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Introduction

Données virologiques

❖ Le virus de l’hépatite C (VHC) (Choo et al, 1989)

❖ Classification: Famille: Flaviviridae

Genre: Hépacivirus

❖ Particule virale: Diamètre: 55 à 65 nm 

Enveloppe: E1-E2

Capside: icosaédrique

Génome: ARN monocaténaire

de polarité positive



Introduction

Données virologiques

5’NC Cadre de lecture ouvert 3’NC

❖ Génome viral



Introduction

Variabilité génétique du VHC

➢ Divergence nucléotidique

Génotypes différents: >30%

Sous-types différents: 15%-30%

❖ Le VHC présente une grande diversité génétique
(Simmonds P et al,2005 ; Smith DB et al,2014 )
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➢ 8 Génotypes (1 à 8)

➢ 90 sous-types 
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➢ Le génotype 2: 21 sous-types (a - u)

☛ 15 sous-types: confirmés par séquençage du génome complet

☛ 6 sous-types: proposés par séquençage partiel (NS5B et/ou core/E1)



➢ Le génotype 2 est en deuxième position:  10%

Situation en Tunisie

Introduction

➢ Peu étudié: Deux travaux de RAJHI et al ont étudié la diversité génétique,

l’épidémiologie moléculaire et l’histoire évolutive du VHC-2 en Tunisie
(RAJHI et al, 2014, 2016)



Situation en Tunisie

Introduction

➢ D’autres souches avec des sous-types non identifié

➢ L'étude de Rajhi et al menée en 2014 a montré les sous-types circulants

en Tunisie par séquençage partiel des régions NS5B et Core/E1:

➢ Le sous-type majeur 2c (65.1%)

➢ 2k (11.2%)

➢ 2i (5.6%)

➢ 2b (1.1%)

☛ La circulation de nouveaux sous-types a été suggérée 



☛ Le séquençage de la totalité de la région codante d’au moins trois isolats

* Former un groupe phylogénétique distinct

* Ne présenter aucun lien épidémiologique

* Absence de recombinaison génétique avec d’autres souches
(Simmonds P et al,2005 )

❖ Selon le consensus international de nomenclature des souches du VHC

la désignation définitive d’un nouveau sous-type devrait reposer sur :

Désignation d’un nouveau sous-type

Introduction



Objectif

❖ Identifier les isolats Tunisiens proposés comme des probables nouveaux

sous-types

➢ Séquençage du génome complet

➢ Analyse des séquences complètes

(Etude phylogénétique)

(Etude des divergences nucléotidiques )

(Etude de recombinaison génétique)



Matériel et Méthodes



Matériel

❖ Population d’étude

➢ 6 sérums de patients Tunisiens atteints d’hépatite C chronique dont les

souches virales infectantes se sont révélées de génotype2 par séquençage

partiel dans les régions NS5B et Core/E1 sans précision des sous-types.

☛ 4 femmes et 2 hommes

☛ âgés entre 52 et 60 ans (moyenne d'âge 55 ans)

☛ Originaires de différentes régions du Nord et du Centre-Est de la  

Tunisie sans aucun lien épidémiologique

➢ Les sérums sont collectés entre 2004 et 2008



Méthodes

❖ Extraction du génome viral MiniKit (QIAGEN, Hilden-Allemagne)

❖ Séquençage du génome complet 

➢ l'Institut Robert Koch, Berlin, en Allemagne

➢ Illumina Technology

➢ De novo assembly (Geneious (version R9.1.3))

❖ Analyse phylogénétique

➢ MEGA

➢ La méthode de classification «Maximum Likelihood»

➢ La valeur de robustesse 1000 (bootstrap 1000)

❖ Analyse de recombinaison 

➢ Bootscan inclus dans SimPlot (V3.5.1)



Résultats 



Résultats

Séquençage du génome complet

➢ Les séquences obtenues ont été soumises à GenBank
[GenBank : MW041294 à MW041299]

Région 5'NC (341nt)

(87 % -100%)

Région 3'NC (269nt) 

Des séquences limitées (10%) 

Région codante (9036nt) 

(99,56 %-100 %)



Etude  phylogénétique
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➢ Les séquences de références des 

génotypes confirmés (1,3,4,5,6,7 et 8)

➢ Les séquences de références des

sous-types confirmés du génotype2

➢ Les séquences Tunisiennes



Etude  phylogénétique
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Génotype 2

Ces deux Clusters sont

génétiquement distincts de tous les

sous-types de VHC-2 .

Cluster 2

Cluster 1

Les souches Tunisiennes forment

deux groupes phylogénétiques au

sein du génotype2; Cluster1 et

Cluster2 qui sont supportés par des

valeurs de robustesse élevée
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Cluster 2

Cluster 1

Les séquences du cluster 1 et 2

pourraient représenter deux

nouveaux sous-types au sein du

génotype 2 non encore décrits

dans d'autres régions du monde



Résultats

Etude des divergences nucléotidiques

☛ Les divergences nucléotidiques stipulent un pourcentage:

➢ < 15% entre les séquences de même sous-type

➢ 15%-30% entre les sous-types différents

➢ > 30 entre les génotypes différents

❖ Selon le consensus de nomenclature et de classification des souches VHC 

(Simmonds P et al,2005) 



Tableau 1. Taux de divergence nucléotidique entre les séquences Tunisiennes  

et les séquences de références du VHC

Résultats

Etude des divergences nucléotidiques

Taux de divergence (%)

Cluster 1 Cluster 2

Génotypes du VHC (1,3,4,5,6,7 and 8) 
42% - 47% 41% - 46%

Séquences de références des sous-types VHC-2 20% - 31% 20% - 31%

Cluster 1 9% - 11% 20%-21%

Cluster 2 20%-21% 7%

> 30 %

> 15 %

< 15 %

➢ L’étude des divergences nucléotidiques confirme le résultat de l’analyse 

phylogénétique ; Les souches étudiées appartiennent au génotype 2 mais 

différentes de tous les sous-type du VHC-2 jusque-là décrit



Résultats

Etude de recombinaison

❖ Analyse BootScan

Etude de recombinaison par analyse BootScan

Sample 1 

Sample 5 Sample 6
Sample 4

Sample 2 Sample 3 

L’analyse Bootscan montre l’absence des points de rupture significatifs de recombinaison

confirmant que les souches Tunisiennes étudiées ne représentent pas des souches

recombinantes avec d'autres génotypes ou sous-types du VHC.



Conclusions 



Conclusions

Le présent travail confirme la circulation de deux nouveaux sous-types

du VHC-2 en Tunisie (2v et 2w).

La découverte de ces nouvelles souches dans la population humaine

approuve la grande diversité au sein du VHC-2. Ainsi, le nombre total des

sous-types du VHC-2 dépasserait 21 sous-types.



Les souches proposées comme deux nouveaux sous-types du VHC-2 (2v et 2w)

➢ validées par le comité international de taxonomie des virus (ICTV)

➢ mentionnées dans le site web de référence de classification du VHC

(http://talk.ictvonline.org/links/hcv/hcv-classification.htm)

http://talk.ictvonline.org/links/hcv/hcv-classification.htm
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