
HAL Id: tel-01748381
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01748381

Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Aspects cliniques et épidémiologiques des infections à
virus de l’hépatite B en République Centrafricaine

Claudine Bekondi

To cite this version:
Claudine Bekondi. Aspects cliniques et épidémiologiques des infections à virus de l’hépatite B en
République Centrafricaine. Biochimie, Biologie Moléculaire. Université Henri Poincaré - Nancy 1,
2008. Français. �NNT : 2008NAN10129�. �tel-01748381�

https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01748381
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

AVERTISSEMENT 
 
 

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de 
soutenance et mis à disposition de l'ensemble de la 
communauté universitaire élargie. 
 
Il est soumis à la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci 
implique une obligation de citation et de référencement lors de 
l’utilisation de ce document. 
 
D'autre part, toute contrefaçon, plagiat, reproduction  illicite 
encourt une poursuite pénale. 
 
Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr 
 
 
 
 
 

LIENS 
 
 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10 
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php 
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm 



UNIVERSITE HENRI POINCARE – NANCY 1 
 

2007 
_______________________________________________________________________________ 
 
ECOLE DOCTORALE « BIOLOGIE SANTE ENVIRONNEMENT » 

 
 

THESE 
 

Présentée et soutenue publiquement le 22 janvier 2008  
 

 pour obtenir le titre de  
 

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE 
 HENRI POINCARE – NANCY 1 

 
Discipline : Génomique 

 
Par Claudine BEKONDI     

 
Titulaire du Diplôme d’Etudes Approfondies « Biologie - Santé »  

 
Sujet : 

 
ASPECTS CLINIQUES ET EPIDEMIOLOGIQUES DES 

INFECTIONS A VIRUS DE L’HEPATITE B EN 
REPUBLIQUE CENTRAFRICAINE 

 
 
 

Directeurs de thèse : Monsieur le Professeur Alain LE FAOU  

 Madame le Professeur Chantal FINANCE  
 

 JURY 
 

Monsieur le Professeur Nikolaus MÜLLER-LANTZSCH (Rapporteur) 

Madame le Professeur Françoise STOLL-KELLER (Rapporteur) 

Monsieur le Professeur Claude P. MULLER (Examinateur) 

Monsieur le Professeur Jean-Pierre BRONOWICKI (Examinateur) 

Madame le Docteur Marie-Annick BUENDIA (Examinateur) 



 i

DEDICACE........................................................................................................................ v 
REMERCIEMENTS ......................................................................................................... vi 
LISTE DES PRINCIPALES ABREVIATIONS................................................................ x 
LISTE DES ILLUSTRATIONS...................................................................................... xiv 
LISTE DES TABLEAUX ............................................................................................... xvi 

INTRODUCTION GENERALE.................................................................................... 1 

CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE................................................... 4 

1.1. HISTORIQUE.................................................................................................... 5 

1.1.1. Découverte du virus de l’hépatite B.............................................................. 5 

1.2. LES HEPADNAVIRIDAE .................................................................................. 7 

1.2.1. Taxonomie..................................................................................................... 7 
1.2.2. Particules du VHB : formes circulantes ........................................................ 8 
1.2.3. Structure du virion....................................................................................... 10 
1.2.4. Propriétés physico-chimiques ..................................................................... 11 
1.2.5. Le génome du VHB .................................................................................... 11 

1.2.5.1. Organisation du génome........................................................................ 12 
– Cadres de lecture ................................................................................... 12 
– Séquences régulatrices et éléments structuraux .................................... 14 

Séquences régulatrices.......................................................................... 14 
Eléments structuraux ............................................................................ 14 

1.2.6. Les protéines virales.................................................................................... 16 
1.2.6.1. Protéines de surface (ou d’enveloppe) .................................................. 16 
1.2.6.2. Protéine de la capside et la protéine Précore......................................... 18 
1.2.6.3. Polymérase ............................................................................................ 19 
1.2.6.4. Protéine X.............................................................................................. 20 

1.2.7. La multiplication du virus ........................................................................... 21 
1.2.7.1. Culture in vitro et modèles animaux ..................................................... 21 
1.2.7.2. Tropisme cellulaire................................................................................ 21 
1.2.7.3. Cycle viral ............................................................................................. 22 

– Entrée du virus....................................................................................... 22 
Attachement.......................................................................................... 22 
Récepteur du VHB ............................................................................... 23 
Fusion ................................................................................................... 24 

– Migration vers le noyau et décapsidation.............................................. 24 
– Synthèse des ARNm.............................................................................. 25 
– Reconstitution de la particule virale et réplication du génome viral ..... 26 
– Bourgeonnement et sécrétion des particules virales.............................. 27 

1.2.8. La variabilité du génome du VHB .............................................................. 28 
1.2.8.1. Conséquences de la variabilité génomique du VHB............................. 29 

– Mutations du gène préS/S...................................................................... 29 
Sérotypes .............................................................................................. 29 
Génotypes ............................................................................................. 30 

– Mutants antigène HBs (–) ou mutants d’échappement à la vaccination 31 
– Mutations du gène préC/C et les hépatites sans AgHBe....................... 33 
– Mutations du gène P et la résistance au traitement ............................... 35 
– Mutations du gène X et le carcinome hépatocellulaire .......................... 36 



 ii

1.3. EPIDEMIOLOGIE........................................................................................... 37 

1.3.1 Répartition mondiale.................................................................................... 37 
1.3.2. Modes de transmission................................................................................ 38 

1.3.2.1. Transmissions parentérale et nosocomiale ............................................ 39 
1.3.2.2. Transmission sexuelle ........................................................................... 40 
1.3.2.3. Transmission verticale (périnatale ou materno-fœtale)......................... 40 
1.3.2.4. Transmission horizontale ...................................................................... 41 

1.3.3. Histoire naturelle......................................................................................... 42 

1.4. POUVOIR PATHOGENE CHEZ L’HOMME ............................................... 43 

1.4.1. Physiopathologie ......................................................................................... 43 
1.4.1.1. Hépatite B aiguë .................................................................................... 44 

– Incubation .............................................................................................. 44 
– Phase d’état............................................................................................ 44 
– Guérison ................................................................................................ 45 
– Formes cliniques.................................................................................... 45 

Hépatite asymptomatique ..................................................................... 45 
Hépatite fulminante .............................................................................. 45 

1.4.1.2. Hépatite B chronique............................................................................. 45 
– Portage inactif........................................................................................ 46 
– Hépatite B chronique persistante........................................................... 46 
– Hépatite B chronique active .................................................................. 47 
– Complications de l’hépatite B chronique .............................................. 47 

Cirrhose virale B................................................................................... 47 
VHB et carcinome hépatocellulaire...................................................... 47 

1.5. DIAGNOSTIC DE L’HEPATITE B AU LABORATOIRE ........................... 51 

1.5.1. Diagnostic Direct ........................................................................................ 52 
1.5.1.1. Culture ................................................................................................... 52 
1.5.1.2. Microscopie électronique ...................................................................... 53 
1.5.1.3. Recherche des antigènes viraux ............................................................ 53 
1.5.1.4. Détection et quantification de l’ADN du VHB..................................... 53 

– Indications de la recherche de l’ADN viral ........................................... 54 
1.5.2. Diagnostic indirect ...................................................................................... 54 
1.5.3. Cinétique des marqueurs ............................................................................. 55 

1.5.3.1. Au cours d’hépatites aiguës d’évolution favorable ............................... 55 
1.5.3.2. Au cours d’hépatites chroniques ........................................................... 57 

1.6. PREVENTION ET TRAITEMENT ................................................................ 58 

1.6.1. Mesures préventives générales.................................................................... 58 
1.6.2. Immunothérapie passive par les immunoglobulines spécifiques anti-HBs. 59 
1.6.3. Vaccination contre l’hépatite B................................................................... 59 
1.6.4. Traitements curatifs..................................................................................... 61 

1.6.4.1. But du traitement ................................................................................... 62 
1.6.4.2. Immunomodulateurs.............................................................................. 62 

– Interféron-alpha (IFNα) ......................................................................... 62 
– Interféron pégylé ou Pegasys®.............................................................. 64 
– Transfert passif de l’immunité antivirale B........................................... 65 

1.6.4.3. Analogues nucléosidiques ..................................................................... 65 
– Vidarabine (adénine 5’monophosphate)................................................ 65 



 iii

– Inhibiteurs de la transcriptase inverse ................................................... 66 
Lamivudine ou Zeffix® (ou 3TC) ........................................................ 66 
Adefovir dipivoxyl ou Hepsera® ......................................................... 68 
Ténofovir .............................................................................................. 68 
Entécavir ou Baraclude®...................................................................... 69 

– Autres analogues nucléosidiques........................................................... 70 
1.6.4.4. Associations thérapeutiques .................................................................. 71 
1.6.4.5. Vaccinothérapie..................................................................................... 71 
1.6.4.6. Autres stratégies antivirales .................................................................. 71 
1.6.4.7. Transplantation hépatique ..................................................................... 72 

1.5. VIRUS DE L’HEPATITE DELTA (VHD) OU AGENT DELTA.................. 72 

1.5.1. Caractéristiques du virus ............................................................................. 73 
1.5.1.1. Structure ................................................................................................ 73 
1.7.1.2. Génome ................................................................................................. 73 
1.7.1.3. Variabilité génétique du virus ............................................................... 74 
1.7.1.4. Protéines virales .................................................................................... 74 
1.7.1.5. Multiplication ........................................................................................ 75 

1.7.2. Epidémiologie ............................................................................................. 75 
1.7.3. Pouvoir pathogène....................................................................................... 76 

1.7.3.1. Co-infection........................................................................................... 76 
1.7.3.2. Surinfection ........................................................................................... 77 
1.7.3.3. VHD et carcinome hépatocellulaire ...................................................... 77 

1.7.4. Diagnostic virologique de l’hépatite delta .................................................. 78 
1.7.4.1. Diagnostic direct ................................................................................... 78 
1.7.4.2. Diagnostic indirect ................................................................................ 79 

1.7.5. Traitement et prévention de l’hépatite delta................................................ 79 

CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES.......................................................... 81 

2.1. MATERIEL UTILISE POUR LES ETUDES MOLECULAIRES ................. 82 

2.1.1. Produits chimiques et tampons.................................................................... 82 
2.1.2. Appareillage ................................................................................................ 83 
2.1.3. Petit matériel ............................................................................................... 84 
2.1.4. Amorces pour les PCR................................................................................ 85 

2.1.4.1. Au laboratoire de virologie de Nancy ................................................... 85 
2.1.4.2. Au laboratoire National de Santé de Luxembourg................................ 85 
2.1.4.3. Au laboratoire des Hépatites virales à l’Institut Pasteur de Bangui ...... 86 

2.2. MATERIEL UTILISE POUR LE PRELEVEMENT DES PATIENTS ......... 87 

2.2.1. Matériel de prélèvement sanguin ................................................................ 87 
2.2.2. Matériel et produits utilisés pour la réalisation de la cytoponction ............ 88 
2.2.3. Echographie................................................................................................. 88 

2.3. METHODES.................................................................................................... 88 

2.3.1. Première population .................................................................................... 88 
2.3.1.1. Cadre d’étude ........................................................................................ 88 
2.3.1.2. Patients .................................................................................................. 89 
2.3.1.3. Sérologie................................................................................................ 90 
2.3.1.4. Détermination de la charge virale ......................................................... 90 
2.3.1.5. Extraction de l’ADN viral ..................................................................... 91 



 iv

2.3.1.6. Amplifications géniques et purification des amplicons ........................ 91 
2.3.1.7. Séquençage............................................................................................ 93 
2.3.1.8. Clonage.................................................................................................. 94 
2.3.1.9. Analyse des séquences .......................................................................... 95 

2.3.2. Deuxième population (VHB et CHC) ......................................................... 96 
2.3.2.1. Cadre d’étude ........................................................................................ 96 
2.3.2.2. Patients .................................................................................................. 97 
2.3.2.3. Prélèvements ......................................................................................... 97 

– Prélèvements sanguins........................................................................... 97 
– Cytoponction hépatique......................................................................... 98 

2.3.2.4. Analyses ................................................................................................ 98 
– Sérologie................................................................................................ 98 
– Examens cytologiques ........................................................................... 99 

CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION.................................................... 100 

3.1. RESULTATS................................................................................................. 101 

3.1.1. Etude de la première population ............................................................... 101 
3.1.1.1. Etude des marqueurs sérologiques du VHB........................................ 101 
3.1.1.2. Analyse des séquences et génotypage ................................................. 103 

– Mutations observées dans le gène S .................................................... 104 
– Mutations observées dans la région PréS2 .......................................... 104 
– Mutations observées dans les régions PréC et X................................. 105 

3.1.1.4. Analyses phylogénétiques et détermination des génotypes ................ 106 
– Analyse basée sur la région S.............................................................. 106 
– Analyse basée sur la région PéC/C...................................................... 108 
– Analyse basée sur le génome complet................................................. 110 
– Détermination des sous-groupes des souches de génotypes A et D.... 112 

Analyse à partir de la région S ........................................................... 112 
Analyse de la souche RCA177 basée sur la région PréC/C ............... 115 

3.1.1.5. Recherche d’infections mixtes et recombinaisons .............................. 117 
3.1.2. Descriptions cliniques et biologiques des patients atteints de CHC ......... 119 

3.1.2.1. Données sociodémographiques ........................................................... 120 
3.1.2.2. Principaux signes cliniques observées chez les patients ..................... 120 
3.1.2.3. Bilan de l’échographie abdominale des patients ................................. 121 
3.1.2.4. Caractéristiques biologiques des patients............................................ 123 
3.1.2.5. Etude des marqueurs du VHB et du VHD .......................................... 123 
3.1.2.6. Résultats des examens cytopathologiques........................................... 125 
3.1.2.7. Concordance du diagnostic échographique et de la cytologie ............ 126 

3.2. DISCUSSION ................................................................................................ 127 

CHAPITRE 4 : CONCLUSION ET PERSPECTIVES............................................ 132 

REFERENCES ........................................................................................................... 135 

ANNEXES : PUBLICATIONS ET TRAVAUX ..................................................... 157 

 



 v

DEDICACE 

 

A MES FILLES 

Ophélie et Maéva, mes deux plus grandes joies de vivre, pour toutes ces années passées 

loin de vous alors que vous aviez si besoin de moi.  

Je vous dédie ce mémoire. 

 

A MES PARENTS 

Angèle et Jean-Pétrus, qui ont donné tout ce qu’ils pouvaient pour que je sois là 

aujourd’hui. 

Soyez honorés pour tous vos efforts. 

 

A MES FRERES ET SŒURS, NEVEUX ET NIECES 

Toute mon affection et mon amour. Eudoxie et Charlerine, je ne vous oublierai jamais. 

 

A TOUTE MA FAMILLE 

Toute ma gratitude  

 



 vi

REMERCIEMENTS 

Mon parcours pour arriver à cette étape finale de la préparation de ma thèse de doctorat a 

été plutôt long et difficile. Mais loin de me décourager de la recherche, ce cheminement 

m’a donné le genre de force que l'on gagne à avoir su surmonter les difficultés. J'ai 

maintenant acquis la conviction profonde d'avoir choisi la bonne voie. 

Evidemment, je n’en suis pas arrivée là toute seule et je tiens ici à remercier tous ceux 

qui m’ont aidée et soutenue, de près ou de loin, dans ce long travail. 

Je tiens avant tout à remercier mon directeur de thèse, Monsieur le Professeur Alain Le 

Faou (Directeur de l’Institut Pasteur de Bangui, République Centrafricaine), pour m'avoir 

donné l’occasion de commencer ce travail en m’accueillant dans le laboratoire de 

Virologie du CHU de Brabois à Nancy qu’il dirigeait. Il m'a offert la chance de travailler 

dans le domaine qui m'intéresse et je lui en serai toujours reconnaissante. 

Je remercie tout particulièrement Madame le Professeur Chantal Finance (Doyen de la 

Faculté de Pharmacie. UMR 7565, Nancy Université) pour avoir accepté, dans des 

conditions difficiles, la co-direction de ce travail de thèse malgré ses multiples 

obligations professionnelles. Sa générosité, sa ténacité, et surtout sa capacité à gérer le 

stress forcent mon admiration plus que je ne saurais l'exprimer. 

Je remercie Madame le Professeur Françoise Stoll-Keller (Faculté de Médecine, Institut 

de Virologie, Université de Strasbourg) et Monsieur le Professeur Nikolaus Müller-

Lantzsch (Chef du Laboratoire de Virologie, Université de Hombourg, Allemagne) de 

m’avoir fait l’honneur d’accepter d’être rapporteurs de ce travail. Vos compétences, vos 

critiques ainsi que vos suggestions nous aideront à parfaire ce manuscrit .Veuillez trouver 

ici l’expression de ma plus haute considération. 

 

Je remercie Monsieur le Professeur Claude P. Muller (Chef du Laboratoire National de la 

Santé, Luxembourg) et Monsieur le Docteur Christophe Olinger (Département 

d’Immunologie, laboratoire National de la Santé, Luxembourg) pour leur aide précieuse 

dans la réalisation du génotypage et des analyses phylogénétiques de certaines des 

souches de virus de l’hépatite B. 



 vii

 

Je tiens aussi à remercier Madame le Docteur Marie-Annick Buendia (Unité 

d’Oncogenèse et Virologie Moléculaire, INSERM U579, Institut Pasteur, Paris) pour ses 

conseils qui nous permettront de mieux envisager la poursuite de nos travaux et, 

Monsieur le Professeur Jean-Pierre Bronowicki d’avoir accepté de faire partie de ce jury. 

Je remercie Madame le Docteur Monoven (Service Commun de Biologie Moléculaire, 

CHU de Nancy, Hôpital Brabois) pour la synthèse des amorces nécessaires à la 

réalisation de ce travail. 

Je remercie de tout mon coeur Monsieur le Docteur Antoine Talarmin (Ancien Directeur 

de l’Institut Pasteur de Bangui, actuellement Directeur de l’Institut Pasteur de 

Madagascar) pour m'avoir encouragée à commencer cette aventure. Antoine, trouve ici 

toute ma reconnaissance et mon amitié. 

Un grand merci également à Monsieur le Docteur Raphaël Duval (UMR 7565, Nancy 

Université - CNRS, GEVSM) pour son aide si précieuse dans le domaine informatique et 

pour sa capacité d’écoute et pour ses encouragements. Qu’il sache que j’ai beaucoup 

appris à ses côtés. 

Je tiens également à remercier à l’Hôpital de l’Amitié : Monsieur le Docteur Timothée 

Mobima et Monsieur le Docteur Magloire Odio (Service de radiologie et d’Imagerie 

Médicale) pour la réalisation des échographies et des cytoponctions hépatiques ; 

Monsieur le Docteur Jean-Omer Ouavènè (Service d’hépato-gastro-entérologie) et 

Monsieur le Docteur Vincent Sénékian (Service des Urgences et de Réanimations 

Médicales) pour le recrutement et l’inclusion des patients. Notre collaboration a été très 

fructueuse, me donnant ainsi l'occasion d'entrer dans le monde complexe et fascinant de 

la médecine avec tous ces termes que je trouvais…« barbares ». Merci aussi d’avoir été 

là pour répondre à mes questions. 

 

Un grand merci également à Monsieur le Docteur Boniface Koffi (Laboratoire National 

de Biologie Clinique et de Santé Publique, Bangui) pour la réalisation des examens 

cytopathologiques. 

 



 viii

 

J’exprime toute ma gratitude à mes collègues Narcisse Komas, Ionella Gouandjika, 

Emmanuel Nakoune, Thierry Frank, Djibrine Djallé, Sandrine Moussa, Fanny 

Lingoupou, Alexandre Manirakiza pour leurs encouragements ; avec une pensée émue 

pour Eric Kassa-Kelembho qui n’est plus parmi nous. 

Les personnes que j’ai côtoyées quotidiennement dans les différents laboratoires m'ont 

apportée énormément de support, qu'il soit d'ordre technique ou moral. Merci, à toutes les 

techniciennes du service de sérologie et de biologie moléculaire du laboratoire de 

Virologie, du CHU de Nancy pour leur gentillesse et leur disponibilité sans oublier 

Mmes Pierrette Bocquillon (Secrétaire Médicale) et Mauricette Chouquet (Surveillante 

du Service de Virologie du CHU de Nancy). 

Merci à tous les techniciens de laboratoire d’Analyses Médicales de l’Institut Pasteur de 

Bangui pour la réalisation de la sérothèque, des analyses biologiques et de la sérologie 

des patients. 

Merci à Josiane, Julienne, Pulchérie (Laboratoire des Rétrovirus, Institut Pasteur de 

Bangui) et à Xavier (Laboratoire des Arbovirus, Rage, Grippe, Institut Pasteur de 

Bangui) pour leur soutien moral et leurs encouragements. 

Merci aux surveillantes de laboratoires d’analyses médicales : Mmes Marie-Françoise 

Coumanzi et Marie-Joëlle Mandeng qui s’arrangeaient pour que j’obtienne rapidement 

les résultats des analyse des patients. 

Merci à Mme Adriana Zengais (Secrétariat de la comptabilité) pour avoir mis à notre 

disposition toute la logistique nécessaire pour l’acheminement des prélèvements au 

niveau des laboratoires et le rendu des résultats des patients aux médecins. 

Merci à toute l’équipe du GEVSM qui participe à faire de ce service un endroit plein de 

vie: Francine, Raphaël, Chloé, Marion, Stéphane, Niad, Aurélie ; sans oublier Catherine 

(Secrétariat) pour la coordination de tous les courriers relatifs à la réalisation de ce 

travail. Merci pour tout Catherine. 



 ix

 

Il me faut aussi remercier tous ceux qui font partie de ma vie ou qui l’on traversée au fil 

des années. Comme ils ne sont pas tous susceptibles de lire ces pages un jour, je ferai en 

sorte de les remercier en personne. Mais je veux ici souligner l'influence de personnes 

qui me sont chères. Merci à mes parents, Angèle et Jean-Pétrus, de m’avoir donné tout ce 

qu’ils pouvaient et surtout de m’avoir encouragé à poursuivre mes études dans un pays 

où très peu de femmes envisagent de poursuivre des études supérieures. Merci à ma 

grand-mère Denise, à mes frères et sœurs, à mes neveux et nièces, pour tout ce qu’ils 

m'ont apportée d’écoute et de réconfort. 

Un grand Merci à Paule et Marie-Reine Hennequin pour leur soutien à la réalisation de ce 

travail, avec une pensée émue pour le père Charles Tisserant. 

Ce travail définitivement n’aurait été possible sans le financement du Ministère des 

Affaires Etrangères du Gouvernement Français et le Service de Coopération et d’Action 

Culturelle de l’Ambassade de France en Centrafrique, à travers une bourse (EGIDE). 

Sans vous, je ne serai pas la personne que je suis aujourd’hui. 

 



 x

LISTE DES PRINCIPALES ABREVIATIONS 

aa Acide aminé 

Ac  Anticorps  

ADN  Acide désoxyribonucléique  

ADNccc ADN circulaire covalemment clos 

AFB1 Aflatoxine B1 

Ag Antigène 

AgHBc Ag de la capside («core») du virus de l’hépatite B  

AgHBe Ag «e» du virus de l’hépatite B  

AgHBs Antigène de surface du virus de l’hépatite B 

AgHD Antigène delta 

ALAT Alanine aminotransférase 

AMM Autorisation de mise sur le marché 

Anti-HBc Anticorps dirigé contre la protéine core du virus de l’hépatite B 

Anti-HBe Anticorps dirigé contre la protéine E du virus de l’hépatite B 

Anti-HBs Anticorps dirigé contre la protéine de surface du virus de l’hépatite B 

Anti-HD Anticorps dirigé contre les protéines delta (LHD, sHD) 

ARN Acide ribonucléique 

ARNm ARN messager 

ARNpg ARN pré-génomique 

ASAT Aspartine aminotransférase 

BET Bromure d’éthidium 

CD Classe de différentiation 

CHC Carcinome hépatocellulaire 

ChHBV Chimpanzee Hepatitis B Virus (virus de l’hépatite B du Chimpanzé) 



 xi

CHO Chinese Hamster Ovary : cellules d’ovaire d’hamster chinois 

CMH I Complexe majeur d’histocompatibilité de classe I 

CHU Centre Hospitalier Universitaire 

DHBV Duck Hepatitis B Virus (virus de l’hépatite B du canard) 

dNTPs Désoxynuléotides triphosphates (ATP, TTP, CTP, GTP) 

E. coli Escherichia Coli 

EDTA Ethylene–Diamine–Tetra–Acetic acid 

GiHBV Gibbon Hepatitis B virus (virus de l’hépatite B du Gibbon) 

GoHBV Gorilla Heaptitis B virus (virus de l’hépatite B du Gorille) 

gp Glycoprotéine 

GSHBV Ground Squirrel Hepatitis B Virus (virus de l’hépatite B de l’écureuil) 

HBx Protéine X du virus de l’hépatite B 

HHBV Heron Hepatitis B virus (virus de l’hépatite B du héron) 

HLA Human Leucocyte antigen (Ag de leucocytes humains) 

IFNα Interféron-alpha 

IgHB Immunoglobulines spécifiques anti-HBs 

IgM Immunoglobuline de type M 

IgG Immunoglobuline de type G 

IPB Institut Pasteur de Bangui 

kb Kilobase 

kDa Kilodalton 

km Kilomètre 

L Grande protéine (L = large) d’enveloppe du virus de l’hépatite B 

LHD Grande protéine du virus de l’hépatite delta 

LNBCSP Laboratoire National de Biologie Clinique et de Santé Publique 

M Protéine moyenne (M = médium) d’enveloppe du virus de l’hépatite B 



 xii

mg/k/j Milligramme par kilogramme de poids par jour 

MgCl2 Chlorures de magnésium 

min Minute 

mL Millilitre 

mM Millimole 

MST Maladies sexuellement transmissibles 

nm Nanomètre 

nM Nanomole 

nt Nucléotide 

OMS Organisation mondiale de la santé 

ORF Open Reading Frame (cadre ouvert de lecture) 

OuHBV Orang-outang Hepatitis B virus (virus de l’hépatite B du Oran-outang) 

pb Paire de bases 

PCR Polymerase Chain Reaction (réaction de polymérisation en chaîne) 

PEG-IFNα-2a IFN-pégylé-alpha-2a 

pmol Picomole 

RCA République Centrafricaine 

RE Réticulum endoplasmique 

S Protéine majeure (S = Small) d’enveloppe du virus de l’hépatite B 

SGHBV Snow Goose Hepatitis B virus (virus de l’hépatite B de l’Oie) 

sHD Petite protéine du virus de l’hépatite delta 

SIDA Syndrome de l’Immunodéficience acquise 

TP Terminal protein ou protéine terminale 

UI/L Unité Internationale par litre 

UV Ultra violet 



 xiii

VHB Virus de l’hépatite B 

VHC Virus de l’hépatite C 

VHD Virus de l’hépatite Delta ou agent Delta 

VIH Virus de l'immunodéficience humaine 

WHBV Woodchuck Hepatitis B Virus (virus de l’hépatite B de la marmotte) 

WMHBV Wooly Monkey Hepatitis B Virus (virus de l’hépatite B du singe laineux) 

  

  

  

  

  

 
 
 



 xiv

LISTE DES ILLUSTRATIONS 

 
Figure 1 : (A) aborigène australien ; (B) Mise en évidence de l’antigène Australia par 

immunodiffusion en milieu gélosé ............................................................................... 6 
Figure 2 : Phylogénie des Hepadnaviridae. ....................................................................... 8 
Figure 3 : Photographie en microscopie électronique des particules virales...................... 9 
Figure 4 : Structure du VHB. ........................................................................................... 10 
Figure 5 : Organisation du génome du VHB des mammifères. ....................................... 13 
Figure 6 : Structure du signal d’encapsidation ................................................................. 16 
Figure 7 : Schéma de la région codant les trois protéines d’enveloppe (L, M, S) ........... 18 
Figure 8 : Schéma de la région codant la polymérase du VHB........................................ 20 
Figure 9: Localisations du site d’attachement du VHB à la cellule et du domaine «motif 

fusion» ........................................................................................................................ 23 
Figure 10 : Les ARN du VHB (et phases de lecture). ...................................................... 26 
Figure 11 : Cycle de réplication du virus de l’hépatite B................................................. 28 
Figure 12 : Répartition géographique des génotypes A à H du VHB. ............................. 31 
Figure 13 : Principales mutations décrites sur le déterminant «a»de la protéine S. ......... 33 
Figure 14 : Structure du gène codant les protéines HBc et HBe et émergence des mutants 

précore. ....................................................................................................................... 35 
Figure 15 : Répartition mondiale de la prévalence de l’Hépatite B. ................................ 38 
Figure 16 : Histoire naturelle de l’infection par le VHB selon les régions d’endémie. ... 43 
Figure 17 : Evolution de l’infection par le VHB chez un adulte immunocompétent dans 

les régions non endémiques........................................................................................ 51 
Figure 18 : Démarche diagnostique de l’infection par le VHB au laboratoire................. 52 
Figure 19 : Cinétique des marqueurs virologiques dans le sérum au cours d’une hépatite 

B aiguë........................................................................................................................ 56 
Figure 20 : Cinétique des marqueurs virologiques dans le sérum au cours d’une hépatite 

B chronique ................................................................................................................ 58 
Figure 21: Positions des principales mutations de résistance aux antiviraux................... 70 
Figure 22 : Schéma de la région PréS/S étudiée............................................................... 92 
Figure 23 : Alignement de la séquence en acides aminés de la région PréS2 de 33 

souches de VHB de la RCA : comparaison avec les souches de référence des 
génotypes A1, D3, D5 et E (X75657). ..................................................................... 105 

Figure 24 : Arbre phylogénétique de 56 souches du VHB/E de la RCA  construit à partir 
du gène S: comparaison avec les souches de référence du génotype E.................... 107 

Figure 25: Arbre phylogénétique de 56 souches du VHB de la RCA construit à partir du 
gène préC/C: comparaison avec 28 souches de références du génotype E. ............. 109 

Figure 26 : Arbre phylogénétique du génome complet des 30 souches de VHB de la 
RCA : comparaison avec 31 souches de référence des génotypes A à H................. 111 

Figure 27 : Arbre phylogénétique construit à partir du gène S des souches de génotypes A 
et D de la RCA : comparaison avec les souches de référence des génotypes A, E et D.
.................................................................................................................................. 113 

Figure 27a: Arbre phylogénétique détaillé de la souche RCA 204 construit à partir du 
gène S : comparaison avec les différents sous-groupes des souches de référence du 
génotype A................................................................................................................ 114 



 xv

Figure 27b: Arbre phylogénétique détaillé des souches RCA175 et RCA202 construit à 
partir du gène S: comparaison avec les différents sous-groupes des souches de 
référence du génotype D........................................................................................... 115 

Figure 28 : Arbre phylogénétique construit à partir du gène C des souches de génotypes 
A et D de la RCA : comparaison avec les souches de référence des génotypes A, E et 
D. .............................................................................................................................. 116 

Figure 28a : Arbre phylogénétique détaillé des souches RCA175 et RCA177 construit à 
partir du gène C: comparaison avec les différents sous-groupes des souches de 
référence du génotype D........................................................................................... 117 

Figure 29: Comparaison des points de similarité (méthode SimPlot) des gènes S, X et 
préC/C de la souche RCA177 avec les séquences des génotype E et D3. ............... 119 

Figure 30 : Répartition des génotypes du VHB en Afrique. .......................................... 130 
 
 



 xvi

LISTE DES TABLEAUX 

 
Tableau I : Principales modes de transmission du virus de l’hépatite B .......................... 41 
Tableau II : Interprétation des marqueurs sérologiques du VHB..................................... 55 
Tableau III : Marqueurs des infections à VHB au cours d’hépatite aiguë d’évolution 

favorable ..................................................................................................................... 56 
Tableau IV : Marqueurs des infections chroniques à VHB.............................................. 57 
Tableau V : Evolution des marqueurs B et delta au cours des co-infections et des 

surinfections ............................................................................................................... 77 
Tableau VI : Séquences des amorces utilisées pour les PCR nichées et les PCR de 

séquençage.................................................................................................................. 86 
Tableau VII : Caractéristiques des patients centrafricains selon leur statut sérologique 

vis-à-vis du VHB...................................................................................................... 103 
Tableau VIII : Répartition des patients selon l’âge et le sexe ........................................ 120 
Tableau IX : Distribution des patients selon les signes cliniques .................................. 121 
Tableau X : Répartition des patients selon les caractéristiques de l’hépatomégalie ...... 122 
Tableaux XI : Répartition des hépatomégalies selon les types de lésion ....................... 122 
Tableau XII : Répartition des patients selon la sérologie VHB/VHD et les analyses 

biologiques ............................................................................................................... 125 
 

 
 



 1

INTRODUCTION GENERALE 

L’infection par le virus de l’hépatite B (VHB) constitue un problème de santé 

publique mondial majeur. D’après les derniers chiffres de l'Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS), actuellement 2 milliards d’individus dans le monde ont été infectés par le 

VHB et environ 350 à 400 millions d’entre eux ont une infection chronique et sont 

porteurs de l’antigène de surface du VHB (AgHBs), avec un risque élevé d’évolution 

vers la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire (CHC). On estime à plus de 300 000 le 

nombre de nouveaux cas de CHC observés par an dans le monde. Du fait des 

complications de l’hépatite chronique et de ses conséquences, un million de personnes 

décéderont chaque année de cette infection (WHO, 2002). Parmi les virus à ADN qui 

infectent l’homme, le VHB est celui dont le génome est le plus petit. C’est un virus 

enveloppé à ADN bicaténaire partiel dont le cycle de développement fait intervenir une 

polymérase virale, qui effectue la synthèse d’ADN génomique à partir d’un ARN pré-

génomique (ARNpg). Le génome viral de 3 200 paires de base est caractérisé par un 

chevauchement des cadres de lecture. Malgré cette importante condensation de 

l’information 10 à 20% de la séquence de l’ADN viral peut varier sans nuire à la 

réplication. Les régions les plus susceptibles de variation sont la région Pré-S2 et le gène 

X. La survenue de mutations permet d’expliquer les variations antigéniques et les 

variations de séquence du génome ont permis de définir des génotypes. Cette 

classification repose sur des divergences intergroupes supérieure à 8% de la séquence 

nucléotidique du génome complet. En général, les génotypes sont déterminés à partir de 

la région Pré-S2. Actuellement 8 génotypes sont identifiés, classés de A à H (Okamoto 

et al., 1987; Norder et al., 1993; Stuyver et al., 2000) dont la plupart a une distribution 
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géographique plus ou moins distincte (Kimbi et al., 2004; Hannoun et al., 2005; 

Kurbanov et al., 2005; Makuwa et al., 2006; Olinger et al., 2006).  

En Afrique subsaharienne l’infection par le VHB est endémique. La prévalence des 

anticorps anti-HBV est très élevée et celle des infections chroniques atteint souvent 15 % 

(Pawlotsky et al., 1995 ; Kurbanov et al., 2005 ; Makuwa et al., 2006). Les infections à 

VHB sont cependant peu étudiées. Cependant, la cartographie des génotypes est de 

mieux en mieux connue et le génotype E est prédominant dans plusieurs pays du Sénégal 

à l’Angola.  

En République Centrafricaine, peu de travaux ont été réalisés jusqu’à présent malgré 

une forte prévalence de l’infection. Une étude menée en 1982 sur la détection de 

l’AgHBs à l’Institut Pasteur de Bangui a mis en évidence une prévalence de l’AgHBs 

relativement élevée (14%). En 1995, un dépistage réalisé chez les adolescents et jeunes 

adultes sexuellement actifs reçus en consultation au centre MST/SIDA de Bangui, a 

montré une prévalence des anticorps anti-HBc de 89% et de l’AgHBs de 15,4% 

(Pawlostky et al., 1995). En 2002 une étude séro-épidémiologique menée chez les 

femmes enceintes à Bangui, âgées de 15 à 45 ans, a montré une prévalence de l’AgHBs 

de 12,1%. 

Aussi dans la première partie de notre travail nous avons étudié la répartition des 

génotypes du VHB chez les patients atteints d’hépatite chronique hospitalisés dans le 

service d’Hépato-Gastro-Entérologie de l’hôpital de l’Amitié à Bangui. Ce travail a été 

mené en collaboration avec le laboratoire de Virologie du CHU de Nancy et le 

Département d’Immunologie du Laboratoire National de la Santé du Luxembourg. 

L’objectif principal était de caractériser les souches de VHB présentes chez les 

patients atteints d’hépatite chronique en effectuant leur génotypage. 
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Les objectifs secondaires étaient de réaliser une analyse phylogénétique de ces virus, 

et de faire une comparaison avec les résultats déjà obtenus dans les autres pays africains 

et de rechercher d’éventuels virus présentant des recombinaisons entre différents 

génotypes du VHB. 

La deuxième partie du travail a été menée dans le service d’Hépato-Gastro-

Entérologie de l’Hôpital de l’Amitié. En RCA, le cancer primitif du foie est une affection 

fréquente avec en moyenne 2 ou 3 cas de CHC par semaine. Ces chiffres, très 

certainement sous-estimés, ne donnent qu’une image partielle de la fréquence réelle des 

CHC étant donné le faible taux de fréquentation des hôpitaux et une politique vaccinale 

inexistante dans ce pays. Une étude clinique et biologique a été menée sur 68 patients 

admis dans le service pour une suspicion de carcinome hépatocellulaire (CHC). Ce 

travail a mis à contribution les services d’Hépato-Gastro-Entérologie, de Radiologie et 

d’Imagerie Médicale de l’hôpital de l’Amitié ainsi que le Laboratoire National de 

Biologie Clinique et de Santé Publique de Bangui. 

L’objectif principal était de décrire chez les patients atteints, les tableaux cliniques et 

biologiques du CHC. L’objectif secondaire est d’utiliser la banque de sérum et de 

prélèvements de lésions de CHC par cytoponction que nous avons constituée pour 

étudier, par la suite, la variabilité du gène X des VHB isolés chez ces patients (Venard et 

al., 2000). Il nous sera possible de comparer les souches circulantes et celles présentes in 

situ et de déterminer s’il existe des différences selon qu’ils sont atteints d’hépatite 

chronique (sans tumeur) ou de CHC. Une intégration du génome viral dans celui des 

hépatocytes tumoraux pourra également être étudiée. 
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1.1. HISTORIQUE 

 

On distingue deux catégories d’hépatites : les hépatites dites « post-transfusionnelles » 

ou « sériques » (hépatites B, C et D), transmises par le sang, les produits biologiques ou 

les sécrétions et les hépatites épidémiques (hépatites A et E) de transmission oro-fécale. 

Les hépatites ont été décrites dès le moyen âge et son importance était liée aux 

mauvaises conditions d’hygiène dans lesquelles vivait la population. Le principal signe 

clinique est l’apparition d’un ictère (jaunisse). Il est associé à une décoloration des selles 

et des urines foncées, guérissant en quelques semaines. 

En 1940, la découverte des groupes sanguins a permis la mise en œuvre des 

transfusions sanguines. Des ictères ont alors été observés chez les sujets transfusés. Des 

hépatites ont également été diagnostiquées chez des sujets vaccinés contre la fièvre jaune 

car, le vaccin contenait du sérum humain. 

En 1956, Le Professeur Saul Krugman, par l’observation d’enfants handicapés 

hospitalisés pour ictère, suspecte la présence de deux agents infectieux différents, 

vraisemblablement des virus, responsables d’hépatites : l’un responsable d’une hépatite à 

incubation courte, transmissible par voie oro-fécale; l’autre associé à une hépatite à 

incubation longue, transmissible par voie parentérale. Le premier virus est appelé virus 

de l’hépatite A; et le second, virus de l’hépatite B. 

 

1.1.1. Découverte du virus de l’hépatite B 

 
C’est en 1964 que Baruch S. Blumberg et son équipe mirent en évidence, dans le sang 

d’un aborigène australien atteint d’hépatite, un nouvel antigène qui réagissait 

spécifiquement avec des sérums de patients hémophiles américains polytransfusés, 
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(Blumberg et al., 1965). Cet antigène nommé antigène Australia, sera ultérieurement 

associé de façon spécifique à une hépatite post-transfusionnelle dite hépatite B en 1967-

1968 (Prince, 1968). 

Il faudra cependant attendre 1970 pour que Dane et ses collaborateurs, grâce à la 

microscopie électronique, identifient des particules dans le sérum de trois malades 

atteints d’hépatite (particules de Dane), agglutinables par des anticorps spécifiques de 

l’antigène Australia (Dane et al., 1970). L’antigène Australia sera ensuite identifié 

comme étant la protéine de surface du virus de l’hépatite B, désigné sous le sigle AgHBs. 

En 1975, l’équipe de P. Maupas, de Tours, publie les premiers résultats d’une 

vaccination contre le VHB utilisant comme source vaccinale l’antigène Australia purifié 

à partir de plasma de porteurs chroniques (Maupas et al., 1976). 

En 1986, le premier vaccin mondial obtenu par génie génétique et commercialisé est 

le vaccin contre l’hépatite B. 

 

 

Figure 1 : (A) aborigène australien ; (B) Mise en évidence de l’antigène Australia par 
immunodiffusion en milieu gélosé 
Puits a : antigène Australia ; puits b : anticorps spécifique. Après diffusion, la rencontre de  l’Ag et de l’Ac 
dans la zone d’équivalence, entraîne la formation d’un arc de précipitation (c). (D’après Doerr HW and 
Gerlich WH, In: Medizinische Virologie. Verlag, 2002). 
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1.2. LES HEPADNAVIRIDAE 

 

1.2.1. Taxonomie 

 
La présence du VHB chez un petit nombre d’espèces rend difficile toute étude 

phylogénétique des Hepadnaviridae. En effet, à la différence des rétrovirus, présents 

chez toutes les espèces des oiseaux à l’homme, le VHB n’a été décrit que chez un petit 

nombre d’oiseaux, quelques rongeurs, certains primates et l’homme (Figure 5). La 

famille des Hepadnaviridae rassemble les virus de l’hépatite B dont l’espèce type est le 

virus humain (Virus de l’hépatie B ou VHB ; Hepatitis B virus ou HBV). Cette famille 

comprend deux genres : Orthohepadnavirus et Avinepadnavirus. 

– Le genre Orthohepadnavirus comprend le virus de l’hépatite B humaine, ainsi 

que les virus des rongeurs ; Woodchuck hepatitis B virus ou WHBV chez la marmotte 

(Summers et al., 1978), Ground Squirrel hepatitis B virus ou GSHBV chez les tamias ou 

l’écureuil fouisseur (Marion et al., 1980). Bien que leurs génomes soient proches de 

celui du VHB, ils ne sont pas connus pour infecter l’homme ou le singe. Des virus de 

l’hépatite B ont été identifiés chez les grands primates (Chimpanzé : ChHBV (Hu et al., 

2000), Gorille : GoHBV, Orang-outang : OuHBV, Gibbon : GiHBV) et le singe laineux 

(Wooly Monkey : WMHBV). Pour le moment les différences entre ces virus et le virus 

humain ne permettent pas de les classer dans des espèces séparées. 

– Le genre Avihepadnavirus rassemble les virus de l’hépatite B du canard de 

Pékin (Duck Hepatitis B virus, DHBV) (Mason et al., 1980), du héron (Heron Hepatitis 

B virus, HHBV) (Sprengel et al., 1988), et de l’oie blanche des neiges (Snow Goose 

Hepatitis B virus, SGHBV) (Chang et al., 1999). Ils sont rarement responsables de 
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manifestations cliniques et leur transmission est surtout verticale. Ils diffèrent des virus 

de mammifères par l’absence de gène X. 

 

 

Figure 2 : Phylogénie des Hepadnaviridae. 
(D’après Doerr HW and Gerlich WH, In: Medizinische Virologie Verlag, 2002). 

 

1.2.2. Particules du VHB : formes circulantes 

 
Le virus de l’hépatite B est de culture difficile mais il a été mis en évidence très tôt par 

microscopie électronique grâce à la forte concentration de particules virales dans le 

sérum des malades. Trois types de structure peuvent être observées (Dane et al., 1970; 

Tiollais et al., 1985) (Figure 6). 

– Les particules virales infectieuses de 40 à 48 nm de diamètre, appelées 

particules de Dane correspondant aux virions complets. Elles sont les moins fréquentes et 
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sont constituées d'un core (nucléocapside contenant un ADN partiellement bicaténaire 

associé à une ADN polymérase) et d'une enveloppe. 

– Les particules sphériques ou sphérules, très nombreuses, de 18 à 25 nm de 

diamètre et des filaments ou tubules de 22 nm de diamètre sur 50 à 250 nm de longueur 

qui pourraient être des sphères agrégées. Ces deux derniers éléments ont la même 

structure que l’enveloppe virale et portent l’AgHBs. Ils se composent d’une enveloppe 

constituée d’une bicouche lipidique et ont un diamètre de 25 à 27 nm. Ces sphérules et 

filaments, non infectieux, sont produits en excès. Il peut y avoir en moyenne 3.1013 

sphères pour 2.1012 filaments et 2.1010 particules de Dane dans 1 mL de sérum d’un sujet 

infecté. 

 

A B C 

Particules de Dane : 40 à 48 nm Tubules : variables Sphérules : 18 – 25 nm 

 

 
 
 
Figure 3 : Photographie en microscopie électronique des particules virales. 
Dans le sérum d’un patient chroniquement infecté, on distingue les trois formes de particules : virion 
complet ou particules de Dane (A) infectieux, filaments ou tubules (B) et sphères ou sphérules (C), non 
infectieux et constitués seulement d’antigène de surface (AgHBs). (D’après Doerr HW and Gerlich WH, 
In: Medizinische Virologie Verlag, 2002).  
 

1012–1014/mL109–1011/mL 1011–1012/mL
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1.2.3. Structure du virion 

 
Le virion, ou particule de Dane, est un virus enveloppé possédant une capside 

icosaédrique formée d’un seul type de protéine (protéine C, correspondant à l’antigène 

HBc) qui renferme une molécule d’ADN circulaire, partiellement double brin avec un 

brin complet de polarité négative (–) et  un brin de polarité positive (+) qui ne représente 

que 50 à 80% du génome (Figure 7). L’ADN est associé à la polymérase virale et à une 

protéine terminale attachée au brin long. La nucléocapside est entourée d’une enveloppe 

lipidique qui dérive du réticulum endoplasmique (RE) et qui porte trois glycoprotéines de 

tailles différentes (L ou Large, M ou Medium et S ou small) ayant toutes la même 

spécificité antigénique HBs. 

 

 

Figure 4 : Structure du VHB. 
L’enveloppe est constituée par des sous-unités protéiques codées par les gènes S, préS1 et préS2. La 
capside est formée par l’union de plusieurs sous-unités HBc. Elle contient l’ADN du virus et les enzymes 
impliquées dans la réplication. http://www.molecular-virology.uni-hd.de 
 

CCaappssiiddee  ((HHBBcc))  SS AAggHHBBss ((SS))  

MM  AAggHHBBss  ((SS++pprrééSS22))  
LL  AAggHHBBss  ((SS++pprrééSS22++pprrééSS11))  
 

AADDNN  

PPoollyymméérraassee  ((PP))  
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1.2.4. Propriétés physico-chimiques 

 
Bien qu’il soit enveloppé, le VHB est relativement résistant. En effet, à l'extérieur de 

l'hôte, le VHB survit dans le sang pendant plusieurs semaines. Il est le seul virus 

enveloppé capable de résister pendant 7 jours à 25°C dans l’environnement (sur les 

surfaces). L’infectivité d’un sérum contagieux est stable à 37°C pendant 60 minutes 

(min) et persiste pendant des années à –70°C. Le VHB est sensible à l'hypochlorite de 

sodium à 5%, à l'éthanol à 70%, au glutaraldéhyde à 2%, et au formaldéhyde. 

L’infectivité est cependant détruite après quelques minutes à 100°C.  

1.2.5. Le génome du VHB 

 
Les Hepadnaviridae possèdent un ADN de petite taille (3200 pb) et leur génome est le 

plus petit parmi les virus à ADN. Il a été séquencé dès 1979 (Galibert et al., 1979; 

Pasek et al., 1979). La numérotation des bases du génome est faite à partir du site unique 

de restriction par l’enzyme Eco RI pris comme origine dans le sens des aiguilles d’une 

montre. Elle utilise comme référence une séquence type du VHB sauvage. 

– Dans le virion, le génome est sous la forme d’un ADN partiellement double 

brin, fermé de façon non covalente. Le brin long de polarité négative (–), dont la 

séquence est complémentaire de celle des ARN viraux, est complet. Il a une extrémité 3' 

libre tandis que l’extrémité 5' est liée de façon covalente à la protéine terminale 

(Terminal protein : TP) codée par l’ADN viral. Le brin court de polarité positive (+) a 

une extrémité 5' fixe, complémentaire des 224 premières bases du brin (–) qui assure la 

circularité de l’ADN viral. La longueur de ce brin (+) est variable et représente 50 à 80% 

de celle du brin (–). 
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– Dans le noyau de l’hépatocyte, l’ADN viral est sous forme d’une molécule 

circulaire, fermée de façon covalente et super-enroulé (ccc DNA : covalently closed 

circular DNA ou ADNccc). Certains auteurs le comparent à un mini chromosome. Il sert 

de matrice pour la synthèse des ARN messagers (ARNm) viraux. L’ADNccc est 

extrêmement stable et persiste sous forme épisomique au sein des hépatocytes et 

probablement d’autres cellules permissives. Il est à l’origine du portage chronique et des 

phénomènes de réactivation. 

 

1.2.5.1. Organisation du génome 

– Cadres de lecture 

L’organisation du génome du VHB est extrêmement compacte, plus de la moitié étant 

lue sur plusieurs cadres de lecture. Quatre cadres ouverts de lecture (ORF : Open 

Reading Frame) chevauchants, dans la même orientation transcriptionnelle, ont été 

identifiés et codent neuf protéines (Figure 5) : 

– Le gène préS/S, code les trois protéines de surface (Charnay et al., 1979): S 

(Small) pour la petite protéine S qui correspond à la protéine majeure de l’enveloppe, 

préS2/S pour la protéine moyenne (M) et préS1/préS2/S pour la grande protéine L 

(Large). Elles sont lues en phase sur deux ARN différents. Ces protéines sont glycosylées 

dans l’appareil de Golgi et possèdent toutes la même spécificité antigénique HBs. 

– Le gène préC/C, code la protéine de capside (protéine C ou antigène HBc) 

(Pasek et al., 1979), et une protéine soluble excrétée dans le sérum après clivage 

(protéine E, antigène HBe). Bien que ces deux protéines soient traduites en phase, leurs 

spécificités antigéniques sont différentes. 



 13

– Le gène P qui fait 80% du génome, code trois peptides avec successivement 

la protéine terminale, une région non codante («spacer ou espaceur»), la polymérase 

proprement dite qui a une activité ADN polymérase ARN dépendante et ADN 

dépendante (transcriptase inverse) et la RNase H. Le clivage des peptides viraux est 

assuré par des enzymes cellulaires. Bien que possédant une transcriptase inverse proche 

de celle des rétrovirus, le génome du VHB ne code pas de protéase.  

– Le gène X, code une protéine régulatrice HBx, qui du fait de son activité 

transactivatrice pourrait être impliquée dans la cancérogenèse induite par le VHB. Il 

n’existe pas de cadre ouvert de lecture correspondant à la région X chez DHBV. Le CHC 

est directement lié à l’infection par le VHB. Les mécanismes de carcinogenèse qui 

peuvent expliquer sa survenue chez un patient infecté sont multiples. Cependant le rôle 

d’une protéine X mutée qui aurait acquis des fonctions altérées par mutation est suspecté, 

au moins dans certains cas, bien qu’un tel mécanisme reste à prouver. 

 

Figure 5 : Organisation du génome du VHB des mammifères. 
L’ADN est circulaire (en noir), partiellement double brin, avec le nucléotide 1 correspondant au site de 
restriction EcoRI. Il contient quatre promoteurs et des séquences de régulation (signal de polyadénylation, 
enhancer) qui commandent la synthèse de quatre transcrits codant la capside virale (C : core, préC : 
précore), la polymérase (P), l’enveloppe (préS1, préS2, S) et la protéine transactivatrice (X), dont les 
cadres de lecture sont représentés à la partie externe de la figure. (D’après Seeger C and Mason WS, In: 
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 2000). 
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– Séquences régulatrices et éléments structuraux 

Le génome du VHB possède des séquences de régulation qui activent la lecture des 

gènes viraux et des éléments structuraux qui vont définir la structure des ARN et ADN et 

qui sont essentiels pour la réplication virale : 

Séquences régulatrices 

Le VHB possède deux éléments activateurs de la transcription : “enhancers” (Enh) I 

(en amont du gène X) et II (en amont du promoteur basal du core et du cadre de lecture 

C) qui agissent sur tous les promoteurs viraux et commandent la synthèse des quatre 

transcrits codant la protéine de la capside virale, la polymérase, les protéines d’enveloppe 

et la protéine transactivatrice. 

Deux autres éléments influencent la transcription virale. D’abord, un élément 

répondant aux glucocorticoïdes (glucocorticoïde Responsive Element ou GRE) qui se 

situe dans le gène S, permet un accroissement de l’expression des gènes de cinq fois en 

présence de glucocorticoïde. En effet, chez des patients prenant des glucocoticoïdes, on 

observe souvent une augmentation de la transcription et exacerbation de la virémie.  

Le second est l’élément de régulation post-transcriptionnelle (ERP), un grand élément 

qui chevauche complètement le promoteur X, partiellement l’EnhI et le début du gène X. 

L’ERP (probablement aidé par des facteurs cellulaires) permet l’exportation efficace des 

ARN non épissés du VHB vers le cytoplasme. 

Eléments structuraux 

Ces éléments comprennent un signal d’encapsidation, deux séquences répétées 

directes DR1 et DR2 (Direct repreat) et un signal de polyadénylation. Ce n’est pas 

seulement les séquences de ces éléments qui sont importantes mais également les 
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positions qu’ils occupent sur le génome. A l’exception de la DR2, tous ces éléments se 

situent sur une courte région du génome de moins de 100 nucléotides (nt). 

Le signal d’encapsidation (Figure 6) permet l’encapsidation simultanée de l’ARNpg et 

de la polymérase. Il est l’équivalent d’epsilon chez les rétrovirus, mais chez les 

hépadnavirus le signal d’encapsidation est étroitement lié à l’initiation de la synthèse de 

l’ADN (–). C’est une région hautement conservée des génomes des Hepadnaviridae. Il 

est constitué de deux tiges-boucles superposées, la séquence de la tige-boucle supérieure 

n’étant pas primordiale mais les séquences de la tige et de la boucle inférieure sont 

importantes. La plus part de séquences du signal sont comprises dans la région C, mais le 

codon d’initiation de l’AgHBc est également présent dans la structure.  

La DR1, de 11 nt chez le VHB et 12 chez le DHBV, est située immédiatement en 5’ 

du signal d’encapsidation. Les DR1 et DR2 vont définir les extrémités 5’ de l’ADN (–) et 

du brin (+) respectivement, et la distance entre les deux (environ 200 nt) va déterminer la 

longueur des extrémités cohésives qui vont maintenir la circularité du génome. Chez le 

VHB, la DR2 est environ 220 nt en amont de la DR1 mais chez le DHBV DR2 et DR1 ne 

sont séparées que d’une trentaine de nucléotides. 

Les hépadnavirus des mammifères n’ont qu’un signal de polyadénylation (TATAAA), 

donc tous les transcrits viraux sont polyadénylés au même endroit. Le signal de 

polyadénylation se trouve immédiatement en 3’ du signal d’encapsidation, au début de la 

région codante de l’AgHBc. Les hépadnavirus aviaires utilisent le signal de 

polyadénylation AATAAA. 
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Figure 6 : Structure du signal d’encapsidation 
(D’après Kay A. dans: Hépatites B et C; Virologie, John Libbey Eurotext, Ed 2006). 

 

1.2.6. Les protéines virales 

 

1.2.6.1. Protéines de surface (ou d’enveloppe)  

Un seul cadre ouvert de lecture (région PréS/S) code les trois protéines de surface de 

tailles différentes mais qui ont la même extrémité carboxyle. Il contient trois codons 

d’initiation en phase qui divisent cette séquence codante en trois régions : Pré-S1, Pré-S2 

et S. Les trois protéines synthétisées sont partiellement glycosylées dans la cellule et 

existent sous deux formes et six protéines différentes sont ainsi produites :  
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– La protéine S (226 acides aminés (aa) ; non glycosylée : p24 ; forme 

glycosylée : gp28)) est la plus petite des trois protéines. Elle est traduite à partir du 

troisième codon d’initiation. Elle est le composant majeur de l’enveloppe virale et 

également des vaccins anti-VHB. En effet, la plus part des anticorps neutralisants ciblent 

une partie de l’AgHBs qui est exposé à la surface des particules virales. C’est donc une 

protéine membranaire, et le modèle couramment admis est qu’elle possède quatres 

régions hydrophobes et transmembranaires (TM) avec une large région centrale et 

hydrophile (Boucle ou Région Hydrophile Majeure, RMH) exposée à la surface de la 

particule virale (Figure 7)  

– Avec 55 aa supplémentaires, la protéine M (281 aa ; non glycosylée : p24 – 

p31; glycosylée : gp 33 – gp 36) est traduite à partir du second AUG. Elle possède les 

mêmes séquences et la même topologie membranaire que la protéine S. Elle ne semble 

pas être essentielle pour la morphogenèse des particules infectieuses. 

– La protéine L (329 aa ; non glycosylée : p39 ; glycosylée : gp42), traduite à 

partir d’un ARNm différent des deux autres protéines, résulte de la traduction de toute la 

phase ouverte de lecture. Elle représente environ 10 à 20 % des protéines d’enveloppe 

dans les filaments et dans les virions respectivement, contre seulement 1 % dans les 

sphères. La protéine L peut adopter deux topologies membranaires. Initialement, les 

régions PréS1, PréS2 et la région TM1 de l’AgHBs sont retenues du côté cytoplasmique 

où elles participent à l’enveloppement de la nucléocapside. Pendant le transport du virion 

vers la surface cellulaire, au moins une partie des molécules de PréS1 change de 

conformation avec insertion de la région TM1 dans la membrane et externalisation des 

régions PréS1 et PréS2. Ceci doit se produire après le passage dans le RE, seul endroit où 

la glycosylation peut avoir lieu. Ce changement de topologie est nécessaire car les 

séquences proches de l’extrémité N-terminale de la protéine PréS1 (séquence QLDPAF) 
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(Figure 7) jouent un rôle déterminant dans la reconnaissance des hépatocytes par le 

virion (Lu et al., 2004). Ceci confère l’infectivité à la particule virale. La protéine L est 

donc essentielle pour la maturation virale. 

 

 

Figure 7 : Schéma de la région codant les trois protéines d’enveloppe (L, M, S)  
Les quatre domaines transmembranaires et les sites de glycosylation et de reconnaissance des hépatocytes 
sont représentés (Adapté de : http://www.molecular-virologie.uni.de) 

 

Les protéines S, M et L ont toutes la même spécificité antigénique HBs. Celle-ci est 

portée par une séquence hydrophile correspondant aux acides aminés 121 à 150 de la 

protéine S. 

 

1.2.6.2. Protéine de la capside et la protéine Précore 

De même dans l’ORF C, deux codons initiateurs en phase servent à la traduction de la 

protéine de capside (Protéine core ou AgHBc) et d’une protéine soluble (protéine précore 

ou protéine E ou AgHBe). 
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– Protéine de la capside 

La protéine core est le constituant majeur de la capside, mais il n’est pas recherché en 

pratique chez les patients. C’est une protéine phosphorylée de 22 kDa (183 à 185 aa) 

produite par translation de l’initiation au 2ème AUG de préC/C. Elle est constituée, dans 

sa région N-terminale, d’un domaine important pour l’auto-assemblage et, à l’extrémité 

C-terminale, d’un domaine riche en arginines indispensable pour l’encapsidation de 

l’ARN. 

– Protéine Précore 

La protéine précore (212 aa ; 25 kDa) est le précurseur de l’AgHBc. Elle est 

synthétisée à partir du premier codon ATG du cadre C. Elle diffère de la protéine de 

capside par la présence d’une région N-terminale de 29 aa. Cette région est hydrophobe 

et forme un peptide signal qui dirige la protéine naissante vers le RE. Cette protéine 

transite par l’appareil de Golgi vers la surface cellulaire et, pendant le transport, le 

peptide signal (séquence de 19 aa) et la queue basique sont éliminés. La protéine maturée 

(AgHBe de 15 à 18 kDa) est secrétée sous forme soluble dans le sérum des patients 

infectés et sa présence est le témoin d’une réplication virale. 

 

1.2.6.3. Polymérase 

Le gène P qui correspond à 80% du génome code la polymérase virale (832 à 845 aa 

selon le génotype du VHB; 92 kDa) qui est composée de trois domaines (Figure 8) 

fonctionnels correspondant de 5’ en 3’ respectivement à : 

– La protéine terminale (Terminal protein) qui se lie à l’extrémité 5’ du brin 

(–) d’ADN dans la particule virale et sert également d’amorce à l’initiation de sa 

synthèse (primase). 

– Une région intermédiaire ou espaceur (spacer) qui ne correspond à aucun 
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peptide mais dont la taille et le repliement permettent une interaction des différents 

domaines avec le génome viral. Elle est également indispensable pour assurer 

l’encapsidation de l’acide nucléique. 

– L’ADN polymérase qui est une transcriptase inverse et qui assure la 

synthèse de l’ADN génomique puis, celle du 2ème brin d’ADN complémentaire à partir de 

l’ARN pré-génomique. Ce domaine contient au site actif le motif peptidique YMDD qui 

est également présent dans la transcriptase inverse du VIH. 

– La RNAse H qui dégrade l’ARN complémentaire du brin d’ADN (+) 

néoformé. 

 

 

Figure 8 : Schéma de la région codant la polymérase du VHB. 
Les quatre régions (protéine terminale, espaceur, transcriptase inverse et RNAse H) de la polymérase sont 
indiquées. La transcriptase inverse comporte différents domaines (A-G) impliqués dans l’activité 
enzymatique. On trouve dans le domaine catalytique C, le motif YMDD (souligné) commun au VIH et 
dont la mutation confère la résistance à la lamivudine (D’après Gordien E : Cours Virus de l’hépatite B ; 
Actualités virologiques, Institut Pasteur, Paris. Mai 2006). 

 

1.2.6.4. Protéine X 

La protéine X ou HBx (154aa ; 17 kDa), porte la spécificité antigénique HBx. Sa 

structure est conservée parmi les souches du VHB malgré de grandes variations de 

séquences. Elle possède une activité protéine kinase (Sérine et Thréonine kinase) et 

assurerait sa propre phosphorylation. Elle possède également une activité transactivatrice 

pour la transcription de certains gènes viraux et des gènes cellulaires. Elle pourrait avoir 

un rôle dans la carcinogenèse. 
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1.2.7. La multiplication du virus 

 

1.2.7.1. Culture in vitro et modèles animaux 

L’absence de lignée cellulaire continue infectable par le VHB a longtemps rendu 

difficile l’étude approfondie du cycle viral et notamment de ses premières étapes 

conduisant le génome viral au noyau de la cellule hôte. Seules étaient disponibles des 

hépatocytes de primo-explantation et des lignées dérivées de CHC permissives pour le 

VHB (cellules HepG2). Cependant ces dernières nécessitent la transfection par un 

plasmide exprimant le génome viral ou une micro-injection, pour qu’une réplication 

virale soit observée. Aussi a-t-on eu recours aux hépadnavirus animaux proches des virus 

humains. Les deux modèles animaux les plus couramment utilisés sont le canard et la 

marmotte. Les hépatocytes primaires de canard sont cultivables et infectables par le 

DHBV, ce qui a permis d’étudier les mécanismes de pénétration du virus. Toutefois, le 

DHBV étant le plus éloigné phylogénétiquement du virus humain, les résultats issus de 

son analyse ne sont pas systématiquement applicables aux virus des mammifères. Une 

nouvelle lignée d'hépatome humain appelée HepaRG a été décrite en 2002 comme 

susceptible d’être infectée par le VHB (Gripon et al., 2002). Ces cellules HepaRG 

peuvent à confluence se différencier et exprimer des fonctions d'hépatocytes adultes qui 

restent relativement stables pendant plusieurs jours, voire quelques semaines. 

 

1.2.7.2. Tropisme cellulaire 

Le VHB a un tropisme essentiellement hépatocytaire et les formes réplicatives sont 

essentiellement retrouvées dans les hépatocytes. Cependant, le virus peut également se 
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multiplier dans les cellules de la lignée sanguine. Les lymphocytes B ont un récepteur 

pour le virus. L'existence d'une multiplication dans d'autres organes n’est par certaine. 

Au cours d'infections aiguës l’ADN et l'ARN viral peuvent être détectés dans de 

nombreux types cellulaires tel que les cellules de la moelle osseuse, les monocytes, les 

lymphocytes B, les lymphocytes T CD4+ et CD8+, dans le pancréas, les reins et la peau 

(Dejean et al., 1984) et des symptômes extrahépatiques peuvent alors être observés au 

cours d'infection par VHB (pancréatites, glomérulonéphrites, neuropathies, anomalies du 

sperme). Par contre, au cours des infections chroniques, le virus est présent presque 

exclusivement dans le foie. Les cellules lymphocytaires peuvent servir de réservoir pour 

le virus ce qui peut poser des problèmes lors de transplantation hépatique (infection du 

greffon) ou de traitement antiviral (reprise de la réplication en fin de traitement). 

 

1.2.7.3. Cycle viral 

 

– Entrée du virus 

Attachement  

Les évènements précoces du cycle viral (fixation et pénétration du virion dans la 

cellule) sont encore mal connus. Cependant, les études avec des explants d’hépatocytes 

humain ou de canard, ont suggéré que le domaine L de la protéine d’enveloppe est 

impliqué dans l’attachement du VHB à la cellule hôte (Pontisso et al., 1989; Glebe et 

al., 2003). Le site permettant cet attachement a été identifié : c’est la séquence QLDPAF 

(Figure 9) encadrés par les acides aminés 21 à 47 de la région Pré-S1 (Paran et al., 

2001) de la grande protéine d’enveloppe.  
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Figure 9: Localisations du site d’attachement du VHB à la cellule et du domaine «motif fusion»  
(D’après Lu X et al., 2004); TM correspond aux domaines transmembranairse des diffréentes protéines 
d’enveloppe. 
 

Récepteur du VHB 

A l’heure actuelle, la nature du récepteur hépatocytaire demeure inconnue. Dans le 

modèle d’infection à DHBV, la molécule permettant l’attachement du virus est la 

carboxypeptidase D ou gp 180 (Kuroki et al., 1994; Kuroki et al., 1995; Tong et al., 

1999). La forme membranaire de cette protéine lie les particules virales avec une grande 

affinité. Des lignées hépatocytaires hétérologues et non permissives à l’infection par le 

DHBV, peuvent fixer les particules virales et les internaliser lorsqu’elles expriment la gp 

180 (Breiner et al., 1998). Pourtant il reste des points obscurs : les marqueurs classiques 

d’infection n’ont pas été détectés dans de telles lignées et l’expression ubiquitaire de la 

gp 180 ne rend pas compte de l’infection naturelle restreinte aux hépatocytes. Par 

conséquent, la protéine gp 180 est probablement un élément important de l’entrée virale, 

mais d’autres facteurs et mécanismes restent à découvrir. 
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Fusion 

La pénétration de la nucléocapside virale dans le cytoplasme de l’hépatocyte fait 

intervenir un phénomène de fusion. Celle-ci pourrait être liée à un, « fusion motif » ou 

« peptide fusion like » (Figure 10) composé d’une série d’acides aminés hydrophobes 

(Gerlich et al., 1993; Hughson, 1995; Lu X et al., 2004) appartenant à la protéine S. 

 

– Migration vers le noyau et décapsidation 

Lors de son entrée dans la cellule le virus perd son enveloppe. La nucléocapside migre 

vers le noyau de l’hépatocyte et doit être désassemblée pour y libérer son ADN. Ces 

mécanismes commencent à être élucidés (Kann et al.,  1997). Le génome viral qui est 

encore partiellement double brin pénètre dans le noyau. Le brin positif de longueur 

variable est complété ce qui donne naissance à une nouvelle forme appelée ADNccc, ou 

ADN circulaire covalentement clos (Weiser et al. 1983). Cette étape de conversion 

suppose qu’au niveau du brin (+), le « gap » soit comblé, que l’amorce d’ARN soit 

convertie en ADN correspondant et qu’au niveau du brin (–), la protéine terminale et la 

redondance terminale DR1 soient éliminées puis le génome doit être ligaturé et 

superenroulé. Les mécanismes mis en jeu sont encore mal connus et font appel à des 

enzymes cellulaires. Cet ADNccc, que certains auteurs qualifient de mini-chromosome, 

peut alors servir de support à la transcription des ARNm viraux. 
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– Synthèse des ARNm 

Les différents ARN viraux sont produits par l’ARN polymérase II de l’hôte. Quatre 

transcrits différents ont été identifiés : trois ARN messagers (ARNm) et un ARN pré-

génomique (pg) tous non épissés. Leur transcription commence à des sites différents 

mais ils possèdent tous le même site de terminaison en amont d’un signal de 

polyadénylation (TATAAA) à l’extrémité 3’ (Figure 10). Les transcrits de 3,5 et 2,1 

kilobases (kb) sont plus abondants dans les cellules infectées et ceux de 2,4 et 0,8 kb sont 

mineurs. 

– Le transcrit de 3,5 kb est traduit en 3 protéines E, C et P selon le site 

d’initiation de la lecture (Nassal et al. 1990). Cet ARN joue également le rôle d’ARN pg 

et sert de substrat pour la transcriptase inverse. 

– Le transcrit de 2,4 kb (ARNm L), minoritaire chez les patients infectés par 

le VHB, est initié en amont de la région pré-S1 et code la grande protéine d’enveloppe 

LAgHBs. 

– Le transcrit de 2,1 kb (ARNm M/S) permet la synthèse des deux autres 

protéines d’enveloppe M et S. Cette organisation complexe permet une régulation entre 

les différentes protéines S, M et L. Il doit y avoir un excès de protéine S par rapport à L 

afin d’éviter l’accumulation de la protéine L dans le réticulum endoplasmique (RE). 

– Enfin, le transcrit de 0,8 kb (ARNmX) permet la synthèse de la protéine X 

(HBx). 
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Figure 10 : Les ARN du VHB (et phases de lecture). 
(D’après Kidd-Ljunggren, 2002). 

 

– Reconstitution de la particule virale et réplication du génome viral 

L’assemblage de la nucléocapside s’effectue dans le cytoplasme et implique des 

interactions fines entre les protéines de capside, la polymérase et l’ARNpg qui est 

encapsidé car il est le seul à posséder le signal d’encapsidation structuré en tige-boucle. 

L’ARNpg est copié en un ADN (–) de 3182 nucléotides, grâce à la transcriptase inverse 

virale qui utilise comme amorce la protéine terminale. La RNAse H dégrade la matrice 

ARNpg sauf une courte séquence DR1. Celle-ci va servir d’amorce à la synthèse du brin 

(+). Cette synthèse à partir du brin (–) s’interrompt de façon aléatoire laissant au moment 

de l’encapsidation une région simple brin sur une partie plus ou moins importante du 

génome. 
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– Bourgeonnement et sécrétion des particules virales 

Le bourgeonnement des particules virales autour de la nucléocapside s’effectue dans 

un compartiment prégolgien, le réticulum endoplasmique (RE), correspondant au site de 

maturation des trois protéines d’enveloppe L, M et S. Seules les protéines L et S sont 

indispensables à la sécrétion des particules infectieuses (Bruss V and Ganem D, 1991 ; 

Bruss et al., 1996). Les domaines pré-S1 et pré-S2 de la protéine L sont présents du côté 

cytosolique et assurent l’interaction avec la nucléocapside. Les virions sont assemblés 

par regroupement des protéines S majoritaires et le bourgeonnement s’effectue à 

l’intérieur des compartiments intermédiaires. Les particules virales sont transportées 

jusqu’à l’appareil de Golgi ou se produit la glycosylation des protéines de l’enveloppe. 

Certaines nucléocapsides ne sont pas enveloppées et retournent dans le noyau où elles 

sont désassemblées entraînant la libération du génome viral et redémarrage d’un nouveau 

cycle de multiplication (Figure 11). Cette étape permet le maintien d'un "pool" d'ADNccc 

dans le noyau de l'hépatocyte, ce qui rend difficile l'élimination totale du virus par les 

traitements antiviraux. Les virions sont libérés sans doute par exocytose à partir des 

vésicules de Golgi. 
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Figure 11 : Cycle de réplication du virus de l’hépatite B. 
L’attachement sur l’hépatocyte se fait par le domaine pré-S1 de la grande protéine d’enveloppe. L’ADN 
viral est complété par la polymérase virale associée au virion en ADN bicaténaire, circulaire covalemment 
clos (ADNccc) et superenroulé. Il est transcrit en ARN messagers et en ARN pré-génomique. Ce dernier 
est incorporé dans les nouvelles capsides où la polymérase virale, fonctionnant comme transcriptase 
inverse, le rétro-transcrit en ADN génomique. Les protéines d’enveloppe produites en grand excès 
s’assemblent dans le sérum en particules sous formes de sphères et bâtonnets, à côté des particules de 
Dane, minoritaires, qui sont les seules particules infectieuses. (D’après Gordien E, Cours Virus de 
l’hépatite B : Actualités virologiques, Institut Pasteur, Paris. Mai 2006). 

 

1.2.8. La variabilité du génome du VHB 

 

Malgré un génome de petite taille (3200 pb) et un chevauchement des cadres de 

lecture, le génome du VHB présente des variations de séquence importantes. La 

polymérase virale (mais aussi l’ARN polymérase cellulaire) est une enzyme qui ne 

possède pas d’activité exonucléasique 3' et qui ne corrige donc pas les erreurs de lecture. 

Il existe au moins une mutation tous les 104 à 105 nucléotides. Les génomes produits 
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présentent donc de nombreuses mutations dont un grand nombre est incompatible avec 

une multiplication virale. Cependant, malgré la condensation de l’information, environ 

10 à 20% du génome du VHB est susceptible de variation sans perte de la capacité 

réplicative. Chez un patient avec une infection chronique, avec le temps des mutations 

s’accumulent et plusieurs souches virales peuvent co-exister (quasi-espèces). L’existence 

de ces quasi-espèces complique l’étude du virus car souvent seul le type dominant est 

caractérisé. 

Les études de séquences d’ADN viral permettent en principe d’étudier l’évolution du 

génome chez les patients et ainsi de corréler les modifications de séquence de l’ADN 

viral à des évènements cliniques. Mais en fait, de telles variations sont difficiles à étudier 

et les données principales concernant les relations mutations/évolutions cliniques 

proviennent de la comparaison de souches de patients présentant différentes 

manifestations cliniques ou à différents stades de l’infection : hépatites aiguës, 

fulminantes, persistantes, chroniques actives et CHC. 

 

1.2.8.1. Conséquences de la variabilité génomique du VHB 

 

– Mutations du gène préS/S  

Sérotypes 

L’antigène HBs présente un déterminant « a » commun à toutes les souches du VHB. 

Ce déterminant qui appartient à la protéine S est une épitope conformationnel. L’antigène 

HBs existe sous deux formes i/t correspondant respectivement aux acides aminés I/T en 

position 126. Le déterminant « a » est associé à deux autres déterminants sous deux 

formes mutuellement exclusives d/y (Le Bouvier, 1971) et w/r (Bancroft et al., 1972) 
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dont les positions déterminent les sous-types d’AgHBs. La substitution d’une lysine en 

une arginine convertit « d » en « y » en position 122 et « w » en « r » en position 160 

(Okamoto et al., 1987). Quatre sous-types principaux sont possibles : ayr, ayw, adr, 

adw. Les sous-types peuvent être associés mais, ils n’ont pas de signification claire. Ces 

sérotypes, stables, sont définis par l’utilisation d’anticorps monoclonaux. Ils ne sont pas 

liés à une propriété biologique particulière de ces souches et leur étude n’a qu’un intérêt 

épidémiologique. 

Génotypes 

La population du VHB humaine est classée en génotypes. Ceux ci sont définis comme 

possédant entre eux au moins 8% de divergence de la séquence nucléotidique complète 

(Norder et al., 1992; Magnius et Norder, 1995; Norder et al., 2004). Ils sont 

déterminés à partir de la région PréS2 dans la plupart des cas. Actuellement 8 génotypes 

sont identifiés, représentés de A à H (Figure 12). Le génotype A est ubiquitaire mais 

prédomine en Europe du Nord-ouest, en Amérique du Nord et en Afrique Centrale. Les 

génotypes B et C sont limités à l’Asie (Indonésie, Chine, Japon, Corée, Vietnam). Le 

génotype D est fréquent sur le pourtour du bassin méditerranéen et au Moyen-Orient. 

L’Afrique de l’ouest est le foyer principal du génotype E. Le génotype F est prédominant 

en Amérique Latine et Centrale et en Polynésie (Magnius et Norder, 1995; Arauz-Ruiz 

et al., 1997; Van Geyt et al., 1998). Le génotype G a été identifié aux Etats-Unis et en 

France (Stuyver et al., 2000). C’est le seul génotype qui semble ne pas être associé à un 

foyer principal. Le génotype H a été récemment décrit chez les Amérindiens en 

Amérique centrale et aux USA (Arauz-Ruiz et al., 2002). La présence de plusieurs 

génotypes dans une population s’explique par l’immigration. En effet, la plupart des 

villes comportant plusieurs génotypes sont des villes cosmopolites. 
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Figure 12 : Répartition géographique des génotypes A à H du VHB. 
A : Europe, Afrique Centrale, Amérique ; B et C : Asie de l’Est, Polynésie ; D : Méditerranée - Asie du 
Sud-Est ; E : Afrique sub-saharienne ; F : Amérique latine, Polynésie G : USA, France ; H : Amérique 
Centrale, USA (Adapté de : http://www.who.int/vaccinessurveillance/graphics/htmls/hepbpvr.htm) 
 

– Mutants antigène HBs (–) ou mutants d’échappement à la vaccination 

Le segment S est le plus important puisqu’il porte un épitope majeur pour la 

protection contre l’infection. L’utilisation de la vaccination dans les pays à forte 

prévalence d’hépatite B s’est accompagnée de l’émergence de souches portant des 

mutations sur le gène S (Carman et al., 1990; Harrison et al., 1991; Fujii et al., 1992). 

Plusieurs mutations dans la région correspondant au déterminant « a » ont été décrites 

dont la plupart sont uniques (Figure 13). La variation la plus fréquente est le 

remplacement de la glycine (G) en position 145 par une arginine (R) (Fujii et al., 1992), 

ce qui abolit la spécificité antigénique de la protéine S. Le déterminant antigénique 

majeur n’est plus reconnu par les anticorps dirigés contre l’AgHBs vaccinal. Ces 

variants, peu fréquents, posent le problème de la formulation future des vaccins avec 

incorporation éventuelle des protéines mutées en position 145. La modification du 
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déterminant antigénique entraîne aussi l’absence de détection de l’AgHBs et les tests 

diagnostiques sont alors pris en défaut. Les souches portant cette mutation coexistent 

souvent avec les souches sauvages chez la mère infectée et peuvent être transmises à 

l’enfant (Okamoto et al., 1992; Yamamoto et al., 1994). Elle a été mise en évidence 

chez les nouveaux-nés de mère antigène HBe (+) qui, malgré la vaccination contre le 

VHB et la présence d’anticorps anti-HBs l’ADN viral sérique était détecté. La 

vaccination à la naissance favorise l’infection de l’enfant par ces souches qui conservent 

leur pouvoir infectieux. Il est vraisemblable que leur prévalence va augmenter avec le 

temps et cette mutation pourrait se répandre du fait de l’extension de la pratique 

vaccinale. 

Chez les patients infectés par le VHB et qui reçoivent une greffe hépatique, la 

recolonisation du greffon est assurée le plus souvent par de telles souches qui échappent 

à l’immunothérapie massive avec des  immunoglobulines spécifiques qui leur sont 

administrées. 
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Figure 13 : Principales mutations décrites sur le déterminant «a»de la protéine S. 
La région portant le déterminant «a» a été détaillée et les différentes mutations décrites sont indiquées. La 
mutation G145R est la plus fréquente. Les acides aminés apparaissant en vert sont impliqués dans des 
ponts di-sulfure. (Carman et al., 1990). 
 

– Mutations du gène préC/C et les hépatites sans AgHBe 

Au cours de l’évolution de l’hépatite chronique active, la protéine E cesse d’être 

produite et cette disparition de l’antigène HBe s’accompagne de l’apparition d’anticorps 

anti-HBe. C’est la séroconversion « e » qui se traduit souvent par une diminution 

importante de la réplication et le virus peut devenir indétectable dans le sérum. 
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Cette évolution est liée à la survenue d’une mutation dans préC (Figure 14A). Ces 

mutants ont été décrits pour la première fois en Italie (Brunetto et al., 1993). Ils sont 

caractérisés par l’absence de la production d’AgHBe alors que l’ADN viral est 

détectable. Dans la région préC une mutation entraînant le remplacement de la Glycine 

(G) en position 1896 par une Alanine (A) se traduit par l’apparition d’un codon stop 

(UAG) à la fin de preC (Figure 14B). La synthèse d’une protéine tronquée se traduit par 

l’arrêt de production de  l’AgHBe mais, la synthèse de la protéine C (AgHBc) n’est pas 

altérée et l’ADN viral reste détectable dans le sérum. Chez le patient infecté par un tel 

virus, les anticorps anti-HBe sont détectables, soit du fait de l’existence à un moment 

donné de la maladie de virus sauvage (ou d’une population mixte : virus sauvage-virus 

mutants), soit d’épitopes communs aux protéines HBc et HBe. La mutation G1896A 

s’accompagne d’une évolution péjorative de l’hépatite. Il est vraisemblable que le mutant 

1896A apparaît spontanément mais il devient peu à peu majoritaire avec la disparition de 

l’AgHBe. En cas de transmission au nouveau-né d’une telle souche, celui-ci a plus de 

risque de faire une hépatite symptomatique ou une forme fulminante. 

D’autres mutations ont été décrites, notamment, celles affectant le promoteur basal du 

core : A1762T (Thréonine) et G1764A (Takahashi et al., 1995; Baumert et al., 1996). 

Ces mutations ont été associées à des hépatites actives sévères observées après une 

transplantation hépatique et à des hépatites fulminantes. 
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Figure 14 : Structure du gène codant les protéines HBc et HBe et émergence des mutants précore. 
A : virus « sauvage » qui produit les deux protéines ; B : la mutation principale G1896A qui entraîne 
l’apparition d’un codon stop (TAG) et abolit la synthèse de la protéine HBe et les deux mutations A1762T 
et G1764A du promoteur basal du core qui diminuent l’expression de l’AgHBe. (D’après Gordien, Cours 
Virus de l’hépatite B : Actualités virologiques, Institut Pasteur, Paris. Mai 2006). 
 

– Mutations du gène P et la résistance au traitement  

Le gène de la polymérase du fait de sa longueur est soumis à des variations 

importantes et souvent une mutation retentit à la fois sur la polymérase et sur les gènes 

chevauchants. Cependant, la perte de fonction de ce gène n’est pas envisageable puisqu’il 

est nécessaire à la réplication virale. Une mutation au site actif peut entraîner une 
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résistance à un antiviral tout en conservant la capacité réplicative. Par exemple la 

modification du motif YMDD en YVDD ou YIDD entraîne une apparition d’une 

résistance à la lamivudine (Thibault et al., 1999). Une autre mutation qui se traduit par 

la modification L528M est associée aux précédentes (Allen et al., 1998). A l’arrêt du 

traitement par lamivudine, une réversion vers le motif YMDD peut être observée 

(Chayama et al., 1998). 

 

– Mutations du gène X et le carcinome hépatocellulaire  

La protéine X est très étudiée afin de tenter de déterminer son rôle éventuel dans la 

survenue du CHC. Les études de mutations ponctuelles ont montré que la protéine X 

interagit avec plusieurs systèmes de signalisation intra-cellulaire (activation de NF-κB 

par exemple) et possède un rôle anti-apoptotique. Mais les séquences de la protéine 

naturelle varient considérablement d’un individu à l’autre et la protéine sauvage peut être 

présente au cours d’un CHC. La comparaison des séquences de virus circulant chez des 

patients ayant un CHC ou une hépatite chronique montre une accumulation de mutations 

en cas de CHC (Venard et al., 2000). Mais cette observation est peut être simplement le 

fait d’une plus longue évolution de la maladie. Ce type d’étude est difficile car très 

souvent dans les cancers hépatiques liés au VHB, le virus ne se réplique plus et des 

séquences virales peuvent intégrées dans le génome de l’hépatocyte. 

En revanche des délétions ou des insertions dans la région du promoteur de préC/C 

correspondent souvent à la production d’une protéine X tronquée avec une altération de 

la fonction transactivatrice de X portée par l’extrémité carboxy-terminale en 3’ (Wei et 

al., 1995). Ces virus perdent en général leur capacité réplicative à moins d’être associés à 

un virus qui exprime la protéine X complète. Par exemple un virus qui présente une 
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délétion en 1768-1775 a une très faible réplication et aucun des marqueurs sérologiques 

de l’hépatite B n’est détecté chez les patients infectés (Günther et al., 1999). 

 

1.3. EPIDEMIOLOGIE 

 

1.3.1 Répartition mondiale 

 

Le VHB est un virus ubiquitaire mais les porteurs chroniques qui constituent le 

réservoir du virus, sont inégalement répartis sur le globe. On peut définir ainsi trois zones 

d'infections persistantes (Figure 15) :  

– Les zones de forte endémie, telles que l'Afrique sub-saharienne, l'Asie du Sud-est et 

le bassin amazonien, où 7 à 20% de la population sont des porteurs chroniques (présence 

de l'antigène de surface du VHB (AgHBs) dans leur sérum. 

– Les zones de moyenne endémie qui sont l’Europe du Sud et de l’Est, le bassin 

méditerranéen, le Moyen-Orient, une partie de l'Amérique Centrale et de l'Amérique du 

Sud ont une prévalence de 2 à 7% de porteurs chroniques de l’AgHBs. 

– Les zones de faible endémie, telles que l'Amérique du Nord, l'Europe occidentale et 

du Nord, l’Australie et la Nouvelle Zélande où le taux de porteurs chroniques du VHB 

est inférieur à 2%. Dans ces régions, le pourcentage de porteurs chroniques peut 

cependant être plus élevé parmi les populations dites à risques, notamment les 

toxicomanes, les homosexuels, les sujets à partenaires multiples, les professionnels de la 

santé. 
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Figure 15 : Répartition mondiale de la prévalence de l’Hépatite B.  
Les différentes couleurs indiquent les prévalences variables selon les régions. 
http://www.who.int/vaccinessurveillance/graphics/htmls/hepbprev.htm 

 

1.3.2. Modes de transmission 

 

Le VHB est présent à une concentration élevée dans le sang des sujets ayant une 

hépatite B aiguë ou chronique (108 à 109 virions/mL dans le sang et ses dérivés, le sérum 

et les plaies). Il est également présent dans les secrétions génitales, dans le sperme (107 

virions/mL) et à concentration plus faible dans la salive, le lait, les urines et les larmes. 

Quatre principaux modes de transmission du VHB permettent de définir les populations à 

risques (Tableau I). 
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1.3.2.1. Transmissions parentérale et nosocomiale 

La transmission parentérale est principalement représentée par la transfusion sanguine 

ou des dérivés sanguins au cours des traitements par les produits sanguins, et par la 

toxicomanie par voie veineuse. Les professionnels de santé (personnels soignants ou de 

laboratoire) étaient très exposés aux contaminations accidentelles par piqûre ou par 

contact avec des surfaces ou objets inertes (surfaces contaminées par des 

microgouttelettes de sang par exemple). Le risque d’infection lié à une piqûre est de 20 à 

30%. On considère que la contagiosité sanguine du VHB est 10 fois supérieure à celle du 

virus de l’hépatite C et 100 fois plus élevée que celle du VIH. Cependant, grâce aux 

mesures d’éviction des donneurs de sang (dépistage de l’AgHBs obligatoire depuis 

1971), le risque transfusionnel est très faible, évalué aux alentours de 1/100 000 en 

Occident (en France en particulier) (Courouce et Pillonel J, 1996). De plus, les sujets 

devant recevoir de grandes quantités de produits sanguins, comme les hémophiles, les 

thalassémiques, les drépanocytaires… sont désormais protégés contre cette infection par 

la vaccination. Il en est de même des hémodialysés, groupe à très haut risque d’infection. 

Les professionnels de santé sont obligatoirement immunisés grâce au vaccin. De plus 

l’amélioration de l’hygiène et la généralisation du matériel à usage unique ont fait 

régresser les risques d’infection. L’hépatite B transmise par voie parentérale est donc 

devenue très rare dans les pays occidentaux grâce à ces mesures de prévention, dépistage 

et couverture vaccinale. Un groupe à risque cependant échappe à ces mesures, ce sont les 

toxicomanes par voie intraveineuse qui restent la population la plus concernée par ce 

mode de transmission en pays développés. En effet, l’échange de matériel contaminé 

entre les toxicomanes serait responsable d’un quart d’hépatite B en Occident. 
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Dans tous les autres pays, la voie parentérale reste importante, notamment avec un 

risque transfusionnel très élevé et l’usage du matériel non jetable servant aux piqûres, 

incisions, tatouages, piercing, et à l’acupuncture. 

 

1.3.2.2. Transmission sexuelle 

La transmission sexuelle (par le sperme ou les sécrétions vaginales) est une source 

majeure d’infection par le VHB dans tous les pays du monde. Cette transmission est 

importante chez les homosexuels mais elle est également très fréquente par voie 

hétérosexuelle, aussi bien dans le sens homme-femme que femme-homme. L’hépatite B 

est l’infection sexuellement transmissible la plus fréquente (50 fois plus fréquente que 

l’infection par le VIH). Dans les pays occidentaux, c’est le principal mode de 

contamination (LeFrère, 1996). 

 

1.3.2.3. Transmission verticale (périnatale ou materno-fœtale) 

La transmission mère-enfant est un facteur très important de dissémination du VHB 

dans les régions de forte endémie comme l’Asie du Sud-est et l’Afrique sub-saharienne 

(Edmunds et al., 1996). Elle s’effectue essentiellement à partir de femmes porteuses 

chroniques du virus au moment de l’accouchement, par l’intermédiaire du sang maternel 

contaminé ou par les sécrétions cervicales et vaginales. La transmission en cours de 

grossesse est rare car le passage transplacentaire du virus est exceptionnel. La 

transmission verticale est conditionnée par l’importance de la réplication du VHB chez la 

mère dont l’AgHBe est le témoin sérologique. Si la mère est infectée et possède 

l’AgHBe, le risque de transmission est proche de 100% (Beasley et al., 1977). Si 

l’AgHBe est absent, ce risque est moindre (10 à 15%). 
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1.3.2.4. Transmission horizontale 

La transmission horizontale du VHB est importante étant donné le taux élevé du virus 

au niveau des plaies et de la salive chez un sujet infecté. La transmission du VHB entre 

enfant est très fréquente. Elle se produit habituellement en milieu familial, mais aussi 

dans les crèches et à l’école. Elle résulte le plus souvent du contact étroit des lésions 

cutanées ou des muqueuses avec du sang ou des sécrétions de plaies au cours des jeux 

d’enfants, ou de pratique de sports de combat. Le virus peut être transmis par contact 

avec la salive à la suite des morsures ou d’autres effractions cutanées. La transmission 

par la salive est également favorisée par les mauvaises conditions d’hygiène et la 

promiscuité (Martinson et al., 1998; Zhevachevsky et al., 2000). En effet, le VHB peut 

être transmis par des objets partagés tels que les brosses à dents ou des rasoirs où il peut 

être présent à forte concentration. 

 
Tableau I : Principaux modes de transmission du virus de l’hépatite B 
 

Parentérale et nosocomiale Verticale (périnatale ou Materno-foetale) 

 

– Transfusion : Sang et ses dérivés 

– Activité professionnelle 

– Greffes d’organes ou de tissus  

– Toxicomanie par voie veineuse  

– Tatouages ou piercing 

– Acupuncture 

 

– à l'accouchement  

– en période néonatale (passage transplacentaire 

exceptionnel) 

– Allaitement 

 

Sexuelle  Horizontale (contact étroit) 

 

– Hétérosexuelle 

– homosexuelle  

 

– Enfant-enfant (au cours des jeux, de la 

pratique de sport par contact avec les plaies) 

– Transmission intrafamiliale  

– Personnes à personnes (institutions pour 

malades mentaux et handicapés, prisons) 
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1.3.3. Histoire naturelle 

 

L’histoire naturelle de l’infection par le VHB est complexe et varie selon les zones 

d’endémie. Elle est influencée par l'âge au moment de l'infection, le niveau de réplication 

virale et le statut immunitaire de l'hôte (Fattovich, 2003). Dans les régions de faible 

prévalence, l’infection a lieu durant l’adolescence ou à l’âge adulte et elle reste 

asymptomatique pour 90% des individus mais dans 10% des cas, elle donne lieu à une 

hépatique aiguë symptomatique après une incubation de deux à six mois. Excepté le cas 

des hépatites fulminantes, la majorité des patients développant une hépatite aiguë 

symptomatique ou non guérissent rapidement, mais 5 à 10% d’entre eux deviennent 

chroniquement infectés. En revanche dans les régions de forte prévalence, comme l’Asie 

du Sud-est et l’Afrique Sub-saharienne, la transmission se fait principalement de la mère 

à l’enfant et ce dernier développe une infection chronique dans 80% des cas (Figure 16), 

conduisant à assurer le maintien d’un niveau élevé de portage du VHB. Par ailleurs, des 

études épidémiologiques ont montré qu’il existe un lien très fort entre le développement 

de CHC et la persistance du virus dans le sang. En effet, le risque d’évolution vers la 

cirrhose et/ou le CHC est augmenté d’environ 100 fois chez un porteur chronique du 

VHB par rapport à un individu non infecté. 
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Figure 16 : Histoire naturelle de l’infection par le VHB selon les régions d’endémie. 
(D’après Gordien E, Cours Virus de l’hépatite B : Actualités virologiques, Institut Pasteur, Paris. Mai 
2006); CHC : carcinome hépatocellulaire. 

 

1.4. POUVOIR PATHOGENE CHEZ L’HOMME 

 

1.4.1. Physiopathologie 

 

L'homme est le seul hôte naturel du virus. Le VHB pénètre par voie sanguine ou 

sexuelle et gagne le foie par voie sanguine. On ne connaît pas le site de multiplication 

primaire (s’il existe). Etant peu cytolytique, c’est l’intensité variable du conflit entre ce 

virus et les défenses immunitaires qui détermine la gravité de l’infection et le 

polymorphisme clinique de l’hépatite B. Les défenses immunitaires mettent en jeu deux 

mécanismes : les lymphocytes T qui attaquent et détruisent les cellules malades, les 

lymphocytes B qui synthétisent les anticorps spécifiques neutralisant les virus circulants. 

Régions Non-Endémiques Régions Endémiques 

Infection: âge adulte Infection périnatale 

Chronicité : 5% Chronicité : 80% 

Cirrhose : 10 - 20% Cirrhose : 20 - 40% ? 

CHC: 3 - 5%  CHC: 40 - 50% 
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En effet, les épitopes viraux portés par une molécule du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) de classe I présents à la surface des hépatocytes seraient 

reconnus par les lymphocytes CD8 spécifiques entraînant la lyse cellulaire. Cette 

immunité est dirigée contre les antigènes de la protéine du core (AgHBc). Par contre les 

protéines d’enveloppe éventuellement présentes à la surface de la cellule seraient plutôt 

la cible de l’ADCC (antibody dependant cellular cytotoxicity) médiée par les 

lymphocytes « Natural Killer » (NK). La neutralisation par les anticorps circulants des 

virions libérés et la destruction des cellules infectées permet d’éliminer le virus de 

l’organisme. Si la réponse immunitaire n’est pas adaptée une hépatite chronique peut 

s’installer. Si le système immunitaire réagit de façon excessive, une hépatite fulminante 

est observée. 

 

1.4.1.1. Hépatite B aiguë 

 

– Incubation  

Après la contamination, l’incubation est longue et peut durer de 30 à 120 jours (en 

moyenne 10 semaines).  En fin de période, des manifestions pseudo-grippales (fièvre, 

frissons, céphalées, myalgies, douleurs articulaires) et, dans la moitié des cas, de troubles 

digestifs peuvent être observés. 

 

– Phase d’état 

Chez 20 à 30% des patients, la phase d’état est symptomatique, avec un ictère 

d’intensité variable, des urines peu abondantes et foncées, des selles normales ou 

décolorées, un prurit inconstant. Le foie est de volume normal ou légèrement augmenté. 

L’ictère décroît progressivement, en deux à six semaines. Fait important pour le 



 45

diagnostic d’hépatite aiguë, il existe une augmentation marquée des transaminases 

sériques. 

 

– Guérison 

Chez 90 à 95 % des adultes l’hépatite aiguë guérit sans séquelle en laissant une 

immunité protectrice. 

 

– Formes cliniques 

Hépatite asymptomatique 

On distingue des formes anictériques dans 70 à 80% des cas. La symptomatologie est 

directement liée à l’âge et l’infection est le plus souvent asymptomatique chez le jeune 

enfant. 

Hépatite fulminante 

Les formes avec insuffisance hépatocellulaire grave : hépatites fulminantes ou 

subfulminantes (0,1% des cas), avec nécrose hépatique massive qui s’accompagne d’un 

ictère à bilirubine conjuguée, d’une atrophie hépatique avec une transaminasémie très 

élevée et syndrome hémorragique dû, en partie, au défaut de synthèse des facteurs de 

coagulation fabriqués par le foie, et en partie à des phénomènes de coagulation intra-

vasculaire. La mortalité globale est de l’ordre de 80% en l’absence de greffe hépatique. 

Le VHB est à l’origine de 70% des hépatites fulminantes virales. 

 

1.4.1.2. Hépatite B chronique 

Elle se développe au décours d’une hépatite aiguë symptomatique ou 

asymptomatique. Elle se définit par la persistance des anomalies cliniques, biochimiques 
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et la présence de l’AgHBs au-delà de six mois après le début d’une hépatite aiguë. Le 

risque d’évolution vers la chronicité dépend de l’âge du patient et de son système 

immunitaire. Elle survient avec une fréquence allant de 5 à 10% chez l’adulte 

immunocompétent jusqu’à 90% chez les nouveaux-nés infectés ou chez les sujets 

immunodéprimés ou souffrant de maladies débilitantes. 

 

– Portage inactif 

Dans 1/3 des cas, le portage chronique se déroule sans aucune lésion hépatique. Dans 

cette phase, le génome viral se réplique à bas bruit dans les hépatocytes infectés. La 

faible expression des antigènes viraux et notamment de capside réduit donc l’attaque des 

cellules infectées par la réponse immune cellulaire. Le contrôle de l’infection virale se 

caractérise par la séroconversion « e » avec négativement de l’AgHBe, apparition 

d’anticorps anti-HBe, normalisation complète des transaminases et l’absence de signes 

d’inflammation hépatique sur la biopsie. Les sujets sont des porteurs « inactifs » mais 

pouvant être contagieux. Il persiste toutefois dans le tissu infecté des cellules comportant 

l’ADNccc qui peut être à l’origine d’une réactivation virale sous la forme d’un virus 

sauvage ou d’un mutant précore, et des cellules comportant le génome viral intégré dans 

le génome de l’hôte,  pouvant être à l’origine de l’oncogenèse viro-induite 

 

– Hépatite B chronique persistante  

Dans 1/3 des cas, ce portage chronique s'accompagne de lésions histologiques stables 

et sans gravité. 
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– Hépatite B chronique active  

En revanche, 1/3 des cas évolue en hépatite chronique active ou agressive 

s’accompagnant d’une réaction immunitaire forte avec nécrose hépatocytaire et 

inflammation portale sévère d’évolution péjorative. 

 

– Complications de l’hépatite B chronique 

Cirrhose virale B 

La cirrhose est une forme sévère d’évolution de l’hépatite B chronique. 

Progressivement, les cellules détruites sont remplacées par du tissu cicatriciel et 

l’hépatite évolue ainsi vers la cirrhose. Dans le parenchyme hépatique, il existe des 

nodules de régénération au sein d'une fibrose. Ces foyers pourraient provenir d'une 

prolifération d’un seul hépatocyte. A un stade tardif, les signes cliniques d’insuffisance 

hépatocellulaire ou d’hypertension portale apparaissent. L’évolution se fait vers une 

insuffisance hépatique pouvant conduire au décès (Figure 17). 

VHB et carcinome hépatocellulaire 

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est une tumeur épithéliale développée à partir 

des hépatocytes. Il représente la forme majoritaire de cancer primitif du foie. Cette 

tumeur au pronostic sévère vient au 5ème rang mondial pour la fréquence des cancers 

humains, et au 3ème rang pour les causes de mortalité par cancer. Le CHC constitue un 

problème majeur de santé publique, en particulier dans les pays de forte endémie du 

VHB (Asie, Afrique Sub-saharienne) où plus de 80% du total mondial de nouveaux cas 

apparaissent. En effet, l’association du VHB au cancer du foie repose sur des arguments 

épidémiologiques et moléculaires ; de plus des facteurs environnementaux interviennent 



 48

dans la carcinogenèse. Le CHC est un processus complexe qui comporte probablement 

plusieurs étapes et un temps de latence important entre l’infection primaire et l’apparition 

de la tumeur (20 à 50 ans). Le CHC survient généralement (mais pas toujours) sur une 

cirrhose préexistante, complication évolutive de l'hépatite chronique active. L’infection 

virale chronique pourrait jouer un rôle indirect en induisant une réponse immunitaire et 

une maladie nécro-inflammatoire, favorisant la libération de radicaux oxygénés, de 

cytokines et de facteurs de croissance. Dans ce contexte, la régénération hépatique serait 

accompagnée d’un risque accru de lésions de l’ADN et d’altérations génétiques. La 

survenue d'un certain nombre de CHC sur un foie non pathologique est un argument fort 

pour affirmer un rôle direct du VHB dans le processus tumoral. Cependant, le ou les 

mécanisme(s) exact(s) de survenue de cette carcinogenèse liée au VHB reste (nt) à 

déterminer. Même si l’évolution vers le CHC est multifactorielle, le rôle du virus reste 

déterminant (Sitterling et al., 2000). 

– Les arguments épidémiologiques associent une superposition 

géographique des zones à forte prévalence de l’infection par le VHB et l’incidence du 

CHC. Ces études ont clairement montré qu’il existe une relation de cause à effet entre le 

portage chronique du VHB et le développement du CHC (Szmuness W, 1978). Palmer 

Beasley à Taiwan, a montré que le risque de développer un cancer du foie est 100 fois 

plus élevé chez les porteurs chroniques du VHB par rapport à une population non 

infectée (Beasley et al., 1981).  

– Les arguments moléculaires reposent sur la détection de l’ADN du VHB 

dans les tissus tumoraux, traduisant une intégration clonale ou polyclonale (dans les 

tumeurs les plus évoluées) de l’ADN du VHB. Ces intégrations sont parfois en relation 

avec des gènes régulateurs cellulaires : souvent à proximité d’un oncogène de la famille 

myc dans 75 % des tumeurs expérimentales de la marmotte infectée par le WHBV 
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(Buendia et al., 2000) ; au niveau de la séquence du gène codant le récepteur β à l'acide 

rétinoïque ou du gène de la cycline A, dans des cas étudiés chez l’homme (Wang et al., 

1990). L’expression de ces gènes, contrôlée alors par les séquences activatrices virales, 

échappe ainsi à la régulation cellulaire et entraînerait le développement du cancer. 

Le génome viral ne semble cependant pas contenir d’oncogène mais, un rôle possible 

de la protéine HBx, du VHB a été évoqué. Par ailleurs, l'analyse des insertions virales 

dans le génome des hépatocytes humains a déjà révélé que la région codant la protéine 

HBx est insérée soit en totalité, soit elle génère une protéine tronquée dans sa partie 

carboxy-terminale en 3’ (Sirma et al., 1999 ; Murakami et al., 2005). La mise en cause 

de la protéine X dans la survenue du CHC repose sur les principaux arguments 

suivants (Yen, 1996) : 

L’ADN du virus de l’hépatite B du canard (DHBV) ne possède pas de gène X, et cet 

animal ne présente jamais de CHC. Par contre, la marmotte infectée par le virus de 

l’hépatite B (WHBV) qui possède une protéine X présente un CHC dans 100 % des cas 

dans les deux à quatre ans qui suivent l’infection (Zoulim et al., 1994).  

Les souris transgéniques pour le gène X et les séquences en amont ont une fréquence 

anormale de survenue de CHC (Kim et al., 1991 ; Terradillos et al., 1997). 

La transfection de cellules NIH 3T3 (fibroblastes embryonnaires de souris) avec le 

gène X entraîne leur transformation. 

Dans les cellules de CHC, l’expression isolée du gène X peut être observée en 

l’absence de toute autre protéine virale (Paterlini et al., 1995). 

Les propriétés de la protéine X communément admises, sa capacité à stimuler la 

transcription de manière indirecte de nombreux promoteurs viraux et cellulaires 

(transactivation) (Rossner MT, 1992), sont d’importance, lors de l’infection virale, par 

ses effets sur la transformation et la mort cellulaire (Chirillo et al., 1997). 
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Différents co-facteurs (agissants seuls ou en synergie avec les infections virales) comme 

le sexe masculin (rôle hormonal ?), la co-infection par le VHC ou le VHD, la 

consommation abusive d’alcool (responsable de l’apparition de cirrhose), le tabagisme 

ou encore une hémochromatose (surcharge en fer) peuvent être associés à un CHC. Le 

CHC peut également être lié à une mauvaise nutrition due à une contamination 

alimentaire par les aflatoxines (Chen et al., 1997b). Les aflatoxines sont des toxines 

produites par les champignons Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus. Il existe 

plusieurs types d’aflatoxines mais seule l’aflatoxine B1 (AFB1) aurait un pouvoir 

cancérigène. La contamination se fait essentiellement lors du stockage des céréales (blé, 

riz, maïs, soja) ou des graines oléagineuses (arachides, cacao, pistaches) conservés à 

haute température (20 à 40°C) avec un degré d’humidité d’environ 80%. Dans les pays 

occidentaux, le niveau des aflatoxines dans les aliments à risque fait l’objet de contrôles 

réguliers. En revanche, dans les pays en développement (Afrique Subsaharienne, Asie du 

Sud-est, Amérique du Sud) où les conditions de stockage ne sont pas forcément 

surveillées, les adduits de l’aflatoxine sont retrouvés sur l’albumine dans le sérum de 

95% de la population. En effet, plusieurs études ont montré que le risque de développer 

un CHC était multiplié par 7 en cas de présence de l’AgHBs dans le sérum et par 60 s’il 

y a infection par le VHB et exposition à l’AFB1 (Ross et al., 1992; Chen et al., 1996 ; 

Buendia et al., 2000). Dans ce contexte particulier, l’AFB1 peut induire la perte de 

fonction du gène p53, suppresseur de tumeur. La mutation la plus connue est une 

mutation spécifique du gène p53 au codon 249 (Ser249). Elle a été retrouvée dans plus de 

50% des cas de CHC. Ce « point chaud » de mutation correspond à une substitution de G 

en T entraînant le changement d’une arginine en une sérine sur la protéine p53 (Chen et 

al., 1996). 
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Figure 17 : Evolution de l’infection par le VHB chez un adulte immunocompétent dans les régions 
non endémiques. 

 

1.5. DIAGNOSTIC DE L’HEPATITE B AU LABORATOIRE 

 

Le diagnostic de l’infection par le VHB est très important et, se réalise selon un 

algorithme qui devrait être appliquée dans tous les laboratoires (Figure 18). Un 

prélèvement sanguin suffit pour établir le diagnostic. La disponibilité des tests 

performants pour une grande variété de marqueurs sériques permet un diagnostic précis 

des différents stades de l’infection. 
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Figure 18 : Démarche diagnostique de l’infection par le VHB au laboratoire 
 

1.5.1. Diagnostic Direct  

 

C’est par définition la mise en évidence du virus et/ou des ses constituants. 

1.5.1.1. Culture 

La multiplication in vitro du VHB, est possible mais reste réservée au domaine 

expérimental. 



 53

 

1.5.1.2. Microscopie électronique 

Les particules de Dane ainsi que les sphères et les filaments produits en excès peuvent 

être mis en évidence assez facilement dans le sérum par microscopie électronique mais 

cette technique qui nécessite de fortes concentrations de particules virales n’est pas 

utilisée en routine. 

1.5.1.3. Recherche des antigènes viraux 

En pratique, les antigènes HBs (AgHBs) et HBe (AgHBe) sont mis en évidence dans 

le sérum par des techniques immuno-enzymatiques chez les sujets porteurs du virus. 

L'élément essentiel du diagnostic d'une infection par le VHB en cours repose sur la mise 

en évidence dans le sérum de l' AgHBs. L’antigène HBe est recherché dans le bilan d’une 

hépatite chronique (tableau II). 

L’AgHBc et l’AgHBs peuvent être détectés sur une coupe de foie par 

immunofluorescence ou immuno-peroxydase, lorsqu’une biopsie hépatique est réalisée. 

 

1.5.1.4. Détection et quantification de l’ADN du VHB 

L’ADN du VHB peut être détecté et éventuellement quantifié dans le sérum, soit par 

des techniques d’hybridation au moyen de sondes spécifiques, soit par amplification 

génique. Les techniques d’amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) du 

génome viral sont les plus sensibles et permettent également après séquençage de révéler 

des variants ou mutants. La quantification permet de suivre l'évolution de la charge 

virale. Différentes techniques sont actuellement proposées : 

– L’Hybridation avec amplification du signal (Hybrid capture HBV DNA, 

Laboratoires Abbott) utilisant des isotopes, n’est plus utilisée 
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– L’ADN branché : Quantitex HBV DNA assay (bDNA), Laboratoires Bayer 

– La PCR : Cobas AmplicorTM HBV MONITOR Test, Roche Diagnostics 

– Les PCR en temps réel : Real TimeTM HBV PCR Kit, Laboratoires Abbott 

et Real Time PCR System Cobas TaqMan 48, Roche Diagnostics 

 

– Indications de la recherche de l’ADN viral 

La recherche de l’ADN viral est utilisée pour : 

– Le dépistage et la détection précoce de l’infection (1 semaine) 

– Aider à l’interprétation d’une sérologie non informative : Anticorps anti-

HBc isolés  

– La recherche d’ADN en cas d’hépatite chronique Ag HBe (–) 

– Une recherche de réactivation du VHB chez un immunodéprimé  

– Evaluer l’efficacité d’un traitement 

– Fournir un marqueur prédictif de réponse après traitement 

– Faire la distinction entre porteurs sains d'AgHBs et porteurs chroniques 

asymptomatiques 

– Inclure des patients dans des protocoles thérapeutiques 

 

1.5.2. Diagnostic indirect  

 

C’est la recherche de la réaction immunologique de l’hôte. Le diagnostic sérologique 

permet la recherche et éventuellement la quantification des anticorps dirigés contre les 

différents antigènes viraux : anticorps anti-HBs, anticorps anti-HBc totaux et dans la 

fraction IgM et anticorps anti-HBe. L’interprétation des marqueurs sérologiques du VHB 

est présentée dans le tableau II. 
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Tableau II : Interprétation des marqueurs sérologiques du VHB 
 
Marqueurs sérologiques Signification clinique 

AgHBs - Infections aiguë et chronique 

AgHBe 
- Marqueur de réplication virale 

- Infection débutante et chronique 

IgM anti-HBc 
- Infection récente 

- Infection chronique (mauvais pronostic) 

Ig totales anti-HBc - Témoin de contact avec le virus 

Ac anti-HBe 
- Suivi de traitement 

- Hépatite AgHBe (–) 

Ac anti-HBs 

 

- Guérison  

- Immunité (naturelle ou vaccinale) 

- Protection (si titre ≥ 10 UI/L) 

 

1.5.3. Cinétique des marqueurs 

 

1.5.3.1. Au cours d’hépatites aiguës d’évolution favorable  

Après un délai moyen de 4 à 12 semaines après le contage, l’AgHBs devient 

détectable dans le sérum. Cette présence peut précéder les signes biologiques 

(augmentation des transaminases) et l’ictère de 2 à 4 semaines. Il persiste de 4 à 8 

semaines disparaissant plusieurs semaines après normalisation des transaminases. Les Ac 

anti-HBc apparaissent 2 à 4 semaines après la disparition de l’AgHBs et sont retrouvés 

dans la fraction IgM durant la primo-infection. La présence d’AgHBe signe la réplication 

virale, il disparaîtra avant l’Ac anti-HBs. Une évolution favorable est caractérisée par la 

normalisation des transaminases, la disparition de l’AgHBs et l’apparition des Ac anti-

HBe et Ac anti- HBs (Tableau III; Figure 19). 
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Tableau III : Marqueurs des infections à VHB au cours d’hépatite aiguë d’évolution 
favorable 
 

Antigènes Anticorps 

 
HBs HBe 

Anti-

HBs 

Anti-

HBe 

IgM 

Anti-HBc 

Ig Totales 

Anti-HBc 

ADN ALAT 

Début hépatite + + – – – – + N 

Phase aiguë + + – – + + + >N 

Evolution favorable + – – + + + ± N 

Convalescence – – – + ± + – N 

Guérison – – – + – + – N 

Infection ancienne – – + + – + – N 

Vaccination – – + – – – – N 

 
± : Inconstant (le marqueur désigné peut être présent ou non) ; + : Présent ; – : Absent 
ALAT : Alanine Aminotransférase ; N : Normale 

 

 
Figure 19 : Cinétique des marqueurs virologiques dans le sérum au cours d’une hépatite B aiguë 
(Adapté de : le CDC, http://www.cdc.gov/ncido/diseases/hepatitis/b/index.htm) 
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1.5.3.2. Au cours d’hépatites chroniques  

Les profils sérologiques de l’hépatite chronique sont caractérisés par la persistance de 

l’AgHBs au delà de 6 mois, de l’AgHBe et des Ac anti-HBc. Les deux antigènes peuvent 

rester détectables durant plusieurs années, voire la vie entière. Parallèlement, les 

transaminases demeurent anormalement élevées. La séroconversion «e» peut survenir 

mais ne s’accompagne pas toujours de la disparition de l’ADN circulant. Une 

séroconversion «s» avec disparition de l’AgHBs et apparition de l’Ac anti-HBs à titre 

faible peut également survenir après plusieurs années. Le portage inactif est caractérisé 

par le portage chronique de l’AgHBs avec des transaminases normales à plusieurs 

reprises, une histologie hépatique normale, la présence d’Ac anti-HBe et une réplication 

virale non détectable. Des réactivations virales sont cependant possibles (Tableau IV; 

Figure 20). 

 

Tableau IV : Marqueurs des infections chroniques à VHB  
 

Antigènes Anticorps  

HBs HBe Anti-HBs Anti-HBe Ig Totales 
Anti-HBc 

 
ADN 

 
ALAT 

Porteur 
asymptomatique 

+ + – – + + N 

Hépatite chronique 
active 

+ + – – + + > N 

Hépatite chronique 
persistante 

+ – – + + ± N ou >N 

Hépatite chronique à 
mutants préC 

+ – – + + + > N 

Evolution favorable + – – + + – N 

+ : Présent ; – : Absent 
ALAT : Alanine Aminotransférase ; N : Normale 
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Figure 20 : Cinétique des marqueurs virologiques dans le sérum au cours d’une hépatite B 
chronique  
(Adapté de : le CDC, http://www.cdc.gov/ncido/diseases/hepatitis/b/index.htm) 

 

1.6. PREVENTION ET TRAITEMENT 

 

1.6.1. Mesures préventives générales 

Les modalités de transmission du VHB étant connues, la prévention repose sur des 

mesures générales visant à prévenir les maladies sexuellement transmises et les 

expositions au sang et aux produits biologiques. En milieu de soins, les conduites à tenir 

et le matériel à utiliser doivent être bien définis. Elles concernent le personnel mais aussi 

les patients porteurs de virus. Des mesures spécifiques consistent à exclure du don de 

sang, de tissus ou d’organes les sujets porteurs de l’AgHBs et/ou de l’anticorps anti-HBc. 

Actuellement la recherche de l’ADN viral dans ces situations n’est pas faite. Les dons en 
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lactarium doivent également être contrôlés et les dérivés du sang stables sont sécurisés. 

Enfin, il faut également lutter pour un respect scrupuleux des règles d’hygiène non 

seulement en milieu médical mais également à domicile dans l’entourage d’un patient 

infecté. 

 

1.6.2. Immunothérapie passive par les immunoglobulines spécifiques anti-HBs 

 

Les immunoglobulines spécifiques anti-HBs (IgHB) provenant de donneurs 

immunisés contre le VHB sont utilisées pour l’immunisation passive après exposition au 

virus, notamment : 

– chez tout nouveau-né de mère positive pour l’AgHBs 

– en cas de contamination accidentelle (piqûre, blessure) par du sang ou des 

produits sanguins positifs pour l’AgHBs chez un sujet non vacciné 

– après transplantation hépatique chez un sujet porteur du virus afin de prévenir la 

réinfection du greffon en neutralisant les particules virales circulantes. 

Ces IgHB ne confèrent qu’une protection transitoire et doivent être relayées par les 

anticorps induits par la vaccination. 

 

1.6.3. Vaccination contre l’hépatite B 

 

Les premiers essais cliniques de vaccination ont été réalisés dès 1976 en France puis 

en 1979 aux USA (Maupas et al., 1976; Szmuness, 1979). Ce vaccin était constitué de 

particules virales vides ne contenant que les protéines d’enveloppe, purifiées à partir de 

sérum de patients chroniquement infectés par le VHB. Ces vaccins dits plasmatiques, 
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étaient faits d’AgHBs présents dans le sérum concentrés et inactivés. Ils ont été autorisés 

à la mise sur le marché en 1981. Ils étaient, à la fois, très efficaces (plus de 90% des 

sujets protégés) et inoffensifs (30 millions des doses ont été utilisées sans troubles 

particuliers). Cependant la fabrication industrielle de ce vaccin posait des problèmes 

puisqu’il fallait éliminer des sérums toutes possibilités de contamination virale, ce qui la 

rendait longue et coûteuse. Par la suite, une nouvelle génération de vaccins a été produite 

par génie génétique en faisant exprimer par la levure (Saccharomyces cerevisiae) ou les 

cellules de mammifères (Chinese Hamster Ovary : CHO) les gènes codant les protéines 

d’enveloppe S ou PréS-S. Ces nouveaux vaccins sont actuellement les plus utilisés 

(Tiollais, 2001). On peut utiliser deux schémas vaccinaux : l’un à quatre injections, avec 

trois injections distantes de un mois et un rappel au bout d’un an (schéma 0-1-2-12); 

l’autre à trois injections seulement, avec deux injections distantes de un mois et un rappel 

à six mois (schéma 0-1-6). Il existe des vaccins monovalents contre l’hépatite B, les 

vaccins bivalents contre l’hépatite A et B et des vaccins hexavalents destinés aux 

nourrissons (diphtérie, tétanos, coqueluche acellulaire, poliomyélite, Haemophilus 

influenzae b et hépatite B). Pour les nouveau-nés de mères porteuses d’AgHBs, dont la 

recherche est obligatoire au 6ème mois de grossesse dans les pays occidentaux, on 

pratique une sérovaccination. A la maternité, dans les 12 à 14 heures suivant la 

naissance, on administre en deux sites différents 100 UI d’immunoglobulines spécifiques 

anti-HBs et une première dose de vaccin.  

La vaccination induit une immunité protectrice chez 95 à 98 % des vaccinés 

immunocompétents ; l’immunité humorale peut être vérifiée et quantifiée par dosage des 

anticorps anti-HBs (on considère classiquement qu’un titre supérieur à 10 UI/L est 

protecteur), mais une mémoire immunitaire permet de protéger le sujet répondeur même 

après disparition de ces anticorps circulants. L’efficacité de la vaccination est optimale 
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avant 25 ans mais il existe des facteurs exerçant une réponse négative sur la réponse à la 

vaccination. Parmi ceux-ci, on cite l’âge (l’immunogénicité diminue nettement après 40 

ans), le sexe (les hommes répondent moins bien que les femmes), l’obésité, le tabagisme 

et le traitement par hémodialyse. L’immunité conférée est de longue durée : prouvée sur 

10-15 ans, elle pourrait atteindre, voire dépasser 40 ans, d’après certaines modélisations. 

L’innocuité de ce vaccin est remarquable et sa mise en cause récente (en France) dans la 

survenue de cas de sclérose en plaque n’a pas de fondement scientifique (Ascherio et al., 

2001; Confavreux et al., 2001 ). 

Pour combattre l'extension de l'hépatite B humaine, les experts soulignent 

l'importance de la vaccination de trois cibles privilégiées pour assurer la protection 

optimale de la population : les sujets à risques (professionnels de santé et cela avant 

l’embauche, familles de porteurs chroniques du virus, toxicomanes par voie 

intraveineuse), les nouveau-nés de mère porteuse d’AgHBs. L’extension de la 

vaccination doit être appliquée à tous les nourrissons et proposée à tous les 

préadolescents (11–13 ans) avant l’âge des premiers rapports sexuels. La seule politique 

vaccinale permettant la lutte contre l’infection et son éventuelle éradication passe par une 

vaccination systématique de la population, de préférence avant la puberté. 

 

1.6.4. Traitements curatifs 

 

En dehors des hépatites fulminantes, les hépatites aiguës ne représentent pas de 

problèmes sérieux. En revanche, pour les patients atteints d’infection chronique, il faut 

diminuer les troubles hépatiques et freiner l’évolution en réduisant la charge virale. Le 

mécanisme de constitution des lésions au cours de l’hépatite virale chronique B est 

double, surtout lié à la réaction immunomédiée qui dépend elle-même de la réplication 
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virale. En conséquence, deux types de traitement sont susceptibles d’être efficaces : les 

immunomodulateurs et les molécules anti-virales. 

 

1.6.4.1. But du traitement 

Le principal but du traitement de l’hépatite virale chronique B est l’inhibition de la 

réplication virale, permettant l’amélioration, voire la guérison des lésions histologiques, 

au mieux avant l’installation d’une cirrhose, stade irréversible. L’arrêt de la réplication 

virale est attesté par la négativation de l’ADN viral dans le sérum, accompagnée d’une 

séroconversion dans le système « e » (disparition de l’AgHBe et apparition de l’anticorps 

anti-HBe) ; la séroconversion dans le système « s » (disparition de l’AgHBs, voire 

apparition des anticorps anti-HBs est plus rare et plus tardive) et la normalisation des 

transaminases et d’une amélioration histologique (Lok et al., 2000). Ainsi le traitement 

peut stopper l’évolution de l’infection et limiter sa diffusion par voie sanguine, sexuelle 

et materno-fœtale par l’arrêt de la production de virions. Mais l’intégration du génome 

viral dans le génome de la cellule-hôte liée à la transcription inverse d’un ARN 

prégénomique lors de la réplication de l’ADN du VHB explique la persistance du risque 

de carcinome hépato-cellulaire malgré l’arrêt de la réplication virale. Les porteurs sains 

ne justifient d’aucun traitement. 

 

1.6.4.2. Immunomodulateurs  

 

– Interféron-alpha (IFNα) 

L’IFNα constitue aujourd’hui la base du traitement de première intention. L'IFNα, 

molécule physiologique de défense contre les virus, trouve une place de choix dans le 
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traitement des hépatites chroniques. En effet, il associe des propriétés antivirales, 

immunomodulatrices et antiprolifératives (Korenman et al., 1991; Tiné et al., 1993; 

Niederau et al., 1996). La première action de l'IFNα découle de la liaison de la molécule 

à des récepteurs membranaires spécifiques à la surface des cellules infectées. Cette 

fixation déclenche l'activation d'enzymes intracellulaires favorisant la traduction de 

diverses protéines qui rendront la cellule plus résistante aux infections virales : c'est ainsi 

qu'une augmentation de l'activité de la 2'5' oligoadénylate synthétase activera certaines 

ribonucléases telles que la LRNAse qui est capable de détruire l'ARN messager viral ; 

l'activation d'une protéine kinase permettra l'arrêt de l'assemblage des ribosomes 

nécessaires à la synthèse des protéines virales. Quant à l'action immunomodulatrice de 

l'IFNα, complémentaire de l'action d'inhibition de la réplication virale, elle est pléiotrope. 

L'IFNα stimule l'expression des antigènes de l'hôte, tels que des molécules HLA de 

classe I, à la surface des cellules infectées. Parallèlement, l'IFNα favorise la maturation 

des cellules T cytotoxiques et l'activation des cellules NK ("natural killer"). 

A la dose de 5 millions d’unités par voie sous-cutanée 3 fois par semaine pendant 4 à 

6 mois (Perrillo et al., 1988), il permet une négativation de l’ADN viral dans 37% des 

cas et une séroconversion dans le système « e » dans 33 % des cas, voire dans le système 

« s » dans 5 à 10% des cas, un an après l’arrêt du traitement (Perrillo et al., 1990; 

Korenman et al., 1991). 

Son utilisation est limitée par l’existence de contre-indications (en particulier chez les 

patients transplantés en raison du risque de rejet) et d’effets secondaires : syndrome 

pseudo-grippal, asthénie, anorexie, amaigrissement, nausées, vomissements, sécheresse 

cutanéo-muqueuse, syndrome dépressif, dysthyroïdies, neutro-thrombopénies. Dans la 

plupart des cas, ces effets secondaires sont modérés, contrôlés par la prise de traitements 

associés comme le paracétamol à doses adaptées, mais il est parfois nécessaire de 
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diminuer la posologie d’IFNα, voire d’arrêter le traitement. Les effets secondaires 

régressent à l’arrêt du traitement. Aussi une surveillance clinique mensuelle est 

nécessaire ainsi qu’une surveillance biologique (hémogramme et numération des 

plaquettes et les transaminases toutes les deux semaines, puis tous les mois). L’efficacité 

du traitement est jugée sur la recherche de l’ADN viral et les sérologies virales réalisées 

tous les trois mois. Les facteurs prédictifs de réponse à l’IFNα sont le caractère récent de 

l’infection (moins de deux ans), un dosage des transaminases supérieur à trois fois la 

normale et une réplication virale modérée. L’existence d’une co-infection par le VIH, 

une contamination materno-fœtale et la présence d’un virus mutant dans la région PréC 

(Ag HBe négatif, Ac HBe positif associés à une virémie positive) sont au contraire 

prédictives d’une mauvaise réponse à long terme à l’IFNα. 

Après un traitement efficace, la survenue d’une réactivation doit être dépistée tous les 

six mois par la recherche de l’ADN viral et les sérologies virales. Le dépistage précoce 

d’un carcinome hépatocellulaire est assuré par une échographie et une mesure 

quadrimestrielle de l’alphafœtoprotéine. L’interféron a été récemment remis à l’honneur 

comme traitement de première ligne de l’infection chronique par le VHB au cours de la 

conférence européenne de consensus sur le VHB (De Franchis et al., 2003). 

 

– Interféron pégylé ou Pegasys® 

L'interféron pégylé est un interféron conjugué à du polyéthylène glycol (PEG), qui 

permet de retarder son élimination rénale et de prolonger la demi-vie du produit 

permettant ainsi l'administration en une seule injection sous-cutanée hebdomadaire (à 

raison de 180 µg/semaine pour une durée de 48 semaines). Deux interférons pegylés, 

alpha-2a et alpha-2b, sont actuellement produits. Ils diffèrent essentiellement par la 

qualité et la quantité de PEG conjugué à l'interféron. Le PEG-IFNα-2a accroît les 
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chances de séroconversion HBe de 37% contre 25% avec l'IFN standard et il a montré 

une augmentation d’environ 10% de l’efficacité en terme de négativation de l’ADN viral 

du VHB (Marcellin et al., 2004 ; Janssen et al., 2005). 

 

– Transfert passif de l’immunité antivirale B 

Un transfert passif de l’immunité contre le VHB a été décrit dans des modèles 

animaux et humains : la perfusion d’une allogreffe de moelle HLA identique d’un 

donneur récemment immunisé par la vaccination contre le VHB à un receveur naïf pour 

le VHB permet l’acquisition d’une immunité efficace anti-HBs malgré la déplétion de la 

moelle en cellules T. Un tel transfert à des receveurs porteurs chroniques de l’antigène 

HBs avec multiplication virale permet d’arrêter celle-ci ; le risque (autre que ceux de 

l’allogreffe elle-même) est l’hépatite fulminante. Cette méthode élégante comporte 

cependant le risque (autre que celui de l’allogreffe elle-même) de la survenue d’une 

hépatite fulminante. 

 

1.6.4.3. Analogues nucléosidiques 

 

– Vidarabine (adénine 5’monophosphate) 

La Vidarabine est un antiviral de la famille des nucléosides puriques qui agit en 

inhibant l’ADN polymérase. Elle a été le premier analogue nucléosidique, utilisé dans les 

années quatre-vingt (Degos et al., 1988; Fiume et al., 1988). Son efficacité primaire est 

comparable à celle de l’IFNα (40% de négativation de la virémie après un traitement par 

10 mg/k/j pendant cinq jours puis, 5 mg/k/j pendant vingt-trois jours par voie 

intramusculaire). De plus, cette efficacité est limitée par des effets secondaires fréquents 

dominés par une atteinte neuro-musculaire (neuropathie périphérique) habituellement 
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régressive à l’arrêt du traitement mais parfois invalidante, en particulier en cas 

d’insuffisance hépatique ou rénale. Du fait de sa toxicité, la vidarabine n’est plus utilisée 

à l’heure actuelle. 

 

– Inhibiteurs de la transcriptase inverse 

Lamivudine ou Zeffix® (ou 3TC) 

La lamivudine est un analogue nucléosidique de type cytosine qui inhibe la 

transcriptase inverse. La lamivudine a été développée initialement dans le traitement de 

l'infection par le VIH où elle est connue sous le nom d’Epivir, puis s'est révélée dans la 

dernière décennie avoir une activité antivirale contre le VHB à des concentrations 

moindres (Benhamou et al., 1995; Liaw et al., 2004). La lamivudine agit après avoir 

subi une triple phosphorylation par les enzymes cellulaires. Il s’insère dans la chaîne 

d’ADN en synthèse dont il bloque l’élongation.  

La lamivudine présente l'avantage d'une administration par voie orale et d'un excellent 

profil de tolérance. Son efficacité est presque constante : dans 95% des cas environ, la 

réplication virale est inhibée après un à trois mois de 100 mg de lamivudine par jour par 

voie orale. Une séroconversion dans le système « e » est observée dans 16% des cas et 

dans le système « s » dans 0 à 9% des cas selon les études après un an de traitement. Une 

amélioration histologique survient dès le troisième mois de traitement avec une 

diminution de l’inflammation et de la fibrose dans environ 56% et 35% des cas 

respectivement (Lai et al., 1997; Dienstag et al., 2003). Les effets secondaires sont rares 

(15%) et se limitent à une augmentation asymptomatique de l’amylase et des enzymes 

musculaires. 

Malheureusement, cette efficacité est transitoire avec une réactivation quelques 

semaines après l’arrêt du traitement. En effet, des échappements thérapeutiques (par 
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mutation du génome viral) ou des effets rebonds de la charge virale après la fin du 

traitement sont observés (Zoulim, 2004). En fonction des demi-vies et du 

renouvellement du virus et des hépatocytes infectés, la durée minimale de traitement 

susceptible d’éliminer le virus a été calculée à douze mois. En réalité, malgré des durées 

de traitement prolongées de plus d’un an, la réplication virale réapparaît à l’arrêt de la 

lamivudine, même après séroconversion AgHBe/Ac anti-HBe et négativation de la 

virémie; ceci s’explique probablement par l’existence de réservoirs extrahépatiques et de 

formes virales intranucléaires inaccessibles au traitement (ADN superenroulé). Au cours 

de traitements prolongés, des échappements apparaissent qui sont caractérisés par une ré-

augmentation des transaminases, une virémie à nouveau détectable et parfois la 

réapparition de l’AgHBe si une séroconversion avait eu lieu. Le support génétique de 

cette résistance à la lamivudine est une mutation localisée au niveau du motif conservé 

YMDD (Tyr-Met-Asp-Asp) du domaine catalytique (domaine C) de l’ADN polymérase 

aboutissant à la substitution de la méthionine 204 en valine (YVDD) ou en Isoleucine 

(YIDD) (Niesters et al., 1998). La mutation la plus fréquente, M204V/I est constamment 

associée à deux autres mutations dites compensatoires (L180M et V173L) localisées au 

niveau du domaine B du site catalytique de l’ADN polymérase (Figure 21). En effet, les 

souches mutantes dans le motif YMDD ont une activité enzymatique et une réplication 

diminuées, nécessitant ces mutations compensatoires pour restaurer leurs capacités 

réplicatives. La moindre efficacité de la lamivudine sur les souches mutées serait due à 

une augmentation de la taille de la poche où se fixe la lamivudine, diminuant son affinité, 

et ainsi son efficacité. Deux facteurs de risque d’échappement ont été individualisés : une 

durée prolongée de traitement et une virémie pré-thérapeutique élevée. L’indication d’un 

traitement par lamivudine doit prendre en compte les risques de réactivation en cas 

d’arrêt du traitement et d’échappement en cas de traitement prolongé, avec la possibilité 
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dans les deux cas de formes sévères. Une réactivation peut être traitée une deuxième fois 

de façon efficace par la lamivudine.  

Adefovir dipivoxyl ou Hepsera® 

Adéfovir dipivoxyl, prodrogue d'adéfovir, est le premier analogue nucléotidique (9-(2-

phosphonylméthoxyéthyl) adénine ou PMEA) à avoir été développé dans le traitement de 

l'hépatite chronique B. Après phosphorylation, il agit en inhibant la polymérase virale par 

compétition directe avec le substrat naturel (désoxyadénosine triphosphate) et, après 

incorporation dans l'ADN viral, provoque la terminaison de la chaîne d'ADN. 

Aujourd’hui, l’adéfovir constitue une alternative à la lamivudine (Hadziyannis et al., 

2003). Il permet de diminuer la réplication du VHB à la posologie de 10 mg/j dans les 

quatre semaines suivant l’introduction du traitement et induit une importante 

séroconversion dans le système « e ». Son efficacité a été montrée tant chez 

l’immunocompétent que chez l’immunodéprimé, notamment co-infectés par le VIH en 

situation d’échappement à la lamivudine (Xiong et al., 1998; Marcellin et al., 2003; 

Hadziyannis et al., 2005). L’effet secondaire principal de l’adéfovir est une insuffisance 

rénale dans 20% des cas, limitant son utilisation dans toutes les situations de 

néphropathie. Le taux initial de résistance virale à l’adéfovir est très faible. L’adéfovir 

dipivoxyl appartient à une famille chimique différente de la lamivudine, les mutations se 

font dans d’autres régions de la polymérase (domaines B et D). Deux sont maintenant 

bien connues : A181V et N236T (Figure 21). Ces mutations n’entraînent qu’une 

diminution peu importante de la sensibilité in vitro du médicament, possiblement la 

raison de l’homologie de l’adéfovir avec son substrat naturel. Ceci explique le faible 

pourcentage observé d’émergence des souches résistantes. 

Ténofovir 
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Cet analogue nucléotidique de la guanidine, apparenté à l’Adéfovir, permet le contrôle 

de la multiplication virale avec une absence de mutation induite dans l’ADN polymérase 

et un risque, quoique rare, de néphrotoxicité tubulaire (Lacombe et al., 2005). 

Développé dans le traitement de l’infection à VIH, il apparaît comme un excellent 

candidat pour la co-infection virale VHB/VIH où il a montré une efficacité dans le 

contrôle de la multiplication des mutants d’échappement à la lamivudine (décroissance 

de – 4 U logs de la multiplication virale après 48 semaines de traitement). La dose 

utilisée est de 10 mg /jour, la dose de 30 mg/jour augmentant le risque d’insuffisance 

rénale. Du fait de sa supériorité antivirale, il est appelé à moyen terme à remplacer 

l’Adéfovir pour le traitement de l’hépatite B. Le taux d’apparition de résistance est très 

faible. 

Entécavir ou Baraclude® 

L’entécavir est un analogue structural de la guanosine nucléoside qui inhibe la 

transcriptase inverse in vitro et en culture cellulaire. Dans le modèle de la marmotte 

infectée par le WHBV l’entécavir a montré une inhibition spectaculaire de la réplication 

virale qui se traduit par une diminution de l'ADNccc intra-hépatique et une réduction 

significative du risque de CHC. Des essais cliniques de phase II et III ont conduit à une 

AMM aux USA et une AMM en Europe en Juillet 2006 sous le nom de Baraclude®. 

L’efficacité antivirale, l’amélioration biochimique, la séroconversion anti-HBe et 

l’amélioration histologique sont supérieures à ce qui est observé avec la lamivudine 

(Chang et al., 2006; Lai et al., 2006). Le profil de résistance est aussi satisfaisant que 

celui de l’Adéfovir puisqu’à 96 semaines de traitement des patients naïfs HBe (+) ou 

antiHBe (+). Le processus d’échappement à l’entécavir est lent et le mécanisme de 

résistance à cet antiviral s’avère plus complexe car plusieurs mutations seraient 

nécessaires à l’apparition des souches résistantes. Cependant, l’administration antérieure 
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de lamivudine et la présence concomitante dans le génome viral des mutations de 

résistance à la lamivudine accélèrent la survenue d’une résistance complète à l’entécavir 

par addition de mutations de type S202G/I dans le domaine C ou M250V dans le 

domaine D de l’ADN polymérase (Figure 21). Les résistances sont observées chez 6% 

des patients traités pour une résistance à la lamivudine après un an de traitement. Les 

posologies suggérées sont de 0,5 mg/j pour les patients naïfs et de 1 mg/j pour ceux ayant 

une résistance à la lamivudine. 

 

 
 
Figure 21: Positions des principales mutations de résistance aux antiviraux. 
LMV = lamivudine; ADV = adéfovir; ETV = entécavir (D’après Gordien E : Cours Virus de l’hépatite B ; 
Actualités virologiques, Institut Pasteur, Paris. Mai 2006 
 

– Autres analogues nucléosidiques 

De nombreux autres analogues nucléosidiques sont en cours de développement. Par 

exemple l’emtricitabine (FTC), la clévudine (L-FMAU). 
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1.6.4.4. Associations thérapeutiques 

L’efficacité partielle de la plupart des molécules et le risque de survenue 

d’échappement suggèrent, comme dans les infections par le VIH, que des associations 

thérapeutiques pourraient être bénéfiques pour le traitement de l’hépatite virale chronique 

B. Il peut s’agir d’une combinaison entre plusieurs analogues nucléosidiques ou de la 

combinaison entre analogues nucléosidiques et traitements immunomodulateurs. 

L’association lamivudine- IFNα ne semble pas plus efficace que la lamivudine seule 

ou l’IFNα ne diminue pas le risque de réactivation après l’arrêt du traitement mais, réduit 

le risque de résistance virale aux analogues nucléosidiques comme la lamivudine. Une 

combinaison séquentielle plus que simultanée pourrait plus efficace (Marcellin et al., 

2004; Janssen et al., 2005). 

 

1.6.4.5. Vaccinothérapie 

Plusieurs études pilotes ou ouvertes ont suggéré l’efficacité de la vaccinothérapie dans 

le traitement de l’hépatite chronique active, probablement expliquée par l’induction de 

réponse proliférative spécifique des antigènes vaccinaux. La vaccinothérapie consiste à 

injecter directement l’ADN codant des protéines virales, par voie intramusculaire. Bien 

que les résultats restent encore nuancés, ceci permet d’envisager un nouveau mode de 

protection en testant les effets synergiques d’une action des analogues de nucléosides 

avec une vaccinothérapie (Schirmbeck et al., 1995). 

 

1.6.4.6. Autres stratégies antivirales 

Une nouvelle approche a été proposée qui vise à inhiber la réplication du virus en 

agissant sur la traduction grâce à une stratégie d’oligonucléotides anti-sens ou d’ARN 
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interférant. Même si certains résultats sont prometteurs, d’importants obstacles restent à 

surmonter avant d’envisager une application clinique. Il faut en effet résoudre un premier 

problème, celui de faire pénétrer l’ARN interférant lui-même ou un plasmide 

d’expression à l’intérieur des cellules hépatiques (Ren et al., 2006). 

 

1.6.4.7. Transplantation hépatique 

Cette solution thérapeutique doit être envisagée chez les patients ayant une cirrhose 

sévère ou certaines formes de CHC (uni- ou pauci-focal, de petite taille, sans thrombose 

porte). Le risque principal est représenté par la réinfection du greffon. En effet, sous 

traitement immunosuppresseur, l’évolution vers la cirrhose et ses complications est plus 

fréquente et plus rapide. Des formes rapidement évolutives en quelques semaines et 

mortelles (fibrose hépatique cholestasiante) ont été décrites. L’administration 

d’immunoglobulines anti-HBs pendant la phase d’anhépathie, puis à vie, diminue le 

risque de réactivation d’environ 80 à 30%. Les récidives sur greffon sont plus fréquentes 

s’il existe toujours une réplication virale au moment de la transplantation. La lamivudine 

peut être utilisée de façon efficace chez les patients ayant une réinfection, mais des cas 

d’échappements peuvent apparaître dès le sixième mois de traitement. 

 

1.5. VIRUS DE L’HEPATITE DELTA (VHD) OU AGENT DELTA 

 

L’antigène Delta (AgHD) a été découvert en 1977 en Italie par Mario Rizzetto dans le 

noyau des hépatocytes de patients atteints d’hépatite B chronique sévère (Rizzetto et al., 

1977 ; Rizzetto et al., 1980). Des anticorps réagissaient avec l’AgHD, distinctivement 

des AgHBs, AgHBc et AgHBe du VHB. La transmission expérimentale de l’agent 
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infectieux au chimpanzé et la purification d’ARN associé à l’AgHD indiquaient 

l’existence d’un nouveau agent infectieux distinct du VHB. Il a été appelé agent Delta 

puis virus de l’hépatite Delta ou VHD. 

 

1.5.1. Caractéristiques du virus 

 

1.5.1.1. Structure 

Le VHD est un petit virus de 36-37 nm de diamètre. Son enveloppe est formée de 

membranes lipidiques où sont ancrées les glycoprotéines du VHB qui portent l’AgHBs. 

Une structure organisée en ribonucléoprotéine d’un diamètre de 19 nm s’observe en 

microscopie électronique. Ainsi, la particule virale a une structure de chimère : 

l’enveloppe dérivée du VHB renferme deux constituants spécifiques du VHD : le 

génome et les protéines delta. 

 

1.7.1.2. Génome 

Le génome du VHD est un ARN circulaire simple brin de polarité négative, dont la 

longueur varie entre 1679 et 1683 nucléotides. C’est le plus petit génome de virus connu 

infectant les mammifères. Avec un pourcentage en GC de 60%, environ 70% des 

nucléotides s’apparient pour former une structure secondaire linéaire en pseudo double 

brin. Cette molécule ressemble à l’ARN infectieux des viroïdes des plantes mais, en 

diffère par sa longueur et sa capacité de coder une protéine dont il existe deux formes. Le 

génome du VHD est donc constitué de deux domaines : le domaine viroïde et la région 

codante. L’information génétique est transcrite en ARNm de petite taille (800 nt) 

complémentaire de l’ARN génomique. 
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1.7.1.3. Variabilité génétique du virus 

Il existe entre différents isolats une divergence nucléotidique de 14 à 37%. Ainsi, 3 

génotypes distincts de VHD ont été définis par une identité nucléotidique supérieure à 

65%. Le génotype I est ubiquitaire (Italie, France, USA, Moyen Orient…) et la similarité 

en nucléotides au sein de ce génotype est de plus de 85%. Les isolats asiatiques (Japon, 

Taiwan) représentent un deuxième groupe dénommé génotype II, ayant une similarité en 

nucléotides de 75% avec le génotype I. Le génotype III, décrit en Amérique du Sud 

(Pérou, Colombie) au cours des hépatites sévères en association avec le VHB de 

génotype F, a un degré de similarité de 65,5% avec le génome du VHD de génotype I. 

Chez un sujet infecté, l’analyse à un temps donné montre une population hétérogène de 

molécules d’ARN. Au cours des infections chroniques apparaissent des mutations ou des 

délétions (le taux de mutation par nucléotide et par an est de 1,14x10-3 à 1,28x10-3) et 

plusieurs souches virales peuvent co-exister (quasi-espèces). 

 

1.7.1.4. Protéines virales 

Les deux protéines virales de 24 et 27 kDa s’associent dans la particule virale à l’ARN 

génomique. Elles portent l’antigénicité Delta (AgHD). Cet AgHD peut être détecté dans 

le foie ou le sérum de patients ou d’animaux infectés (chimpanzé ou marmotte). Les 

études en immunofluorescence ont permis de visualiser une fluorescence nucléaire, 

granulaire, intense dans les nucléoles. La petite protéine (sHD : 24 kDa ; 195 aa) active la 

réplication alors que la grande protéine (LHD : 27 kDa ; 214 aa) la réprime et joue un 

rôle dans l’assemblage des particules virales. 
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1.7.1.5. Multiplication 

Le VHD se transmet exclusivement dans le cadre d’une infection par le VHB. En 

effet, l’AgHBs du VHB est indispensable au cycle du VHD : d’où le terme de virus 

satellite. Dans l’espèce humaine, le VHD se multiplie dans le foie. Il est également 

transmissible expérimentalement au chimpanzé infecté par le ChHVB et à la marmotte 

infectée par le WHBV. Le cycle de réplication très complexe ne nécessite pas la présence 

du VHB pour la réplication de l’ARN Delta. Par contre, l’infection par le VHD inhibe la 

réplication du VHB. Outre la compétition pour les protéines d’enveloppe du VHB, la 

petite protéine HD inhiberait la transcription des ARN du VHB. 

 

1.7.2. Epidémiologie 

 

L’infection par le VHD est liée à l’infection par le VHB. L’épidémiologie et les 

modes de contamination des deux virus se superposent donc en partie. On estime 

globalement à 5% la proportion de porteurs d’AgHBs infectée par le VHD. Cependant, 

des disparités de prévalence géographique existent. 

Dans les pays occidentaux (Europe de Nord et de l’Ouest et les USA) ou l’infection 

chronique par le VHB est inférieure à 0,5%, l’infection par le VHD s’acquiert par voie 

parentérale au sein des groupes à risque (usagers de drogues par voie IV). Elle est 

exceptionnelle en Europe du Nord mais sur le pourtour méditerranéen (Italie du Sud, 

Grèce et Moyen-Orient), le portage chronique du VHB varie de 1 à 5% et l’infection par 

le VHD est fréquente. La transmission s’effectue par contact familial ou sexuel. Dans les 

zones de forte endémie (Afrique Sub-saharienne), l’infection par le VHD se traduit par 
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des épidémies explosives. La transmission du VHD augmente avec la promiscuité et la 

surpopulation. Cependant, la transmission périnatale du VHD est faible, liée en partie par 

l’inhibition de la réplication du VHB par le VHD. La transmission semble donc se faire 

sur un mode intrafamiliale dans la petite enfance ou par la voie sexuelle. En revanche, le 

VHD est peu répandu dans le Sud-Est asiatique malgré la très forte prévalence de 

l’infection par le VHB. 

 

1.7.3. Pouvoir pathogène 

 

Le VHD étant un virus satellite du VHB, l’infection ne se développe que chez des 

patients également infectés par le VHB soit lors d’une co-infection soit par surinfection. 

 

1.7.3.1. Co-infection 

La co-infection est à l’origine d’une hépatite aiguë. Deux pics d’élévation du taux des 

transaminases, séparés de 2 à 5 semaines, s’observent dans 10 à 20% des co-infections, 

reflets probables des différentes cinétiques de réplication virale. Au début de la maladie, 

l’AgHD n’est pas toujours détecté car l’antigénémie est très fugace. Les IgM anti-HD 

prédominent (Tableau V). La co-infection est souvent caractérisée par une sévérité 

accrue de l’hépatite aiguë. Ainsi, des épidémies d’hépatites fulminantes ont été décrites 

chez les indiens en Amérique du Sud en 1981 et en République Centrafricaine en 1992. 

Elles s’associent à une infiltration graisseuse microvésiculaire, une nécrose des 

hépatocytes (Andrade et al., 1992). L’évolution est souvent marquée par une résolution 

de l’hépatite après la phase aiguë et, à l’image de l’histoire naturelle du VHB, seuls 5% 

des patients co-infectés évoluent vers la chronicité.  
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1.7.3.2. Surinfection 

Au cours d’une surinfection, la multiplication du VHD est massive et les lésions 

hépatiques sont sévères. Il se développe une hépatite aiguë symptomatique chez 50 à 

70% des patients. La surinfection entraîne fréquemment une hépatite chronique active 

qui évolue dans 60 à 70% des cas vers la cirrhose en 2 à 6 ans. Au début de la 

surinfection, la détection de l’AgHD est rapidement suivie par l’apparition des anticorps 

qui persistent à des taux élevés. Les IgG anti-HD persistent indéfiniment, tandis que les 

IgM anti-HD ne persistent que lors des hépatites chroniques à l’opposé des modèles 

classiques d’infection virale (Tableau V). 

 

Tableau V : Evolution des marqueurs B et delta au cours des co-infections et des 
surinfections 
 

Evolution de l’infection à VHD 

Phase aiguë Marqueurs 

Co-infection Surinfection 
Chronicité Guérison 

AgHBs ± + + – 

IgM anti-HBc + – – – 
AgHD ± ± – – 
IgM anti-HD ± + ± – 
ARN HDV ± + + – 
AgHD intrahépatique + + + – 

 

1.7.3.3. VHD et carcinome hépatocellulaire 

L’infection par le VHD entraîne des cirrhoses et s’associe à un développement 

précoce du cancer de foie (Mammette, 2002). Une forte prolifération cellulaire associée 
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à l’hépatite chronique D suggère un potentiel oncogénique direct du VHD. Une 

surexpression de l’oncogène cellulaire c-myc qui a été évoquée reste controversée. 

1.7.4. Diagnostic virologique de l’hépatite delta 

Chez un sujet AgHBs positif, le diagnostic biologique associe la caractérisation des 

marqueurs du VHD et du VHB. En l’absence d’information antérieure, co-infection et 

surinfection ne se différencient pas cliniquement. Les différents marqueurs de l’infection 

à VHD ont pour but de différencier une co-infection d’une surinfection, de suivre 

l’évolution de la maladie vers la guérison ou la chronicité, de décider la mise sous 

traitement du malade et enfin d’évaluer l’efficacité du traitement. 

 

1.7.4.1. Diagnostic direct 

– La recherche de l’AgHD a d’abord été réalisée par immunofluorescence 

directe sur coupes histologiques de foie après une biopsie, ce qui limite l’indication de 

cet examen. L’AgHD peut être aussi recherché dans le sérum par ELISA. Un agent 

dissociant expose l’AgHD inclus dans l’enveloppe de virus portant l’AgHBs. Cependant, 

l’antigénémie HD est précoce et fugace et de plus, la présence d’anticorps anti-HD dans 

le sérum du malade peut gêner la détection de l’AgHD. 

– L’ARN du VHD peut être détecté et éventuellement quantifié dans le sérum, 

soit par des techniques d’hybridation au moyen de sondes spécifiques (ARN ou ADN 

complémentaires), soit par amplification génique. Les techniques d’amplification par 

RT-PCR (Reverse Transcriptase -Polymerase Chain Reaction) et PCR en temps réel du 

génome viral sont les plus sensibles. La structure secondaire de l’ARN du VHD doit être 

dénaturée, puis rétro-transcrite par une transcriptase inverse avant l’amplification. Les 

amorces utilisées pour l’amplification sont complémentaires des régions conservées du 
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génome (ribozymes et gène HD) et leur choix repose sur l’épidémiologie locale des 

génotypes. 

 

1.7.4.2. Diagnostic indirect 

Le diagnostic indirect de l’infection par le VHD repose sur la recherche des IgM anti-

HD et des IgG anti-HD dans le sérum. Les plus couramment utilisées sont les techniques 

immuno-enzymatiques, par immunocapture pour les IgM et par compétition entre les 

anticorps de référence et les anticorps totaux dans le sérum du patient. Jusqu’à présent, 

les techniques ELISA utilisaient de l’AgHD provenant du sérum ou de foie de patients ou 

d’animaux infectés par le VHD. Actuellement, les nouveaux tests utilisent des AgHD 

recombinants ou des peptides de synthèse. 

 

1.7.5. Traitement et prévention de l’hépatite delta 

 

A l’heure actuelle, aucun traitement n’est recommandé pour le traitement de l’hépatite 

delta aiguë. 

En ce qui concerne le traitement de l’hépatite delta chronique, les résultats sont 

décevants. Le seul traitement qui ait montré une certaine efficacité est l’IFN-α (Farci et 

al., 1994). Les premières études ont montré une efficacité transitoire variant de 0 à 60% 

en ce qui concerne la normalisation des transaminases, associée à une diminution de 

l’ARN-VHD et de l’AgHD dans le sérum et dans le foie, bien que l’AgHBs et les 

anticorps anti-HD restent présents dans le foie. Cependant, le bénéfice était transitoire et 

disparaissait après l’arrêt du traitement. Par la suite, des études contrôlées et randomisées 

ont montré qu’un traitement prolongé (48 semaines) et à haute dose (9 millions d’unités 3 
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fois par semaine) par l’IFN-α, permettait d’augmenter significativement la survie de ces 

patients (Farci et al., 2004). Dans ces études, la normalisation prolongée des 

transaminases sous IFN-α corrélait avec l’amélioration des fonctions hépatiques, la 

disparition des IgM anti-HD et la diminution de la charge virale delta. Dans la plus part 

des études, le taux de rechute est proche de 100% après l’arrêt du traitement. 

L’addition de la lamivudine aux fortes doses d’ l’IFN-α n’améliore pas le taux de 

réponses prolongées (Lau et al., 1999). Le PEG-IFN pourrait représenter une bonne 

option thérapeutique pour les traitements au long cours. 

A l’heure actuelle, la transplantation hépatique offre la meilleure option pour les 

hépatites virales delta évoluées, avec un risque de réinfection du greffon beaucoup plus 

faible que dans les cas de mono-infection par le VHB. 
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES 
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2.1. MATERIEL UTILISE POUR LES ETUDES MOLECULAIRES  

 

Le VHB étant un pathogène de classe 3, toutes les manipulations de sérums avant 

l’extraction de l’ADN viral ont été réalisées dans un poste de sécurité microbiologique de 

classe 2 et tous les déchets contaminés ont été éliminés selon la procédure en vigueur 

dans les laboratoires. Le port de gants à usage unique est obligatoire. 

 

2.1.1. Produits chimiques et tampons 

 

– Trousse d’extraction sur l’automate m1000 : Abbott m Sample Preparation 

SystemDNA, commercialisé par Progema, Charbonnières-les-bains, France 

– Trousse d’extraction, QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Courtabouef, 

France 

– Trousse de purification, Wizard® PCR Preps, Promega, Charbonnières-les-

bains, France 

– Trousse pour PCR quantitative : Real TimeTM HBV PCR Kit, Laboratoires 

Abbott, Rungis, France  

– Trousse pour le clonage : TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen Life 

technologies, Cergy Pontoise, France 

– Trousse de séquençage : ABI PRISM® Big Dye Terminator v1.1 Cycle 

Sequencing Kit, Applied Biosystems, Courtabouef, France  

– dNTP Set [dATP, dTTP, dCTP, dGTP] 100 mM solution, Invitrogen Life 

technologies, Cergy Pontoise, France 



 83

– Taq DNA polymerase 5 U/µL Native, Invitrogen, Life technologies, Cergy 

Pontoise, France 

– 50 mM MgCl2, Invitrogen, Life technologies, Cergy Pontoise, France 

– 100 Base pair Ladder, Invitrogen, Life technologies, Cergy Pontoise, France 

– Acétate de sodium 3 M, pH = 5,6 - CHU Nancy, Laboratoire Central de 

Biochimie 

– Ethanol à 95%, Merck Kga, Darmstadt, Allemagne 

– Isopropanol ≥ 99%, Sigma-Aldrich, France 

– EDTA (Ethylene–Diamine–Tetra–Acetic acid) à 125 mM, CHU Nancy, 

Laboratoire Central de Biochimie 

– Tampon Borate EDTA pH = 8,0- CHU Nancy, Laboratoire Central de 

Biochimie 

– Agarose USB corporation, Cleveland, USA 

– Bromure d’éthidium (BET), Invitrogen, Carlsbad, CA, USA  

– Bleu de depot : 10X BlueJuice® Gel Loading Buffer, Invitrogen, Life 

technologies, Cergy Pontoise, France 

 

2.1.2. Appareillage 

 

– Extracteur automatique : Abbott m1000TM, Laboratoires Abbott, Rungis, 

France   

– Thermocycleur : Gene Amp PCR System 2400, Applied Biosystems, 

Courtabouef, France 

– Thermocycleur: Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystems, 

Courtabouef, France  
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– Appareil de détection PCR en temps réel : ABI PRISM® 7000 Sequence 

Detection System (SDS), Applied Biosystems, Courtabouef, France 

– Séquenceur automatique ABI PRISM® 3100 – Avant Genetic Analyzer, 

Applied Biosystems, Courtabouef, France 

– Centrifugeuse réfrigérée : AllegraTM 64 R Centrifuge, Beckman, Coulter 

– Spectrophotomètre : Gene Quant, Pharmacia Biotech, Cambridge 

– Micro-onde : Micro-Chef FM 2935, 900w, Moulinex 

– Migration : Générateur BioRad Power PAC 3000, BioRad, Marnes le 

Coquette, France 

– Lampe UV : BIOBLOCK Scientific, 67403 Illkirch Cedex 

– Photographie de gel : High Performance CCD Imaging SystemTM, 

Appligene 

– Pompe à vide : DNA Speed VAC, DNA 110, Savant 

– Séquenceur automatique : ABI PRISM® 3100 Avant Genetic Analyzer, 

Applied Biosystems, Courtabouef, France 

 

2.1.3. Petit matériel 

 

– Pipettes de 1, 2, 5, 10 mL Falcon®, Becton Dickinson, le Pont De Claix, 

France 

– Pipettes automatiques de 10, 20, 100, et 1000 µL, Gilson, Roissy, France 

– Cônes stériles avec filtre, ART 

– Micro-cuves en quartz pour le dosage spectrophotométrique, Pharmacia 

Biotech, Cambridge 
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– Microtubes pour PCR : MicroAmp®, Applied Biosystems, Courtabouef, 

France  

– Tubes polypropylène fond conique 15 mL BLEU MAX® Jr, Becton 

Dickinson Drogheda, Ireland 

– Tubes polypropylène fond conique 50 mL BLEU MAX®, Becton Dickinson 

Drogheda, Ireland 

– Tubes eppendorf 1,5 mL, Eppendorf AG, Hamburg, Allemagne 

 

2.1.4. Amorces pour les PCR 

 

Les oligonucléotides ont été synthétisés et purifiés par le Service Commun de 

Biologie Moléculaire du CHU de Nancy (Tableau V) (Mme Monhoven). Ils ont été repris 

dans du tampon Tris 10 mM ; EDTA 1 mM (PH 8). 

 

2.1.4.1. Au laboratoire de virologie de Nancy 

La séquence complète du gène préS/S a été amplifiée avec les amorces « externes » 

2810 (sens) et 979 (antisens) définies par Bowyer et ses collaborateurs (Bowyer et al., 

1997) pour la production d’un fragment de 1,4 kb. Une série de PCR nichée a été réalisée 

avec un jeu d’amorces «internes» pour amplifier la région 3’ du gène pré-S1, le gène pré-

S2 et le gène S (Odemuyiwa et al., 2001) (Tableau V).  

 

2.1.4.2. Au laboratoire National de Santé de Luxembourg 

Les séquences permettant l’amplification des gènes préS, S, C, et X, sont celles 

définies par Olinger et al., (2006) à partir de la séquence du génome de la souche de 
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référence du génotype E X75657, disponible dans GenBank (Kao et al., 2002) (Tableau 

V). 

2.1.4.3. Au laboratoire des Hépatites virales à l’Institut Pasteur de Bangui  

Les séquences des amorces permettant l’amplification du gène X, ont été définies au 

laboratoire de virologie de Nancy à partir de la séquence du génome de la souche de 

référence du génotype E X75657 (Tableau V). 

 

Tableau VI : Séquences des amorces utilisées pour les PCR nichées et les PCR de 
séquençage 
 

 
Round Amorce Séquence des bases (5’ - 3’) 

Position 

(nt) 

Couples d’amorces région préS-S : PCR nichée  

 

Bowyer et 

al., 1997 
1 

2810 

 

979 

CAC GTA GCG CCT CAT TTT CTG GGT CAC CTT 

ATT CT 

CAA AAG ACC CAC AAT TCT TTG ACA TAC TTT 

CCA AT 

2794-2928 

 

977-1010 

2 
PF 

PR 

ACA TTC CAC CAA GCT CTG CA 

AGG TTC CTT GAG CAA GAG 

8-27 

531-547 

2 
PreS2-F 

PreS-R 

CAA CAA GGT AGG AGT GGG AGC AT 

TCA ACA AGA AAA ACC CCG CCT GT 

3009-3031 

199-221 

 

 

Odemuyiwa 

et al., 2001 

2 
S-F 

S-R 

GTG TCT TGG CCA AAA TTC GCA GT 

GGA AGA TGA TAA AAC GCC GCA GAC 

295-317 

381- 404 

Couple d’amorces pour le gène pré-S : PCR semi-nichée  

1 
2422-F 

PreS-R 

AGA ACT CCC TCG CCT CGC AGA C 

ACA GGC GGK GTT TTT CTT GTT GA 

2375-2496 

199-222 

 

Olinger et 

al., 2006 
2 

2451-F 

PreS-R 

TCA ATC GCC GCG TCG CAG AA 

ACA GGC GGG GTT TTT CTT GTT GA 

2404-2423 

199-222 

Couple d’amorces pour le gène S : PCR semi-nichée 

Définies et 

utilisées à 

l’IPB 

PCR 

classique 
S2 HBV-F 

S1 HBV-R 

CAT CTT CTT GTT GGT TCT TCT G 

TTA GGG TTT AAA TGT ATA CCC 

427-448 

822-842 
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Couple d’amorces pour le gène S : PCR semi-nichée  

1 

P2-F 

979’-R 

CCT GCT GGT GGC TCC AGT TC 

ATT GGA AAG TAT GTC AAA GAA TTG TGG GTC 

TTT TG 

56-75 

977-1001 

 

 
Olinger et 

al., 2006 
2 

P2-F 

Mac-RV2 

CCT GCT GGT GGC TCC AGT TC 

TGG AAG TTG GGG ATC ATT GCC 

56-75 

892-911 

Couple d’amorces pour le gène X : PCR semi-nichée  

1 
455-F 

1800-R 

CAA GGT ATG TTG CCC GTT T 

TAG GAG GCT GTA GGC ATA AAT TGG TCT 

455-473 

1771-1800 

 

Olinger et 

al., 2006 
2 

696-F 

1800-R 

TCA GTG GTT CGT AGG GCT TTC C 

TAG GAG GCT GTA GGC ATA AAT TGG TCT 

694-715 

1771-1800 

Définies et 

utilisées à 

l’IPB 

PCR 

classique 
X2-F 

X1-R 

CTG GAT CCT GCG GAC GTC CTT 

GTT CAC GGT GGT CTC CAT  

1398-1421 

1608-1625 

Couple d’amorces pour le gène C : PCR semi-nichée  

1 
1608-F 

2661-R 

GCA TGG AGA CCA CCG TGA ACG 

CAA TTT GTA GGT CCT CTA ACA GTA AAT GAA 

1606-1626 

2615-2586 

 

Olinger et 

al., 2006 
2 

1644-F 

2661-R 

TGC CCA AGG TCT TAC ATA ATA GGA CTC TTG 

CAA TTT GTA GGT CCT CTA ACA GTA AAT GAA 

1639-1668 

2586-2615 

Définies et 

utilisées à 

l’IPB 

PCR 

classique 

C2 -F 

C1 -R 

ACT GTT CAA GCC TCC AAG CT 

AGT GCG AAT CCA CAC TC 

1859-1878 

2268-2284 

 

2.2. MATERIEL UTILISE POUR LE PRELEVEMENT DES PATIENTS 

 

2.2.1. Matériel de prélèvement sanguin 

– Aiguilles pour prélèvement sanguin 

– Corps Vacutainer®  

– Tubes secs de 5 mL 

– Tubes citratés de 5 mL 

– Gants stériles à usage unique 
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2.2.2. Matériel et produits utilisés pour la réalisation de la cytoponction  

– Aiguille à ponction lombaire de 22 ou 23 gauge 

– Lames porte-objet  

– Compresses stériles et Sparadrap 

– Flacon de lidocaïne à 2% 

– Alcool à 90°C 

– Betadine dermique 10% 

– Cryotubes pour la conservation (Nunc®) 

2.2.3. Echographie  

Echographe de marque ALOKA SSD – 1400 muni d’une sonde de 3,5 et 7,5 MHz 

 

2.3. METHODES 

Deux populations ont été étudiées, la première pour la détermination des génotypes 

des souches de virus de l’hépatite B de patients centrafricains par séquençage ; et la 

deuxième dans le cadre d’une étude clinique et biologique de patients hospitalisés pour 

une suspicion de carcinome hépatocellulaire. 

2.3.1. Première population  

2.3.1.1. Cadre d’étude 

 

La présente étude a été réalisée par l’Institut Pasteur de Bangui (IPB), où une partie 

des examens biologiques des patients a été réalisée dans le laboratoire d’analyses 

médicales, et a mis en contribution : 
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– le « service d’hépato-gastro-entérologie » de l’hôpital de l’Amitié de 

Bangui pour le recrutement et l’inclusion des patients 

– le « laboratoire de virologie » du CHU de Nancy pour la recherche 

sérologique des marqueurs du VHB, la mesure de la charge virale et la caractérisation 

moléculaire par séquençage des souches du VHB (gène préS/S), l’analyse 

phylogénétique des séquences complètes de 29 souches du VHB 

– le « Département d’Immunologie » du Laboratoire National de Santé  de 

Luxembourg pour le génotypage et l’analyse phylogénétique des séquences complètes et/ 

ou partielles des souches et l’étude des souches «particulières». 

 

2.3.1.2. Patients 

Les échantillons ont été collectés, entre Février et Septembre 2004, de 112 hommes et 

de 84 femmes admis avec des symptômes d'hépatite aiguë ou chronique, dans le service 

de gastro-entérologie de l’Hôpital de l’Amitié de Bangui. Bangui, capitale de la RCA 

étendue sur une superficie de 66 km2, est la ville la plus importante avec une population 

estimée à 737694 habitants en 2003 (Bureau de Recensement Central Bangui, 2003). 

La plupart des patients sont venus de l'intérieur même de la ville de Bangui sur un rayon 

de 50 km (secteur où les mouvements de population sont les plus importants), et 

quelques autres sont venus directement des provinces de l’Est et de l’Ouest du pays, 

éloignées d’environ 500 km de la capitale. 

Pour participer à l’étude, un consentement éclairé et signé a été demandé aux patients 

ou à leur proche. Dès l’inclusion du patient dans l’étude, un dossier clinique standardisé a 

été rempli par le médecin du service, comprenant l’identification du patient, les 

caractéristiques sociodémographiques, les antécédents médicaux, et les signes cliniques 

(ictère, vomissements, hépatomégalie, oedèmes des membres inférieurs) à l’admission. 
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Deux prélèvements sanguins ont été réalisés sur deux tubes secs de 5 mL, dont l’un a été 

utilisé pour la recherche des marqueurs du VHB, pour le dosage des transaminases 

(ALAT et ASAT), et le deuxième a été réservé pour les études moléculaires 

complémentaires. Pour les études moléculaires, tous les sérums ont été conservés à -80°C 

jusqu’à leur utilisation. 

 

2.3.1.3. Sérologie 

La recherche des marqueurs du VHB (Ag-HBs, anticorps anti-HBs, Ig totaux anti-

HBc) a été réalisée sur l’automate Architect (Laboratoires Abbott, Rungis, France) qui 

utilise la technique de dosage immunologique microparticulaire par chimioluminescence 

(CMIA). 

2.3.1.4. Détermination de la charge virale 

L’ADN du VHB a été quantifié par la technique de PCR en temps réel selon la 

méthode Taq Man avec la trousse prête à l’emploi «HBV PCR kit» (Laboratoire Abbott, 

Rungis, France) sur l’ABI PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems). L’HBV Master 

contenait les réactifs et les enzymes nécessaires à l’amplification spécifique d’une 

séquence hautement conservée de 134 pb du gène de la capside (core) du VHB, 

représentant tous les génotypes de A à H. Une sonde spécifique doublement marquée par 

un émetteur (le fluorochrome FAM) en 5’ et un extincteur (TAMRA) en 3’ a été ajoutée 

au mélange. Ce double marquage rend impossible toute élongation à partir de la sonde. 

Lorsque l’émetteur et l’extincteur sont à proximité, aucune fluorescence n’est mesurée. 

Lors de l’amplification, la polymérase (par son activité exonucléasique 5’3’) digère la 

sonde et le fluorochrome est alors libéré. Cette fluorescence, proportionnelle au nombre 

de copies amplifiées, a été mesurée dans l’ABI PRISM® 7000 SDS (seuil de détection = 
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29 (± 3) copies/mL ; avec les extrêmes variant de 29 à 2,1010 copies/mL. Les échantillons 

pour lesquels un résultat positif a été noté mais avec une charge virale inférieure à 29 

copies/mL était considérée comme détectables mais pas quantifiables. 

 

2.3.1.5. Extraction de l’ADN viral  

L’extraction de l’ADN viral a été réalisée selon la méthode Qiagen (QIAamp® DNA 

Blood Mini Kit, Qiagen, Courtabouef, France). Le sérum est lysé dans des conditions de 

dénaturation par le tampon AL reconstitué avec de l’éthanol absolu en présence de la 

protéinase K. Les lysats ont été ensuite déposés dans la colonne contenant un gel de 

silice. Après centrifugation, la colonne a été lavée avec deux tampons (AW1 et AW2). 

L’ADN a été ensuite élué dans un tampon approprié (AE) et conservé à –20°C pour la 

réalisation des PCR.  

Après comparaison des résultats obtenus avec la trousse QIAamp® DNA Blood Mini 

Kit, et l’automate m1000TM (Laboratoires Abbott) les rendements étaient comparables, 

aussi la méthode d’extraction Qiagen, plus simple à mettre en oeuvre, rapide et moins 

coûteuse, a été retenue. 

2.3.1.6. Amplifications géniques et purification des amplicons 

 
– Au laboratoire de virologie de Nancy 

La séquence complète du gène préS/S a été amplifiée avec les amorces «externes» 

2810 (sens) et 979 (antisens) publiées par Bowyer et ses collaborateurs (Bowyer et al., 

1997) pour générer un grand fragment de 1,4 kb (Tableau V). Ensuite, une série de PCR 

nichées a été réalisée avec un jeu d’amorces «internes» définies par Odemuyiwa 

(Odemuyiwa et al., 2001) pour amplifier la région 3’ du gène pré-S1, le gène pré-S2 et 

le gène S (Figure 22). 
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Figure 22 : Schéma de la région PréS/S étudiée  

 

En pratique, pour la première PCR, le mélange réactionnel était composé de tampon 

PCR 1X, 10,0 pM de chaque amorce sens (2810) et antisens (979), 10,0 mM de chaque 

dNTP, 1,8 mM de MgCl2, 1 unité de Taq DNA polymérase, de l’eau distillée et 5 µL 

d’ADN pour l’amplification du fragment de 1,4 kb; dans un volume final de 50 µL. Les 

conditions d’amplification étaient les suivantes : 5 min de dénaturation à 95°C suivie de 

30 cycles d’une min à 95°C, 30 secondes d’hybridation à 50°C, et 1 min d’élongation à 

72°C et enfin un cycle d’élongation finale de 10 min à 72°C. 

Pour la réalisation des PCR nichées, 5 µL des produits d’amplification de la première 

PCR ont été repris dans un volume réactionnel final de 50,0 µL. Les produits de PCR ont 

été préparés et amplifiés dans les mêmes conditions. Les amplicons ont été ensuite 

séparés par électrophorèse en gel d’agarose et détectés aux UV grâce à l’incorporation du 

BET (contenu dans le gel) entre les bases de l’ADN. 

Deux méthodes de purification des produits de PCR ont été testées : la purification par 

la trousse Wizard (Wizard® PCR Preps DNA Purification System, Promega) et la 

purification par précipitation de l’ADN à l’éthanol, en présence d’acétate de sodium 3M 

et de l’EDTA 125 mM préparés dans le laboratoire Central de Biochimie du CHU de 
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Nancy. Les rendements étant nettement meilleurs avec la technique de précipitation 

(moins coûteuse et rapide), elle a donc été retenue. 

 

– Au laboratoire National de Santé au Luxembourg 

Le génome complet des VHB a été séquencé avec les couples d’amorces définies par 

Olinger et ses collaborateurs (Olinger et al., 2006). Très brièvement, les quatre ORF (S, 

X, C, Pré-S) ont été amplifiés avec quatre couples d’amorces (Tableau V) à raison de 

deux « rounds ou PCR » par couple (PCR nichée ou semi-nichée). Toutes les PCR ont 

été réalisées dans un volume final de 25 µL avec : le tampon PCR 1X, 200 nM de 

dNTPs, 200 nM de chaque amorce sens et antisens, du MgCl2 à des concentrations 

variables, 1 unité de la Taq DNA polymérase et 5 µL d’échantillon d’ADN. Les 

conditions d’amplification étaient les suivantes : 5 min de dénaturation à 95°C suivie de 

40 cycles (pour les premières PCR ou « round 1 » et 30 cycles pour les PCR nichées ou 

semi-nichées ou « round 2 ») de 20 secondes (s) à 95°C, 20 s d’hybridation à des 

températures variables (0,3°C/s) et 90 s d’élongation à 72°C (Olinger et al., 2006). Les 

produits de PCR ont été purifiés sur des mini-colonnes de chelex (Qiagen PCR kit, 

Qiagen, France) et élués dans de l’eau distillée. 

 

2.3.1.7. Séquençage  

Après le dosage spectrophotométrique, 10 à 30 ng d’ADN purifié ont été utilisés dans 

la réaction de PCR de séquençage basée sur la technique de terminaison aléatoire de 

chaînes avec la trousse ABI PRISM® Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing, 

Applied Biosystems. Ils ont été séquencés dans les deux directions en utilisant le même 

jeu d’amorces utilisées pour les PCR nichées. Le milieu réactionnel contenait : 2,0 µL de 

Ready Reaction Premix 2,5X ; 1,0 µL tampon sequencing 5X (BigDye Terminator 
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V1.1/V3.1) ; 3,2 pmol d’amorce, 10 à 30 ng de matrice et de l’eau bi-distillée. Ce 

mélange a été soumis à 25 cycles d'amplification de 10 s à 96°C (dénaturation) , 5 s à 

50°C (hybridation) et 4 min à 72°C (élongation) dans un thermocycleur (GeneAmp PCR 

System 2400, Applied Biosystems). Les produits amplifiés ont été purifiés par 

précipitation avec l’acétate de sodium 3,0 M ; EDTA 125,0 mM, pH = 5,6 et éthanol 

95% (v/v), puis le culot d’ADN a été évaporé à l’aide d’une centrifugation à vide (Speed 

VACTM). Les séquences nucléotidiques ont ensuite été déterminées avec le séquenceur 

ABI PRISM® 3100 - Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

 

2.3.1.8. Clonage  

Les échantillons qui présentaient plusieurs nucléotides mixtes ont été analysés 

ultérieurement (dans le Département d’Immunologie au laboratoire National de Santé au 

Luxembourg) par clonage des fragments PréC/C, PréS et S dans des vecteurs 

plasmidiques pCR4-TOPO (Trousse TOPO TA Cloning, Invitrogen). L’intérêt de cette 

trousse est de fournir un vecteur comprenant les séquences d’ADN du bactériophage 

M13 introduites de part et d’autre site de ligation, permettant ainsi l’amplification et le 

séquençage en entier des inserts en utilisant des « amorces universelles M13 » 

commercialisées. De plus ce vecteur présente des T (thymine) aux extrémités 3’, ce qui 

permet une ligation directe des produits de PCR en 5 min. Ces vecteurs ont ensuite été 

utilisés pour la transformation d’E. coli rendues compétentes par électroporation. Ces 

vecteurs possèdent un gène de résistance à l’ampicilline, pour sélectionner les bactéries 

ayant incorporé le vecteur, et un segment de l’opéron lactose de E coli codant la β-

galactosidase, afin de sélectionner les clones bactériens contenant les vecteurs avec un 

fragment d’ADN inséré. Les inserts ont ensuite été amplifiés en utilisant les amorces 

universelles M13 sens et antisens et les amplicons de bonne taille ont été séquencés dans 
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les deux directions selon la technique du «Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing» 

décrite au paragraphe 2.3.1.7 ci dessus. 

 

2.3.1.9. Analyse des séquences 

Les séquences nucléotidiques des génomes des VHB ont été numérotées par rapport à 

la séquence complète du génome de la souche de référence HHVBBAS, numéro d’accès 

GenBank = X75657. Les électrophorégrammes des séquences obtenues ont été analysées 

avec le logiciel SeqScape version 2.5 (Applied Biosystems). Les séquences ont été 

alignées et comparées avec le logiciel BioEdit version v7.0.5 (BioEdit Sequence 

Alignement Editor) et son programme intégré CLUSTAL W. Les régions des séquences 

présentant une ambiguïté ont été corrigées manuellement afin d’avoir des séquences 

homologues devant permettre de reconstruire les relations évolutives entre les virus. 

L’analyse phylogénique était basée sur le génome complet ainsi que les quatre cadres de 

lecture chevauchants correspondant aux gènes préS1/préS2, S, préC/C et X. Soixante dix 

huit (78) souches de référence représentant les huit génotypes connus, ainsi que des 

souches de référence du génotype A1 d’Afrique de l’Ouest ; E, D3 et D4 de l’Afrique du 

Sud et de l’Afrique de l’Est (Hannoun et al., 2005; Mulders et al., 2004; Sugauchi et 

al., 2003) ont été incluses.   

Les arbres phylogénétiques ont été construits avec le logiciel MEGA version 3.0, en 

utilisant la méthode du plus proche voisin ou « Neighbour-joining » et le modèle de 

correction de Kimura à 2 paramètres (K2P) pour le calcul des distances. Les valeurs 

statistiques placées sur les nœuds sont calculées par le bootstrap (méthode statistique qui 

estime la robustesse de l’arbre et des branches), en comparant 1000 fois la séquence de 

chaque souche à celles des autres. Si un arbre est robuste, c'est-à-dire fortement soutenu 

par les données, alors sa variabilité sera faible. Par contre si un arbre est peu robuste il 
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aura une grande variabilité. Ainsi, une valeur de bootstrap de 100% est équivalente à un 

nœud vrai ou robuste. Les phylogrammes ont été visualisés grâce au programme 

«TREEVIEW». 

Les recombinaisons ont été identifiées en construisant des arbres phylogénétiques 

séparés des différents gènes ou des segments de gène. Il est admis qu’un évènement de 

recombinaison a eu lieu chaque fois qu’un fragment génomique se regroupe avec des 

génotypes différents. Ces séquences ont aussi été analysées par la méthode de 

comparaison des points (ou de régions) de similarité (Similarity plots ou SimPlot). Le 

Simplot est une méthode qui permet une visualisation graphique de la comparaison 

globale de deux séquences. Les deux séquences à comparer sont placées le long des axes 

d’un graphique. L’intersection de chaque colonne et de chaque ligne est marquée d’un 

point si la lettre (ou la région) est la même dans les deux séquences (points de 

similitudes, région de similarité). La similarité entre séquences se traduit par une suite de 

points alignés : la diagonale en cas d’identité parfaite, un décalage par rapport à la 

diagonale indique une insertion (ou une délétion) et une inversion franche de 

l’orientation traduit une inversion d’une région d’ADN. 

 

2.3.2. Deuxième population (VHB et CHC) 

2.3.2.1. Cadre d’étude 

Les patients présentant une suspicion de CHC ont été systématiquement inclus dans 

l’étude de novembre 2006 à juin 2007. Cette étude a mis à contribution : 

–  à l’hôpital de l’Amitié de Bangui le service d’hépato-gastro-entérologie, pour 

le recrutement et l’inclusion des patients et le « Service de radiodiagnostic et d’Imagerie 
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Médicale » pour la réalisation des échographies hépatiques et les cytoponctions 

hépatiques 

–  à l’institut Pasteur de Bangui le « laboratoire d’analyses médicales » pour la 

sérologie et les examens de laboratoire et le laboratoire des Hépatites virales pour la 

biologie moléculaire  

–  le Laboratoire National de Biologie Clinique et de Santé Publique (LNBCSP) 

de Bangui pour la réalisation des examens cytopathologiques 

 

2.3.2.2. Patients 

De novembre 2006 à juin 2007, 68 sérums de patients des deux sexes hospitalisés 

dans le service d’hépato-gastro-entérologie et présentant une suspicion de CHC ont été 

collectés. Après avoir été identifiés, les patients étaient orientés en salle de radiologie 

pour une échographie hépatique et un consentement éclairé et signé leur était demandé. 

Les investigateurs chargés du recrutement des patients, remplissaient les feuilles de 

renseignement après un interrogatoire en notant : l’identification du patient, les 

caractéristiques sociodémographiques, les antécédents médicaux, et les signes cliniques 

(douleur de l’hypocondre droit, amaigrissement, asthénie, fièvre, ascite, hépatomégalie, 

oedème des membres inférieurs, circulations veineuses collatérales, ictère, 

vomissements). 

 

2.3.2.3. Prélèvements 

 

– Prélèvements sanguins 

Deux types de prélèvements sanguins ont été réalisés : 
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– sur 2 tubes secs de 5 mL, dont l’un a été utilisé pour la recherche des 

marqueurs du VHB et éventuellement du VHD, le dosage des transaminases (ALAT et 

ASAT), de la bilirubine totale, conjuguée et non conjuguée, du taux de l’alphaprotéine 

(AFP) sérique qui constitue un marqueur biologique important pour le diagnostic du 

CHC. Le deuxième tube était centrifugé et le sérum récupéré était conservé à –80°C pour 

les études moléculaires ultérieures. 

– sur un tube citraté pour le dosage du taux de prothrombine.  

Les prélèvements sanguins identifiés (accompagnés de la feuille de renseignements) ont 

été analysés sans délai au niveau des laboratoires d’analyses médicales de l’IPB. 

– Cytoponction hépatique 

 
Lorsque le taux de prothrombine était supérieur ou égale à 50 % et qu’une masse 

tumorale était observée, un rendez-vous était donné au patient pour la réalisation de la 

cytoponction. Une anesthésie locale est réalisée avec de la lidocaine à 2%. La 

cytoponction hépatique échoguidée de la masse tumorale est alors pratiquée par le 

radiologue et son assistant. Une fraction du liquide de cytoponction récupéré dans un 

tube de congélation est placé dans une bouteille isotherme, acheminé sans délai et 

conservé à -80°C pour des analyses ultérieures une deuxième fraction est réservée aux 

examens cytopathologiques. 

 

2.3.2.4. Analyses 

 

– Sérologie 

Il s’agit de la recherche des marqueurs du VHB selon l’algorithme en vigueur à l’IPB. 

Lorsque l’AgHBs est positif, nous recherchons les Ac anti-HBc, les AgHBe et anti-HBe, 
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ainsi que les AgDelta et anticorps anti-Delta. Si l’AgHBs est négatif, seuls les anticorps 

anti-HBc et anti-HBs étaient recherchés. Le dosage des transaminases (ALAT et ASAT), 

du taux de prothrombine et de l'alphafœtoprotéine sérique sont également pratiqués. 

 

– Examens cytologiques  

Afin de confirmer la présence d’un CHC, une partie du liquide de cytoponction 

hépatique (obtenue par aspiration des tissus mous) est étalé sur des lames porte-objets (de 

façon uniforme sans tourbillon ni va-et-vient) pour réaliser un frottis mince. Les lames 

ont été séchées à l’air et transportées au laboratoire d’anatomie pathologique le même 

jour, accompagnées des bulletins d’examen de cytologie. Les lames sont ensuite colorées 

au May-Grunwald-Giemsa par le technicien du service et remises à l’anatomo-

pathologiste pour la lecture. 
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CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION 
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3.1. RESULTATS 

 

Dans la première partie de ce travail nous présentons la caractérisation moléculaire 

des souches du VHB circulant en République Centrafricaine et la comparaison des 

séquences obtenues avec celles isolées dans d’autres pays d’Afrique. La deuxième partie 

est un travail préliminaire de recueil d’échantillons chez des patients atteins de carcinome 

hépatocellulaire (CHC) liés au VHB ce qui nous a permis de décrire les caractéristiques 

cliniques et biologiques de ces patients atteints d’une affection très fréquente en RCA. 

 

3.1.1. Etude de la première population 

 

3.1.1.1. Etude des marqueurs sérologiques du VHB 

Dans le service d’Hépato-gastro-entérologie de l’Hôpital de l’Amitié, 196 sérums 

provenant de 112 hommes et 84 femmes (sex-ratio = 1,3) ont été recueillis. L’âge des 

patients variait de 10 à 72 ans avec une moyenne de 30,4 ans. Ces patients ont été admis 

pour une suspicion d’hépatite et 183 d’entre eux avaient au moins un des marqueurs du 

VHB (AgHBs, anti-HBc, anti-HBs, ADN viral) (Tableau VII). En fonction de la 

présence (+) ou de l’absence (–) de l’AgHBs et des anticorps anti-HBc, les patients ont 

été classés en quatre groupes. Le groupe 1 est représenté par les patients AgHBs 

(+)/Anti-HBc (+) ; le groupe 2 par les patients AgHBs (+)/Anti-HBc (–) ; le groupe 3 par 

les patients AgHBs (–)/Anti-HBc (+) et enfin le groupe 4 par les patients négatifs pour 

les deux marqueurs : AgHBs (–)/Anti-HBc (–). De plus, les anticorps anti-HBs et l’ADN 

viral sérique ont été recherchés dans les 4 groupes. 
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– Parmi les 120 patients du groupe 1, l’ADN du VHB a été détecté chez 79 

(66%) d’entre eux par PCR en temps réel (extrêmes : de 29 à 5,59 x 107 copies/mL) dont 

9 seulement étaient positifs pour les anticorps anti-HBs. Ces patients avaient un taux 

moyen de transaminases (ALAT) très élevé (1158), variant de 22 à 8130 UI/L. 

– Le groupe 2 est représenté par deux patients de sexe masculin chez lesquels 

l’AgHBs a été détecté mais, les Ac anti-HBc et anti-HBs étaient négatifs. Par contre, 

l’ADN du VHB était positif chez les deux mais, avec des charges virales faibles : 37 

copies/mL pour le premier et 105 copies/mL pour le second. Le taux moyen des 

transaminases était modérément élevé. 

– Dans le groupe 3 constitué de 60 patients, les anticorps anti-HBs ont été 

détectés chez 26 d’entre eux. Trois patients avaient une charge virale détectable mais, 

avec une valeur inférieure au seuil de détection (29 copies/mL), considérée comme non 

quantifiable. La moyenne du taux des transaminases était presque normale. 

– Enfin, le groupe 4 comprenait 14 patients pour lesquels ni l’AgHBs ni les 

anticorps anti-HBc n’ont été détectés. Dans ce groupe, un seul patient était positif 

uniquement pour l’AgHBs et l’ADN viral n’a pas été mis en évidence chez les patients 

de ce groupe. Cependant, le taux moyen des transaminases était légèrement supérieur à la 

normale. 
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Tableau VII : Caractéristiques des patients centrafricains selon leur statut sérologique 
vis-à-vis du VHB 
 

 
AgHBs, antigène de surface du VHB 
Anti-HBc, anticorps dirigés contre la protéine de la capside «core» du VHB 
Anti-HBs, anticorps dirigés contre l’antigène de surface du VHB 
NA : non applicable (il s’agit de deux hommes) 
ADN-VHB, ADN du virus de l’hépatite B (seuil de détection = 29 (± 3) copies/mL) 
ALAT : Alanine aminotransférase (Normes = 11 à 66 UI/L)  

 

3.1.1.2. Analyse des séquences et génotypage 

Après la réalisation du séquençage de 66 souches, les séquences du génome complet 

ont été obtenues et analysées pour 30 souches de VHB isolées de patients ayant une 

charge virale supérieure à 1000 copies/mL. Du fait d’une faible charge virale (inférieure 

à 100 copies/mL), seulement des séquences partielles ont été obtenues pour 36 souches 

de VHB : 15 PréS, 14 X, 27 S et 6 PréC/C. Les 66 séquences ont été comparées à 78 

séquences de souche de référence (GenBank) représentant les 8 génotypes connus. 

L’analyse phylogénétique de toutes ces séquences avec les souches de références a 

montré que 62 des 66 souches appartiennent au génotype E (94%), 3 (3,5%; RCA175, 

RCA177, RCA202) au génotype D et une souche (RCA204) au génotype A (les analyses 

phylogénétiques seront détaillées plus loin). 

 AgHBs (+)/ 
Anti-HBc (+) 

AgHBs (+)/ 
Anti-HBc (–) 

AgHBs (–)/ 
Anti-HBc (+) 

AgHBs (–)/ 
Anti-HBc (–)

Nombre de patients 120 2 60 14 

Age moyen (extrêmes) 29,8 (10-70) 21,5 (18 ; 25) 33,4 (17-72) 24,3 (15-50) 

Sexe ratio (H/F) 1,7 NA 0,9 0,8 

Anti-HBs positif 9 0 26 1 

Anti-HBs négatif 111 2 34 13 

ADN VHB positif 79 2 3 0 

Extrêmes (Copies/ml) 29 – 5,6 107 37 ; 105 < 29 – 

ALAT (UI/L) 

Extrêmes 

1158 

(22 – 8130) 

365 

(179 ; 551) 

153,5 

(11 – 616) 

176,4 

(19 – 769) 
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– Mutations observées dans le gène S 

Parmi les 45 séquences du gène préS/S obtenues, 10 souches du génotype E 

présentaient des délétions de 3 à 33 nucléotides, correspondant aux acides aminés 1 à 11, 

dans la région PréS2. Toutes ces délétions se situaient à l’intérieur du cadre de lecture. 

Quelques mutations ont aussi été identifiées au niveau du déterminant « a » du gène S. 

Les principales mutations observées étaient les remplacements d’une glycine en une 

cystéine en position 588 (G588C) et, d’une cystéine par une arginine en position 546 

(C546A) ; devant les substitutions G145A et T131N déjà décrites par Odemuyiwa et ses 

collaborateurs (Odemuyiwa et al., 2001). D'autres mutations observées étaient des 

substitutions non-synonymes de nucléotides correspondant aux mutations M103I, 

S143L/T et D144Q décrites par d’autres auteurs (Weinberger et al., 2000 ; Weber, 

2005). Toutes ces mutations affectent la structure antigénique de l’AgHBs et pourraient 

mettre en défaut les trousses de détection commercialisées car l’AgHBs n’est pas détecté. 

 

– Mutations observées dans la région PréS2 

Huit souches du génotype E présentaient une mutation simple au niveau du codon 

d’initiation du gène préS2. En effet, la méthionine était remplacée par les acides aminés 

(aliphatiques) Valine pour les souches RCA067, RCA150, RCA165 ; et Isoleucine pour 

les souches RCA002, RCA047, RCA055, RCA060 et RCA083. Dans le cycle de 

multiplication du VHB, de telles mutations affectent l’expression de la protéine moyenne 

(M) d’enveloppe du VHB qui n’est plus alors synthétisée (Figure 23). Cette protéine ne 

semble pas être essentielle pour la morphogenèse des particules infectieuses, par 

conséquent, son absence ne nuit pas à la multiplication virale et l’AgHBs est 

normalement détecté. 
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Figure 23 : Alignement de la séquence en acides aminés de la région PréS2 de 33 souches de VHB de 
la RCA : comparaison avec les souches de référence des génotypes A1, D3, D5 et E (X75657). 
Les souches ayant une mutation au niveau du codon d’initiation sont marquées par des étoiles : 
changement de la méthionine en valine (RCA067, RCA150, RCA165) et remplacement de la méthionine 
en isoleucine (RCA002, RCA047, RCA055, RCA060 et RCA083). 
 

– Mutations observées dans les régions PréC et X  

Neuf des 36 souches (25%), toutes du génotype E, présentaient une mutation au 

niveau du codon d’initiation de l’ORF du gène préC : il s’agit de la mutation G1896A où 

une glycine est remplacé par une alanine en position 1896. Cette mutation induit 

l’apparition d’un codon stop à la fin du segment PréC et abolit la synthèse de l’AgHBe. 

Trente six séquences du gène X (chevauchant avec le promoteur du « core ») ont été 
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obtenues et les principales substitutions, A1762T et G1764A, correspondant aux 

changements des acides aminés K130M et V131I, décrits comme étant des points 

« chauds » de mutation («hot spot mutation sites»), ont été retrouvées chez 8 des 36 

souches, toutes du génotype E.  

Quelques clones de la souche RCA001 présentaient cette mutation rare au niveau du 

promoteur du gène « core ») affectant le site de liaison du facteur nucléaire des 

hépatocytes. Cette mutation déjà décrite par Fujiwara et ses collaborateurs (Fujiwara et 

al., 2005) semblerait être spécifique aux VHB de génotype E et correspondrait à des 

patients avec de faibles titres en AgHBe, une charge virale élevée et une progression vers 

la cirrhose. Les clones de souche RCA001 seront analysés ultérieurement. 

 

3.1.1.4. Analyses phylogénétiques et détermination des génotypes 

– Analyse basée sur la région S 

Les séquences nucléotidiques de la région S de 56 des 62 souches de VHB de RCA du 

génotype E, obtenues directement après séquençage (▲CAR) ou bien d’abord clonées 

puis séquencées (■CAR), ainsi que 29 autres séquences de VHB du génotype E isolées 

dans plusieurs pays de l’Afrique Sub-saharienne et extraites de GenBank, ont servi à la 

construction de l’arbre phylogénétique (Figure 24). L’analyse phylogénétique montre que 

les 56 isolats de la RCA sont regroupés entre eux et à l’intérieur du cluster formé par les 

VHB du génotype E de plusieurs pays de l’Afrique Sub-saharienne (Figure n° 24).  
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Figure 24 : Arbre phylogénétique de 56 souches du VHB/E de la RCA  construit à partir du gène S: 
comparaison avec les souches de référence du génotype E. 
Les numéros d’accès sont indiqués sur l’arbre (▲CAR : non cloné, ■ : clones CAR177). 
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– Analyse basée sur la région PéC/C 

Un autre arbre phylogénétique a été construit à partir de la région PréC/C de 32 

séquences de VHB de RCA (toujours du génotype E) obtenues directement après 

séquençage (▲CAR) et de 23 séquences obtenues après clonage (●CARc, ▲CARc). 

Elles ont été comparées à 29 autres séquences de référence des VHB du génotype E 

circulant en Afrique Sub-saharienne et enregistrées dans GenBank (Figure 25). L’analyse 

phylogénétique montre que les 56 séquences sont très proches entre eux soutenues par 

une valeur de bootsptrap souvent supérieure à 80 %. 

Cependant, cinq clones de la souche RCA001 (CAR001c1, CAR001c2, CAR001c3, 

CAR001c4 CAR001c5) fortement reliés entre eux (valeur de bootstrap variant de 88 à 

100%) se détachent nettement de l’arbre pour former un groupe à part (Figure 25). En 

effet, l’analyse de séquences de ces cinq fragments avait mis en évidence cette mutation 

rare (décrite au paragraphe 3.1.1.4 : Analyse du gène préC/C) au niveau du promoteur du 

gène C : A1762T et G1764A (Fujiwara et al., 2005) correspondant aux changements 

des acides aminés K130M et V131I. 

De plus, la séquence du gène C de ces 5 clones présentait des petites insertions de 

nucléotides, augmentant ainsi leur variabilité (3,5% de distance moyenne) par rapport 

aux autres souches. Ce qui se traduit par ce détachement et la formation d’une branche 

distincte à la base de l’arbre (Figure 25). 
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Figure 25: Arbre phylogénétique de 56 souches du VHB de la RCA construit à partir du gène 
préC/C: comparaison avec 28 souches de références du génotype E. 
(▲CAR : non cloné, ● : clones RCA; * : Indique les clones avec insertions). Les numéros d’accès sont 
indiqués sur l’arbre. 
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– Analyse basée sur le génome complet  

Les 30 souches de VHB de la RCA pour lesquelles une séquence complète du génome 

complet a été obtenue, ont été comparées à 31 souches de référence représentant les 8 

génotypes connus (A à H) et deux souches de chimpanzé (Figure 26). L’analyse 

phylogénétique montre que toutes les souches de RCA de génotype E (28 VHB/E) sont 

regroupées dans le cluster contenant la souche de référence X75657 du génotype E 

(valeur de bootstrap 100 %). La variabilité intragroupe au sein des souches du VHB du 

génotype E de la RCA est de 1,37% en ce qui concerne le génotype complet, de 1,08% 

pour le gène préS/S, 1,59% pour le gène préC/C et enfin de 1,77% pour le gène X. La 

comparaison des séquences des souches de VHB du génotype E des patients 

centrafricains avec les séquences des souches provenant du Bénin, Togo, Mali, Burkina-

Faso, Nigeria et du Cameroun, montre une moyenne d’identité nucléotidique de 99,3% 

(variant de 98,2 à 100%) à l’exception de la souche RCA001 (94 à 96,5%). 

Les souches du génotype A et D seront analysées dans les prochains paragraphes. 
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Figure 26 : Arbre phylogénétique du génome complet des 30 souches de VHB de la RCA : 
comparaison avec 31 souches de référence des génotypes A à H. 
(▲RCA: souches centrafricaines). Les numéros d’accès sont indiqués sur l’arbre. L’échelle des barres 
représente le taux de substitution par site. Les nombres sur les nœuds sont les valeurs de Bootstrap et les 
valeurs inférieures à 50 % ont été supprimées 
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– Détermination des sous-groupes des souches de génotypes A et D 

Analyse à partir de la région S 

Parmi les 8 génotypes connus du VHB, quatre sous-groupes ont été définis pour les 

génotypes A (A1 à A4) et D (D1 à D4). Afin de déterminer à quels sous-groupes les 

souches de la RCA, les séquences du gène S de la souche RCA 204 (génotype A), de 7 

clones de la souche RCA175 (◊CAR175) et la séquence du gène S de la souche RCA 202 

(▲CAR202) ont été comparées avec les séquences de référence de différents sous-

groupes des génotype A et D (Figure 27). 

L’analyse phylogénétique montre que la souche du génotype A (RCA204) est très 

proche des souches de génotype A de sous-groupe A1 isolées en Tanzanie (AY934773), 

au Malawi (AB076678), et quelques autres souches du génotype A1 de l’Afrique de l’Est 

et du Sud (Figures 27a). 

Les régions S de 2 des trois souches du génotype D (RCA175, RCA202) étaient plus 

proche des souches du génotype D4 isolée en Somalie (Norder et al., 2004) , avec une 

distance moyenne de 0,6% pour RCA175 et de 1,3% pour RCA202, mais éloignées des 

souches de génotype D3 de l’Afrique du Sud (3% de distance moyenne) (Figure 27b). 
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Figure 27 : Arbre phylogénétique construit à partir du gène S des souches de génotypes A et D de la 
RCA : comparaison avec les souches de référence des génotypes A, E et D.  
(▲CAR : non cloné, ◊: clones CAR 175). Les numéros d’accès sont indiqués sur l’arbre. 
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Figure 27a: Arbre phylogénétique détaillé de la souche RCA 204 construit à partir du gène S : 
comparaison avec les différents sous-groupes des souches de référence du génotype A. 
Les numéros d’accès sont indiqués sur l’arbre (▲CAR : souche centrafricaine). 

 



 115

 

 

Figure 27b: Arbre phylogénétique détaillé des souches RCA175 et RCA202 construit à partir du 
gène S: comparaison avec les différents sous-groupes des souches de référence du génotype D. 
(◊ : clones CAR175, ▲CAR : non cloné). Les numéros d’accès sont indiqués sur l’arbre. 

 

Analyse de la souche RCA177 basée sur la région PréC/C 

Pour la 3ème souche du génotype D (RCA177), seulement une séquence partielle du 

gène préC/C disponible a été analysée par clonage. L’analyse phylogénétique de la 

séquences de 4 clones de la souche RCA177 (■CAR177c), de 3 clones de la souche 

175(◊CAR175c) la séquence de la région C de la souche RCA175 (▲CAR175) par 

rapport aux souches de référence du génotype D (D1 à D4) a montré que la souche RCA 

177 appartient à un groupe à part («outlier») du génotype D3 avec une distance moyenne 

de 4,2% (Figure 28 ; 28a). Compte tenu de la distance observée entre la souche RCA177 
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et les autres souches du génotype D, celle-ci a été retenue pour la recherche d’infections 

mixtes. 

 

Figure 28 : Arbre phylogénétique construit à partir du gène C des souches de génotypes A et D de la 
RCA : comparaison avec les souches de référence des génotypes A, E et D. 
(■ : clones CAR177,◊: clones CAR175, ▲CAR :non cloné). Les séquences sont comparées aux souches de 
référence des génotypes A et D. Les numéros d’accès sont indiqués sur l’arbre. 
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Figure 28a : Arbre phylogénétique détaillé des souches RCA175 et RCA177 construit à partir du 
gène C: comparaison avec les différents sous-groupes des souches de référence du génotype D. 
(■ : clones CAR177, ◊ : clones CAR175, ▲CAR175 : non cloné). Les numéros d’accès sont indiqués sur 
l’arbre. 

 

3.1.1.5. Recherche d’infections mixtes et recombinaisons  

Douze échantillons présentant des nucléotides mixtes au niveau de leur 

électrophorégrammes de séquençage ont été sélectionnées pour la recherche des 

infections mixtes en clonant, les produits de PCR des gènes préS, S ou du gène C dans un 

vecteur plasmidique, comme indiqué dans le paragraphe « 2.3.1.8 clonage », du chapitre 

matériel et méthodes. Pour chacun des gènes, le séquençage a été réalisé dans les deux 

sens et 6 à 8 clones ont été séquencés de façon à détecter les erreurs éventuelles de 

l’ADN polymérases lors de la PCR. Les souches RCA001 et RCA177 qui présentaient 



 118

respectivement des moyennes de distance de 3,5% et 4,2% ont également été incluses 

dans cette analyse. 

Finalement, à part ces mutations rare (non-synonymes) identifiées au niveau du 

promoteur du gène «core», le clonage n’a pas mis en évidence des infections mixtes pour 

la souche RCA001. 

En revanche, les analyses phylogénétiques cumulées à comparaison des points de 

similarité (Similarity plots ou SimPlot) de la souche RCA177 ont montré que les 

fragments S et X de cette souche appartiennent au génotype E. Cependant, à l’intérieur du 

cadre de lecture du gène préC/C, le génotype E a été partiellement remplacé par un 

fragment du génotype D3 de 358 pb. La cartographie obtenue après l’analyse par 

comparaison des points de similarité (SimPlots) situe respectivement les sites de 

recombinaisons E/D et D/E aux positions 1723 et 2081 respectivement (nucléotides 200 

et 558 à l’intérieur du fragment C) ; ce qui correspondant essentiellement au premier tiers 

du grand fragment C de 1067pb (Figure 29). 
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Figure 29: Comparaison des points de similarité (méthode SimPlot) des gènes S, X et préC/C de la 
souche RCA177 avec les séquences des génotype E et D3. 
Les sites de recombinaison sont indiqués par les flèches ; ligne pleine : génotype E ; ligne pointillée : 
génotype D3 

 

3.1.2. Descriptions cliniques et biologiques des patients atteints de CHC  

(Deuxième population : VHB et CHC) 
 

Dans le but de mieux comprendre l’implication du VHB dans le développement du 

CHC en RCA, nous avons choisi d’effectuer une étude pilote chez les patients suspectés 

de CHC. Les patients présentant une suspicion de CHC ont été systématiquement inclus 

dans l’étude du 03 Novembre 2006 au 03 Juin 2007. Un bilan biologique, virologique 

(VHB et VHD (l’agent Delta)) et échographique a été systématiquement pratiqué. La 

confirmation de CHC a été apportée par les examens cytologiques réalisés à partir de 

liquide de cytoponction hépatique de la masse tumorale. 
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3.1.2.1. Données sociodémographiques 

 

Au total, 68 sérums ont été collectés de 45 hommes et 23 femmes soit un sexe ratio de 

2 (~1,95). L’âge des patients variait de 17 à 71 ans avec une moyenne de 48 ans. Les 

patients du sexe masculin de 50 ans et plus étaient les plus représentés alors que la 

population féminine était représentée par des sujets plus jeunes. La répartition des 

patients en fonction de l’âge est représentée dans le tableau VIII. La majorité de ces 

patients étaient issus de la ville de Bangui et de ses environs (sur un rayon de 50 km) et 

quelques uns venaient des provinces. Toutes les souches socioprofessionnelles étaient 

touchées avec une prédominance de retraités et des patients exerçant une profession 

libérale. 

 
Tableau VIII : Répartition des patients selon l’âge et le sexe 
 

Sexe  

Age Masculin Féminin 

 

Total 

< 30 ans 7 1 8 

30 – 40 ans   5 12 17 

41 – 50 ans 6 2 8 

51 – 60 ans 17 6 23 

≥ 60 ans 10 2 12 

Total 45 23 68 

 

3.1.2.2. Principaux signes cliniques observées chez les patients 

 

Au moment du diagnostic, les principales anomalies cliniques (Tableau IX) observées 

chez les patients étaient la douleur de l’hypochondre droit (qui était le principal motif de 

consultation et de l’hospitalisation), une hépatomégalie et un amaigrissement (altération 
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de l’état général (AEG) par une perte du poids > 10%) dans 100% des cas. Dans l’ordre 

d’importance, les autres signes cliniques étaient : une asthénie (64,7%), une ascite 

(48,5%), une jaunisse (36,8%), une fièvre (25%), des vomissements (23,5%) et une 

circulation collatérale abdominale (13,2%) traduisant une hypertension portale. 

 

Tableau IX : Distribution des patients selon les signes cliniques 
 

Signes cliniques 
Nombre de patients 

N = 68 

Fréquence 

(%) 

Signes fonctionnels digestifs 

– Douleur de l’hypochondre droit 68 100 

– Vomissements 16 24 

Signes généraux 

– Amaigrissement 68 100 

– Asthénie 44 65 

– Fièvre (>38,5°C) 17 25 

Signes physiques 

– Ballonnement abdominal* 33 49 

– Hépatomégalie 68 100 

– Ictère 25 37 

– Oedèmes des membres inférieurs 7 10 

– Circulations collatérales abdominales 9 13 

* indique un ballonnement abdominal dû à une ascite 
 

3.1.2.3. Bilan de l’échographie abdominale des patients 

 

L’échographie abdominale a été réalisée chez tous les patients. L’aspect 

échographique dominant a été l’hépatomégalie d’échostructure hétérogène dans 61 cas, 

soit une fréquence de 90%. Les lésions hépatiques se répartissaient en deux entités 

différentes : les masses (42 cas sur 61 soit 69%) et les nodules uniques ou multiples de 

taille variable (19 cas soit 31%). Quand leur aspect échographique correspondait à une 



 122

zone hyperéchogène un CHC était suspecté. Chez les 7 autres patients, bien que la taille 

du foie était augmentée, l’échographie n’a pas révélée de lésions particulières (Tableaux 

X, XI et XII).  

L’échographie a permis également la réalisation d’une cytoponction hépatique dirigée 

(lorsque celle-ci n’était pas contre-indiquée) car, seul l’examen cytologique permet de 

faire le diagnostic cytologique de certitude du CHC. Les résultats des examens 

cytologiques seront analysés dans les prochains paragraphes. 

 
Tableau X : Répartition des patients selon les caractéristiques de l’hépatomégalie 
 

Caractéristiques de l’hépatomégalie Effectif (N = 68) Fréquence (%) 

Douloureuse 68 100 
Sensibilité 

Indolore 0 0 

Régulière 7 10 
Surface 

Irrégulière 61 90 

Dure 61 90 
Consistance 

Molle 7 10 

Mousse 3 4 
Bord inférieur 

Tranchant 65 96 

Homogène 7 10 
Echostructure 

Hétérogène 61 89 

 

En résumé, nous pouvons dire que 90% des patients (61 cas) présentaient une 

hépatomégalie hétérogène, douloureuse, à surface irrégulière (les contours du foie sont 

déformés) et de consistance dure. 

 
Tableaux XI : Répartition des hépatomégalies selon les types de lésion 
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Caractéristiques des lésions Effectif (N = 61) Fréquence (%) 

Hypoéchogènes 2 3 
Masses (N = 42) 

Hyperéchogènes 40 65 

Hypoéchogènes 15 24 
Nodules (N = 19) 

Hyperéchogènes 4 7 

Total (N = 61) 61 100 

 

Les lésions hépatiques étaient dominées par des masses hyperéchogènes tandis que les 

nodules sont plus hypoéchogènes. 

3.1.2.4. Caractéristiques biologiques des patients 

L’augmentation des transaminases (ALAT) était la plus fréquente des anomalies 

biologiques (94% soit 64 patients). Des taux élevés de l’AFP (> 500 UI/mL) ont été 

trouvés chez 40 (59%) patients. Cependant, aucune augmentation de l’AFP sérique n’a 

été observée pour 3 patients malgré une forte suspicion de CHC à l’échographie. Les 

autres anomalies traduisant une atteinte hépatique grave étaient : un taux très élevé de la 

bilirubine conjuguée (cholestase intrahépatique) et aussi un taux de prothrombine (TP) 

très abaissé, surtout chez les patients suspectés de CHC (60%). Par conséquent, la 

cytoponction hépatique n’a pas pu être pratiquée chez tous les patients suspectés de 

CHC. 

 

3.1.2.5. Etude des marqueurs du VHB et du VHD 

Sur 68 patients recrutés, 100% (68/68) étaient ou avaient été infectés par le VHB 

(anticorps anti-HBc positifs). Aussi, selon leur statut sérologique par rapport au VHB et 
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au VHD, ainsi que les caractéristiques cliniques et biologiques, ils pouvaient être répartis 

globalement en deux groupes (Tableau XII). 

Dans le premier, 43 (63,2%) patients avaient une forte suspicion de CHC à 

l’échographie. L’AgHBs était présent chez 10 (23,2%) d’entre eux et les anticorps anti-

HD ont été détectés chez 7 patients. La moyenne du dosage de l’alphafœtoprotéine (AFP) 

sérique chez ces 43 patients était de 10394 (variant de 200 à 80000) UI/mL. Le taux de 

l’AFP n’était cependant pas élevé chez tous car, chez 5 patients la valeur était normale 

(variant de 200 à 400 UI/mL). 

Le 2ème groupe était représenté par 25 (36,8%) patients atteints d’hépatites chroniques 

(actives ou porteurs inactifs) parmi lesquels 7 ne présentaient aucune lésion hépatique 

importante à l’échographie. L’AgHBs a été détecté chez 21 (84,0%), parmi ceux-ci 11 

étaient co-infectés par le VHD et la moyenne du dosage de l’AFP était de 9 (0,5 – 14,8) 

UI/mL. 
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Tableau XII : Répartition des patients selon la sérologie VHB/VHD et les analyses 
biologiques 
 

Nombre de patients recrutés 

N = 68 
Analyses réalisées 

Suspicions de CHC* 

N = 43 (63,2%) 

Hépatites chroniques†

N = 25 (36,8%) 

Recherche des marqueurs VHB/VHD 

– Anti-HBc; N = 68 (100%) 43 25 

– AgHBs; N = 31 (45, 6%) 10 21 

– AgHD** ; N = 0 (0%) 0 0 

– Anti-HD** ; N = 18 (58%) 7 11 

Examens biologiques 

– ALAT UI/L (Extrêmes) 638 (75 – 2400) 116,8 (92 – 719) 

– AFP▲ UI/mL (Extrêmes) 10394 (200 – 80000) 9 (0,5 – 14,8) 

– Pourcentage TP■ (Extrêmes) 48 (18 – 70) 62 (47 – 100) 

– Bilirubine mg/mL 

Totale● (Extrêmes) 104, 7 (22,2 – 362, 6) 20,6 (1,2 – 72,5) 

Conjuguée◘ (Extrêmes) 66,1 (17,2 – 200,9) 15,1 (1,1 – 21,2) 

Non conjuguée◙ (Extrêmes) 38,8 (12 – 161,7) 4,5 (2,7 – 15,8) 

 
AgHBs : antigène de surface du virus de l’hépatite 
Anti-HBc : anticorps dirigés contre la protéine du « core » 
AgHD** et Anti-HD** : marqueurs de l’agent Delta recherchés seulement chez les patients AgHBs (+) 
AFP▲ : Alphafoetoprotéine sérique, normes = 500 UI/mL 
CHC* : suspicion de carcinome hépatocellulaire dont 14 confirmés par les examens cytologiques 
Hépatites chroniques† : active et portage inactif 
TP■: Taux de prothrombine  
Bilirubine totale● : normes; 3 – 22 ; Conjuguée◘ : normes; 0 – 5 et Non conjuguée◙ : normes; 0 – 19  

 

3.1.2.6. Résultats des examens cytopathologiques 

Chez la majorité de patients chez qui une masse a été observée, la cytoponction n’a 

pas pu être pratiquée car le taux de prothrombine était inférieur à 50% (risque 

d’hémorragie) avec une moyenne de 48% (variant de 18 à 70%). Finalement, une 

cytoponction hépatique échoguidée n’a a été réalisée que chez 17 patients. 
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Les examens cytopathologiques ont montré que 14 cytoponctions avaient un aspect 

cytologique en faveur d’un CHC. Malheureusement deux frottis étaient acellulaires 

(nombre de cellules insuffisantes) donc ininterprétables et pour l’autre, il s’agissait d’un 

abcès de foie.  

 

 

3.1.2.7. Concordance du diagnostic échographique et de la cytologie 

Même si la cytoponction n’a pas été réalisée chez les 43 patients suspectés de CHC 

suite à une échographie, le diagnostic cytologique des lésions a était positive dans 82,3% 

des cas (14/17). 
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3.2. DISCUSSION 

La prévalence élevée de patients infectés par HBV est certes liée à leur recrutement 

dans un service d'hépatologie. Cependant, une étude réalisée entre Novembre et 

Décembre 2005 chez 525 enfants centrafricains consultant pour une suspicion de 

paludisme a montré que la prévalence des marqueurs du VHB était de 10 % pour 

l’AgHBs et de 16 % pour les anticorps anti-HBc (travaux de thèse de Ndala Stella, 

Institut Pasteur de Bangui). avec une augmentation brutale du taux d’anticorps anti-

HBc (49,1 %) dans la tranche d’âge des 10-16 ans, suggérant une acquisition de 

l’infection lors des jeux, de la pratique de sport ou des premiers rapports sexuels. Cette 

dernière hypothèse est renforcée par les résultats d’un dépistage réalisé chez les 

adolescents et jeunes adultes sexuellement actifs reçus en consultation au centre 

MST/SIDA de Bangui, qui a montré que la prévalence de l’infection par le VHB était de 

89 % et celle de l’AgHBs était de 15,4% (Pawlotsky et al., 1995). 

La présente étude montre que le VHB de génotype E, largement prédominant en 

Afrique sub-saharienne dans un territoire allant du Sénégal à l’Angola (Figure 31), 

s'étend assez loin à l'Est incluant au moins les régions les plus peuplées de la RCA. Plus 

de 98% de séquences ont été obtenues chez les patients AgHBs et Anti-HBc positifs 

atteints d’hépatite chronique. Ainsi cette prévalence élevée pourrait être biaisée si les 

souches du génotype E sont plus susceptibles de provoquer des infections chroniques ou 

bien s'ils ont une infectivité périnatale plus élevée. Cependant, des études semblables 

réalisées avec des populations non sélectionnées dans d'autres pays de l’Afrique 

Subsaharienne (Bénin, Togo, Mali, Gabon et le Cameroun), et chez les patients atteints 

d’hépatite chronique au Nigeria et en Côte d'Ivoire (Odemuyiwa et al., 2001; Suzuki et 

al., 2003; Mulders et al., 2004; Fujiwara K et al., 2005; Makuwa et al., 2006; Olinger 
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et al., 2006; Huy et al., 2006) ont montré aussi une prévalence élevée du génotype E. 

Celle-ci variait de 43% au Cameroun à 87,4% chez les patients atteints d’hépatite en 

Côte d'Ivoire, mais elle reste néanmoins inférieure à celle observée en RCA. 

La variabilité des séquences entre les souches de la RCA au sein du génotype E reste 

faible (1,37%) en ce qui concerne le génome complet ; cela n’augmente pas non plus 

lorsque ces séquences sont comparées aux séquences génomiques complètes de tous les 

VHB du génotype E enregistrées dans les bases de données (1,67%). Des analyses 

précises par comparaison de séquences ont montré que la majorité des souches 

centrafricaines du génotype E était semblable aux souches isolées dans certains pays de 

l’Afrique de l’Ouest. En effet, le génotype E est présent dans de nombreux pays 

d’Afrique de l’Ouest, en République Démocratique du Congo et en Angola où il est soit 

le seul génotype présent soit le génotype prédominant. La faible variabilité de séquence 

du génotype E et son endémicité exclusive en Afrique Sub-saharienne laisseraient penser 

qu’il est d’émergence récente, à partir d’un virus apparenté, au sein des populations 

africaines (Mulders et al., 2004). Le génotype E n’a pas été décrit jusqu’à présent au 

sein de la population noire d’Amérique originaire d’Afrique mais quelques cas isolés ont 

été décrits chez les africains noirs vivant en Europe (Ganne-Carrie et al., 2006) et chez 

un argentin d’origine africaine en Amérique du sud (Mathet et al., 2006). Cela renforce 

l’hypothèse selon laquelle une introduction récente dans la population africaine aurait 

pour origine le singe, et plus particulièrement le chimpanzé, dont les virus ont des ADN 

de séquences proches de celle du génotype E. (Norder et al., 1994; Aurauz-Ruiz et al., 

1997; Takahashi et al., 2000). Après un tel événement, dû à un contact accidentel, une 

dissémination rapide à la faveur de brassage de populations pourrait expliquer une 

distribution géographique relativement limitée et l’apparente homogénéité de ce 
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génotype. La faible diversité du génotype ainsi que les faibles valeurs de Bootstrap ne 

permettent pas de délimiter les régions géographiques d'où le virus a pu émerger. 

La souche de génotype A1 présente en RCA diffère de celles décrites au Cameroun et 

au Mali mais elle se regroupe dans un cluster avec les souches du génotype A1 

fréquemment décrites en Afrique Orientale et du Sud (Malawi, Tanzanie, Ouganda et 

Afrique du Sud (Kramvis et al., 2002; Sugauchi et al., 2002; Kimbi et al., 2004 

Hannoun et al., 2005). 

Les trois souches de génotype D selon leur embranchement sur l’arbre et les distances 

génétiques, semblent partager un ancêtre commun avec les souches identifiées comme 

étant du groupe D4. Ces souches très minoritaires pourraient être d’importation. 

Les recombinaisons de génomes de VHB semblent être plus fréquentes que prévues 

(Hannoun et al., 2000; Sugauchi et al., 2002; Kurbanov et al., 2005). Plusieurs 

génotypes hybrides ont été décrits tels que C/D au Tibet (Cui et al., 2002), une 

recombinaison entre les génotypes A et C au Viêt-Nam (Hannoun et al., 2000). Au 

Nigeria, le génotype A (Mulders et al., 2004; Olinger et al., 2006) recombiné avec une 

séquence E/D en une triple recombinaison. Ici un nouvel hybride, du VHB de génotypes 

E (gènes S-X) et D (gène préC/C), a été identifié. Le site de recombinaison a été localisé 

dans le gène C, mais il n’est pas possible de déterminer si la souche d’origine est du 

génotypes D3 ou du génotype D4, car seule une séquence incomplète des souches 

somaliennes du génotype D4 est disponible. Les séquence de la région correspondant aux 

gènes X et C des génotypes E et D sont très semblables suggérant qu'un précurseur de 

génotype D aurait fourni les gènes X/C au génotype E (Bowyer et al., 2000). 
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Figure 30 : Répartition des génotypes du VHB en Afrique. 
Les différentes couleurs indiquent les différents génotypes. 

 

Les résultats partiels de la 2ème partie de ce travail montrent que le carcinome 

hépatocellulaire est une pathologie fréquente en RCA avec une prédominance dans la 

population masculine et, selon les données de l’imagerie médicale, les patients consultent 

à un stade terminal de la maladie. Ce travail confirme aussi la relation entre le VHB et 
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CHC en RCA. De plus, chez 26,5% des patients le virus de l’hépatite Delta (VHD) est 

associé aux formes graves de la maladie. Quelques études ont montré que la surinfection 

par le VHD entraîne fréquemment une hépatite chronique active qui évolue dans 60 à 

70% des cas vers des cirrhoses juvéniles (en 2 à 6 ans) et s’associe à un développement 

précoce du CHC (Mammette A, 2002). Cependant, le potentiel oncogénique direct du 

VHD reste controversé. 

L’échographie est un moyen d’exploration essentiel qui a permis l’orientation du 

diagnostic du CHC et la répartition des lésions hépatiques observées en deux entités 

différentes : les masses (69%) et les nodules uniques ou multiples de taille variable 

(31%). Elle doit cependant s’intégrer aux autres examens spécifiques telle que la 

cytologie qui reste l’examen de certitude de diagnostic d’un CHC car, le dosage de l’AFP 

en situation de diagnostic est insuffisant d’autant que chez 12% de patients dont le CHC 

a été confirmé par les examens cytologiques, l’AFP n’était pas sécrétée. Par ailleurs 

l’échographie a aussi ses limites même si ici, la confusion d’un CHC avec un abcès de 

foie ne représentait qu’un cas. De plus, la pratique de la cytoponction, même si elle est 

échoguidée, nécessite une certaine expérience de l’opérateur.  

La RCA est située en zone tropicale où, le climat chaud et humide remplit les 

conditions idéales de synthèse des aflatoxines par les Aspergillus ; aussi le risque de 

survenue des CHC lié à l’infection par le VHB et l’exposition à l’AFB1 doit être pris en 

compte (Ross et al., 1992; Chen et al., 1996 ; Buendia et al., 2000). 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

Le VHB est un virus ubiquitaire mais la répartition selon les génotypes est très 

variable dans le monde. Nous avons obtenu pour la première fois des séquences 

nucléotidiques complètes du génome des VHB isolés en RCA. La majorité des souches 

du VHB provenant d’Afrique subsaharienne appartiennent au génotype E. Ce génotype 

s'étend de l'Afrique Occidentale à l’Afrique Centrale mais est nettement prédominant en 

RCA. Ce travail contribue donc à compléter la cartographie des génotypes africains du 

VHB (Figure 30). La multiplication des déterminations des séquences génomiques de ce 

virus permettent de mieux connaître sa phylogénie et peut être de déterminer si son 

évolution est parallèle à celle de l’homme et pour le génotype E quelle est l’origine 

géographique de ce virus sans doute plus récemment introduit dans l’espèce humaine. Il 

reste pour ce dernier à tenter de comprendre comment il a pu se répandre aussi 

facilement dans une population qui devait certainement déjà être infectée par un autre 

génotype de VHB. 

La banque de sérum et de prélèvements de lésions de CHC par cytoponction que nous 

avons constituée à partir de la 2ème population de cette étude nous permettra, par la suite, 

d’étudier la variabilité du gène X des VHB isolés chez ces patients (Venard et al., 2000). 

Il nous sera possible de comparer les souches circulantes et celles présentes in situ et de 

déterminer s’il existe des différences selon qu’ils sont atteints d’hépatite chronique (sans 

tumeur) ou de CHC. Une intégration du génome viral dans celui des hépatocytes 

tumoraux pourra également être envisagée. 

La forte prévalence de l’infection par le VHB en RCA a amené, depuis 1992, l’OMS à 

recommander l’introduction de la vaccination contre le VHB dans le programme élargi 

de vaccination (PEV) quelque soit le statut de l’infection par le VHB dans le pays 
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(WHO, 1992). A Taiwan, les résultats obtenus après une combinaison de vaccination de 

routine chez les enfants et une dose de rappel chez les préadolescents, a montré que la 

prévalence de l’infection chronique par le VHB a chuté de 10 % à 0,7 % (une baisse de 

93 %) parmi les enfants de moins de 15 ans et de la même façon, une réduction de CHC 

de 50 % a été observée parmi les enfants taiwanais âgés de 6 à 14 ans. 

La vaccination systématique de la population centrafricaine apparaît comme le seul 

moyen efficace de faire baisser la prévalence de l’infection par le VHB et l’incidence du 

CHC. Il est évident que le coût d’une telle politique ne permet pas à l’heure actuelle son 

application cependant la vaccination doit être introduite dans le PEV dès le début de 

l’année prochaine. Le programme n’inclut pas le dépistage systématique chez les femmes 

enceintes seul moyen de prévenir une transmission périnatale. 
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Résumé 
 
La population du virus de l’hépatite B (VHB) a été classée en huit génotypes allant de A à H. Des études 
récentes ont montré que le génotype E du VHB (VHB/E) prédomine sur un vaste territoire allant du Sénégal à 
l'Angola. La République centrafricaine (RCA) est située en zone de forte endémie où la prévalence de l’infection 
chronique par le VHB est estimée à 15,4% chez les adultes. 
Une étude menée chez 196 patients atteints d’hépatite B chronique a permis d’obtenir 66 séquences complètes 
ou partielles d’ADN des VHB. L’analyse phylogénétique a montré que 62 souches appartenaient au génotype E, 
une au génotype A1 et 3 au génotype D. Une souche était un recombinant des génotypes E/D. Comme dans la 
plupart des pays d’Afrique Sub-saharienne le génotype E du VHB prédomine nettement en RCA, avec une faible 
variabilité (1,67%) sur l’ensemble des souches du génotype E déjà décrites. Ces résultats sont en faveur d’une 
introduction récente du génotype E dans l’espèce humaine avec un essaimage rapide dans les populations 
concernées. Une origine simienne de ces souches est possible étant donné les identités de séquences entre l’ADN 
du VHB/E et l’ADN du VHB du chimpanzé. 
La deuxième partie du travail est une étude clinique et biologique chez 68 patients hospitalisés pour une 
suspicion de carcinome hépatocellulaire (CHC). Tous les patients recrutés (100%) étaient infectés par le VHB. 
L’échographie a permis de confirmer un CHC chez 43 patients et la cytoponction a permis un diagnostic de 
certitude chez 14 malades. L’antigène HBs (AgHBs) était présent chez 10 de ces 43 patients et 7 sur ces 10 
étaient co-infectés par le VHD. La moyenne du dosage de l’alpha-foetoprotéine était de 10394 UI/mL. Chez les 
25 autres patients, 21 avaient de l’AgHBs, parmi ceux-ci 11 étaient co-infectés par le VHD. La moyenne du 
dosage de l’AFP était de 9 UI/mL. Le CHC est donc fréquent en RCA et les patients consultent à un stade 
terminal de la maladie. Ce travail confirme aussi la relation entre VHB et CHC en RCA. Le VHD est associé aux 
formes graves d’hépatite B chronique. Les prélèvements de sérum et de lésions hépatiques qui ont été obtenus 
permettront par la suite d’étudier la variabilité du gène X et ses relations avec le CHC. 
 
Mots clés 
 
République Centrafricaine ; Virus de l’hépatite B ; Génotype E ; Génotype A1 ; Génotype D ; Carcinome 
hépatocellulaire 
 
 
 
 
Summary 
 
Hepatitis B virus (HBV) strains have been classified into eight genotypes A to H. Recent studies have shown 
that the HBV genotype E (HBV/E) predominates in a vast crescent spanning from Senegal to Angola. The 
Central African Republic (CAR) is an endemic country for HBV infection and prevalence of chronic infection in 
adults is estimated to be about 15.4%. 
A survey of 196 patients attending local hospital with symptoms of hepatitis has permitted to obtain 66 complete 
or partial sequences of HBV DNA. Phylogenetic analyses have shown that 62 strains belonged to Genotype E 
while one was of genotype A1, and three of genotype D. One strain presented a recombination between 
genotypes E and D. Genotype E is thus predominant in RCA as in most Sub-Saharan countries. The variability 
of strains is limited not only among CAR strains but when all strains isolated so far are compared (1.67 %), 
suggesting a recent introduction of HBV in the human species with a rapid expansion. A simian origin of the 
genotype E is possible considering the DNA sequence identities with chimpanzee HBV DNA. 
The second part of this study is a clinical and biological survey of 68 patients attending the “Hôpital de l’Amitié” 
of Bangui for a suspicion of hepatocellular carcinoma (HCC). All the patients (100 %) have been infected by 
HBV. Echography confirmed the suspicion of HCC in 43 patients and cytopathology ascertained the diagnosis 
for 14 patients for whom cytoponction was feasible. Hepatitis B surface antigen (HBsAg) was present in 10 of 
these 43 patients, of whom 7 were co-infected with HDV. The average level of alpha-fetoprotein (AFP) was 
10394 UI/mL. For the 25 other patients, HBsAg was detected in 21 of whom 11 were co-infected with HDV. 
Low level of AFP was observed (mean: 9UI/mL). This study shows that HBV related HCC is common in the 
country and that patients come to hospital late in the evolution of this disease. This study also confirms the 
association between HBV and HCC in CAR. HDV is associated with severe symptoms of hepatitis B. Serum and 
HCC lesions samples will be used to study variability of X gene and its relation with HCC. 
 
Key words 
 
Central African Republic; Hepatitis B virus; genotype E; genotype A1; genotype D, Cellular hepatocarcinoma. 
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