gène vpr, dans des prélèvements doublement réactifs au sérotypage. Cette stratégie a été remise 

en cause d’une part, par la détection de formes recombinantes associées à une seule deux formes 

parentales, montrant qu’il fallait explorer également des prélèvements mono-réactifs et d’autre part, 

par la détection d’une forme recombinante possédant un point de cassure hors vpr, dans le gène vpu. 

Cette détection basée sur l’hypothèse d’un point chaud dans vpr, ne permettait pas la détection 

d’autres points de cassure, ou des formes recombinantes plus complexes. De plus, une de ces formes 

a été identifiée hors du Cameroun, en France, montrait leur potentiel de diffusion et suggérait la 

possibilité d’une transmission directe des formes recombinantes VIH-1/MO. Enfin, la caractérisation 

des génomes complets n’avait pas été réalisée au moment de l’étude pour les différentes formes 

recombinantes identifiées, empêchant l’analyse plus approfondie de ce phénomène de 

recombinaison. 
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Fort de ce constat, une seconde étude a été menée au Cameroun entre 2013 et 2015 par 

Ngoupo et al. Cette étude avait pour objectif de compléter la première étude menée par Vessière et 

al, en étudiant la fréquence des doubles infections VIH-1/M+O dans différentes régions du Cameroun, 

en incluant les données issues de prélèvements mono-réactifs au sérotypage et en caractérisant les 

formes recombinantes VIH-1/MO identifiées pour mettre en évidence la circulation d’une éventuelle 

CRF_MO. Le même algorithme de dépistage décrit ci-dessus et mis en place par le CPC a été utilisé, 

avec ajout d’une étape de séquençage des génomes complets (Figure 18). Finalement, cinq doubles 

infections ont été identifiées, dont quatre sans formes recombinantes VIH-1/MO associées et une, 

montrant la co-infection d’une forme recombinante ayant un point de cassure dans vpu, avec sa forme 

parentale VIH-1/M. Une même forme recombinante VIH-1/MO, avec point de cassure dans vpr, a été 

identifiée au sein d’un couple Camerounais (REC003/REC024), suggérant la possibilité d’une 

transmission horizontale (106, 136). Les trois formes recombinantes identifiées ont été séquencées 

entièrement, afin d’effectuer une comparaison entre elles mais aussi avec les autres formes 

recombinantes précédemment décrites. La caractérisation moléculaire et phylogénétique de ces 

formes n’a pas mis en évidence de lien phylogénétique, ce qui ne permettait pas de conclure sur 

l’existence d’une CRF_MO. Toutefois, l’analyse effectuée a montré que la transmission directe d’une 

même forme recombinante avait été possible au sein du couple REC003/REC024. Ces données 

confirmaient le potentiel de diffusion suggéré par la précédente étude.  

Du fait de l’utilisation du même algorithme de dépistage du CPC, cette étude a été confrontée 

à des limites méthodologiques. L’identification des formes recombinantes selon le positionnement 

d’un point de cassure dans vpr ne favorisait pas l’identification de formes plus complexe, possédant 

un point de cassure en dehors de cette région. La caractérisation des génomes complets a montré que 

d’autres points de cassure devaient être explorés le long du génome, notamment au niveau des gènes 

accessoires centraux et dans les LTRs. Enfin, la mise en évidence de la transmission directe de l’une de 

ces formes, couplé à l’identification d’une forme recombinante isolée en France, montrait l’importance 

de suivre l’émergence d’une CRF_MO, puisque malgré l’identification de rares cas, ces formes avaient 

diffusé dans la population, dans différentes régions du Cameroun et hors de ce pays.  



p. 47 
 

 

Figure 18 : Algorithme de dépistage des formes recombinantes vpr 

Issu de Moisan et al, 2019 (137). 

Schéma présentant l’algorithme de dépistage utilisé par le CPC pour l’identification des formes recombinantes MO, 
présentant un point de cassure dans le gène vpr.  

 

En plus des trois premières formes identifiées en 1999 et 2004, ces deux études ont permis de 

décrire neuf nouvelles formes recombinantes, dans différents contextes, montrant le potentiel de 

diffusion de ces formes et la nécessité d’identifier une CRF_MO. De plus, ces deux études ont montré 

que les formes recombinantes VIH-1/MO pouvaient posséder d’autres points de cassure, hors du gène 

vpr, au niveau de vpu et des LTRs, montrant l’intérêt de caractériser ces formes plus en détail afin 

d’identifier l’ensemble des points de cassure le long du génome. 

Dans le cadre de la surveillance des nouvelles formes émergentes du VIH en France, une 

dernière étude a été publiée en 2018 par le CNR du CHU de Rouen. Plusieurs échantillons envoyés pour 

expertise suite à la mise en évidence d’une discordance soit lors du sérotypage, pour identifier une 

éventuelle infection atypique (VIH-1/O ou co-infection VIH-1/M+O), soit lors de l’observation d’une CV 

indétectable chez un patient séropositif non traité ou soit lors du génotypage de résistance pour le 

suivi du patient. Suite à l’envoi de ces prélèvements au CNR, une stratégie basée sur l’algorithme de 

dépistage des formes recombinantes du CPC a été entreprise, avec la réalisation de PCR spécifiques de 

groupes M et O dans les mêmes régions ciblées PR, RT, IN et GP41. Cette étude a permis de décrire un 

cas de double infection VIH-1/M+O sans recombinant vpr et 10 nouvelles formes recombinantes VIH-

1/MO, dont trois co-infections impliquant une forme recombinante VIH-1/MO associée à l’une ou ses 
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deux souches parentales. L’analyse phylogénétique a montré que sur ces 10 formes recombinantes 

VIH-1/MO, la même forme recombinante était identifiée chez deux paires de patients (RBF222/RBF243 

et BCF174/BCF212) ne présentant pas de liens épidémiologiques connus. Enfin, une co-infection par 

deux formes recombinantes VIH-1/MO chez un même patient (RBF221) a également été décrite. 

Toutes ces formes ont été identifiées chez des patients Camerounais, ou ayant un lien avec le 

Cameroun (110). La caractérisation moléculaire et phylogénétique de ces formes n’a pas mis en 

évidence de CRF_MO à la suite du séquençage des génomes complets. Toutefois, cette étude a permis 

l’identification d’une même forme VIH-1/MO chez deux patients non liés épidémiologiquement et à 

deux reprises, montrant le potentiel de diffusion de ces formes et l’importance de la surveillance de 

l’émergence d’une forme circulante.  

Au total, depuis 1999, ce sont 23 formes recombinantes VIH-1/MO qui ont été décrites chez 

22 patients (Tableau 2). 

Tableau 2 : Découverte des 23 formes recombinantes VIH-1/MO 

Etude, année de 
publication 

  
Pays 

Période d'étude 
Recombinants  

VIH-1/MO décrits 
Code souche 

Peeters, 1999 
(132) 

 Cameroun 
1999 

1 97CA.MP645MO  

Takehisa, 1999 
(133) 

 Cameroun 
1994-1996 

1 95CM61.56 

Yamaguchi, 2004 
(107) 

 Cameroun 
1999 

1 DSC1320 

Vessière, 2010 
(135) 

 
France 

2003-2008 
1 RBF208 

De Oliveira, 2017 
(105) 

 Cameroun 
2006-2009 

6 
YBF205, YBF2011, YBF212, YBF274, 

YBF282, YBF298 

Ngoupo, 2016  
(106, 136) 

 Cameroun 
2013-2015 

3 REC003, REC024, REC107 

De Oliveira, 2018 
 (110) 

  
France 

2004-2016 
10 

BCF204, BCF174, BCF212, RBF221-1, 
RBF221-2, RBF222, RBF235, RBF237, 

RBF240, RBF243 

D’après Moisan et al, 2019 (137). 
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3. Caractéristiques moléculaires des VIH-1/MO 

Sur les 23 formes recombinantes VIH-1/MO identifiées, 15 ont été complètement séquencées. 

Les huit autres ne pouvaient pas l’être, du fait de la présence de formes parentales associées ou d’un 

volume insuffisant de prélèvement primaire (Figure 19) (138).  

La caractérisation de ces 23 formes recombinantes a été entreprise au cours d’une précédente 

étude, afin de déterminer le nombre précis de formes recombinantes uniques VIH-1/MO (URF_MO) et 

de mettre en évidence une éventuelle CRF_MO (138). Cette étude a permis d’étudier les liens 

phylogénétiques existants entre ces formes. Une même forme recombinante a été identifiée chez deux 

patients présentant un lien épidémiologique direct (REC003/REC024) (136). L’identification d’une 

même forme recombinante chez deux patients non liés épidémiologiquement a également été 

observée, à deux reprises, chez RBF222/RBF243 et BCF174/BCF212 (110). Néanmoins, la description 

de seulement deux cas de transmission pour chacune de ces deux formes ne permettait pas de 

conclure à l’émergence d’une CRF_MO cette hypothèse. Aucun lien phylogénétique n’a été retrouvé 

entre les autres formes recombinantes. Finalement, cette étude a permis de montrer qu’il existait 19 

URF_MO différentes, dont 12 avaient été complètement séquencées (Figure 19). 

L’analyse des profils moléculaires des 19 URF_MO au cours de cette précédente étude, a permis 

de mettre en évidence la diversité génétique des fragments VIH-1/M et VIH-1/O impliqués de part et 

d’autre des points de cassure identifiés (138). Ainsi, on trouvait pour le VIH-1/M, 52,6% de fragments 

de sous-types CRF02_AG (10/19), 15,8% de D (3/19), 10,5% de fragments A et D chacun (2/19 chacun), 

5,3% de CRF11_cpx et 5,3% de forme complexe recombinante intra sous-type CRF02_AG+D (1/19 

chacun) (Figure 20). Concernant les fragments de VIH-1/O, la majorité d’entre eux, soit 84,2% des 

séquences, appartenait au sous-groupe H (16/19), contre 15,8% qui appartenaient au sous-groupe T 

(3/19) (Figure 20).  

Ces chiffres reflétaient l’épidémiologie moléculaire décrite au Cameroun. En effet, deux études 

ont montré que 50 à 58% des séquences de VIH-1/M étaient de sous-type CRF02_AG, 4,5% à 11% de 

de sous-type G, 3 à 4% de de sous-type D, 2% à 3,3% de de sous-type A et 2% à 4,7% de de sous-type 

F (139, 140). Quant aux VIH-1/O, une autre étude réalisée dans ce pays a montré que environ 77% et 

23% des souches circulantes appartenaient aux sous-groupes H et T, respectivement (59). 
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Figure 19 : Profil et diversité génétique des 19 URF_MO 

D’après Moisan et al, 2016 (138). 

Sur la partie haute figurent les génomes complets séquencés, en dessous, les génomes partiels. Le groupe O est représenté 
en bleu indiquant le sous-groupe correspondant, tandis que le groupe M est en rouge avec le sous-type correspondant. 
L’identifiant de l’URF_MO est indiqué à droite du schéma de chaque forme recombinante. 
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Figure 20 : Diversité génétiques de fragments parentaux identifiés au sein des 19 URF_MO 

A) Diversité des fragments de VIH-1/M retrouvé au sein des 19_URF_MO 
B) Diversité des fragments de VIH-1/O retrouvé au sein des 19_URF_MO 

 

Enfin, l’analyse de la répartition de tous les points de cassure des 19 URF_MO a montré que 

74,4% étaient localisés entre les gènes gag et nef (n=32/43) (138). Parmi ces points de cassure, la 

majorité d’entre eux, soit 59,4%, était localisée au sein des gènes accessoires centraux (vif, vpr et vpu) 

(n=19/32) (138) dont 31,2% au sein du gène vpr (n=10/32), confirmant que ce gène est bien un point 

chaud de la recombinaison inter-groupes MO.  

En étudiant la localisation de ces points de cassure plus finement entre gag et nef, cette 

précédente étude a également pu montrer que 72% d’entre eux (n=22/32) étaient localisés aux 

extrémités des gènes, contre 19% (n=6/32) dans une région chevauchante, partagée par deux gènes 

et 16% (n=4/32) à l’intérieur d’un gène (Tableau 3). Peu, voire aucun, point de cassure n’a été identifié 

dans gag, PR, GP120 et nef, suggérant que ces régions constituent des points froids de la 

recombinaison inter-groupes MO (138). Ces données étaient en accord avec ce qui était décrit dans la 

littérature pour les formes recombinantes intra VIH-1/M (122). 

Tableau 3 : Répartition des points de cassure entre les gènes gag et nef du génome des 19 URF_MO 

 
C : Point de cassure retrouvé à l’extrémité chevauchante d’un gène 
E : Point de cassure retrouvé à l’extrémité d’un gène 
I : Point de cassure retrouvé à l’intérieur d’un gène 

C E I C E I C E I C E I C E I C E I C E I C E I C E I C E I C E I C E I C E I C E I

0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 3 0 6 0 3 7 0 0 1 0 1 0 0 1 2 0 0 0 0 1 2 1 0 0 0 6 22 4

0 4 0 326 10 1 1 31 0 0 3 3

Total
p17 p24 PR TI IN vif vpr tat rev vpu GP120 GP41 nef

gag pol gènes accessoires env
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Enfin, d’autres points de cassure ont été décrits hors de la région gag - nef, au sein des LTRs, 

représentant 26% des points de cassure totaux (n=11/43). Une étude menée en 2017 a permis de 

montrer l’apparition d’un point de cassure obligatoire au sein de ces LTRs, lorsqu’un nombre impair 

de point de cassure était présent, entre gag et nef (141). Cette étude a été complétée par notre équipe, 

qui a permis de démontrer que ces points de cassure étaient majoritairement positionnés au sein de 

la région R des LTRs aux positions 506-511, 513-520 and 523-546 pb (en cours de soumission). Tous les 

points de cassure identifiés au sein des 19 URF_MO, ont été schématisés en Figure 21. 

 

Figure 21 : Localisation des points de cassures issus des 19 URF_MO 

Le nombre de points de cassure identifiés au sein des 19 URF_MO a été indiqué en fonction de leur position sur le génome, 
en paires de bases selon la souche de référence HxB2 (n° d'accession GenBank K03455). 

 
 

4. Conséquences de la recombinaison génétique  

Le phénomène de recombinaison est très répandu chez les virus à ARN, ayant un impact sur la 

diversification, l’évolution et le suivi des VIH.  

Sur le plan évolutif, la variabilité induite par la recombinaison entre deux séquences peut 

entrainer des modifications plus ou moins bénéfiques pour le virus. La plupart des mutations 

retrouvées au sein de la quasi-espèce n’affectent pas l’infectiosité, voire rendent le virus moins 

infectieux ou défectif. Cependant, la recombinaison permet au virus d’accumuler rapidement un grand 

nombre de mutations et contribue donc grandement à la diversification virale. En fonction de la 
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position des points de cassure le long du génome, ce phénomène peut altérer la fonction d’un gène 

important, comme c’est le cas par exemple, pour le gène de l’enveloppe (142). En revanche, d’autres 

gènes sont moins impactés par la survenue de mutations, comme c’est le cas de la TI (143). Si un gène 

viral jouant un rôle clé au cours du cycle de réplication, dans le système d'échappement au système 

immunitaire, ou contre un ARV est altéré, cela peut affecter la capacité du virus à faire face à un 

environnement donné (144, 145). Ce constat est également valable si ce changement concerne 

l’interaction avec un facteur de restriction ou la maturation du virion. Comme dit précédemment, la 

recombinaison ne peut donc pas avoir lieu n’importe où dans le génome, afin de préserver la structure 

d’un gène et/ou la fonction d’une protéine virale et les virions défectueux ou moins adaptés ne seront 

pas sélectionnés par les pressions de sélections immunitaire ou thérapeutique (146–149). 

D’autres mutations peuvent quant à elles être bénéfiques pour le virus, en le rendant plus 

infectieux (130, 150). Ces changements liés à la recombinaison peuvent également permettre de 

diversifier les populations virales intra-hôte en faisant émerger un variant plus adapté que celui/ceux 

ayant infecté la cellule à l’origine (Figure 22) (130, 145). Ce phénomène de recombinaison permet 

également de supprimer les mutations délétères, survenue au cours de la diversification du virus, 

puisque des erreurs sont introduites à chaque cycle de réplication. Enfin, la recombinaison peut 

permettre de rétablir une fonction altérée par des phénomènes d’oxydation de base, en transformant 

un virion initialement défectif en virion viable et fonctionnel (Figure 22) (151, 152).  

Figure 22 : Conséquences évolutives de la recombinaison génétique 

Traduit d’après Simon Lorière et Holmes, 2011 (130). 

Les cercles jaunes indiquent un génotype de type sauvage. En fonction des génotypes donneurs et accepteurs impliqués, de 
la position du point de cassure et des segments génomiques échangés, le phénomène de recombinaison peut avoir plusieurs 
conséquences : a) la création d’un avantage réplicatif par l’acquisition d’une combinaison de mutations bénéfiques pour le 
virus (cercles bleus), b) la suppression de mutations délétères pour le virus (cercles rouges) pour restaurer le génotype 
sauvage, ou encore c) la réparation des génomes défectifs, présentant des cassures ou des modifications de bases (éclairs 
rouges). 
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Sur le plan diagnostic, l’adaptation des outils de dépistage au VIH-1/O permet maintenant de 

diagnostiquer la majorité des VIH en incluant la majorité des variants circulants. Ceci implique 

paradoxalement que les formes recombinantes ne sont plus mises en évidence au moment du 

diagnostic, puisque leur détection reposait jusqu’alors sur l’observation de discordances séro-

moléculaires ou moléculaires. Désormais, le diagnostic d’une forme recombinante VIH-1/MO repose 

donc entièrement sur le séquençage de résistance, qui cible toujours plusieurs régions du génome de 

façon spécifique de groupes (M et O). Lorsque les groupes M et O sont retrouvés de manière 

concomitante lors du séquençage de résistance, la présence d’une double infection VIH-1/M+O ou 

d’une forme recombinante VIH-1/MO peut être suspectée.  

Sur le plan thérapeutique, certaines études ont montré que la recombinaison intra-groupe M 

pouvait un conférer une résistance aux traitements ARV, donc une meilleure résistance face aux 

pressions thérapeutiques (153, 154). L’utilisation d’un traitement non adapté pourrait ainsi conduire 

à la transmission et la diffusion de virus résistants dans la population. Ainsi, un échec virologique a été 

rapporté récemment chez une patiente infectée par une forme recombinante VIH-1/MO (RBF235), 

dans un contexte complexe de dysobservance et de diagnostic tardif d’une co-infection VIH-1/M+O 

ayant favorisé l'émergence d'un recombinant VIH-1/MO. L’étude des prélèvements séquentiels a 

montré que cet échec perdurait malgré l’adaptation du traitement à six reprises (111). Ces résultats 

sont toutefois à nuancer, puisque les autres formes recombinantes, étudiées au cours d’un autre 

travail (BCF204, RBF208, BCF212 et RBF243), ont montré une bonne réponse aux traitements mis en 

place, sans problème de prise en charge (CV indétectable et CD4 supérieurs à 200/mm3) (155). Pour le 

moment, aucun impact de ces formes recombinantes MO n’a été mis en évidence sur le plan 

thérapeutique, à l’exception des formes ayant une TI de groupe O, avec donc potentiellement une 

résistance aux INNTI (155).  

 

5. Capacité réplicative et fitness viral 

Le virus mute de façon constante afin de s’adapter à l’environnement dans lequel il évolue, sous 

l’effet de pression de sélection. Cette capacité du virus à s'adapter et à se reproduire dans un 

environnement précis, définit sa capacité réplicative, ou « fitness » réplicatif. La notion de fitness 

représente la capacité d’un virus, ou d’une population virale, à devenir prédominant(e) face à d’autres 

virus en culture, au sein d’un hôte, ou au sein d’un système donné et à s’adapter, se transmettre à la 

génération suivante (fitness adaptatif). Le fitness quantifie donc le potentiel d’une souche à évoluer, 

dans un environnement donné, face à une pression de sélection, qu’elle soit naturelle ou induite (144, 
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156–158). La capacité réplicative influence grandement le fitness viral, en déterminant le potentiel de 

la souche à se multiplier et produire des virions infectieux au cours du cycle de réplication. Plusieurs 

méthodes existent pour mesurer le fitness réplicatif, tel que l’étude des activités enzymatiques virales 

(PR ou TI) du virus, l’étude de la cinétique de réplication in vitro sur CMSPs, ou encore des essais de 

compétitions dans des cellules ou tissus (Figure 23) (158). Cette mesure de la capacité réplicative peut 

être effectuée par la mise en culture de plusieurs souches en parallèle (potentiel réplicatif), cette 

technique reste sera moins informative que la comparaison de ces souches au sein d’une même 

culture, pour conclure sur une réelle différence réplicative entre les souches (157). La mesure du 

fitness adaptatif est quant à elle plus complexe car nécessite des études de compétition entre plusieurs 

souches, parfois dans des systèmes complexes (157, 159, 160).  

 

Figure 23 : Méthodes de détermination du fitness viral 

Traduit d’après Wargo et Kurath, 2012 (144). 

 

Comme vu précédemment, la recombinaison génétique impacte l’évolution et la dynamique 

des populations virales du VIH. En plus de ce phénomène de recombinaison, les propriétés intrinsèques 

du virus, incluant un fort taux de réplication couplé à la faible fidélité de la TI, implique la sélection de 

mutations qui peuvent conduire à un changement de fitness. Une corrélation entre augmentation de 

la diversité virale et augmentation du fitness a été retrouvé dans deux études, à partir de population 

clonales (161, 162). Malgré la description de nombreux points de cassure le long des génomes du VIH, 

il a été démontré que des contraintes fonctionnelles et structurales limitaient la recombinaison 

génétique. Ces contraintes ont été étudiées en regard du fitness viral, démontrant qu’il existait une 

interdépendance de la GP120 et GP41. Si des perturbations comme le phénomène de recombinaison 

entravaient la fonctionnalité du gène de l’enveloppe, alors une diminution du fitness était observée 
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(163, 164). Enfin, un avantage réplicatif conféré par l’acquisition d’une mutation de résistance à un 

traitement, pourra avoir comme conséquence, un gain de fitness réplicatif, puisqu’le virus résistant 

sera avantagé par rapport à la population virale initiale ne possédant pas cette résistance (165, 166).  

Finalement, la capacité réplicative et le fitness adaptatif font partie des nombreux processus 

impliqués dans la sélection des souches de VIH, notamment des formes recombinantes, puisqu’ils 

permettent la sélection des formes les plus adaptées ou ayant un avantage réplicatif, par rapport aux 

formes parentales dont elles sont issues. Après génération des formes recombinantes par l’action de 

la TI, de nombreuses pressions de sélection, moteurs de l’évolution génétique, interviennent (Figure 

24). Seules les formes infectieuses, non défectives et possédant des protéines et une structure viable 

pourront être sélectionnées au sein d’une population virale. Un avantage réplicatif conféré par une 

mutation, ou par la recombinaison, peut permettre de faciliter l’émergence d’un virus au sein du 

patient. Une fois le virus réplicatif et infectieux sélectionné, il fait encore face à de multiples pressions 

de sélection, à la fois exercées par l’hôte (système immunitaire, facteurs de restriction) et par la mise 

sous traitement ARV si elle a lieu (pression thérapeutique). La diffusion dans la population d’un variant 

en particulier du VIH, notamment des formes recombinantes, dépend donc grandement de la capacité 

réplicative et du fitness adaptatif de ces dernières (Figure 24). 

 

 

Figure 24 : Processus de génération et sélection des VIH-1/MO 

Adapté d’après Cappy et al, 2016 (167). 

 



p. 57 
 

Depuis sa découverte, le VIH-1 a largement diffusé dans la population et le VIH-1/M est devenu 

pandémique. Certaines souches sont néanmoins moins adaptées comme c’est le cas du VIH-2. Sa 

transmission est quatre à dix fois plus faible et entraine des CV plasmatiques environ 30 fois inférieures 

à celle du VIH-1 (168, 169). L’étude publiée Ariën et al en 2005, a également montré cette différence 

entre VIH-1 et VIH-2 et avec les VIH-1/O, en établissant une « pyramide de fitness » : VIH-1/M > VIH-2 

>> VIH-1/O (168). Cette étude a pu montrer, d’une part, que les VIH-1/O étaient 100 fois moins adaptés 

que tous les isolats de VIH-2 et de VIH-1/M testés et, d’autre part, que la plupart des VIH-2 testés était 

également moins adaptés que les VIH-1/M. En 1999, l’étude menée par Peeters et al avait pu montrer 

une capacité réplicative supérieure de la forme recombinante VIH-1/MO, après de multiples dilution 

en culture, donc suggérant un avantage réplicatif par rapport à sa forme parentale VIH-1/M (132). Ces 

deux études mises en parallèle suggéraient que les formes recombinantes VIH-1/MO pourrait avoir 

une capacité réplicative supérieure à leurs formes parentales. Cette hypothèse a été étudiée au cours 

d’une précédente étude, menée en 2019 par notre équipe, sur le potentiel réplicatif d’une forme 

recombinante in vitro par rapport aux deux souches parentales VIH-1/M et VIH-1/O (137). Les résultats 

de ces travaux ont montré que la souche recombinante produite in vitro, possédait un comportement 

intermédiaire, selon les marqueurs étudiés au cours de la cinétique de réplication. Cette étude sera 

détaillée page 62, afin d’introduire les travaux effectués au cours de ce projet de doctorat.  
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RATIONNEL ET OBJECTIFS 

La mise en évidence de plusieurs formes recombinantes VIH-1/MO depuis 1999, de leur circulation 

possible en dehors du Cameroun (110, 135), ainsi que de leur transmissibilité au sein d’un couple (136) 

et une étude de leur réplication in vitro (132) suggèrent que ces formes pourraient posséder un 

avantage réplicatif, par rapport aux souches parentales VIH-1/M et VIH-1/O dont elles proviennent. 

La description des points de cassure au sein des 19 URF_MO indique que le phénomène de 

recombinaison génétique n’intervient pas au hasard. Ces formes MO possèdent, certes, des profils 

différents mais conservent des similitudes du fait de l’existence de mêmes points de cassure, localisés 

aux mêmes endroits du génome. Parmi ces URFs, 53% des points de cassure étaient retrouvés le plus 

fréquemment au niveau au sein du gène vpr (n=10/19) (137). Parmi les 12 URF_MO complètement 

séquencées, deux profils distincts ont été mis en évidence. Un premier profil a été mis en évidence 

pour 64% d’entre elles, avec un motif [Ogag/pol-Menv] correspondant à une première moitié de génome 

(gag/pol) de VIH-1/O et une seconde (env) de VIH-1/M. Le second profil implique le motif inverse 

[Mgag/pol-Oenv,] pour 36% d’entre elles (137).  

Concernant la diversité des fragments impliqués dans ces formes recombinantes, plus de la moitié 

des fragments de VIH-1/M était de sous-type CRF02_AG (52,6 %). Les VIH-1 diffusent largement dans 

la population et le sous-type CRF02_AG est majoritaire au Cameroun. Des fragments de VIH-1/M au 

sein d’une forme recombinante pourraient conférer un avantage réplicatif, permettant une diffusion 

facilitée de la nouvelle forme recombinante grâce aux propriétés des VIH-1/M. Concernant les 

fragments de groupe O, les différents profils de recombinaison comportaient une grande majorité de 

VIH-1/O de sous-groupe H (84%) (137). Les VIH-1/O possèdent un polymorphisme génétique naturel 

comparés aux VIH-1/M (90) et, malgré une plus faible prévalence par rapport au groupe M 

pandémique, il a été démontré que les VIH-1/O de sous-groupe H, possédaient une résistance aux 

INNTI, basée sur la présence d’une cystéine à la position 181 de la TI (Y181C) (59). Cette propriété, 

entraine une résistance naturelle à cette classe de molécules, utilisée jusqu’à récemment dans de 

nombreuses lignes de traitements ARV (59, 170).  

La question du potentiel réplicatif de telles formes recombinantes se pose, car les VIH-1/O 

possèdent des caractéristiques très différentes de celles décrites pour les VIH-1/M. Deux études nous 

permettent de suspecter que les formes VIH-1/MO pourraient être mieux adaptées que les formes 

parentales dont elles ont émergé. Une première étude de Ariën et al., a montré une capacité 

réplicative 100 fois supérieure des VIH-1/M face aux VIH-1/O (168) et une seconde de Peeters et al., a 

montré une capacité réplicative plus importante de la forme recombinante VIH-1/MO face à sa forme 
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parentale VIH-1/M en culture (132). Une seule étude portant sur le potentiel réplicatif d’une forme 

recombinante, comparée à ses deux formes parentales, a été menée au laboratoire ; détaillée dans le 

chapitre suivant. Les résultats de cette étude ont pu montrer que la souche recombinante produite in 

vitro, possédait un comportement différent selon les marqueurs étudiés au cours du suivi des 

cinétiques de réplication. Cette étude présentait des limites expérimentales, puisque cette forme 

recombinante générée ne correspondait pas à l’épidémiologie moléculaire observée au sein des 19 

URF_MO. De plus, une seule forme recombinante a pu être générée, ne permettant pas l’étude du 

potentiel réplicatif de plusieurs formes recombinantes. Par ailleurs, aucune étude n’a pu à ce jour 

comparer le potentiel réplicatif entre différentes formes recombinantes. Ces formes pourraient 

posséder à terme tous les avantages de chaque groupe M et O, combiner des mutations permettant 

l’échappement au facteur de restriction, voire posséder des fitness réplicatif et adaptatif plus 

importants que les formes VIH-1/M et VIH-1/O parentales. 

Ces données suggèrent que les formes recombinantes pourraient acquérir une combinaison 

génétique avantageuse en fonction du positionnement du point de cassure, majoritairement au sein 

des gènes accessoires centraux. Il pourrait donc être plus avantageux, pour le virus, de combiner une 

TI de groupe O, impliquant une résistance naturelle à certains INNTI, avec une enveloppe de groupe 

M, facilitant la diffusion de ce groupe au sein de la population, mais cette hypothèse n’a pas encore 

pu être prouvée. De plus, la combinaison de fragments de VIH-1/M, pandémique, au sein d’un VIH-

1/O, endémique au Cameroun, pourraient conduire à une évolution de l’épidémie à VIH-1/O sous une 

forme de CRF, potentiellement plus adaptée que le VIH-1/O et diffusant dans la population. 

Aujourd’hui, les conditions d’émergence des formes recombinantes inter-groupes MO restent 

floues. De nombreux contextes impliquant la description d’une ou plusieurs formes recombinantes 

inter-groupes MO ont été étudiés : des formes recombinantes associées à la présence d’une ou 

plusieurs formes parentales, des recombinantes isolés sans formes parentales, deux formes 

recombinantes au sein d’un même patient (105, 107, 110, 111, 132, 133, 135). Différents contextes 

cliniques ont également été rapportés, mais une seule étude a démontré la transmission directe d’une 

forme recombinante VIH-1/MO au seine d’un couple (REC003 et REC024) (136). En France, au cours de 

l’année 2022, la découverte d’une discordance moléculaire chez un nouveau-né au stade SIDA, suite à 

son admission en réanimation pédiatrique, nous a permis de mettre en évidence la transmissibilité 

mère-enfant d’une forme recombinante VIH-1/MO. Aucun cas de transmission verticale impliquant 

l’une de ces formes recombinantes n’avait encore été mis en évidence dans la littérature.  

Ce travail de thèse avait donc pour objectif d’approfondir les connaissances sur la recombinaison 

entre VIH-1 de groupes M et O.  
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Un premier volet avait pour objectif d’étudier l’impact du profil de recombinaison sur le potentiel 

réplicatif de ces formes recombinantes. Pour y parvenir, nous avons, d’une part, essayé de générer 

plusieurs clones moléculaires infectieux parentaux VIH-1/M et VIH-1/O et chimériques VIH-1/MO, afin 

de comparer le potentiel réplicatif des formes recombinantes avec celui de ces formes parentales, 

grâce à un système de génétique inverse. D’autre part, nous avons comparé les cinétiques de 

réplication de deux souches recombinantes VIH-1/MO différentes, après mise en en culture in vitro. 

Le deuxième volet de cette étude avait pour objectif de caractériser un cas de transmission 

verticale, par l’étude du profil de recombinaison des deux virus recombinants et du lien 

phylogénétique entre les virus de la mère et de son enfant. La caractérisation des génomes complets 

a été entreprise à l’aide de deux technologies de séquençage avec, d’une part, la technologie Sanger 

déjà maitrisée et disponible au laboratoire et, d’autre part, le développement d’une technique de 

séquençage à haut-débit. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 

I. Potentiel réplicatif et impact du profil de recombinaison des VIH-1/MO 

La génération d’un clone moléculaire infectieux chimérique (CMIC) de VIH-1/MO a été entreprise 

au cours d’une étude préliminaire au laboratoire, afin de comparer le potentiel réplicatif in vitro de 

formes recombinantes MO par rapport à celui des formes parentales VIH-1/M et VIH-1/O dont elles 

étaient issues (137). Cette étude se basait sur une technique de génétique inverse, impliquant 

l’utilisation de clones moléculaires infectieux (CMI) pour produire les virus correspondants après 

culture sur lignée cellulaire sensible et permissive. Les CMI sont des outils de clonage correspondant à 

une séquence de génome complet de VIH inséré au sein d’un vecteur plasmidique. Ces clones 

permettent la production de virus dont la séquence génétique est préalablement connue, car ils 

proviennent de virus parentaux connus. La comparaison des souches entre elles peut donc être 

réalisée en s’affranchissant de la diversité virale induite par la mise en culture du VIH. Enfin, tous ces 

clones peuvent être transfectés dans un système cellulaire sensible afin d’y produire les virions 

correspondants.  

Cette étude portait également sur la comparaison des potentiels réplicatifs in vitro des 

recombinants entre eux, afin de rechercher un éventuel profil préférentiel de recombinaison (137). 

Des CMIC ont été envisagés à partir de différentes souches parentales de VIH-1/M et de VIH-1/O et 

modélisés avec un unique point de cassure dans vpr, puisqu’un point chaud de recombinaison a été 

identifié dans cette région pour 53% des 19 URF_MO (n=10/19) in vivo. L’étude préalable de la 

répartition des points de cassure au sein de ces formes recombinantes avait montré que sur les 32 

points de cassures identifiés au total entre gag et nef, 44% des points de cassure (n=19/32) étaient 

localisés dans les gènes accessoires centraux vif, vpr et vpu. Deux profils de recombinaison avaient 

donc été envisagés selon les profils identifiés comme majoritaires dans les URF_MO décrites in vivo : 

le motif [Ogag/pol-Menv] et le motif inverse [Mgag/pol-Oenv,]. Étant donnée l’hypothèse d’un avantage 

réplicatif conféré par la recombinaison, posée par les travaux de Peeters et al., la comparaison du 

potentiel réplicatif du recombinant à celui de ses formes parentales nécessitait d’avoir à disposition 

les CMI parentaux de VIH-1/M et VIH-1/O correspondants. Parmi les souches parentales disponibles, 

un VIH-1/M de sous-type B (89.6) et un VIH-1/O de sous-groupe T (RBF206) ont pu être utilisés (137).  

Malgré les multiples stratégies testées, aucun CMIC candidat ne s’est révélé être infectieux après 

culture in vitro. Un CMIC de motif [Ogag/pol-Menv] a néanmoins été obtenu par synthèse par la société 

Genecust (GC, Luxembourg), appelé OM-TB-2016. Afin de comparer les potentiels réplicatifs des 
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souches parentales VIH-1/M et VIH-1/O et de la souche recombinante OM-TB-2016, des cinétiques de 

réplication ont été réalisées sur lignées cellulaires. Deux marqueurs ont été suivis dans les surnageants 

de culture : l’activité de la TI et la quantité d’AgP24. Pour procéder à la comparaison, trois paramètres 

ont été pris en compte pour chacun de ces deux marqueurs : la vitesse d’atteinte du pic, l’intensité de 

ce pic et la vitesse de réplication. Les résultats de cette étude ont permis de confirmer un potentiel 

réplicatif supérieur du VIH-1/M par rapport à celle du VIH-1/O, quel que soit le marqueur utilisé en 

culture, comme ce qui avait été montré par Ariën et al (137, 168). Concernant la souche recombinante, 

un comportement différent entre les deux marqueurs a été observés, montrant un comportement 

similaire à la souche parentale VIH-1/O pour la production d’AgP24 en termes de délai, d’intensité et 

de vitesse de production, un comportement similaire à la souche parentale VIH-1/M pour la 

quantification de l’activité de la TI, en termes de délai et de vitesse, mais une intensité plus proche de 

celle du VIH-1/O parental. Cette étude n’a pas permis de mettre en évidence un meilleur potentiel 

réplicatif de la souche recombinante OM-TB-2016, mais a montré que cette forme possédait un 

comportement intermédiaire selon les marqueurs étudiés. 

L’obtention de ce premier CMIC a prouvé qu’il était possible de générer ces clones et d’en étudier 

leur profil au laboratoire, mais de nombreuses limites ont été soulevées. Premièrement, ces données 

préliminaires obtenues sur le potentiel réplicatif ne permettaient pas d’indiquer un éventuel avantage 

réplicatif de la forme recombinante VIH-1/MO. Pour parvenir à une telle conclusion, cela impliquait de 

mettre en place d’une étude de fitness. En effet, la mise en compétition de chaque souche de VIH-

1/M, VIH-1/O et VIH-1/MO permettrait de visualiser une différence entre elles, mais nécessite le 

développement d’outils de révélation appropriés. Ensuite, le choix des CMI parentaux VIH-1/M et VIH-

1/O a été conditionné par la disponibilité des souches correspondantes sous forme de clone au 

laboratoire, limitant le choix pour la génération des CMIC. Ainsi la construction réalisée était 

complétement artificielle, aucune combinaison VIH-1/M de sous-type B associé à un VIH-1/O de sous-

groupe T n’ayant été décrite in vivo. Enfin, l’échec de génération du motif de CMIC [Mgag/pol-Oenv,] 

rendait impossible la comparaison des deux profils de recombinaison entre eux. Une étude publiée par 

la suite, a également montré que la souche de VIH-1/O sélectionnée pour ce travail possédait une 

protéine Vpu semblable à celle des VIH-1/M, permettant de contourner l’action de la Tétherine et 

qu’elle n’était pas la plus représentative des VIH-1/O (171). 

C’est dans ce contexte que se situe ce projet de doctorat, dont le premier objectif était d’étudier 

et de comparer le potentiel réplicatif de plusieurs formes recombinantes VIH-1/MO, après mise en 

culture in vitro.  
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1. Génération in vitro des virus VIH-1/M, VIH-1/O et VIH-1/MO 

Afin d’effectuer une comparaison entre formes parentales VIH-1/M et VIH-1/O et formes 

recombinantes VIH-1/MO, une étape préliminaire de construction de CMI a été effectuée pour ensuite 

produire les CMIC. Cette partie du travail expérimental avait pour objectifs, d’une part, de comparer 

les potentiels réplicatifs de deux formes recombinantes de motif inverse, afin d’analyser l’impact du 

profil de recombinaison et, d’autre part, de comparer le potentiel réplicatif de ces formes à ceux des 

deux formes parentales dont elles provenaient. 

a. Méthodologie 

Choix des souches parentales 

Du fait des travaux réalisés antérieurement, plusieurs CMI de VIH-1/M étaient déjà 

disponibles : pNL4-3 et p89.6 (sous-type B), pCRII-TOPO-SE8131-3 (sous-type A) et p92UG0001 (sous-

type D), tous obtenus du CFAR (Centre for AIDS Reagents) du NIBSC (National Institute for Biological 

Standards and Control). Deux CMI de VIH-1/O étaient également disponibles, issus d’une précédente 

collaboration : pRBF206 (sous-groupe T) et pBCF120 (sous-groupe H) (86). Pourtant, le CMI pBCF120, 

impliquant le sous-groupe majoritaire H, n’avait pas pu être amplifié au laboratoire et nécessitait une 

adaptation du protocole de clonage. Etant donné la faible disponibilité de CMI de VIH-1/M sous-type 

CRF02_AG (pourtant majoritairement retrouvé dans les URF_MO) et de CMI de VIH-1/O, la première 

étape a consisté en la génération de nouveaux CMI parentaux. Pour ce faire, trois souches de VIH-1/O, 

YBF026, RBF130 et BCF108, toutes de sous-groupe H et trois de VIH-1/M, AAS638, M-A-062021 et M-

F-062021 de sous-type CRF02_AG, A et F, respectivement, ont été testées en plus des CMI déjà 

disponibles au laboratoire. 

Plasmides vecteurs et pBCF120 

Le plasmide vecteur pBR322 (NEB, France) est un plasmide circulaire de 4361 pb (n° 

d’accession J01749.1) présent en 10 à 100 copies par génomes bactérien (172). Ce plasmide possède 

un gène de résistance à l’ampicilline (Amp) permettant la sélection des bactéries contenant les souches 

de VIH-1 d’intérêt, après transformation chimique (172, 173).  

Le CMI pBCF120 déjà disponible, correspond à un génome complet de VIH-1/O de sous-groupe 

H, inséré dans le vecteur pSMART-LC-Amp, d’environ 2049 pb, qui possède un gène de résistance à 

l’Amp. La taille totale de pBCF120 est de 11941 pb.  
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Principe général d’assemblage par Gibson Assembly 

Afin de générer d’autres CMI, nous avons utilisé la méthode de Gibson Assembly, qui est une 

technique de biologie moléculaire permettant d’assembler différents fragments au sein d’un plasmide 

vecteur linéarisé, par l’action de trois enzymes différentes, lors d’une même réaction isothermique 

(174, 175). Cette technique repose sur l’utilisation de fragments modélisés et obtenus par PCR, à l’aide 

d’amorces dites chevauchantes, car possédant des régions complémentaires entre les extrémités des 

différents fragments à assembler (Figure 25). Cette fragmentation par PCR est réalisée en parallèle 

d’une linéarisation d’un vecteur, dans lequel seront insérés les fragments d’intérêt. Tout d’abord, une 

5’exonucléase digère les extrémités 5’ de chaque fragment à assembler. Tous ces fragments 

deviennent alors chevauchants. Une ADN polymérase synthétise alors des ADNc de chaque fragment, 

puis une ligase lie ces derniers entre eux, permettant la circularisation du plasmide. Le résultat final 

correspondait à l’assemblage théorique modélisé, appelé produit Gibson Assembly (GA). 

 

Figure 25 : Principe général de la réaction Gibson Assembly 

Image de Tobias Vornholt adaptée en français (CC BY-SA 4.0) (176). 
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Génération des CMI 

Modélisation des amorces.  

Une première étape de visualisation des clones à l’aide de l’outil NEBuilder® Assembly Tool de 

NEB a ensuite été réalisée, afin de concevoir les amorces chevauchantes nécessaires à la réaction de 

Gibson Assembly (Annexe 1). 

 

Génération des fragments.  

Le plasmide pBR322 utilisé au cours de cette étude possède un site de restriction ciblé par 

l’enzyme BamHI-HF® (NEB) au sein du Multiple Cloning Site (MCS), nous permettant de linéariser au 

préalable ce plasmide. La digestion enzymatique a été réalisée selon le protocole préconisé par l’outil 

NEB Cloner® (NEB) en ajoutant 0,5µL d’enzyme à 1µg d’ADN, 5µl de tampon 10X CutSmart et de l’eau 

RNAse free pour un volume réactionnel final de 50µL. Une incubation a ensuite été réalisée pendant 

1h à 37°C. 

Pour la génération des CMI, la démarche était d’assembler les différents fragments provenant 

d’un même génome complet, scindé en deux fragments par PCR afin faciliter l’insertion au sein du 

plasmide pBR322. Le premier fragment, appelé Fragment A, allait du 5’LTR jusqu’au gène vif alors que 

le deuxième fragment, appelé B, s’étendait du début de vif jusqu’au 3’LTR (Figure 26). Les amorces ont 

été positionnées dans la région vif de façon à obtenir deux fragments de taille quasi identique, 

indifféremment de la diversité des souches, soit environ 5000 pb et 4700 pb pour les fragments A et 

B, respectivement.  

 

Figure 26 : Profil des CMI VIH-1/M et VIH-1/O 

Les profils moléculaires des deux CMI VIH-1/M (à gauche) et VIH-1/O (à droite) sont représenté dans cette figure. Les 
fragments de VIH-1/O sont représentés en bleu, de VIH-1/M en rouge et le plasmide en vert. Les différents fragments ont été 
nommés A et B, respectivement, en partant du 5’LTR vers le 3’LTR. Chaque position d’un point de cassure est représentée 
par des traits en pointillés.  
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L’ADN intracellulaire des différentes souches a été extrait de façon automatisée sur l’automate 

EZ1® avec le kit EZ1® advanced XL (Qiagen, Allemagne), à partir d’un culot de cellules de fin de culture 

précédemment congelées au laboratoire et selon les recommandations du fournisseur. Ces extraits 

d’ADN ont été quantifiés par Biodrop® (Sciencetec, France) selon les recommandations fournisseurs. 

Les deux moitiés de génome ont été amplifiées par PCR à l’aide du kit Long Range® PCR 

(Qiagen) en complétant 5µL de mix 10X par 2,5µL de dNTP à 10mM chacun, 2µL de chaque amorce 

sens et antisens à la concentration de 0,4µM (Annexe 1), 500ng d’ADN extrait, 0,4µL d’enzyme et par 

de l’eau RNAse free pour un volume réactionnel final de 50µL. Une première étape de dénaturation 

initiale a été réalisée 3min à 93 °C, suivie de 10 cycles sans incrémentation de 15s à 93°C, 30s à 58 °C, 

6min à 68°C, puis 35 cycles identiques aux précédents ont été réalisés pour l’élongation avec une 

incrémentation de 20s par cycle ; enfin une élongation finale a été réalisée 10 min à 68 °C.  

Chaque fragment a été contrôlé après PCR, par révélation sur gel d’agarose à 1%, puis purifié 

à l’aide du kit Nucleospin Gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel) avant d’être quantifié par Biodrop®.  

 

Assemblage des CMI par réaction de Gibson Assembly.  

Chaque CMI a été produit en utilisant la méthode de GA précédemment décrite, adaptée pour 

l’assemblage de trois fragments : le génome complet de la souche parentale fragmenté en deux ainsi 

que le plasmide vecteur linéarisé (Figure 27). Les quantités optimales de chaque fragment ont été 

calculées selon les recommandations fournisseurs, soit 0,03 à 0,2 pmols dans un volume maximal de 

10µL pour 2 à 3 fragments assemblés et 100ng de plasmide pour 200ng de fragments. Ces fragments 

ont été ajoutés à un mix contenant 10µL de NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (NEB) et de l’eau 

RNAse free si besoin pour un volume final de 20µL. Le mélange a été incubé 15min à 50°C. 
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Figure 27 : Méthode Gibson Assembly avec 2 fragments pour la génération des CMI parentaux  

Des numéros et lettres minuscules sont indiqués à gauche de chaque étape de l’assemblage par méthode Gibson Assembly, 
sauf pour la première étape où la fragmentation de la souche parentale et la linéarisation du plasmide vecteur se fait en 
parallèle. Le passage d’une étape à l’autre est symbolisé par des traits en pointillés en dessous de chaque étape. 1) L’ADN 
intracellulaire d’une souche parentale (génome complet en rouge foncé) est fragmenté en deux parties A et B, représentant 
la première moitié de génome allant du 5’LTR au point de cassure vif (A en orange) et la deuxième moitié de génome allant 
du point de cassure dans vif jusqu’au 3’LTR (B en violet). Ces fragments sont obtenus à l’aide d’amorces modélisées pour 
obtenir des zones chevauchantes entre fragments à assembler 1’) En parallèle, le vecteur pBR322 est linéarisé par digestion 
enzymatique au niveau du site de restriction unique BamHI. 2) La réaction de GA a lieu en 3 étapes, toutes à 50°C. a) Les 
extrémités 5’ de chaque fragment sont digérées par l’activité 5’exonucléase de la polymérase. b) Cette dernière peut alors 
faire correspondre les extrémités 3’ et 5’ de chaque fragment chevauchant (encadrés noirs) et procéder à l’élongation pour 
combler les séquences. Les extrémités 3’ et 5’ restantes (cercles en pointillées noirs), également chevauchants, 
correspondant aux extrémités du plasmide, permettant la circularisation dans l’étape suivante c) La ligase contenue dans le 
mélange réactionnel assemble les séquences complémentaires par ligation et provoque la circularisation du plasmide. Le 
génome complet inséré au sein du vecteur, est appelé produit Gibson Assembly (GA). 
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Clonage bactérien.  

Les différents produits issus de l’assemblage Gibson Assembly ont été, par la suite, clonés dans 

des bactéries, afin d’être amplifiés (Figure 28). Les bactéries NEB® Stable Competent E. coli (New 

England BioLabs, Etat Unis) ont été choisies car elles sont chimiocompétentes, elles permettent une 

haute efficacité et un bon rendement de transformation chimique et elles sont idéales pour la 

purification de clones plasmidiques contenant des éléments répétés ou instables, comme c’est le cas 

dans les génomes de VIH (177). Le milieu NEB® Outgrowth Medium (NEB), fourni avec ces cellules, 

permet une bonne survie des bactéries après choc thermique (177). Ces bactéries ont également été 

choisies car elles sont sensibles à l’ampicilline (Amp) à la concentration de 100 µg/mL (Amp 100). Elles 

possèdent également le gène codant la β-galactosidase qui permet de visualiser les colonies 

transformées en présence de X-gal, qui est un substrat chromogène de cette enzyme. Le protocole de 

clonage complet a été détaillé en Annexe 2. 

 

 

Figure 28 : Etapes de la transformation chimique des produits Gibson Assembly 

Créé avec BioRender.com 

 

Vérification des clones.  

Chaque candidat a ensuite été quantifié par Biodrop®, puis une digestion a été réalisée par une 

ou plusieurs enzymes de restriction afin de valider le profil des candidats. Ces enzymes ont été 

sélectionnées en fonction de la présence des sites de restriction positionnés sur les clones, afin 

d’amplifier au maximum trois fragments différents. Chaque clone ayant le bon profil de digestion, ou 

une taille totale attendue, était ensuite testé en culture cellulaire. 
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L’ensemble des étapes de production des CMI et CMIC a été schématisé dans la Figure 29. 

 

 

Figure 29 : Vue d’ensemble des différentes étapes de production des CMI et CMIC 

Les cadres rectangulaires montrent les étapes clés du protocole, celles impliquant des étapes de vérifications sont 
représentées par des cadres à coins arrondis. Les flèches noires symbolisent le passage d’une étape à une autre tandis que 
les flèches rouges impliquent un retour à une étape précédente après échec/impossibilité de passer à l’étape suivante. 

 

Génération des CMIC : 

Modélisation des amorces et CMIC.  

Après la génération des CMI, nous avons modélisé les différents CMIC à produire. Les points 

de cassure ont été positionnés au niveau des points chauds de la recombinaison identifiés in vivo (137). 

Un premier point de cassure a donc été positionné dans le gène vpr, entre les bases 5624 et 5636. Le 

deuxième point de cassure a été positionné dans les 5’ et 3’LTRs, entre les bases 513 et 522, au niveau 

du motif de recombinaison décrit comme majoritaire dans une étude précédente (137). Deux profils 

de recombinaison ont alors été envisagés (Figure 30). 
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Figure 30 : Profil de recombinaison des deux formes VIH-1 « OMOM » et « MOMO » 

Le profil moléculaire des deux formes VIH-1/OMOM et MOMO sont représentés en A et B respectivement. Les fragments de 
VIH-1/O sont visibles en bleu tandis que les fragments de VIH-1/M sont en rouge. Chaque position a été indiquées par rapport 
à la souche de référence HxB2 allant du premier codon 1, au dernier 9719. Les deux points de cassure ont été positionné sur 

les génome dans vpr aux positions 5624 - 5636 pb (5630+/-5) et dans les LTRs aux positions 513 - 522 pb (518+/-4 et 9602+/-4). 

 

Le premier profil envisagé était constitué d’une première moitié de génome VIH-1/M entre 

gag et vpr, d’un gène vpr recombinant de motif MO, d’une deuxième moitié de génome VIH-1/O entre 

vpr et nef et de LTRs recombinants, de motif OM. Ce premier profil a été nommé VIH-1/OMOM (Figure 

30A). Un profil de recombinaison inverse VIH-1/MOMO a également été modélisé au cours de cette 

étude, associant un point de cassure de motif MO au sein des LTRs et un point de cassure de motif OM 

dans le gène vpr (Figure 30B).  

L’assemblage de ces fragments nécessitait également de modéliser des amorces 

chevauchantes qui devaient s’hybrider au niveau des régions conservées (Annexe 3). La génération des 

CMIC implique d’assembler des fragments adjacents de groupes M et O, qui sont assez divergents et 

rendent l’assemblage difficile, contrairement aux fragments utilisés pour la génération des CMI, qui 

proviennent d’une même souche de départ.  
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Génération des fragments.  

Selon notre modélisation avec deux points de cassure, l’assemblage comportait quatre 

fragments au lieu de deux comme décrit pour les CMI et ces fragments étaient de tailles très 

différentes. Le positionnement d’un point de cassure dans les gènes accessoires centraux entraine une 

coupure du génome complet en deux fragments d’environ 5100 et 4300 pb de part et d’autre de vpr, 

tandis que le point de cassure positionné dans les LTRs, entraine-lui, la génération de plus petits 

fragments allant de 150 à 300 pb (Figure 31). Chaque fragment a été nommé de A à D dans le sens 5’ 

vers 3’ et en partant de la fin de pBR322. Précédant cette lettre, la diversité du fragment VIH-1/M ou 

VIH-1/O a été renseignée par la lettre M ou O correspondante. 

Le premier fragment (MA ou OA) allait donc du début de la région U3 du 5’LTR jusqu’au 

premier point de cassure à la fin de la région R du 5’LTR, tandis que le deuxième fragment (MB ou OB), 

allait de R jusqu’au point de cassure du gène vpr. Le troisième fragment (MC ou OC), quant à lui, allait 

du point de cassure vpr jusqu’à celui décrit au sein du 3’LTR, identique au 5’LTR. Enfin, le dernier 

fragment (MD ou OD), allait de la région R du 3’LTR jusqu’à la fin du 3’LTR (Figure 31). Le protocole 

d’obtention de ces fragments a été détaillé en Annexe 4. 

 

 

Figure 31 : Profil des CMIC VIH-1/MOMO et OMOM 

Les profils moléculaires des deux CMIC MOMO (à gauche) et OMOM (à droite) sont représentés dans cette figure. Les 

fragments de groupe O sont représentés en bleu, de groupe M en rouge et le plasmide en vert. Les différents fragments ont 

été nommés A, B, C et D, respectivement, en partant du 5’LTR vers le 3’LTR. A coté de chaque lettre représentative d’un 

fragment, le groupe M ou O associé a été indiqué et la taille attendu de chaque fragment a été également indiquée entre 

parenthèse. La position d’un point de cassure a été représentée par des traits en pointillés. La taille totale attendue des CMIC 

a été indiquée entre parenthèse en noir au centre de la figure.  
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Assemblage des CMIC par réaction de Gibson Assembly.  

Concernant la production des CMIC, les différents fragments ont été assemblés par la même 

méthodologie que pour les CMI, décrite précédemment : Génération des CMIC : Assemblage par 

réaction de Gibson Assembly (page 66). Néanmoins, le protocole de Gibson Assembly a été adapté au 

niveau des quantités de fragments utilisées et des tailles des fragments, soit 0,2 à 0,5 pmols dans un 

volume maximal de 10µL pour 4 à 6 fragments assemblés (Figure 32). Deux fois plus de petits 

fragments, d’environ 120 et 500 pb, que de fragments moyens d’environ 5100 et 4000 pb, ont été 

ajoutés pour respecter le ratio de 200 ng de fragments totaux pour 100ng de plasmide.  

 

Clonage bactérien et vérification des clones.  

Les CMIC candidats ont été obtenus après clonage bactérien selon le même protocole mis en 

place pour les CMI (Annexe 2) et vérifiés selon le même protocole mis en place pour les CMI, décrit 

dans le paragraphe : Génération des CMI : Vérification des clones (page 68). 

 

Clonage des CMIC par la société Genecust 

En parallèle des différentes expérimentations de clonage au laboratoire, nous avons entrepris 

la production des CMIC d’intérêt à l’aide de la société Genecust déjà sollicitée au cours de l’étude 

préliminaire de 2019 (137). Des tests de clonage ont été réalisés à partir des CMI VIH-1/M et VIH-1/O 

produits au cours de cette étude.  
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Figure 32 : Méthode Gibson Assembly pour la génération des CMIC avec 4 fragments 

1) Le génome complet de deux CMI contenant les génomes parentaux VIH-1/M (rouge) et VIH-1/O (bleu) inséré dans pBR322 (en vert), est fragmenté pour générer 4 fragments selon la même 
méthode que pour la génération des CMI. Les quatre fragments obtenus (A, B, C et D) possèdent des parties chevauchantes en 3’ et 5’ pour permettre la réaction GA. Ces derniers sont précédés 
de la lettre M si le fragment est de groupe M (MA, MB, MC, MD) et O si le fragment est de groupe O (OA, OB, OC, OD). 2) La réaction GA a lieu selon les mêmes conditions que pour les CMI mais 
incluant 4 fragments. La circularisation du CMIC entraine la production d’un génome chimérique génome complet inséré au sein du vecteur. 
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Génération des virus correspondants par génétique inverse 

Les CMI et CMIC candidats, présentant le bon profil de digestion après clonage, ont été mis en 

culture par un système de génétique inverse, afin de générer la production de particules virales 

infectieuses. Une première étape de transfection a été réalisée pour générer les virus correspondants 

à chaque clone, puis une deuxième étape de co-culture a été réalisée afin d’amplifier ces virus.  

Une première étape de transfection de cellules HEK293T a été effectuée pour tester chaque 

clone candidat purifié (Annexe 5). La transfection consiste à insérer des acides nucléiques, tel qu’un 

plasmide, au sein d’une cellule eucaryote, permettant ainsi la production de protéines ou d’un virus 

dans notre cas, par cette cellule. Les cellules HEK293T sont des cellules embryonnaires de rein humain 

largement utilisées pour la culture des rétrovirus. Elles sont hautement transfectables grâce à 

l’expression endogène de l’antigène T du virus simien 40 (SV40) et sont facilement cultivables in vitro. 

Ces cellules adhérentes ont été divisées au 1/10ième deux fois par semaine, dans du milieu 

DMEM+GlutaMAX™ (Dulbecco’s minimal essential medium, ThermoFisher Scientific, France) + 

Gentamicine (50µg/mL) frais, avec 10% de sérum de veau fœtal décomplémenté (SVFd, Eurobio 

scientific, France) 30 min à 56°C.  

Comme ces cellules ne possèdent ni CD4, ni corécepteurs, il n’y a pas d’amplification virale 

possible après l’étape de transfection. La deuxième étape de co-culture, consistant à produire des 

particules virales infectieuses, a été réalisée par l’infection de cellules Jurkat X4-R5 (CFAR, NIBSC) 

(Annexe 5). Cette lignée de lymphocytes T immortalisés, exprime de façon stable le corécepteur CR5, 

en plus du CXCR4 déjà exprimé de façon endogène. Cette caractéristique nous permettait de nous 

affranchir d’un éventuel problème de tropisme des souches et de faciliter la comparaison entre elles. 

Les cellules Jurkat X4-R5 ont été entretenues dans du milieu RPMI+GlutaMAX™ 1640 (Roswell Park 

Memorial Institute, Lonza, Suisse) avec 10% de SVFd, de la Gentamicine (50µg/mL) et avec ajout de 

Généticine G418 à la concentration de 500µg/mL final (Fisher scientific™, France) afin de sélectionner 

les cellules possédant les deux corécepteurs CXCR4 et CCR5. Ces cellules ont été divisées deux fois par 

semaine au quart.  

L’ensemble des expérimentations de culture ayant permis la production des particules virales 

est schématisé dans la Figure 33.  
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Figure 33 : Schéma expérimental de production des virus par transfection puis co-culture 

Créé avec BioRender.com 

 

Vérification de la production virale 

Une mesure de la quantité d’antigène P24 (AgP24) a été effectuée à la fin de la culture à l’aide 

du kit Innotest® HIV Antigen mAb (Fujirebio, Belgique) selon les recommandations du fournisseur, pour 

l’ensemble des prélèvements, afin de mettre en évidence la présence du virus.  

L’infectiosité a ensuite été déterminée par la mesure de la Tissue Culture Infectious Dose 50 

(TCID50) en duplicat, selon la technique de Montefiori, pour les candidats ayant produit de l’AgP24 

(178). Cette technique a été réalisée en infectant des cellules adhérentes TZM-bl (CFAR, NIBSC) 

exprimant les corécepteurs CXCR4 et CCR5 de façon constitutive, ainsi que les récepteurs CD4 (179). 

En présence du promoteur de tat du VIH-1, donc s’il y a bien eu infection des cellules, celles-ci 

expriment le gène rapporteur de la luciférase de luciole, ce qui permet de mesurer la luminescence 

émise par ces cellules. Les TZM-bl utilisées au cours de cette étude ont été entretenues deux fois par 

semaine selon les mêmes modalités que les HEK293T. Le jour du test de TCID50, une première étape 

impliquant la dilution en série au 1/5ième des surnageants a été effectuée en duplicat dans une plaque 

96 puits. Dans chaque puits, 1,5.104 cellules ont été déposées pour 100µL de 

DMEM+SVFd+Gentamicine et complété avec du DEAE dextran (Sigma-Aldrich, Etat Unis) à la 

concentration finale de 40µg/mL afin de favoriser l’infection des cellules. Après 72h d’incubation de la 
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plaque à 37°C avec 5% de CO2, 100µL de surnageant ont été enlevés de chaque puits, avant ajout de 

100µL de réactif Bright-Glo™ Luciferase Assay (Promega, Etats Unis) puis incubation de 2min pour lyser 

les cellules. Afin d’effectuer la révélation de la plaque par lecture de la luminescence et après une 

brève homogénéisation, 150µL du mélange obtenu ont été transférés dans une plaque 96 puits 

blanche opaque. La TCID50 a ensuite été mesurée pour chaque virus, par la quantification de la 

luminescence émise pour chaque puit, à l’aide du luminomètre Centro LB 960 (Berthold Technologies, 

France) et exprimée en unité de luminescence relative (RLU pour Relative Light Units). 

Si les deux marqueurs (AgP24 et TCID50) étaient positifs, le génome de la souche 

correspondante était alors entièrement séquencé par technique Sanger (Annexe 6) (180).  

 

Production du stock de surnageants pour chaque virus 

L’amplification des souches a été réalisée après infection des CMSPs et schématisée dans la 

Figure 34. 

 

Figure 34 : Schéma expérimental de production des stocks viraux par infection de CMSPs 

Créé avec BioRender.com 

 

Les CMSPs ont été récupérées trois jours avant infection (J-3) par centrifugation sur gradient 

de densité à l’aide du milieu de séparation Ficoll-Hypaque (ThermoFisher Scientific) à partir de couches 

AMPLIFICATION 
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leucocytaires. Les CMSPs ont été obtenues de trois poches différentes de donneurs sains récupérées 

via l’Etablissement Français du Sang (EFS) du CHU de Rouen. Après isolement, les CMSPs ont été 

cultivées dans du RPMI+GlutaMAX™ 1640 (Lonza) avec 10% de SVFd, de la Gentamicine (50µg/mL). Ce 

milieu a été complété par de la phytohétatoglutinine (0,2µg/mL) (PHA, ThermoFisher Scientific), un 

agent mitogène utilisé pour activer la multiplication des lymphocytes durant une période de deux jours 

et provoquer l’agglutination des érythrocytes.  

Le jour de l’infection (J0), les cellules activées ont été mélangées et ramenées à une 

concentration de 1.106 cellules/mL. Deux millions de cellules ont été centrifugées pendant 2h à 1200xg 

à température ambiante, avec les souches virales à amplifier, à une MOI (Multiplicity of Infection) de 

0,001. La MOI représente le ratio de la quantité de virus infectieux (renseignée par la TCID50) sur la 

quantité de cellules réceptrices à infecter (déterminée par comptage). Les volumes de surnageants de 

culture à utiliser ont été calculés selon la formule suivante : 

 

Après centrifugation, les CMSPs ont été lavées deux fois grâce à l’ajout de RPMI + Gentamicine 

(50µg/mL), centrifugées 5min à 491xg puis remises en suspension avec 2mL RPMI + 10% SVFd + 

Gentamicine, complété par de l’interleukine II recombinante PROLEUKIN® (540 UI/mL final) (IL2r, 

Novartis, Bâle, Suisse) pour stimuler la multiplication des CMSPs, ainsi que du polybrène (2µg/mL) 

(Sigma-Aldrich) pour favoriser la pénétration des virus par modification de la charge électrique des 

lymphocytes. Après obtention d’une concentration finale de 1.106 cellules/mL, 300µL de cellules 

infectées ont été déposées dans une plaque 96 puits en 6 réplicats. Afin d’amplifier les surnageants 

viraux, l’ensemble des puits d’un même candidat a été mélangé puis transféré dans un puits d’une 

plaque 6 puits au J7 de la culture, avant d’être transféré dans une T25 au J14. La culture a ensuite été 

entretenue jusqu’au J28, avec ajout de cellules et renouvellement du milieu une fois par semaine. Des 

prélèvements ont été effectués tous les 3 à 4 jours, tout au long de la culture, afin de vérifier la 

présence d’AgP24 par Innotest (Fujirebio). Une mesure de la TCID50 a également été effectuée à J4, 

J11, J21 et J25 comme précédemment décrit au paragraphe Vérification de la production virale (page 

75). L’ensemble des surnageants présentant une quantité d’AgP24 supérieure à 3 Log10 pg/mL a été 

mélangé, afin de constituer un stock de surnageant nécessaire à la réalisation des cinétiques de 

réplication en plusieurs réplicats. Ce stock a été caractérisé par mesure de l’AgP24 en Innotest et de la 

TCID50 selon les mêmes modes opératoires déjà décrits. 

VSN : Volume de surnageant (mL) 
ncellules : Nombre de cellules à infecter (million/mL) 
PFU/mL (Plaque-Forming Unit) : Nombre de particules virales capables de 
former des plaques par unité de volume 
TCID50 : Tissue Culture Infectious Dose 
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b. Résultats  

Génération des CMI parentaux 

La quantification des ADN proviraux extraits pour la génération des CMI a été renseignée dans 

le Tableau 4. 

De nombreux essais de clonage ont été réalisés pour chaque souche (Tableau 4). Le bon profil 

de digestion du clone VIH-1/M (M-A-062021) de sous-type D a été obtenu pour 20% des colonies 

testées (n=1/5) dès le premier essai de transformation. Les autres clones testés ont été plus difficiles 

à cloner, avec pour la plupart moins ou environ 10% des colonies ayant le bon profil de digestion 

(Tableau 4). Tous les clones ayant le bon profil de digestion ont été utilisés pour effectuer une 

transfection des cellules HEK293T suivi d’une co-culture sur Jurkat X4-R5. 

Au total, trois VIH-1/O (BCF120, YBF026 et RBF130) et trois VIH-1/M (AAS638, M-A-062021 et 

M-F-062021) ont permis d’obtenir une quantification d’AgP24 supérieure au seuil de 400 pg 

d’AgP24/mL sans dilution au préalable des surnageants de culture (Figure 35). Ces résultats ont pu 

montrer que les valeurs d’AgP24 pour ces candidats étaient toutes supérieures à 2,6 Log10 pg/mL entre 

J4 et J21, sauf pour la souche BCF108 qui n’a donné aucune valeur d’AgP24 et pour RBF130 avec une 

légère diminution à 2,3 Log10 d’AgP24. Seules les variations de plus ou moins 0,5 Log10 d’AgP24 ont été 

considérées comme significatives.  

 

Figure 35 : Graphique montrant la quantité d’AgP24 au cours du temps après transfection/co-culture par les 
CMI 
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Plusieurs tentatives de transfection ont été effectuées pour chaque clone, mais seul le candidat 

VIH-1/M M-A-062021 s’est révélé être infectieux, après une nouvelle transfection, avec l’obtention 

d’une TCID50 à J0 de 1 491 TCID50/mL (Tableau 4). Cependant, la production des virions sur cellules 

Jurkat X4-R5 n’a pas permis d’amplifier ce clone car on observait une légère diminution significative (≈ 

0,6 Log10 pg/mL) de la quantité d’AgP24 au cours du temps (passage de 4,2 à 3,6 Log10 pg/mL). Une 

quantité insuffisante de surnageant associée à une faible TCID50 ne nous permettait pas de lancer les 

cinétiques de réplication en plusieurs réplicats. Une troisième transfection a donc été lancée pour ce 

clone révélant un titre infectieux de 6 988 TCID50/mL dans le surnageant de transfection à J0 et 

suffisant pour lancer la production d’un stock en amplifiant le virus sur CMSPs. 
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 Tableau 4 : Bilan de la génération des CMI 

 

GA : Gibson Assembly 
- : les tirets représentent les valeurs non disponibles en raison de l’absence de quantification du surnageant correspondant 
NA : non applicable ou indique les prélèvements inexistants (absence de réalisation de co-culture ou quantification du surnageant de transfection uniquement) 
Les différentes enzymes de restriction utilisées pour la digestion de contrôle des candidats ont été représentés séparés par des points virgules tandis que les doubles restrictions ont été 
représentées par un slash. 
Chaque date de prélèvement a été indiquée par la lettre J suivie du nombre correspondant au jour où le prélèvement a été effectuée après infection (J0) 
> : Indique la limite de quantification des Agp24  
Seules les tentatives effectuées avec les bactéries NEB Stable ont été répertoriées dans ce tableau 

BCF108 M-A-062021

VIH-1/O VIH-1/M

280,3 418,8

5 154 pb / 4 656 pb 5 077 pb / 4 774 pb

x2 x1

x3 x1

délétions n = 1/105 (0,9%) n = 1/59 (1,7%) n = 1/5 (20%)

NdeI ; MscI/SalI ; 

SalI/NotI ; EcoRI
AvrII

1 11 16 20 98 12 1 2 3 6 8 10 27 5 19 21 34 43 44

Transfection 

(Quantification Log10 

AgP24 (pg/mL)

J0 - > 2,6 0,9 0,7 1,5 0,8 3,2 2,9 2,6 - - - - 4,2 0,8 2,7 > 2,6 > 2,6 0,7

J4 2,7 NA NA - 2,6 0,7 4,3 4,0 3,7 > 2,6 > 2,6 0,7 2,4 4,1 - 2,7 NA NA NA

J7 - NA NA 0,7 - - 4,4 4,4 3,9 > 2,6 > 2,6 0,7 1,8 3,9 1,5 - NA NA NA

J11 2,7 NA NA - 2,6 0,8 4,8 4,4 4,3 > 2,6 > 2,6 0,7 1,2 3,8 1,2 2,7 NA NA NA

J14 2,7 NA NA 0,8 2,3 0,0 5,3 5,0 4,6 > 2,6 > 2,6 0,7 0,9 3,6 - 2,7 NA NA NA

J17 NA NA NA NA - - > 5,5 5,2 5,3 NA NA NA NA NA NA - NA NA NA

J21 2,7 NA NA NA 2,3 0,0 > 5,5 5,4 > 5,5 NA NA NA NA NA NA 2,7 NA NA NA

NA 78 125 15 625 78 125 6 988< 50

n = 3/17 (18%)

AvrII ; SmaI

M-F-062021

x2

5 103 pb / 4 680 pb

171,1

VIH-1/M

x5

5 038 pb/ 4 899 pb

203,2

VIH-1/O

< 50

n = 5/44 (11%)

x3

NheI

YBF026 AAS638

x1

5 078 pb / 4 723 pb

-

VIH-1/M

BCF120

NA

NA

NA

VIH-1/O

RBF130

< 50 < 50

x5

n = 3/70 (4,3%)

MluI-HF/NotI-HFAflII ; BstEII ; SmaI ; NdeI BamHI-HF

n = 4/39 (10,3%)

x2x6

VIH-1/O

Taille Fragments A / B

(PCR Long range) 

Quantification de l’ADN proviral 

(µg/mL)

Diversité

Clones candidats

x2

x1

5 160 pb / 4 786 pb

159,2

Infectiosité (TCID50/mL)

Réaction GA

Co-culture Jurkat X4/R5 

(Quantification Log10 

AgP24 (pg/mL)

Enzyme de restriction

Profils de digestion attendu

Transformation chimique
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Concernant les VIH-1/O, les candidats YBF026, RBF130 et BCF120, ayant tous produit de 

l’AgP24 après transfection, ne se sont pas révélés infectieux après révélation par TCID50. Une nouvelle 

transfection a été réalisée avec tous ces plasmides mais seuls trois candidats VIH-1/O BCF120 ont 

permis d’obtenir un pic de production d’AgP24 à J21, d’une intensité supérieure à 5 Log10 pg/mL, 

associé à une TCID50 de 78 125 TCID50/mL (clone 1 et 3) et 15 625 TCID50/mL (clone 2). Contrairement 

au clone VIH-1/M M-A-062021, nous avons pu observer une augmentation de la quantité d’AgP24 

après transfection puis infection des cellules Jurkat X4-R5 (Tableau 4, Figure 36).  

Figure 36 : Quantité d’AgP24 obtenue au cours du temps après transfection co-culture de pBCF120 

Les trois candidats obtenus après transformation chimique des bactéries avec le CMI pBCF120 ont été mis en culture après 
transfection de cellules HEK293T et co-culture avec des cellules Jurkat X4-R5. Les points nécessitant une dilution plus 
importante du surnageant en Innotest n’ont pas été réalisés (J17 et J21 pour le candidat 1 et J21 pour le candidat 3) et 
dépassait le point le plus haut de la gamme d’étalonnage. 

 

Les deux souches VIH-1/M (M-A-062021) et VIH-1/O (BCF120) ont été amplifiées à l’aide de 

CMSPs, avec ajout de cellules une fois par semaine pendant 28 jours, afin de constituer un stock de 

surnageant. Les deux souches présentaient une TCID50 positive suffisante pour infecter les cellules à 

une MOI de 10-3. Après amplification, chaque prélèvement a été quantifié par Innotest et ceux 

présentant une quantité d’AgP24 supérieure à 3 Log10 pg/mL ont été mélangés pour constituer un 

stock. Au total trois surnageants ont été sélectionnés pour M-A-062021, avec des quantités d’AgP24 

comprises entre 3,9 et 4,5 Log10 pg/mL et sept pour BCF120, avec des quantités d’AgP24 comprises 

entre 5,2 et 6,1 Log10 pg/mL. Ces mélanges ont ensuite été caractérisés par quantification de l’AgP24 

toujours en Innotest et par la mesure de la TCID50 (Tableau 5). 
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Tableau 5 : Caractéristiques des deux CMI parentaux VIH-1/M et VIH-1/O 

 Profil Diversité 
Quantité d’AgP24 

Innotest (pg/mL) 

TCID50 sur TZM-bl 

(TCID50/mL) 

M-A-062021 VIH-1/M Sous-type A 250 783 (5,4 Log10) 3 125 

BCF120 VIH-1/O Sous-groupe H 27 254 (4,4 Log10) 174 693 

 

Le génome complet des deux souches a été séquencé à partir des surnageants de culture issu 

de la production des stocks et a permis de montrer qu’il s’agissait de la même séquence que le CMI de 

départ ayant servi pour la transfection des cellules HEK293T, validant la production et l’amplification 

de ces deux clones. 

 

Génération des CMIC 

Une fois l’obtention de deux CMI parentaux VIH-1/M (pM-A-062021) et VIH-1/O (BCF120), 

nous avons entrepris des tests de clonage des deux profils de CMIC OMOM et MOMO, toujours à l’aide 

de la méthodologie Gibson Assembly. Au total, 48 colonies ont été obtenues pour le CMIC de profil 

OMOM et 120 pour le profil inverse MOMO. Malgré l’absence du profil de digestion attendu, 22,9% et 

9,2% des colonies pour OMOM et MOMO respectivement, présentaient une taille totale attendue pour 

le CMIC correspondant. Etant donné ce résultat, ces CMIC ont été considérés comme des candidats et 

ont été testés en culture. La mesure d’AgP24 après transfection et co-culture a révélé une production 

d’AgP24 supérieure à 2,6 Log10 d’AgP24/mL. Après vérification par la mise en culture sur CMSPs comme 

pour les souches parentales VIH-1/M et VIH-1/O, ces clones ont permis l’obtention d’une quantité 

d’AgP24 de 4 et 3,6 Log10 pg/mL ainsi qu’une TCID50 de 625 et 280 TCID50/mL pour OMOM et MOMO 

respectivement. Cependant, le séquençage des génomes complets a révélé l’absence de point de 

cassure aux positions attendues, montrant l’amplification d’une souche de VIH-1/M, représentative de 

la souche parentale VIH-1/M M-A-062021, sans point de cassure dans le gène vpr.  

 

Clonage des CMIC par la société Genecust 

Plusieurs combinaisons de CMI VIH-1/M et VIH-1/O ont été testées par la société extérieure 

Genecust, sans permettre d’aboutir à un clone stable.  
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c. Discussion 

Notre objectif initial de comparaison de potentiels réplicatifs de deux formes recombinantes 

de profils inverses entre elles et avec leurs formes parentales n’a pas pu être atteint, malgré de 

multiples tentatives de clonage et/ou d’amplification en culture cellulaire. De nombreuses étapes 

critiques ont été identifiées a posteriori dans le protocole d’obtention de ces clones.  

Concernant les étapes du clonage, tout d’abord, trois souches d’E. coli (XL-10 gold, Dh5α et 10β) 

ont été préalablement testées pour l’étape de transformation chimique, avant la sélection finale des 

bactéries NEB® Stable Competent E. coli. Une amélioration du rendement a été observée avec ces 

bactéries, d’ailleurs recommandées pour le clonage d’inserts lentiviraux, puisque peu stables et 

possédant des éléments répétés, tels que les LTRs du VIH (177). Cependant, un manque de stabilité 

des candidats testés a été observé, conduisant à l’hypothèse d’une pression de sélection négative dans 

la bactérie. En effet, des profils de restriction incorrects ont été obtenus pour la majorité des clones 

testés avec seulement 5% de candidats ayant le bon profil attendu (n = 3/339). Ces profils incorrects 

incluaient à la fois des clones présentant quelques bases délétées ou de multiples délétions, mais aussi 

des clones avec une excision complète du génome de la souche pour ne laisser que le plasmide vecteur 

vide.  

Au total, sur 339 tentatives de clonage réalisées pour les CMI, seulement 1,2% des clones ont 

permis d’aboutir à la génération d’un virus infectieux. Sur les 88 tentatives de génération des CMI VIH-

1/M, 11,4% des clones ont montré le bon profil de digestion (n=10/88), dont 10% étaient infectieux au 

final (n=1/10). Sur les 251 tentatives de génération des CMI VIH-1/O, seuls 3,2% des clones ont montré 

le bon profil de digestion (n=8/251), mais dont 50% étaient infectieux au final (n=4/8). Ce résultat 

suggère que la réussite du clonage dépend probablement de la séquence de la souche de VIH insérée 

au sein du plasmide et est donc liée à la diversité génétique des souches testées. Notre objectif de 

démontrer un impact de la diversité des souches par la génération des clones correspondant n’a pas 

pu être mis en évidence avec ces résultats, même si ces derniers suggéraient que toutes les souches 

des VIH ne peuvent pas être clonées par la méthodologie testée au cours de ce travail.  

La fragmentation des génomes parentaux VIH-1/M et VIH-1/O, au début de la région Vif, avait pour 

objectif d’obtenir deux fragments de taille équivalente, comme ce qui avait déjà été montré dans une 

autre étude et devait faciliter l’assemblage des CMI selon la méthode de Gibson Assembly (175, 181). 

Malgré une modélisation de ces CMI, représentative de la littérature, avec une localisation du point de 

cassure à l’extrémité du gène vif et dans une région conservée assurant une homologie de séquence 
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de part et d’autre du point de cassure, cette cassure artificielle, non décrite in vivo, ne favorisait peut-

être pas le réassemblage final (122, 126, 142).  

Ce projet a néanmoins permis de générer un nouveau CMI VIH-1/M, appelé pM-A-062021 et 

correspondant à un sous-type A. A notre connaissance, ce CMI s’ajoute à quelques autres clones de 

sous-type A produits dans la littérature (182–184), il sera donc partagé avec la communauté 

scientifique via le CFAR du NIBSC. La souche VIH-1/O YBF026 a, quant à elle, permis d’obtenir 18% de 

clones ayant le bon profil de digestion, mais tous se sont révélés non infectieux, même après infection 

de CMSPs. A ce jour, seulement trois CMI VIH-1/O sont disponibles : BCF120 et RBF206 déjà testés au 

cours de cette étude et d’une précédente au laboratoire, ainsi qu’un autre clone construit par l’équipe 

de Tebit et al, correspondant à un mélange de deux souches de VIH-1/O et donc non utilisable dans 

notre contexte d’étude (86, 185).  

Concernant la génération des CMIC, les deux profils OMOM et MOMO ont été assemblés à partir 

des CMI parentaux VIH-1/M M-A-062021 et VIH-1/O BCF120. Aucun bon profil de digestion n’a été 

observé pour ces deux CMIC OMOM et MOMO. Pour la totalité des colonies obtenues après 

transformation chimique, un profil de digestion identique à la souche parentale VIH-1/M (M-A-

062021) a été observé. L’absence de point de cassure dans le gène vpr, identifié lors du séquençage 

des génomes complets après culture cellulaire a démontré la complexité de l’étape d’assemblage des 

candidats et a remis en cause l’efficacité du protocole mis en place au cours de cette étude. 

L’hypothèse formulée à cette étape était qu’il y avait persistance des génomes complets des CMI VIH-

1/M et VIH-1/O en plus de la forme recombinantes VIH-1/MO au moment de l’assemblage du produit 

GA. Une sélection plus importante de la forme parentale VIH-1/M dans la bactérie, pouvait s’expliquer 

par la visualisation de 20% de bons profils de digestion pour la souche M-A-062021 contre seulement 

4,3% pour la souche VIH-1/O BCF120, au cours des essais de clonage des CMI. Après transformation 

chimique, le clone le plus stable est surement sélectionné par les bactéries, au détriment des autres 

présents dans l’assemblage Gibson Assembly. 

Après de nombreuses tentatives et plusieurs adaptations des protocoles de clonage au laboratoire, 

nous avons fait appel à une société extérieure afin de générer les CMIC d’intérêt à partir des CMI 

parentaux disponibles. L’absence d’amplification possible pour certains CMI et un très faible 

pourcentage de bon profil de digestion pour d’autres ont rendu la génération des CMIC impossible à 

réaliser par cette société. Ces résultats démontraient la non faisabilité du projet associé à un manque 

de stabilité de nos souches dans les inserts et bactéries testées. 
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Concernant l’étape de la culture cellulaire, l’utilisation de cellules Jurkat X4-R5, modifiées et 

difficilement cultivables, a rendu les expérimentations difficiles à reproduire. En effet, ces cellules 

Jurkat X4-R5 ont été particulièrement difficiles à décongeler après passage dans de l’azote liquide, avec 

plus de 70% de mortalité cellulaire estimée au moment de la décongélation. L’utilisation de ces cellules 

a été remise en cause, du fait d’un manque de reproductibilité entre expérimentations successives, à 

partir d’un même candidat testé plusieurs fois et du fait de l’absence d’amplification des souches après 

infection, pourtant bien amplifiées sur CMSPs. L’hypothèse de l’impact, sur l’expression de nos 

souches, d’une différence d’expression entre les corécepteurs pour ces cellules avait déjà été émise 

dans une précédente étude (137). Un test de cytométrie en flux a été réalisé afin de vérifier la présence 

des deux corécepteurs sur cette lignée Jurkat X4-R5, à l’aide d’une collaboration avec le laboratoire 

Inserm UMR 1234 PANTHER de l’Université de Rouen Normandie. Cette analyse a révélé la présence 

de seulement 62,5% de cellules Jurkat ayant réellement le double tropisme X4-R5 (résultats non 

montrés). L’utilisation des CMSPs ont donc été justifiée par ces résultats. Concernant la technique de 

TCID50 utilisée pour quantifier l’infectiosité de ces souches, celle-ci a été adaptée à partir d’un 

protocole de l’unité Inserm UMR 1259 MAVIVH de l’Université de Tours. Cette technique avait été 

testée au préalable sur un panel de VIH-1/O au laboratoire, afin de vérifier son efficacité sur une large 

diversité de VIH. La présence des deux corécepteurs à la surface de ces cellules permettait de 

s’affranchir de la diversité de nos souches et nous permettait de les comparer entre elles à l’aide de ce 

marqueur.  

Depuis la construction du premier CMI de VIH-1 complet pNL4-3 (sous-type B) en 1986 (186), ces 

outils se sont révélés très précieux car ils permettent l’étude de la diversité, à partir de souches 

clonales. De nombreux clones de différents sous-types ont été produits depuis, adaptés pour diverses 

applications telle que l’étude des propriétés de tropisme ou de réplication (181–183, 187–189). Malgré 

la complexité de génération de ces clones, il est important de développer des outils nous permettant 

d’étudier l’impact de la diversité des souches, car peu de CMI parentaux sont disponibles selon la 

littérature.  
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2. Étude in vitro du potentiel réplicatif de deux formes VIH-1/MO  

Deux souches recombinantes VIH-1/MO avaient été isolées en culture lors de travaux 

précédents : RBF208 (110) et OM-TB-2016 (137). Ces souches ne possédaient ni les mêmes points de 

cassure, ni les mêmes virus parentaux de groupes M et O. Ainsi, l’objectif de comparer le potentiel 

réplicatif in vitro de deux formes recombinantes VIH-1/MO possédant des profils différents, permettait 

de conclure sur une différence de potentiel réplicatif en fonction du profil de recombinaison, que ce 

soit en terme de diversité génétique ou en terme de positionnement du point de cassure, ce qu’aucun 

travail n’avait encore étudié jusqu’alors.  

 

a. Méthodologie 

Choix et caractéristiques des souches recombinantes VIH-1/MO 

La forme recombinante RBF208 (numéro d’accession GenBank GQ351296) possède deux 

points de cassure. Le premier, de motif OM, est localisé au niveau de la région chevauchante entre les 

gènes accessoires vif-vpr, entre les bases 5540 et 5576 et le second, de motif MO, dans la région GP41 

de l’enveloppe, entre les bases 8278 et 8296 par rapport à la souche de référence HxB2. Le profil de 

recombinaison de type OMO de RBF208 est représenté dans la Figure 37 (135). Les fragments de VIH-

1/O appartiennent au sous-groupe H, alors que celui de VIH-1/M appartient au sous-type D. Un 

tropisme R5 a été prédit pour cette souche. Un stock de surnageant de culture avait préalablement 

été constitué au laboratoire. 

 

Profil moléculaire de la forme recombinante RBF208. Les fragments de VIH-1/O sont représentés en bleu tandis que les 
fragments de VIH-1/M sont en rouge. Chaque position a été indiquées par rapport à la souche de référence HxB2 (n° 
d'accession GenBank K03455). 

 

Figure 37 : Schéma de la forme recombinante RBF208 
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La seconde forme recombinante étudiée était OM-TB-2016, produite à partir d’un CMIC 

synthétisé en 2017, au cours des travaux préliminaires (137). Cette souche possédait un point de 

cassure de motif OM dans le gène vpr, entre les bases 5661 et 5667 et un second de motif MO dans 

les LTRs (Figure 38). Les fragments de VIH-1/O appartenaient au sous-groupe T et ceux de VIH-1/M au 

sous-type B. Un tropisme X4 a été prédit pour cette souche. Un stock a également été constitué et 

caractérisé pour cette souche avant notre étude par amplification sur cellules Jurkat X4-R5 (137).  

 

Profil moléculaire de la forme recombinante OM-TB-2016. Les fragments de VIH-1/O sont représentés en bleu tandis que les 
fragments de VIH-1/M sont en rouge. Chaque position a été indiquées par rapport à la souche de référence HxB2 (n° 
d'accession GenBank K03455). 

 

Le volume de surnageant pour ces deux souches devait être suffisant pour lancer des 

cinétiques à une MOI définie (page 77). Pour cela, nous avons re-caractérisé les stocks initialement 

produits pour chacune des deux souches par quantification de l’AgP24 en Innotest selon les 

recommandations fournisseur et de la TCID50, selon la technique de Montefiori déjà décrite 

précédemment page 75 (Vérification de la production virale). 

 

Conditions d’amplification des deux VIH-1/MO 

Un test préliminaire a été réalisé, afin de déterminer les meilleures conditions de cultures pour 

le lancement des cinétiques. Deux MOI, une MOI de 10-2 (0,001 UI/cellule) versus une MOI de 10-

4 (0,0001 UI/cellule), ont été testées pour la souche OM-TB-2016, par comparaison avec la cinétique 

de réplication de sa souche parentale VIH-1/M 89.6. Ce choix se basait sur la quantité de surnageant à 

prélever pour réaliser nos tests et selon la réalisation de cinétiques antérieures à une MOI de 10-1 (0,01 

UI/cellule) pour ces souches (137). Ces MOI ont été calculées avec les valeurs initiales de TCID50 

obtenues pour chaque stock des deux souches à tester selon les calculs suivants : 

Figure 38 : Schéma de la forme recombinante OM-TB-2016 



p. 91 
 

 

Le choix de prendre ces deux souches OM-TB-2016 et 89.6 a reposé sur la quantité 

d’échantillons disponibles pour effectuer des tests, ainsi que sur la base des travaux de culture 

précédemment réalisés (137). Le choix des cellules s’est néanmoins porté sur les CMSPs après avoir 

mis en évidence une différence d’expression du corécepteur R5 chez la lignée Jurkat X4-R5 par 

cytométrie en flux.  

Les CMSPs ont été récupérées puis activées selon les mêmes modalités que décrites 

précédemment page 76 (Production du stock de surnageants pour chaque virus). Le jour de l’infection 

(J0), les cellules ont été centrifugées puis remises en suspension avec du RPMI+Glutamax + 10% SVFd 

+ Gentamicine (50µg/mL) + IL2 (540 UI/mL final) + polybrène (2µg/mL) afin de stimuler la multiplication 

des CMSPs pendant 2h. Après incubation, des surnageants de culture de OM-TB-2016 et 89.6 ont été 

décongelés, afin de procéder à l’infection de 5.106 CMSPs préalablement déposées dans un Falcon, aux 

deux MOI à tester. Les cellules ont été incubées avec les surnageants viraux 4h à 37°C avec 5% de CO2. 

Le surnageant viral résiduel de chaque Falcon a été éliminé par deux lavages du culot cellulaire avec 

du RPMI+Glutamax + Gentamicine (50µg/mL), avant remise en suspension.  

Les cellules infectées ont ensuite été transférées dans une plaque 6 puits, dans un volume final 

de 5mL de RPMI+Glutamax + 10% SVFd + Gentamicine (40µg/mL) + IL2 (540 UI/mL final) + polybrène 

(2µg/mL) pour une concentration finale de 1.106 cellules/mL. La plaque a ensuite été incubée à 37°C, 

5% de CO2 pendant 25 jours. Des prélèvements ont été effectués trois fois par semaine pendant ces 

25 jours afin de suivre la production d’AgP24, par Innotest. Le nombre de prélèvement à effectuer pour 

nos cinétiques a été déterminé après révélation de cette culture test, afin d’estimer le plus 

précisément possible le délai d’obtention du pic de réplication de chaque souche. Le nombre de 

réplicat lancés a été déterminé pour permettre de conclure sur la reproductibilité des cinétiques à 

partir de mêmes conditions de culture.  

Le taux de mortalité cellulaire des CMSPs a été calculé avant l’infection (J-3), le jour de 

l’infection (J0) et le dernier jour de culture (J25). Ce taux de mortalité a été estimé après dilution de 

25µL de surnageant avec 25µL de bleu Trypan (Sigma-Aldrich) 0,4% dilué au 1/10ième, puis comptage 

des cellules sur lame de Kova (ThermoFisher Scientific, France). Les cellules apparaissant en bleu 

Calculs de MOI pour les deux souches à tester : 

𝑉𝑆𝑁 𝑂𝑀𝐺𝐶 =
(1.10−2 x 5.106)

0,7 x 45 688
= 1,6 mL                     𝑉𝑆𝑁 89.6 =

(1.10−2 x 5.106)

0,7 x 133 592
= 267,3 µ𝐿 

𝑉𝑆𝑁 𝑂𝑀𝐺𝐶 =
(1.10−4 x 5.106)

0,7 x 45 688
= 15,6 µ𝐿                     𝑉𝑆𝑁 89.6 =

(1.10−4 x 5.106)

0,7 x 133 192
= 2,7 µ𝐿 
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indiquaient les cellules mortes. Le rendement de la production des CMSPs après stimulation par PHA 

+ IL2 a été estimé par le calcul suivant : 

 

La MOI retenue pour notre étude et donc le volume requis pour le lancement des cinétiques 

ont été calculés, après re-caractérisation des TCID50 obtenues pour chaque stock des deux souches à 

tester et selon les résultats de cette culture test, selon les calculs suivants : 

 

 

Cinétiques de réplication  

Chaque cinétique a été lancée avec un lot de trois poches de sang différentes et les CMSPs ont 

été récupérées puis activées selon les mêmes modalités décrites précédemment page 76 (Production 

du stock de surnageants pour chaque virus).  

Le jour du lancement des cinétiques de réplication (J0), les CMSPs ont été centrifugées puis 

remises en suspension avec du RPMI+Glutamax + 10% SVFd + Gentamicine (50µg/mL) + IL2 (540 UI/mL 

final) + polybrène (2µg/mL) afin de stimuler la multiplication des CMSPs pendant 2h. Après incubation, 

des surnageants de culture de RBF208 et OM-TB-2016 ont été décongelés, afin de procéder à 

l’infection de 5.106 CMSPs préalablement déposées dans un Falcon, à une MOI de 10-4 pour les deux 

souches d’intérêt. Les cellules ont été incubées avec les surnageants 4h à 37°C avec 5% de CO2. Le 

surnageant viral résiduel de chaque Falcon a été éliminé par deux lavages du culot cellulaire avec du 

RPMI+Glutamax + Gentamicine (50µg/mL), avant remise en suspension. Un premier prélèvement a 

alors été réalisé après ces lavages pour constituer le J0 de la cinétique. Les cellules infectées ont ensuite 

été transférées dans une plaque 6 puits, dans un volume final de 5mL de RPMI+Glutamax + 10% SVFd 

+ Gentamicine (40µg/mL) + IL2 (540 UI/mL final) + polybrène (2µg/mL) pour une concentration finale 

de 1.106 cellules/mL. La plaque a ensuite été incubée à 37°C, 5% de CO2 pendant une dizaine de jours.  

 

Calculs du rendement de production des CMSPs après stimulation par la PHA + IL2 : 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 =
(nombre de cellules totales mises en PHA avant infection)

(nombre de cellules comptées après incubation 2h dans PHA + IL2)
∗  100 

 

Calculs de MOI pour les deux souches à tester : 

𝑉𝑆𝑁 𝑅𝐵𝐹208 =
(1.10−4 x 5.106)

0,7 x 78 125
= 9,1µ𝐿                     𝑉𝑆𝑁 𝑂𝑀_𝐺𝐶 =

(1.10−4 x 5.106)

0,7 x 26 362
= 27,1µ𝐿 
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Quatre mono-infections ont été réalisées et appelées M1, M2, M3 et M4 dans l’ordre 

chronologique de réalisation. Les cultures ont été stoppées à J10 pour M1 et J11 pour les autres 

cinétiques. Un témoin cellulaire a été réalisé en suivant le même protocole d’infection, mais sans ajout 

de surnageant viral et déposé sur la plaque 6 puits. Le surnageant a été récolté après 5min de 

centrifugation à 6000rpm, afin d’enlever les cellules, deux fois par jour vers 9h30 et 17h30. Pour 

chaque puits, ces prélèvements ont été effectués 6 jours sur 7 pour M1, puis 7 jours sur 7 pour les 

autres cinétiques après analyse des résultats de M1 nécessitant une adaptation de la fréquence des 

prélèvements. Les volumes récoltés ont été congelés pour révélation ultérieure.  

Pour chaque cinétique, le taux de mortalité cellulaire a été calculé avant l’infection (J-3), le jour 

de l’infection (J0) et le dernier jour de culture (J10/J11) selon le même protocole que décrit 

précédemment page 87 (Conditions d’amplification des deux VIH-1/MO). L’ensemble du protocole 

utilisé pour effectuer nos quatre cinétiques a été schématisé dans la Figure 39. 

 

Figure 39 : Protocole expérimental de lancement des cinétiques de réplication pour RBF208 et OM-TB-2016 
après infection de CMSPs 

Créé avec BioRender.com 
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Révélation des cinétiques 

Chaque prélèvement, issu de chacune des quatre cinétiques, a été révélé au moyen de deux 

marqueurs : la mesure de la quantité d’AgP24, reflet de la production de virions et l’activité de la TI, 

mesurant une activité enzymatique virale et donc reflet de la viabilité virions produits.  

La quantité d’AgP24 dans ces surnageants a été déterminée par la méthode Innotest 

(Fujirebio) selon les recommandations du fournisseur. 

L’activité de la TI, a, quant à elle, été déterminée par la technique de SG-PERT, après adaptation 

du protocole de Vermeire et al. (190, 191) (Annexe 7). Le surnageant acellulaire non dilué a été lysé, 

puis ajouté à un mélange réactionnel contenant une matrice ARN, des amorces complémentaires de 

cette matrice ainsi qu’un mélange SYBR Green I. Au cours d'une unique réaction, les molécules de TI 

contenues dans les virions sont relarguées dans le surnageant et peuvent alors convertir un ARN 

matrice en ADNc. Ces ADNc sont ensuite quantifiés par une amplification de PCR quantitative (qPCR), 

en utilisant des sondes spécifiques de la matrice, marquées par des fluorophores pour la détection de 

signal. Le niveau d'activité de la transcriptase inverse est donc représenté par la quantité d'ADNc 

synthétisée au cours du temps dans le surnageant viral et permet de mesurer la quantité de particules 

rétrovirales. Le principe de cette technique est schématisé dans la Figure 40 ci-dessous. 

 

Figure 40 : Principe du SG-PERT 

D’après Vermeire et al (191). 

Le surnageant contenant le rétrovirus acellulaire est lysé et ajouté à un mélange réactionnel contenant la matrice d'ARN MS2, 
des amorces complémentaires de cette matrice MS2 et un mix de qPCR SYBR Green I. Au cours d'une réaction en une étape, 
les molécules de transcriptase inverse (TI) dérivées des particules rétrovirales peuvent alors convertir l'ARN MS2 matrice en 
ADNc qui sera ensuite quantifié par amplification qPCR de l'ADNc MS2. La quantité d'ADNc synthétisé représente le niveau 
d'activité de la TI dans le surnageant viral.  
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Comparaison des cinétiques de réplications des deux formes recombinantes 

La reproductibilité entre les différentes cinétiques d’une même souche a été déterminée par la 

mesure de l’écart entre chaque point des réplicats d’une même souche. Cet écart, appelé Δmax-min, a 

été calculé en réalisant la soustraction de la valeur la plus haute par celle la plus basse. Seules les 

variations de plus ou moins 0,5 Log10 ont été considérées comme significatives. L’écart obtenu entre 

réplicat d’une même souche a été mis en regard avec la mortalité cellulaire observée avant et après 

infection des CMSPs. 

Une moyenne a été effectuée entre chaque point correspondant de chaque cinétique, pour 

chaque souche et appelée « moyenne réplicat ». Afin de prendre en compte l’obtention de deux profils 

de cinétique différents, une seconde moyenne a été calculée, ne prenant en compte que la valeur 

correspondant aux pics de ces différentes cinétiques et a été appelée « moyenne pic ». Ces pics de 

réplication ont été définis comme étant le point le plus haut, séparant la phase exponentielle du 

plateau de réplication. 

Afin de comparer nos souches entre elles, trois paramètres ont été étudiés pour les deux 

marqueurs (Figure 41) : 

 Le délai d’apparition du pic de réplication (en heures) de la souche a été déterminé par le 

point où la phase exponentielle de réplication atteignait un plateau.  

 L’intensité du pic a été calculée par la production d’AgP24 (en Log10 pg/mL) et l’activité de la 

TI (en Log10 mU TI/mL.  

 La vitesse de réplication (en Log10 pg/mL/heure pour l’AgP24 ou en Log10 mU TI/mL/heure 

pour l’activité de la TI), correspondant au coefficient directeur de la pente commençant au 

début de la phase exponentielle jusqu’au du pic de réplication, a également été calculée. 

La comparaison des cinétiques entre les souches OM-TB-2016 et RBF208 a été réalisée en prenant en 

compte la moyenne réplicat. Les écarts calculés entre les valeurs ont été déterminés par la soustraction 

de la valeur obtenue la plus haute, par celle la plus basse entre les différentes cinétiques des deux 

souches, appelée Δmax-min OM-RBF208 (Figure 41). 
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Figure 41 : Paramètres de comparaison entre les souches OM-TB-2016 et RBF208 

En bleu sont représentées les courbes moyennes théoriques des deux souches OM-TB-2016 et RBF208 après avoir effectué 

la moyenne de chaque réplicat pour chaque souche. Les paramètres de comparaison pour les deux marqueurs testés (AgP24 

et TI) ont été mis en rouge. 
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b. Résultats 

Caractérisation des souches recombinantes VIH-1/MO 

Pour la souche OM-TB-2016, la caractérisation du stock de surnageant nécessaire à la 

réalisation des différentes cinétiques a montré une quantité d’AgP24 de 532 977 pg/mL (5,7 Log10), 

associée à une TCID50 de 26 362 TCID50/mL. Pour la souche RBF208, la caractérisation de la quantité 

d’AgP24 était de 784 991 pg/mL (5,9 Log10), associée à une TCID50 de 78 125 TCID50/mL. L’ensemble 

des données de caractérisation du stock pour lancement des cinétiques de réplication est représenté 

dans le Tableau 6. 

Tableau 6 : Caractéristiques des deux formes à comparer OM-TB-2016 et RBF208 

 
Profil de 

recombinaison 

Diversité des 

fragments 

parentaux 

Prédiction 

tropisme 

AgP24  

(pg/mL) 

TCID50 sur TZM-bl 

(TCID50/mL) 

Localisation des points 

de cassure 

RBF208 OMO 
VIH-1/O-H  

VIH-1/M-D 
R5 784 991 (5,9 Log10) 78 125 

vif-vpr / 5540-5576 pb 

gp41 / 8278-8296 pb 

OM-TB-2016 MOMO 
VIH-1/O-T  

VIH-1/M-B 
X4 532 977 (5,7 Log10) 26 362  

vpr / 5661 – 5667 pb 

LTRs / 513 – 522 pb 

 

Pour la même quantité de particule virale, représentée par la quantification en AgP24 

d’environ 5,8 Log10 pg/mL d’AgP24 pour les deux souches, une différence d’infectiosité a été mise en 

évidence par la technique de TCID50 sur TZM-bl. 

 

Conditions d’amplification des deux virus recombinants VIH-1/MO 

Le taux de mortalité cellulaire avant infection (J-3) était de 13% contre 6,5% le jour de 

l’infection (J0), soit un rendement fort de 144% après stimulation. Le dernier jour de culture (J25), une 

mortalité cellulaire de 45% et 60% a été observée pour la souche OM-TB-2016 et de 55% et 61% pour 

la souche RBF208, à MOI 10-2 et 10-4 respectivement. Ces résultats montraient un faible écart de 

mortalité cellulaire entre les deux souches, avec une mortalité plus élevée à la MOI de 10-2 

comparativement à la MOI de 10-4. 

Le test préliminaire d’infection de CMSPs par les souches OM-TB-2016 et de 89.6, à MOI 10-2 

versus 10-4 a permis de fixer les conditions de lancement des cinétiques à la MOI de 10-4 (Figure 42). 

Peu de différences ont en effet été observées entre les deux MOI testées, avec l’obtention d’un pic de 

production d’AgP24 vers J4 pour les deux souches, à une intensité de 6 Log10 pg/mL d’AgP24, en faveur 
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de l’utilisation de la MOI la plus faible consommant moins de surnageant. La réalisation de trois 

prélèvements par semaine a montré que cette fréquence d’analyse n’était pas suffisante pour 

l’interprétation du délai d’apparition du pic de réplication, avec un plateau atteint très rapidement 

entre J2 et J4 dans ces conditions de culture, en faveur de la réalisation de prélèvements plus 

rapprochés dans le temps. Enfin, la réalisation de ce test préliminaire a montré que le temps de culture 

pouvait être diminué à une dizaine de jours, avec l’obtention d’un plateau de J4 à J25 pour les deux 

souches testées. 

 

Figure 42 : Cinétiques de réplication obtenues pour les souches OM-TB-2016 et 89.6 à MOI 10-2 et 10-4 

Graphique représentant les résultats d’Innotest après mise en culture de la souche OM-TB-2016, représentée en orange et 

la souche 89.6 en rouge. Les cinétiques lancées à une MOI de 10-2 sont représentées par un triangle tandis que les cinétiques 

lancées à une MOI de 10-4 sont représentées par un rond. 

 

Cinétique de mortalité cellulaire 

Pour chaque cinétique, la mortalité cellulaire a été déterminée avant activation avec la PHA (J-

3), le jour de l’infection (J0) et le dernier jour de la culture (Tableau 7) afin de voir l’impact de ce 

paramètre sur le déroulé de nos cinétiques. 

Au J-3, les résultats étaient semblables entres cinétiques, avec une moyenne de 12,7% de 

mortalité cellulaire entre cinétiques et un faible écart de 3,6% entre la M1 et la M2 (Tableau 7). Juste 

avant l’infection des cellules au J0, on comptait 7,7% de mortalité pour M1, contre 12,4% ; 13,7% et 

15,7% pour M3, M4 et M2 respectivement, soit un écart de 8% entre la M1 et la M2. Ces résultats 

montraient un niveau basal de mortalité cellulaire avant infection des cellules, de 12% en moyenne et 
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donc, traduisant une bonne reproductibilité du protocole de récupération et activation des CMSPs 

entre les différents réplicats. 

Tableau 7 : Résultats du comptage cellulaire en fin de culture pour chaque cinétique 

  J-3 J0 Fin de culture M1 (J10) / M2-M4 (J11) 

N° Mono-
infection 

Souche testée 
Mortalité 
cellulaire 

Mortalité 
cellulaire 

Rendement 
Nombre de 

cellules 
vivantes / mL 

Nombre total 
de cellules 
vivantes 

Mortalité 
cellulaire 

Nombre total 
de cellules 
vivantes + 

mortes 

M1 
OM-TB-2016 

14,6% 7,7% 54,0% 
1,2E+06 4,7E+06 69,4% 1,5E+07 

RBF208 2,7E+06 1,1E+07 41,2% 1,9E+07 
cellules seules 5,5E+06 2,3E+07 35,2% 3,6E+07 

M2 
OM-TB-2016 

11,0% 15,7% 78,0% 
3,6E+05 1,5E+06 87,1% 1,1E+07 

RBF208 8,2E+05 3,4E+06 76,7% 1,5E+07 
cellules seules 4,0E+05 1,6E+06 80,4% 8,2E+06 

M3 
OM-TB-2016 

11,2% 12,4% 40,8% 
4,4E+05 1,7E+06 80,5% 8,6E+06 

RBF208 3,1E+06 1,3E+07 23,3% 1,7E+07 
cellules seules 6,5E+06 2,6E+07 10,9% 2,9E+07 

M4 
OM-TB-2016 

13,8% 13,7% 163,3% 
1,0E+05 4,1E+05 91,9% 5,1E+06 

RBF208 2,6E+05 1,1E+06 75,5% 4,5E+06 
cellules seules 3,6E+05 1,5E+06 75,7% 6,2E+06 

Moyennes 
OM-TB-2016 

12,7% 12,4% 84,0% 
5,2E+05 2,1E+06 82,3% 1,0E+07 

RBF208 1,7E+06 7,1E+06 54,2% 1,4E+07 
cellules seules 3,2E+06 1,3E+07 50,5% 2,0E+07 

Différence          
Δmax-min 

OM-TB-2016 
3,6% 8,0% 122,5% 

1,1E+06 4,3E+06 11,4% 1,0E+07 
RBF208 2,8E+06 1,2E+07 53,4% 1,4E+07 

cellules seules 6,2E+06 2,5E+07 69,5% 3,0E+07 
Tableau représentant les résultats de comptage cellulaire après coloration au bleu trypan des cellules au J-3, J0 et J10/11 de 

culture. Chaque moyenne a été calculée en prenant les valeurs de chaque réplicats de cinétique, tandis que les écarts ont été 

calculés en réalisant la soustraction de la valeur de la cinétique la plus haute par celle la plus basse. 

 

A la fin de la culture, la mortalité cellulaire était globalement plus élevée pour la souche OM-

TB-2016 avec une moyenne de 82,3% entre les réplicats, contre 54,2% et 50,5% pour RBF208 et le 

témoin cellulaire non infecté, respectivement (Tableau 7). En analysant les cellules témoins non 

infectées, il y avait également une plus forte mortalité à la fin de la M2 et la M4, avec des valeurs 

dépassant 75% de mortalité. Les cinétiques M3 et M1 pour ce même témoin, montraient une mortalité 

cellulaire moyenne moins importante de 10,9% et 35,2% en moyenne, soit un écart maximal de 69,5% 

entre la M2 et la M3. Enfin, nous avons pu constater un écart de cellules viables résiduelles après 

infection entre les souches, avec une moyenne de 2,1.106 cellules pour la souche OM-TB-2016 ; de 

7,1.106 cellules pour RBF208 et enfin de 1,3.107 cellules pour le témoin cellulaire non infecté (Tableau 

7). Ces résultats montraient plus de cellules viables résiduelles pour le témoin cellulaire, en 

comparaison avec nos deux souches et également, plus de cellules viables résiduelles pour la souche 

RBF208, en comparaison avec OM-TB-2016. 
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Cinétique de réplication de la souche OM-TB-2016 

Concernant les résultats d’Innotest, les différentes cinétiques ont montré deux tendances : les 

courbes obtenues pour M1 et M3 d’une part, avec un plateau vers 6 Log10 d’Agp24/mL et M2 et M4, 

d’autre part, avec un plateau vers 5 Log10 d’AgP24/mL (Figure 43). Le pic de production d’AgP24 a été 

obtenu entre 112 et 168 heures post-infection, avec une intensité comprise entre 5,19 (M1) et 6,27 

(M2) Log10 pg/mL d’AgP24, soit un écart maximal entre cinétique de 1,08 Log10 pg/mL d’AgP24 (Tableau 

8). Cet écart indiquait une faible reproductibilité, étant supérieur au seuil de 0,5 Log10 fixé comme 

indiquant des valeurs significatives. Sur l’ensemble des points révélés pour les deux marqueurs, une 

seule valeur aberrante a été exclue de l’analyse pour OM-TB-2016 au J7 (160h) lors de la révélation 

par Innotest. 

Concernant l’activité de la TI, les différentes courbes obtenues pour OM-TB-2016 étaient 

également superposables entre M1 et M3, avec un plateau atteint vers 5 Log10 mU TI/mL (Figure 43). 

Un écart a été observé entre ces cinétiques M1/M3 et la cinétique M2. En effet, le pic d’activité de la 

TI a été obtenu entre 120 et 160 heures post-infection, avec une intensité comprise entre 3,84 (M2) 

et 4,96 (M1) Log10 mU TI/mL, soit un écart maximal entre cinétique de 1,12 Log10 mU TI/mL entre M1 

et M2 (Tableau 8). Cet écart indiquait également une faible reproductibilité, selon le seuil d’écart de 

0,5 Log10 fixé. Enfin, la cinétique M4 a révélé un comportement intermédiaire entre M1/M3 et M2 avec 

un début de réplication semblable à M2 mais un plateau se rapprochant de celui obtenu pour M3 

(Figure 43).  

La vitesse de réplication était en moyenne d’environ 0,04 Log10 pg/mL d’AgP24 et 0,04 Log10 

mU TI/mL entre réplicats, pour les deux paramètres, montrant une réplication virale similaire pour ces 

deux paramètres (Tableau 10). Peu d’écart a été observé entre la vitesse de réplication de chaque 

cinétique pour les deux paramètres (0,0183 Log10 pg/mL d’AgP24 et 0,0195 Log10 mU TI/mL). 

La reproductibilité de ces cinétiques a été validée malgré l’obtention de deux profils différents 

et des écarts légèrement supérieurs à 0,5 Log10. En effet, un lien avec la mortalité cellulaire au moment 

de l’infection a été observé. Plus la mortalité des CMSPs était élevée et plus l’intensité du pic pour ces 

deux paramètres diminuait (Tableau 7).  
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Tableau 8 : Résultats des Innotests et SG-PERT pour chaque cinétique de la souche OM-TB-2016 

 

Le pic est représenté en gras (valeur la plus haute obtenue avant le plateau de réplication). Les différents prélèvements 

effectués au cours de différentes cinétiques ont été indiqués dans la première colonne par le jour (1 à 11) et l’heure 

correspondante. Deux prélèvements ont été effectués par jour, représentés par le numéro 1 ou 2. 

Moyenne M1 à M4 = « Moyenne réplicats », calculée entre chaque prélèvement des différentes cinétiques. 

*un tiret correspond à un prélèvement non réalisé 

 : valeur aberrante exclue de l’analyse
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A) Cinétique de la quantité d’AgP24 de quatre réplicats pour la souche OM-TB-2016  

L’axe des abscisses représente le temps écoulé en heures post infection, tandis que l’axe des ordonnées représente la quantité d’AgP24 obtenue en Log10 pg/mL 

B) Cinétique de l’activité de la TI de quatre réplicats pour la souche OM-TB-2016  

L’axe des abscisses représente le temps écoulé en heures post infection, tandis que l’axe des ordonnées représente la quantité d’activité TI obtenue en Log10 mU TI/mL 

Les pointillés indiquent que la courbe a été extrapolée à cause de données manquantes entre les deux points reliés. 
 

  

Figure 43 : Cinétiques de réplication de la souche OM-TB-2016 
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Cinétique de réplication de la souche RBF208 

Concernant les résultats d’Innotest pour RBF208, les différentes cinétiques ont montré deux 

tendances de courbes également avec celles obtenues pour M1 et M3 d’un côté, avec un plateau vers 

6-7 Log10 d’Agp24/mL et M2 et M4 d’autre part, avec un plateau vers 4,5-5 Log10 pg/mL (Figure 44, 

Tableau 9). Le pic de production d’AgP24 a été obtenu entre 168 et 208 heures post-infection, avec 

une intensité comprise entre 4,76 (M2) et 7,36 (M1) Log10 pg/mL d’AgP24 (Tableau 9), soit un écart 

entre ces cinétiques de 2,15 Log10 pg/mL d’AgP24 (Tableau 9). La vitesse de réplication allait, quant à 

elle, de 0,0268 (M4) à 0,0412 (M1) Log10 pg/mL d’AgP24/h, avec une moyenne d’environ 0,03 Log10 

pg/mL d’AgP24/h entre réplicats (Tableau 9).  

Concernant l’activité de la TI, les différentes courbes obtenues pour RBF208 étaient également 

superposables entre M1 et M3, avec un plateau atteint vers 5 Log10 mU TI/mL et M2 et M4 d’autre 

part, avec un plateau vers 3,5-4 Log10 mU TI/mL (Figure 44). Le pic d’activité de la TI a été obtenu entre 

168 et 208 heures post-infection, avec une intensité comprise entre 3,45 (M2) et 5,08 (M3) Log10 mU 

TI/mL soit un écart maximal entre cinétique de 1,63 Log10 mU TI/mL entre M1 et M2 (Tableau 9). La 

vitesse de réplication était en moyenne d’environ 0,04 Log10 mU TI/mL entre réplicats, pour les deux 

paramètres (Tableau 10). 

La reproductibilité de ces cinétiques a été validée comme pour la souche OM-TB-2016, malgré 

l’obtention de deux profils également, toujours en lien avec la mortalité cellulaire au moment de 

l’infection (Tableau 7).  
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Tableau 9 : Résultats des Innotests et SG-PERT pour chaque cinétique de la souche RBF208 

 

Le pic est représenté en gras (valeur la plus haute obtenue avant le plateau de réplication). Les différents prélèvements 

effectués au cours de différentes cinétiques ont été indiqués dans la première colonne par le jour (1 à 11) et l’heure 

correspondante. Deux prélèvements ont été effectués par jour, représentés par le numéro 1 ou 2. 

Moyenne M1 à M4 = « Moyenne réplicats », calculée entre chaque prélèvement des différentes cinétiques. 

*un tiret correspond à un prélèvement non réalisé

jour heures M1 M2 M3 M4
Moyenne 

M1 à M4
M1 M2 M3 M4

Moyenne 

M1 à M4

0 0 0 0 0 0 0 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00

1.1 16 0 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

1.2 24 0 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2.1 40 2,21 0 1,55 0 0,94 0,81 0,00 0,71 0,00 0,49

2.2 48 2,49 0 2,03 0 1,13 1,28 0,00 1,07 0,00 0,90

3.1 64 3,65 1,8 3,04 0 2,12 2,10 0,53 1,94 0,18 1,73

3.2 72 3,65 2,13 2,76 0 2,14 2,33 0,44 1,71 0,00 1,83

4.1 88 4,37 2,54 3,48 1,63 3 2,78 1,34 2,45 0,50 2,36

4.2 96 4,75 2,84 3,91 1,91 3,35 3,04 1,62 2,71 0,88 2,62

5.1 112 5,71 3,39 4,78 2,66 4,14 3,86 2,22 3,87 1,56 3,57

5.2 120 5,8 3,48 5,15 2,95 4,35 4,16 2,11 3,92 1,94 3,76

6.1 136 6,47 4,14 5,74 3,37 4,41 - 2,65 4,63 2,48 4,16

6.2 144 6,7 4,32 5,82 3,55 4,56 - 2,78 4,40 2,10 3,94

7.1 160 7,24 4,70 6,28 4,12 5,58 4,86 3,31 4,86 2,87 4,57

7.2 168 7,36 4,73 6,54 4,39 5,75 5,07 3,41 4,75 3,44 4,65

8.1 184 7,23 4,76 6,32 5,02 5,83 4,61 3,44 5,08 3,54 4,62

8.2 192 7,03 4,57 6,43 5,07 5,77 4,70 3,45 4,81 3,76 4,49

9.1 208 6,97 4,79 6,18 5,21 5,79 4,56 3,38 5,06 3,98 4,61

9.2 216 7,01 4,67 6,58 5,13 5,85 4,68 3,19 4,86 3,61 4,50

10.1 232 7,09 4,58 6,41 5,19 5,82 4,71 3,23 4,96 3,76 4,57

10.2 240 6,91 4,46 6,14 5,19 5,67 4,96 3,34 4,66 3,39 4,55

11.1 256 - * 4,45 6,45 5,19 5,37 - 3,26 4,95 3,42 4,50

11.2 264 -  4,38 6,06 5,23 5,22 - 2,93 4,74 3,88 4,33

RBF208 Log10 Quantité AgP24 (pg/mL) RBF208 Log10 Activité TI (mU TI/mL)
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A) Représentation des courbes de cinétiques de quatre réplicats pour la souche RBF208 après révélation en Innotest de la quantité d’AgP24 

L’axe des abscisses représente le temps écoulé en heures post infection, tandis que l’axe des ordonnées représente la quantité d’AgP24 obtenue en Log10 pg/mL 

B) Représentation des courbes de cinétiques de quatre réplicats pour la souche RBF208 après révélation SG-PERT de l’activité de la TI 

L’axe des abscisses représente le temps écoulé en heures post infection, tandis que l’axe des ordonnées représente la quantité d’activité TI obtenue en Log10 mU TI/mL 

Les pointillés indiquent que la courbe a été extrapolée à cause de données manquantes entre les deux points reliés. 

 

 

Figure 44 : Cinétiques de réplication de la souche RBF208 



p. 106 
 

Comparaison des cinétiques de réplications des deux formes recombinantes 

L’obtention de résultats similaires, avec deux profils de cinétique distincts pour les deux 

souches, permettait d’effectuer la moyenne de chacun des deux marqueurs des quatre cinétiques de 

chacune des deux souches recombinantes étudiées. 

En prenant en compte la moyenne obtenue pour chaque souche entre réplicat (moyenne 

réplicat), le délai d’obtention du pic d’AgP24 était de 168h en moyenne pour la souche OM-TB-2016, 

à une intensité de 5,80 Log10 pg/mL et de 184h pour RBF208 avec une intensité de 5,83 Log10 pg/mL 

(Tableau 10). Ces résultats ont montré un faible écart de réplication de 16h entre ces souches, pour 

atteindre une même intensité du pic de production d’AgP24 (différence inférieure à 0,05 Log10 

d’AgP24/mL entre les souches pour ce marqueur) (Tableau 10). Les données d’analyse de la pente au 

niveau de la phase exponentielle de culture ont montré une vitesse de réplication de 0,0347 Log10 

pg/mL contre 0,0375 Log10 pg/mL d’AgP24 par heure pour les souches OM-TB-2016 et RBF208 

respectivement, traduisant une même vitesse de réplication (Tableau 10). Selon ces résultats, aucune 

différence en termes de production d’AgP24 n’a été mise en évidence par cette étude. 

Le délai d’obtention du pic d’activité de la TI était de 120h en moyenne pour la souche OM-TB-

2016, avec une intensité de 4,51 Log10 d’AgP24/mL et de 168h pour RBF208 avec une intensité de 4,65 

Log10 d’AgP24/mL (Tableaux 10). Ces résultats traduisaient un faible écart de production de 0,14 Log10 

pg/mL et un écart de réplication de 48h entre ces souches. Les vitesses de réplication calculées à partir 

des données de l’activité de la TI, ont montré quant à elles, des valeurs de 0,0454 Log10 mU TI/mL/h 

pour OM-TB-2016 et 0,0327 Log10 mU TI/mL/h pour RBF208, traduisant un léger écart de réplication 

de 0,0127 Log10 mU TI/mL/h en faveur de la souche OM-TB-2016 (Tableau 10). Ces résultats ne 

mettaient en évidence aucune différence significative, c’est-à-dire supérieure à 0,5 Log10 mU TI/mL/h, 

en termes d’activité de la TI. 

Les comparaisons des trois paramètres de chacun des deux marqueurs ont montré que les 

souches OM-TB-2016 et RBF208 avaient le même potentiel réplicatif dans nos conditions d’étude.  

Les deux souches RBF208 et OM-TB-2016 possèdent des motifs de recombinaison et une 

diversité génétique qui sont différents (Figure 37 et 38), cette différence de diversité génétique n’a pas 

eu d’impact sur les potentiels réplicatifs de ces deux souches, qui apparaissaient similaires quels que 

soient le marqueur et le paramètre suivis.  
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Tableau 10 : Comparaison des potentiels de réplication de OM-TB-2016 et RBF208 

 

Δmax-min : écart calculé entre la valeur maximale et la valeur minimale 
moyenne pic : moyenne calculée entre les valeurs des différents pics obtenus pour chaque cinétique 
moyenne réplicat : moyenne calculée entre les valeurs des différents prélèvements correspondants entre chaque cinétique 
Δmax-min pic OM - RBF208 : écart calculé entre la valeur moyenne des pics obtenus pour chaque réplicat des souches OM-TB-2016 et RBF208 
Δmax-min réplicat OM - RBF208 : écart calculé entre réplicats par souches OM-TB-2016 et RBF208 (cf Tableaux 8 et 9) 
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Figure 45 : Comparaison des cinétiques moyenne de réplication des souches OM-TB-2016 vs RBF208 

A) Représentation des courbes de cinétiques moyennes obtenues pour OM-TB-2016 (orange) et RBF208 (violet) après révélation en Innotest de la quantité d’AgP24 

L’axe des abscisses représente le temps écoulé en heures post infection, tandis que l’axe des ordonnées représente la quantité d’AgP24 obtenue en Log10 pg/mL 

B) Représentation des courbes de cinétiques de trois réplicats pour OM-TB-2016 (orange) et RBF208 (violet) après révélation SG-PERT de l’activité de la TI 

L’axe des abscisses représente le temps écoulé en heures post infection, tandis que l’axe des ordonnées représente la quantité d’activité TI obtenue en Log10 mU TI/mL 
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c. Discussion 

Cette étude avait pour objectif de comparer le potentiel réplicatif in vitro de deux formes 

recombinantes VIH-1/MO. Les deux souches RBF208 et OM-TB-2016 (110, 137) possédaient des profils 

de recombinaisons différents, permettant d’étudier un éventuel impact de la diversité génétique et du 

positionnement du point de cassure sur le potentiel réplicatif de ces souches. 

Deux profils ont été identifiés entre les réplicats lancés pour les deux souches, avec une 

concordance entre les résultats des cinétiques M1 et M3 d’une part et ceux des cinétiques M2 et M4 

d’autre part. L’utilisation de cellules provenant de donneurs différents, entre les cinétiques M1 à M4, 

a pu limiter la reproductibilité entre les réplicats. L’obtention de deux profils distincts au cours des 

cinétiques, pour les deux marqueurs suivis (quantité d’AgP24 et activité TI), a semblé liée au 

pourcentage de mortalité des CMSPs le jour de l’infection (J0). En effet, des pics d’intensité d’AgP24 

et d’activité de la TI plus faibles ont été obtenus lorsque la mortalité à J0 était forte (cas des cinétiques 

M2 et M4). La moyenne des différents réplicats effectuée pour chaque paramètre (vitesse, délai et 

intensité d’obtention du pic) de chaque marqueur a permis de comparer nos cinétiques entre elles, en 

évitant un biais lié à la plus forte mortalité cellulaire observée pour le profil M2/M4. L’analyse du J6 

n’a pas été réalisée pour la cinétique M1 des deux souches, car le protocole initialement mis en place 

prévoyait des prélèvements 6 jours sur 7. Avec l’obtention d’un pic proche de ce point de la culture 

pour la cinétique M1, nous avons réalisé les prélèvements J6 pour les autres cinétiques, afin de ne pas 

manquer l’apparition du pic de réplication. Malgré tout, l’absence de J6 pour cette cinétique M1 a 

probablement conduit à des résultats sous-estimés pour ce point de la culture puisque sur les trois 

points utilisés pour réaliser la moyenne des quatre cinétiques, deux appartenaient au profil M2/M4 et 

un seul au profil M1/M3.  

Une même intensité de production d’AgP24 a été relevée entre les deux souches, avec 5,80 et 5,83 

Log10 pg/mL pour OM-TB-2016 et RBF208, respectivement, une même vitesse de réplication (≈ 0,04 

Log10 p24/mL/h) et un pic de réplication atteint à 168h pour les deux souches. Une même intensité 

d’activité de la TI a été identifiée entre les deux souches, avec 4,51 et 4,65 Log10 mU TI/mL pour OM-

TB-2016 et RBF208, respectivement, une différence de vitesse de réplication non significative (≈ 0,014 

Log10 mU TI/mL/h) et un pic de réplication atteint à 48h de distance (120h et 168h pour OM-TB-2016 

et RBF208 respectivement). Ainsi aucune différence de potentiel réplicatif n’a été observée entre ces 

deux souches au cours de cette étude. 
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Concernant la souche OM-TB-2016, les données obtenues au cours de cette étude ont été mises 

en regard des résultats obtenus lors d’une précédente étude (137). Les conditions opératoires 

retenues dans notre étude n’étaient pas les mêmes, avec l’infection du même nombre de cellules 

(5.106), mais à une MOI différente (10-4 pour nos cinétiques contre 10-2 pour les cinétiques 

précédentes) et avec des cellules différentes (infection de CMSPs au lieu des cellules Jurkat X4-R5 

(137). Toutefois, les différents prélèvements effectués avaient été révélés par la même technique de 

quantification d’AgP24 (Innotest), nous permettant de comparer les résultats obtenus au cours de ces 

deux études. La mesure de l’activité de la TI effectuée au cours de cette précédente étude avec la 

technique Cavidi a été remplacée au cours de notre étude par la technique de SG-PERT. Cette 

technique avait été testée au laboratoire sur un panel de souches pour lesquelles des valeurs de Cavidi 

étaient déjà disponibles, montrant une bonne reproductibilité entre les deux techniques, avec 

l’absence de différence significative supérieure à 0,5 Log10 mU TI/mL et nous permettant de comparer 

les résultats entre eux. Le pic d’AgP24 était atteint entre 6,2 et 6,5 Log10 pg/mL vers J14 - J19 dans les 

précédentes conditions, contre 5,2 à 6,3 Log10 pg/mL d’AgP24 vers J5 - J7 pour nos expérimentations. 

Ces résultats montraient une même intensité de réplication maximale, aux alentours de 6 Log10 pg/mL 

d’AgP24, indifféremment des cellules utilisées (Jurkat X4-R5 versus CMSPs). Concernant le pic 

d’activité de la TI mesurée en Cavidi, ce dernier était atteint entre 4,4 et 5,2 Log10 pg/mL vers J14 - J19 

jours, contre 4,2 à 5,0 Log10 mU TI/mL mesuré en SG-PERT, vers J5 - J7 pour nos expérimentations. La 

même intensité d’AgP24 et d’activité de la TI ont donc été obtenues entre ces expérimentations, à 

partir du même stock de surnageant initial. Ces données ont montré que la modification des 

paramètres de MOI et de choix de cellules n’a donc pas eu d’impact sur le potentiel réplicatif de la 

souche étudiée en parallèle dans ces deux études. Toutefois, le délai d’obtention du pic pour ces deux 

marqueurs a été très largement raccourci, avec un gain d’une dizaine de jours de culture en utilisant 

les CMSPs, au lieu des cellules Jurkat X4-R5. Enfin, les conditions retenues pour le lancement de nos 

cinétiques impliquaient une MOI plus faible, donc permettaient d’utiliser moins de volume de 

surnageant.  

Les mêmes résultats ont été observés au cours du test préliminaire pour OM-TB-2016, à la MOI de 

10-2 et 10-4, révélant un pic d’AgP24 d’une même intensité vers 6 Log10 pg/mL, dès J4 donc de façon 

plus précoce encore que lors du lancement de nos cinétiques. Ces résultats ont confirmé que le 

potentiel réplicatif de la souche OM-TB-2016 n’était pas impacté par le changement de MOI, 

puisqu’une même intensité du pic de réplication était observé. Néanmoins, pour la même MOI testée 

de 10-4, le délai de réplication était légèrement impacté par le lot de poches de sang issus des donneurs 

de CMSPs, avec l’obtention d’un pic à J4 pour le test préliminaire contre un pic entre J5 et J7 pour nos 

cinétiques, soit une différence de 1 à 3 jours. Ces données montraient une limite de reproductibilité 
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de notre modèle, mais les données obtenues étaient tout de même comparables d’une cinétique à 

l’autre. 

Contrairement aux travaux précédents, nos résultats ont montré que l’utilisation des cellules 

Jurkat X4-R5, modifiées et fragilisées, n’était pas recommandée dans notre contexte d’étude (137). La 

confirmation du problème de tropisme des cellules Jurkat X4-R5, réalisé par cytométrie en flux au cours 

des expérimentations de clonage (cf discussion page 85), a montré que les souches X4 étaient 

avantagées par rapport aux souches R5, avec une sous-expression de ce co-récepteur au niveau de la 

membrane des Jurkat X4-R5. Ces cellules avaient été utilisées dans d’autres contextes pour la 

production de particules virales, sans rencontrer ce problème (191–193). La souche OM-TB-2016 

possède un tropisme X4 contrairement à la souche RBF208, qui est R5, confirmant que le potentiel 

réplicatif de ces souches n’aurait pas pu être comparé en utilisant les cellules Jurkat X4-R5 modifiées 

et justifiant l’utilisation des CMSPs, malgré l’hétérogénéité de ce modèle cellulaire. Les CMSPs n’ont 

pas été qualifiées par l’EFS ce qui ne permettait pas d’étudier le tropisme des cellules avant infection 

et constituait également une limite à notre modèle expérimental. En fonction de l’utilisation des 

CMSPs, issues de donneurs différents, ainsi que de la proportion de cellules ayant un tropisme X4 ou 

R5, il pourrait y avoir un avantage d’une souche par rapport à une autre en culture. Cette hypothèse 

pourrait expliquer le léger décalage d’obtention du pic pour nos deux souches, avec une vitesse de 

réplication plus rapide pour la souche OM-TB-2016 (120h) par rapport à la souche RBF208 (168h), pour 

le marqueur de la TI notamment. Cependant, l’utilisation de trois poches de sang différentes pour 

constituer notre mélange de cellules à infecter avait pour objectif de limiter ce risque. Ces résultats 

pourraient alors traduire une légère différence de potentiel réplicatif entre ces souches, du moins pour 

ce marqueur de la TI. 

La souche OM-TB-2016 a induit une mortalité d’environ 80,3% contre 54,2% et 50,5% pour RBF208 

et le témoin cellulaire non infecté, respectivement, soit un écart d’environ 27,9% entre les souches 

OM-TB-2016 et RBF208 et peu d’écart entre le témoin cellulaire et RBF208. La souche RBF208 a donc 

induit de plus faibles valeurs de mortalité cellulaire, comparativement à la mortalité des CMSPs induite 

par la souche OM-TB-2016. Ces données, montraient la forte mortalité cellulaire induite par la souche 

OM-TB-2016 in vitro, également visualisées par la présence de nombreux syncytia en culture in vitro 

pour cette souche, qui n’était pas observés pour RB208 et le témoin cellulaire non infecté. Ces résultats 

ont montré également un écart de 69,5% de mortalité cellulaire entre les réplicats M3 (10,9%) et M2 

(80,4%) du témoin non infecté. La moyenne effectuée entre les réplicats pour nos deux souches, 

couplée à la quantification négative d’AgP24 et la mesure de l’activité de la du témoin cellulaire, 

permettaient de conclure à cette réelle différence entre nos deux souches OM-TB-2016 et RBF208.  
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Les deux souches OM-TB-2016 et RBF208 possèdent des fragments parentaux d’origine différente, 

avec des fragments de VIH-1/M de sous-type B pour OM-TB-2016 et de sous-type D pour RBF208 et 

des fragments de VIH-1/O de sous-groupe T pour OM-TB-2016 et de sous-groupe H pour RBF208. Cette 

différence de diversité génétique n’a pas eu d’impact sur le potentiel réplicatif, selon les marqueurs 

d’AgP24 et d’activité de la TI. Les trois paramètres étudiés (vitesse, délais et intensité du pic) pour 

chaque marqueur, ont montré des différences non significatives. Néanmoins, la différence de tropisme 

entre ces souches pourrait expliquer la différence de mortalité cellulaire identifiée au cours de cette 

étude. Les souches X4 sont connues pour être associées à une évolution plus rapide de la maladie, 

allant jusqu’au stade SIDA, en lien avec une très forte mortalité des lymphocytes CD4+ (194–197). Les 

souches R5 quant à elles, sont retrouvés durant les phases chroniques ou précoces de l’infection et 

n’induise pas de syncytia. La souche OM-TB-2016 étant de tropisme X4, contrairement à la souche 

RBF208 de tropisme R5, a donc pu induire une plus forte mortalité cellulaire en lien avec son tropisme. 

Ce travail a permis d’obtenir des données préliminaires sur la comparaison des potentiels 

réplicatifs de deux souches recombinantes différentes, mais, néanmoins, il serait intéressant 

d’effectuer une comparaison avec d’autres souches de profils plus différents. Le positionnement des 

points de cassure entre ces deux souches était, certes, différent mais leurs profils de recombinaison 

étaient similaires. En effet, les deux souches OM-TB-2016 et RBF208 possédaient une TI de groupe O 

et une enveloppe de groupe M, avec l’hypothèse que ces formes possèdent un fort potentiel réplicatif, 

caractérisé par une production d’Agp24 et une activité enzymatique de la TI importantes et associé à 

une vitesse de réplication très rapide sur CMSPs in vitro. Notre objectif de départ était de comparer 

deux formes de profil inverse, mais nous nous sommes heurtés à une impossibilité de cloner les 

souches correspondantes sous forme de CMIC. L’idée de comparer des souches possédant une TI et 

une enveloppe de groupe différents reste d’intérêt, afin de voir un réel impact du profil de 

recombinaison sur le potentiel réplicatif. L’absence d’autres souches VIH-1/MO isolées en culture au 

laboratoire ne nous a pas permis d’effectuer cette comparaison. Et la difficulté d’obtenir des outils de 

clonage adaptés ainsi que le manque de prélèvements de sang total incluant les cellules des patients 

infectés par ses souches recombinantes ont limité notre étude.  

Enfin, une véritable comparaison devra être effectuée avec la mise en compétition des souches, 

par une étude de fitness adaptatif viral, avec le besoin de développer des outils de révélation 

complexes, non disponibles au moment de notre étude. Une étude récente a montré qu’il était 

possible de suivre l’expression d’une souche de VIH-1/M de sous-type C, grâce au clonage de cette 

dernière sous forme de CMI et addition d’un gène rapporteur exprimant la GFP (Green Fluorescent 

Protein). Ce clone présentait un même niveau de réplication que le CMI initial produit au cours de cette 
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étude (198). Ces résultats permettent d’envisager un marquage spécifique des souches à suivre en 

culture, avec l’utilisation de différentes protéines fluorescentes, mais cette technologie reste 

complexe et induirait un niveau de difficulté supplémentaire pour la génération des clones 

moléculaires.   
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II. Transmission verticale d’une forme recombinante VIH-1/MO 

Ce travail fait l’objet d’un article présenté en Annexe 8 : 

 

 

La transmission mère-enfant (TME) du VIH, ou transmission verticale, peut avoir lieu à différents 

moments : lors de la grossesse par voie transplacentaire (15-20%), au moment de l’accouchement et 

du passage par la filière génitale (45-50%) ou durant l’allaitement (30-40%) (199). Ce risque de TME 

est le plus élevé à l’accouchement et durant le troisième trimestre de grossesse (199). Ce mode de 

transmission est la principale cause des nouvelles infections chez les enfants dans le monde (15). Le 

taux de TME reste variable selon les pays, de l’ordre de 3% en France contre 17% au Cameroun, en 

2021 en absence de traitement (15). Néanmoins, une forte réduction du nombre d’enfant nés avec le 

VIH est observée depuis la mise à disposition plus globale des ARV dans le monde. 

Le taux de TME impliquant un VIH-1/M est de l’ordre de 20 à 30% en absence de traitement, contre 

seulement 0,3% sous traitement en France (21). Au contraire, le VIH-2 est moins transmissible à 

l’enfant que le VIH-1 (200). De la même façon, une étude de 2022 a montré que le taux de TME du 

VIH-2 était plus faible que celui du VIH-1 (201) et, en France, de l’ordre de 1 à 3% en absence de 

traitement et d’environ 0,3% sous traitement ARV (21, 200). Cette différence de taux de transmission 

est à mettre en lien avec la plus faible réplication du VIH-2 par rapport au VIH-1 (200, 202). En 

revanche, trop peu de données sont disponibles pour conclure quant à la TME des VIH-1 non M. 

Quelques cas de TME impliquant le VIH-1/O ont été décrits, dont le premier en 1998 chez une mère 

d’origine Camerounaise et de son bébé, tous les deux testés positifs au VIH au moment de la naissance 

(203, 204). 

La diversité génétique du VIH aurait un impact sur la transmissibilité du virus. Des études ont 

montré que le sous-type impliqué et la recombinaison entre sous-types avaient un impact sur la TME 

(205–208) avec un risque de transmission plus élevé pour le VIH-1/M de sous-type D (207, 209) 

comparativement aux autres sous-types, ou du sous-type C in utero (208). Cependant, une autre étude 

n'a pas retrouvé de lien entre ces sous-types A et D et la fréquence de TME (210). Aucune étude à ce 

jour n’a pu démontrer un lien entre TME et groupes, notamment entre les groupes M et O. L’étude de 

l’influence de la diversité virale et de la recombinaison sur le TME est donc toujours en cours et reste 

complexe à réaliser, paradoxalement, grâce à la mise à disposition des traitements qui rend le taux de 

TME parfois très faible dans certains pays (205, 211). 

Vautrin M, De Oliveira F, Icard V, Leoz M, Trabaud M-A, Ouziel A, Panetta L, Lemée V, Plantier J-C, 

Moisan A. 2023. First evidence of a mother to child transmission of an HIV-1/MO intergroup 

recombinant form. En cours de soumission.  
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C’est sur ce contexte que se base ce travail. En mai 2022, un bébé (RBF255), né au Cameroun et 

âgé de 4 mois, a été hospitalisé pour une pneumocystose pulmonaire, en unité de soins intensifs 

pédiatriques du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Lyon. Peu d’informations clinico-biologiques 

étaient disponibles avant son arrivée du Cameroun en France, en janvier 2022. Face à la survenue de 

cette infection, des sérologies VIH ont été réalisées chez lui puis chez sa mère (RBF254). Pour eux deux, 

un résultat positif a été obtenu et un diagnostic d’infection à VIH a été posé. Le génotypage de 

résistance, à Lyon a révélé une discordance moléculaire, suggérant une infection atypique (double 

infection VIH-1/M+O ou infection par un recombinant VIH-1/MO) et nécessitant une exploration 

approfondie (Figure 46). Plusieurs prélèvements ont été envoyés au laboratoire associé au Centre 

National de Référence du VIH (CNR) du CHU de Rouen pour caractérisation séro-moléculaire.  

 

Figure 46 : Discordance moléculaire du génotypage de résistance effectué au CHU de Lyon pour RBF255 

Les fragments de VIH-1/O sont indiqués en bleu tandis que les fragments de VIH-1/M sont en rouge. Chaque position a été 
indiquées par rapport à la souche de référence HxB2 (n° d'accession GenBank K03455), sous les fragments amplifiés 
correspondants. 

 

1. Méthodologie 

Patients et échantillons  

L’ARN viral a été extrait de façon automatisée à l’aide du kit EZ1® DSP Virus (Qiagen) selon les 

recommandations du fournisseur, à partir d’un plasma pour RBF255 (16/06/2022) et de deux plasmas 

pour RBF254 (15/06/2022 et 28/07/2022). Des données viro-cliniques, incluant la CV, le nombre de 

CD4 et le suivi thérapeutique ont été collectées par le CHU de Lyon, permettant de suivre l’évolution 

de l’infection tout au long du suivi de ces deux patients jusqu’à ce jour.  
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Caractérisation moléculaire des populations virales 

- RT-PCRs nichées spécifiques de groupes M et O 

Quatre RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR) nichées spécifiques des groupes M et O et ciblant 

les régions d’intérêt PR, TI, IN et GP41 ont été réalisées sur les extraits d'ARN de RBF254 et RBF255. 

Afin d’amplifier les régions PR, TI et GP41, des amorces spécifiques du VIH-1/M ont été utilisées selon 

les recommandations de l’ANRS (212) et des amorces spécifiques du VIH-1/O ont été utilisées, en se 

basant sur un protocole conçu par le CNR de Rouen (213). Pour amplifier la région de l’IN, d’autres 

amorces spécifiques de groupes M et O ont également été sélectionnées (214). Une fois les différents 

fragments amplifiés, les amplicons ont été révélés par migration sur gel d’agarose, puis purifiés à l’aide 

du kit Nucleospin Gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel) avant séquençage par une méthode dérivée 

de Sanger (Annexe 6). L’analyse des séquences a été réalisée grâce à l’alignement des séquences 

obtenues avec des souches de référence utilisées dans le cadre de l’activité CNR. Enfin, l’analyse des 

profils de résistance selon l’algorithme de l’ANRS MIE v32 (octobre 2021) a été réalisée pour chaque 

fragment séquencé. 

 

- Séquençage des génomes complets 

L’ensemble des étapes est représenté dans la Figure 47. 

 

Figure 47 : Etapes de séquençage des génomes complets par séquençage nouvelle génération et Sanger 

Créé avec BioRender.com 
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o Amplification des fragments pour le séquençage des génomes complets 

Six fragments chevauchants (A, B, C, D, E1 et E2) ont été amplifiés par un système de RT-PCRs 

nichées, à l’aide du kit DeepChek® Assay Whole Genome HIV-1 Genotyping V1.x (ABL, Luxembourg), 

selon les recommandations du fournisseur (215) (Figure 48). Ce protocole développé pour des variants 

VIH-1/M, a néanmoins dû être adapté, avec l’utilisation d’amorces non spécifiques de groupes 

permettant également l’amplification du VIH-1/O (Tableau 11). Après amplification, les différents 

amplicons obtenus ont été quantifiés à l’aide du Qubit™ 4 fluorometer en utilisant le kit dsDNA HS 

Assay (ThermoFisher Scientific, Etats Unis). 

Ces amplicons purifiés ont permis de réaliser en parallèle le séquençage Sanger et le 

séquençage nouvelle génération (Next generation sequencing, NGS) par technologie Illumina®. 

Lorsque la qualité des séquences Sanger ou le volume d’échantillon étaient insuffisants, une nouvelle 

PCR nichée était réalisée dans les mêmes conditions que décrites ci-dessus, mais les amplicons étaient 

purifiés sur colonne à l’aide du kit Nucleospin Gel and PCR Clean up (Macherey-Nagel) après 

vérification sur gel d’agarose. Une purification sur gel a été effectuée à l’aide de ce même kit, pour les 

fragments E1 et E2. 

 

Figure 48 : Position des amorces utilisées pour l’amplification des génomes complets de RBF254 et RBF255 

Chaque position est indiquée par rapport à la souche HxB2 et chaque taille de fragment est renseignée dans le rectangle 
correspondant à l’amplicon. Les amorces ayant servi à lancer la RT-PCR sont représentées en vert, tandis que celles ayant 
servi pour la Nested PCR sont représentés en orange, sous chaque amplicon attendu.  

 

 



p. 119 
 

Tableau 11 : Amorces utilisées pour l’amplification des génomes complets de RBF254 et RBF255 

 

* : Upper (Amorce sens) 
** : Lower (Amorce antisens 
Les amorces ayant servi à lancer la RT-PCR sont représentées en vert, tandis que celles ayant servi pour la Nested PCR sont 
représentés en orange, sous chaque amplicon attendu.  

 

 

o Séquençage par la méthode de Sanger 

Un séquençage des génomes complet a d’abord été entrepris par la méthode de Sanger, selon 

les mêmes modalités que décrites en Annexe 6. L’ensemble des amorces ayant servi au séquençage 

des souches RBF254 et RBF255 a été listé dans le Tableau 12.  
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Tableau 12 : Amorces utilisées pour le séquençage Sanger des génomes complets de RBF254 et RBF255 

 

 

o Séquençage nouvelle génération par technologie Illumina  

Une technique de séquençage de nouvelle génération a également été utilisée au cours de ce 

projet, en utilisant le kit Illumina DNA prep (Illumina, États-Unis). La librairie a été préparée selon les 

recommandations du fournisseur, à l’aide des amplicons utilisés générés pour le séquençage Sanger. 

Pour ce faire, les amplicons de chaque échantillon A, B, C, D, E1 et E2, ont été mélangés. Tous les 

échantillons ont été marqués et fragmentés au cours d’une même étape de tagmentation, 

correspondant à l’utilisation de billes couplées à des transposomes et permettant d’obtenir des ADN 

de taille de 350 pb, compatibles avec la technique de séquençage Illumina utilisée (Figure 49).  

* : Upper (Amorce sens) 
** : Lower (Amorce antisens 
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Figure 49 : Principe de la tagmentation 

Schéma adapté du protocole Illumina DNA Prep (216). 

1) Tagmentation. Les billes couplées à des transposomes ont été mise en contact avec l’ADNg de nos échantillons à séquencer 
afin de permettre à la fois de normaliser la taille des fragments (environ 350 pb) et d’ajouter à leurs extrémités des séquences 
adaptatrices permettant la fixation des index. 2) Amplification de la librairie par PCR. Ajout des adaptateurs P5 et P7 et des 
index nécessaires à la fixation de l’échantillon sur la flow cell 3) Séquençage des fragments après lavage et mélange.  

 

Les fragments sans adaptateurs ont été éliminés à l’aide d’un lavage, puis la librairie a été 

amplifiée, selon les recommandations du fournisseur, avant d’être à nouveau purifiée par un lavage. 

L’ensemble des fragments a ensuite été normalisé après quantification sur le Qubit™ 4 fluorometer en 

utilisant le kit dsDNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis). Un mélange de tous ces 

échantillons a été réalisé, puis 13 pM de librairie finale ont été chargés sur la flow cell, après de 5% de 

PhiX, d’un calibrateur et d’un contrôle qualité de séquençage Illumina. Le séquençage a été réalisé à 

l'aide du système MiSeq (Illumina, États-Unis) en utilisant le kit MiSeq Reagent Nano kit v2.  

Le séquençage Illumina repose sur les deux principes suivants : l’amplification par pont (bridge 

PCR) et le séquençage par synthèse (Sequencing By Synthesis, SBS). Une fois la librairie d’ADN 

constituée, celle-ci a été déversée sur le support de séquençage recouvert de séquences 

complémentaires des adaptateurs fixés à chaque extrémité des fragments. Les fragments se fixent 

alors au niveau du support et une élongation a lieu à l’aide d’une polymérase afin de générer le brin 

complémentaire, qui reste bloqué sur la flow cell. Chaque fragment restant est amplifié à partir de 

l’autre extrémité non fixée, qui peut alors s’hybrider sur la séquence complémentaire de la flow cell, 



p. 122 
 

formant ainsi un pont. Chaque pont créé permet de synthétiser le fragment complémentaire, qui sera 

à son tour dénaturé, puis bloqué sur la flow cell. L’amplification progresse dans un espace restreint de 

la flow cell et à partir d’un même fragment de départ, entrainant ce que l’on appelle un cluster (Figure 

50). 

 

Figure 50 : Principe du séquençage par la technologie Illumina 

Issu de ATDBio (217). 

Le principe du SBS est basé sur la détection des bases durant la synthèse du brin complémentaire. Chaque base couplée à un fluorophore 
émet un signal lumineux spécifique, lors de l’incorporation de l’une d’entre elles. Après incorporation, le fluorophore est clivé, permettant à 
la polymérase de poursuivre l’analyse avec l’incorporation des dNTPs suivants. Chaque signal de fluorescence est converti en base permettant 
d’obtenir de courtes séquences de nucléotides appelée reads, correspondant à la succession des bases lues pour chaque fragment par le 
séquenceur. Chaque base a été associée à un score de qualité de séquençage, qui sert à déterminer les bases ambiguës et la qualité finale 
de la séquence obtenue.  

 
 

Les données statistiques ont été visualisées à l’aide du logiciel Sequencing Analysis Viewer 

v.2.4.7 (Illumina) afin de contrôler le bon déroulement du séquençage NGS (218). La densité des 

clusters et le nombre total de reads ont été analysés, ainsi que le nombre de reads dépassant le seuil 

du Q30, correspondant à la probabilité que la base attribuée soit bien à bonne à 99,9%. D’autres 

paramètres ont été contrôlés, tels que le pourcentage de reads attribués au PhiX, ceux attribués au 

témoins négatif et enfin, le pourcentage de reads ayant été bien identifiés par les index Illumina. 
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Les données de séquençage, incluant tous les reads séquencés ont été récupérées dans un 

fichier informatique au format .FASTQ. L’ensemble des analyses bio-informatiques a été réalisé au 

laboratoire à l’aide du pipeline HAPHPIPE (HAplotype and PHylodynamics PIPEline) (219), permettant 

de supprimer les adaptateurs et les reads de mauvaise qualité, de corriger les erreurs de séquençage 

et de reconstituer le génome complet consensus des différentes souches par deux méthodes 

d’assemblage : 

- Par l’assemblage « ref-base », correspondant à l’assemblage des reads sur un génome de 

référence. 

- Par l’assemblage « de novo », correspondant à l’assemblage des reads entre eux jusqu’à 

obtenir des séquences intermédiaires, jusqu’à finalement reconstituer une séquence 

consensus sans l’aide d’une référence.  

 

Comparaison des deux technologies de séquençage 

Les séquences consensus des deux patients, obtenues par les deux technologies de séquençage, 

ont été comparées entre elles avec l’outil BLAST, afin de mettre en évidence la concordance des 

résultats entre les deux technologies de séquençage utilisées. Un alignement de ces séquences 

obtenues par Sanger et NGS a également été réalisé sur les souches de références HxB2 et ANT70, à 

l’aide de l’outils MEGA 7, afin d’identifier et de positionner les différences de nucléotides et les 

décalages de séquences. Une autre analyse a été effectuée afin de visualiser des distances génétiques 

entre ces séquences à l’aide de MEGA 7. Les distances génétiques, correspondant aux différences 

identifiées entre chaque paire de séquences, ont été calculées à l'aide de la méthode de Kimura à 2 

paramètres. La fiabilité de cette analyse a été estimée par Bootstrap avec 1000 répétitions. Une 

dernière analyse comparant ces séquences a été effectuée avec l’outils Highlighter de Los Alamos 

(220), afin de visualiser les différences observées entre nos séquences. Toutes ces analyses ont été 

effectuées afin de valider notre protocole expérimental de séquençage de nouvelle génération sur les 

génomes complets de VIH non-M. 

Le logiciel HAPHPIPE a pu être utilisé sur les données de NGS, afin d’étudier les quasi-espèces au 

sein d’un même échantillon, pour nos deux souches, contrairement aux données issues du séquençage 

Sanger qui ne permettaient pas cette analyse. Cette étape, effectuée avec le module Predict_haplo du 

logiciel HAPHPIPE, nous a permis d’étudier les différentes populations présentes dans nos 

prélèvements séquencés, correspondant aux différentes séquences représentatives de la quasi-

espèce. 
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Etudes phylogénétiques et analyse de la recombinaison 

Les séquences obtenues pour les deux patients par méthode Sanger ont été comparées à une 

banque de données VIH mondiale, à l’aide de l’outil BLAST de Los Alamos (Basic Local Alignment Search 

Tool) (221). Cet outil a été utilisé afin d’identifier simplement les groupes de VIH-1 (VIH-1/M ou VIH-

1/O) et sous-types de chaque fragment impliqué dans la forme recombinante VIH-1/MO.  

Une première étape de visualisation des points de cassure a été effectuée sur toutes ces séquences 

à l’aide de l’outil HIV Genotyping du NIBSC (222). Ces dernières ont ensuite été alignées avec un 

ensemble de séquences VIH-1/M et VIH-1/O, provenant de la base de données VIH de Los Alamos (24) 

et de notre laboratoire, à l’aide de MEGA 7 (223), afin de préciser plus finement la localisation des 

points de cassure.  

Le logiciel SimPlot (224) a été utilisé, après l’alignement des séquences préalablement effectué, 

afin d’identifier et de localiser les points de cassure le long du génome en utilisant la méthode 

statistique de Kimura à 2 paramètres et un rapport transition-transversion de 2,0. Ce logiciel permet 

d’analyser l’ensemble de la séquence d’intérêt en calculant la similarité de cette séquence par rapport 

à d’autres séquences de référence préalablement choisies, afin de déterminer le profil de 

recombinaison sur l’ensemble du génome des deux virus. Ce logiciel permettait non seulement la 

visualisation des points de cassure mais également de la diversité génétique des fragments impliqués. 

Des arbres phylogénétiques ont été réalisés, à l’aide de la méthode de Neighbor-joining, afin de 

visualiser les liens phylogénétiques entre échantillons, avec les différents sous-types et sous-groupes 

de VIH-1, ainsi qu’avec les 12 URF_MO déjà décrites in vivo et complètement séquencées. Les distances 

évolutives, correspondant aux substitutions par position, ont été calculées à l'aide de la méthode de 

Kimura à 2 paramètres. La fiabilité de ces arbres a été estimée par une analyse Bootstrap avec 1000 

répétitions.  
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2. Résultats  

Patients et échantillons  

Le suivi des patients au CHU de Lyon a permis d’obtenir les données associées aux différents 

prélèvements de RBF254 et RBF255 (Tableau 13, Figure 51).  

Pour les deux patients, une trithérapie antirétrovirale active a été initiée dès juin 2022 avec 

l’association bictegravir-emtricitabine-tenofovir pour RBF254 et zidovudine-lamivudine-dolutegravir, 

pour RBF255, rapidement changé pour la combinaison abacavir-lamivudine-dolutegravir, du fait d’une 

adaptation pharmacologique. Le suivi séquentiel et rapproché des deux patients a permis de mettre 

en évidence une bonne réponse au traitement ARV pour les deux patients.  

En effet, pour RBF254, le zénith de la CV était de 5,4 Log10 cp/mL. Une diminution de 3,4 Log10 

cp/mL a été observée après 3 semaines de traitement et l’indétectabilité a été finalement obtenue en 

3 mois environ (Tableau 13). Le nadir de CD4 avait été observé au moment du diagnostic (308 

CD4/mm3) et la mise sous traitement a permis une bonne restauration immunitaire.  

Concernant RBF255, le zénith de la CV était de 6,3 Log10 cp/mL au moment du diagnostic. La 

mise sous traitement a été associée à une diminution rapide de la CV, d’environ 3 Log10 cp/mL en une 

semaine seulement (Tableau 13). Cette diminution de la CV était associée à une restauration 

immunitaire intense (+ 800 CD4/mm3 environ après un mois de traitement ARV) à partir du nadir de 

CD4, observé comme pour RBF254 au moment du diagnostic (141 CD4/mm3). En revanche, du fait de 

difficultés d’observance, l’indétectabilité n’avait toujours pas été obtenue après 9 mois de traitement 

ARV. 
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Tableau 13 : Données viro-cliniques et thérapeutiques des échantillons pour RBF254 et RBF255 

 
Date de 

prélèvement 
CV plasmatique 
 (Log10 cp/mL) 

Comptage 
CD4 (/mm3) 

Données de séquençage 

Lieux 
d’analyse 

PR RT IN GP41 
Génome 
complet 

VIH-1/M VIH-1/O 

RBF254 14-06-2022 5,4 331 Lyon VIH-1/O VIH-1/O -*     
 16-06-2022 5,4 308 Rouen VIH-1/O VIH-1/O VIH-1/M VIH-1/M VIH-1/MO CRF02_AG T 
 30-06-2022 initiation bictegravir-emtricitabine-tenofovir         
 22-07-2022 2,0 412         
 22-08-2022 1,7 430         
 20-09-2022 Indétectable          
 19-10-2022 1,8 465         
 15-12-2022 1,7 444         
 23-03-2023 Indétectable 514         
 23-03-2023 initiation dolutegravir-emtricitabine-tenofovir         

RBF255 31-05-2022 6,3 141         
 02-06-2022  141         
 07-06-2022 initiation zidovudine-lamivudine-dolutegravir         
 08-06-2022   Lyon VIH-1/O VIH-1/O VIH-1/M     
 14-06-2022 initiation abacavir-lamivudine-dolutegravir         
 15-06-2022 3,3  Rouen VIH-1/O VIH-1/O - VIH-1/M    
 23-06-2022 2,7          
 07-07-2022 4,2 927         
 12-07-2022 4,0          
 28-07-2022 4,8  Rouen   VIH-1/M  VIH-1/MO CRF02_AG T 
 04-08-2022 2,7          
 23-08-2022 2,5          
 13-09-2022 2,1 685         
 11-10-2022 2,4 850         
 15-11-2022 2,4 1220         
 14-12-2022 2,1 1456         
 19-01-2023 1,9 1260         
 14-02-2023 2,0          
 14-03-2023 2,2 1110         

*- : Pas d’amplification 

PR: Protéase, RT: Reverse transcriptase, IN: Intégrase 
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Figure 51 : Suivi de la CV et du nombre de CD4 pour les échantillons de RBF254 et RBF255 

 
A gauche est représenté le suivi de la CV et du nombre de CD4 pour RBF254 et à droite pour RBF255, en fonction du temps. Au-dessus de chaque point est indiquée la valeur de la CV en Log10 

cp/mL ou en nombre de CD4/mm3. Le suivi de la CV a été représenté en orange et le nombre de CD4 en bleu. La mise sous traitement a été indiquée par une date en rouge en abscisse, avec 
le traitement correspondant en dessous. 
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Caractérisation moléculaire des populations virales 

- RT-PCRs nichées spécifiques de groupes M et O 

Après les RT-PCR nichées spécifiques des groupes M et O, il s’est avéré que la région PR+TI 

était amplifiée seulement par les amorces de groupe O pour les deux souches, tandis que la GP41 était 

amplifiée avec les amorces de groupe M uniquement. La région de l’IN de RBF254 a été amplifiée avec 

les amorces de VIH-1/M, mais des difficultés ont été rencontrées pour amplifier cette région pour 

RBF255. L’IN de RBF255 a été amplifiée avec des amorces de VIH-1/O, mais les données de séquençage 

ont finalement confirmé qu’il s’agissait d’une amplification non spécifique, montrant une IN de groupe 

M après séquençage, comme pour RBF254. Pour les deux patients, les régions PR et TI correspondaient 

à du VIH-1/O, alors que les régions IN et GP41 correspondaient à du VIH-1/M (Figure 52). Ces données 

suggéraient la présence d’une forme recombinante VIH-1/MO avec, au moins, un point de cassure de 

motif OM suspecté au niveau de la région TI-IN, sans forme parentale VIH-1/M ou VIH-1/O associée. 

 

Figure 52 : Discordance moléculaire observée pour RBF254 et RBF255 après investigation par le CNR de Rouen 

Chaque position a été indiquée par rapport à la souche HxB2 et les positions de chaque début et fin de fragment amplifiés 
ont été indiquées en dessous du rectangle coloré correspondant, avec la représentation suivante : en bleu figurent les 
portions de génome appartenant à du VIH-1/O, tandis que celles appartenant à du VIH-1/M ont été indiquées en rouge. En 
violet figure la portion non séquencée suggérant un point de cassure de profil OM dans cette région. 

 

L’analyse des séquences a révélé les mêmes profils de résistance chez la mère et son enfant, avec 

les mêmes mutations détectées : A98G et K103R dans la TI, L10I, Q58E et A71V dans la PR et aucune 

mutation associée à de la résistance dans les régions IN et GP41. Ces mutations n’entrainaient pas de 

résistance aux traitements ARV initiés et n’entrainaient qu’une résistance possible à la rilpivirine 

(INNTI) et l’atazanavir (IP). 
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- Séquençage des génomes complets 

o Amplification des fragments pour le séquençage des génomes complets 

Les six fragments chevauchants A, B, C, D, E1 et E2, conçus pour couvrir l’intégralité des 

génomes viraux de RBF254 et RBF255, ont été obtenus avec succès après RT-PCR nichées non-

spécifiques de groupes et révélation sur gel d’agarose. L’amplification du fragment D, correspondant 

au début de la GP41, a nécessité l’utilisation d’amorces spécifiques du VIH-1/M. Le fragment E 

initialement amplifié en un seul fragment, allant de la région GP41 de l’enveloppe à la fin du génome, 

a montré la présence d’une bande d’intérêt de très faible intensité et de multiples bandes non 

spécifiques sur le gel d’agarose. Deux fragments (E1 et E2) ont donc été amplifiés à l’aide d’amorces 

non spécifiques de groupes (à l’exception de l’amorce Upper du fragment E2), à partir des amplicons 

de la RT-PCR (fragment E complet initialement). Les amplicons E1 et E2 ont été purifiés directement à 

partir du gel d’agarose, afin d’obtenir une bonne qualité d’échantillon. 

 

o Séquençage par la méthode de Sanger 

Le positionnement d’amorces tous les 500 pb le long du génome environ a permis de 

séquencer les génomes complets des souches de RBF254 et RBF255. Néanmoins, des difficultés ont 

été rencontrées pour le séquençage du début de l’IN (fragment B) et de l’enveloppe (Fragments D, E1 

et E2). Plusieurs essais de séquençage ont été réalisés pour ces fragments, dû à un bruit de fond 

important. Ce dernier a été relié à la présence des points de cassures, à une quantité d’ADN 

insuffisante et la présence de bandes non spécifiques sur le gel d’agarose à l’issu de l’amplification. 

Pour la GP41, une étape de purification sur gel et l’utilisation d’amorces spécifiques de groupe a été 

nécessaire pour obtenir la séquence finale. Les séquences finales obtenues pour les deux patients ont 

montré une plus forte diversité intra-échantillon pour RBF254, suggérant la présence d’une quasi-

espèce virale plus ancienne que pour RBF255. La présence de plusieurs populations au sein de cet 

échantillon a été investiguée par séquençage NGS. 

 

o Séquençage nouvelle génération par technologie Illumina  

Les données du séquençage de chaque souche ont été analysées après lancement sur 

l’automate MiSeq, via le logiciel Sequencing Analysis Viewer d’Illumina. Un total de 83 366 reads ont 

été obtenus pour nos échantillons, dont 94,6 % (n=78 897) possédaient un score de qualité supérieur 

au Q30 (Tableau 14, Figure 53). Sur la totalité des reads obtenus, une proportion d’identification 
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homogène a été observée entre les échantillons allant de 3,3 à 4,7% pour RBF254 et RBF255 

respectivement et de 0,0002% pour le témoin négatif (Tableau 14).  

 

Tableau 14 : Résultats de séquençage obtenus pour RBF254 et RBF255 par technologie Illumina 

 RBF254 RBF255 Total du run 

Nombre de reads totaux 83 366 1 034 505 

Nombre de reads PF* 
78 897 

979 058 
46 456 32 441 

Pourcentage de reads PF identifiés 4,7 3,3 94,6% 

        PF : Reads ayant un score de qualité supérieur à Q30 

 

 

Figure 53 : Histogramme présentant la qualité des reads obtenus après séquençage NGS 

En bleu figure les reads de mauvaise qualité, possédant un score de qualité inférieur au seuil fixé par Illumina Q30, qui lui 

est en vert, représentant les reads de bonne qualité (Graphique issu du logiciel Sequencing Analysis Viewer). 

 

L’analyse par l’outil HAPHPIPE a permis d’obtenir les génomes complets des deux souches. La 

séquence consensus du bébé, RBF255, a été obtenue directement à partir de l’alignement des reads 

entre eux (assemblage de novo). L’alignement des reads entre eux par méthode de novo, avec l’outil 

HAPHPIPE, n’a pas permis d’obtenir d’informations entre les positions 8226 – 8299 pb pour la mère, 

RBF254 (Figure 54). Une étape supplémentaire d’alignement des reads sur la séquence de RBF255, 

prise comme référence, a été réalisée afin de reconstituer le génome complet de RBF254. Au final, les 

deux séquences obtenues avaient une taille totale de 9264 et 9255 pb. Enfin, cet outil n’a pas mis en 

évidence la présence de populations parentales au sein des échantillons.  
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Figure 54 : Différences de paires de base identifiées entre les séquences Sanger et NGS pour RBF254 et RBF255 

Cette analyse a permis de visualiser par un code couleur, les nucléotides de chaque séquence qui ne correspondant pas à 
ceux de la séquence de référence HxB2. Le code IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) indique les 
positions pour lesquelles la paire de bases identifiée n’était pas définie dû à la présence de plusieurs populations, différentes 
de celles de la référence HxB2, ou dû à la présence d’une base non identifiée. Les GAP, indiquent les décalages de séquences 
identifiées par rapport à la souche de référence HxB2. 

 

Comparaison des deux technologies de séquençage 

 La comparaison des séquences effectuée pour les deux souches par l’outils BLAST, a permis de 

montrer qu’il n’y avait que 1% de différence entre le Sanger et le NGS (Tableau 15). Cette différence 

constatée est la conséquence de plusieurs éléments. Tout d’abord, la taille des séquences était 

similaire quelle que soit la technologie utilisée (environ 9200 pb). Néanmoins, un léger décalage entre 

le début et la fin de séquence a été observé pour nos deux souches. Enfin, les séquences consensus 

obtenues présentaient quelques différences de nucléotides, notamment entre les séquences de novo 

et celle obtenue en Sanger pour un même patient, ainsi que quelques différences entre les séquences 

de RBF254 et RBF255. 
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Tableau 15 : Comparaison des séquences consensus de RBF254 et RBF255 obtenues par séquençage NGS et 
Sanger 

 
Technologie de 

séquençage 

Taille totale 

(pb) 

Début de la 

séquence (pb) 

Fin de la 

séquence (pb) 

Pourcentage et score 

d’identité (BLAST) 

RBF254 

Sanger 9204 527 9619 
99% (8854/8981) 

NGS (de novo) 9024 410 9420 

NGS (ref-base) 9264 526 9680 99% (9147/9207) 

RBF255 
Sanger 9203 522 9619 

99% (9102/9207) 
NGS (de novo) 9255 526 9680 

 
Chaque position a été indiquée par rapport à la souche de référence HxB2 (n° d'accession GenBank K03455). 
Le pourcentage d’identité obtenu par l’outils BLAST montre le nombre de paires de bases identiques entre les deux séquences 
comparées, sur le nombre total de bases analysées entre les deux séquences. Chaque séquence obtenue par séquençage 
NGS a été comparée à la séquence obtenue par séquençage Sanger. 

 

 L’étude des distances génétiques, effectuée à l’aide de MEGA 7, a montré qu’il y avait très peu 

de différence entre les séquences obtenues selon les deux techniques de séquençage (Tableau 16). 

Elles indiquaient, en effet, un chiffre très proche de 0, correspondant à une séquence identique, à la 

fois entre RBF254 et RBF255 et entre les séquences obtenues par séquençage Sanger et NGS. Cette 

distance était plus importante avec les souches de référence utilisées au cours de l’alignement (HxB2 

et ANT70). 

Tableau 16 : Matrice de distances entre les séquences de RBF254 et RBF255 obtenues par séquençage Sanger 
et NGS 

  1. HxB2 2. ANT70 3. RBF254 Sanger 4. RBF255 Sanger 5. RBF254 NGS 6. RBF255 NGS 

1. HxB2  - - -  -  -  - 

2. ANT70 0.589 -  -   -  -   -  

3. RBF254 Sanger 0.378 0.328  -  - -  - 

4. RBF255 Sanger 0.382 0.330 0.005  -  -  - 

5. RBF254 NGS 0.381 0.329 0.001 0.007 -  - 

6. RBF255 NGS 0.382 0.329 0.005 0.001 0.006 - 

 
Cette matrice de distance a été calculée à l’aide d’un test Kimura 2-paramètres. Chaque séquence représentée par un numéro 
a été comparée aux numéros correspondants, figurant en haut du tableau. Les distances génétiques mesurées entre les 
séquences ont été renseignées dans les cases correspondantes. Les tirets indiquent la comparaison impossible entre les 
mêmes séquences ayant un numéro identique, ou une comparaison déjà renseignée dans la matrice. 

 

Etudes phylogénétiques et analyse de la recombinaison 

Toutes les séquences obtenues par Sanger ont été comparées avec une banque de données 

via l’outil BLAST, afin de déterminer selon une première méthode, la diversité des fragments impliqués 

dans la forme recombinante de RBF254 et RBF255. Ces différentes comparaisons effectuées pour 

chaque région (PR, TI, IN et GP41) et pour les génomes complets, ont montré que les fragments de de 
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VIH-1/M appartenaient à un sous-type CRF02_AG. Les deux génomes de VIH-1/M et de VIH-1/O les 

plus proches obtenus par BLAST, à savoir AB485634 (VIH-1/M) et AY169810 (VIH-1/O), ont été 

téléchargés pour servir de séquences de référence pour la suite des analyses. 

Ces données ont été confirmées par une deuxième méthode, avec la construction de deux 

arbres phylogénétiques pour RBF254 et RBF255 des régions PR-RT d’une part et IN d’autre part. 

L’alignement et la comparaison de ces deux régions du génome, avec une banque de séquences de 

différents sous-types de VIH-1/M et de sous-groupe VIH-1/O, a bien confirmé la diversité génétique 

retrouvé au sein de ces fragments pour nos deux souches (Figure 55). Cette analyse a également 

montré que les fragments de VIH-1/O appartenaient à un sous-groupe T. Pour ces deux régions 

étudiées, les arbres ont montré une proximité génétique de 100% entre les séquences PR-TI et IN des 

deux patients, indiquant qu’ils étaient tous les deux infectés par la même souche recombinante (Figure 

55). 

 

 

Toutes les séquences ont été alignées avec le logiciel MEGA 7 avec un ensemble de séquences VIH-1/M et VIH-1/O de la base 
de données VIH de Los Alamos et de la base de données de notre laboratoire. Les arbres phylogénétiques ont été obtenus à 
l'aide de la méthode d'assemblage neighbor-joining. Les distances évolutives, correspondant aux substitutions par site, ont 
été calculées à l'aide de la méthode à 2 paramètres de Kimura et indiquées par une échelle au bas de chaque arbre. Les 
souches RBF254 et RBF255 sont mises en évidence en gras, précédées d'un symbole en forme de losange. Les VIH-1/M de 
sous-type CRF02_AG ont été indiqués en rouge, tandis que les VIH-1/O de sous-groupe T ont été indiqués en bleu. La fiabilité 
a été estimée par une analyse bootstrap avec 1000 répétitions et tous ceux inférieurs à un score de 100 ont été supprimés. 

 

Figure 55 : Arbres phylogénétiques des régions PR-TI (A) et IN (B) de RBF254 et RBF255 
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L’outil Simplot a permis d’analyser l’ensemble du génome complet des deux souches obtenues, 

révélant la présence de deux points de cassure, aux mêmes positions pour RBF254 et RBF255 (Figure 

56). Cette analyse a également permis de mettre en évidence la grande similarité entre les séquences 

de la mère et de son enfant sur la totalité du génome, du fait de la quasi superposition de RBF255 sur 

RBF254 (Figure 56).  

 

Figure 56 : Simplot de la séquence du génome complet de RBF254 

L’analyse Simplot a permis d’identifier et de localiser les points de cassure le long du génome avec une fenêtre de 300 nt, un 
pas de 20 nt et une analyse statistique par méthode Kimura-2 avec un ratio de transition-transversion de 2,0. La séquence de 
RBF254 est représentée par la ligne 1.0 en haut du simplot, indiquant la ligne de similarité maximale. La séquence de RBF255 
est représentée en vert. La séquence du VIH-1/M le plus proche (AB485634) est représentée en rouge. La séquence du VIH-
1/O le plus proche (AY169810) est représentée en bleu. Le génome de la souche recombinante VIH-1/MO correspondante a 
été représenté en bas du simplot. 

 

Les différents alignements et le Simplot ont permis de localiser précisément les deux points de 

cassure, le premier au tout début du gène de l’IN et le second, au début du domaine transmembranaire 

de la GP41, aux positions 4253 - 4293 pb et 8297 - 8318 pb, respectivement. Enfin, ces analyses ont 

permis de schématiser le profil des génomes complets de RBF254 et RBF255 (Figure 57).  
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Figure 57 : Génomes complets de RBF254 et RBF255 

Le profil moléculaire des deux formes RBF254 et RBF255 sont représentés en haut et bas de la figure respectivement. Les 
fragments de VIH-1/O ont été indiqués en bleu tandis que les fragments de VIH-1/M sont en rouge. Chaque position a été 
indiquée par rapport à la souche de référence HxB2. Les deux points de cassure ont été positionnés sur les génomes au début 
du gène de l’IN, aux positions 4253-4293 pb (4273±19) et dans la GP41 aux positions 8297-8318 pb (8308±10). 
 

Une dernière analyse phylogénétique a été effectuée pour comparer cette forme 

recombinante VIH-1/MO avec 15 des 23 formes VIH-1/MO déjà complètement séquencées, 

représentant au final 12 URF_MO identifiées in vivo (Figure 58). Les sept autres URF_MO, représentés 

par des génomes partiels ont été inclus dans un second temps, sur la base de la caractérisation des 

fragments disponibles (données non montrées). Les données de ces deux analyses ont permis de de 

conclure qu’il n’y avait pas de lien entre RBF254/RBF255 et l’une de ces 19 URF_MO, amenant à 20 le 

nombre total d’URF_MO désormais décrites.  
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Figure 58 : Arbres phylogénétiques des régions PR-TI (A) et IN (B) de RBF254, RBF255 et des 15 VIH-1/MO complètement séquencées 

Toutes les séquences ont été alignées avec le logiciel MEGA 7 avec un ensemble de séquences VIH-1/M et VIH-1/O de la base de données VIH de Los Alamos et de la base de données de notre 
laboratoire. Les arbres phylogénétiques ont été obtenus à l'aide de la méthode d'assemblage neighbor-joining. Les distances évolutives, correspondant aux substitutions par site, ont été calculées 
à l'aide de la méthode à 2 paramètres de Kimura et indiquées par une échelle au bas de chaque arbre. Les souches RBF254 et RBF255 sont mises en évidence en rose et en gras, précédées d'un 
symbole en forme de losange. Les 15 des 23 formes VIH-1/MO déjà complètement séquencées, représentant les 12 URF_MO ont été indiquées en gras et vert. Les VIH-1/M ont été indiqués en 
rouge, tandis que les VIH-1/O ont été indiqués en bleu. Cet arbre phylogénétique a été enraciné à l’aide d’une séquence de VIScpz de Gabon (accession n°X52154) (49). La fiabilité a été estimée 
par une analyse bootstrap avec 1000 répétitions et tous ceux inférieurs à un score de 70 ont été supprimés. 
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3. Discussion 

Tous les patients infectés par les formes recombinantes VIH-1/MO mises en évidence depuis 1999, 

présentaient un lien avec le Cameroun, où une importante diversité de VIH circule (15, 83). Le taux de 

TME était de 17% dans ce pays en 2021 en absence de traitement. La TME du VIH est un phénomène 

rare, qui touche majoritairement les pays à ressources limitées. Notre étude avait pour objectif de 

caractériser la transmission de l’une de ces formes recombinantes, identifiée au cours de l’année 2022, 

chez un bébé (RBF254) et sa maman (RBF254), tous deux d’origine camerounaise. 

Dans notre étude, RBF255 a développé une infection opportuniste très rapidement après sa 

naissance, la pneumocystose, fréquemment retrouvée chez les personnes infectées par le VIH en stade 

SIDA. Cette maladie a pu être provoquée à cause d’un taux de CD4 inférieur à 200/mm3 chez le 

nouveau-né, indiquant une forte immunodépression. Concernant la mère (RBF254), aucune donnée 

viro-clinique antérieure n’était disponible avant son arrivée en France, en janvier 2022. Au moment de 

son diagnostic, sa CV était de 5,4 Log10 cp/mL, montrant une réplication intense du virus et associée à 

un taux de CD4 inférieur à 500/mm3. Comme ce qui est observé pour le VIH-1/M, une primo-infection 

en cours de grossesse a pu être associée à un risque de TME très important, même si les données dont 

nous disposons ne permettent pas de trancher entre une primo-infection pré- ou per-partum (225).  

La TME du VIH-1/M a été largement étudiée et est désormais bien prise en charge, avec des 

moyens de prévention efficaces sous traitement ARV et contrôle de la CV maternelle. En revanche, peu 

de données sont disponibles sur les variants non-M du VIH. Deux études en France ont rapporté une 

TME des VIH-1/O, malgré la faible prévalence de ces infections (203, 204). Des cas de TME du VIH-2 

ont également été décrits malgré un taux de transmission nettement inférieur à celui du VIH-1/M 

(201). Dans une étude française, une cohorte périnatale a montré que ce taux de TME du VIH-2 était 

d’environ 0,3% avec seulement deux cas identifiés chez 585 cas investigués (200). Les données 

actuelles sur le VIH-2 indiquent que la CV et le nombre de CD4, plus faibles, seraient en lien avec un 

taux de TME plus faible, même en l’absence de traitement de la mère.  

Les données obtenues pour les VIH-1/M et pour le VIH-2, semblent indiquer que la diversité 

génétique influence le taux de TME, avec une transmission facilitée pour les VIH-1 au contraire des 

VIH-2 qui provoquent une infection atténuée. Notre étude sur la TME d’un VIH-1/MO apporte donc 

quelques informations complémentaires sur la transmission et la gravité de ces formes recombinantes. 

Le stade SIDA retrouvé chez RBF255 seulement 4 mois après sa naissance suggère que cette forme 

recombinante VIH-1/MO avait provoqué une infection grave et n’était pas atténuée in vivo. Les 

données de CV et du nombre de CD4 indiquaient une forte réplication de la forme recombinante, 
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comme chez RBF254, au contraire de ce qui est observé chez les VIH-2. Néanmoins, le faible nombre 

d’études sur la TME des VIH-1/O et la description de ce premier cas, pour les formes recombinantes 

VIH-1/MO, ne nous permettent pas de conclure quant à la gravité et l’impact de ces formes par rapport 

aux VIH-1/M et VIH-1/O.  

Sur le plan thérapeutique, les différentes données collectées par le CHU de Lyon ont permis de 

voir une stagnation de la CV à 2 Log10 cp/mL depuis août 2022 pour les deux patients, malgré la mise 

sous traitement. De plus, une remontée de la CV de RBF255 a été observée au cours du mois de juillet 

2022, probablement lié un défaut d’observance. Ces données posaient le problème de l’émergence de 

résistance aux ARVs, avec l’acquisition de mutations sous pression thérapeutique inconstante.  

La présence de fragments de VIH-1/O au sein du génome de ces formes n’a pas perturbé le 

diagnostic puisque les outils de détection sont désormais adaptés à la diversité génétique des VIH. 

Toutefois, l’utilisation d’amorces non adaptées au cours du génotypage de résistance en routine dans 

les laboratoires pose toujours des difficultés pour le séquençage de résistance. Le cas de RBF254 et 

RBF255 montre bien l’intérêt du génotypage spécifique de groupes M et O, qui est désormais le seul à 

pouvoir mettre en évidence des discordances suggérant des infections atypiques. Ces dernières 

doivent impérativement être explorées avec des outils adaptés, spécifiques de groupes, disponibles 

uniquement dans les laboratoires d’expertise (110).  

L’analyse de la répartition des points de cassure le long du génome a été réalisée entre cette forme 

recombinante RBF254/RBF255 et les 12 URF-MO décrites in vivo et complètement séquencées. Ces 

données ont montré la présence d’un point de cassure dans la GP41, dont la position avait déjà été 

décrite en 2008 dans la forme recombinante RBF208 (135). Ce point de cassure était localisé à 

l’intérieur d’un gène, celui de l’enveloppe, contrairement à la majorité des autres formes 

recombinantes possédants des points de cassure aux extrémités des gènes (137). Des études avaient 

montré que la recombinaison avait lieu majoritairement au début ou à la fin des gènes, pour ne pas 

entraver leurs fonctionnalité et notamment pour ce gène (122–124). Néanmoins, ce point de cassure 

localisé au début du domaine transmembranaire de la GP41 n’a pas entravé sa fonctionnalité puisque 

le virus s’est montré très réplicatif in vivo (135) et in vitro lors de ce travail expérimental (2. Étude in 

vitro du potentiel réplicatif de deux formes VIH-1/MO ; page 86). Ces deux URF_MO sont néanmoins 

différentes car elles ne possèdent ni le même second point de cassure, ni la même diversité génétique 

de fragments et sans lien phylogénétique.  

Les deux techniques de séquençage réalisées au laboratoire ont permis d’obtenir les génomes 

complets de RBF254 et RBF255. Ces séquences ont été identifiées comme étant identiques, validant 
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notre protocole de séquençage NGS. Cette technologie est de plus en plus utilisée par les laboratoires 

de virologie (226–229), mais le défi reste de standardiser ces méthodes dans les laboratoires et de 

s’adapter constamment à la diversification de l’épidémie à VIH. Quelques protocoles ont été adaptés 

pour le séquençage des génomes complets du VIH-1 par technique NGS, mais se sont révélés peu 

adaptés à la diversité des souches identifiées en Afrique Sub-Saharienne et complexes à mettre en 

place (230, 231). Une étude plus récente réalisée par Berg et al en 2016 et adaptée par Yamaguchi et 

al en 2018, a proposé l’utilisation de sondes ciblant des régions assez conservées entre différentes 

souches du VIH pour pouvoir les détecter sans distinction et réaliser une librairie « universelle », 

permettant ainsi le séquençage des différents groupes de VIH-1 et le séquençage du VIH-2 par 

technique NGS (232, 233). Cette technique s’est révélée fastidieuse à mettre en place et ne pouvait 

être utilisée dans notre contexte d’étude. Notre étude a montré qu’il était possible de séquencer, les 

formes recombinantes VIH-1/MO, à l’aide d’un protocole fournisseur simple, de nouvelle génération, 

en utilisant des extraits ARN issus de plasmas et une adaptation des conditions d’amplification des 

fragments avant préparation de la librairie. Concernant ce protocole, l’amplification de nos souches a 

été plus difficile pour les fragments impliquant un point de recombinaison et notamment la GP41 au 

sein de l’enveloppe, déjà difficilement amplifiable car soumise à une large diversité génétique. Une 

adaptation des amorces d’amplification des génomes complets, plus adaptées à la diversité génétique 

des VIH, devra donc être effectuée dans de futurs travaux. Enfin, les prélèvements utilisés pour cette 

analyse présentaient de fortes CV, de 5,4 et 4,8 Log10 cp/mL pour RBF254 et RBF255, respectivement. 

Il sera donc nécessaire par la suite de déterminer l’impact de cette CV sur la possibilité de séquencer 

les échantillons par cette technique.  

Le NGS permet un gain de temps considérable, tout en étant plus informatif car il permet 

d’étudier la diversité des populations composant une même quasi-espèce (228, 234–237). De plus, la 

technique Sanger mise en place a été très lourde, avec la réalisation de plusieurs essais de séquençage 

pour les fragments impliquant un point de recombinaison, la purification sur gel de la GP41 et 

l’utilisation d’amorces spécifiques de groupe pour obtenir la séquence finale. Le protocole NGS mis en 

place au cours de ce projet permettait de reconstituer les génomes complets de nos deux souches de 

façon très rapide et également d’étudier la diversité des populations présentes dans ces échantillons, 

incluant la recherche de formes parentales VIH-1/M et VIH-1/O. La reconstitution des génomes 

complets par la méthode de novo nécessitait d’assembler des fragments de VIH-1/M et VIH-1/O de 

part et d’autre d’un point de cassure, ne facilitant pas la reconstruction finale. L’obtention du génome 

complet pour RBF254 a nécessité un deuxième alignement des reads sur les séquences obtenues pour 

RBF255, du fait d’une plus forte diversité intra-échantillon. Aucune forme parentale n’a été mise en 

évidence au cours de l’analyse étayant l’hypothèse d’une transmission directe de la forme 
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recombinante à RBF254. Ces données montraient une infection plus ancienne chez la mère, avec la 

présence d’une quasi-espèce plus diversifiée que pour son bébé. Ces données préliminaires montrent 

le potentiel du NGS et la nécessité d’adapter cette technologie à la diversité des VIH existante 

actuellement. Des investigations sont néanmoins encore nécessaires, afin de caractériser au mieux les 

populations constituant les échantillons, car le NGS nécessite des analyses bio-informatiques 

complexes, du fait de la présence de plusieurs fragments de groupes M et O.  

Peu de données sont disponibles sur ces formes recombinantes VIH-1/MO. La description 

d’une transmission directe de l’une d’entre elle au sein d’un couple a démontré la transmissibilité de 

ces formes (136); ici, nous l’avons démontré dans le contexte d’une TME. Le séquençage des génomes 

complets et l’analyse phylogénétique ont permis de prouver la transmission directe de cette nouvelle 

URF_MO de RBF254 à RBF255. Cette nouvelle URF_MO possède une forte réplication et entraine une 

infection grave puisqu’en l’absence de traitement, le taux de CD4 a très largement diminué chez ces 

deux patients, provoquant un stade SIDA après 4 mois de vie seulement pour RBF255. L’ensemble de 

ces données montre que ces formes recombinantes MO ont un potentiel de transmissibilité et 

réplicatif très important et qu’il est donc essentiel de les détecter et de bien les caractériser. 
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Conclusion / perspectives  

 Malgré la divergence génétique importante entre les VIH-1/M et VIH-1/O, 20 URF_MO sont 

désormais recensées à ce jour. Cette étude visait l’étude du potentiel réplicatif de ces formes 

recombinantes entre elle et avec leurs formes parentales et a permis de mettre en évidence la 

transmission de ces formes de la mère à l’enfant. 

Malgré de nombreuses tentatives de génération de CMI et CMIC effectuées au cours de ce projet, 

à la fois par notre laboratoire et par la société Genecust, nous n’avons pas obtenu de clone stable et/ou 

infectieux après clonage. Notre modèle expérimental basé sur la génération de ces clones selon la 

méthode de Gibson Assembly, avait été construit à partir des données de la littérature pour le 

positionnement des points de cassure et pour la modélisation de nos candidats. Ces éléments devaient 

faciliter le clonage des formes recombinantes VIH-1/MO sous forme de CMIC ; néanmoins nos travaux 

ont confirmé la complexité d’obtention de clone stables et infectieux. Au final, un nouveau CMI VIH-

1/M (pM-A-062021) a été produit au cours de cette étude, s’ajoutant à ceux déjà décrits dans la 

littérature. Ces outils restent nécessaires pour l’étude de la diversité génétique des VIH et d’autres 

méthodologies devront être développées à l’avenir.  

La comparaison de deux souches recombinantes de VIH_1/MO, OM-TB-2016 et RBF208, a montré 

qu’elles avaient le même potentiel réplicatif, malgré une diversité génétique et un profil de 

recombinaison différents, dans nos conditions de lancement des cinétiques in vitro. Les données 

obtenues ont permis de mesurer le taux de réplication de chaque souche au travers de deux 

paramètres : la quantité d’antigène p24 et l’activité de la TI. Aucune autre étude n’a jusqu’à présent 

permis de comparer le potentiel réplicatif des souches recombinantes VIH-1/MO entre elles et notre 

étude apporte donc des résultats préliminaires sur cette question, même si les souches testées 

incluaient toutes les deux une TI de VIH-1/O et une GP120 de VIH-1/M. De plus, ce projet a montré 

que l’utilisation de CMSPs était préférable aux cellules de lignées cellulaires, telles que les Jurkat X4-

R5, pour la comparaison des potentiels réplicatifs de telles formes, puisqu’elle permettait de 

s’affranchir des problématiques d’expression des différents corécepteurs du VIH. La technique mise 

en place au cours de cette étude a consisté à mettre les souches en culture parallèlement, afin de 

réaliser des comparaisons de cinétiques de réplication. D’autres techniques permettent d’estimer le 

fitness réplicatif d’un virus, par la mise en compétition de plusieurs souches au sein d’une même 

culture (238, 239). Cependant, une véritable étude du fitness n’a pas pu être mise en place car elle 

nécessitait des moyens de révélation discriminants entre nos souches, non disponibles à l’heure 

actuelle.  
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Notre travail a également permis de décrire pour la première fois un cas de TME d’une forme 

recombinante VIH-1/MO. L’analyse phylogénétique a permis de confirmer que ces formes sont bien 

transmissibles et les données cliniques ont montré qu’elles peuvent provoquer des infections graves. 

L’observation de très fortes CV pour nos deux patients, couplée à de faibles taux de CD4, ont montré 

une réplication intense, suggérant une bonne adaptation de cette nouvelle URF_MO in vivo. En 

ajoutant les données obtenues au cours de cette étude pour cette nouvelle URF_MO, à celles obtenues 

en 2019 dans une précédente étude, 67% des VIH-1/MO identifiées in vivo possèdent ce profil de 

recombinaison [Ogag/pol-Menv], contre seulement 33% ayant le profil inverse [Mgag/pol-Oenv]. La mise en 

évidence d’un avantage réplicatif de telles formes n’a pas pu être effectuée au cours du précédent 

volet, mais la description de cette nouvelle forme de profil [Ogag/pol-Menv], ayant une enveloppe de VIH-

1/M couplée à une TI de VIH-1/O, est un argument supplémentaire en faveur de notre hypothèse selon 

laquelle les formes recombinantes ayant cette combinaison de fragments génétiques pourraient être 

avantagées. Enfin, cette étude a permis de montrer qu’il était possible de séquencer ces VIH-1/MO par 

une technique de séquençage NGS, mise en place au cours de ce projet ; celle-ci devra néanmoins être 

optimisée, à la fois pour inclure une plus grande diversité de VIH et pour permettre une étude plus 

approfondie des populations de la quasi-espèce intra-échantillon. 

 En conclusion, la diversité génétique liée à la recombinaison des VIH-1 reste un défi important 

pour les chercheurs, puisque de nouvelles souches recombinantes émergent chaque année. Ce 

phénomène est largement étudié mais reste un sujet complexe malgré l’ensemble des connaissances 

déjà disponibles sur le sujet. La recombinaison inter-groupes MO en particulier, implique la génération 

de formes, dont les propriétés restent à étudier afin de déterminer si elles représentent un risque 

accru ou non par rapport aux formes parentales actuelles. La recombinaison inter-groupes MO 

implique aussi de rester vigilant lors de l’observation de discordances au moment du génotypage de 

résistance des VIH en routine.  
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Annexe 1 : Amorces ayant servi à la génération des CMI  

 

U : Upper (amorces sens) 
L : Lower (amorces antisens) 
Plusieurs tentatives de génération des fragments ont été réalisées pour certains CMI (YBF026, RBF130, BCF108 et M-A-062021). Les amorces représentées 

en gras ont permis l’obtention d’une bande d’amplification et ont servi à la génération des derniers assemblages GA testés au laboratoire.

Souche VIH-1 

pour CMI
Diversité Fragment

Amorce 

Forward 

(Upper)

Amorce (5' -> 3')

Amorce 

Reverse 

(Lower)

Amorce (5' -> 3') Taille

Rec020U GCGACCACACCCGTCCTGTGCTGGAAGGGTTAATTTACTCC Rec021L TGTTTTCCATAATGTCTGATTATTTTTGCTTTTCTTC 5 126 pb

523U TTGGGTGTATCACACTCAGG 285L CTGTCCACTTGCCATACTATCAG 5093 pb

B Rec022U ATCAGACATTATGGAAAACAGATGGCAGG Rec023L ACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCTCTAGATACCAGGGTTGAAC 4 786 pb

Rec025L TGTTTTCCATAATTTCTGATTATTTTTGCCTTTCTTC 5 119 pb

284L ACCTGCCATCTGTTTTCCATA 5 129 pb

280L CCYTCACCTTTCCACAGGAG 4996 pb

282L CCYTCACCTTTCCACAGGAG 5038 pb

Rec026U ATCAGAAATTATGGAAAACAGATGGCAG 4 788 pb

297U 4811 pb

281U AGAGAYCCTATYTGGAAAGGAC 4899 pb

Rec028L TGTTTTCCATAATGTCTAATTATTTTTGCCTTCC 5 154 pb

285L CTGTCCACTTGCCATACTATCAG 5120 pb

B Rec029U ATTAGACATTATGGAAAACAGATGGCAG Rec030L ACGATGCGTCCGGCGTAGAGACTCAAGGCAAGCTTTATTG 4 656 pb

A Rec042U CACACCCGTCCTGTGTGGAAGGGTTAATTTGGTCC Rec013L ATCTGTTTTCCATAATGCCTAATGATTTTTAC 5078 pb

B Rec014U AAATCATTARRCATTATGGAAAACAGATGGC Rec043L ATGCGTCCGGCGTAGAGGCTAGAGATTTTTACACAGTCTC 4723 pb

Rec032L TGTTTTCCATAATCTCTAATGATTTTAGCCTTTC 5 077 pb

284L ACCTGCCATCTGTTTTCCATA 5067 pb

B Rec033U ATTAGAGATTATGGAAAACAGATGGCAG Rec034L ACGATGCGTCCGGCGTAGAGTGCTAGAGATTTTTACAAAGTCTAGAGTG 4 774 pb

A Rec035U ACACCCGTCCTGTGTGGAAGGGTTAATTTACTCC Rec036L TGTTTTCCATAATCCCTAATGATCTTTGCTTTTC 5 103 pb

B Rec037U ATTAGGGATTATGGAAAACAAATGGCAG Rec038L GCGTCCGGCGTAGAGTATTTGAAGTACTCAAGGCAAG 4 680 pb

B Rec023L ACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCTCTAGATACCAGGGTTGAAC

CACACCCGTCCTGTGGGATGGGTTAATTTACTCCCCTGAGARec024UA

CACACCCGTCCTGTGTGGATGGGTTAATTCACTCCRec031U

AAS638 M-CRF02_AG

A
M-A

M-F-062021 

M-A-062021 

A

M-F

YBF206

BCF108

RBF130

O-H

O-H

O-H

A

CACACCCGTCCTGTGTGGAAGGGCTAATTTACTCCRec027U
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Annexe 2 : Protocole de transformation chimique des bactéries NEB Stable® 

Après décongélation d’un aliquot de 20 µL bactéries dans de la glace, 1 à 2µL de CMI, soit 

environ 100 pg à 100 ng selon les recommandations du fournisseur, ont été ajoutés et le mélange a 

été incubé dans de la glace pendant 30min. Pendant ce temps, des témoins positif (3µL de bactéries 

sur géloses LB sans antibiotiques) et négatif (3µL de bactéries non transformées sur géloses LB + Amp 

100) ont été réalisés pour chaque test de clonage et ensemencés sur géloses LB (Lysogeny Broth), 

préchauffées à 30°C. Après incubation, un choc thermique a été réalisé à 42°C pendant 30 s 

exactement, puis le mélange a été incubé 5 min dans la glace, avant d’y ajouter 500µL du milieu NEB® 

Outgrowth medium préchauffé à 30°C. Les tubes ont été par la suite placés à 30°C pour 1h d’agitation 

en position inclinée, à 125 rpm. À la fin de l’incubation, 50µL et 100µL du mélange ont été ensemencés 

sur des géloses LB + Amp 100. Le reste du mélange a été centrifugé pendant 7min à 5000 rpm afin 

d’éliminer le surnageant et remettre en suspension les bactéries concentrées dans 50 à 100µL de NEB® 

Outgrowth medium. Les trois boites de pétri ensemencées par clone ont ensuite été mises à incuber à 

30 °C pendant minimum 24h. Le lendemain, si un tapis était observé, un ré-isolement était effectué. Si 

non, quelques colonies étaient sélectionnées après vérification des boites témoins. Pour chaque 

souche testée, 12 colonies ont été ensemencées dans des bouillons LB + Amp 100 et mises à incuber 

à nouveau durant 24h à 30°C sous agitation à 125-150 rpm. Après 24h, 850μL de suspension 

bactérienne ont été congelés avec 150µL glycérol dans des cryotubes pour conservation du clone à -

20°C. Par ailleurs, 5mL ont été centrifugés 3mn à 10 000g afin de procéder à la purification de l’ADN 

plasmidique. Le protocole de purification par miniprep a été réalisé avec le kit NucleoSpin Plasmid - 

low copy protocol (Macherey-Nagel) selon les recommandations fournisseurs.  
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Annexe 3 : Amorces ayant servi à la génération des CMIC 

CMIC Fragment 
Amorce  
(Upper) 

Amorce (5' -> 3') 
Amorce  
(Lower) 

Amorce (5' -> 3') Taille 

MOMO 

MA Rec031U CACACCCGTCCTGTGTGGATGGGTTAATTCACTCC Rec044L GTTAAGCAGCGGGTTCCCTAGCTAGCCAG 538 pb 

OB Rec045U TAGGGAACCCGCTGCTTAACGCTCAATAAAG Rec046L TTCTTCTAGTAGCTCTAGTGTCCATTCATTG 5152 pb 

MC Rec047U CACTAGAGCTACTAGAAGAACTTAAACATGAAGCTGTTAG Rec048L GTTAAGCAGCGGGTTCCCTAGCTAGCCAG 4060 pb 

OD Rec049U TAGGGAACCCGCTGCTTAACGCTCAATAAAG Rec050L ACGATGCGTCCGGCGTAGAGTGCTAGAGATTTTTCTGCTTC 148 pb 

OMOM 

OA Rec051U CACACCCGTCCTGTGTGGATGGGTTAATTTACTCC Rec052L CTCAAGCAGTGGGTTCAGCTAGAGGC 574 pb 

MB Rec053U AGCTGAACCCACTGCTTGAGCCTCAATAAAG Rec054L CTCTTCTAGGAGTTCTAACATCCATTCCTG 5132 pb 

OC Rec055U TGTTAGAACTCCTAGAAGAGCTAAAAGCAGAAGC Rec056L CTCAAGCAGTGGGTTCAGCTAGAGGC 4115 pb 

MD Rec057U AGCTGAACCCACTGCTTGAGCCTCAATAAAG Rec034L ACGATGCGTCCGGCGTAGAGTGCTAGAGATTTTTACAAAGTCTAGAGTG 151 pb 
 

U : Upper (amorces sens) 
L : Lower (amorces antisens) 
En bleu sont représentées les portions de l’amorces ciblant du VIH-1/O , en rouge du VIH-1/M et en vert le plasmide pBR322.
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Annexe 4 : Protocole de génération des fragments de CMIC 

Les fragments de petite taille (< 300 pb) ont été amplifiés à l’aide du kit HotStart Taq® Master 

Mix (Qiagen) selon le protocole suivant : 25µL de mix ont été complété avec 2,5µL de chaque amorce 

sens et antisens à 10µM, ainsi que 1µL d’ADN et complété avec de l’eau RNAse free pour un volume 

réactionnel final de 50µL. Les échantillons ont été placé dans un thermocycleur 15min à 95°C, puis 35 

cycles de 30s à 94°C, 30s à 58°C, 1min à 72°C et enfin une élongation finale de 10min à 72°C. Les grands 

fragments (> 3000pb) ont été obtenus après utilisation du kit Q5® Hot Start High-Fidelity 2X Master 

Mix (NEB) en complétant 25µL de mix par 2,5µL de chaque amorce sens et antisens à 10µM, 10ng 

d’ADN et par de l’eau RNAse free pour un volume réactionnel final de 50µL. Une première étape de 

dénaturation a été entreprise à 98°C pendant 30s, suivit de 35 cycles de 10s à 98°C, 58°C pendant 30s, 

72°C pendant 10min, puis une élongation finale à 72°C durant 2min. 

 

Annexe 5 : Protocole de génétique inverse (transfection / co-culture) 

La veille de la transfection (J-3), 750 000 HEK293T ont été réparties dans une plaque 6 puits 

dans un volume final de 2mL de milieu DMEM + 10% de SVFd + Gentamicine (50µg/mL), afin d’obtenir 

60 à 80% de confluence le jour de la transfection (J-2). Cette transfection, a été réalisée en diluant 2µg 

de plasmide dans 200µL de tampon JetPRIME® (Polyplus Transfection, France) avant agitation et 

centrifugation. Ensuite, 4µL de réactif JetPRIME® (Polyplus Transfection) ont été ajoutés à ce mélange 

avant agitation et centrifugation également. L’ensemble a été incubé à température ambiante pendant 

10min. En parallèle, le milieu des cellules HEK293T a été remplacé par du DMEM + 10% SVFd + 

Gentamicine (50µg/mL) frais. Après incubation, 250µL du mélange ont été déposé goutte à goutte sur 

la surface du puits correspondant. La plaque a ensuite été mise à incuber 72h à 37°C avec 5% de CO2. 

Le jour de la co-culture (J0), 1mL de surnageant issu de la culture des cellules HEK293T a été 

récupéré dans chaque puits avant de déposer 1,5.106 Jurkat X4-R5 goutte à goutte sur le volume 

restant, toujours sans décoller le tapis de cellules adhérentes. Après ajout de RPMI pour un volume 

final de 2mL, la plaque a été mise à incuber 72h à 37°C avec 5% de CO2 dans une atmosphère humide. 

Après 3 jours d’incubation (J3), la totalité du surnageant de chaque puits, sans les HEK293T, a été 

transférée dans une T25 (flasque ayant une surface de culture de 25 cm2) identifiée pour chaque 

candidat avec un volume final de 15mL. La culture a été entretenue sur une vingtaine de jours, deux 

fois par semaine, avec ajout de milieu RPMI+SVFd+Gentamicine+Généticine frais. Des prélèvements 

de surnageants ont été effectués également deux fois par semaine.  
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Annexe 6 : Protocole de séquençage Sanger 

Au fond d’une plaque 96 puits, 2µL de chaque amplicon préalablement purifié ont été 

mélangés à 8µL d’eau RNAse free, 7µL de mix DCTS QuickStart (Beckman Coulter, Etats-Unis) et 3µL 

d’amorces spécifiques des régions à séquencer. Cette plaque a ensuite été placée dans un 

thermocycleur pour 30 cycles de 96°C pendant 25 secondes, 50°C pendant 25s puis 60°C pendant 4 

min. L’ajout d’une solution contenant du NaOAc à une concentration de 3M, de l’eau RNAse free, de 

l’EDTA 0,5M et du glycogène, ainsi que de l’éthanol à 95%, ont permis de purifier et précipiter les 

échantillons à froid. Les culots d’ADN obtenus ont été remis en suspension à l’aide d’un tampon de 

chargement, le SLS (Sample Loading Solution, Beckman Coulter). Les différentes données de 

séquençage ont été obtenues à l’aide du séquenceur Beckman Coulter CEQ8000™. 
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Annexe 7 : Protocole de SG-PERT du laboratoire de virologie du CHU de Rouen 

Un tampon de lyse 2X concentré a été réalisé au préalable avec 0,25% de Triton X-100 (MP 

Biomedicals, France), 50 mM de KCL (Merck, Allemagne), 1M Tris-HCL (Sigma-Aldrich) à un pH de 7,5 

ainsi que du glycérol à 40% (Merk). Dans une première plaque 96 puits à fond en U (Beckton Dickinson, 

Belgique), 5µL de ce tampon ont été ajouté et complété par 0,1µL d’inhibiteur de RNase à la 

concentration de 40 U/µL (RibolockTM Fermentas, Allemagne). A ce mélange, 5µL de surnageant à 

tester ont été ajoutés en réplicats. La solution a ensuite été mise à incubée 10 min à température 

ambiante après centrifugation, puis diluée par ajout de 90 µL d’eau RNAse free avant nouvelle 

centrifugation puis conservation à +4°C. Dans une autre plaque 96 puits, spécifique au lecteur LC480 

(LightCycler 480 plate 96 blanc, Roche Diagnostics, France), 10,4µL de mélange réactionnel ont été 

déposés pour chaque échantillon. Ce mélange contenait 10 µL de SYBR Green I Master Mix 2x 

(LightCycler 480 SYBR I Master mix, Roche Diagnostics), 0,1µL Inhibiteur RNase RibolockTM à 40 U/µL 

(Fermentas, Allemagne) dilué dans de l’eau RNAse free pour une concentration finale de 4 U/µL, 0,1µL 

de MS2 ARN, 0,1µL des amorces MS2 sens (5'-TCCTGCTCAACTTCCTGTCGAG-3') et antisens (5'-CA-

CAGGTCAAACCTCCTAGGAATG-3') à 100µM. Enfin, 9,6µL de lysat contenu dans la première plaque à 

fond en U, ont été déposé dans la plaque 96 spécifique du LC480 contenant les 10,4µL de mélange 

réactionnel selon le plan de plaque réalisé. Le volume réactionnel total de 20µL contenu dans chaque 

puits de la plaque à tester a ensuite été lancé dans un lecteur spécifique LC 480 afin de suivre l’activité 

de la TI en temps réel par qRT-PCR. La plaque a été mise à incuber 20 min à 42°C pour la réaction de 

transcription inverse, suivie de 5 min à 95°C pour l’activation de l'ADN polymérase (FastStart Taq, 

Sigma-Aldrich). La 3ème étape de cette réaction a consisté en 45 cycles d’amplification de 5 secondes 

à 95°C, 5 secondes à 60°C et 15 secondes à 72°C. Enfin, la plaque a été incubée à 95°C puis 37°C pour 

acquérir la mesure de fluorescence. L’interprétation des résultats se fait alors sur le logiciel de 

l’automate et permet de quantifier pour chaque surnageants, l’activité de la TI en mU/mL. 
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Abstract: 20 

HIV-1 intergroup M and O are rare forms, for which little is known concerning virological properties 21 

and clinical impact, due to the atypical genetic profile. Here, we report the first case of mother to child 22 

transmission of such a form, which present high replicative profile and severe infections.  23 

 24 

Case: 25 

Since 1999, several studies, in Cameroun and in France, have demonstrated that HIV-1 inter-26 

group M and O recombinant forms (HIV-1/MO) are existing, despite the strong divergence between 27 

these two groups [1–7]. Although their conditions of emergence remain unclear, multiple URF_MO 28 

have been described in several contexts, including more recently, the description of the emergence in 29 

vivo of an HIV-1/MO in an HIV-1/M+O dually infected patient [1–8]. Among these contexts, a single 30 

study reported the direct transmission of an HIV-1/MO recombinant form, within a Cameroonian 31 

couple [5]. The circulation of HIV-1/MO recombinant forms is very low with only 19 URF_MO reported 32 

in 23 patients by now. However, we report here a new URF_MO in a very rare context of mother-to-33 

child-transmission (MTCT). 34 

In May 2022, a Cameroonian 4-month-old baby (RBF255) was admitted for pneumocystosis in 35 

pediatric intensive care unit of Lyon University Hospital, in France. Him and his mother (RBF254) of 29 36 

mailto:alice.moisan@chu-rouen.fr
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years old, were diagnosed HIV positive on May, and June 2022 respectively. At diagnosis, plasma viral 37 

loads (pVL) and CD4 cell counts were 5.4 and 6.3 Log10 cp/mL (Cobas® HIV-1, Roche Diagnostics, Swiss) 38 

and 331 and 141 CD4/mm3, for RBF254 and RBF255 respectively (Table 1). Resistance genotyping at 39 

baseline, revealed protease (PR) and reverse transcriptase (RT) regions belonging to HIV-1 group O, 40 

and integrase (IN) belonging to HIV-1 group M, with no major natural resistance (Table 1). cART were 41 

then started: bictegravir-emtricitabine-tenofovir for RBF254 and zidovudine-lamivudine-dolutegravir 42 

quickly switched to abacavir-lamivudine-dolutegravir for RBF255 for pharmaceutical reasons. The pVL 43 

kinetics are presented in Table 1. These first molecular results suggested an atypical infection (HIV-44 

1/M+O dual infection or HIV-1/MO recombinant form) and were then investigated in the National 45 

Reference Centre (NRC) for HIV. Nested group-specific RT-PCRs, targeting three regions in pol (PR, RT 46 

and IN) and GP41 in env, were simultaneously performed with group M- and group O-specific primers 47 

and followed by sequencing, as previously described [5]. Only the presence of HIV-1/O fragments was 48 

detected in the PR and RT regions, whereas only HIV-1/M fragments were detected in the IN and GP41 49 

regions, for both patients (Table 1). These discordant results suggested the presence of an HIV-1/MO 50 

recombinant form with, at least, a breakpoint between the RT and IN regions and without HIV-1/M 51 

and HIV-1/O parental strains.  52 

Full-length genome amplifications were therefore performed, by amplifying five overlapping 53 

fragments using the DeepChek® Assay Whole Genome HIV-1 Genotyping kit (ABL, Advanced Biological 54 

Laboratories Diagnostics, France) [9], adapted with nested group-non-specific primers (Supp. Table 1). 55 

The different amplicons were used to perform NGS sequencing, using the Illumina DNA prep (Illumina, 56 

USA) protocol according to manufacturer's instructions on a MiSeq system (Illumina, USA), using the 57 

MiSeq Reagent Nano kit v2 (Illumina, USA). Full-length sequences were obtained using HAPHPIPE bio-58 

informatic pipeline [10].  59 

Comparison of all sequences obtained were performed using the Los Alamos HIV BLAST [11] 60 

and NIBSC Genotyping tools [12], in order to identify the HIV-1/M and HIV-1/O groups of the parental 61 

strains involved in the HIV-1/MO recombinant form. Simplot analysis showed the presence of two 62 

breakpoints on full-length genomes, at the same locations for RBF254 and RBF255: the first at the 63 

beginning of IN region and the second in the GP41 region (Figure 1.A). Phylogenetic analysis also 64 

demonstrated that the fragments of HIV-1/O belonged to subgroup T, whereas the fragments of HIV-65 

1/M belonged to subtype CRF02_AG (Figure 1.B, C and D). As expected, the recombination and 66 

phylogenetic analyses showed that the two viruses were very similar and that this HIV-1/MO 67 

recombinant form was not linked to any URF_MO already described, bringing to 20 the total number 68 

of URF_MO currently described (Figure 1).  69 
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These data confirm a very rare MTCT of a HIV-1/MO recombinant form. This report is of 70 

importance for improving our knowledge on these atypical forms. Due to the small number of cases, 71 

it is not known whether such forms are more or less transmissible, or more or less virulent, owing to 72 

the presence of genomic regions from group O. Indeed, recent data showed a 1 Log10 cp/mL lower viral 73 

replication of and a slower evolution of natural clinical history of group O viruses compared to group 74 

M [13,14]. Thus, these properties could impact the HIV-1/MO recombinant form, depending on the 75 

mosaic profiles, i.e., which regions are from HIV-1/O or HIV-1/M parental strain. In our case, the HIV-76 

1/MO recombinant form caused a severe infection in both patients, as demonstrated by high pVL 77 

values and low CD4 cell count at diagnosis (Table 1). This form seems well adapted with an effective 78 

and intense replication leading to a rapid development of AIDS for the baby at childbirth. These 79 

properties could be linked to accessory genes (coding viral infectivity factors) or integrase belonging 80 

to group M. Indeed, it has been demonstrated that group O integrase has a lower enzymatic efficiency 81 

than that of group M [15].   82 

The mosaic regions could also impact efficiency of antiretroviral therapy; thus, a group O RT 83 

limits the use of non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI) [16]. Resistance genotyping 84 

at diagnosis allowed to confirm a natural polymorphism usually found in group O protease and RT, and 85 

group M integrase, and therefore to choose the better cART according to these groups. An effective 86 

immuno-virological response was observed in both patients; but difficulties were encountered for the 87 

baby, who still had a viral load around 2 Log10 cp/mL at the last points. (Table 1). However, this was 88 

probably due to the very high pVL at cART initiation and difficulty to treat babies rather than to mosaic 89 

nature of the virus. These data showed that these infections could be efficiently treated like group M 90 

or group O mono-infections, with available drugs despite the mosaic structure of the genome. 91 

However, for this point, it is needed to determine the precise profile, confirming that resistance 92 

genotyping at diagnosis is essential. This report also confirms that any result combining two distinct 93 

variants of HIV, especially for resistance genotyping, has to be explored. This strategy allowed to 94 

discover a new recombinant form, distinct from the previous MO described by now, reflecting the 95 

incredible plasticity of the HIV.  96 

In conclusion, we confirmed that HIV-1/MO recombinant forms are transmissible, and that 97 

they can lead to a severe infection. However, adapted cART can control these viruses. Our report of 98 

such a rare case of MTCT in a context of sporadic description of MO recombinant forms leads to the 99 

hypothesis of a higher circulation than initially estimated, and to the necessity of vigilance in presence 100 

of non-expected results. 101 
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Table 1. Samples data associated with RBF254 and RBF255 

 
Sample 

collection date 
Plasma viral load 

 (Log10 cp/mL) 
CD4 count 

(/mm3) 

Sequencing data 

Location PR RT IN GP41 
Full-length 

genome 
HIV-1/M HIV-1/O 

RBF254 2022-06-14 5.4 331 Lyon HIV-1/O HIV-1/O -*     
 2022-06-16 5.4 308 Rouen HIV-1/O HIV-1/O HIV-1/M HIV-1/M HIV-1/MO CRF02_AG T 
 2022-06-30 initiation of cART (bictegravir-emtricitabine-tenofovir)         
 2022-07-22 2.0 412         
 2022-08-22 1.7 430         
 2022-09-20 Undetectable          
 2022-10-19 1.8 465         
 2022-12-15 1.7 444         
 2023-03-23 Undetectable 514         
 2023-03-23 initiation of cART (dolutegravir-emtricitabine-tenofovir)         

RBF255 2022-05-31 6.3 141         
 2022-06-02  141         
 2022-06-07 initiation of cART (zidovudine-lamivudine-dolutegravir)         
 2022-06-08   Lyon HIV-1/O HIV-1/O HIV-1/M     
 2022-06-14 initiation of cART (abacavir-lamivudine-dolutegravir)         
 2022-06-15 3.3  Rouen HIV-1/O HIV-1/O - HIV-1/M    
 2022-06-23 2.7          
 2022-07-07 4.2 927         
 2022-07-12 4.0          
 2022-07-28 4.8  Rouen   HIV-1/M  HIV-1/MO CRF02_AG T 
 2022-08-04 2.7          
 2022-08-23 2.5          
 2022-09-13 2.1 685         
 2022-10-11 2.4 850         
 2022-11-15 2.4 1220         
 2022-12-14 2.1 1456         
 2023-01-19 1.9 1260         
 2023-02-14 2.0          
 2023-03-14 2.2 1110         

*-: No amplification 

PR: Protease, RT: Reverse transcriptase, IN: Integrase 
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 1 
Figure 1 : Analysis of recombination profiles and phylogenetic relationships of RBF254 and RBF255 2 

HIV-1/M subtype CRF02 and HIV-1/O subgroup T are represented in red and blue respectively A) Simplot Analysis. Simplot was used to 3 
identify and locate recombination breakpoints with 300 nucleotides windows, 20 nucleotides increments, and the Kimura 2-parameters 4 
method with a transition-transversion ratio of 2.0 [17]. RBF255 and full-length genome of HIV-1/M (AB485634) and HIV-1/O (AY169810) 5 
sequences were mapped to identify sequences similarities on RBF254. B) Genomic profile of full-length genome of RBF254 and RBF255 HIV-6 
1/MO recombinants form. Genome map was obtained using the Recombinant HIV Drawing Tool [18]. Two breakpoints were identified at 7 
position 4253-4293 at the beginning of IN region, and 8297-8318 bp for the second breakpoint in GP41. All positions in bp, including 8 
breakpoints, were indicated on HxB2 HIV-1 reference strain (GenBank accession number K03455). C) Phylogenetics trees from the PR-RT 9 
and D) IN region. All sequences were aligned with MEGA 7 software [19] with a set of HIV-1/M and HIV-1/O sequences from the Los Alamos 10 
HIV database [20] and our laboratory database, in order to perform phylogenetic analysis. Phylogenetic trees were obtained using the 11 
neighbor-joining method. The evolutionary distances, corresponding to substitutions per site, were computed using the Kimura 2-parameter 12 
method and showed by scale at the bottom of each trees. RBF254 and RBF255 strains are highlighted in bold, preceded by a diamond-shaped 13 
symbol. Reliability was estimated by bootstrap analysis with 1000 replicates and all bootstraps less than 100 were removed. The two full-14 
length genome of RBF254 and RBF255 have been respectively submitted to GenBank database, under accession numbers OR162377 and 15 
OR162378. 16 
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