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Contexte et Problématiques
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1

Introduction

1.1 Virus de l’Hépatite C (VHC) et résistance au traite-

ment

Le Virus de l’Hépatite C (VHC) est un virus à ARN hépatotrope qui occasionne des

dommages progressifs au foie pouvant être responsables de cirrhose hépatique et de car-

cinome hépatocellulaire. Globalement, 71.1 millions de personnes ont une infection chro-

nique [Blach et al., 2017]. Dans les pays à forte prévalence du VHC, les facteurs de risque

majeurs de cette infection virale liée au sang sont l’usage sans précautions de drogues in-

jectées et les actes médicaux non stériles (infection iatrogène). La procédure diagnostique

virologique inclut la recherche d’anticorps anti-VHC dans le sérum, la détection d’ARN

VHC, la détermination du génotype et du sous-type viral et, plus récemment, l’évaluation

de la présence de mutations de résistance (substitutions nucléotidiques dans le génome vi-

ral entraînant la résistance au traitement). Divers agents antiviraux directs (Direct-acting

Antiviral Agents (DAAs)) ont été développés pour cibler 3 protéines impliquées dans les

étapes cruciales du cycle de vie du VHC : la protéase NS3/4A, la protéine NS5A et la

protéine NS5B, ARN polymérase ARN-dépendante. La combinaison de deux ou trois de

ces DAAs peut éradiquer l’infection à VHC (définie par une réponse virologique (ab-

sence d’ARN) soutenue 12 semaines après traitement) dans plus de 90 % des patients,

en incluant les populations qui ont été difficiles à traiter par le passé. Avant l’arrivée

des agents antiviraux directs en 2011, l’association Interféron pegylé - Ribavirine était

2



1.2 La notion de quasi-espèce 3

le standard de traitement. Parmi les patients suivis pour une hépatite C chronique, 40 %

de ceux présentant un génotype 1 et 80 % de ceux présentant un génotype 2 avaient une

réponse virologique soutenue sous ce traitement au prix d’effets indésirables importants

[Manns et al., 2017].

Malgré cette proportion élevée de patients guéris par une combinaison de DAAs, la ré-

sistance aux agents antiviraux directs anti-VHC est une cause importante d’échec de trai-

tement (jusqu’à 15 % des patients selon le génotype, l’état hépatique du patient et son

traitement [Buti et al., 2016]). La présence de variants viraux résistants aux inhibiteurs de

NS5A en pré-traitement est associée à de plus faibles taux de guérison virologique dans

certains groupes de patients, notamment ceux qui présentent un génotype 1a ou 3a, une

cirrhose et/ou qui étaient non-répondeurs aux traitements de première génération (à base

d’interféron pégylé). Les virus résistants aux DAAs dominent généralement au moment

de l’échec virologique (le plus souvent à la rechute). Les virus résistants aux inhibiteurs

de protéase NS3-4A disparaissent du sang périphérique en quelques mois alors que les

virus résistants aux inhibiteurs de NS5A persistent pendant des années. Il existe des trai-

tements de seconde ligne mais les stratégies de traitement de première ligne devraient être

optimisées [Pawlotsky et al., 2018, Chung et al., 2018, Omata et al., 2016] pour prévenir

efficacement l’échec de traitement dû à une résistance aux anti-VHC [Pawlotsky, 2016] &

[Pawlotsky, 2016, Table 2 - Liste des substitutions associées à une résistance connue (sub-

stitutions d’acides aminés signalées pour réduire la susceptibilité de différents génotypes

ou sous-types du VHC aux DAAs)].

1.2 La notion de quasi-espèce

Chez un patient, le VHC présente une distribution de population virale dite «quasi-espèce»

virale que nous souhaitons présenter dans cette section même si elle n’est pas au cœur de

ce travail. Introduite en 1977 [Eigen et al., 1977], cette notion de quasi-espèce désigne

une distribution bien définie de mutants générés par un processus de mutation/sélection.
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La sélection n’agit pas sur un seul mutant mais sur la quasi-espèce dans sa globalité. Les

populations virales comme le VHC et le VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine)

ont été appelées quasi-espèces pour souligner leur hétérogénéité génétique étendue. La

propriété de quasi-espèce de ces virus a formé la base d’un modèle qui permet d’expliquer

le mécanisme de pathogenèse de ces virus chez l’humain [Nowak, 1992].

Pour Eigen, une quasi-espèce est définie par la distribution de mutants -ou «espèces»

moléculaires étroitement liées- en équilibre générés par un processus spécifique de mu-

tation/sélection décrivant la réplication erronée d’acides nucléiques (en l’occurrence ici

l’ARN, cf. Figure 1.1).

Figure 1.1 – Une vue moléculaire de la réplication et de la mutation. Le système de répli-

cation E (violet), communément une simple molécule réplicase -comme dans la réaction

en chaîne par polymérase (PCR)- ou un complexe multienzymatique se lie à la molécule

d’ADN ou ARN matrice (X j, orange) pour former un complexe de réplication E · X j et

se réplique à un taux f j. Lors du processus de copie de la matrice, des erreurs de répli-

cation mènent à des mutations. La réaction mène à une copie correcte à la fréquence Q j j

et à un mutant Xk à la fréquence Qk j. Communément, nous avons Q j j ≫ Qk j pour tout

k , j. En d’autres termes, la réplication correcte l’emporte sur la formation de mutants.

La stœchiométrie de la réplication nécessite
∑n

i=1 Qi j = 1, étant donné que le produit doit

être soit correct soit incorrect. La réaction est terminée par la dissociation complète du

complexe de réplication. La somme de tous les monomères activés est désignée par A.

Une conséquence du modèle est la factorisation des contributions du taux de réplication

et de la fréquence des mutants : wk j = Qk j · f j [Domingo et al., 2015].

Soit n différentes séquences d’acides nucléiques I1, I2, ..., In qui peuvent servir de ma-

trices pour la réplication. Chaque variant est caractérisé par une séquence nucléotidique

spécifique. Cette séquence nucléotidique peut déterminer le taux de réplication d’un va-

riant donné. Les taux de réplication des variants I1, I2, ..., In peuvent être exprimés par
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a1, a2, ..., an. Ces quantités représentent les valeurs sélectives de chaque mutant (fitness).

En l’absence de mutation, le variant avec le taux de réplication/fitness le plus élevé croîtra

le plus rapidement et constituera à terme de façon homogène toute la population.

Le résultat de la sélection dans ce monde sans erreur est donc une population homogène

constituée par le variant se répliquant le plus rapidement. Cependant, la réplication n’est

pas sans erreur. Par conséquent, il est nécessaire de définir la probabilité Qi j que la ré-

plication (erronée) de la matrice I j ait pour résultat la production de la séquence Ii. Les

quantités Qi j pour i = 1, 2, ..., n et j = 1, 2, ..., n forment ce que l’on appelle la matrice de

mutations.

Un système d’équations différentielles ordinaires décrit l’évolution temporelle de la popu-

lation de ces séquences d’acides nucléiques. Le taux de croissance d’un variant spécifique,

par exemple I1, peut être écrit comme

dx1/dt = a1Q11x1 + a2Q12x2 + ... + anQ1nxn

avec x1, x2, ..., xn les tailles de populations de variants I1, I2, ..., In

Les nouvelles particules de variant I1 peuvent être formées par réplication sans erreur de

I1. Cela se produit au taux de réplication a1 et à la probabilité Q11. Le taux global est

par conséquent donné par a1Q11x1. La réplication avec erreurs de tous les autres mutants

I2, ..., In peut aussi conduire à de nouvelles particules I1. Cela est représenté par les termes

de croissance a2Q12x2+ ...+anQ1nxn dans la précédente équation. De la même façon, nous

pouvons écrire le taux de production de n’importe lequel des autres variants pour obtenir

le système complet d’équations différentielles suivant

dxi/dt =

n
∑

j=1

a jQi jx j − xia

avec



































i = 1, ..., n

a =

n
∑

k=1

akxk

/ n
∑

k=1

xk

a est le taux de réplication/fitness moyen de la population et le terme − xia est là pour

conserver une taille de population c =
∑n

i=1 xi constante (dc/dt =
∑n

i=1 dxi/dt = 0).
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Dans ce contexte, la population ne va plus seulement être constituée par la séquence crois-

sant le plus rapidement mais par l’ensemble global de mutants présentant des taux de

réplication différents. Cet ensemble de mutants est la quasi-espèce.

On peut réécrire le système d’équations différentielles précédent comme suit

d~x/dt = W~x − f (~x)~x

avec ~x le vecteur contenant les densités de population des séquences individuelles

~x = (x1, x2, ..., xn)

La matrice W contient les taux de réplication et les probabilités de mutation

W =























































a1Q11 a2Q12 · · · anQ1n

a1Q21 a2Q22 · · · anQ2n

...
...

. . .
...

a1Qn1 a2Qn2 · · · anQnn























































et f (~x) =

n
∑

k=1

akxk

/ n
∑

k=1

xk

En négligeant le terme de conservation de taille de population, la distribution de mutants

en équilibre peut ainsi être déduite en calculant les valeurs et vecteurs propres de W,

problème classique en algèbre linéaire

W~x = λ~x

La quasi-espèce peut ainsi être définie mathématiquement par le vecteur propre dominant

~x = (x1, x2, ..., xn) correspondant à la plus grande valeur propre λmax de la matrice W.

Ce vecteur propre ~x (conservation de la «direction géométrique» à l’équilibre) décrit la

structure de population exacte de la quasi-espèce ; chaque mutant Ii est présent dans la

quasi-espèce avec une fréquence xi. La plus grande valeur propre est exactement le taux

de réplication moyen de la quasi-espèce

λmax =
∑

aixi

avec
∑

xi = 1

La fréquence d’un variant donné dans la quasi-espèce ne dépend pas de son taux de ré-
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plication seulement mais aussi de la probabilité qu’il soit produit par réplication avec

erreurs des autres matrices et leurs fréquences dans la distribution de quasi-espèce. Par

conséquent, la séquence individuelle Ii avec son taux de réplication ai n’est plus la cible

de la sélection. La quasi-espèce elle-même est la cible de la sélection dans un proces-

sus de mutation/sélection. Malgré ce que l’on considère habituellement, une quasi-espèce

est en mesure de guider les mutations. Bien que l’acte de mutation reste intrinsèquement

stochastique, la sélection opère sur la structure de la quasi-espèce globale laquelle est

adaptée au «fitness landscape» (relation entre les génotypes et les taux de réplication).

Par conséquent, l’évolution peut être guidée vers les pics de cette fitness landscape sim-

plement par le fait que les mutants à haut taux de réplication auront plus de descendants

que les mutants à bas taux de réplication.

Une autre notion importante dans la théorie des quasi-espèces est le seuil d’erreur de

réplication. Si la réplication était sans erreur, aucun mutant ne serait produit et aucune

évolution ne serait possible. Toute évolution serait aussi compromise si le taux d’erreur

de la réplication était trop élevé (seules quelques mutations mènent à une amélioration

de l’adaptation, la plupart menant à une détérioration). La théorie des quasi-espèces nous

permet de quantifier la précision minimale de réplication qui maintienne l’adaptation (cf.

Figure 1.3).

Figure 1.2 – Exemple d’espace de séquences - chaque point représente une séquence

unique et le degré de séparation entre points reflète leur degré de dissimilarité - dans cet

exemple, nous considérons de petites séquences de valeurs binaires (0 ou 1) de longueur

1 (a), 2 (b), 3 (c) et 4 (d, hypercube de 4 dimensions). Les espaces de séquences pour les

génomes viraux sont bien plus complexes car ils impliquent des séquences de milliers de

positions chacune pouvant accueillir 1 sur 4 nucléotides différentes [Eigen, 1993].

Nous considérons pour cela un ensemble d’approximations afin d’obtenir les expressions

d’une solution analytique suffisamment précise pour les applications les plus courantes
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Figure 1.3 – Impact du taux d’erreur du processus de réplication sur la dynamique de po-

pulation d’un virus - Représentation d’une population virale dans l’espace de séquences

(cf. Figure 1.2) - réplication sans erreur (a), réplication à taux d’erreurs élevé (b), réplica-

tion à taux d’erreurs intermédiaire (c) [Eigen, 1993].

[Domingo et al., 2015]. La première approximation consiste à ne considérer que la géné-

ration des mutants à partir de la souche sauvage ou la séquence la plus fréquente («sé-

quence maître») et à négliger toute génération retour du mutant au sauvage/à la séquence

la plus fréquente ainsi que le passage d’un mutant à un autre («zero mutational back-

flow»). La seconde approximation consiste à relâcher la contrainte sur la taille de popula-

tion constante et à ne pas compenser toute modification du taux de mutation. On désignera

cette approche avec ces approximations par «approche phénoménologique».

Le taux de mutation p pour chaque nucléotide est considéré indépendant de la position

dans la séquence («taux d’erreur uniforme»). La probabilité de réplication sans erreur est

la même pour toute séquence Xk et est exprimée par

Qkk = Q = (1 − p)l

pour tout k = 1, ..., n ; avec l la longueur de la séquence polynucléotidique

Ainsi, pour une réplication sans erreur (p = 0), toutes les copies sont correctes (Q = 1).

Dans le cas contraire (p > 0), la fraction des réplicats corrects diminue de façon monotone

avec l’augmentation du taux de mutation p (cf. Figure 1.4).

La fréquence des copies avec erreurs X j s’exprime par

Q jk = (1 − p)l−d jk pd jk = Qεd jk
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Figure 1.4 – Le seuil d’erreur. La fréquence stationnaire de la séquence maître Xm est

fonction du taux de mutation local p. Dans le cadre de l’approximation «zero mutational

backflow», la fonction xm(p) est pratiquement linéaire dans l’exemple particulier montré

ici. Dans l’insert, l’approximation (noir) est montrée avec la solution exacte (rouge). Le

taux d’erreur p a deux limitations naturelles : (i) La limite de précision physique du pro-

cessus de réplication prévoit une limite inférieure pour le taux de mutation, et (ii) le seuil

d’erreur définit une précision de réplication minimale requise pour supporter la transmis-

sion de l’information génétique et fixe une limite supérieure pour le taux de mutation

[Domingo et al., 2015].

avec
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d jk la distance de Hamming entre 2 séquences X j et Xk

La distance de Hamming est le nombre (minimum) de positions auxquelles les 2 sé-

quences diffèrent. Avec ces approximations et notations, il est simple de calculer la

concentration stationnaire de la séquence maître Xm que nous représentons par x̂
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Nous précisons des concentrations stationnaires par un chapeau et l’approximation zero

mutational backflow par un exposant «(0)». Le fitness moyen des mutants est désigné par
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f −m et par conséquent la supériorité du maître vis-à-vis des mutants en terme de fitness

par le rapport σm. De la même manière, nous obtenons pour les mutants X j :

x̂
(0)

j
= εd jm

fm

fm − f j

x̂
(0)
m ∝ Q − σ−1

m

En substance, la fréquence à laquelle un mutant est présent dans la quasi-espèce dépend

de 2 quantités :

— la distance de Hamming d jm entre la séquence X j et le maître Xm (plus la séquence

est proche du maître, plus sa part dans la distribution stationnaire est élevée)

— la différence de fitness entre Xm et X j (plus le fitness du mutant est élevé, plus sa

fréquence dans la quasi-espèce est élevée)

En conséquence, une quasi-espèce n’est pas une collection arbitraire de variants mais une

distribution très ordonnée avec une séquence maître au centre entourée d’un nuage de

mutants dans l’espace de séquences.

Dans le cadre de l’approche phénoménologique, la concentration stationnaire de la sé-

quence maître ainsi que celles des mutants présentent un facteur (Q − σ−1
m ) qui exprime

la dépendance des concentrations sur le taux de mutation p. Cette dépendance est levée

si la condition (Q = σ−1
m ) est remplie. Le taux de mutation pmax correspondant est calculé

simplement :

Q = (1 − pmax)
l = σ−1

m ce qui donne pmax ≈
lnσm

l
ou lmax ≈

lnσm

p

Effectivement, une quasi-espèce conventionnelle existe seulement dans l’intervalle

0 ≤ p < pmax

A des taux de mutation plus élevés que la valeur seuil, nous n’obtenons aucune informa-

tion sur la nature de la solution à long terme du système de réplication-mutation dans le

cadre de l’approche phénoménologique. Le phénomène du taux de mutation maximum tel

que décrit par l’équation précédente a été appelé le «seuil d’erreur» : afin d’assurer une

stabilité au cours de l’évolution de l’information génétique stockée dans les séquences

d’acide nucléique, l’inexactitude de la réplication ne doit pas excéder une certaine valeur

critique définie par la longueur de la séquence l et la supériorité de la séquence maître



1.3 Evolution des techniques de séquençage 11

σm. Alternativement, pour une précision de la réplication donnée, le seuil d’erreur définit

une certaine longueur de chaîne polynucléotidique lmax qui ne peut pas être dépassée sans

mettre en péril l’héritage de l’information génétique.

Il s’agit d’ailleurs du mode d’action supposé mais non démontré de la ribavirine sur

les virus à ARN, utilisée en particulier dans le traitement du VHC : elle aurait une

activité mutagénique en contribuant notamment à une augmentation du taux de muta-

tion [Crotty et al., 2001, Cuevas et al., 2009, Feigelstock et al., 2011, Dietz et al., 2013,

Ortega-Prieto et al., 2013].

1.3 Evolution des techniques de séquençage

Pour évaluer cette diversité de population modélisée par une distribution en quasi-espèce,

nous avons besoin de techniques de mesure adaptées à cette problématique. L’informa-

tion génétique est stockée dans les séquences nucléotidiques (ADN ou ARN pour les

virus) d’un organisme. Le processus de détermination de l’ordre correct des nucléotides

dans un fragment donné (gène, groupe de gènes, chromosome ou génome complet) est

appelé séquençage des nucléotides. Il existe différentes méthodes de séquençage. Le sé-

quençage première génération développé par Frederick Sanger en 1977 a été largement

utilisé jusqu’à l’arrivée du séquençage dernière génération (séquençage haut débit, «High-

Throughput Sequencing» (HTS) ou «Next-Generation Sequencing» (NGS)) à partir de

2005.

Le séquençage Sanger a pour principe la terminaison de synthèse de brin par incorpora-

tion sélective de didésoxyribonucléotides (ddNTPs, nucléotides modifiés) terminateurs de

chaînes tels que ddGTP, ddCTP, ddATP et ddTTP par l’ADN polymérase durant la répli-

cation de l’ADN. Cette méthode est ainsi appelée méthode de séquençage par terminaison

de chaîne. Les nucléotides normaux ont des groupements 3’OH pour la formation d’une

liaison phosphodiester entre nucléotides adjacents pour continuer la formation du brin.

Au contraire, les ddNTPs ne présentent pas ce groupement 3’OH et sont donc incapables
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Figure 1.5 – Illustration du séquençage Sanger (gatc-biotech.com, 2017).

de former des liaisons phosphodiester entre nucléotides. Par conséquent, l’élongation de

la chaîne est arrêtée.

Dans cette méthode, l’ADN simple brin à séquencer sert de brin modèle pour la synthèse

d’ADN in vitro. Les autres pré-requis sont des amorces oligonucléotidiques (sélection

du fragment d’ADN à séquencer par Polymerase Chain Reaction (PCR)), des désoxyri-

bonucléotides précurseurs de la nouvelle chaîne (dNTPs) et l’enzyme ADN polymérase

nécessaire à la réplication de l’ADN. La polymérisation des nouveaux brins d’ADN se fait

avec les dNTPs. L’incorporation, peu fréquente car en faible concentration, d’un ddNTP,

marqué avec un fluorochrome propre selon la base concernée (A, T, G ou C), dans le brin

d’ADN empêche la polymérisation de se poursuivre. De nombreux fragments d’ADN sont

ainsi obtenus, de longueurs différentes mais finissant tous par un didésoxynucléotide. La

séquence du fragment étudié est déduite de la succession des différentes fluorescences

après séparation des fragments d’ADN par électrophorèse et lecture de la fluorescence
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distribution de population virale en quasi-espèce (cf. Figure 1.6). Cette technologie peut

produire de longues séquences de 700 à 1000 bases ce qui est proche de la longueur des

séquences produites par séquençage Sanger (au maximum ~1 kb). Ces séquences sont

produites de façon massivement parallèle par la lecture des signaux optiques générés par

l’ajout des bases [Perry, 2012].

L’ADN ou ARN est fragmenté en des séquences plus petites jusqu’à 1 kb ou amplifié

sous forme d’un fragment de la taille souhaitée. Des adaptateurs génériques sont ajoutés

aux extrémités et ces derniers sont hybridés à des billes, un fragment d’ADN par bille.

Les fragments sont ensuite amplifiés de façon clonale par PCR en utilisant des amorces

spécifiques aux adaptateurs.

Chaque bille est ensuite placée dans un puits libre d’une plaque. Par conséquent, chaque

puits ne contiendra qu’une seule bille, couverte d’une multitude de copies identiques d’un

produit de PCR. Les puits contiennent aussi l’ADN polymérase et les buffers de séquen-

çage (solutions de lavage et de dilution).

La plaque est recouverte avec l’une des 4 espèces de dNTPs. Là où ce nucléotide poursuit

la séquence, il est ajouté à la séquence lue (read). Si cette base se répète, il en sera ajouté

plus. Par exemple, si nous recouvrons la plaque avec des bases Guanine et la suite dans

une séquence est G, un G sera ajouté. Cependant, dans le cas où la suite dans la séquence

est GGGG, alors 4 Gs seront ajoutés.

L’ajout de chaque nucléotide génère un signal lumineux suite à la libération d’un pyro-

phosphate (PPi). Les localisations des signaux sont détectées et utilisées pour déterminer

à quelles billes les nucléotides sont ajoutés.

Le mix de dNTP est lavé avant l’introduction du mix de dNTP suivant. Le processus est

ainsi répété, bouclant circulairement sur les 4 dNTPs.

Ce type de séquençage génère des graphes pour chaque séquence lue (cf. Figure 1.7),

montrant la densité du signal pour chaque lavage nucléotidique. La séquence peut ensuite

être déterminée informatiquement à partir de la densité du signal dans chaque lavage.
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technologie est inférieur à 1 % et la substitution de base nucléotidique est l’erreur la plus

courante [Reuter et al., 2015].

Figure 1.8 – Méthode de séquençage Illumina par interruption réversible cyclique. Les

fragments d’ADN sont tout d’abord amplifiés clonalement sur la surface de verre (flow-

cell). Le séquençage s’opère via des cycles successifs d’incorporation de base, de lavage

et d’acquisition d’image. Une étape de clivage succède à l’acquisition d’image pour enle-

ver le colorant fluorescent et régénérer le groupe OH en 3’ pour le cycle suivant. L’analyse

des images à 4 couleurs (1 couleur par base) est utilisée pour déterminer la composition

nucléotidique de l’ADN [Reuter et al., 2015].

Enfin, ce travail a aussi fait appel à la technologie Pacific Biosciences (séquençage d’une

seule molécule en temps réel ou Single-molecule real-time (SMRT) sequencing). Cette

technologie permet de produire des séquences en moyenne de plus de 10 kbases. La pré-

paration de l’échantillon consiste en la ligation d’adaptateurs en «épingle à cheveux» sur

les extrémités de la molécule d’ADN générant un ADN circulaire (appelé SMRT-bell) (cf.
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Figure 1.9). En utilisant une polymérase à déplacement de brin, la molécule d’ADN origi-

nale peut être séquencée plusieurs fois augmentant ainsi la précision. La synthèse d’ADN

s’effectue dans des puits de 10−21 litre appelés zero-mode waveguides (ZMW) dans les-

quels une polymérase unique est immobilisée au fond (cf. Figure 1.10). La physique de

ces puits réduit le bruit de fond de telle sorte que les 4 dNTPs peuvent y être présents

simultanément. Par conséquent, la polymérisation s’y produit de façon continue et la sé-

quence d’ADN peut être lue en temps réel à partir des signaux fluorescents enregistrés

dans une séquence vidéo. Le taux d’erreur de cette technologie est élevé (de l’ordre de 10

%) et l’insertion-délétion (indel) est l’erreur la plus représentée [Reuter et al., 2015]. Ce-

pendant, les erreurs de séquençage sont distribuées aléatoirement permettant la définition

d’un consensus d’autant plus précis que le nombre de passes de séquençage de la mo-

lécule d’ADN originale est élevé (appelé Séquençage Consensus Circulaire ou Circular

Consensus Sequencing (CCS)).

Figure 1.9 – SMRT-bell ou ADN circulaire pour un séquençage Pacific Biosciences.

Des adaptateurs en «épingle à cheveux» (vert) sont liés aux extrémités d’une molécule

d’ADN double-brin (jaune et violet), formant un cercle fermé. La polymérase (gris) est

arrimée au fond d’un puits ZMW et incorpore les bases dans le brin synthétisé (orange)

[Rhoads et al., 2015].

En conclusion, le séquençage haut débit nous a permis dans ce travail de reconstruire le

génome entier du VHC par assemblage de reads pour améliorer le génotypage et la détec-

tion de mutations. Il nous a aussi permis de découvrir un nouveau sous-type de ce virus.

Enfin, par sa capacité à générer une séquence pour tout brin d’ADN et, de manière mas-

sivement parallèle, à lire au moins des dizaines de millions de bases lors d’un seul run

sur une seule plaque (cf. Figure 1.11), le séquençage haut débit nous a permis d’analy-

ser la distribution de population en quasi-espèce du VHC. Hormis les techniques longues

et fastidieuses utilisant le clonage, le séquençage Sanger n’a pas cette capacité d’échan-

tillonnage, raison pour laquelle cette technologie est mise de côté dans ce domaine de

recherche. Il est à noter cependant que les séquences individuelles sont moins précises
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Figure 1.11 – Développements du séquençage haut débit : instruments, longueurs de read,

débit [Nederbragt, 2016].

1.4 Questions principales de la thèse : VHC et NGS

Ces dernières années, les technologies de HTS ont permis d’étudier l’évolution de

populations virales au cours d’une infection en autorisant l’acquisition rapide de

milliers de courtes séquences d’ARN à partir d’échantillons temporels multiples

[Nelson et al., 2015]. Effectivement, comme évoqué précédemment, le séquençage haut

débit est devenu un outil essentiel dans la description de l’hétérogénéité génétique et

dans la compréhension de la dynamique de l’évolution intra-patient des espèces virales

[Beerenwinkel et al., 2012]. Le HTS permet ainsi de définir précisément le génotype des

souches circulantes chez un patient infecté afin de détecter des mutations de résistance et

d’adapter son traitement anti-viral [Jacka et al., 2013].

Plus spécifiquement, le HTS a été appliqué à la description de la diversité intra-hôte du

VHC [Lauck et al., 2012, Li et al., 2011, Ramachandran et al., 2011], à la détection de
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goulots d’étranglement génétiques de transmission dans l’infection [Wang et al., 2010],

à la prédiction de réponse à la trithérapie chez les patients infectés chroniques au VHC

et à l’évaluation de variants résistants aux inhibiteurs de protéase [Larrat et al., 2014], à

l’évaluation de variants résistants aux inhibiteurs de polymérase [Donaldson et al., 2014],

à l’étude de la réponse du VHC à la sélection imposée par les traitements anti-viraux

[Ahmed et al., 2015] et à la discrimination entre un échappement au traitement et une

réinfection [Abdelrahman et al., 2014].

L’analyse du génome entier peut être nécessaire dans certains cas. Par exemple, la dé-

finition d’un nouveau génotype du VHC requiert au moins 3 isolats indépendants et

une séquence de génome entier afin de déterminer le degré de divergence vis-à-vis de

tous les types viraux précédemment connus : les génotypes diffèrent les uns des autres

dans plus de 30 % de leur séquence nucléotidique et les sous-types dans plus de 15 %

[Smith et al., 2013, Xia et al., 2008, Hussain et al., 2013]. L’analyse du génome entier se-

rait aussi utile en contexte médico-légal ou d’infection nosocomiale afin d’établir le lien

de transmission d’une personne à une autre [Samimi-Rad et al., 2013, Lecuit et al., 2014].

D’autre part, les régions génomiques du VHC choisies pour les analyses influencent la to-

pologie des arbres phylogénétiques et les résultats de clustering [Lamoury et al., 2015].

De plus, focaliser sur une seule région a pour résultat potentiel de rater des événements

tels que des insertions ou délétions dans le génome ainsi que des recombinaisons.

Effectivement, outre les types de VHC usuels, des formes recombinantes inter-

génotypiques et inter-sous-typiques du virus ont été décrites. Leur détection requiert

l’implémentation des techniques de séquençage de génome entier afin d’identifier clai-

rement les composants impliqués (de différents types ou sous-types viraux), d’identi-

fier le point (ou les points) de recombinaison et aussi de différencier les formes re-

combinantes d’une infection multiple avec différents types de virus [Galli et al., 2014,

Cunningham et al., 2015].

Pour le suivi des patients, avec l’utilisation combinée de différentes classes d’antiviraux

directs, la recherche de mutations de résistance doit être réalisée dans plusieurs régions
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génomiques et cette dernière pourrait par conséquent bénéficier d’une technique de sé-

quençage génome entier. La coexistence de mutations de résistance dans ces différentes

zones a déjà été décrite [Sarrazin et al., 2014]. De plus, le séquençage du génome en-

tier pourrait aider à identifier les mutations compensatrices situées en-dehors des régions

usuellement analysées, directement ciblées par les antiviraux directs. L’étude de l’histoire

naturelle de l’infection au VHC de même que la résistance au traitement pourraient par

conséquent bénéficier des avantages d’une telle technique [Trémeaux et al., 2016].

Le séquençage du génome entier du VHC est un processus long et fastidieux en séquen-

çage première génération ou séquençage Sanger. Il consiste généralement en l’utilisation

de multiples amplicons chevauchants et d’amorces spécifiques de souches. Il faut prendre

en compte la variabilité du VHC afin de concevoir des amorces capables de s’hybrider

sur tous les types de virus, sans biais et sur plusieurs régions d’un génome viral dont la

variabilité n’est pas constante d’une région à l’autre. Ce problème d’amorce se pose à la

fois pour la génération des amplicons (amorces de PCR) et pour la réaction de séquençage

(amorces de séquençage pour la polymérisation du brin d’ADN). Ainsi, les amorces de

séquençage sont souvent spécifiques du génotype voire de la souche virale.

Parmi les technologies de séquençage dernière génération (HTS), le séquençage de

deuxième génération (technologies 454 et Illumina) a permis de faciliter la reconstruc-

tion et le séquençage du génome entier par son haut débit (de l’ordre de respectivement

0,1 à 10 Gb par run) et sa sensibilité associée. Le séquençage de troisième génération

(technologie Pacific Biosciences) permet quant à lui de séquencer le génome entier du

VHC sans étape de reconstruction avec des séquences en moyenne de plus de 10 Kb.

Dans ce travail et concernant le séquençage du génome entier du VHC par HTS, une

approche de PCR « long range » (LR-PCR), limitant les amorces et donc les biais d’hy-

bridation associés, a été utilisée.



1.4 Questions principales de la thèse : VHC et NGS 22

1.4.1 Séquençage haut débit et reconstruction du génome viral entier :

mise en évidence de forme recombinante, typage et détection de

nouveau sous-type

Dans ce travail, nous avons évalué si les technologies de séquençage dernière génération

(HTS) permettaient de reconstruire le génome entier d’un virus variable tel que celui du

VHC. Pour ce faire, plusieurs approches sont possibles. Nous les rappelons dans la partie

Méthodes d’analyse de données (cf. 1.5). Une publication de review présente les choix

qui ont été faits (cf. 2.1). La mise en œuvre des méthodes adaptées pour la reconstruction

du génome entier du VHC a permis de confirmer, à partir de données de pyroséquen-

çage, la présence d’une forme recombinante (2k/1b) du virus chez l’un des 10 patients

détectés infectés par cette forme recombinante du VHC. Ces résultats ont été rapportés

dans une seconde publication (cf. 2.2). Un article reprend plus en détails les méthodes

mises en œuvre pour assembler le génome entier de 19 échantillons de patients infectés

par le VHC afin notamment de typer les souches à l’origine de leur infection (cf. 2.3).

Dans une autre publication, nous avons utilisé 2 technologies de séquençage haut débit

(pyroséquençage et séquençage par synthèse) pour séquencer et reconstruire, en utilisant

les méthodes adaptées, le génome entier d’une souche VHC appartenant à un nouveau

sous-type (7b) présentée par un patient originaire de République Démocratique du Congo

(cf. 2.4).

1.4.2 Séquençage haut débit d’amplicons ciblés : détection des infec-

tions multiples et analyse de l’évolution virale

Ce travail a aussi permis d’évaluer si les HTS d’amplicons ciblés permettent de détecter

les infections multiples et d’analyser l’évolution virale chez un patient infecté. Dans ce

but, nous avons mis en œuvre un ensemble de méthodes non spécifiques introduites dans

la partie Méthodes d’analyse de données (cf. 1.5). Ces méthodes ont permis de détermi-

ner la composition d’un ensemble d’échantillons, d’analyser son hétérogénéité génétique,



1.4 Questions principales de la thèse : VHC et NGS 23

d’explorer sa structure génétique de population virale, son évolution temporelle et de dater

des événements ancestraux (cf. 3).
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1.5 Méthodes d’analyse de données

1.5.1 Reconstruction du génome entier des virus génétiquement très

variables

Dans les méthodes de reconstruction ou d’assemblage de génome entier, nous pouvons

mentionner les méthodes à base d’alignement sur référence. Ces méthodes ne sont cepen-

dant pas adaptées aux régions très divergentes de la référence, entraînant des erreurs d’ali-

gnement et par conséquent d’assemblage [Miller et al., 2010, Chen et al., 2017]. Hors,

comme nous l’avons vu précédemment, le VHC est un virus génétiquement très variable

(cf. Figure 2.1) présentant des régions très divergentes vis-à-vis du génome de référence,

y compris au sein du même sous-type. Par conséquent, ce type de méthode d’assemblage

n’est pas utilisé dans ce contexte.

Nous nous sommes donc tournés vers les méthodes d’assemblage sans référence, autre-

ment dit de novo. Les approches à base de graphe de chevauchement (algorithme Overlap-

Layout-Consensus (OLC)) et de graphe de de Bruijn (algorithme DBG) sont les princi-

pales représentantes de ce type de méthodes.

Les inconvénients de l’approche DBG sont les besoins en mémoire et la perte d’informa-

tion. Une autre approche de construction de graphe plus efficace en mémoire et sans perte

d’information appelée « string graph » est utilisée dans les graphes de chevauchement

(OLC). L’approche OLC permet d’assembler les fragments d’ADN en trois étapes :

1. Overlap : la première étape consiste à construire le graphe orienté de chevau-

chement entre les fragments par alignement local (selon l’algorithme de Smith-

Waterman [Gotoh, 1982]). Chaque fragment est un nœud du graphe, le poids des

arêtes orientées correspond au nombre de bases identiques du chevauchement (cf.

Figure 1.12 (B)).

2. Layout : cette étape supprime les arêtes redondantes et simplifie le graphe selon une

règle transitive (cf. Figure 1.12 (C)).
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ding) en réalignant les reads sur les contigs obtenus précédemment. Les données de

paired-end sont classiquement exploitées dans ce but.

L’approche DBG quant à elle transforme chaque read en ses sous-séquences chevau-

chantes en se déplaçant d’une base pour chaque sous-séquence (cf. Figure 1.13 (a) et

(b)). On appelle k-mer toute sous-séquence de longueur k bases. Chaque k-mer est un

nœud dans le graphe. Si le suffixe des k-1 dernières bases d’un k-mer est le même que le

préfixe des k-1 premières bases d’un autre k-mer, alors ils sont connectés par une arête

orientée. En se basant sur les k-mers de tous les reads, le graphe de chevauchement des

k-mers peut être construit ce qui correspond à un graphe de de Bruijn (cf. Figure 1.13 (c)).

Reconstruire les contigs à partir du graphe de de Bruijn correspond à trouver le chemin

hamiltonien du graphe. On sait que le problème algorithmique du chemin hamiltonien est

NP-complet : aucune résolution efficace de ce type de problème n’a été trouvée. Néan-

moins, cela peut aisément être transformé en l’identification du chemin eulérien à partir du

graphe de de Bruijn. Ainsi, au lieu de parcourir chaque nœud du graphe une fois (chemin

hamiltonien), cela revient à parcourir chaque arête du graphe une fois (chemin eulérien).

Par exemple, la Figure 1.13 (b) a quatre k-mers. Ils sont affectés aux quatre arêtes orien-

tées dans la Figure 1.13 (d). On affecte aux nœuds de départ et d’arrivée correspondants

respectivement les k-1 préfixe et k-1 suffixe du k-mer. Le temps de calcul est dans le cas

du chemin eulérien proportionnel au nombre d’arêtes dans le graphe.

La détermination et l’optimisation de la taille des k-mers ont différentes influences sur

l’assemblage de séquences. Une taille de k-mer plus petite peut augmenter la probabi-

lité de chevauchement entre k-mers et diminuer le nombre d’arêtes dans le graphe pour

le stockage des séquences. Néanmoins, un k-mer plus petit peut entraîner beaucoup de

nœuds et bloquer la reconstruction du génome. Les répétitions plus longues que k peut

désorganiser le graphe et rompre les contigs. Par conséquent, une valeur plus grande de

k est souhaitée étant donné que les tailles de k-mer plus grandes peut aider à gérer, dans

une certaine mesure, le problème des petites régions répétées. De plus, plus k est grand,

plus la probabilité d’erreur dans le k-mer est élevée. En outre, si la région de chevauche-
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rects lors de la recherche de chemin eulérien ou générer beaucoup de chemins possibles

(cf. Figure 1.15).

C’est essentiellement pour cette raison liée à la grande diversité du VHC propre aux virus

à ARN que l’approche OLC a été privilégiée dans notre travail.

Nous avons ainsi utilisé VICUNA [Yang et al., 2012], algorithme de type OLC, pour as-

sembler les reads issus de la technologie 454 (pyroséquençage). Cette approche nous a

permis de fusionner les séquences similaires tout en retenant notamment les polymor-

phismes nucléotidiques minoritaires.

En particulier, pour identifier les similarités entre reads et construire les contigs, VICUNA

se base sur des méthodes de recherche de type min hash [Yang et al., 2011] et de corres-

pondance inexacte de chaînes de caractères. Les contigs sont ensuite validés en ne conser-

vant que les reads constitutifs vérifiant itérativement tout au plus un taux de variation ou

d’erreur p vis-à-vis du dernier consensus calculé. Enfin, les contigs sont itérativement fu-

sionnés en fonction de la qualité du chevauchement suffixe-préfixe jusqu’à ce qu’aucune

extension supplémentaire ne soit possible.

Roche Diagnostics propose avec la technologie 454 un algorithme d’assemblage de type

OLC appelé Newbler [Miller et al., 2010]. Dans cet algorithme, l’OLC est exécuté deux

fois. Dans une première exécution d’OLC, Newbler génère des unitigs à partir des reads.

Les unitigs sont des mini-assemblages préliminaires de contigs sur lesquels va s’appuyer

le reste du pipeline d’assemblage. Dans une deuxième phase d’OLC, Newbler génère des

contigs plus grands à partir des unitigs. Cette fusion des unitigs en contigs est basée sur

des chevauchements par pair entre unitigs.

Newbler exploite la couverture pour si possible corriger l’erreur d’appel de base (erreur

fréquente du nombre de bases en technologie 454 dans les répétitions d’homopolymères).

Enfin, les consensus d’unitigs et de contigs sont calculés dans le «flow space» en uti-

lisant l’intensité du signal fourni par la plateforme associé à chaque flux de nucléotide

particulier. Le consensus se calcule par la moyenne du signal et l’arrondi à un entier.
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L’assemblage des reads issus de la technologie Illumina (séquençage par synthèse) a fait

appel à une autre méthode de traitement spécifique de ce type de données appelée IVA

[Hunt et al., 2015]. Elle s’appuie sur des séquences paired-end et met en œuvre une ap-

proche de type seed and extend. Le k-mer le plus abondant est tout d’abord recherché.

Cette chaîne initiale est ensuite itérativement étendue en un contig en utilisant les reads

présentant à l’identique ce k-mer. Une liste de toutes les extensions possibles est consti-

tuée. IVA identifie ainsi un nouveau k-mer maximisant k le plus représenté dans cette

liste. La chaîne initiale est ainsi itérativement étendue jusqu’à atteindre la taille de l’insert

intégrant la paire de reads et l’espace les séparant.

Les contigs sont étendus de manière similaire en se basant sur un alignement sur réfé-

rence des reads sur les contigs plus tolérant qu’une correspondance exacte de chaînes de

caractères. L’information paired-end est utilisée pour étendre les contigs. Lorsque toute

nouvelle extension est impossible, les extrémités des contigs sont supprimées selon un

critère qualité et les contigs chevauchant sont fusionnés en fonction de la similarité des

séquences à leurs extrémités.

1.5.2 Autour de la reconstruction du génome entier des virus : décon-

tamination et analyse de recombinaison

Tout échantillon peut présenter une contamination qu’il est nécessaire de supprimer avant

de tenter de reconstruire un génome viral. Dans notre travail, nous avons été notamment

amenés à supprimer le génome humain pour ne retenir que le génome du VHC. Pour cela,

nous avons mis en œuvre l’approche de Deconseq [Schmieder et al., 2011].

Deconseq a permis d’écarter les reads humains en comparant les reads de l’échantillon à

une référence (par exemple le génome de référence humain GRCh38). Cette comparaison

s’est basée sur l’alignement sur référence des reads de l’échantillon sur le génome humain.

Cet alignement sur référence a mis en œuvre une implémentation basée sur la transformée

de Burrows-Wheeler (BWA) [Li et al., 2010]. Ainsi, les reads s’alignant sur la référence
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avec une couverture supérieure à un seuil (par exemple 90 % en intégrant la baisse de score

qualité en fin de read) et une identité supérieure à un deuxième seuil (par exemple 99 % en

prenant en compte le taux d’erreur du séquenceur) sont identifiés comme contaminants.

Une fois le génome viral reconstruit, une analyse supplémentaire peut permettre de dé-

tecter une recombinaison de génomes. Dans notre travail, cela a notamment permis de

détecter une recombinaison inter-génotypique (2k/1b) du VHC. Pour cela, une analyse de

«bootscanning» a été mise en œuvre [SALMINEN et al., 1995].

Cette analyse consiste en l’alignement multiple (cf. 1.5.5) du génome suspecté de recom-

binaison avec les génomes parents et un génome a priori non impliqué dans la recombi-

naison (l’«outgroup»). Les gaps de l’alignement sont masqués. L’alignement est ensuite

divisé en segments séquentiels de plusieurs centaines de bases (200-500) se chevauchant

au moins à 50 %. Une procédure de bootstrap est alors mise en œuvre pour chacun des

segments de l’alignement.

Le bootstrap [Deléage et al., 2013] est utilisé pour estimer la probabilité de l’existence

de chaque branche interne de l’arbre phylogénétique reconstruit à partir d’un alignement

de séquences (cf. 1.5.7). A partir d’un alignement de séquences (série de N sites), on

produit un alignement artificiel par tirage aléatoire N fois avec remise parmi ces N sites.

Ainsi, l’alignement généré est constitué de N sites, tous extraits de l’alignement réel, pris

dans un ordre aléatoire, et tels que certains sites réels sont répétés tandis que d’autres sont

absents de cet alignement artificiel. On applique à l’alignement artificiel la même méthode

de reconstruction d’arbre que celle utilisée sur les données réelles (par ex. distance ou

maximum de vraisemblance). On répète tirage aléatoire et calcul d’arbre un grand nombre

de fois (par ex. 1000 fois). On dispose alors d’un grand nombre d’arbres dont on considère

uniquement les topologies non racinées. On calcule la fréquence d’apparition dans les

arbres artificiels de chaque branche interne de l’arbre des séquences réelles, et on note

cette fréquence, exprimée en pourcentage, à côté de cette branche interne. Ces fréquences

sont les valeurs de soutien de bootstrap de chaque branche interne. Plus une valeur est

proche de 100 %, plus il existe un signal fort dans les données en faveur de l’existence de
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Nous recherchons donc ici pour une séquence requête la séquence candidate de la base

qui minimise la E-value correspondant à un score statistiquement significatif.

BLAST est accessible par exemple sur le site de l’EBI (Institut Européen de Bioinforma-

tique, NCBI BLAST) et plus particulièrement en ce qui nous concerne sur le site du projet

de base de données du VHC ( HCV BLAST).

1.5.5 Estimation de la diversité nucléotidique

Estimer la diversité nucléotidique consiste à mesurer le degré de polymorphisme géné-

tique au sein d’une population de séquences. C’est une mesure de variation génétique

[Nei et al., 1979]. Pour cela, un alignement multiple des séquences sur lesquelles on sou-

haite estimer la diversité nucléotidique doit être réalisé. Effectivement, l’alignement mul-

tiple des séquences a classiquement pour but d’identifier les résidus (nucléotides ou acides

aminés) essentiels qui ont été préservés au cours de l’évolution. De nombreuses approches

ont été envisagées pour les alignements multiples dont la méthode d’alignement progres-

sif. Brièvement, il s’agit de décomposer la question de l’alignement simultané de N sé-

quences en N(N−1)/2 alignements (nombre d’alignements de 2 séquences d’un ensemble

à N séquences) de toutes les paires possibles puis de grouper les paires en partant tout

d’abord des paires les plus proches pour ensuite diverger. D’autres méthodes plus ré-

centes utilisent un alignement itératif, dans lequel l’alignement est construit de manière

répétée en optimisant progressivement le score global. Contrairement à l’alignement pro-

gressif (algorithme de type glouton («greedy»)), ces méthodes ont l’avantage de ne pas

dégrader progressivement l’alignement en incorporant de plus en plus d’indels du fait de

la réévaluation des alignements déjà effectués pendant l’agrégation.

Le logiciel MAFFT permet de réaliser des alignements multiples de séquences.

Cet alignement permet l’estimation de la diversité nucléotidique suivante

π =
∑

i j

xix jπi j = 2 ∗

n
∑

i=2

i−1
∑

j=1

xix jπi j
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avec















































xi et x j les fréquences respectives des séquences i et j

πi j le nombre de différences nucléotidiques par site nucléotidique entre les séquences i et j

n le nombre de séquences dans l’échantillon

Cela revient donc à mesurer le nombre moyen de différences nucléotidiques par site entre

2 séquences dans toutes les paires possibles de l’échantillon.

Le package pegas sous R permet d’estimer la diversité nucléotidique.

1.5.6 Analyse en Composantes Principales (ACP)

Cette approche permet de définir un certain nombre de variables représentatives qui col-

lectivement expliquent la majeure partie de la variabilité dans le jeu de données initial

[James et al., 2013]. Les directions des composantes principales sont les directions dans

l’espace des caractéristiques selon lesquelles les données originales sont très variables.

Ces directions définissent aussi les lignes et les sous-espaces qui sont aussi proches que

possible du nuage de données.

L’analyse en composantes principales (ACP) consiste à calculer les composantes princi-

pales et à utiliser ces composantes pour comprendre les données. Il s’agit d’une approche

non supervisée car elle ne fait intervenir que des jeux de caractéristiques X1, X2, ..., Xp

sans réponse associée à expliquer ou à prédire. L’ACP est utilisée ici en tant qu’outil de

visualisation de données dans le cadre d’une analyse exploratoire des données.

L’ACP trouve une représentation à basse dimension du jeu de données qui contient autant

de variation que possible. L’idée est que chacune des n observations évolue dans un es-

pace de dimension p mais toutes ces dimensions n’ont pas la même importance. L’ACP

cherche un petit nombre de dimensions pertinentes définies par la quantité de variabilité

que les observations ont selon chacune d’elles. Chaque dimension ou composante princi-

pale définie par l’ACP est une combinaison linéaire des p caractéristiques.

La première composante principale d’un jeu de caractéristiques X1, X2, ..., Xp est la com-
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binaison linéaire normalisée des caractéristiques

Z1 = φ11X1 + φ21X2 + ... + φp1Xp

qui a la plus grande variance. Par normalisée, nous signifions
∑p

j=1
φ2

j1
= 1. Les éléments

φ11, ..., φp1 sont les poids de la première composante principale ; ensemble, les poids défi-

nissent le vecteur de poids de la composante principale φ1 = (φ11φ21...φp1)T . La contrainte

sur les poids (somme des carrés égale à 1) permet de prévenir une variance arbitrairement

élevée.

Soit X un jeu de données n× p, centré (intérêt dans la variance uniquement : les moyennes

des colonnes de X (variables) sont nulles). Nous regardons ensuite la combinaison linéaire

des valeurs des caractéristiques de l’échantillon de la forme

zi1 = φ11xi1 + φ21xi2 + ... + φp1xip

qui a la variance d’échantillon la plus grande, sachant que
∑p

j=1
φ2

j1
= 1. Autrement dit,

sachant le jeu de données centré, le vecteur de poids de la première composante principale

résout le problème d’optimisation

maximize
φ11,...,φp1

{

1

n

n
∑

i=1

(
p
∑

j=1

φ j1xi j

)2
}

sachant

p
∑

j=1

φ2
j1 = 1

Effectivement, à partir de l’équation précédente, nous pouvons écrire l’objectif d’optimi-

sation en fonction de 1
n

∑n
i=1 z2

i1
. Etant donné que 1

n

∑n
i=1 xi j = 0 (jeu de données centré),

la moyenne des z11, ..., zn1 sera aussi nulle. Par conséquent, l’objectif d’optimisation que

nous maximisons est simplement la variance de l’échantillon des n valeurs de zi1. Nous

appelons scores de la première composante principale les valeurs z11, ..., zn1. Le problème

d’optimisation peut être résolu via une décomposition en éléments propres, une technique

standard d’algèbre linéaire.

Il existe une interprétation géométrique pertinente pour la première composante princi-

pale. Le vecteur de poids φ1 avec les éléments φ11, φ21, ..., φp1 définit une direction dans

l’espace des caractéristiques selon laquelle les données varient le plus. Si nous projetons

les n points de données x1, ..., xn sur cette direction, les valeurs projetées sont elles-mêmes

les scores de la composante principale z11, ..., zn1 (cf. Figure 1.19).
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Figure 1.19 – La taille de population et la dépense en publicité pour 100 villes dif-

férentes sont représentées en points violets. La ligne continue verte représente la pre-

mière composante principale et la ligne pointillée bleue la seconde composante principale

[James et al., 2013].

Après avoir déterminé la première composante principale des caractéristiques Z1, nous

pouvons chercher la seconde composante principale Z2. La seconde composante princi-

pale est la combinaison linéaire de X1, ..., Xp qui présente la variance maximale parmi

toutes les combinaisons linéaires non corrélées avec Z1. Les scores de cette seconde com-

posante principale z12, z22, ..., zn2 prennent la forme suivante

zi2 = φ12xi1 + φ22xi2 + ... + φp2xip

avec φ2 le vecteur de poids de la seconde composante principale, avec les éléments

φ12, φ22, ..., φp2. Contraindre Z2 d’être non corrélé avec Z1 est équivalent à contraindre

la direction de φ2 d’être orthogonale (perpendiculaire) à la direction de φ1. Pour trouver

φ2, nous devons résoudre le même problème d’optimisation que précédemment avec φ2

remplaçant φ1 et avec la contrainte supplémentaire que φ2 est orthogonale à φ1.

Les composantes principales calculées, nous pouvons les représenter sous forme de

graphes l’une en fonction de l’autre pour produire des visualisations à basse dimension

des données. Par exemple, nous pouvons représenter sous forme de graphes le vecteur de

scores Z1 en fonction de Z2, Z1 en fonction de Z3, Z2 en fonction de Z3 et ainsi de suite.

Géométriquement, cela revient à projeter les données originales dans l’espace défini par
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φ1, φ2 et φ3 et représenter sous forme de graphe les points projetés.

Le programme prcomp du package stats de R permet d’effectuer une analyse en compo-

santes principales.

1.5.7 Phylogénie moléculaire

La phylogénie moléculaire permet de reconstruire l’arbre phylogénétique d’un ensemble

de séquences nucléotidiques d’intérêt. Les séquences étudiées doivent être toutes ho-

mologues, c’est-à-dire dériver d’une séquence ancestrale commune. Elles doivent aussi

avoir été alignées au préalable (cf. § sur l’alignement multiple des séquences dans 1.5.5).

L’arbre phylogénétique est constitué de nœuds, qui représentent des organismes ances-

traux partagés, de feuilles, qui sont les organismes étudiés, et de branches reliant les nœuds

entre eux et aux feuilles qui représentent les lignées évolutives d’ancêtre à descendant.

Les branches des arbres représentent l’évolution moléculaire qui s’est produite entre un

organisme ancestral et un de ses descendants. Une valeur précise est attribuée le plus

souvent à la longueur de chaque branche. Cette valeur, toujours exprimée en substitu-

tions/site ou colonne de l’alignement, est une quantité d’évolution moléculaire. Elle est

égale au nombre moyen de remplacements d’un résidu (nucléotide ou acide aminé) par un

autre qui se sont produits à chaque site de la molécule étudiée le long de cette branche.

1.5.7.1 Modèle markovien de l’évolution moléculaire

La plupart des méthodes utilisées en phylogénie moléculaire font l’hypothèse que le pro-

cessus de substitution des bases est déterminé par un modèle probabiliste qui fixe à tout

instant la probabilité par unité de temps qu’une substitution x → y se soit produite en un

site donné et dans une lignée donnée. Les modèles les plus courants sont homogènes : ils

supposent que ces probabilités sont les mêmes pour toutes les lignées et à tout instant. Les

modèles les plus simples supposent aussi que ces probabilités sont les mêmes pour tous

les sites. Mais il est plus courant d’utiliser une distribution qui modélise la variation des
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probabilités de substitution entre sites. Le processus évolutif est un processus aléatoire

qui se produit à un instant donné dans une population de génomes d’une même espèce,

sans que les organismes ancestraux à cette espèce puissent interférer avec le processus

du moment. En conséquence, les modèles probabilistes de Markov (la prédiction du futur

à partir du présent n’est pas rendue plus précise par des éléments du passé, notion d’ab-

sence de «mémoire») s’appliquent parfaitement à la modélisation du processus évolutif au

niveau moléculaire. Un modèle évolutif probabiliste markovien s’exprime tout entier par

une matrice carrée Q, dite matrice des taux instantanés de substitution, dont les lignes et

les colonnes représentent les états possibles (4 pour l’ADN) et les termes non diagonaux

sont les taux de substitution par unité de temps.

Q =























































−λA mAT mAC mAG

mT A −λT mTC mTG

mCA mCT −λC mCG

mGA mGT mGC −λG
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mi j le taux de substitution i→ j par site par unité de temps

λi =
∑

j,i mi j le taux par unité de temps avec lequel la base i est modifiée

La variation de la composition en bases d’un site d’une séquence au cours du temps s’ex-

prime donc

F(t + dt) = F(t) + QT F(t)dt

avec



























F(t) = (A(t) T (t) C(t) G(t))T

X(t) la fréquence de la base X au temps t

D’où la dérivation de F par rapport au temps

dF(t)/dt = F’(t) = QT F(t)

Ce qui nous permet de définir les fréquences d’équilibre de Q : fréquences des bases qui

restent inchangées par le processus markovien (d’où F’(t) = QT F(t) = 0). N’importe

quelle fréquence initiale F(0) tend vers la fréquence d’équilibre Feq quand t tend vers

+∞ si le processus de substitution (la matrice Q) est constant. Biologiquement, la fré-
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quence d’équilibre est une composition en bases caractéristique d’une séquence qui reste

inchangée malgré la modification continue de la séquence par des substitutions.

Un processus évolutif qui applique une matrice de taux Q à des séquences est dit station-

naire si les fréquences des résidus de la séquence ancestrale sont les fréquences d’équilibre

de Q. Ces fréquences resteront inchangées au cours de l’évolution.

Nous pouvons maintenant définir la matrice de transition P donnant les probabilités condi-

tionnelles de changement au cours du temps :

Pi j(t) = proba( j à l’instant t | i à l’instant 0)

Les quantités Pi j(t) donnent la probabilité de tout état à un instant futur à partir de tout

état initial, en intégrant tous les états intermédiaires possibles. P s’exprime en fonction de

Q

P(t) = eQt

Nous pouvons aussi introduire le modèle nucléotidique de Markov utilisé dans notre tra-

vail : le modèle HKY. Ce modèle représente une réalité biologique qui est que les tran-

sitions -substitutions entre 2 purines (A ↔ G) ou entre 2 pyrimidines (C ↔ T )- sont

observées plus fréquemment dans les séquences que les transversions -substitutions entre

purine et pyrimidine. Ainsi, ce modèle admet l’existence de 2 taux de substitutions, celui

des transitions a et celui des transversions b avec a > b (excès de transitions par rap-

port aux transversions). Enfin, il permet d’introduire en plus n’importe quel vecteur de

fréquences d’équilibre (πA πT πC πG).

Q =























































−λA πT b πCb πGa

πAb −λT πCa πGb

πAb πT a −λC πGb

πAa πT b πCb −λG























































Considérons une branche le long de laquelle s’applique le processus évolutif markovien

associé à la matrice Q pendant t unités de temps. Supposons de plus que l’on se trouve

à l’état stationnaire pour lequel le résidu i a la probabilité πi. Etant donné que λi est le
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taux par unité de temps avec lequel une base i est modifiée, on en déduit que le taux par

unité de temps avec lequel un site est modifié est
∑

i πiλi puisque πi est la probabilité pour

qu’un site soit dans l’état i. La longueur de la branche considérée, soit le nombre attendu

de substitutions par site le long de cette branche, est alors exprimée par

l =

(

∑

i

πiλi

)

t

Par convention, on normalise les taux mi j de façon à ce que
∑

πiλi = 1. Alors, l = t et le

temps est mesuré par les longueurs des branches.

A l’inspection visuelle d’un alignement multiple de séquences homologues un peu diver-

gentes, on découvre immédiatement que le taux d’évolution varie fortement entre sites

d’une même molécule.

L’approche couramment utilisée pour prendre en compte cette réalité consiste à faire l’hy-

pothèse que les différents sites d’une même molécule évoluent selon une matrice des taux

vQ, où Q est une matrice de taux constante, et v un nombre positif qui varie entre sites

selon une distribution de probabilités appelée la distribution gamma et qui est de moyenne

1. Les sites pour lesquels v a une valeur élevée sont les sites d’évolution rapide. La Fi-

gure 1.20 présente plusieurs formes possibles de la distribution gamma de moyenne 1 qui

dépendent d’un paramètre noté α. Sa variance vaut 1/α. Ainsi, les faibles valeurs de α

modélisent les molécules dont les sites évoluent à vitesse très variable. La limite de ce

modèle de variabilité du taux d’évolution entre sites quand α tend vers +∞ est le modèle

à taux constant entre sites. La distribution gamma est utilisée par commodité technique

pour modéliser la variation des taux d’évolution entre sites, sans qu’elle n’ait de validité

biologique particulière.

1.5.7.2 Approche par maximum de vraisemblance

Concernant la méthode de calcul d’arbre, l’approche au maximum de vraisemblance est

plus précise que les approches par les méthodes de distances (dont la méthode Neighbor-

Joining) [To et al., 2015]. Nous avons donc utilisé dans ce travail l’approche par maxi-
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Figure 1.20 – La fonction de densité de probabilité, f (r), de la distribution gamma selon

les taux de substitution des sites (r) [Yang, 1996].

mum de vraisemblance.

L’approche par maximum de vraisemblance consiste à probabiliser entièrement le proces-

sus évolutif (une probabilité est attribuée à tous les événements évolutifs possibles depuis

n’importe quelle séquence ancestrale jusqu’aux feuilles), et à trouver quel est le scénario

évolutif, constitué d’une topologie (forme) d’arbre et des longueurs de ses branches, qui

a la plus forte probabilité d’avoir donné naissance aux séquences analysées.

Le modèle probabiliste utilisé au maximum de vraisemblance comporte les paramètres

suivants :

— un arbre phylogénétique raciné arbitrairement et ses longueurs de branches

— une matrice des taux Q normalisée commune à toutes les branches (qui implique

des fréquences d’équilibre des résidus)

— une valeur α qui détermine la variation des taux d’évolution entre sites modélisée

par une distribution gamma

Ce modèle prévoit que les données observées, un alignement de séquences homologues
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(S 1, S 2, ...), ont été engendrées par l’arbre à partir d’une séquence ancestrale inconnue,

le processus Q ayant été appliqué sur chaque branche. On considère aussi que la séquence

ancestrale, et donc toutes les autres, a une composition égale à la fréquence d’équilibre

de la matrice Q (processus stationnaire). Enfin, on suppose que les sites de la molécule

évoluent indépendamment les uns des autres (discutable mais nécessaire pour la faisabilité

du calcul).

L’objectif est de calculer la vraisemblance du modèle, soit la probabilité des données pour

les valeurs des paramètres du modèle. L’indépendance entre les processus évolutifs aux

divers sites entraîne que la vraisemblance du modèle est le produit de la vraisemblance

pour chaque site. En pratique, on calcule le logarithme naturel de la vraisemblance (pour

un problème de représentation informatique d’un nombre très faible)

log(L) =
∑

sites

log(L(site))

La vraisemblance en un site se calcule à partir de la matrice de transition P qui donne la

probabilité de tout état en fin de branche, pour toute longueur de branche, et tout état en

début de branche. On a vu que, pour une branche de longueur l, P = eQl, puisque, Q étant

normalisée, une longueur de branche est équivalente à une durée évolutive.

α

l2

γ

l5

S 5

l6

ε

l9

l10

S 2

S 4

l1

β

l4

S 1

l3

δ

l8

S 6

l7

S 3

Figure 1.21 – Exemple d’arbre phylogénétique - S i : séquences homologues, li : lon-

gueurs des branches (subst./site), α, β, γ, δ, ε : résidus ancestraux inconnus dont toutes les

combinaisons de valeurs sont envisagées [Deléage et al., 2013].
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La vraisemblance en un site est la somme des probabilités de toutes les histoires évolutives

possibles qui se terminent par les résidus observés dans les séquences au site traité. Dans

l’exemple de la Figure 1.21, cela s’exprime par

L(site) =

∑

α

∑

β

∑

γ

∑

δ

∑

ε

παPαβ(l1)Pαγ(l2)Pβδ(l3)PβS 1(l4)PδS 3(l7)PδS 6(l8)PγS 5(l5)Pγε(l6)PεS 2(l9)PεS 4(l10)

où les sommes portent sur tous les résidus possibles (4 pour l’ADN), Pxy(l) étant le terme

x, y de la matrice P pour une branche de longueur l et S z le résidu présent dans la séquence

z au site considéré. Le terme πα représente la fréquence du résidu ancestral α inconnu.

L’algorithme de Felsenstein (non détaillé ici) permet de calculer progressivement la vrai-

semblance d’un site, des feuilles vers la racine, pour des arbres de bien plus grande taille

où ce calcul de cumul de probabilités de tous les scénarios ancestraux deviendrait trop

lourd.

La prise en compte de la variabilité des taux d’évolution entre sites selon la distribution

gamma impose de discrétiser cette distribution en calculant les quantiles 1/K, 2/K, ..., (K−

1)/K puis les moyennes ri de cette distribution dans les K intervalles inter-quantiles. Ces

valeurs ri dépendent de la valeur du paramètre α qui contrôle la variance de la distribution.

Les taux relatifs d’évolution des sites sont alors supposés prendre chaque valeur ri avec

la probabilité 1/K. Comme on ne sait pas à quel taux chaque site évolue, on calcule la

moyenne pondérée des vraisemblances de ce site comme s’il avait évolué à chacun des K

taux. L’attribution du taux ri à un site consiste à multiplier toutes les longueurs de branches

de l’arbre par ri, et à calculer la vraisemblance comme précédemment. Finalement, la

vraisemblance d’un site s’exprime par

L(site) =
1

K

K
∑

i=1

L(site | ri)

où L(site | ri) signifie que les longueurs des branches on été multipliées par ri

Une valeur généralement adéquate pour K, le nombre de valeurs que peut prendre la

distribution gamma discrétisée, est 4.
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Au final, étant donné l’expression de la vraisemblance du modèle pour des valeurs don-

nées de tous les paramètres du modèle, la méthode de reconstruction phylogénétique au

maximum de vraisemblance consiste à rechercher quelles sont les valeurs des paramètres

pour lesquels cette vraisemblance est maximale. La maximisation de la vraisemblance est

réalisée en considérant une topologie d’arbre courante et en recherchant les valeurs des

paramètres numériques (longueurs des branches, termes de la matrice Q, paramètre α) qui

maximisent la vraisemblance pour cette topologie, puis en recommençant avec une topo-

logie voisine de la topologie courante, et ceci tant que la vraisemblance augmente. L’arbre

de départ est obtenu avec une méthode rapide, comme la méthode Neighbor-Joining.

Basée sur les distances évolutives entre séquences, cette méthode est une approximation

efficace de la méthode d’évolution minimale qui consiste à sélectionner l’arbre qui re-

quière le nombre minimal d’événements évolutifs. Effectivement, on cherche dans ce cas

un arbre qui induit des distances aussi proches que possible des distances évolutives me-

surées entre toutes les paires de séquences de l’alignement.

Le résultat de l’analyse au maximum de vraisemblance est une topologie non racinée

d’arbre phylogénétique avec ses longueurs de branches, et des estimations des termes de

la matrice Q et du paramètre α. La Figure 1.22 présente des exemples d’arbres générés

par maximum de vraisemblance dans le cadre de ce travail.

Le logiciel PhyML permet de calculer des arbres phylogénétiques selon l’approche au

maximum de vraisemblance.

Après avoir vu le principe de la méthode de reconstruction phylogénétique au maximum

de vraisemblance, nous pouvons maintenant aborder le principe de la méthode d’analyse

utilisée pour estimer la date d’événements ancestraux.

1.5.7.3 Estimation de la date d’événements ancestraux

Pour estimer la date d’événements ancestraux à partir d’un arbre phylogénétique, nous

avons utilisé l’algorithme LSD («Least-Squares Dating») [To et al., 2015]. Cet algorithme
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d’estimer le taux de substitution et les dates de tous les nœuds internes soit (ω, t1, ..., tn−1).

En supposant une horloge moléculaire stricte, la longueur attendue de la branche E(bi)

est égale à ω multiplié par l’intervalle de temps (ti − ta(i)). Etant donné le bruit d’échan-

tillonnage et les erreurs d’estimation, l’estimation de la longueur de la branche bi (issue

de l’arbre d’entrée R) peut être exprimée par

bi = ω(ti − ta(i)) + εi

où εi est le terme de bruit (erreur). Une approximation normale est utilisée pour la distri-

bution de ce terme de bruit. Par conséquent, nous supposons

εi ~ N(0, σ2
i )

où N(0, σ2
i ) désigne la distribution normale de moyenne nulle et de variance σ2

i . Une li-

mite de ce modèle est que les branches courtes pourraient être négatives selon l’expression

de bi mais une contrainte de précédence temporelle impose des branches positives (cf. ci-

dessous). Comme l’évolution est indépendante d’une branche à l’autre, nous supposons

que les termes de bruit sont mutuellement indépendants. Le critère des moindres carrés

pondérés à minimiser est donné par

φ(ω, t1, ..., tn−1) =

2n−1
∑

i=2

1

σ2
i

(bi − ω(ti − ta(i)))
2

avec







































































σ̂2
i
=

bi + c/s

s
l’estimation de σ2

i basée initialement sur σ̂2
i
=

bi

s

c = 10 introduit pour contrecarrer les faibles valeurs de bi (estimé après simulations)

c/s introduit pour contrecarrer les faibles valeurs de s

s la longueur de la séquence

Le taux de substitution ω est positif et la valeur minimale du taux estimé est fixée dans

LSD à ω̂ ≥ ωmin > 0 (par défaut, ωmin = 10−10 subst./site/unité temps). De plus, le temps

est mesuré en avançant de la racine vers les feuilles de l’arbre, par conséquent il doit

satisfaire la contrainte de précédence temporelle ti ≥ ta(i) pour tout nœud i qui n’est pas

la racine de l’arbre (i = 1). En d’autres termes, tout nœud fille (i > 1) est plus récent

que son nœud parent (a(i)). Cette exigence évidente est implémentée dans LSD alors que
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ce n’est pas le cas dans d’autres algorithmes de datation, ceci pour des raisons de coût

computationnel.

Les estimations sont obtenues en minimisant la fonction objectif φ qui a un unique mini-

mum. Le minimum de cette fonction est calculé en annulant la dérivée au premier ordre de

φ relativement à chaque variable t1, ..., tn−1. Cela nous permet de déduire une expression

de ti en fonction de ω (ti(ω)) pour i = 1, ..., n−1. La réinjection de cette expression dans φ

nous permet d’estimer la valeur ω̂ qui minimise cette fonction. Si ω̂ < ωmin alors nous po-

sons ω̂ = ωmin. L’injection de ω̂ dans ti(ω) nous permet de calculer toutes les estimations

de dates t̂i.

Cependant, rien ne garantit que les estimations de dates satisfont les contraintes de pré-

cédence temporelle. Une adaptation de l’algorithme permet de s’assurer du respect de ces

contraintes. Elle est basée sur une approche de résolution de problèmes d’optimisation

avec contraintes linéaires : l’algorithme active set.

Soit x = (ω, t1, ..., tn−1) ; la fonction à minimiser est φ(x) définie ci-dessus, soumise aux

contraintes ti − ta(i) ≥ 0 pour i = 2, ..., 2n − 1. x est un point possible si et seulement si il

satisfait toutes les contraintes. Une contrainte i est «active» à x si et seulement si ti = ta(i).

L’algorithme active set appliqué à notre problème peut se résumer ainsi : en partant d’un

point x possible avec C le jeu de contraintes actives (initialisé avec les contraintes violées (

ti − ta(i) < 0) déduites de l’algorithme précédent), nous calculons la solution qui minimise

φ sachant C soit la solution minimale telle que ti = ta(i) pout tout i ∈ C. Nous avons à

calculer par conséquent le point stationnaire (x∗, λ∗) de la fonction de Lagrange :

Γ(x, λ) = φ(x) −
∑

i∈C

λi(ti − ta(i))

Effectivement, la méthode des multiplicateurs de Lagrange (λi) permet de trouver les

points stationnaires (dont le maximum et le minimum) d’une fonction dérivable d’une

ou plusieurs variables, sous contraintes.

Nous vérifions ensuite si (i) quelques contraintes sont violées dans x∗ et (ii) toutes les

contraintes dans C sont utiles. C est mis à jour en fonction en écartant la contrainte la plus
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inutile (correspondant à la valeur la plus négative des λi) et en ajoutant la contrainte la

plus violée (ti − ta(i) la plus négative). L’algorithme s’arrête quand toutes les contraintes

dans C sont utiles et aucune contrainte n’est violée.

Enfin, une dernière adaptation de l’algorithme permet d’estimer la position de la racine

pour les arbres non racinés. Elle est effectuée en cherchant le point dans l’arbre qui mini-

mise la fonction objectif φ quand l’arbre est raciné à ce point.

Les auteurs ont rendu disponible leur code source sur le site de la plateforme bioinforma-

tique ATGC pour mettre en œuvre l’algorithme LSD afin d’estimer la date d’événements

ancestraux.

Une autre approche basée sur la théorie de la coalescence a aussi permis d’estimer la date

d’événements ancestraux. La théorie de la coalescence est un modèle rétrospectif de géné-

tique des populations qui a pour objectif de suivre l’évolution de tous les allèles d’un gène

donné de tous les individus d’une population, jusqu’à une seule copie ancestrale, appelée

ancêtre commun le plus récent [Wakeley, 2009]. Les relations d’hérédité entre les allèles

sont représentées sous la forme d’un arbre similaire à un arbre phylogénétique. Cet arbre

est aussi appelé coalescent, et la compréhension des propriétés statistiques du coalescent

sous différentes hypothèses forme la base de la théorie de la coalescence. Le coalescent

utilise des modèles de dérive génétique, en remontant le temps pour reconstruire la généa-

logie des ancêtres. Cette approche ne sera pas détaillée ici mais les résultats qui en sont

issus dans le cadre de ce travail recoupent largement ceux issus de l’approche LSD basée

sur l’horloge moléculaire.
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2

Séquençage du génome entier du virus de

l’hépatite C

2.1 Hepatitis C virus whole genome sequencing : Current

methods/issues and future challenges

Dans cet article, nous avons fait une revue des méthodes d’analyse des génomes entiers

des virus génétiquement très variables notamment celui du VHC (cf. Figure 2.1). Nous

avons ainsi présenté les choix qui ont été faits dans ce travail pour reconstruire le génome

entier du VHC. Après une étape de contrôle qualité, l’assemblage sans référence, de novo,

basé sur une approche Overlap-Layout-Consensus (OLC) a été privilégié car adapté à la

diversité des populations virales du VHC. Il est important de noter la spécificité de l’ap-

proche mise en œuvre pour répondre à la variabilité du génome du VHC. Le taux d’erreur

doit aussi être pris en compte pour redresser les données. Il est spécifique de la techno-

logie de séquençage utilisée. Pour évaluer l’assemblage, le pourcentage de couverture du

génome entier ainsi que la distribution de profondeur de couverture sont estimés. Pour

cette dernière, on procède à un réalignement des reads sur le génome reconstruit.
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Abstract

Therapy for hepatitis C is currently undergoing a revolution. The arrival of new antiviral agents

targeting viral proteins reinforces the need for a better knowledge of the viral strains infecting
each patient. Hepatitis C virus (HCV) whole genome sequencing provides essential information

for precise typing, study of the viral natural history or identification of resistance-associated

variants. First performed with Sanger sequencing, the arrival of next-generation sequencing

(NGS) has simplified the technical process and provided more detailed data on the nature and
evolution of viral quasi-species. We will review the different techniques used for HCV complete

genome sequencing and their applications, both before and after the apparition of NGS. The

progress brought by new and future technologies will also be discussed, as well as the

remaining difficulties, largely due to the genomic variability.

Abbreviations: DAA: directly acting antiviral; HCV: hepatitis C virus; LR-PCR: long-range

polymerase chain reaction; LT: liver transplantation; NC: non-coding; NGS: next-generation

sequencing; Peg-IFN-a: pegylated interferon alpha; RAV: resistance-associated variant; RF:

recombinant form; SNV: single nucleotide variant; SVR: sustained virological response
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Introduction

Chronic hepatitis C is a major health problem. The number of

chronically infected persons worldwide is about 160 million,

but most are unaware of their infection1. This virus is

estimated to be responsible for 350 000–500 000 deaths per

year2. Furthermore, for almost all countries, peak numbers for

cases of hepatitis C virus (HCV)-related cirrhosis, hepatocel-

lular carcinoma and liver-related deaths are still a decade or

more away3. More than 20 years of intense research to

understand HCV replication and efforts to discover and

develop targeted drugs have led to significant medical

advancements in the treatment of this disease. When hepatitis

C virus was discovered in the late 1980s, the only available

treatment for what was known as chronic ‘‘non-A, non-B’’

hepatitis was standard interferon alpha (IFN-a), 3 million

units, three times per week subcutaneously for 24 weeks.

With this regimen, only 6% of patients achieved a sustained

virological response (SVR), i.e. a cure of HCV infection4. The

addition of ribavirin and the replacement of IFN-a by its

pegylated form (Peg-IFN-a) increased the SVR to 50% of

patients, with a success rate depending on both host and viral

factors – mostly the degree of liver fibrosis or cirrhosis and

polymorphisms near the IFN-l3 and IFN-l4 genes, as well as

the viral type5. Adverse effects were frequent and sometimes

led to treatment interruption. By targeting HCV proteins or

enzymes essential for viral replication, the directly acting

antivirals (DAAs) have a much more potent action. There are

currently three major classes of DAAs approved for the

treatment of HCV. These include inhibitors of the HCV NS3–

4A protease, NS5A protein and NS5B polymerase (nucleoside

analogs and non-nucleoside inhibitors)6,7. The first mol-

ecules, approved in 2011, were anti-proteases active only

against genotype 1 HCV and were used in combination with

Peg-IFN-a and ribavirin. Numerous other DAAs followed,

more active and with a broader genotypic coverage. They are

currently used in all-oral IFN-free combinations for 3–6

months, with or without ribavirin1,8. DAAs are effective in

curing about 90% of patients with very little side effects.

Other molecules are still in clinical trials and recommenda-

tions for hepatitis C treatment are bound to evolve again in the
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months and years to come. Yet, this change of therapeutic

strategy alone is not sufficient. The increased efficacy of

therapy will not have a major impact on the HCV-related

disease burden, unless combined with an improvement of

treatment uptake, and therefore, an increased political aware-

ness of the problem3.

Since its discovery in 1989, most of the investigations and

knowledge about HCV have been achieved with the use of

molecular biology, as the production of the virus by cell

culture is very difficult9. HCV is an enveloped virus from the

Flaviviridae family, with a RNA genome of 9.6 kb. Its single

open-reading frame codes for 10 structural and non-structural

proteins. Non-coding (NC) regions flank both sides and

display significant secondary structures (Figure 1A)10,11.

Similar to some other RNA viruses, HCV is characterized

by a high rate of replication (up to 1� 1012 particles produced

per day)12. In addition, HCV replication is inherently error

prone because the NS5B RNA-dependent RNA polymerase

lacks a proofreading function. The error rate is estimated

around 10�3 base substitutions per site per year, thus resulting

in one mutation for every copied genome13. This inaccurate

replication mechanism, coupled with the high rate of repli-

cation, results in HCV having extremely high sequence

diversity. Genetic recombination between different strains

infecting the same patient and present in the same cell is

another source of variability14,15. At the level of a population,

HCV strains are classified into seven genotypes and 67

subtypes to date16. On the individual scale, in a chronic HCV

infected patient, the virus exists as a multitude of genetically

distinct but closely related viral variants, termed quasispe-

cies17. Sequencing the HCV genome is essential for several

applications, such as genotyping a patient’s strains in order to

choose the most suitable therapy, searching for resistance-

associated mutations or studying the natural history and

evolution of viral populations18. Depending on the research

subject, sequencing can be focused on different genomic

regions. Genotyping has been mainly performed in the

50-non-coding (50NC), Core and NS5B regions, and is

currently mandatory before treatment due to the variable

response to antivirals of the different HCV types1. For

example, genotype 3 HCV has become the most difficult-to-

treat genotype. The subtype can influence treatment response,

even when using IFN-free treatment combination19. Study of

the virus’ natural evolution has often been carried out on the

highly variable E1–E2 region and treatment response on the

NS5A interferon sensitivity-determining region (ISDR).

However, the recent development of different classes of

DAAs targeting NS3, NS5A and NS5B proteins have led to

the sequencing of these genomic regions as well18.

Therapeutic pressure may indeed lead to selection of resist-

ance-associated variants among quasi-species, and it is

necessary to look for these mutations in case of a treatment

failure. The usefulness of detecting these polymorphisms

prior to therapy, however, remains unclear20,21. Moreover,

some studies require a full genome analysis. For example, the

official denomination of a new HCV type requires at least

three separate isolates and one full-length sequence in order

to determine the degree of divergence from all other

previously known viral types: genotypes differ from each

other by more than 30% of their nucleotide sequence and

subtypes by more than 15%16,22,23. We can also hypothesize

that the analysis of the full-sequence could facilitate better

characterization of transmitted/founder viruses, i.e. the few

viral particles transmitted from a person to another at the time

of the contamination, and their evolution into quasi-spe-

cies24,25. In fact, outside of the usually studied HVR1 region,

major histocompatibility complex class-I restricted alleles

have been described in NS326. Full genome analysis might

also be useful in forensic or nosocomial frameworks, to

establish a transmission link from one person to another27,28.

In this context, Lamoury et al. have done a very good

demonstration of the fact that the genomic region of HCV

Figure 1. HCV Variability. (A) Organization of HCVgenome. (B) Distribution of conservation score along the HCV genome. Figure adapted from Ref.
[33] with permission. Conservation scores are calculated by 10-bp windows. 0 and 2 scores indicate, respectively, 0 and 100% conservation of the
nucleotide sequence of all aligned strains (4100 complete genomes and414 000 partial genomes from GenBank database).
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chosen for analysis influences phylogenetic tree topology and

clustering results29. Moreover, focusing on a single region

results in the potential for missing out on events, such as

insertions or deletions of the genome and recombinations.

Effectively, in addition to the usual HCV types, some inter-

genotypic and inter-subtype recombinant forms (RF) of the

virus have been described. Their detection requires the

implementation of whole genome sequencing techniques, in

order to clearly identify the involved components (of different

viral types or subtypes), to identify the point (or points) of

recombination and also to differentiate RFs from a mixed

infection with different types of viruses15,30. For patient

follow-up, the investigation of resistant-associated variants

(RAVs) has to be performed in several genomic regions, with

the use of different classes of DAAs in combination, and

could therefore gain from a complete genome sequencing

technique. The coexistence of RAVs in these different zones

has already been described31. In addition, sequencing of the

whole genome could help in identifying the compensatory

mutations located on the outside of the usually investigated

regions, directly targeted by antiviral drugs. The study of both

the natural history of HCV infection and the resistance to

therapy could therefore benefit from the advantages of such a

technique (Table 1).

Sequencing technologies appeared in the late 1970s, and

have evolved ever since. A major change occurred in the

2000s with the introduction of the so-called ‘‘next-generation

sequencing’’, which provides a high sequencing throughput.

Rapid and accelerating technological progress has led to

continual improvements in NGS and the current development

of third generation sequencing. The ability to analyze longer

DNA fragments, brought by NGS, enables the sequencing of

complete viral genomes and the simultaneous study of many

parameters.

This article reviews the different techniques used to

sequence the HCV complete genome, before and after the

introduction of NGS, and their applications (Table 2).

A search on the PubMed database was conducted in August

2015 with the following terms ‘‘HCVAND (full OR complete

OR whole) AND genome’’. The section on direct Sanger

sequencing summarizes the most relevant or more recent

approaches to sequence HCV whole genome, while the

section on NGS aims for exhaustiveness.

HCV complete genome sequencing: a long and
tedious process with first generation sequencing

Sanger population sequencing, improved by the use of dNTPs

labeled with fluorescent dyes and capillary electrophoresis,

made the sequencing of 700- to 1000-base pair (bp)-long

fragments possible with a bidirectional approach, and up to

1500-bp-long fragments by minimizing the strands overlap.

HCV whole genome sequencing using this method therefore

requires multiple sequencing reactions. Prior to this sequen-

cing step, the viral genome must be reverse transcribed and

amplified, either with several overlapping fragments, or with

a single long-range PCR (LR-PCR). Traditional PCR can

amplify fragments up to 3 kb, but modifications to the DNA

polymerases have led to more efficient and high-fidelity

enzymes. Currently available polymerases for LR-PCR are

advertised as being able to amplify up to 15–30 kb of genomic

DNA32. However, viral genome amplification can present

additional difficulties, including a reverse transcription step,

high genomic diversity and strong secondary structures.

Variability in the HCV is the main difficulty in developing

a robust technique with primers annealing on every viral type.

In addition, genomic diversity is not the same across different

sections of the genome, with some regions such as the 50NC

or the Core regions being well conserved across genotypes,

while others are more diverse, especially the E1–E2 and

NS5A regions (Figure 1B)33. Each primer will have varying

affinity with the sequence templates, preferentially annealing

with some variants of the quasi-species. Little to no stand-

ardization exists in the positioning and in the primers’

sequence, as each research team usually develops its own

design18. Performance and bias of different techniques are

therefore difficult to compare. Using LR-PCR decreases the

number of primers necessary to amplify the genome. Primer

localization to less variable regions becomes possible,

reducing selective bias and helping to develop pan-genotypic

approaches. However, the Sanger technique cannot be applied

directly on these long amplicons. The sequencing reaction

begins with a specific primer annealing on the single-strand

DNA template and continues until the incorporation of a

chain-terminating nucleotide, with a maximum length of

1000 bp. It therefore requires multiple sequencing primers

localized all along the genome, including variable areas, and

these primers often have to be genotype- or subtype-specific,

or even strain-specific34. The primer walking approach can be

used for long amplicons of unknown sequence: an initial

sequencing reaction is performed with a known primer; a

second primer is then designed at the end of the obtained

sequence to perform another reaction, and so on and so

forth35.

The reverse transcription step can be achieved with the use

of random hexamers, or with a specific primer annealing on

the 30-end of the targeted region. The first strategy is more

often used for small fragment amplification, as secondary

structures or degradation of the RNA template are less

problematic with random hexamers. However, the synthesized

cDNA might not be a full-length genome, which is necessary

prior to LR-PCR. By definition, random hexamers will not be

Table 1. Overview of the applications for HCV whole genome sequencing (WGS).

WGS mandatory WGS useful

Description of a new viral type Establishment of transmission link in forensic contexts
Identification of recombinant strains Simultaneous detection of mutations in all DAA-targeted regions
Detection of compensatory mutations outside of the DAA-targeted
genomic region

Detection of co-infections with different HCV types

DAA: directly-acting antiviral.
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HCV-specific and will amplify all RNA templates present in

the sample. On the other hand, a specific primer will anneal

only on the HCV genome. Given the genomic variability of

HCV, the primer might not anneal on the strain of a particular

patient if too specific, or may induce a selective bias for some

variants among the viral quasi-species. According to Zhang

et al., specific primers seem to give better results than

random hexamers when synthesizing long and good-quality

cDNA36. Using specific primers also opens the possibility to

perform the reverse transcription and the PCR in a one-step

reaction.

Most of the full-length HCV sequencing assays were

performed for the description or for the classification of a

novel strain, and mainly used multiple overlapping amplicons

and strain-specific primers. For example, Li et al. worked on

genotype 6 HCV, probably the most diverse genotype of the

virus, which is usually found in Southeast Asia. They

developed amplification and sequencing techniques in about

15–25 fragments, depending on the samples. Even within a

given genotype or subtype, the number of amplicons and their

positioning in order to cover the whole genome had to be

adapted to each isolate, as well as some of the primers

sequences37,38. Similar strategies were used for other HCV

types and by other teams39–43.

Other teams have tried to reduce the number of amplicons

and improve strategies applied to a whole subtype. This is

useful when comparing different strains and studying viral

diversity. Yao et al. have amplified the complete coding

sequence of 72 samples of genotypes 1a or 1b in five or six

fragments, respectively, with three sets of subtype-specific

primers designed for each amplicon, at an overall success rate

of over 95%. Sequencing primers were also subtype-specific

but localized only 150–300 bp apart. With the usual

sequencing fragment-length being over 600 bp, a final depth

of 4–5 X was obtained44.

Approaches including a smaller number of PCR amplicons

were also used for the description of the first RF, which was

identified in 2002 by Kalinina et al. This group amplified and

sequenced the RF_2k/1b virus in four overlapping frag-

ments45,46. In the same way, Bhattacharya et al. have

characterized the RF_2b/1a with seven amplicons.

Noppornpanth et al. amplified the RF_2i/6p in three frag-

ments in the first-round PCRs, followed by five nested PCRs.

In both studies, amplicons were then cloned and

sequenced47,48. The detection of these particular forms of

the virus remains difficult and requires an attentive analysis

of the genomic sequence. By performing a phylogenetic

analysis of 1278 HCV sequences downloaded from the Los

Alamos database, Shi et al. have identified nine inter-

genotypic RFs belonging to previously described types and

four new inter-subtype RFs, with breakpoints in the NS5B

region49. Intra-subtype recombinations usually remain

undetected.

With a different strategy, Kuntzen et al. have developed a

technique adaptable to every viral type. After the sequencing

of an amplicon in NS5B region for genotype determination

and two sequence islands in 50NC and NS3, strain-specific

primers have been designed to amplify hemi-genomes. The

sequencing has been achieved by sequence walking, rather

than by creating long amplicons50. This method has been used

to characterize poorly known viral types (HCV4d and 4f) and

to confirm HCV4k as a distinct subtype.

With all of these techniques being rather tedious and time-

consuming, their applications are limited to small-scale

research projects. Complete genome sequencing for clinical

or routine use is not possible with these approaches.

Table 2. Overview of the studies reporting whole HCV genome sequencing.

Amplification Sequencing Viral type Application References

Direct sequencing

Multiple overlapping fragments Sanger HCV1, HCV6, etc. Typing new HCV types 31,35

3–7 overlapping fragments Cloning+Sanger RF Typing 40–42

5–6 overlapping fragments Sanger HCV1a, HCV1b / 38

3 sequence islands + 2 hemigenomes Sanger HCV4 rare subtypes Typing 44

NGS

4 overlapping fragments 454 GSJunior HCV1a; n¼ 4 Study of viral populations
diversity

50

2 fragments Sanger+ Illumina GA II HCV1b; n¼ 27 Sanger,
n¼ 16 Illumina

Viral diversity 51

HCV1b; n¼ 5 patients but
liver samples + serum pre-
and post-LT

Viral diversity in LT
patients

52

3 fragments Sanger+ Illumina GA IIx HCV1b; n¼ 10 Sanger,
n¼ 4 Illumina

/ 53

2 fragments 454 GS FLX HCV2, HCV3, HCV4 rare
variants; n¼ 31

Typing and characterization
of rare types

54

No amplification Illumina GA IIx HCV1b; n¼ 2 Mainly proof of concept 59

No amplification Illumina HiSeq RF_4/1; n¼ 2 Typing 60

SPIA Illumina MiSeq RF_2/1; n¼ 12 Typing 56,57

HCV1-6; n¼ 17 Genetic variability, RAVs
SPIA 454 GS FLX HCV1a, HCV1b,

HCV2c; n¼ 5
Intra-host variability 58

1 fragment 454 GS Junior RF_2k/1b; n¼ 1 Typing 55

HCV1a, HCV1b, HCV3a,
HCV4a and RF_2k/1b; n¼ 19

Typing and detection
of RAVs

Trémeaux,
in preparation

/: no application, technical description only. LT: liver transplantation, RF: recombinant form.
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Advances and pitfalls brought by second generation
techniques to HCV sequencing

To the best of our knowledge, only 11 reports on HCV whole

genome sequencing using NGS have been published from

2000 to July 2015 (Table 2). The main advantages of NGS are

its high throughput and its sensitivity, simplifying the study of

quasi-species, and therefore of the natural history of HCV

infection, the detection of minor variants and the reconstitu-

tion of whole genome sequences. The main technologies of

second generation are Roche 454, Illumina, Life Technologies

Ion Torrent and SOLiD. Each one has different characteristics

in terms of read length, throughput and cost. They usually

propose both high-throughput and benchtop sequencers, so

that each laboratory may choose the most appropriate scale.

The Roche 454 sequencers have the longest reads (700–

1000 bp), easing the bioinformatics reconstruction of genomic

sequences, but a limited capacity: 0.07 and 0.7Gb/run for the

GS Junior + and GS FLX+, respectively. On the other hand,

Ion Torrent and Illumina technologies work with shorter reads

(&150–400 bp), but can provide a much higher throughput

and thus a higher depth. Illumina MiSeq starts with 0.5

gigabase (Gb)/run and the HiSeq goes to 1800Gb/run, while

Ion Torrent machines can sequence 0.03–10Gb/run. The 5500

W systems, using the SOLiD technology, are also high

throughput sequencers with 80–320Gb/run, but they only

work with very small fragments (50–75 bp). The cost per base

is generally inversely proportional to the sequencing capacity,

with less than 0.10US$/megabase (Mb) for Illumina HiSeq

and the SOLiD instruments, 1–10US$/Mb for the MiSeq and

Ion Torrent sequencers, and more than 10US$/Mb for the

Roche 454 sequencers51.
Second generation techniques can sequence fragments

between 50 and 1000 bp, but not a complete HCV genome of

more than 9000bp. It will likely be possible with third

generation technologies coming in the very near future (refer

the ‘‘Future perspectives and conclusion’’ section). Meanwhile,

second generation techniques can be used with a shotgun

approach (Table 3) after LR-PCR. The bias due to primers

annealing can then be reduced compared to Sanger sequencing.

A few teams, including ours, have used NGS to determine HCV

full genome sequence. It is important to note that the impact of

PCR bias on data interpretation may also be accounted for when

using a primer tag system (barcoding) or Duplex sequencing52.
A first approach consists of amplifying several large

fragments. After amplifying the coding sequence in four

overlapping fragments and their shearing, Lauck et al. have

sequenced four samples of HCV1a on a single GS Junior run

with a shotgun protocol. A mean depth of 916–1125 X was

obtained, depending on the samples. There were also

variations along the genome: the amplicons extremities had

a lower coverage, not offset by the overlaps53. Nasu et al.

amplified in two hemi-genomes and sequenced with Illumina

27 samples of genotype 1b, with an important mean depth of

1700 X54. Both studies confirmed the great variability of the

HCV genome, irregular along the genome, but particularly

high on the E1–E2 region. Single Nucleotide Variants’

(SNVs) distribution and frequency were also unequal between

genomic regions and between patients.

The same amplification and sequencing techniques have

been applied on five patients, before and 1 month after liver

transplantation (LT). This has highlighted a significant

decrease of the viral complexity (p¼ 0.043), similar to the

primo-infection process, when only a few particles from a

complex transmitting viral population will establish the

infection in a new individual55. This decline of diversity

after LT, although present all along the genome, was

particularly marked on the genomic regions NS4A to NS5B,

which code for the replication complex, suggesting that these

sites are important for viral proliferation early after infection

or re-infection. A high level of diversity was found again

several months after LT56. Although viral diversity has

usually been investigated on the most variable zones like

E1–E2, it could indeed provide interesting results if per-

formed on the whole genome. In the same study, a lower

depth of coverage was observed on some genomic regions,

from the end of Core to the middle of NS2. This has led to the

identification of defective clones of the virus that are missing

part of their structural region. These were detected in 4/5

patients before LT, but were undetectable immediately after

LT. All deletions were in frame and therefore did not prevent

replication and translation of the defective variants56. HCV

genome modifications reported in this study would have been

unnoticed if only E1–E2 regions had been sequenced. Whole

genome sequencing therefore allows detection of unantici-

pated events all along the genome without a priori knowledge

of where these events will occur.

Cuypers et al. have developed a reverse transcription and

nested PCR assay on genotype 1b to amplify the near full-length

genome in three overlapping fragments. Primers were designed

to anneal on the complete diversity range of HCV1b. The assay

was done in triplicate, with at least one positive PCR for 96, 94

and 95% of 77 samples, for each of the three amplified genomic

regions. Sanger population sequencing has been performed on

ten samples and Illumina sequencing on four of them57.

Table 3. Glossary.

Coverage Percentage of the initial sequence which has been obtained and reassembled

Depth Number of times a genomic position has been sequenced, or number of reads covering this position
Dry lab Laboratory where the computational and bioinformatics analysis of the sequencing data is performed; in opposition to the

wet lab where the biological part of the assay is performed.
Haplotyping To establish the link between single nucleotide variants, determine if they are present on the same virion or not
Read Sequence of one fragment
Shotgun sequencing Approach using random shearing (by enzymatic digestion, nitrogen nebulization, ultrasonication, etc.) of the genomic

sequence of interest, in order to obtain fragments of an adapted length to the chosen technology; in opposition to amplicon
sequencing which is an approach where PCRs prior to the sequencing are designed to directly amplify fragments of the
adapted length
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In contrast to these studies restricted to a precise subtype,

Newman et al. developed an assay to assess unknown

genotypes and subtypes58. They associated pyrosequencing

with the amplification technique previously described by

Kuntzen et al.50 to characterize new or rare viral types.

Subtypes 2c, 3 g and 4v have thus been confirmed. A new

genotype 4 subtype has been described, temporarily named

4w. A recombinant form of the virus RF_2k/1b was also

isolated during this research.

To limit bias induced by the multiplication of PCRs to

cover the complete genome, approaches based on the

amplification of the whole sequence in a unique PCR were

developed. Most of these assays focused only on the

amplification of HCV and predate NGS, therefore, they did

not lead to the publication of complete genome sequences. In

1996, Tellier et al. made the first demonstration that such an

approach was possible, followed by Fan et al. 10 years later.

Both teams worked on genotype 1a HCV. They performed the

reverse transcription using a specific primer prior to two

rounds of PCR. Zhang et al. later developed and optimized a

technique for HCV1a and 1b. An oligonucleotide of 20

residues adenine, annealing on the poly(U/UC) tail of HCV

genome, was used for the reverse transcription. Subtype-

specific primers of 28–30 bp long, allowing a few mis-

matches, were then used for the LR-PCR. An amplification

success rate of 97% was assessed on 5400 HCV1a and 2400

HCV1b samples with viral loads 4103 IU/mL. Our team is

currently working on the implementation of a more pan-

genotypic LR-PCR assay upstream of NGS (patent no. PCT/

FR2015/052147). It has, for example, allowed us to identify

and confirm the presence of infections with HCV RF_2k/1b.

The first instance was after a treatment relapse for a patient

treated with sofosbuvir and ribavirin for 3 months, a therapeutic

option adapted for genotype 2 HCV infections. The viral

genome was amplified in a single LR-PCR and sequenced on

the Roche GS Junior+ instrument. This approach with long

reads (average read length: 865 bp) highlighted the presence of

802 unique genomic sequences covering the recombination

breakpoint with at least 30 2k-upstream and 30 1b-downstream

nucleotides, without the need for computational reconstruction.

Thus, this attested to the presence of a unique recombinant

RNA genome59. We believe that the search for recombinant

strains has so far been hampered by technical barriers and that

their prevalence could be greatly underestimated. As described

below, these RFs might also impact the response to DAA

therapy: the SVR rate of RF-infected patients seems lower than

for those with non-recombinant HCV. This approach has also

been used on samples of genotypes 1a, 1b, 3a and 4a

(Trémeaux et al., submitted). With amplification primers on

rather well conserved regions (i.e. 50NC and NS5B), the

development of a pan-genotypic technique seems possible,

even if inter- and intra-sample reproducibility issues still have

to be solved.

Some approaches avoiding the PCR step have also been

developed. Hedskog et al. have used Single Primer Isothermal

Amplification (SPIA) and Illumina sequencing60. The amp-

lification step required a single chimeric primer with a DNA

30-end and a RNA 50-end. This last part was then cleaved by a

RNase H and another primer could then anneal on the target

sequence. The DNA polymerase had a strong strand-displacing

activity, making the synthesis of multiple copies from a single

template possible. This method was first applied on 12 samples

out of 487 tested as genotype 2 using the INNO-LiPA assay

that displayed discordant typing results with Sanger sequencing

of the NS5B region61. Complete coding sequences were

assembled for 11 of the 12 samples, confirming the presence of

RF_2/1 (four RF_2b/1a, three RF_2b/1b and four RF_2k/1b).

A relapse occurred for eight of the 11 patients after 3 months of

sofosbuvir and ribavirin treatment. This study highlighted a

frequency of RF_2/1 around 2.5% among presumed genotype 2

infected patients, and a response rate that was 27% inferior to

those of genotype 1 or 2 infected patients receiving the same

treatment regimen. This proves the importance of a correct and

reliable genotyping method including RF detection. The

technique was then assessed on 17 non-recombinant forms of

HCV, representing the six main genotypes, including rare

subtypes. Due to the random reverse transcription and amp-

lification methods, the majority of generated reads were non-

viral sequences (1.5–47% of HCV-aligned reads, depending on

the samples). Nevertheless, the coverage obtained with the

Illumina MiSeq sequencer and eight samples per run was

sufficient to generate a consensus spanning more than 99% of

the coding region. This method has thus enabled the study

of viral diversity all along the genome and the identification

of potential RAVs in the three DAA-targeted areas60.

Bartolini et al. have used a similar amplification technique

on a few samples of subtypes 1a, 1b and 2c of HCV. The

sequencing was performed on the Roche GS FLX, using a

shotgun process, but without prior fragmentation. Successful

results were obtained for 6/10 samples. The final coverage

was between 79.9 and 99.6% of HCV genome, but with a

variable depth62.

Finally, another approach was developed, free of primer-

annealing bias and genotype-linked issues. Ninomiya et al.

have directly sequenced RNA extracts obtained with the

MagMAX Viral RNA Isolation kit. Bioinformatics analysis

removed human sequences. Only a minority of ‘‘non-human’’

reads could actually be aligned with an HCV reference

genome: 0.43 and 0.12% for the two samples, respectively.

This is interesting proof that the concept works, but is not

applicable on a large scale. Here, only two samples had been

sequenced on an Illumina IIx Genome Analyzer run, with a

limited final depth (51 and 70 X, respectively)63. Increasing

the amount of obtained data would require an even higher

throughput and be highly expensive. With a similar technique,

Iles et al. recently described the first RF_4/164. All previously

known inter-genotypic RFs had a 50-fragment belonging to

genotype 2, with breakpoints located in NS2 or at the

beginning of the NS3 region, while the RF_4/1 breakpoint is

situated in p7. Illumina RNA sequencing was performed on

two putative RFs, but a complete genomic sequence could be

assembled for only one of them, with 0.031% of reads aligned

to the HCV genome. Only 14 reads out of 5.4 million could be

mapped on HCV for the other sample (0.00026%), which had

a viral load of 5.2 log IU/mL. With the vast majority of reads

being human or contaminant genomic sequences, such an

approach using non-specific RNA sequencing can only be

applied to samples with very high viral loads: 6.6 log IU/mL

for the RF_4/1 described here, 6.8 and 7.0 log IU/mL for the

samples in Ninomiya study.
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Figure 2 summarizes the different strategies used for HCV

whole genome amplification and sequencing.

With other methods now available, the multiple amplicon

approach should be avoided because of the bias generated by

the many PCRs performed in variable regions of the virus.

Long-range PCR amplification, non-specific amplification or

PCR free approaches are currently the most relevant. In

theory, each of them can be associated either with the NGS

short read assay or the NGS long read assay depending on the

strength of the fragmentation performed. In reality, available

long read platforms, being not so high throughput systems,

were mostly associated with a specific amplification step

before NGS. Non-specific amplification or PCR-free sample

preparation were mostly associated with very high throughput

platforms, such as those by Illumina.

LR-PCR presents the advantage of focusing the sequencing

step on the HCV genome, whereas non-specific amplification

or PCR-free assays require the elimination of all non-specific

sequences, hence increasing the cost to obtain the same

coverage. On the other hand, PCR-free assays are easier to

perform and exclude PCR bias. Clinical relevance of each

approach is dependent on these two parameters, i.e. pre-NGS

sample preparation and short vs. long read NGS assay. In a

pre-therapeutic analysis, complete HCV genome amplifica-

tion, with a single analysis, is capable of a precise typing of

the virus associated with all baseline polymorphisms. LR-

PCR, as well as PCR-free assays achieve this, but with a

higher cost for the PCR-free approaches. The detection of RFs

clearly benefits from the LR-PCR assay when associated with

a long read sequencing. Detection of the recombination events

is easier when the recombination point(s) can be overlapped

with large sequences from the two founder genotypes, than

with shorter reads. In post-treatment mutation research,

complete genome analysis allows detection of potential

compensatory mutations outside of the targeted genes.

Despite their higher cost, PCR-free approaches associated

with high throughput NGS can be more effective in detecting

minor mutations. Evolution and transmission studies will

benefit from whole genome sequencing through a ‘‘without a

priori’’ approach. For such studies, we are still faced with the

problems of fragmenting the genome, mandatory with second

generation NGS assays, and the error rate of haplotyping
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Figure 2. Different strategies used for HCV whole genome amplification and sequencing. Next-generation sequencing (NGS) can be performed on total
RNA extract or on DNA after a reverse transcription step, using random hexamers or HCV-specific primers. The single-primer isothermal amplification
(SPIA) technique amplifies HCV and human genomes, while polymerase chain reaction (PCR) is more specific but induces selective bias with the use
of primers. The use of long-range PCR (LR-PCR) allows reduction in the number of primers and thus decreases the bias. The sequencing itself is
performed straightaway on amplicons if their length is compatible with the chosen NGS technology, or after a random shearing of the DNA fragments
(shotgun approach). The bioinformatics analysis of the data aims to separate viral from human sequences and to reassemble them in a complete HCV
genome. Direct sequencing is performed after reverse transcription and amplification. Multiple sequencing primers are required even in the case of
amplification by LR-PCR. The Sanger technique can be performed on DNA fragments of 1000-bp long at the most. Small black arrows represent
primers (!).
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algorithms65. These problems should be solved by the single

molecule third generation NGS assays.

Bioinformatics analysis of full-length variable viral
genomes

Another complex but essential step to whole genome

sequencing is performed in the ‘‘dry lab’’. It includes data

quality control, bioinformatics analysis and interpretation.

Quality control is similar to those of other NGS data and can

be performed using standard software like FastQC from the

Babraham Institute (http://www.bioinformatics.babraham.

ac.uk/projects/fastqc/).

The reconstitution of a whole genome consensus sequence

can be obtained either by read mapping on a reference

sequence or by a de novo assembly. The HCV genomic

diversity makes it difficult to find a close reference to the

sample(s) of interest. This can induce bias in the resulting

sequence, when using a reference sequence to reconstruct the

whole genome consensus sequence. Therefore, a de novo

assembly based on the overlap-layout-consensus approach is

traditionally used, e.g. in Newbler66. If no reference is

available, such as for new or rare viral types, the read length

and/or depth of coverage associated with a paired-end

procedure are the main factors that increase the probability

of read overlapping, making de novo assembly possible.

Another commonly used framework for de novo assembly is

based on the de Bruijn graph strategy (e.g. SOAPdenovo67 or

Velvet68) but the amount of diversity in HCV populations is

beyond the target range for this approach. Assembly algo-

rithms devised specifically for the sequencing of less diverse

genomes by short reads tend to fare poorly on data derived

from variant populations such as RNA viruses. This is due to

the difficulty of separating continuous variation from error69.

Data must therefore be processed by specific algorithms

dedicated to highly diverse viral populations such as VICUNA

developed by the Viral Genomics group at the Broad Institute

(MIT/Harvard)70. In the near future, the analysis of long

single pass reads generated by the third-generation sequencers

will require other types of analyses. For example, the

Hierarchical Genome Assembly Process (HGAP) is a de

novo assembler implemented to analyze data generated by

PacBio SMRT sequencers71. Final assembly results will be

assessed by the percentage of coverage and the distribution of

depth of coverage (Table 3).

Estimation of error rate is particularly relevant when

looking for minor mutations. Errors may occur at any of the

many steps involved in deep sequencing from nucleic acid

extraction to consensus calling and alignment72. A common

method for evaluating error rate is to sequence a plasmid with

a known sequence, although reverse transcription errors

would not be addressed using this method. This approach

can also be technically difficult to carry out in the case of full-

length genomes. Most of the sequencing errors are linked to

the technology used to synthesize the complementary DNA

strand during the sequencing process. Some are now clearly

identified, like indel errors associated with homopolymers on

the Roche-454 and Ion Torrent platforms. Error rate is also

known to be more heterogeneous for Illumina sequencing72.

Local sequence context, including GGC sequences, inverted

repeats and homopolymers are all known to inflate down-

stream error rates. Error rates also increase along the length

of a read. Filtering reads prior to or during alignment is often

performed in an attempt to reduce sequencing errors. The

impact on depth can be minimized by only trimming the

error-prone ends of reads, although this will reduce average

read length. Trimming may also be used to remove adapter

sequences. Alignment biases can be easily detected by

considering the proportion of aligned reads. For example, if

a substantial fraction of reads remained unaligned, or if the

proportion of aligned reads varied between samples, then a

different approach for alignment should be considered.

Assembling the reference de novo before aligning reads

back to the new reference(s), may also help overcome these

issues.

Finally, alignment of sequencing reads can itself introduce

bias and errors. Use of an inappropriate (i.e. too distantly

related) known reference can lead to spurious alignment or

alignment failure. One way to overcome this issue is to

generate a consensus sequence from a de novo assembly.

Nevertheless, if subsets of the sequenced population diverge

too much from the consensus sequence, reads originating

from these sub-populations may not align, thus biasing the

results. Choosing the correct alignment algorithm is critical in

order to overcome this problem and should be carefully

considered. For instance, the original version of the Bowtie

algorithm did not allow for alignment with gaps. For reads

with homopolymer errors, this resulted in either alignment

failure or long stretches of mismatches. This may then cause

the unalignment of data from rapidly evolving viruses such as

HCV.

Finally, both assembly and alignment are error prone, and

the ‘‘best’’ alignment chosen by an alignment program is not

necessarily the ‘true’ alignment. Appropriate approaches and

choice of assembly and alignment software will depend on the

individual data set, experimental design and target. Alignment

quality should also be inspected manually in a visualization

program.

Future perspectives and conclusion

In microbiology, NGS is increasingly used, especially for

precise characterization of bacteria or viruses. HCV whole

genome sequencing could have many applications.

Expectations for an easy and robust technique to do so are

high28,73.

The arrival of NGS has made it possible to work on a

larger scale than Sanger population sequencing, to provide

new information on minority viral populations and to study

quasi-species without the need to use fastidious cloning

methods. Second generation techniques have partially

responded to these needs. Improvements in DNA polymerases

and long fragments amplification have also been beneficial,

however, some problems still have to be solved. Direct

sequencing of the RNA genome of HCV is not possible,

unless with a very high throughput system and for high viral

load samples. In addition, none of the published second

generation techniques can sequence 10 kb-long fragments.

The amplification step prior to the sequencing itself remains

problematic. The HCV (near)-full genome has sometimes
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been amplified in a single PCR, but it often requires several

amplicons and nested PCR as well, both increasing the

selective bias due to the use of primers. For several teams,

LR-PCR has pointed out reproducibility issues and sometimes

non-specific amplification requiring gel purification. When

developing a pan-genotypic technique, the genomic variabil-

ity of the virus is still a major problem. Concerning data

analysis, NGS has provided greater insight into quasi-species

diversity, minor variants and evolution of viral populations.

The limited read length still limits reliable haplotyping. As

detailed above, the reconstitution of a complete genomic

sequence in the absence of a closely related reference is yet

another bioinformatics challenge. Whole genome sequencing

and NGS use have so far been mostly limited to research

projects. Clinical laboratories would benefit from a routine

use of these techniques, especially when identifying recom-

binant or rare viral types, or while searching for resistant-

associated variants in patients experiencing a relapse. If

sequencing results were obtained in a few days, the data could

be used to rapidly answer a clinical problem. Pooled data

could then be further re-analyzed to increase knowledge about

the virus, quasi-species dynamics or possible compensatory

mutations73. However, the lack of automation and turnkey

products, the rapid and constant evolution of assays and their

high costs, tend to slow down the use of NGS in the clinical

laboratory and thus the implementation of HCV whole-

genome sequencing in clinical practice.

Single-molecule sequencing technologies, also called

third-generation sequencing, are currently emerging. These

include solutions from PacBio Sciences, Oxford Nanopore or

Genia for example. They should provide long read length,

thus solving some problems74. The absence of clonal

amplification should reduce the errors brought by polymer-

ases. These techniques will probably be applied in the

virology field after an amplification step (culture, reverse

transcription, LR-PCR . . .) and will not solve the issues of

HCV whole genome amplification. If performed directly, the

challenge would be the enrichment in viral sequences of the

RNA extract, without disrupting the long HCV RNA

molecule. Small sequencing capacity benchtop equipment

will also be necessary for third-generation techniques to

largely spread into microbiology laboratories. The possibility

to analyze sequences up to 10 kb should help the bioinfor-

matics reconstitution of complete genomes, the haplotyping,

and thus allow a more precise study of viral quasispecies. In

this perspective, a renewed interest can be found in the LR-

PCR approach. Third generation sequencing will exceed the

disadvantages of the second by associating a large reading

length with good depth of coverage. LR-PCR will lower the

costs of analysis, favoring multiplexing, by selectively

amplifying the target and therefore decreasing the number

of non-specific nucleic acids sequenced.

Hepatitis C virus (HCV) complete genome sequencing has

many potential applications, all the more with new technol-

ogies, but is still facing technical and bioinformatics issues. In

the era of highly effective treatment of chronic hepatitis C

with DAAs, these kinds of techniques should be present in

both clinical and research laboratories for the typing of rare or

recombinant viruses, the identification of RAVs and further

study of quasispecies. With antiviral drugs becoming ever

more efficient, such an assay could also help to identify

‘‘easy-to-treat-viruses’’ for which patients would benefit from

shorter treatment courses. Independent of HCV potential

eradication foreseen by some scientists, the problem of whole

genome sequencing and pre-NGS sample preparation will still

stay relevant in clinical practice for other variable viruses like

HIV or HBV. In conclusion, the question is not if but rather

when NGS will be used in clinical microbiology.

Key messages

� Next generation sequencing makes sequencing of the

complete genome of HCV much easier.

� Today, high NGS costs induce a trend toward targeted

amplification prior to sequencing.

� Decreasing the number of PCRs before sequencing

decreases the biases caused by primer annealing.

� The high level of genomic variability of the HCV

requires very specific bioinformatics de novo reconstruc-

tion algorithms.

� The sequencing of 10 kb amplicons without fragmenta-

tion will be made possible by the advent of third

generation sequencing assays and will give us better

knowledge of viral quasispecies, simplifying haplotyping

issues.
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2.2 Recent evidence of underestimated circulation of

hepatitis C virus intergenotypic recombinant strain

RF2k/1b in the Rhône-Alpes region, France, January

to August 2014 : implications for antiviral treatment

Dans cet article, nous avons reconstruit un génome entier à partir de données issues de

technologie 454 (pyroséquençage). Cet assemblage a ainsi permis de valider la présence

de la forme recombinante chez l’un des 10 patients détectés infectés par une forme re-

combinante (2k/1b) du VHC. Le point de recombinaison entre les régions génomiques de

génotypes 2k et 1b a été localisé par bootscanning (cf. Figure 2.2). Le virus du patient

concerné avait été génotypé 2a/2c avec les méthodes conventionnelles basées sur la ré-

gion 5’ du génome viral et ce patient présentait une rechute après un traitement basé sur

un agent antiviral direct adapté au génotype 2.

Figure 2.2 – Graphe de bootscanning sur les positions nucléotidiques de la souche du

virus de l’hépatite C recombinant RF2k/1b, isolée en France, mai 2014.
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Since the beginning of 2014, hepatitis C virus (HCV) 
recombinant forms RF2k/1b have been detected in the 
Rhône-Alpes French region in 10 patients originating 
from the Caucasus area. Circulation of this particular 
HCV strain is very likely to be underestimated. It is 
also prone to be misgenotyped when using genotyping 
methods based on the 5’ region of the viral genome, 
which may lead to suboptimal treatment. 

Here we report the detection of 10 patients infected 
with a particular recombinant form (RF) of hepatitis C 
virus (HCV), RF2k/1b, in two virology laboratories in 
the university hospitals in Lyon and Grenoble in the 
Rhône-Alpes region, France.

Case description
The first RF was identified in a patient in their 50s born 
in the Caucasus and followed up in a hepato-gastro-
enterology unit in Lyon for HCV-induced cirrhosis. 
This infecting virus was first classified as a genotype 
2a/2c HCV strain, based on genotyping results using 
VERSANT HCV Genotype 2.0 Assay Line Probe Assay 
(LiPA, Siemens) which uses sequence information from 
both the 5’ untranslated and the core regions of the viral 
genome. According to current European recommenda-
tions [1], a three-month course of sofosbuvir and rib-
avirin dual therapy was initiated in January 2014. 
Despite a rapid virological response, relapse occurred 
four weeks after treatment completion. Genotyping 
was repeated by sequencing of the NS3 region, which 
resulted in a clear classification as genotype 1b, highly 
suggestive of the presence of an HCV inter-genotypic 
recombinant form. To confirm this hypothesis, analysis 

was completed with near full-length sequencing of the 
HCV genome using next-generation sequencing (NGS) 
on the same sample. Results confirmed the presence of 
an RF2k/1b strain with a breakpoint between genomic 
regions of genotype 2k and 1b localised in the NS2 
region between nucleotide position 3,189 and 3,200 
on the H77 reference genome (Figure 1), as previously 
observed in the reference RF2k/1b genome sequence 
(GenBank accession number: AY587845) [2].

Genotyping
Following this identification, the virology laboratory 
in Lyon, as well as the collaborating laboratory in 
Grenoble, decided to perform two genotyping meth-
ods, namely NS3 sequencing and either LiPA 2.0 or core 
sequencing, for each new genotyping request when 
one of the following criteria were met: patients with 
previous treatment failure infected with HCV genotype 
2 (based on previous LiPA 2.0 results), NS3 or NS5B 
sequence clustering with available RF sequences in 
GenBank or patients born in Russia or in the countries 
of the former Soviet Union, as these regions repre-
sent the major source of circulating HCV recombinants 
described to date. This strategy led to the detection 
of the RF2k/1b strain in nine additional patients (two 
in Grenoble and seven in Lyon). Of these 10 patients, 
six were born in Georgia, three in Armenia and one in 
Azerbaijan. Five patients were people who inject drugs 
(PWID) or had been in the past. Two patients had a his-
tory of surgical interventions performed in their home 
country. For the remaining three patients, putative 
ways of transmission were unclear. Based on anam-
nestic data, it was very likely that they had acquired 
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HCV before their migration to France, but it was not 
possible to be absolutely certain on this point for two 
patients. At the time of the study, treatment had not 
yet been initiated in any of the nine additional patients, 
and a survey to test potential contacts, particularly in 
PWID, was still underway.

When HCV genotyping using LiPA 2.0 was performed, 
four or five positive bands were detected (numbers 5, 
9, 10, 11, +/-12) leading to classification of the strains 
as genotype 2 or 2a/2c. Phylogenetic analysis of 
core sequences was performed for seven patients, 
and of NS3 sequences for all 10 patients (Figure 2). 
Core sequencing confirmed that the 5’ fragment of 
these genomes belonged to genotype 2k (Figure 2a), 
whereas NS3 sequencing led to the classification of the 
3’ fragment of the viral genome region as 1b (Figure 
2b). Overall, core and NS3 sequences from all strains 
clustered with previously described RF2k/1b and were 
distinct from reference sequences of non-recombinant 
genotype 2k and genotype 1b, respectively. GenBank 
accession numbers for all sequences obtained in this 
study are indicated in the Table.

Since the beginning of 2014, HCV from 21 patients 
originating from the Caucasus (i.e. born in Armenia, 
Azerbaijan or Georgia) have been genotyped in the 

virology laboratory in Lyon: eight were RF2k/1b, eight 
were of genotype 1b, four of genotype 3a and one of 
genotype 4a. Patients in Grenoble are not described 
here in detail as some of their demographic data were 
incomplete.

Discussion
The first natural HCV recombinant form, RF2k/1b, was 
described in Saint Petersburg in 2002 [3]. Since then, 
17 recombinant forms of HCV have been identified 
worldwide [2,4], but the RF2k/1b strain is the only cir-
culating recombinant form for which several isolates 
with a supposed common origin have been described. 
Recombinant forms probably emerged in patients 
exposed to multiple HCV strains [5]. Concerning 
RF2k/1b, the time of its emergence has been esti-
mated to be between 1923 and 1956, which coincides 
with the development of blood donation centres in the 
former Soviet Union [6]. However, despite a high rate 
of mixed infections among certain risk groups, in par-
ticular PWID and haemophiliacs, recombinant strains 
appear to constitute the minority among HCV circulat-
ing strains, probably due to the constraints of viral rep-
lication [6].

Among our patients, the RF2k/1b strain was, along with 
1b, the most frequent genotype detected in patients 

Figure 1

Bootscan plot of percentage permuted trees over nucleotide positions for the recombinant hepatitis C virus RF2k/1b strain 
NA_Armenia, isolated in France, May 2014 
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originating from the Caucasus area. Thus the recom-
binant RF2k/1b strain seems to have spread widely 
and appears to be one of the major strains infecting 
patients from these countries. Moreover, this RF was 
identified in 10 new patients during a single eight-
month period, whereas only 37 isolates of this particu-
lar strain have been reported in GenBank to date since 
the first description in 2002 [2,4]. Based on these 
observations, it can be hypothesised that the number 
of patients infected with the RF2k/1b HCV strain (and 
maybe other recombinant HCV forms) is underesti-
mated. During the study period, HCV genotyping has 
been verified by NS3 sequencing in 16 patients not 
born in the Caucasus region who were infected with 
HCV previously classified as genotype 2 by either LiPA 
or sequencing of the 5’ non-coding region. No RF was 
detected in any of these patients; however, it cannot 
be excluded that this strain has spread outside of the 
Caucasus population. Indeed, the spread of these RF 
in Western European countries is poorly described and 
only a few previous reported cases of HCV RF2k/1b are 
available in studies from Cyprus, France, Ireland and 
the Netherlands [6-9]. In all these cases, the patients 
had their origin in Russia or Georgia. Supplementary 
studies will be necessary to determine the frequency 

of this strain in France and other European regions, in 
particular among PWID.

HCV genotyping remains an essential criterion when 
considering the choice of antiviral treatment protocols, 
and the circulation of recombinant HCV strains must be 
taken in account. Even when using new highly efficient 
anti-HCV direct acting agents (DAA) such as sofosbu-
vir, misgenotyping may lead to a suboptimal treatment 
choice and eradication failure, as illustrated by the 
case reported here. Moreover, it has been shown in 
a recent study by Hedskog et al. that the response to 
the sofosbuvir and ribavirin combination, a regimen for 
HCV genotype 2, was similar in patients infected with 
different HCV RF2/1 recombinant forms and in patients 
infected with genotype 1 [4]. In particular, three of the 
four patients infected with HCV RF2k/1b in the study by 
Hedskog et al. relapsed following treatment with this 
regimen. HCV genotyping methods based on sequenc-
ing of portions of the NS3–3’UTR region of the genome 
should therefore be recommended and standardised, 
and particular attention should be paid to patients 
from the Caucasus region.

Figure 2

Phylogenetic analysis of hepatitis C virus RF2k/1b strains identified in this study and reference strains from GenBank, 
France, January–August 2014 (n=16)

Two dendrograms are presented based on 423 nt of the core region (A) and 465 nt of the NS3 region (B). Both analyses were performed using 
MAFFT software (version 7).
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Patient
GenBank accession number

Core NS3

AM_Azerbaijan KM591900 KM591886

KV_Armenia KM591899 KM591887

ZN_Georgia KM591898 KM591888

GS_Georgia KM591897 KM591889

CA_Georgia KM591896 KM591890

AS_Georgia ND KM591892

GA_Armenia ND KM591893

OK_Georgia ND KM591894

CD_Georgia KM591895 KM591891

Near full-length genome

NA_Armenia KM495736

ND: not done. 

Table 

GenBank accession numbers for hepatitis C virus 
sequences used in the phylogenetic analysis of this study, 
France, January–August 2014 (n=16)
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2.3 Amplification and pyrosequencing of near-full-length

hepatitis C virus for typing and monitoring antiviral

resistant strains

Dans cet article, nous avons permis le typage et la détection de mutations de résistance de

plusieurs souches de VHC de génotypes différents en reconstruisant le génome entier des

virus. L’analyse a été complétée par une évaluation de la qualité des données issues de la

technologie 454 (pyroséquençage).

L’assemblage de novo du génome entier du VHC a été obtenu pour 19 échantillons sur

21 en mettant en œuvre une approche Overlap-Layout-Consensus [Yang et al., 2012].

L’échec de l’assemblage de 2 échantillons s’expliquerait par la faible longueur des reads

et leur mauvaise qualité. Le pourcentage de couverture a été obtenu après alignement glo-

bal (algorithme de Needleman-Wunsch) du génome assemblé sur sa référence. Le pour-

centage d’identité a été estimé à partir de cet alignement sur la zone de couverture. Les

génomes reconstruits couvrent plus de 99 % des séquences cibles pour 15 échantillons sur

19 et une analyse phylogénétique associant les séquences de référence du VHC a confirmé

les génotypes et sous-types de tous les échantillons (pourcentages d’identité avec les sé-

quences de référence > 85 %, cf. Figure 2.3), y compris les formes recombinantes (2k/1b).

Un réalignement des reads sur le génome reconstruit a par la suite été utilisé pour obte-

nir la profondeur de couverture (cf. Figure 2.4) et la distribution du score qualité Phred

le long du génome. Les valeurs médianes de ce dernier sur des intervalles de 500 bases

étaient très majoritairement supérieures à 20 (cf. Figure 2.5).



2.3 Amplification and pyrosequencing of near-full-length hepatitis C virus 72

Figure 2.3 – Résultats de l’analyse des séquences issues du pyroséquençage.

Figure 2.4 – Profondeur de couverture de 2 échantillons le long du génome du virus de

l’hépatite C.

Figure 2.5 – Distribution des scores qualité de séquençage haut débit de 2 échantillons le

long du génome du virus de l’hépatite C.
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Abstract

Directly acting antiviral drugs have contributed considerable progress to hepatitis C virus (HCV) treatment, but they show variable activity

depending on virus genotypes and subtypes. Therefore, accurate genotyping including recombinant form detection is still of major

importance, as is the detection of resistance-associated mutations in case of therapeutic failure. To meet these goals, an approach to

amplify the HCV near-complete genome with a single long-range PCR and sequence it with Roche GS Junior was developed. After

optimization, the overall amplification success rate was 73% for usual genotypes (i.e. HCV 1a, 1b, 3a and 4a, 16/22) and 45% for

recombinant forms RF_2k/1b (5/11). After pyrosequencing and subsequent de novo assembly, a near-full-length genomic consensus

sequence was obtained for 19 of 21 samples. The genotype and subtype were confirmed by phylogenetic analysis for every sample,

including the suspected recombinant forms. Resistance-associated mutations were detected in seven of 13 samples at baseline, in the NS3

(n = 3) or NS5A (n = 4) region. Of these samples, the treatment of one patient included daclatasvir, and that patient experienced a

relapse. Virus sequences from pre- and posttreatment samples of four patients who experienced relapse after sofosbuvir-based therapy

were compared: the selected variants seem too far from the NS5B catalytic site to be held responsible. Although tested on a limited set

of samples and with technical improvements still necessary, this assay has proven to be successful for both genotyping and resistance-

associated variant detection on several HCV types.
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Introduction

Chronic hepatitis C is a curable disease, and the new standards

of care based on directly acting antivirals (DAAs) provide

improved levels of sustained virologic response [1]. DAAs differ

in their activity against hepatitis C virus (HCV) genotypes and

even subtypes. Therefore, accurate typing of HCV is mandatory

to determine the most appropriate molecules [1]. Seven ge-

notypes, one intergenotypic recombinant form and more than

67 subtypes have now been validated [2–4]. Intergenotypic as

well as intersubtype recombinant forms were also recently

described [5]. Although their overall frequency is unknown,

Hedskog et al. [6] reported an RF_2/1 frequency of approxi-

mately 2.5% among presumed genotype 2– infected patients and

a response rate of 27%, less than the response rates of geno-

type 1– or genotype 2– infected patients receiving the same

treatment regimen. The current recommendation for HCV

Clin Microbiol Infect 2016; 22: 460.e1–460.e10
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typing is to analyse a single variable genomic region, such as

Core or NS5B, but this does not allow the detection of re-

combinant forms [7,8].

On the other hand, the great genetic variability of HCV leads

to the emergence of resistance-associated variants (RAVs) in

the DAA-targeted proteins NS3, NS5A and/or NS5B. Few

therapeutic failures with the selection of RAVs in the three

genomic regions have been reported [9].

In light of these new requirements arising with the clinical

use of anti-HCV DAAs, the whole-genome approach would

allow much more precise typing of HCV, including recombinant

forms, as well as the detection of RAVs in the three DAA-

targeted regions.

Most of the HCV whole genomes described were obtained

using fastidious Sanger population sequencing of overlapping

fragments [10]. Next-generation sequencing (NGS) has simpli-

fied the sequencing of long genomes. However, currently

published techniques are either restricted to a single geno-

type—or even a single subtype—when using overlapping

amplicons or they require the use of very high sequencing

throughput that cannot be applied to clinical use when based on

the sequencing of total RNA extracts or when using SPIA- or

SISPA-nonspecific amplification [11–14].

We present here a HCV near-complete genome amplifica-

tion technique with a single long-range (LR) PCR followed by

shotgun sequencing on a Roche 454 GS Junior (GSJ) instrument

(Roche Diagnostics) and its application to type HCV and to

detect RAVs throughout the genome.

Materials and Methods

Study population

Thirty-three plasma samples taken from 19 HCV-infected pa-

tients were used to assess the technique. They were sampled

between October 2010 and January 2015 and were stored

at −80°C. Virus loads ranged from 5.6 to 7.2 log IU/mL. The

genotype of these samples was initially determined using the

NS3 and NS5B Sanger sequencing assay [15,16]. The technique

was later applied on selected samples, taken either from pa-

tients whose disease had failed to respond a DAA-based ther-

apy or from patients infected with possible recombinant form

RF_2k/1b. Their virus loads ranged from 2.2 to 6.8 log IU/mL.

Reverse transcription

Total nucleic acids were extracted from 1 mL of plasma on the

easyMAG instrument (bioMérieux). Extracts were treated with

TURBO DNase Ambion (Life Technologies). Reverse tran-

scription (RT) was performed from 8 μL of RNA extract using

PrimeScript Reverse Transcriptase (TaKaRa, Ozyme) and a

specific primer, dA20 or 3UTR1, annealing, respectively, on the

poly(U) tail or the 30 noncoding region (NC). T4Gene32Protein

(New England BioLabs) was added to the RT mix at 0.1 μg/μL.

Success of the cDNA synthesis was checked with small PCRs

on both sides of the genome.

Long-range PCR

The HCV near-complete genome was amplified in a single

fragment via a LR-PCR from 2 μL of cDNA in a total volume of

20 μL using PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (TaKaRa). The

following conditions were applied: 94 °C × 2 minutes, (98 °

C × 10 seconds, 68 °C × 9 minutes 25) × 45 cycles, 4°C on

hold. Several primer pairs were tested for each sample

(Supplementary Table S1). PCR products were purified using

NucleoSpin Gel and the PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel).

The DNA concentration was quantified using Quant-iT Pico-

Green dsDNA Reagent (Life Technologies) and a LightCyler

480 instrument (Roche Diagnostics). A patent was filed on this

technique (patent no. PCT/FR2015/052147).

Sequencing on Roche 454 GS Junior

Between 0.500 and 1.000 μg of purified near-whole genome

amplicon of each sample was nebulized at 2.9 bar × 1 minute.

Products were purified using the MinElute PCR Purification Kit

(Qiagen), and small fragments were removed with Agencourt

AMPure XP magnetic beads (Beckman). After MID and adaptor

ligation, the quality of libraries was assessed using an Agilent

Bioanalyzer High-Sensitivity DNA chip (Agilent Technologies)

and were quantitated with a TBS-380 fluorometer. On the basis

of this dosage, libraries were pooled equimolarly, and emulsion

PCR and pyrosequencing were performed according to the

manufacturer’s protocols (Roche Diagnostics). Five to eight

samples per run were loaded on the same PicoTiterPlate; the

first two runs were carried out with the original GSJ system and

the last two with the upgraded GS Junior+ (GSJ+) (Table 1).

Sequence analysis

SFF files obtained were split by MIDs and converted to FASTQ

files. Quality control was performed on each FASTQ file using

FASTQC. Contigs were generated de novo using VICUNA

(Broad Institute) [17] with default parameters except for the

minimum length of contigs to output, which was set at 0, and

the maximum percentage of divergence between read and

consensus, which was set at 50% (default: 8%), when the

consensus output from V-FAT presented too many gaps. V-

FAT processed the output of VICUNA to orient and filter the

raw contigs, merge them where they overlapped on the basis

of a reference alignment (the subtype-specific reference

sequence for this alignment was determined using the HCV

BLAST from Los Alamos National Laboratory with the longest

CMI Trémeaux et al. Amplification and pyrosequencing of HCV 460.e2
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contig as query) and correct frameshifts found in coding re-

gions. As a result, V-FAT yielded a consensus full-genome

assembly.

This consensus was next used as a reference for reference-

guided alignment with MOSAIK to analyse the data to obtain

the depth of coverage and the PHRED quality score distribution

throughout the genome [18]. Global percentages of coverage

were evaluated using a Needleman-Wunsch algorithm to align

each consensus sequence with its reference. Identity ratios

were then assessed over the bases covered on this range.

Final sequence assemblies with coverage over 99% are

available on GenBank under accession numbers KM495736 and

KT35178 to KT35187.

Typing analysis

Phylogenetic analysis was performed after alignment of the 19

HCV whole-genome sequences obtained in this study associ-

ated with 86 reference sequences using FFT-NS-2 [19]. The

phylogenetic tree was constructed by means of the neighbour-

joining method and a Jukes-Cantor substitution model using

MAFFT 7 online software. Reliability of the various inferred

clades was estimated by bootstrapping (1000 replicates). Visu-

alization of the tree and node colouring were performed with

Archaeopteryx.

For the recombinant forms, Bootscan analysis was carried

out on the resulting consensus sequences compared to full-

length genomic sequences of reference strains by SimPlot

3.5.1 software.

DAA resistance analysis

Whole-genome consensus sequences at baseline were analysed

using Geno2Pheno to search for RAVs. Intraindividual com-

parison of virus genomic sequences was performed translating

the nucleotide sequences into amino acids (AA) using EMBOSS

Transesq (http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/) and

aligning them using Multalin [20]. The mutation location on the

HCV RNA polymerase NS5B structure in complex with

sofosbuvir and RNA (genotype 2a, strain JFH-1) was modeled

using PyMOL based on the PDB entry 4WTG [21].

Results

cDNA synthesis and near-full-length LR-PCR

Three samples (one of genotype 1a and two of genotype 1b) of

22 had a failed RT (negative control PCRs on 50 NC and NS5B).

The LR-PCR failed for three more samples: one genotype 1a,

one 1b and one 3a. The near-full-length HCV genome amplifi-

cation was thus achieved for 16 samples of the 19 with positive

control PCRs, identified by a lane above 9 kb on the electro-

phoresis gel. Overall, the complete optimized protocol showed

a success rate of 73%, with 16 of 22 amplified samples (8 of 11

HCV genotype 1b, 4 of 6 genotype 1a, 2 of 3 genotype 3a, and 2

of 2 genotype 4a).

Concerning the particular group of RF_2k/1b samples (mean

virus load: 5.5 log IU/mL), the LR-PCR worked for 5 of 11

TABLE 1. Ultra-deep pyrosequencing (UDPS) detailed results

Sample

Suspected

typinga

Typing on

whole

genomeb
Closest

sequence ID Identities NGS runc
No. of

reads

Overall of

coverage

Depth of coverage,

median (IQR)

P1S1 1b 1b EF032892 91.36% (7605/8324) Run 1 16 731 89.82% (8324/9267) NC
P2S1 1a 1a EF407419 92.63% (8583/9266) Run 1 1579 99.86% (9266/9279) 15 (10–19)
P3S1 1a 1a EF407419 92.68% (8525/9198) Run 2 11 306 99.69% (9198/9227) NC
P4S1 1b 1b AY587016 90.18% (8359/9269) Run 2 5425 99.84% (9269/9284) NC
P5S1 1a 1a AF511950 92.89% (8548/9202) Run 2 10 549 99.75% (9202/9225) NC
P6S1 1b 1b EF032892 91.21% (8390/9199) Run 2 6125 99.73% (9199/9224) NC
P7S1 3a 3a D28917 92.16% (8492/9214) Run 2 4218 99.39% (9214/9271) NC
P7S2 3a 3a D28917 92.42% (8447/9140) Run 4 21 756 98.67% (9140/9263) 32 (22–44)
P8S1 1b —

d
—

d
—

d Run 2 8407 —
d

—
d

P9S1 RF_2k/1b RF_2k/1b FJ821465 93.24% (8598/9221) Run 3 13 383 99.87% (9221/9233) 957 (865–1062)
P9S2 RF_2k/1b RF_2k/1b FJ821465 93.18% (8589/9218) Run 3 10 475 99.84% (9218/9233) 693 (600–789)
P9S3 RF_2k/1b RF_2k/1b FJ821465 93.26% (8600/9222) Run 3 9529 99.88% (9222/9233) 630 (542–720)
P10S1 1b 1b EF032892 91.1% (8394/9214) Run 3 6736 99.93% (9214/9220) 451 (403–523)
P11S1 1b 1b EF032892 91.71% (8444/9207) Run 3 5668 99.86% (9207/9220) 419 (175–523)
P11S2 1b 1b EF032892 91.68% (6560/7155) Run 4 1692 77.46% (7155/9237) NC
P12S1 RF_2k/1b RF_2k/1b AY587016 86.71% (7844/9046) e Run 4 1073 97.52% (9046/9276) 26 (22–36)
P13S1 RF_2k/1b RF_2k/1b JX227952 93.86% (8622/9186) Run 4 975 99.67% (9186/9216) 39 (32–47)
P14S1 4a —

d
—

d
—

d Run 4 15 517 —
d

—
d

P14S2 4a 4a DQ418788 94.62% (8693/9187) Run 4 5872 99.64% (9187/9220) 289 (247–350)
P15S1 1a 1a AF511950 92.43% (8520/9218) Run 4 18 976 99.76% (9218/9240) 98 (86–117)
P15S2 1a 1a AF511950 92.24% (8470/9183) Run 4 11 358 99.86% (9183/9196) 41 (34–51)

IQR, interquartile range; NC, not calculable; NGS, next-generation sequencing.
aAccording to NS3 and NS5B Sanger sequencing or InnoLiPA + NS5B Sanger sequencing for recombinant forms.
bDetermined by phylogenetic analysis.
cRuns 1 and 2 were performed using the GS Junior instrument (seven and six samples per run, respectively). Runs 3 and 4 were performed using the GS Junior Plus instrument (five
and eight samples per run, respectively).
dUDPS failure.
eFor P12S1, 94% identity was calculated with closest sequence of the LANL database HC186777.
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samples (overall success rate, 45%), including three sequential

samples taken from the same patient before, during and after a

failed treatment with sofosbuvir and ribavirin. As for the six

other samples, three had a failed RT while the other three had

positive control PCRs but a negative LR-PCR.

UDPS results

The 21 positive LR-PCRs were sequenced in four runs. Two

samples (one HCV genotype 1b (P8S1) and one genotype 4a

(P14S1)) could not be analysed because, despite a correct

number of reads (8407 and 15517, respectively), the reads

were too short and the quality too poor for reconstitution of a

consensus sequence (Supplementary Fig. S1C). Consensus se-

quences were achieved for 19 samples (90%). A mean number

of reads per sample of 8601 ± 6053 was obtained.

PHRED scores according to read length vary greatly be-

tween GSJ and GSJ+ runs, with a higher quality for longer reads

in GSJ+ assays (Supplementary Fig. S1A, B). Distribution of

PHRED scores along the genome was linear in GSJ+ assay

(Fig. 1). Median PHRED score values grouped by 500 bp range

were always above 20, except for sample P13S1 (4500–5000),

sample P7S2 (5500–6000) and sample P15S1 at the 30 end.

Consensus sequence covered more than 99% of the expected

sequence for 15 of 19 samples and covered 98.8, 97.5, 89.8 and

77.9% for the remaining four (Table 1). Regions of interest, i.e.

AA from 1 to 181 for the NS3 gene and AA 1 to 213 for NS5A,

were completely covered for all samples. Concerning NS5B, all

sequences covered AA 1 to 565, except AA 404 to 409 for

P15S1. The median depth of coverage ranged from 15 to 957×

(Fig. 2).

Typing

Phylogenetic analysis of the consensus sequences confirmed the

genotypes and subtypes of all samples (identity percentage with

reference sequences: <15%) (Fig. 3). The suspected recombi-

nant forms of HCV clustered with previously described RF_2k/

1b on the dendrogram and were confirmed by bootscan ana-

lyses, which identified subtypes 2k and 1b as the components of

the recombinant form (Supplementary Fig. S2). Moreover, the

presence of long reads (n = 802, 20 and 27 for P9S1, P12S1 and

P13S1, respectively) covering the recombination point with at

least 30 2k-upstream and 30 1b-downstream nucleotides

attested the presence of a unique recombinant RNA genome.

No coinfection with other HCV types was detected by blasting

every unique read over 50 bp long (excluding those covering 50

NC). The breakpoint was identical for the three patients and

was located in the NS2 region, between nucleotide positions

3189 and 3200 based on H77 numbering. This recombination

point was also shared with all previously described RF_2k/1b,

indicating a common strain of the virus.

DAA resistance

Analysis of the consensus sequences highlighted the presence of

baseline RAVs on the genomic regions NS3, NS5A and NS5B

for seven patients, all naïve of DAA treatment (Supplementary

Table S2). RAVs were found in NS3 for three patients

(T54A + I132V for P6S1, T54S for P10S1 and D168E for P12S1)

and in NS5A for four patients (Y93H for P7S1 and P11S1, and

L31M for P13S1 and P15S1). No known RAV (L159F, S282T,

C316N/Y, L320F, V321A, N411S, M414T, Y448C/H, A553V

and S556G) was detected in NS5B [22,23].

Intraindividual comparison of virus genomic sequences from

four patients before treatment and after relapse after DAA

treatment revealed the appearance of some variants in NS5B

(Table 2). However, the three-dimensional analysis of these

variants showed that they were distant from the catalytic site of

the polymerase and therefore could not explain the treatment

failure (Fig. 4). For a fifth patient experiencing a relapse, the

pretherapeutic sequence could not be obtained, but no known

RAV was detected on the posttherapeutic sample (P14S2).

Mutation also appeared in NS5A even though anti-NS5A was

not used in three of four patients.

Discussion

We report here the development of a technique of amplifica-

tion of the HCV near-complete genome with a RT followed by

a LR-PCR, which worked on several virus types with an overall

success rate of 73% for the usual genotypes (1a, 1b, 3a and 4a)

and 45% for the RF_2k/1b recombinant forms. This difference

might be partially explained by differences in the nucleotide

sequence modifying the secondary structure of the RNA

molecule. The use of a single LR-PCR decreases the bias due to

primer annealing and allows them to be located on the less

variable areas of the genome. However, several primer com-

binations were tested on each sample. Reproducibility issues

have also been reported by other teams, and some technical

improvements still need to be developed [24].

Sequencing on the GSJ/GSJ+ system was chosen because of

its higher read length; this resulted in a 90% success rate. Other

NGS platforms may be used by adapting the fragmentation step.

With our assay, a consensus sequence was generated in 19 of

21 samples, allowing the reconstitution of more than 90% of the

amplified region for 17 of 19 samples. The regions carrying

RAVs for the three classes of DAAs were covered for all 19

samples, except for the 585V mutation in NS5B, which has been

described as associated to dasabuvir resistance in combination

with 445F and 451F. The NS5B region 404–409, not covered

for the sample for P15S1, was not described as containing RAV.
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FIG. 1. Distribution of next-generation sequencing quality scores along hepatitis C virus (HCV) genome. Distribution of PHRED scores every 500 bp

across HCV genome on six examples. Data are presented as box plots in which 50% of values lie within box. Horizontal lines drawn through middle of

boxes represent median values. Top and bottom of each box are 25th and 75th percentiles of all values. Nucleotide numbering is based on sequence of

HCV strain H77 (GenBank accession no. AF009606).
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FIG. 2. Depth of coverage along hepatitis C virus (HCV) genome. Examples of sequence depth of coverage obtained for six samples. Nucleotide

numbering is based on sequence of HCV strain H77 (GenBank accession no. AF009606).
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FIG. 3. Typing of near-full-length hepatitis C virus genomes using a phylogenetic analysis. Phylogenetic analysis of 19 near-full-length genomes were

obtained and compared to 86 reference sequences identified by their GenBank number. Bootstrap resampling (1000 replications) support values are

shown at nodes. Tree is rooted using genotype 2 sequences; all horizontal branch lengths are drawn to scale of nucleotide substitutions per site.
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Phylogenetic analysis confirmed the genotypes and subtypes

for all samples and allowed the calculation of percentage

identities, thereby opening the way to the description of new

subtypes. The presence of RF_2k/1b was also confirmed using

bootstrap analysis for three patients. Identification of recom-

binant forms can be underestimated by the currently used

genotyping assays and may lead to inappropriate treatment

regimens [7]. Compiling more data on these recombinant vi-

ruses seems important given their low response rate (27% vs.

53–84% for genotype 1 after a 12- or 16-week treatment with

ribavirin and sofosbuvir) [25]. Research on RAVs at baseline

showed three samples displaying RAVs in the NS3 region, four

in NS5A and none in NS5B. This last genomic region has a

higher barrier of resistance than the other two [26]. For the

NS5A region, Y93H was found in a patient infected by a ge-

notype 3a strain [27]. This patient received 24-week treatment

with sofosbuvir and daclatasvir and experienced a relapse.

Virus sequences from pre- and posttreatment samples

were compared for four patients who experienced relapse

after sofosbuvir-based therapy. No known mutation was

identified in NS5B, and variants selected under treatment

appear too far from the catalytic site to be involved in

resistance. Second- and third-phase clinical trials on sofosbu-

vir identified RAVs in about 3% of patients whose disease

failed to respond to sofosbuvir treatment only [22,28]. Some

mutations in the NS5A region appeared during treatment in

patients who did not receive any anti-NS5A molecule.

Whether these mutations reflected only the variability of the

virus or whether they participated in a overall escape mech-

anism needs to be further investigated.

This study has a number of limitations: (a) the reproducibility

of the LR-PCR has to be improved, for example through the

stabilization of primer binding or cDNA linearization, (b) the

number of reads obtained and the quality scores vary greatly

between runs and samples and (c) in most instances the depth

was insufficient to detect minor variants. Third-generation NGS

assays would probably greatly improve the length and the

number of reads obtained and thus overcome some of these

TABLE 2. Variants selected during directly acting antiviral–based treatment on patients experiencing a relapse

Patient no. Genotype Treatment

Baseline resistance-

associated variants Mutations not detected at baseline

NS3 NS5A NS5B NS3 NS5A NS5B

7 3a SOF/DCV 24 weeks ND Y93H ND ND N50D A150T, E202D
9 RF_2k/1b SOF/RBV 12 weeks ND ND ND ND R62Q, A99S R117H, N335S, E440G, I520T
11 1b Peg/RBV/SOF 12 weeks ND Y93H ND V170I C98S I138V, C213S, S218A, L259R
15 1a Peg/RBV/SOF 12 weeks ND L31M ND I3V S146T, K176R, V196G S231N, L350P, D352T, P354R, T389K, I482T

DCV, daclatasvir; ND, not detected; Peg, pegylated interferon alfa; SOF, sofosbuvir.

FIG. 4. Location of mutations appeared during treatment on hepatitis C virus RNA polymerase NS5B structure in complex with sofosbuvir and RNA.

Structure representation was generated with PyMOL based on PDB entry 4WTG. Protein is coloured beige, RNA strands are coloured grey,

sofosbuvir is represented in stick and residues corresponding to described mutations are coloured green for patient 7, red for patient 9, blue for

patient 11 and yellow for patient 15.
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limitations. Although the great variability of HCV is an obstacle

to the development of a robust and pangenotypic method of

amplification and sequencing of the complete virus genome, the

technique presented herein was successfully used both to

confirm subtypes as well as the existence of recombinant forms

and to look for RAVs before treatment and in patients expe-

riencing a relapse after a DAA-based treatment. In an era of

highly effective treatment of chronic hepatitis C with DAAs,

this assay could make it possible to have a single assay in a

clinical laboratory for both genotyping (including recombinant

forms) and resistance testing. This prevents the proliferation of

short PCRs currently used in these indications. Beyond HCV

infection, whole-genome sequencing and thus pre-NGS sample

preparation will remain relevant in clinical practice for other

genetically variable viruses such as HIV and hepatitis B virus.

Virology is thus following the same trend as genetics and

oncology, where the whole exome or complete tumour

genome is currently supplanting specific gene amplification

[27–31].
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2.4 Characterization of a hepatitis C virus genotype 7 83

2.4 First next-generation sequencing full-genome charac-

terization of a hepatitis C virus genotype 7 divergent

subtype

Dans cet article, nous avons participé à découvrir, chez un patient originaire de Répu-

blique Démocratique du Congo, une souche VHC appartenant à un nouveau sous-type

(7b). Cette souche a été obtenue par séquençage génome complet avec 2 technologies

de séquençage haut débit (454 (pyroséquençage) et Illumina (séquençage par synthèse)).

Nous avons donc mis en œuvre pour chaque technologie une méthode adaptée d’assem-

blage de fragments et de reconstruction de génome entier.

Pour le pyroséquençage, une approche de PCR « long range » (LR-PCR) a été mise en

œuvre. Après séquençage, l’assemblage de novo du génome entier du VHC a été obtenu

selon l’approche Overlap-Layout-Consensus (OLC) mise en œuvre en utilisant 2 algo-

rithmes [Yang et al., 2012, Miller et al., 2010]. Un séquençage première génération (San-

ger) supplémentaire a été nécessaire pour obtenir une région du génome non couverte

(de l’ordre de 700 bases). L’assemblage issu de l’algorithme Vicuna [Yang et al., 2012] a

permis d’obtenir une couverture de plus de 96 % relativement à la séquence du VHC 7a

précédemment décrite.

Pour le séquençage par synthèse, un séquençage de type shotgun a été réalisé par notre

partenaire. Cela consiste à découper aléatoirement le matériel génomique à la longueur

adaptée au séquenceur. Ici, le séquençage lisait les 2 extrémités des fragments d’ADN sur

250 bases (séquençage « paired-end »). Le matériel génomique du VHC n’ayant pas été

sélectionné par une PCR avant séquençage, il a fallu extraire les reads du virus lors d’une

phase de décontamination supprimant le génome humain en mettant en œuvre l’algo-

rithme Deconseq [Schmieder et al., 2011]. Enfin, l’assemblage de novo du génome entier

du VHC a fait appel ici aux méthodes « seed and extend » [Hunt et al., 2015] et OLC

[Yang et al., 2012]. L’assemblage issu de la méthode « seed and extend » a permis d’obte-

nir une couverture de plus de 99 % relativement à la séquence du VHC 7a précédemment
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a b s t r a c t

We report the near-full-length genome sequence of a hepatitis C virus (HCV) isolate from a man origi-

nating from Democratic Republic of Congo, the genotype of which could not be determined by the

routinely used sequencing technique. The near-complete genome sequence of this variant BAK1 was

obtained by the association of two next-generation sequencing technologies. Evolutionary analysis in-

dicates that this isolate, BAK1, could be the first reported strain belonging to a new HCV-7b subtype. This

new subtype has been incorrectly identified as genotype 2 by the Versant HCV Genotype 2.0 assay (LiPA).

The requirement of three independent isolates has been filled, and a new subtype can be assigned. More

examples of HCV-7 are required to better understand its origin, its pathogenicity and its relationship

with genotype 2. M. Salmona, CMI 2016;22:947.e1e947.e8

© 2016 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All

rights reserved.

Introduction

Hepatitis C virus (HCV) is a single-stranded, positive-polarity

RNA virus classified in the genus Hepacivirus, a member of the

family Flaviviridae. A single open reading frame 9600 nucleotide

bases long encodes for ten genes in the following order: 50-C-E1-

E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-30 [1]. On the basis of

genetic differences, HCV strains have been classified into seven

genotypes and at least 65 subtypes which differ from each other

from30 to 33% and 20 to 25%, respectively [2,3]. HCV genotypes and

subtypes vary in their geographical distribution and display high

genetic diversity, except for genotype 5 and for the recently

described genotype 7.

Here we report a novel HCV variant identified in a HIV-infected

50-year-old man originating from Kinshasa in the Democratic Re-

public of Congo (DRC). The near-complete genome sequence of this

variant was obtained by the association of two next-generation

sequencing (NGS) technologies.

Materials and Methods

Subject and sample

The HCV isolate (BAK1) characterized in this study was identi-

fied from a plasma of a HIV-infected heterosexual man originating

from the DRC. This patient was previously found to be anti-HCV

positive by the Architect HCV enzyme immunoassay (Abbott

Diagnostic, Chicago, IL, USA) in January 2010. HCV plasma RNAwas

at 6.81 log IU/mL (Abbott RealTime HCV assay; Abbott, Rungis,

France). Aminotransferases werewithin the normal range. The liver
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biopsy carried out in 2010 found minimally active chronic hepatitis

(score Metavir A1F1).

The route of infection has not been confirmed, but the patient

was not an injection drug user, and he had an appendectomy in

1981 in Kinshasa.

Antiretroviral therapy was started in January 2010 with abaca-

vir, lamivudine (Kivexa) and ‘boosted’ lopinavir (Kaletra). Since

then many antiretroviral therapy changes were done without

controlling the HIV virus load as a result of poor patient compli-

ance. Between 2010 and 2015 no HCV therapy was attempted.

Next-generation sequencing

The nearly complete virus genome was obtained from a plasma

sample collected in January 2013. HCV RNA level was 9 010 000 UI/

mL (6.96 log UI/mL) with the COBAS TaqMan HCV Test v2 (Roche

Diagnostics, Mannheim, Germany). Two different NGS approaches

were used and combined.

The first one used long-range PCR coupled with ultradeep pyro-

sequencing as previously described [4]. Briefly, total nucleic acid

were extracted from 1 mL of plasma on an EasyMag (bioM�erieux,

Marcy l’Etoile, France) and treated with Turbo DNAse Ambion (Life

Technologies,Waltham,MA, USA). After a reverse transcription step,

a long-range PCR was performed to amplify the HCV near-complete

genome in a single fragment. The near-whole-genome ampliconwas

then sequenced using a Roche 454 GS Junior (Roche Diagnostics).

Trimming was performed using Cutadapt [5]. De novo assembly was

generated using Vicuna (Broad Institute) [6] and Newbler (Roche

Diagnostics). Sanger sequence (nt 2389 to 3074) was performed to

cover the gap observed with 454 GS Junior data.

In parallel, a shotgun NGS approach was used on the Illumina

MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA). Briefly, after a treatment by

Turbo DNAse Ambion to remove cellular DNA, RNA was extracted

from 1mL of plasma on the EasyMag system (bioM�erieux). Nucleic

acids were converted to cDNA using random hexamer primers in a

30 mL reaction with Superscript III reverse transcriptase (Invi-

trogen, Waltham, MA, USA), followed by two rounds of second-

strand synthesis using Sequenase (Affymetrix, Santa Clara, CA,

USA) and 25 cycles of PCR amplification using high-fidelity

AccuTaq DNA polymerase (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).

Amplified cDNA was purified using AMPure XP beads (Beckman

Coulter, Brea, CA, USA) and quantitated using Qubit Fluorometer

and Qubit dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies). One nanogram

of dsDNA was used as input for the Nextera XT DNA Sample

Preparation Kit for NGS library generation (Illumina). The library

was then sequenced on an Illumina MiSeq 2000 system according

to standard Illumina protocols, creating 250 nt paired-end reads.

Extraction of HCV reads was performed using DeconSeq [7]. De

novo assembly was obtained using IVA software (Sanger Institute)

[8] and Vicuna [6].

Discrepancies between the complete sequences generated by

the two methods and analysed by two different algorithms, plus

Sanger sequencing, were resolved as follows: when three out of

four or five analyses gave the same result, it was included in the

consensus sequence; when different nucleotide corresponded to a

minor population found with the other assay in a minimum of 30

reads, the corresponding degenerated base was included in the

consensus sequence; and when the discrepancy did not correspond

to a minor population in the other assay, the nucleotide chosenwas

the one corresponding to the largest number of reads.

Alignment

The set of reference sequences used for the phylogenetic anal-

ysis and the sequence distance calculations are listed in the

Appendix. These sequences include representative examples of all

currently classified genotypes and subtypes of HCV [2] and a

further variants yet to be assigned a subtype letter as listed in the

HCV classification list (http://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/

flaviviridae/w/sg_flavi/56.hcv-classification). Sequences were

aligned by MUSCLE [9] using log expectation scores. Alignments of

coding regions were performed by codon.

Reconstruction of phylogenetic trees

Evolutionary analyses and phylogenetic tree estimation were

performed with MEGA6 [10]. The best algorithm was chosen ac-

cording to the lowest value of the Bayesian information criterion.

Phylogenetic trees were then calculated with the maximum-

likelihood method on the general time-reversible model [11]. A

discrete gamma distribution (four categories) was used to model

evolutionary rate differences among sites. All positions containing

gaps andmissing datawere eliminated. The statistical robustness of

branches was estimated by 1000 bootstrap replicates. Phylogenetic

analysis of the NS5B were also performed, adding three sequences:

QC272 obtained from a 15-year-old female patient in 2005,

CS101285 and CS101300 all three previously described from the DRC

(https://patents.google.com/patent/EP1536024A1/en) [12].

Divergence scan

Divergence scans were performed using the program Sequence

distance in SSE 1.2 software [13], with groups assigned to individual

genotypes for calculation of mean inter- and intragenotype dis-

tances. Single examples of each assigned subtypewere used for this

analysis (Appendix).

Recombination analysis

Bootscan [14] and Grouping scan [15], both implemented in the

SSE sequence editor package [13], were used with HCV-7a or BAK1

as query sequences and examples of sequences of other genotypes

as referents, grouped by genotype. Analysis was performed on

fragments 300 bases in length, incrementing by 15 bases in suc-

cessive fragments across the genome. Because of the uneven

numbers of sequences assigned to each group (with only one and

two example sequences available for genotypes 5 and 7), the small

group size option was used in the Grouping scan.

Results

HCV genotyping and sequencing

HCV genotype of the patient was first determined by NS5B

Sanger sequencing [16]. A 387 bp fragment of NS5B was easily

amplified, but the genotype could not be determined by searching

for homology with other sequences in GenBank data base using

BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). The Versant HCV

Genotype 2.0 assay (LiPA) (Siemens, St Denis, France) was used in

parallel. HCV isolate reacted with lines 5, 9, 11 and 20, pointing to

genotype 2.

lllumina sequencing generated 7 077 778 reads. Of these,

389 396 reads (5.5%) corresponded to the HCV isolate and were

analysed. Mean read length was 132.7 ± 65.1 bp. With a median

depth of coverage of 5116 (interquartile range (IQR), 3022e7336),

these reads were assembled de novo using IVA to provide a

coverage of 99.8% of the QC69 HCV genome (EF108306.2). Another

analysis of the same data was performed using Vicuna.

Sequencing using the 454 GS Junior generated 247 947 reads, of

which 101767 passed the filters. Mean read length was
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855.9 ± 149.3 bp. With a median depth of coverage of 1193 (IQR,

997e1456), these reads were assembled de novo using Vicuna to

provide a coverage of 96.2% of the QC69 HCV genome. Another

analysis of the same data was performed using Newbler. To

generate a consensus sequence, nt 2691 to 2835 (in the numbering

of the QC69 (EF108306.2) genome) were missing and were there-

fore completed using Sanger sequencing (nt 2389 to 3074).

The final consensus sequence of BAK1 consisted of 9382 nucle-

otides. BAK displayed a single open reading frame of 3014 aa. The

amino acid lengths of the predicted cleavage proteins are 191

(Core), 194 (E1), 365 (E2), 63 (P7), 217 (NS2), 631 (NS3), 54 (NS4A),

261 (NS4B), 446 (NS5A) and 592 (NS5B). The 50 untranslated region

(UTR) was complete based on alignment to known complete ge-

nomes and consisted of 342 nucleotides, while the 30 UTR was not

amplified.

HCV phylogenetic analysis

The maximum-likelihood tree on the complete coding region

(Fig. 1) showed that BAK1 clustered with QC69, the unique repre-

sentative of the genotype 7 also isolated in a patient originating

from the DRC [12]. Comparison of branch lengths indicated that

other HCV genotypes (3 and 6) possess variants as divergent from

each other as between BAK1 and genotype 7a, consistent with its

Fig. 1. Maximum-likelihood phylogeny estimated from HCV complete coding region. Sequence analysed corresponded to near-full-length coding region. For all genotypes, lowest

common branch shared by all subtypes is labelled with its bootstrap value (n ¼ 1000). BAK1 isolate described in this study is in boldface type. Scale bar represents 0.1 nucleotide

substitution per site. HCV, hepatitis C virus.
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assignment as a subtype of genotype 7 rather than as a new ge-

notype. Consistent with the first description of genotype 7a [12],

the clade containing QC69 and BAK1 branched more closely with

genotype 2 variants than with other genotype variants.

Phylogenetic analysis of the NS5B partial genome showed

that BAK1 clustered with previously described QC69, QC272,

IG93306 (CS101285) and IG93305 (CS101300) [12] (https://patents.

google.com/patent/EP1536024A1/en) (Fig. 2). QC272 and BAK1

were closely related to each other but distinct from QC69, IG93306

(CS101285) and IG93305 (CS101300). Furthermore, another patient

VELA followed in Grenoble University Hospital but also originating

from the DRC was found infected by a virus whose NS5B Sanger

sequence grouped phylogenetically with BAK1 and QC272 (Fig. 2).

These results are consistent with complete genome data, and

the three isolatesdQC272, BAK1 and VELAdmay therefore repre-

sent a new unclassified subtype lineage.

To further clarify its assignment as a genotype 7 subtype rather

than a new genotype, sequence relationships across the genome

were analysed by calculating pairwise sequence distances and

phylogeny relationships of BAK1 with other HCV genotypes in

consecutive fragments of the alignments (Figs. 3 and 4). First a

divergence scan was performed to determine whether sequence

distances between BAK1 and the genotype 7a sequence, QC69

(EF108306), were within the inter- or intragenotype range in dif-

ference parts of the genome (Fig. 3). Distances between BAK1 and

the genotype 7a variant QC69 values were compared with mean

distances between each of the classified genotypes and within

genotypes (using single sequences to represent each assigned

subtype; Fig. 3). Mean intragenotype distances were consistently

lower than intergenotype distances among currently classified

genotypes of HCV. The divergence between BAK1 and 7a was in-

termediate, which is not typical of the majority of distances from

other genotypes. While this analysis shows mean inter- and

intragenotype distances, other outlier sequences may produce

similar intermediate distances comparable to those between BAK1

and HCV-7a. For example, the highly divergent JF735121 sequence,

Fig. 2. Maximum-likelihood phylogeny estimated from HCV NS5B region. Phylogeny was reconstructed using NS5B sequences (239 nt long) of genomes included in Fig. 1 and of

isolates QC272, IG93306 and IG93305. Branch with bootstrap support of >60% are labelled with their bootstrap support values. BAK1 and VELA isolates described in this study are in

boldface type. Genotypes 1 to 6 have been collapsed for clarification. Phylogeny is midpoint rooted. Scale bar represents 0.1 nucleotide substitution per site. HCV, hepatitis C virus.

Fig. 3. Comparison of distances between BAK1 (HCV-7x) and HCV-7a with intra- and

intergenotype distance of other HCV genotype. Sequence divergence between BAK1

(HCV-7x) and HCV-7a (black line) was compared to intra- and intergenotype distances

of HCV genotypes 1 to 7. Mean distances were calculated using sliding window of 300

bases incrementing by 15 bases across genome using program Sequence Distance in

SSE software. HCV, hepatitis C virus.
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classified as genotype 3h, was also more divergent from other ge-

notype 3 subtypes (e.g. genotype 3a) than is typical for intra-

genotype distances.

Phylogenetic methods were used to determine potential

changes in the grouping of the BAK1 with other genotypes across

the genome. Twomethods were used for this analysis. The first was

boot scanning [14], in which bootstrap support for grouping of the

query sequence (BAK1) was determined for consensus sequences of

each of the classified HCV genotypes (Fig. 4(A)). The second was the

Grouping scan, which records the depth of grouping of the query

sequence within the clade of sequences representing each geno-

type [15] (Fig. 4(B)).

Although both methods use phylogenetic grouping scores to

indicate relatedness, boot scanning is prone to misleading

identification of phylogeny relationships for data sets with minor

differences in branching order at the base of the tree (a phenom-

enon exacerbated by long branch attraction and other stochastic or

convergent sequence similarities that create artefactual groupings).

In contrast, the Grouping scan scores are based on clustering within

clades, with only values greater than 0.5 indicative of the grouping

of a query sequence within a genotype clade. This second approach

provides a more robust indication of phylogenetic relatedness than

the Bootscan algorithm.

Using both methods, BAK1 grouped phylogenetically with the

genotype 7a sequence throughout most of the genome (Fig. 4),

exceptions being at the extreme 50 end and a regionwithin the NS3

region (between positions 4000 and 5000 nt). To demonstrate that

the grouping of BAK1 with genotype 7a was not an artefact of the

Fig. 4. (A) Bootscan and (B) Grouping scan of BAK1 as reference sequence with representative complete genome sequences of HCV genotypes 1 to 7. Analysis by both methods used

sliding window of 300 bases, incrementing by 15 bases across genome. Because genotype 7a was represented by single sequence in analysis, small group correction factor was

selected in Grouping scan. HCV, hepatitis C virus.
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analysis methods, an equivalent analysis of the genotype 7a

sequence as a query and genotype 1 to 6 sequences as referents was

performed (Supplementary Fig. S1). There was a high degree of

nonspecificity in the boot-scanning method (Supplementary

Fig. S1(A)), with multiple regions showing apparent groupings

with a range of genotypes across the genome. In contrast, grouping

score values were consistently below 0.5 for all genotypes in almost

the entire genome (Supplementary Fig. S1(B)). This lack of grouping

contrasts with the extended regions observed between BAK1 and

genotype 7a (Fig. 4B).

Resistance-associated nucleotide polymorphism

Because sensitivity of genotype 7 to therapy is unknown, we

searched for polymorphisms associated with baseline resistance

according to the study of Lontok et al. [17] for BAK1 and QC69

consensus sequences (Table 1). The presence of serine in BAK1 or a

glycine in QC69 in position 54 as well as a valine in position 132 of

NS3 for both strains could impair response to first-generation

protease inhibitors theoretically reserved to genotype 1. The mu-

tation S122G found in QC69 was also detected in some patients

whose infection failed to respond to simeprevir therapy, but half-

maximal effective concentration (EC50) fold change remained mi-

nor. Most important were the mutations Q/L30S þ Y93H, which

were detected in both strains in the NS5A region. In genotype 4 the

association of these two mutations increases the EC50 (100 000�)

to ledipasvir [18]. In NS5B, G554S found in BAK1 and S556G found

in both strains confer a high level of resistance to dasabuvir for

genotype 1a (�198 and �32 of EC50, respectively) [19].

Discussion

In this study, we report the near-complete genome sequence,

obtained by two NGS methods, of an HCV isolate from a man

originating from the DRC. Phylogenetic trees based on the complete

genome sequences and on the NS5B sequences showed that BAK1

groups with genotype 7a (bootstrap 100%). Further phylogenetic

analysis were conducted on the BAK1 sequence to determine its

assignment as a divergent member of genotype 7 or as a separate

new genotype.

BAK1 shows bootstrap-supported clustering with genotype 7a

on phylogenetic analysis of the complete polyprotein sequence,

indicative of its potential classification as a divergent subtype of

genotype 7 rather than a new genotype. Comparison of branch

lengths indicated that other genotypes of HCV (3 and 6) also

possess members as divergent from each other as between BAK1

and genotype 7a. Phylogenetic clustering with genotype 7a was

evident throughout the genome, with the exception of certain short

genome regions where no close relationship to any genotype was

evident (Fig. 4).

BAK1 showed an intermediate level of sequence divergence,

with distance between HCV-7a and BAK1 at the top end of the range

of values of mean intragenotype distances of other genotypes

(Fig. 3) and at the lower end of the range of intergenotype dis-

tances. Similarly intermediate values are also observed for more

divergent subtypes of other genotypes (e.g. genotypes 3a and 3h).

The classification of HCV into genotypes has been based pri-

marily on phylogeny because it was recognized in many of the

original analyses of more divergent HCV variants (such as proposed

genotypes 7 to 11 [20e22]) that they could not support the

assignment of strict divergent thresholds with which to delineate

genotype and subtype categories [3]. The relationship of BAK1 to

HCV-7a presents a similar issue, and on the basis of expert

consensus [2,3], BAK1 would be more consistently regarded as an

HCV-7 subtype, not a new genotype. Partial HCV sequences were

also described for two unrelated patients: QC272 described by

Murphy et al. [12] and the isolate VELA found in Grenoble. The

requirement of three independent isolates is therefore fulfilled, and

a new subtype can be assigned.

The pathogenicity of this new subtype is unknown because it is

based on only a few patients. Moreover, the date and duration of

infection are unknown, making it difficult to determine the path-

ogenicity of this virus strain. As a result of the absence of significant

fibrosis, no treatment was initiated at the time of diagnosis for

BAK1. The patient VELA from Grenoble had normal liver enzymes,

and noninvasive testing showing moderate liver fibrosis (Fibroscan

score of 4.9 kpA and Fibrotest score of 0.58) requiring treatment.

HCV-7b subtype gave unreliable results when using the com-

mercial LiPA frequently used in clinical practice. BAK1was classified

as genotype 2 on the 50 UTR nucleotide sequence and identified as

unclassified on the E1/Core sequence. The BAK1 LiPA results were

consistentwith the previous result foundbyMurphyet al. [12] for the

QC272 strain, which was also identified as a genotype 2 by LiPA. This

result would lead to treating the patient with sofosbuvireribavirin

Table 1

Polymorphisms associated with resistance to NS3 protease and NS5A and NS5B polymerase inhibitors in near-complete genome sequences of HCV genotype 7

Protein Amino acid position Reference amino acid Drug Substitution

QC69 BAK1

NS3 36 V Telaprevir, asunaprevir La La

NS3 54 T Boceprevir, telaprevir Ga Sb

NS3 55 V Boceprevir, asunaprevir, paritaprevir Pc V

NS3 80 Q Simeprevir Dc Ec

NS3 122 S Simeprevir Ga Kc

NS3 132 I Telaprevir Va V/Ia

NS3 168 D All anti-NS3 drugs Qc Qc

NS3 175 M Boceprevir M La

NS5A 30 Q/R/L Daclatasvir G4 Sb Sb

NS5A 62 E Daclatasvir G1b Lc Nc

NS5A 92 A Daclatasvir G1b Sc A

NS5A 93 Y Daclatasvir, ledipasvir, ombitasvir Hb Hb

NS5B 414 M Dasabuvir M Ac

NS5B 421 A Beclabuvir Vb Vb

NS5B 553 A Dasabuvir Vc Fc

NS5B 554 G Dasabuvir Cc Sa

NS5B 556 S Dasabuvir Gb Gb

a Substitution detected in <10% of patients whose treatment failed [17].
b Substitution detected in >10% of patients whose treatment failed.
c Substitution on associated resistance position.
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dual therapy (http://www.hcvguidelines.org/). Sensitivity of geno-

type 7 to therapy is unknown. On the basis of nucleotide sequence,

some baseline resistance-associated polymorphisms could affect

treatment issue (Table 1) [17]. Regarding mutations detected in the

NS5A region (Q/L30S þ Y93H), it seems that actual anti-NS5A drugs

should be avoided in this patient.

The genetic diversity and distribution of HCV genotypes is

poorly documented in central Africa, with few studies reporting

genotype and subtype distributions in the DRC [23,24]. The main

subtypes observed in Western countries (1a, 1b and 3a) were not

found in the DRC. The most common genotype was genotype 4, but

genotype 2 was also found in the DRC. However, to date, all seven

genotypes described originated from individuals likely infected in

the DRC. Intriguingly, the genotype 7 lineage branches more closely

with the genotype 2 clade than any other; studies on the origin of

genotype 2 have showed that Ghana, in West Africa, was the most

likely country of origin of HCV-2 [25]. In contrast, genotypes 1 and

4, which also show some phylogenetic affinity (bootstrap support

for their common branch was 100%; Fig. 1) shows a geographical

distribution in Nigeria, Gambia and elsewhere in Central Africa that

lies geographically between the regions where genotypes 2 and 7

have been detected and are most genetically diverse. More exam-

ples of HCV-7 are required to better understand its origin and its

relationship with genotype 2.

Nucleotide sequence accession numbers

The newly described sequences in this study were deposited

in GenBank under the accession numbers KX092342 (BAK1), and

KX789412 (VELA).
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Appendix

Whole sequence data set of reference sequences

1a_AF009606, 1a_M62321, 1a_M67463, 1a_HQ850279,

1a_EF407457, 1b_D90208, 1b_M58335, 1b_EU781827,

1b_EU781828, 1c_D14853, 1c_AY051292, 1c_AY651061,

1d_KJ439768, 1e_KC248194, 1g_AM910652, 1h_KC248198,

1h_KC248199, 1i_KJ439772, 1j_KJ439773, 1l_KC248193,

1l_KC248197, 1l_KC248196, 1m_KJ439778, 1m_KJ439782,

1n_KJ439781, 1n_KJ439775, 1k_KJ439774, 1_HQ537007,

1_AJ851228, 1_KC248195, 1_KJ439780, 1_KJ439779, 1_KJ439776,

1_KJ439777, 2a_D00944, 2a_AB047639, 2a_HQ639944,

2b_D10988, 2b_AB030907, 2b_AB661388, 2b_AB661382,

2c_D50409, 2c_JX227949, 2d_JF735114, 2e_JF735120,

2f_KC844042, 2f_KC844050, 2i_DQ155561, 2j_HM777358,

2j_JF735113, 2j_HM777359, 2k_AB031663, 2k_JX227953,

2m_JF735111, 2m_JX227967, 2q_FN666428, 2q_FN666429,

2r_JF735115, 2t_KC197238, 2u_JF735112, 2_JF735116, 2_JF735118,

2_JF735117, 2_JF735119, 2_JF735110, 2_KC197236, 2_KC197237,

2_KC197239, 3a_D17763, 3a_D28917, 3a_X76918, 3a_JN714194,

3b_D49374, 3b_JQ065709, 3d_KJ470619, 3e_KJ470618,

3g_JX227954, 3g_JF735123, 3h_JF735121, 3h_JF735126,

3i_FJ407092, 3i_JX227955, 3k_D63821, 3k_JF735122, 3_JF735124,

4a_Y11604, 4a_DQ988074, 4a_DQ418789, 4b_FJ462435,

4c_FJ462436, 4d_DQ418786, 4d_FJ462437, 4d_EU392172,

4f_EF589161, 4f_EU392175, 4f_EU392174, 4g_FJ462432,

4g_JX227971, 4g?_JX227963, 4k_EU392173, 4k_FJ462438,

4k_EU392171, 4l_FJ839870, 4l_JX227957, 4m_FJ462433,

4m_JX227972, 4n_FJ462441, 4n_JX227970, 4�_FJ462440,

4�_JX227977, 4p_FJ462431, 4q_FJ462434, 4r_FJ462439,

4s_JF735136, 4r_JX227976, 4t_FJ839869, 4v_HQ537009,

4v_JX227959, 4v_HQ537008, 4v_JX227960, 4w_FJ025855,

4w_FJ025856, 4_FJ025854, 4_JX227964, 4_JF735127, 4_JF735132,

4_JF735131, 4_JF735130, 4_JF735129, 4_JF735138, 4_JF735135,

4_JF735134, 5a_AF064490, 5a_Y13184, 6a_Y12083, 6a_AY859526,

6a_HQ639936, 6a_EU246930, 6b_D84262, 6c_EF424629,

6d_D84263, 6e_DQ314805, 6e_EU246932, 6e?_EU246931,

6f_DQ835760, 6f_EU246936, 6g_D63822, 6g_DQ314806,

6h_D84265, 6i_DQ835770, 6i_DQ835762, 6j_DQ835769,

6j_DQ835761, 6k_D84264, 6l_EF424628, 6l_JX183556,

6m_DQ835767, 6m_DQ835766, 6n_DQ278894, 6n_DQ835768,

6n_EU246938, 6�_EF424627, 6�_EU246934, 6p_EF424626,

6q_EF424625, 6r_EU408328, 6s_EU408329, 6t_EF632071,

6t_EU246939, 6u_EU246940, 6v_EU158186, 6v_EU798760,

6v_EU798761, 6w_DQ278892, 6w_EU643834, 6w_EU643836,

6xa_EU408330, 6xa_EU408332, 6xa_EU408331, 6xb_JX183552,

6xb_KJ567645, 6xc_KJ567651, 6xd_L23_KM252789,

6xd_L347_KM252790, 6xd_L394_KM252791, 6xe_JX183557,

6xe_km98_KM252792, 6_DQ278891, 6_DQ278893, 6_JX183558,

6_JX183553, 6_JX183554, 6_JX183551, 6_JX183549, 6_JX183550,

6_KJ470620, 6_KJ470621, 6_KJ470622, 6_KJ470623, 6_KJ470624,

6_KJ470625, 6_KC844039, 6_KC844040, 7a_EF108306.

Single examples of each subtype

1a_AF009606, 1b_D90208, 1c_D14853, 1d_KJ439768,

1e_KC248194, 1g_AM910652, 1h_KC248198, 1i_KJ439772,

1l_KC248193, 1m_KJ439778, 1n_KJ439781, 1k_KJ439774,

1_HQ537007, 1_AJ851228, 1_KC248195, 1_KJ439780, 1_KJ439779,

1_KJ439776, 1_KJ439777, 2a_D00944, 2b_D10988, 2c_D50409,

2d_JF735114, 2e_JF735120, 2f_KC844042, 2i_DQ155561,

2j_HM777358, 2k_AB031663, 2m_JF735111, 2q_FN666428,

2r_JF735115, 2t_KC197238, 2u_JF735112, 2_JF735116, 2_JF735118,

2_JF735117, 2_JF735119, 2_JF735110, 2_KC197236, 2_KC197237,

2_KC197239, 3a_D17763, 3b_D49374, 3d_KJ470619, 3e_KJ470618,

3g_JX227954, 3h_JF735121, 3i_FJ407092, 3k_D63821, 3_JF735124,

4a_Y11604, 4c_FJ462436, 4d_DQ418786, 4f_EF589161,

4g_FJ462432, 4k_EU392173, 4l_FJ839870, 4m_FJ462433,

4n_FJ462441, 4�_FJ462440, 4p_FJ462431, 4q_FJ462434,

4r_FJ462439, 4s_JF735136, 4t_FJ839869, 4v_HQ537009,

4v_HQ537008, 4w_FJ025855, 4_FJ025854, 4_JX227964,

4_JF735127, 4_JF735132, 4_JF735131, 4_JF735130, 4_JF735129,

4_JF735138, 4_JF735135, 4_JF735134, 5a_AF064490, 6a_Y12083,

6b_D84262, 6c_EF424629, 6d_D84263, 6e_DQ314805,

6f_DQ835760, 6g_D63822, 6h_D84265, 6i_DQ835770,

6j_DQ835761, 6k_D84264, 6l_EF424628, 6m_DQ835767,

6n_DQ278894, 6�_EF424627, 6p_EF424626, 6q_EF424625,

6r_EU408328, 6s_EU408329, 6t_EF632071, 6u_EU246940,

6v_EU158186, 6w_DQ278892, 6w_EU643836, 6xa_EU408330,

6xb_JX183552, 6xc_KJ567651, 6xd_L23_KM252789, 6xe_JX183557,

6_DQ278891, 6_DQ278893, 6_JX183558, 6_JX183553, 6_JX183554,

6_JX183551, 6_JX183549, 6_JX183550, 6_KJ470620, 6_KJ470621,

6_KJ470622, 6_KJ470623, 6_KJ470624, 6_KJ470625, 6_KC844039,

6_KC844040, 7a_EF108306

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data related to this article can be found at http://

dx.doi.org/10.1016/j.cmi.2016.07.032.
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3

Dynamique de l’évolution intra-patient du

VHC par NGS

3.1 Using high-throughput sequencing for investigating

intra-host hepatitis C evolution over long retrospec-

tive periods

Dans cet article, nous avons voulu étudier la relation entre l’absence de réponse au trai-

tement associant l’Interféron pegylé à la Ribavirine et la variation et la dynamique de

l’évolution virale de 2 régions du génome du VHC (Core et NS5B) au cours du traitement

et des années qui ont suivi pour 2 patients suivis pour une hépatite C chronique. La région

Core étant plus conservée et jouant un rôle de contrôle, la région NS5B est particuliè-

rement étudiée car elle permet la génération de l’ARN polymérase ARN dépendante du

VHC qui permet sa réplication.

Les 2 patients de l’étude avaient des dates d’infection et de traitement connues et une

durée de suivi de 10 et 13 ans. Un pyroséquençage d’amplicons des gènes cibles (Core

et NS5B) a été réalisé pour chaque échantillon temporel. Les séquences ont été filtrées

avant analyse pour notamment prendre en compte le profil d’erreur du pyroséquençage

(suppression des indels liés aux répétitions d’homopolymères).

La composition des échantillons en termes de génotypes et sous-types a été identifiée en
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utilisant l’algorithme BLAST. La diversité nucléotidique a été calculée tel que précisé

précédemment pour chaque échantillon (cf. 1.5.5).

Les résultats de cette première phase d’analyse nous révèlent que nos patients présentent

des infections multiples à des génotypes (patient 1 : 1b & 4/4k) et sous-types (patient

2 : 1b & 1a) différents. Par exemple, pour les 2 régions (Core et NS5B) du patient 1, le

génotype 4/4k apparaît l’année du traitement et s’impose sur le génotype 1b à la fin de la

période d’observation (cf. Figure 3.1 A & C).

Toujours pour le patient 1, la diversité nucléotidique de la région NS5B présente une forte

augmentation l’année du traitement synchrone avec l’apparition du génotype 4/4k. Elle est

suivie par une période de décroissance progressive après traitement. Pris séparément, les

génotypes 1b présentent une décroissance de leur diversité nucléotidique sur cette région

alors que la diversité des génotypes 4/4k présente des valeurs plus stables (cf. Figure 3.1

D). Quant à la diversité nucléotidique de la région Core, elle présente un niveau constant

sur la période d’observation (cf. Figure 3.1 B).

Pour le patient 2, la diversité nucléotidique de la région NS5B présente une évolution

analogue avec une augmentation après traitement et une décroissance à un niveau inférieur

à la fin de la période d’observation.

L’exploration de la structure génétique de la population virale et de son évolution tempo-

relle pour l’ensemble des échantillons de la région NS5B a été réalisée par une analyse en

composantes principales sur les sites ARN polymorphes.

Pour les 2 patients, les représentations graphiques des 2 premières composantes prin-

cipales reproduisent l’évolution temporelle des fréquences des génotypes et sous-types

obtenues dans l’analyse précédente. Pour le patient 1, le premier axe sépare clairement les

souches du génotype 1 de celles du génotype 4. La position sur cet axe de chaque read est

entièrement en accord avec la composition de l’échantillon correspondant. Le deuxième

axe sépare les échantillons selon leur date d’échantillonnage (cf. Figure 3.2).

Lorsque nous avons mis en œuvre l’analyse en composantes principales pour chaque gé-
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A B S T R A C T

Collections of biological samples held by hospitals represent invaluable resources for conducting retrospective
evolutionary studies of chronic infections. Using high-throughput sequencing, those collections permit analysis
of within-host genetic diversity over long follow-up periods, and allow a better understanding of resistance to
treatment regimes during disease evolution. Here, we studied the evolution of hepatitis C virus (HCV) popu-
lations in two patients with an absence of response to dual therapies. We implemented amplicon sequencing to
survey genomic variation at the Core and NS5B regions of HCV over a period of 13 years from blood samples
obtained at multiple time points. We observed mixed infection by multiple HCV genotypes in both patients.
Genetic heterogeneity and sample composition analysis provided information about the changes in viral po-
pulation over the course of clinical treatment, with NS5B experiencing an increase in diversity after treatment
initiation. Secondary infections were estimated to predate treatment year, and our results pointed towards di-
versifying selection occurring post-treatment, acting on standing genomic variation and maintaining high ge-
netic heterogeneity during infection. For these two patients infected with multiple HCV genotypes, the main-
tenance of viral diversity was explained with the hypothesis of soft selective sweep started at the same time as
antiviral treatment was initiated.

1. Introduction

Patient sample collections held by public hospitals contain an in-
valuable source of data to answer questions about pathogen evolution
and human health (Andersen et al., 2015; Crawford et al., 2015; Holmes
et al., 2016). In recent years, high-throughput sequencing (HTS) tech-
nologies have enabled studies of viral populations over the course of
infection by allowing the rapid acquisition of thousands of short RNA
sequences from multiple time-point samples (Nelson and Hughes,
2015). HTS has become an essential tool in describing genetic hetero-
geneity and in understanding intra-patient evolutionary dynamics of
viral species (Beerenwinkel et al., 2012). More specifically HTS has
been applied to describe within-host diversity of HCV (Lauck et al.,
2012; Li et al., 2011; Ramachandran et al., 2011), to detect transmis-
sion bottlenecks in infection (Wang et al., 2010), to predict response to
triple therapy in chronic HCV patients and evaluate resistance variants
of protease inhibitors (Larrat et al., 2015a), and to study the response of

HCV to selection imposed by antiviral drugs (Ahmed and Felmlee,
2015). In spite of the importance of understanding within-host evolu-
tionary dynamics of HCV, surveys of intra-host evolution of genotypes
of chronically infected patients along extended periods of time have,
however, remained relatively infrequent (Culasso et al., 2014;
Raghwani et al., 2016). In this study, HTS were used to conduct a
retrospective analysis of virus evolution from blood samples of two
chronically infected HCV patients.

During the course of infection, HCV evolves rapidly and results in
quasi-species (Eigen et al., 1988; Gregori et al., 2013). The quasi-spe-
cies composition of HCV populations allows the virus to escape the
immune response and develop resistance to treatment leading to
chronic infection (Bull et al., 2011; Larrat et al., 2015b; Lauring et al.,
2013; Pellerin et al., 2004; Vermehren and Sarrazin, 2012). HCV has
been classified into 7 genotypes, which differ from each other from 30%
to 33% at the nucleotide level, and 65 subtypes, which differ from each
other from 20% to 25% (Simmonds et al., 2005; Smith et al., 2014). The
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evolution of drug resistance occurs by the fixation of specific drug-re-
sistance mutations, and HCV genotypes and subtypes confer differential
resistance to multiple therapies. Fifteen years ago, HCV treatments
were based on dual therapies with interferon-alpha and ribavirin. For
these treatments, genotypes 1 and 4 were known to be more resistant
than genotypes 2 and 3 to the antiviral action of interferon-alpha and
ribavirin (Pawlotsky, 2009). However the mechanisms by which re-
sistance occurred in patients with mixed infections from multiple gen-
otypes remained unknown (Schröter et al., 2003). It had been hy-
pothesised that resistance to treatment in RNA viruses could involve
either hard or soft selective sweeps (Feder et al., 2016; Pennings et al.,
2014). In a classic or ‘hard’ sweep, a resistance mutation arises in a
single viral particle, and ultimately reaches fixation in the entire intra-
patient population (Burke, 2012; Smith and Haigh, 1974). As this
mutation spreads to the whole population, background mutations
linked to it also increase in frequency, and reduce genetic diversity in
the population. A ‘soft’ selective sweep, by contrast, describes the dy-
namics of selection acting on mutations present on many particles in a
population with standing genetic variation (Hermisson and Pennings,
2005). Resistance mutations originate multiple times on different ge-
netic backgrounds, and selection can increase overall genetic diversity.
Soft sweeps have been identified in HIV (Messer and Petrov, 2013;
Pennings, 2012), but this mode of selection has not been described in
longitudinal studies of HCV patients.

To understand chronic infection in non-responder patients treated
with dual therapy in the 2000's, we performed deep sequencing on two
regions of the HCV genome, Core (464 bp) and NS5B (381 bp). Multiple
genotypes and subtypes were detected in both patients. By using RNA
sequences from multiple time points, the evolution of genetic diversity
was reconstructed over a period of time greater than thirteen years. The
evolutionary dynamics of viral populations were studied by using
measures of nucleotide diversity, exploratory data analysis, coalescent
modelling and phylogenetic methods. Phylogenetic reconstruction on
temporal samples pinpointed population structure and complex evolu-
tionary dynamics of viral populations during infection. For these two
patients, our results supported the hypothesis of soft selective sweeps
underpinning intra-host evolution of multiple genotypes of HCV over
long time scales.

2. Materials & methods

2.1. Patients under study & sample preparation and sequencing

Two patients followed at Grenoble-Alpes University Hospital for a
chronic HCV infection were included in the study. The patients had a
known date of infection because of an identified transmission event due
to transfusion or professional exposure. The year of primary infection
was 1979 for patient 1, and 1970 for patient 2. Both patients were
treated with dual therapies based on pegylated interferon and ribavirin.
Patient 1‘s treatment had been administered for six months from
January to June 2003. Patient 2‘s treatment had been administered for
seven months from March to September 2008. The number of temporal
samples per patient was equal to 5 and 8, and a total of thirteen serum
samples were available over follow-up periods of 10 and 13 years

(Table 1). Informed consents for participating in research were ob-
tained from the patients and study was retrospectively carried out using
a biobank numbered DC 2008–680.

The samples were stored at −80 °C and were retrospectively ana-
lysed. HCV RNA was extracted from 1ml of plasma using EasyMAG
(bioMérieux, Marcy l'Étoile, France) with an elution volume of 25 μl.
Extracted RNA (15 μl) was purified using Turbo DNase Ambion (Life
Technologies, Cergy Pontoise, France), and cDNA was synthesised with
the AccuScript high-fidelity kit (Agilent, Garches, France) using random
primers. For nucleotide sequencing, the 454 GS Junior platform was
used (Roche Diagnostics). The Core region (nucleotides [nt] 288 to 751
according to reference HCV strain H77) (Pham et al., 2009) and the
NS5B (nt 8256–8636)(Sandres-Saune et al., 2003) region were ampli-
fied using Phusion Hot Start II (Finnzyme, Illkirch, France) and primers
described in (Pham et al., 2009; Sandres-Saune et al., 2003) which were
added universal M13 tails. The Polymerase Chain Reaction (PCR) cy-
cling conditions were initial denaturation at 95 °C for 15min followed
by 50 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 64 °C for
Core and 57 °C for NS5B 30s and elongation at 72 °C for 70s with a final
step of extension at 72 °C for 10min. Sample-specific multiplex iden-
tifier (MID) sequences associated with universal M13 sequence were
added with 25 cycles of PCR (56 °C 15 s, 72 °C 20s) using the same Taq
polymerase on PCR products 1:50 diluted.

The amplification efficacy was assessed using the Agilent DNA 1000
reagent kit and the Agilent 2100 expert bioanalyzer (Agilent, Les Ulis,
France). The expected amplicons were obtained for all the samples. The
amplicons were pooled equimolarly and purified using Agencourt
AMPure XP reagents (Beckman Coulter, Roissy, France). A library on
the amplicon pool was prepared using the GS Junior rapid library prep
kit. An emulsion PCR was run with the GS Junior emPCR (Lib-L) kit.
Sequencing was performed with a 454 GS Junior PicoTiterPlate to a
target depth reading of 1000×. For Core and NS5B regions respec-
tively, a mean of 22,071 +/− 3336 and 9209 +/− 969 reads per
nucleotide was obtained with a median length of 579 nt and 392 nt.

Sequence data preparation
The SFF files obtained from the 454 GS Junior were converted to the

standard FASTQ format using the Roche supplied sffinfo tool, a part of
the GS Data Analysis Package (http://www.454.com/products/
analysis-software/). Cutadapt (Martin, 2011) was used for adapter re-
moval. Corrections of 454 error modes such as homopolymer indels and
carry forward/incomplete extension (CAFIE) were performed using
RC454 (Henn et al., 2012) with a consensus assembly for each region
(Core/NS5B) generated by VICUNA (Yang et al., 2012). Additional
filtering by read sequence length (300 bp) was performed. Duplicate
sequences were removed from the final alignments, and their multi-
plicity values per patient and per time point were recorded. The Core
region sequences, which have been previously reported as being highly
conserved (μ=0.28–0.43×10−3 substitutions/site/year (Gray et al.,
2011)), were used as control and compared to GENBANK in order to
estimate a rate of sequencing error.

2.2. Sample composition and genetic heterogeneity analysis

Sampled genotypes and subtypes were identified by using the HCV
BLAST align tool on the HCV database web site (Kuiken et al., 2005).
For all samples, the frequencies of identified genotypes or subtypes
were computed from the BLAST outputs. Average identity scores,
computed as the percentage of each identified sequence having the
same residues at the same positions as the closest BLAST output se-
quence, were reported for all phylogenetic groups identified. Nucleo-
tide Diversity Estimates (NDEs) were obtained for each region and each
time point by using the R package pegas (Paradis, 2010; R Core Team,
2017). In addition, we estimated the median percentage of nucleotides
that differ between pairs of sequences at each time point. This measure
is similar to NDE, but more robust to multiple alignment errors. NDEs
and median estimates were computed before and after separating

Table 1

Patient and treatment information.

Patient id Infection
yeara

Treatment
durationb

Number of
samples

Range of
samples

1 DEHE 1979 Jan 2003 8 2002–2014
June 2003

2 AMCA 1970 Mar 2008 5 2005–2014
Oct 2008

a Infection by genotype 1 from blood transfusion or professional exposure.
b Dual therapy: pegylated interferon and ribavirin.

A. Caporossi et al. Infection, Genetics and Evolution 67 (2019) 136–144
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identified genotypes or subtypes in patient samples. Divergence rates
relative to the baseline were computed as the percentage of nucleotides
that differ between pairs of sequences in the baseline sample and at
each time point.

Within-patient viral population genetic structure and temporal
evolution were also investigated by using principal component analysis
(PCA) on polymorphic RNA sites. PCA were performed with the R
program ‘prcomp’ (R Core Team, 2017). Principal components were
computed before and after separating identified genotypes or subtypes
in patient samples. Because PCA is known to be affected by unbalanced
designs (McVean, 2009), the patient data were subsampled in order to
retain around 100 to 200 reads at each time point.

2.3. Phylogenetic trees

Global phylogenetic trees including all unique reads were obtained
using the neighbour-joining (NJ) algorithm (Saitou and Nei, 1987).
Figtree was used to obtain graphical tree representations (http://tree.
bio.ed.ac.uk/software/figtree). The NJ trees were used for checking the
clock-likeness of each data set using Path-O-Gen/TempEst, which per-
forms a regression of root-to-tip genetic distance on sampling times
(Rambaut et al., 2016). Only the trees that passed the criterion of
having a positive correlation between divergence and sampling time
points were considered for assessing maximum clade credibility trees
from subsequent coalescent analyses. For patient 1 who was infected by
multiple genotypes, separate trees for each genotype were used for
assessing the clock-likeness criterion. Phylogenetic trees were also ob-
tained using the maximum likelihood (ML) method. PhyML 3.1 was
used to compute the trees with default parameters (Guindon et al.,
2010). To minimise the effect of having large differences in read
numbers, 100 unique reads per time point were analysed after multiple
sequence alignment using MAFFT 7 with the option “adjustdirection” to
comply with direction of nucleotide sequences (Katoh and Standley,
2013).

2.4. Coalescent analysis

The BEAST software (v1.8.1) (Drummond et al., 2012) was used for
a Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) analysis of the demo-
graphic parameters of HCV samples for patients 1 and 2. Each replicate
included 20 sequences from each time point. These sequences were
obtained by subsampling unique reads for each time point. Sub-
sampling was performed using the ‘subsample_fasta.py’ script in the
QIIME package (Caporaso et al., 2010). The final sequence alignment
for BEAST was obtained using MAFFT (Katoh and Standley, 2013) on
default settings. Molecular substitution model selection was performed
using jModelTest (Darriba et al., 2012) on default parameters. The
models with the optimal values of the Bayesian information criterion
were chosen as parameters in BEAST runs. The HKY+G substitution
model (Hasegawa et al., 1985) was the most suitable model across all
data sets. Regarding the molecular clock model, relaxed models did not
converge, and a strict model was used for all runs. For computing de-
mographic parameters (TMRCA, Time since the most recent common
ancestor), the tips were calibrated using the ‘Guess dates’ option
(Drummond et al., 2005). All priors of the Bayesian analysis were set at
their default values except for the clock rate parameter, which was
assigned a weakly informative gamma distribution with shape 0.001
and scale 1000. Each replicate was assigned a chain length of 20 million
steps. When MCMC runs did not achieve convergence, the chain lengths
were doubled. Replicates achieving no convergence were discarded.
Tracer v1.5 was used for post-run analysis. Convergence was checked
via posterior effective sample size values being>200.

2.5. Molecular-clock analysis

In addition to the coalescent analysis, LSD (To et al., 2015) a simple

and fast molecular-clock model based on a Gaussian model was applied
to date ancestral events by using least squares criterion. We used the ML
trees as input of LSD as well as the sampling dates of the sequences for
temporal constraints on the tips. We performed the analysis with the
temporal precedence constraint version of the algorithm to impose the
constraint that the date of every node is equal or more ancient than the
dates of its descendants. We computed confidence intervals for muta-
tion rates and for dates by replicating the analysis on 100 trees.

3. Results

3.1. Sample composition and genetic diversity analysis

Using high-throughput sequencing, a total number of 15,234 RNA
sequences for the Core and NS5B regions were obtained at distinct time
points of HCV infection for two patients. For each patient sample, the
allele frequency spectrum exhibited a large excess of uniquely re-
presented sequences (90%), and a total number of 14,494 reads (95%)
occurred less than three times in each sample. For each sample, identity
with previously classified genotypes was computed for the NS5B and
Core regions by using the BLAST align tool on the HCV database
(Kuiken et al., 2005). Identity scores ranged between 93.3% and 99.1%
(Tables 2 and 3). For the control region (Core region), the average
identity score of genotype 1b sequences was 98.2%. All scores were
above thresholds considered in subtype classification (Simmonds et al.,
2005), showing that genotype or subtype assignment was unambiguous
for all identified sequences.

For patient 1, the sample composition at NS5B indicated a co-oc-
currence of two genotypes, 1b and 4/4 k (genotype 4 and subtype 4 k)
(Fig. 1C, Table 2). The frequency of genotype 4/4 k increased from 0%
in 2002 (before treatment) to 68.89% during the year of treatment.
After treatment failure, genotype 4 increased in frequency to reach
99.1% in 2014, but those genotypes were not found in the 2010 sample.
The results for the Core region showed a pattern similar to NS5B
(Fig. 1A, Table 2). Consistently with the fact that Core is less divergent
in terms of genotype separation than is NS5B, variation was less pro-
nounced for the Core region. The frequency of genotype 4/4 k increased
from 0% in 2002 (before treatment) to 4.97% during the year of
treatment. After treatment failure, genotype 4 and subtype 4 k also
increased in frequency at the Core region, and reached 55.8% in the

Table 2

Genotype composition for the NS5B and Core regions (Patient 1).

Year Number of reads % Genotype % Identity (Var)b

1b 4/4 k 1b 4/4 k

NS5B
2002a 622 99.9 – 95.64 (0.96) –

2003a 1031 31.10 68.89 95.88 (1.31) 93.80 (0.22)
2005a 927 51.82 48.01 96.06 (0.98) 93.69 (0.25)
2006a 626 82.58 17.25 95.85 (0.70) 93.85 (0.16)
2007 257 15.95 84.05 95.73 (0.70) 93.38 (0.51)
2008 239 8.78 91.22 95.61 (1.94) 93.30 (0.41)
2010 240 100 – 96.10 (0.40) –

2014 242 0.08 99.10 95.50 (0.50) 92.77 (0.22)

Core
2002a 542 99.44 – 98.87 (0.50) –

2003 181 95.02 4.97 98.32 (0.70) 97.33 (1.00)
2005 610 100 – 99.06 (0.58) –

2006 510 100 – 98.46 (0.47) –

2007 595 97.82 2.18 98.89 (0.66) 96.30 (1.56)
2008 396 86.62 13.38 98.16 (1.17) 97.24 (0.61)
2010a 432 99.76 – 97.89 (0.64) –

2014 523 44.16 55.83 97.80 (2.39) 96.94 (0.78)

a This sample had unclassified genotypes (< 2%) not shown.
b Identity scores obtained from BLAST in HCV align tool. Sample variances

are indicated.
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2014 sample. Overall, the results supported a multiple infection hy-
pothesis in which patient 1 was infected from two genetically distinct
genotypes.

For patient 1, nucleotide diversity estimates (NDEs) for the Core
region remained at a constant level during infection (NDE=0.029,
sd= 0.014, Fig. 1B). In contrast, the NDE values for the NS5B region
exhibited a sharp increase at the onset of treatment with dual therapy
during the year 2003 (NDE=0.14, sd=0.0009, Fig. 1D). This sudden
increase coincided with the occurrence of genotype 4/4 k during the
period of treatment, and it was followed by a gradual decrease after
treatment (NDE=0.023, sd=0.006 in 2014). Considered separately,
genotypes 1b experienced a decrease in diversity, whereas NDEs re-
mained at more stable values for genotype 4/4 k (Fig. 1D). To better
evaluate genetic heterogeneity for each genotype, we computed the

distribution of the percentages of nucleotide differences in each time
sample (Fig. S1). For genotype 1b, the median percentage was around
3% at baseline, and dropped to around 1% after treatment (Fig. S1A).
For genotype 4/4 k, the median percentage of nucleotide differences
fluctuated in the range (0.75%, 1.5%), and provided no evidence for
variation through time (Fig. S1C).

For patient 2, the results at NS5B detected the presence of 2 sub-
types of genotype 1, subtypes 1a and 1b (Fig. 2C, Table 3). The fre-
quency of subtype 1a increased from 0% in 2005 (before treatment) to
18.4% in 2010/2014 after treatment. The results for Core indicated that
this region was similar to subtype 1b, except for the 2010 sample for
which the frequency of subtype 1a was around 18.2% (Fig. 2A,
Table 3). The results supported a multiple infection hypothesis in which
patient 2 was infected from subtype 1a and subtype 1b HCV strains.
Genetic heterogeneity at the Core region remained at a constant level
during infection (NDE=0.011, sd= 0.003, Fig. 2B), except for the
sample from year 2010. For the 2010 sample, substantial levels of NDE
were observed (Fig. 2B, NDE=0.093, sd= 0.001). For the NS5B re-
gion, genetic heterogeneity increased after treatment with dual therapy
from NDE=0.026 (2008, sd=0.001) to NDE=0.10 (2010,
sd= 0.02), and it decreased to a lower level in 2014 (Fig. 2D). For
genotype 1b, the median percentage of nucleotide differences was
around 2.8% before treatment. It dropped to 1.8% during treatment
and increased to>4% when treatment was stopped (Fig. S1B).

3.2. Population structure analysis

RNA sequences from the NS5B region were used to produce prin-
cipal component (PC) plots for all time samples after correction for
uneven sampling (Fig. S2). For patient 1 and patient 2, the PC plots
reproduced the temporal evolution of genotype and subtype frequencies
obtained in Figs. 1 and 2 respectively. For patient 1, the first axis clearly
separated genotype 1 strains from genotype 4 strains. Axis position in
each time sample strongly agreed with sample composition. The second

Table 3

Genotype composition for the NS5B and Core regions (patient 2).

Year Number of reads % Subtype % Identity (Var)b

1a 1b 1a 1b

NS5B
2005 194 – 100 – – 96.63 (0.30)
2007a 152 – 98.02 – – 95.80 (1.05)
2008 93 – 100 – – 96.11 (0.32)
2010a 683 18.44 81.25 96.20 (2.70) 94.96 (1.63)
2014a 420 18.33 81.4 96.22 (2.85) 95.46 (1.22)

Core
2005 525 – 100 – – 98.84 (0.41)
2007 494 – 100 – – 99.01 (0.18)
2008 116 – 100 – – 98.45 (0.56)
2010⁎ 699 18.16 81.54 96.22 (2.36) 95.17 (1.76)
2014 397 – 100 – – 98.04 (0.46)

a This sample had unclassified genotypes (< 5%) not shown.
b Identity score obtained from BLAST in HCV align tool. Samples variances

are indicated.

Fig. 1. Sample composition and genetic heterogeneity for patient 1. (A–B) Core region: Percentage of genotypes 4 and 4 k and nucleotide diversity estimates for each
time sample. (C–D) NS5B region: Percentage of genotypes 4 and 4 k and nucleotide diversity estimates for each time sample. Treatment years are indicated by a star.
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axis separated samples according to their sampling dates. When we
carried out PCA for each genotype separately, the projections of gen-
otype 1b samples before and during treatment (years 2002 and 2003)
exhibited more dispersion than the samples after treatment (years 2007
and later, Fig. 3A). For genotype 4/4 k, this result was not observed,
and all temporal samples exhibited similar levels of dispersion in the
projections (Fig. 3B). For patient 2, the first axis of the PCA separated
the strains from subtype 1a and subtype 1b. Strains obtained prior to
treatment were grouped together, and clustered separately from se-
quences obtained post-treatment. When we carried out PCA for geno-
type 1b only, the projections of samples before and during treatment
(years 2005–2008) exhibited less dispersion than the samples after
treatment (years 2010–2014, Fig. 4). All PCA results were consistent

with those obtained with the analysis of NDEs and percentages of nu-
cleotide difference.

3.3. Phylogenetic analysis

Global NJ trees and coalescent trees for two patients were obtained
from the NS5B and Core sequences sampled during the course of in-
fection. Results for patients 1 and 2 are reported in Fig. 5 (NS5B region)
and in Fig. S3 (Core region). Maximum-likelihood trees for a sample
consisting of 100 unique reads per time point were also computed for
the NS5B and Core regions.

For patient 1, the global phylogenetic NJ tree for NS5B exhibited
two major lineages corresponding to the co-existence of genotype 1b

Fig. 2. Sample composition and genetic heterogeneity for patient 2. (A–B) Core region: Percentage of genotype 1b and nucleotide diversity estimates for each time
sample. (C–D) NS5B region: Percentage of genotype 1b and nucleotide diversity estimates for each time sample. Treatment years are indicated by a star.

Fig. 3. Principal component plots for temporal samples from the NS5B region (patient 1). (A) PC plot for genotype 1b (B) PC plot for genotype 4/4 k. Treatment year
is indicated by a star.
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and genotype 4/4 k (Fig. 5A). Trees of genotype 4/4 k sequence align-
ments exhibited a divergent clade that contained sequences sampled in
year 2007 and all sequences sampled in years 2008 and 2014.

The average divergence between baseline genotype 1b strains and

the 2010 strains was about 16%, representing a relative divergence of
400% compared to baseline (Fig. S4A). The average divergence be-
tween genotype 4/4 k strains sampled in 2003 and the strains sampled
in 2008–2014 was about 15%, and represented a relative divergence of
1500% compared to the first occurrence of this genotype (Fig. S4C). A
coalescent analysis for genotype 1b alignments estimated the date of
the most recent ancestor for these strains during the year 1983. The
95% highest posterior density interval for this date contained the pri-
mary infection date (I= (1979.1, 1985.3)). The analysis of genotype 4/
4 k alignments estimated the date of the most recent ancestor for this
genotype during the year 1999 (Fig. 5C, Fig. S5A). This date had a 95%
highest posterior density interval equal to I= (1998.1, 2001.6) anterior
to the treatment date. The molecular-clock analysis using LSD estimated
the date of the most recent ancestor of the genotype 4 strains during the
year 1995 with a 95% confidence interval (CI) equal to (1989.9,
1997.2) (Fig. S5A). The results of the coalescent analysis and the mo-
lecular-clock analysis indicated that secondary infection by genotype 4/
4 k after the initial infection by genotype 1b predated the date of
treatment.

For patient 2, the BEAST coalescent tree provided results consistent
with a global phylogenetic NJ tree reconstructed from all sequences
from the NS5B region (Fig. 5B–D). Following treatment initiation, two
divergent lineages were observed in the years 2010 and 2014 corre-
sponding to the HCV subtypes 1a and 1b (Fig. 5D, Fig. S5B). The
average difference between the baseline strains and subtype 1a strains
sampled in 2014 was about 16.5%, and were of the same order of di-
vergence as in patient 1 genotype 4 strains. The divergence between
baseline genotype 1b strains and the genotype 1b 2010 strains was
about 4–5%, representing a relative divergence of 300% compared to

Fig. 4. Principal component plot for temporal samples from the NS5B region
(patient 2). PC plot for genotype 1b. Treatment year is indicated by a star.

Fig. 5. Phylogenetic trees for the NS5B region. (A) Unrooted NJ tree reconstructed from all sequences from patient 1. (B) Unrooted NJ tree reconstructed from all
sequences from patient 2. (C) Maximum clade credibility trees obtained from BEAST by randomly subsampling twenty genotype 4 sequences from 8 time points
(patient 1). (D) Maximum clade credibility trees obtained from BEAST by randomly subsampling 25 sequences from 5 time points (patient 2). Dates for the most
recent ancestor of subtype 1a (green) and 1b (blue) were shown as dots. Long internal tree branches are represented by ‘//’ symbols. Treatment years are indicated by
a star. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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baseline (Fig. S4B). The date of the most recent ancestor for genotype
1b sequences was inferred during the year 1964. The large 95% highest
posterior density interval for the date estimate, I= (1940, 1984), in-
cluded the known infection date (year 1970). The date of the most
recent ancestor for subtype 1a sequences was found during the year
1997 with a 95% highest posterior density interval equal to I= (1994,
2003), indicating that secondary infection by subtype 1a was anterior
to treatment (Fig. 5D). The molecular-clock analysis using LSD esti-
mated the date of the most recent ancestor for genotype 1b during the
year 1966 with a 95% CI equal to I= (1954.7, 1976.2). The date of the
most recent ancestor for subtype 1a sequences was found during the
year 1996 with a 95% CI equal to (1992.5, 1998.9) (Fig. S5B). For
patient 2, the results of the coalescent analysis and the molecular-clock
analysis indicated that secondary infection by genotype 1a after the
initial infection by genotype 1b also predated the date of treatment.

4. Discussion

Viral populations consist of ‘quasi-species’ representing a collection
of multiple strains of the same virus with small changes in their
genomic sequence (Pellerin et al., 2004). Quantifying viral population
diversity within a host requires HTS technology capable of sampling a
large number of individual sequences accurately (Bernini et al., 2011;
Culasso et al., 2014; Nelson and Hughes, 2015). Our study described the
evolution of the Core and NS5B regions of the HCV genome in two non-
responder patients before and after their treatment with dual therapy in
the 2000's. Based on multiple time samples and high-throughput am-
plicon sequencing, we conducted a retrospective analysis of within-host
HCV genetic heterogeneity associated with treatment. For both pa-
tients, sample composition, population structure analysis, and nucleo-
tide diversity estimates provided consistent descriptions of the viral
population dynamics. Phylogenetic analyses revealed the existence of
multiple lineages of HCV corresponding to distinct genotypes (patient
1) or subtypes (patient 2). Both patients were infected by multiple HCV
genotypes. Patient 1 was infected by genotype 1b and 4/4 k HCV
strains, and patient 2 was infected by genotype 1b and 1a HCV strains.
In each patient, genetic heterogeneity at the NS5B region first exhibited
a sharp increase, and reached their maximal level after treatment. The
diversity peak was followed by a long period during which genetic
heterogeneity decreased.

The coalescent (BEAST) and molecular-clock (LSD) analyses of the
NS5B region provided consistent estimates of the date of secondary
infection for both patients, with higher precision for LSD due to a larger
sample size. The most important finding is that secondary infection
occurred before treatment administration, and was associated with
substantial changes in frequency of viral genotypes after treatment
administration. The inferred dates of secondary infection indicated that
the two genotypes were present at the onset of the treatment period. For
patient 1, the genetic diversity of genotype 1b populations decreased
during treatment, as expected with selection against that genotype as-
sociated with treatment. In contrast, genotype 4/4 k population genetic
diversity remained at constant levels and their relative frequency was
substantially increased during treatment. Similar observations were
made for patient 2, but the relative frequency of the first genotype (1b)
was less impacted by the presence of a second subtype.

An explanation for the results could be soft selective sweeps oc-
curring at the NS5B or at a linked region in the genome, maintaining
mixed infection by balancing selection during viral evolution
(Hermisson and Pennings, 2005). Soft sweeps differ from classic sweeps
as they occur when one or many resistant strains are present in the
standing genetic variation prior to treatment, possibly at low frequency
(Fig. 6, Pennings, 2012). Classic selective sweeps assume that resistance
mutations occur in the viral genome de novo, and evolve to fixation in
the entire population (Messer and Petrov, 2013). Evidence for standing
variation was given by the dates of secondary infection occurring before
treatment. It is acknowledged that dual therapies have deleterious

effect on genotype 1b during infection and that genotype 4/4 k HCV
infection is difficult to cure with pegylated interferon and ribavirin (Yu
and Chuang, 2009). Following treatment, genotypes 1b were slowly
replaced by genotypes with relatively higher adaptive rates. For patient
2, genotype 1a stayed in minority after treatment. The phylogenetic
analyses on the NS5B region confirmed our hypothesis and revealed
complex evolutionary dynamics in viral populations.

An obvious limitation of our study is the number of patients in the
study (n=2). The patterns of genetic diversity observed are thus highly
specific to the studied patients, and the extent to which soft sweeps
could occur in general mixed infections remains unknown. Another
restriction of our study is the limited genomic coverage of the amplicon
sequencing approach. The Core and NS5B amplicon sequences re-
presented only 8–9% of the virus genome, which complicates the
identification of molecular targets of selection when soft sweeps occur
at linked genes. More extensive sequencing efforts would be necessary
to identify resistance mutations or confirm signatures of selective
sweeps in regions other than Core or NS5B.

Distinct genomic compartments of HCV can exhibit highly different
evolutionary trajectories (Culasso et al., 2014). In agreement with this
observation, the trajectories of the NS5B region differed from those of
the Core region substantially. The Core region of the HCV genome is
known to correspond to a highly conserved structural gene (Cuypers
et al., 2015). To test it, we evaluated the genetic divergence for the Core
and NS5B regions and for the whole genomes of two genotyped virus
(KC248195:1b and EU392171:4 k). Concerning Core, we found a di-
vergence of 13.4% whereas for NS5B, the divergence was evaluated to
26.5%. At the whole genome level, the divergence was evaluated to
29.4%. We therefore concluded that the evolutionary rate of Core is
lower than the genome-wide rate, and this could explain why genetic
heterogeneity remained at low level during infection in both patients.
PCR stochasticity may contribute to skew sequence representation after
amplification which could explain the different patterns observed for
Core and NS5B (Kebschull and Zador, 2015). Another explanation
would be intra-host recombinants. Clinically described recombinants
2 k/1b (Galli and Bukh, 2014), 1b/2b (Uribe-Noguez et al., 2018) and
1a/4o (Sridhar et al., 2018) have been identified recently. Since the
Core and NS5B regions lie at both ends of the HCV genomes and the
NS2 region is a recombination point, intra-host recombination (1b/4 k
for patient 1) is a potential explanation for the differences observed in
Core and NS5B frequencies (González-Candelas et al., 2011; Pérez-
Losada et al., 2015). To confirm this hypothesis, whole genome se-
quencing would be necessary to identify a recombination breakpoint.

Evolution of the Core and NS5B regions from HCV populations in
two patients with mixed infection was studied using amplicon se-
quencing of hospital patient samples. Data analysis was not highly
specific to the sequencing technology used, and it extends to other re-
cent technologies with high quality and extensive coverage. While it is
important in the evolution of drug resistance for HIV (Pennings et al.,
2014), evolution through soft sweeps has not been reported for HCV so
far. According to Feder et al. (2016), the evidence for soft sweeps oc-
curring in the HCV genome after treatment might be consistent with a
low efficiency of the medical treatment. Dual therapy was based on
treatments for which the occurrence of non-responder patients has not
been clearly explained by viral resistance (Larrat et al., 2015b). In
contrast, more efficient direct anti-viral treatments have many naturally
occurring resistance mutations, and these treatments could generate
harder selective sweeps (Feder et al., 2016). We interpret the observed
patterns of genetic diversity and the shape of phylogenetic trees as
evidence for evolution through soft selective sweeps in patients with
chronic multiple HCV infection. Our results contribute to our under-
standing of the evolution of HCV infections, and it demonstrates the
interest of using hospital patient samples for research in pathogen
evolution.
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Dans ce travail, nous avons procédé au séquençage haut débit et à la reconstruction

du génome viral entier. Comme évoqué précédemment, l’accès au génome viral entier est

nécessaire pour définir un nouveau génotype du VHC, établir le lien de transmission d’une

personne à une autre, accéder de façon exhaustive aux événements touchant le génome

(par ex. substitutions, insertions, délétions ou recombinaisons), rechercher des mutations

de résistance au traitement et leurs mutations compensatrices dans plusieurs régions gé-

nomiques et étudier l’histoire naturelle de l’infection au VHC. De plus, l’utilisation du

génome viral entier permet de mener des analyses phylogénétiques non influencées par le

choix d’une région génomique particulière.

La mise en œuvre de méthodes adaptées pour la reconstruction du génome entier du VHC

a permis de mettre en évidence, à partir de données de pyroséquençage, la présence d’une

forme recombinante chez l’un des 10 patients détectés infectés par une forme recombi-

nante (2k/1b) du VHC. Le virus du patient concerné avait été génotypé 2a/2c avec les

méthodes conventionnelles basées sur la région 5’ du génome viral et ce patient présentait

une rechute après un traitement basé sur un agent antiviral direct adapté au génotype 2.

Les mêmes méthodes d’assemblage de novo par approche Overlap-Layout-Consensus ont

été mises en œuvre sur des données de pyroséquençage pour reconstruire le génome entier

de 19 échantillons de patients infectés par le VHC. Cela a permis de typer et détecter les

mutations de résistance de plusieurs souches de VHC de génotypes différents à l’origine

de leur infection. Les génomes reconstruits couvrent plus de 99 % des séquences cibles

pour 15 échantillons sur 19 et une analyse phylogénétique associant les séquences de réfé-

rence du VHC a confirmé les génotypes et sous-types de tous les échantillons, y compris

les formes recombinantes (2k/1b).

Nous avons enfin participé à découvrir, chez un patient originaire de République Dé-

mocratique du Congo, une souche VHC appartenant à un nouveau sous-type (7b). Cette

souche a été obtenue par séquençage génome complet avec 2 technologies de séquençage

haut débit (pyroséquençage et séquençage par synthèse).

Pour le pyroséquençage, des amplicons issus de PCR « long range » (LR-PCR) ont été
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séquencés puis assemblés de novo par 2 approches Overlap-Layout-Consensus (OLC).

Une région du génome non couverte a été complétée par séquençage première géné-

ration (Sanger). L’assemblage du génome entier du VHC issu d’un algorithme OLC

[Yang et al., 2012] a permis d’obtenir une couverture de plus de 96 % relativement à la

séquence du VHC 7a précédemment décrite.

Pour le séquençage par synthèse, un séquençage shotgun « paired-end » a été réalisé et

l’assemblage de novo du génome entier du VHC a fait appel à une méthode « seed and

extend » et une approche OLC. L’assemblage issu de la méthode « seed and extend »

[Hunt et al., 2015] a permis d’obtenir une couverture de plus de 99 % relativement à la

séquence du VHC 7a précédemment décrite.

Une séquence consensus a été générée à partir de ces 3 séquençages et 4 analyses. L’ana-

lyse phylogénétique de l’assemblage final permet de mettre en évidence son regroupement

avec la séquence du VHC 7a précédemment décrite ce qui oriente la classification de ce

génome reconstruit vers un nouveau sous-type.

Par ailleurs, nous avons aussi réalisé un séquençage haut débit d’amplicons de

gènes cibles. Comme mentionné précédemment, les technologies de séquençage haut dé-

bit permettent d’étudier l’évolution de populations virales au cours d’une infection en

autorisant l’acquisition rapide de milliers de courtes séquences d’ARN à partir d’échan-

tillons temporels multiples. Le séquençage haut débit est ainsi un outil essentiel pour la

description de l’hétérogénéité génétique et la compréhension de la dynamique de l’évolu-

tion intra-patient des espèces virales.

Nous avons en l’occurrence voulu étudier la relation entre l’absence de réponse au trai-

tement associant l’Interféron pegylé à la Ribavirine et la variation et la dynamique de

l’évolution virale de 2 régions du génome du VHC (Core et NS5B) au cours du traitement

et des années qui ont suivi pour 2 patients suivis pour une hépatite C chronique.

Un pyroséquençage d’amplicons des gènes cibles (Core et NS5B) a été réalisé pour

chaque échantillon temporel ce qui a permis d’identifier leur composition (génotypes et

sous-types) par BLAST et estimer leur diversité nucléotidique. Nos patients présentent
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ainsi des infections multiples à des génotypes (patient 1 : 1b & 4/4k) et sous-types (pa-

tient 2 : 1b & 1a) différents. La diversité nucléotidique de la région NS5B présente une

augmentation l’année du traitement (patient 1) ou après traitement (patient 2) puis suit

une décroissance les années suivantes.

L’exploration de la structure génétique de la population virale et de son évolution tem-

porelle pour l’ensemble des échantillons de la région NS5B par analyse en compo-

santes principales permet de reproduire, pour les 2 patients, l’évolution temporelle des

fréquences des génotypes et sous-types obtenues dans l’analyse précédente (séparation

des génotypes/sous-types selon la première composante principale, séparation des échan-

tillons selon leur date d’échantillonnage selon la deuxième composante principale).

Pour les 2 patients, tous les résultats issus de l’analyse en composantes principales sont

cohérents avec ceux obtenus par l’analyse de la diversité nucléotidique des échantillons.

Une analyse basée sur une horloge moléculaire nous a permis de dater l’infection secon-

daire par les génotypes 4/4k et 1a après l’infection initiale par le génotype 1b, l’ensemble

étant antérieur à l’initiation du traitement.

Les résultats obtenus supportent l’hypothèse de l’apparition d’une résistance au traite-

ment selon un mécanisme de soft selective sweeps [Pennings et al., 2014]. Ce mécanisme

guide l’évolution virale sous pression thérapeutique. Il se produit lorsqu’une ou plusieurs

souches résistantes (ici de génotypes 4/4k et 1a) sont présentes dans la population virale

avant le traitement, y compris de façon minoritaire. Il se serait produit au niveau de la

région NS5B ou dans une région liée du génome et maintiendrait l’infection multiple en

équilibrant la sélection durant l’évolution virale.

Les perspectives de ce travail sont d’étendre l’étude de l’évolution des popula-

tions virales au génome entier du VHC. Comme précisé précédemment, le séquençage

du génome entier du VHC est un processus long et fastidieux en séquençage première

génération (Sanger) avec l’utilisation de multiples amplicons chevauchants et d’amorces

spécifiques de souches. La variabilité du VHC doit être prise en compte afin de concevoir

des amorces capables de s’hybrider sur tous les types de virus, sans biais et sur plusieurs
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régions du génome viral. Ainsi, les amorces de séquençage sont souvent spécifiques du

génotype voire de la souche virale.

D’autre part, le séquençage Sanger d’une population virale permet de détecter des va-

riants minoritaires à des fréquences comprises entre 10 % et 40 % alors que le sé-

quençage haut débit peut séquencer ces mêmes amplicons sur une profondeur bien plus

grande ce qui permet d’enregistrer la variabilité en présence à une résolution plus élevée

[Houldcroft et al., 2017].

Disposant d’une approche de PCR « long range » (LR-PCR) limitant les amorces, les am-

plifications répétées et les biais d’hybridation associés [Thomson et al., 2016], nous avons

choisi de privilégier une méthode basée sur le séquençage haut débit d’amplicons. En

terme de séquençage haut débit, le séquençage de troisième génération avec la technolo-

gie Pacific Biosciences a été retenu car elle permet de séquencer le génome entier du VHC

sans étape de reconstruction avec des séquences en moyenne de plus de 10 Kb. L’objectif

est alors d’évaluer si un nombre suffisant de passes de séquençage est atteint pour minimi-

ser les erreurs de séquençage en Circular Consensus Sequencing (CCS) car ces dernières

entraînent une surestimation des mesures de diversité virale [McCrone et al., 2016].

Nous avons donc séquencé sur système PacBio Sequel des plasmides de génotypes 1a, 1b

et 3a qui ont été synthétisés à partir de séquences référencées (identifiants GenBank res-

pectifs : AF009606, D90208 et D17763). Malgré une sélection des amplicons sur la taille

(par purification BluePippin) avant séquençage, nos résultats préliminaires indiquent une

dispersion de la longueur des reads avec des fragments de la longueur cible (9,6 kbases)

se concentrant sur les nombres de passes de séquençage faibles (cf. Figure 3.5). Après réa-

lisation d’un alignement de ces reads sur les séquences de référence, nous avons évalué

les taux d’erreur en fonction d’un seuil minimum de passes (cf. Figure 3.6). Le profil des

taux d’erreur se rapproche de celui obtenu pour le système PacBio RS II [Ho et al., 2017].

Des mélanges de ces plasmides ont été réalisés et séquencés sur système PacBio Sequel.

L’ensemble de ces échantillons a aussi été séquencé sur système Illumina MiSeq ce qui va

permettre une étude comparative du niveau de qualité produit par ces deux technologies.
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A l’issue de cette étude, des échantillons cliniques séquencés sur système PacBio Sequel

vont être analysés en profitant de l’expérience acquise lors de ce premier travail.
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