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Introduction

Données virologiques

¢ Le virus de l’hépatite C (VHC) (Choo et al, 1989)
+»» Classification:  Famille: Flaviviridae
Genre: Hépacivirus

s+ Particule virale: Diamétre: 55265 nm
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Introduction

Données virologiques
¢ Génome viral
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Introduction

Variabilité génétique du VHC

/

% Le VHC présente une grande diversite géenétique
(Simmonds P et al,2005 ; Smith DB et al,2014 )

> 8 Genotypes (1 a 8)
» 90 sous-types 6

» Divergence nucléotidique

Génotypes differents: >30%
Sous-types differents: 15%-30%

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

15 sous-types: confirmés par séquencage du génome complet

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



Introduction

Situation en Tunisie

> Le genotype 2 est en deuxieme position: 10%

> Peu étudié: Deux travaux de RAJHI et al ont étudié la diversité géenétique,

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

Situation en Tunisie

> L'etude de Rajhi et al menée en 2014 a montré les sous-types circulants
en Tunisie par sequencage partiel des régions NS5B et Core/E1:

Le sous-type majeur 2c (65.1%)
2k (11.2%)

21 (5.6%0)

2b (1.19%0)

YV VVVY VY

D’autres souches avec des sous-types non identifié

e |_a circulation de nouveaux sous-types a été suggeéree



Introduction

Désignation d un nouveau sous-type

+» Selon le consensus international de nomenclature des souches du VHC
la désignation définitive d’un nouveau sous-type devrait reposer sur :

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

* Former un groupe phylogéenétique distinct
* Ne preésenter aucun lien épidéemiologique

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



Objectif

% ldentifier les isolats Tunisiens proposés comme des probables nouveaux
sous-types

» Séquencage du genome complet

> Analyse des séquences completes
(Etude phylogéenétique)
(Etude des divergences nucleotidiques )
(Etude de recombinaison genétique)



Matériel et Méthodes



Matériel

¢ Population d’étude

» 6 serums de patients Tunisiens atteints d’hépatite C chronique dont les
souches virales infectantes se sont révélées de génotype2 par sequencgage

partiel dans les regions NS5B et Core/E1 sans preécision des sous-types.

4 femmes et 2 hommes

ages entre 52 et 60 ans (moyenne d'age 55 ans)

Originaires de differentes régions du Nord et du Centre-Est de la
Tunisie sans aucun lien épidéemiologique

> Les sérums sont collectés entre 2004 et 2008



Méthodes

% Extraction du genome viral MiniKit (QIAGEN, Hilden-Allemagne)
% Séguencage du génome complet

» I'Institut Robert Koch, Berlin, en Allemagne

» lllumina Technology

» De novo assembly (Geneious (version R9.1.3))
*» Analyse phylogénétique

» MEGA

» La méthode de classification «Maximum Likelihood»

» Lavaleur de robustesse 1000 (bootstrap 1000)

*» Analyse de recombinaison
» Bootscan inclus dans SimPlot (V3.5.1)



Résultats



Résultats

Séquengage du génome complet

/ 3010 aa \

Structurales

Non structurales

/

Région 5'NC (341nt) Région 3'NC (269nt)
(87 % -100%) v Des séquences limitées (10%o)

Reégion codante (9036nt)
(99,56 %-100 %)

> Les séquences obtenues ont été soumises a GenBank
[GenBank : MW041294 a MW041299]
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Etude phylogénétique

> Les séquences Tunisiennes

> Les séquences de reférences des
sous-types confirmés du géenotype2

> Les sequences de réféerences des
géenotypes confirmes (1,3,4,5,6,7 et 8)
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: Les souches Tunisiennes forment
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Clusterl et
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Résultats

Etude des divergences nucléotidiques

+» Selon le consensus de nomenclature et de classification des souches VHC

(Simmonds P et al,2005)

Les divergences nucléotidiques stipulent un pourcentage:

» < 15% entre les sequences de méme sous-type
» 15%-30% entre les sous-types differents

» > 30 entre les genotypes différents



Résultats

Etude des divergences nucléotidiques

Tableau 1. Taux de divergence nucléotidique entre les séquences Tunisiennes

et les sequences de références du VHC

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

Cluster 2

9% - 11%

20%-21%

20%0-21%

7%

> 30 %
>15 %

<15 %

» L’étude des divergences nucléotidiques confirme le résultat de 1’analyse

phylogénétique ; Les souches etudiees appartiennent au génotype 2 mais
différentes de tous les sous-type du VHC-2 jusque-la décrit



Résultats

Etude de recombinaison

 Analyse BootScan

Sample 1 = : Sample 2 = : Sample 3

Etude de recombinaison par analyse BootScan

— L’analyse Bootscan montre Labsence 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.
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complete coding region
sequences (March 2022) 20 ac1a2 JE725112 (Li et al., 2012)

Table 3 Remaining
provisionally assigned
HCWV subtypes 2 495-05 MWVO4 1295 (Rajhi et al, 2021)

(November 2014)

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