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Introduction  
 

Malgré l'existence d'un vaccin efficace, les infections chroniques dues au virus de l'hépatite B (VHB) 

touchent environ 240 millions de personnes dans le monde. Le nombre de personnes vivant avec le 

virus de l'immunodéficience humaine (VIH) est quant à lui estimé à 35 millions dans le monde. En 

raison de modes de contamination similaires, environ 7% des patients infectés par le VIH présentent 

des marqueurs d'infection chronique par le VHB (présence de l'antigène HBs pendant plus de six mois 

et/ou de l'ADN du VHB). 

L'infection par le VHB, responsable de lésions hépatiques sévères, est considérée comme une cause 

majeure de mortalité et de morbidité pour les patients séropositifs pour le VIH. Les interactions entre 

VIH, VHB, système immunitaire et traitements antiviraux sont complexes.  

Des analogues nucléos(t)idiques ayant une double activité anti-VIH et anti-VHB sont utilisés dans la 

prise en charge thérapeutique de ces patients co-infectés VIH/VHB en plus des antirétroviraux 

spécifiques du VIH. L'objectif thérapeutique est identique à celui d'une mono-infection par le VHB, 

c'est-à-dire obtenir une charge virale VHB indétectable à long terme et idéalement une négativation de 

l'antigène (Ag) HBs, ce qui est rare, notamment en cas de co-infection par le VIH. 

Les glycoprotéines d'enveloppe du VHB, composées de l'Ag HBs, jouent un rôle essentiel dans le 

cycle viral et dans la réponse immunitaire de l'hôte vis-à-vis du virus. 

Notre objectif est d'étudier l'influence de la variabilité des glycoprotéines d'enveloppe du VHB sur la 

clairance de l'Ag HBs chez des patients co-infectés VIH/VHB traités par analogues nucléos(t)idiques 

spécifiques du VHB. Nos travaux visent à mettre en évidence des signatures moléculaires au sein des 

protéines d'enveloppe du VHB ayant un lien avec la clairance ou la persistance de l'Ag HBs chez des 

patients co-infectés VIH/VHB.  

En fonction de nos résultats, de nouvelles approches thérapeutiques ciblant les épitopes clés des 

glycoprotéines d'enveloppe pourraient être étudiées.   
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Partie 1 : Généralités sur le virus de l'hépatite B, le virus 
de l'immunodéficience humaine, et la co-infection  
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Le Virus de l'Hépatite B 

1 Historique   
C'est en 1964 que Blumberg détecte un nouvel antigène dans le sérum d'un aborigène australien, dit 

antigène Australia. Cet agent sera plus tard décrit comme étant un marqueur d'une hépatite virale post-

transfusionnelle. L'antigène est rebaptisé antigène HBs (Ag HBs) en lien avec le virus de l'hépatite B 

(VHB) (Blumberg et al., 1965). 

En 1970, Dane met en évidence les particules virales complètes (Dane et al., 1970), et il faut attendre 

1986 pour voir apparaître le premier vaccin obtenu par génie génétique contre le VHB.  

 

2 Structure du virus    
Le virus de l'hépatite B appartient à la famille des Hepadnaviridae. Cette famille se caractérise par sa 

haute spécificité d'espèce, son tropisme cellulaire (hépatocyte), ainsi que sa structure génomique 

particulière (Glebe and Urban, 2007). On distingue deux genres au sein de cette famille, les 

Orthohepadnavirus spécifiques de l'homme et du chimpanzé et les Avihepadnavirus que l'on retrouve 

chez certains oiseaux comme le héron cendré et le canard de Pékin.  

Le VHB est le plus petit virus animal enveloppé à acide désoxyribonucléique (ADN), il comporte 

3200 paires de bases. La stratégie de réplication implique une étape de transcriptase inverse de la 

polymérase virale qui est similaire à celle qu'utilisent les virus issus de la famille des Retroviridae 

(Pollicino et al., 2014).    

 

2.1 Les particules virales   
On distingue dans le sérum d'un patient infecté, trois types de particules : les particules virales 

infectieuses (particules de Dane) et les particules non infectieuses. Ces dernières correspondent à des 

billes et bâtonnets constitués d'enveloppes vides et sont présentes en large excès (1000 fois plus par 

rapport aux particules infectieuses). 

Les particules de Dane qui constituent le virion complet (42 nm) sont composées d'une nucléocapside 

icosaédrique contenant le génome viral ainsi que la polymérase associée aux protéines du core du 

VHB. Le tout étant maintenu par une enveloppe constituée d'une bicouche lipidique dans laquelle sont 

insérées les protéines de surface du virus (figure 1). 
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Les billes et bâtonnets (figure2), majoritairement recouverts d'Ag HBs, jouent un rôle de leurre 

important pour le système immunitaire puisqu'elles vont notamment réduire le pool d'anticorps 

neutralisants disponibles. (Glebe and Urban, 2007)  

 

 

Figure 1 : Représentation schématique de la structure du virus de l'hépatite B (Pollicino et al., 2014) 

 

 

Figure 2 : Aspect des particules subvirales et virales en microscopie électronique à transmission (Patient et 
al., 2007) 
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2.2 Le génome  
Le génome est constitué d'un ADN circulaire partiellement bicaténaire. On distingue le brin long de 

polarité négative possédant quatre cadres ouverts de lectures ou "open reading frames " (ORFs) qui se 

chevauchent et codent pour quatre ARN messagers. On distingue un autre brin : le brin court non 

codant de polarité positive avec une extrémité 5' fixe et une extrémité 3' variable. L'organisation 

compacte du génome en cadres de lecture chevauchants lui permet de coder pour sept protéines 

différentes. Chaque nucléotide code au moins une protéine virale et parfois jusqu'à quatre protéines 

distinctes. Les quatre ARN possèdent le même site de terminaison, caractérisé par une séquence de 

polyadénylation (figure 3) (Petit and Trepo, 2014). 

 

Description des ORFs : 

ORF préS/S : contenant les régions préS1, préS2 et S codant les trois protéines de surface; la protéine 

majoritaire S (région S) constituée de 226 acides aminés, la protéine moyenne M (région préS2/S) de 

281 acides aminés, et la grande protéine L (région préS1/préS2/S) de longueur variable en fonction des 

génotypes (Bruss, 2007). 

 

ORF préC/C : contenant les régions préC/C et codant pour deux protéines, la protéine préC/C ou 

précore, précurseur de l'antigène HBe (Ag HBe) impliqué dans la persistance virale et la protéine C ou 

Core qui est l'élément structurel de base de la capside et porte l'antigène HBc (Ag HBc). La protéine C 

de 183 à 185 acides aminés possède une partie C terminale basique permettant des interactions entre la 

capside et l'ADN viral encapsidé et une partie N terminale indispensable à l'auto assemblage de la 

capside (Locarnini and Yuen, 2010). 

 

ORF P : Le gène P qui code pour une polymérase virale (Pol) d'environ 850 acides aminés couvre 80% 

du génome et chevauche au moins partiellement tous les autres cadres de lecture. En conséquence, des 

mutations de la Pol peuvent notamment affecter le gène S avec des implications sur l’infectivité du 

virus et la pathogénie de la maladie hépatique. 

Cette polymérase possède de multiples activités, nous pouvons distinguer quatre domaines protéiques. 

Le domaine "protéine terminale" ou PT qui amorce la synthèse du brin négatif, le domaine Spacer qui 

assure la flexibilité de la Pol, le domaine "transcriptase inverse/ADN polymérase ADN dépendante" et 

enfin le domaine RNaseH responsable de la dégradation de l'ARN prégénomique essentielle pour la 

réplication virale (Locarnini and Yuen, 2010). 
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ORF X : le Gène X code la protéine X de 154 acides aminés ayant des propriétés transactivatrices de 

la transcription de gènes cellulaires et viraux. Cette protéine aurait un rôle dans le développement du 

carcinome hépatocellulaire ou CHC chez les patients infectés chroniquement par le VHB (Wei et al., 

2010).    

 

Figure 3 : Représentation schématique du génome du VHB (Pollicino et al., 2014) 

  

3 Les glycoprotéines d'enveloppe  

3.1 Structure   
Trois protéines de surface codées par la même région préS/S vont constituer l'enveloppe du VHB. Il 

s'agit des protéines L (Large), M (Medium), S (Small). 

Ces protéines, de tailles différentes, ont un domaine commun : la protéine S de 226 acides aminés 

(AA) codée par la région S (Petit and Trepo, 2014) (figure 4). 

La protéine S, constituant majeur de l'enveloppe, possède un site de N-glycosylation au niveau du 

résidu asparagine en position 146.  

La protéine M (préS2 + S) contient 55 AA supplémentaires sur la partie N-terminale par rapport à la 

protéine S correspondant à la région préS2. Il existe également un site de N-glycosylation en position 

4 uniquement présent sur la protéine M et non pas sur la protéine L et certains génotypes possèdent un 

site d'O-glycosylation en position 37 (AA absent chez le génotype A) (Schmitt et al., 2004).  



26 
 

Enfin, la longueur de la protéine L (préS1 + préS2 + S) est variable en fonction des génotypes, elle 

contient entre 108 et 119 AA supplémentaires sur la partie N-terminale par rapport à la protéine M, 

correspondant à la région préS1 (Bruss, 2007). 

La protéine L est donc composée de 400 AA pour le génotype A, 399 pour le génotype E et 389 pour 

le génotype D. Elle possède également un site de myristylation à son extrémité N-terminale au niveau 

d'un résidu glycine en position 2 (figure 5). 

 

 

Figure 4 : Représentation linéaire du génome et des protéines d’enveloppe du VHB (Bruss, 2007) 

 

 

Figure 5 : Représentation des protéines de surface au sein du virion complet (Baumert et al., 2014) 

 

La protéine S est composée de quatre hélices α transmembranaires "TM" hydrophobes permettant 

l'ancrage de l'enveloppe dans la bicouche lipidique ou dans la membrane du réticulum endoplasmique 

ainsi que d'une boucle antigénique (AGL) (aa 99- 172) située entre TM2 et TM3. 
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L'AGL ou région hydrophile majeur (MHR) se trouve à la surface des particules virales. Les résidus 

cystéines présents vont permettre la formation de ponts disulfures assurant la structure et la 

conformation tridimensionnelle de l'AGL. 

On observe une région très conservée en préS1 (AA 2-75) indispensable pour l'entrée du virus (Le 

Duff et al., 2009) (figure 6). 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique de la topologie des protéines L, M et S au niveau de la membrane 
virale (Le Duff et al., 2009) 

 

3.2 Synthèse  
La synthèse de ces protéines se produit dans le réticulum endoplasmique (RE) (figure 7). 

Grâce au premier signal N-terminal constitué des AA 8 à 22, la protéine S va pouvoir s'insérer dans la 

membrane du RE. Un autre signal (AA 80-98) permet une translocation en aval dans la lumière du RE, 

ce qui formera la boucle antigénique, alors que la boucle en amont (AA 23-79) reste dans le cytosol. 

Après bourgeonnement, la boucle antigénique sera localisée sur la surface externe du virus.  

Concernant la protéine M, la topologie est la même que celle de la protéine S, le domaine préS2 est 

quant à lui transloqué dans la lumière du RE. 

Pour la protéine L, le résidu Glycine en position 2 est myristoylé ce qui permet un ancrage 

supplémentaire dans la membrane du RE. Les régions préS1 et préS2 restent d'abord 

intracytoplasmique, il s'agit de la conformation i-préS.  
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Après la traduction, la topologie transmembranaire des chaînes L change pour la moitié d'entre elles et 

le domaine préS se retrouve dans la lumière du RE par un phénomène de flip-flop. Il s'agit alors de la 

conformation e-préS (Bruss, 2007). 

 

Figure 7 : Topologie transmembranaire des protéines d’enveloppe du VHB au niveau du réticulum 
endoplasmique et interactions enveloppe/nucléocapside (Bruss, 2007) 

 

3.3 Fonctions  
D'après les données de la littérature, les glycoprotéines d'enveloppe sont impliquées dans l'entrée du 

virus dans les hépatocytes et sont la cible de l'immunité humorale et cellulaire. Elles ont également un 

rôle dans la morphogénèse du virus (Baumert et al., 2014). 

En effet des séquences particulières de préS mais aussi de l'AGL du domaine S vont permettre 

l'assemblage des virions en provoquant des interactions avec les nucléocapsides matures.  

Les protéines S et L sont indispensables au pouvoir infectieux du VHB alors que la protéine M semble 

n'avoir qu'un rôle accessoire.  

On distingue trois déterminants majeurs du pouvoir infectieux (figure 8) :  

 Le premier déterminant du pouvoir infectieux se trouve dans la région préS1 de la protéine L 

entre les AA 2 à 75. En effet, il a été démontré par des expériences de mutagénèse ou par 

compétition avec des peptides synthétiques que la myristylation en position 2 est essentielle 

pour la reconnaissance et l'entrée du virus dans sa cellule cible. Les AA 2 à 48 seraient 

nécessaires pour la fixation sur le récepteur human sodium taurocholate cotransporting 

polypeptide (hNTCP). De plus, des études récentes ont montré une forte spécificité 

d'interaction entre un peptide synthétique contenant la région très conservée d'AA 9 à 15 avec 
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le hNTCP (Meier et al., 2013). La région contenant les AA de 49 à 75 est essentielle mais sa 

fonction reste encore inconnue (Baumert et al., 2014). 

 

 Le deuxième déterminant se situe dans l'AGL des trois protéines d'enveloppe et plus 

particulièrement au niveau du déterminant "a" (AA 124-149) et participe à l'entrée du virus de 

façon indépendante. En effet, la présence de résidus cystéines et la formation de ponts 

disulfures vont favoriser l'infectivité du virus. Une mutation au niveau de la cystéine 147 peut 

bloquer l'entrée du virus (Le Duff et al., 2009). 

 

 Le troisième déterminant du pouvoir infectieux se situe au niveau de TM1 de la protéine L et 

pourrait avoir un rôle dans la fusion de la particule virale avec les cellules (Baumert et al., 

2014). 

 

 

Figure 8 : Représentation des trois déterminants infectieux et des trois protéines de surface du VHB 
(Baumert et al., 2014) 

 

Les glycoprotéines d'enveloppe du virus sont la cible de l'immunité cellulaire et humorale car elles 

portent des épitopes B et T spécifiques présents au niveau des régions préS1/2 et S (Desmond et al., 

2008) (Chen et al., 2006). Les épitopes vont être présentés par les molécules du complexe Majeur 

d'Histocompatibilité (CMH) de classe I ou II aux Lymphocytes T par l'intermédiaire d'un récepteur 

spécifique. Les lymphocytes CD4 ou CD8 vont interagir entre eux pour induire une réponse 

immunitaire adaptée et permettre une éradication de l'infection.  
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Les domaines préS1/2 forment des épitopes linéaires B et T et les anticorps spécifiques de cette région 

semblent jouer un rôle dans la clairance virale (Kim et al., 2000).  

Le déterminant "a" est la partie antigénique principale de la protéine S grâce au complexe 

multiprotéique formé par les ponts disulfures (figure 9). Il constitue la cible majeure des anticorps 

anti-HBs neutralisants. La protéine S est également porteuse d'épitopes T spécifiques reconnus par les 

LT helper comme P1 (AA 16 à 33) et P4 (AA 213-226) (Jeulin et al., 2013). 

La réponse immunitaire face à ces épitopes va déterminer l'évolution de l'infection par le VHB. 

 

Figure 9 : Structure de la boucle antigénique AGL au sein de l’Ag HBs (Locarnini and Yuen, 2010) 

 

4 Le cycle cellulaire  
Du fait de son tropisme cellulaire, le cycle de réplication du VHB a lieu exclusivement dans les 

hépatocytes, on retrouve malgré tout de l'ADN viral dans d'autres sites comme les cellules 

mononucléées sanguines, le pancréas ou les reins (Pontisso et al., 2008).  

 

4.1 Pénétration dans l'hépatocyte 
Après une première étape d'attachement non spécifique des glycoprotéines d'enveloppe aux héparanes 

sulfates cellulaires par l'intermédiaire de liaisons de type interaction électrostatique (Glebe and Urban, 

2007) (Sureau and Salisse, 2013), une deuxième phase permet aux protéines de surface (et notamment 

celles contenant la région préS1) de se lier spécifiquement et de manière irréversible au récepteur 

hNTCP (human sodium taurocholate cotransporting polypeptide) exprimé à la surface des hépatocytes 
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(Yan et al., 2012) (Xiao et al., 2013). Le hNTCP est une glycoprotéine multitransmembranaire 

présentant jusqu'à dix boucles extracellulaires et localisée au niveau de la membrane basolatérale des 

hépatocytes. C'est un transporteur sodium dépendant des acides biliaires du sang vers le foie 

permettant ainsi le maintien d'une circulation entérohépatique. L'étape d'internalisation étant mal 

connue, deux mécanismes sont envisagés. Le premier étant la fusion de l'enveloppe du virus à la 

membrane cellulaire (Urban et al., 2010) et le second mécanisme est l'endocytose de la particule virale 

par l'hépatocyte (Stoeckl et al., 2006). 

 

4.2 Décapsidation 
Après entrée dans la cellule, la capside virale est prise en charge par le réseau de microtubules dans le 

but d'arriver à proximité du noyau et des pores nucléaires. Des interactions entre les protéines du core 

et les pores nucléaires vont engendrer un signal permettant la décapsidation et la translocation 

nucléaire de l'ADNrc. La nucléocapside va se désassembler en dimère de protéine C et va libérer le 

génome dans le noyau cellulaire par des mécanismes encore inconnus (Urban et al., 2010).  

 

4.3 Synthèse de l'ADNccc 
Dans le noyau, le brin court est complété par la polymérase virale, l’ADNrc est ensuite transformé en 

une forme circulaire double brin stable et persistante appelée ADNccc (« covalently closed circular 

DNA ») par des enzymes cellulaires (Sohn et al., 2009). Cet ADNccc est extrêmement stable dans le 

noyau des hépatocytes et forme un mini-chromosome non intégré de 3,5 kb mais dont l’intégration 

dans le génome cellulaire est possible. La persistance de cet ADNccc dans le noyau joue un rôle 

essentiel dans le portage chronique du virus.    

 

4.4 Transcription  
L'ADNccc va servir de matrice pour la transcription des ARN viraux grâce à l'ARN polymérase II 

cellulaire. On distingue quatre transcrits majeurs, un ARNm prégénomique ou ARNpg de 3,5 kb qui 

code pour les protéines de capside et la polymérase et trois ARNm subgénomiques de 2,4 - 2,1 et 

0,8 kb, codant pour les protéines d'enveloppes préS1-préS2-S et la protéine X (Wei et al., 2010). 

 

4.5 Traduction et formation de capsides 
Les ARNm transcrits sont traduits en protéines dans le cytoplasme de l’hépatocyte grâce à la 

machinerie cellulaire de l'hôte. Tous les ARNm transcrits sont similaires aux transcrits eucaryotes, ils 
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sont coiffés en 5' et polyadénylés en 3'. La molécule de l'ARNpg est encapsidée grâce à la liaison de la 

Pol au niveau du signal d'encapsidation ε en 5' de l'ARNpg. La nucléocapside est formée et contient 

l'ARNpg associé à la Pol et à des kinases cellulaires.  

Une fois les protéines d’enveloppe L, M et S traduites à partir des ARN subgénomiques, celles-ci 

transitent par l'appareil de Golgi et s’expriment à la surface du réticulum endoplasmique (RE) (Urban 

et al., 2010). 

 

4.6 Réplication du génome virale 
L’étape de transcription inverse est initiée par la liaison covalente entre un résidu du domaine TP de la 

polymérase virale et une courte amorce d’ADN synthétisée (3 nucléotides) en complément d’une 

séquence de ε. Les trois nucléotides complémentaires de la séquence à l'extrémité de la région DR1 

vont s'y hybrider, et permettre ainsi à la Pol de continuer la transcription inverse de l'ARNpg en ADN 

brin négatif. L’ARNpg est dégradé simultanément par l’activité RNAse H de la polymérase à 

l’exception de la séquence DR1 de 11 nt protégée par la coiffe en 5’ qui va être transloquée et 

s’apparier à la région homologue DR2 en 5’du brin négatif. Cela va servir d’amorce pour l’élongation 

du brin positif par la polymérase virale en parallèle de la circularisation du brin négatif due à 

l’appariement des séquences répétées DR1 en 3’ et 5’(figure 10), (Urban et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Réplication du génome viral (d’après web.stanford.edu) 

 

Synthèse du Brin (-) et 
dégradation de l'ARNpg 

Translocation de DR1 

Elongation du Brin (+) et 
circularisation 
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4.7 Libération de virions  
Les nucléocapsides matures contenant l'ADNrc vont s'associer avec les protéines d'enveloppe au 

niveau du RE par bourgeonnement pour donner des particules virales complètes.  

Il faut préciser que l’enveloppe virale ne dérive pas de la membrane plasmique des cellules infectées. 

La présence de la protéine L comme protéine matrice est nécessaire pour assurer l'enveloppement de la 

capside virale et se fait grâce à une interaction spécifique entre un domaine court de préS1 et la 

nucléocapside. L'enveloppement enrichi en protéines L est indispensable pour garantir le pouvoir 

infectieux du virus alors qu'en présence d’une faible concentration en protéine L, le bourgeonnement 

produit les particules subvirales en forme de billes. Ce système permet aux particules virales de ne pas 

être en compétition avec les particules subvirales majoritaires lors des processus de reconnaissance des 

hépatocytes.  

Un autre devenir des nucléocapsides est de retourner au noyau pour être recyclées et renforcer le pool 

d'ADNccc (Beck and Nassal, 2007). 

Les virions complets formés sont quant à eux secrétés hors de la cellule (figure 11). 

 

 

Figure 11 : Le cycle de réplication virale du VHB et sites d'action des antiviraux (Petit and Trepo, 2014) 
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5 Variabilité du VHB 
La grande variabilité du VHB peut être expliquée par des caractéristiques propres au virus utilisées 

lors de son mode de réplication. D'une part il possède une transcriptase inverse sans activité correctrice 

et d'autre part le niveau de production de virions est très important, de l'ordre de 1012 produits par jour 

chez un individu infecté de manière chronique (Nowak et al., 1996). 

Ainsi, il existe un grand nombre d'erreurs aléatoires avec un taux de substitutions par site et par cycle 

estimé à 6,3.10-4. Toutes les mutations ponctuelles possibles sur le génome de 3200 nucléotides sont 

générées chaque jour. Ce taux de substitution est proche de celui retrouvé chez les virus à ARN et il 

est 100 fois plus élevé qu'un virus à ADN. 

On parle de variabilité génotypique suite à l'évolution progressive du génome en l'absence de pression 

de sélection, et qui est à l'origine de la formation des différents génotypes et sérotypes.   

On parle également de variabilité phénotypique qui apparaît suite à une pression de sélection (réponse 

immunitaire de l'hôte, vaccination, et traitements antiviraux) et qui va être à l'origine de l'émergence 

de mutants. 

 

5.1 Variabilité génotypique 

5.1.1 Génotypes 

On dénombre actuellement 10 génotypes du VHB répertoriés de A à J et possédant entre eux au moins 

8% de divergence par rapport à leur séquence nucléotidique complète (Lin and Kao, 2011). Les 

génotypes I et J ne sont pas encore totalement officialisés (Tatematsu et al., 2009) (Huy et al., 2008). 

Certains génotypes sont divisés en sous-types présentant entre 4 et 8% de variabilité génomique (par 

exemple, on parle de sous-type D1, D2, D3, D4 pour le génotype D). 

Les génotypes diffèrent par leur taille : le génotype D a le plus petit génome avec 3182 nt, alors que le 

génotype G contient 3248 nt. Ces différences sont les conséquences d'insertions et/ou délétions 

observées au cours de l'évolution (Kay and Zoulim, 2007). 

Des recombinaisons intragénotypiques et intergénotypiques existent et sont aussi responsables de la 

variabilité du virus.  

Le VHB s'est probablement disséminé dans la population humaine et a suivi les mouvements 

migratoires des populations. Ainsi, les différentes souches ont évolué indépendamment les unes des 

autres.   
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5.1.2 Sérotypes  

Il existe deux autres déterminants au sein de l'Ag HBs en plus du déterminant "a" qui sont à l'origine 

de la classification des différents sérotypes. Il s'agit des déterminants d/y et w/r qui sont définis selon 

la nature des acides aminés en position 122 et 160. Quatre sous-types principaux sont ainsi décrits : 

ayr, adr, adw, ayw (Okamoto et al., 1987). La connaissance de ces sérotypes n'a qu'un intérêt 

épidémiologique.  

 

5.2 Variabilité phénotypique 
Une pression de sélection peut être à l'origine de l'apparition de certains mutants phénotypiques. La 

majorité des variants sont défectifs et ne peuvent se répliquer. Certaines mutations sont donc sans 

influence. Il existe tout de même au sein de l'organisation compacte du génome des points chauds de 

mutation comme le déterminant "a" de l'Ag HBs, le gène de la polymérase, et le promoteur du gène C 

et la région préC. Cela participe à la formation de quasi-espèces du VHB capables d'évoluer selon la 

pression de l'immunité et/ou des actions thérapeutiques. Les variants les plus adaptés sont donc 

sélectionnés et peuvent être transmis le plus souvent de façon verticale (mère/enfant et hôte/greffe) 

(Kay and Zoulim, 2007).    

 

5.2.1 Variabilité des gènes préS/S 

Les mutations concernant les régions préS sont souvent des délétions qui peuvent être stables et 

associées à certains génotypes. Le génotype D a une délétion de 33 nt sur le domaine préS1 sans que 

cela affecte son pouvoir infectieux. La région préS2 peut subir de nombreuses mutations sous forme 

de délétions, substitutions, ou autres qui peuvent altérer les épitopes des lymphocytes B et T et être 

ainsi responsables d'un échappement immunitaire (Kay and Zoulim, 2007). Enfin, certaines délétions 

au niveau de la zone préS entrainent une accumulation de particules au niveau du réticulum 

endoplasmique, avec stress oxydatif et un risque accru de CHC (Chen et al., 2007). 

Le déterminant "a" est un épitope majeur de la protection contre l'infection, étant la cible des anticorps 

neutralisants induits naturellement ou par vaccination. Les mutations retrouvées dans ce domaine sont 

souvent de simples substitutions mais peuvent être à l'origine d'un échappement immunitaire et d'un 

défaut de détection de l'Ag HBs par les tests diagnostics. En effet, les variants sélectionnés ont une 

affinité réduite avec les anticorps neutralisants. La conformation de l'épitope change, le rendant 

inaccessible aux anticorps. La mutation la plus décrite et reconnue est la G145R qui est responsable 

d'un échappement vaccinal (Kay and Zoulim, 2007).    
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5.2.2 Variabilité du gène PréC/C 

Le cadre de lecture préC/C possède deux codons d'initiation en position 1814 et 1901 qui sont à 

l'origine de la synthèse de l'Ag HBe et de l'Ag HBc sous le contrôle du promoteur basal du core. Des 

mutations dans cette zone peuvent affecter l'expression de l'Ag HBe. De plus en plus de patients 

présentant une sérologie type Ag HBe - /Ac anti-HBe + ainsi qu'une réplication virale sont retrouvés. 

On parle alors de mutants pré-Core. La mutation G1896A est à l'origine d'un codon Stop qui va abolir 

la synthèse de l'Ag HBe (figure 12), alors que les mutations A1762T et G1764A situées sur le 

promoteur vont diminuer fortement l'expression de l'Ag HBe (Ducancelle et al., 2011). On peut 

retrouver ces mutants en phase aiguë lorsque le virus à l'origine de la contamination est un tel variant, 

ou en phase chronique après sélection du variant par le système immunitaire.       

 

Figure 12 : Mutant pré-Core du virus de l'hépatite B. (A : mutants dans le promoteur du gène Core et B : 
mutants de la région pré-Core) (Petit and Trepo, 2014) 

 

5.2.3 Variabilité du gène X 

En raison du chevauchement des séquences, de nombreuses mutations peuvent affecter la protéine X. 

Malgré tout, l'impact de celles-ci reste encore mal déterminé.  
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5.2.4 Variabilité du gène Pol 

Du fait de sa longueur, le gène de la polymérase est soumis à des variations importantes qui peuvent 

retentir non seulement sur l'activité polymérase mais aussi sur l'expression des gènes dont il partage la 

séquence génomique. Ainsi, suite à l'utilisation d'analogues nucléos(t)idiques, des mutants de la 

polymérase peuvent émerger, notamment au niveau du site catalytique de la transcriptase inverse. Le 

cadre de lecture chevauchant celui de l'Ag HBs, une mutation sélectionnée par un analogue 

nucléos(t)idique peut avoir un impact au niveau de l'Ag HBs et ainsi influencer la réponse immune 

(Torresi et al., 2002).    

Au cours de l'infection chronique, de nombreuses mutations peuvent apparaitre sur les différentes 

régions du génome. Ces mutations vont participer à la formation de quasi-espèces qui évoluent selon 

les pressions qu'elles subissent. Une mutation doit intégrer le pool d'ADNccc avant de pouvoir être 

stable et se propager. Ce système permet donc l'expression du phénotype le plus approprié en fonction 

de la pression exercée (Kay and Zoulim, 2007). 

 

6 Epidémiologie et transmission 
Malgré l'utilisation d'un vaccin efficace depuis 1986, l'hépatite B demeure un problème majeur de 

santé publique. Deux milliards de personnes ont été en contact avec le virus. Selon l'OMS, 240 

millions sont porteurs d'une hépatite B chronique, principalement dans les pays en voie de 

développement et en Asie. Chaque année, environ 700 000 personnes meurent des suites d'une 

infection par le VHB, soit par hépatite aiguë, soit par cirrhose ou carcinome hépatocellulaire.  

La prévalence du VHB est variable d'une région à l'autre du monde. On distingue trois zones en 

fonction de la prévalence de l'Ag HBs, on parle de pays à forte endémie si le taux est supérieur à 8%, 

de moyenne endémie si le taux est compris entre 2 et 7% et de faible endémie en cas de taux inférieur 

à 2% (Petit and Trepo, 2014) (figure 13). 

Ainsi, en Afrique Subsaharienne et en Asie du Sud Est, la prévalence de l'AgHBs est à plus de 10%. 

Alors qu'en Europe et en Amérique du Nord, le taux est inférieur à 1%.  

Les dix génotypes VHB différents décrits à ce jour, ont une répartition différente à travers le monde 

(figure 14). Le génotype A est principalement retrouvé en Amérique du Sud, en Europe du Nord et en 

Afrique. Les génotypes B et C sont prédominants en Asie. Le génotype D prédomine dans le bassin 

méditerranéen malgré une répartition mondiale. La distribution des autres génotypes est plus 

restreinte. Le génotype E est localisé en Afrique de l'Ouest, le génotype F en Amérique du Sud, et le 

génotype H est confiné en Amérique centrale. Le génotype G a une répartition qui n'est pas encore 

établie, on le retrouve en Europe, en Amérique du Nord et au Japon.  
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Ainsi, l'origine géographique des patients peut être associée à certains génotypes du VHB.  

Cependant, depuis la deuxième moitié du XXe siècle et l'évolution des moyens de transport et la 

mondialisation, de plus en plus de flux migratoires des pays pauvres vers les pays riches sont observés 

(figure 13). Ces flux tendent à modifier la distinction dans la distribution géographique des différents 

génotypes. On retrouve des génotypes B et C aux USA chez les porteurs d'origine asiatique, et des 

génotypes A et E en Europe chez les porteurs d'origine africaine (Hannoun et al., 2002). 

 

 

Figure 13 : Prévalence de l'Ag HBs dans le monde (Petit and Trepo, 2014) Les flèches montrent l'effet de 
migration des pays de forte endémie vers l'Europe, l'Amérique du Nord et l'Australie. 

 

 

Figure 14 : Répartition mondiale des différents génotypes de VHB (Kurbanov et al., 2010) 
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Nous avons vu que le génotype viral avait un intérêt épidémiologique mais il peut également être 

associé à une évolution clinique. Le génotype viral peut avoir un impact sur la progression de la 

maladie et la réponse aux traitements antiviraux (Kim et al., 2011). 

En effet, il y aurait plus de CHC et de cirrhoses chez les patients porteurs de VHB de génotype C que 

le génotype B. De plus, les patients porteurs d'un génotype D auraient une maladie hépatique 

d'évolution plus sévère que les génotypes A (Desmond et al., 2008) (Fattovich et al., 2008). 

En France, selon une enquête réalisée en 2004 par l'INVS sur la population générale, environ 280 000 

personnes sont infectées par le VHB de façon chronique et seulement 45% d'entres elles connaissent 

leur statut sérologique. La prévalence du portage de l'Ag HBs est estimée à 0,65% et la présence d'un 

anticorps anti-HBc, qui est le reflet d'un contact avec le VHB, a été relevé dans 7,3% dans la 

population soit 3 millions de personnes concernées (Meffre C and DMI, 2006). 

Le VHB est ainsi responsable d'environ 1500 décès chaque année en France.  

Une étude réalisée chez les donneurs de sang dépistés positifs pour l'Ag HBs a permis d'avoir une idée 

de la répartition des génotypes du VHB en France. On retrouve 42% de génotype D, 27% de génotype 

A, et 17% de génotype E (Laperche S et al., 2012). 

Le mode de transmission du VHB se fait par l'intermédiaire de fluides corporels. Le virus est présent à 

une concentration élevée dans le sang des sujets ayant une hépatite B aiguë ou chronique. Il est présent 

également dans les sécrétions génitales et le sperme, mais aussi dans la salive, le lait, les urines, les 

larmes. Dans les pays riches, la transmission sexuelle semble jouer un rôle important, malgré tout, 

l'exposition au sang constitue le principal mode de transmission.  

Le risque d'infection lié à une piqûre est de 20 à 30% et dépend directement du niveau de réplication 

virale. 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. 

Dans les pays en voie de développement, le facteur le plus important dans la dissémination de 

l'infection est la transmission materno-foetale. Elle est associée à un risque élevé de passage à la 

chronicité pour les nouveaux nés, de l'ordre de 90 à 100% si la mère présente une hépatite réplicative 

au moment de l'accouchement. Ce taux peut être abaissé entre 10 et 20% en l'absence de marqueur de 

réplication. A noter que dans les pays riches comme dans les pays en voie de développement, la 

transmission horizontale n'est pas négligeable et serait la source de transmission inexpliquée dans 

environ 30% des cas.  
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7 Histoire naturelle de la maladie 

7.1 Physiopathologie  
L'histoire naturelle de l'infection par le VHB est décrite par la figure 15. L'infection aiguë par le VHB 

est le plus souvent asymptomatique, seulement 10% des personnes infectées présentent les signes 

cliniques d'une hépatite. L'évolution vers la chronicité va dépendre notamment de l'âge du patient mais 

aussi de son statut immunitaire. En effet le passage à la chronicité est proche de 100% chez le nouveau 

né, puis décroit de 20 à 50% chez l'enfant ainsi qu'en cas d'immunosuppression comme lors d'une 

infection par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH), ou lors de chimiothérapie. Plus 

d'hépatites chroniques sont retrouvées dans les pays où la transmission materno-fœtale ou durant 

l'enfance est prépondérante (Allain, 2006). Chez l'immunocompétent, ce taux est diminué à 10%.   

Le VHB n'étant pas un virus cytopathogène, c'est l'intensité de la réponse immunitaire face au virus 

qui est responsable des lésions hépatocytaires retrouvées, mais c'est aussi une composante clé dans 

l'élimination du virus. Un équilibre existe entre le virus et la réponse immunitaire de l'hôte. (cf 

chapitre réponses immunitaires au cours de l'infection par le VHB) (Michel, 2014). 

 

7.2 Clinique  

7.2.1 Hépatite aiguë 

Une hépatite aiguë symptomatique est retrouvée dans 10% des cas et se traduit par un ictère, des 

urines foncées, une asthénie, des nausées et vomissements et des douleurs abdominales. Ces signes 

cliniques sont la conséquence de l'inflammation aiguë du foie. La symptomatologie est directement 

liée à l'âge et l'infection est le plus souvent asymptomatique chez le jeune enfant (Michel, 2014).  

 

7.2.2 Hépatite fulminante 

Dans de très rares cas (0,1%), si la réponse immunitaire à médiation cellulaire est trop excessive, une 

hépatite fulminante peut survenir. Elle se traduit par une nécrose hépatique massive avec des signes 

d'insuffisance hépatocellulaire grave. La mortalité est de 70% en l'absence de greffe hépatique.   
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Figure 15 : Histoire naturelle du VHB (d'après MemoBio©) 

 

7.2.3 Hépatite chronique  

L'hépatite chronique se développe au décours d'une hépatite aiguë, symptomatique ou non, qui 

échappe au contrôle par le système immunitaire. Elle est définie par la persistance au delà de six mois 

de l'Ag HBs. La présentation clinique est très variable d’une personne à une autre, avec une majorité 

de porteurs totalement asymptomatiques. L’évolution naturelle se fait vers une destruction plus ou 

moins rapide du parenchyme hépatique avec risque de cirrhose et de carcinome hépatocellulaire 

(CHC) aboutissant au décès du patient. 

Il n’est pas rare que le diagnostic d'hépatite chronique soit tardif et repose sur l’apparition des 

complications cliniques de la cirrhose (ascite, ictère, hypertension portale et hémorragie digestive). 

Parmi les facteurs de mauvais pronostic figurent :  

 génotype C du VHB 

 mutant pré-C 

 co-infection VIH, Virus de l'hépatite D, Virus de l'hépatite C 

 âge avancé 

 sexe masculin  

 alcoolisme  

 tabagisme 
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Plusieurs phases successives sont décrites pour expliquer l'histoire naturelle de l'hépatite B chronique 

en dehors de tout traitement (Buster and Janssen, 2006).  

7.2.3.1 La phase d'immunotolérance :  

Cette phase est caractérisée par une réplication intense du VHB, la présence de l'Ag HBe et une 

réponse immunitaire faible. On ne retrouve pas d'inflammation ni de nécrose hépatique, les 

transaminases sont proches de la normale. La durée de cette phase varie en fonction de l'âge de 

l'infection. En effet, elle peut durer des années chez un individu infecté en période périnatale alors 

qu'elle est très courte chez l'adulte.       

7.2.3.2 La phase dite "immunoactive" ou de réaction immune :  

Durant cette phase, le système immunitaire s'active et la réplication virale devient moins intense. Les 

enzymes hépatiques augmentent, et les lésions hépatiques sont de sévérité variable. Une évolution vers 

la fibrose est possible et un risque important de développer une cirrhose ou un CHC demeure (Michel, 

2014). Cette phase peut durer de nombreuses années ou s'interrompre sans raisons connues. Dans ce 

cas, une séroconversion dans le système HBe est possible et correspond au passage vers la phase dite 

de "basse réplication virale" ou "portage inactif de l'Ag HBs".  

7.2.3.3 La phase dite de "basse réplication virale" :   

Cette phase est caractérisée par une faible virémie, des transaminases à un niveau physiologique, et la 

présence d'Ac anti-HBe. On parle d'hépatite chronique inactive. Le risque de développer une cirrhose 

ou un CHC est très faible et cette phase est souvent associée à une évolution favorable à long terme de 

l'infection. La clairance de l'Ag HBs associée ou non à l'apparition des Ac anti-HBs est possible mais 

reste très rare.  

7.2.3.4 La phase dite de "réactivation" :  

Etant donné que le virus persiste dans les hépatocytes sous forme d'ADNccc, un certain nombre de 

porteurs inactifs peuvent réactiver, en particulier en cas d'immunodépression. Cette phase est 

caractérisée par une nécro inflammation du foie et des charges virales élevées souvent dues à des virus 

VHB mutants (pré-Core). Le risque de cirrhose et de CHC est élevé. 

Pour finir il est à noter que tous les patients ne passent pas systématiquement par toutes ces phases, en 

effet l'infection chronique est très polymorphe et l'histoire de la maladie variable d'un sujet à l'autre. 

La guérison se définit par la clairance de l'Ag HBs et la séroconversion vers le statut anti-HBs qui est 

obtenue chez 1% des porteurs chroniques par an, en l'absence de traitement (Michel, 2014).     
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7.3  Hépatite occulte 
L'hépatite occulte est définie par la présence d'une charge virale VHB détectable dans le sérum et/ou le 

foie et l'absence de l'Ag HBs. La plupart du temps, les Ac anti-HBc sont les seuls marqueurs 

sérologiques retrouvés positifs : on parle de core isolé. L'absence de détection de l'Ag HBs par les tests 

diagnostics résulte de modifications sur le déterminant "a" ou de la production des protéines de surface 

en quantité trop faible pour permettre la détection.  

L'hépatite occulte est plus fréquente chez le co-infecté par le VIH que chez le monoinfecté (Araujo et 

al., 2008).  

La présence d'un core isolé doit systématiquement faire rechercher la présence d'ADN du VHB dans le 

sérum, car dans certaines situations cliniques spécifiques, comme un état d'immunodépression, un 

risque de réactivation majeure existe. 

L'intérêt d'un traitement préemptif anti-VHB peut alors être discuté.         

 

7.4 Réponses immunitaires au cours de l'infection par le VHB  

7.4.1 Réponse innée 

Lors des premières phases de l'infection, le virus échappe complètement à la réponse immunitaire 

innée. En effet, des études ont montré l'absence de mécanismes antiviraux intracellulaires comme 

l'absence de production d'interféron par les hépatocytes (Jeulin et al., 2013). Le foie est un organe de 

tolérance, il est capable de prévenir toute attaque trop importante du système immunitaire qui pourrait 

le mettre en danger. Les cellules infectées produisent des cytokines immunosuppressives comme 

l'IL 10 ou le TGFβ. Ainsi les fonctions antivirales des lymphocytes NK, naturellement retrouvés en 

grande quantité dans le foie, sont inhibées (Michel, 2014).  

L'absence de réponse immunitaire innée permettrait une expansion du VHB dans les hépatocytes 

durant la phase précoce.   

 

7.4.2 Réponse adaptative  

Une réponse adaptative ou spécifique se met rapidement en place suite à la phase précoce et permet 

ainsi de contrôler l'infection. Les antigènes du VHB vont être phagocytés par les cellules présentant 

l'Ag (comme les cellules dendritiques) puis dégradés et présentés par les molécules du CMH classe I 

ou CMH classe II aux lymphocytes T CD8 et CD4 respectivement. Ainsi la réponse immunitaire 

cellulaire spécifique est amorcée (figure 16).   

Lors de l'infection aiguë résolutive, les réponses des lymphocytes T cytotoxiques CD8 et des 

lymphocytes T auxiliaires CD4 sont vigoureuses, polyclonales et spécifiques de la majorité des 

protéines virales. Les LT CD8 cytotoxiques reconnaissent les épitopes portés par les molécules de 
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CMH I à la surface des hépatocytes. Ils sont responsables des lésions hépatiques, par lyse des 

hépatocytes par contact direct, et de la libération des transaminases. Ils jouent également un rôle dans 

la synthèse de cytokines comme l'Interferon γ et du TNF α. Ces cytokines ont des propriétés 

inhibitrices vis-à-vis de la réplication intracellulaire du virus. D'un autre point les LT CD4 sont les 

chefs d'orchestre du système immunitaire : ils permettent d'amplifier la réponse des LT CD8 

nécessaires à la clairance virale, et d'initier la réponse humorale (Ganem and Prince, 2004).  

Les lymphocytes B spécifiques des antigènes vont être activés par l'intermédiaire de l'IL2 pour devenir 

des plasmocytes sécrétant des anticorps neutralisants. Les anticorps spécifiques de l'enveloppe virale 

(Ac anti-HBs) vont également jouer un rôle majeur dans l'immunité protectrice contre le VHB (Petit 

and Trepo, 2014).  

La destruction des cellules infectées par les LT cytotoxiques, associée à la neutralisation des virions et 

particules virales par les anticorps circulants va permettre la résolution de l'infection aiguë. Ces 

différentes réponses expliquent que l'infection est le plus souvent bien contrôlée chez le sujet 

immunocompétent.   

 

 

Figure 16 : Réponse immunitaire cellulaire contre le VHB (Ganem and Prince, 2004) 

 

Une réponse immunitaire non coordonnée va, à l'inverse, favoriser le passage à la chronicité. Dans ce 

cas, la fonction des lymphocytes est altérée avec une perte de prolifération en réponse aux Ag du VHB 

et une diminution voire une absence de sécrétion des cytokines antivirales (figure 17) (Michel, 2014). 
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Les lymphocytes T régulateurs (LT reg), connus pour leur capacité à supprimer l'activation, la 

différenciation et la prolifération des cellules immunitaires, sont considérés comme des acteurs 

majeurs de la réponse immunitaire non adaptée lors de l'infection chronique. En effet, ces cellules T 

reg ont été retrouvées en grand nombre dans le foie des porteurs chroniques du VHB (Fu et al., 2007). 

Ils sont à l'origine d'une diminution de la communication entre les LT CD4 et LT CD8. Les anticorps 

anti-HBs ne sont pas détectables et la réponse cellulaire T est faible et peu spécifique.  

 

 

Figure 17 : Rôle des protéines de surface du VHB dans la réponse immunitaire contre l'infection (Jeulin et 
al., 2013) 

  

7.5 Carcinogenèse hépatique  
Le CHC est le stade terminal de l'infection chronique par le VHB. Une corrélation existe entre la 

prévalence de l'Ag HBs et le développement de CHC. Le VHB est donc un virus oncogène.   

Le développement du CHC lié à l'infection par le VHB est un processus multifactoriel. D'une part, la 

cytolyse hépatique va favoriser la prolifération et la régénération cellulaire. Le foie est un organe avec 

une grande capacité de régénération. Cependant celle-ci va entrainer la fibrose et va ainsi exposer au 

risque de cirrhose. Les mitoses répétées vont être à l'origine de l'émergence de cellules cancéreuses. 

On parle de mécanismes indirects, avec une composante immuno-dépendante, dans le développement 

du CHC lié au VHB. 
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D'autre part, lors de l'infection chronique, l'intégration de l'ADN du VHB dans le génome cellulaire est 

possible. Il en résulte une instabilité chromosomique et une dérégulation de l'activité de gènes 

cellulaires par cis-activation ou mutagenèse insertionnelle. De plus, la protéine HBx possède de 

nombreuses activités impliquées dans l'oncogenèse. Elle est capable d'interagir sur la transcription des 

gènes, la prolifération cellulaire, l'apoptose et la réparation de l'ADN. Elle peut inhiber la protéine p53 

qui est connue pour avoir un rôle suppresseur de tumeur. Malgré toutes ses fonctions, la protéine HBx 

n'est pas considérée comme un oncogène mais est plutôt caractérisée comme un cofacteur de la 

carcinogenèse. Par ailleurs, il est décrit que les formes tronquées des protéines HBx et S peuvent jouer 

un rôle critique dans la carcinogénèse (Huang et al., 2014). On parle ici de mécanismes directs, avec 

une composante non immuno-dépendante dans le développement du CHC.  

L'association entre les mécanismes directs et indirects est à l'origine de la carcinogenèse lors de 

l'infection chronique par le VHB (Quetier and Kremsdorf, 2014). 

  

8 Diagnostic  

8.1 Marqueurs sérologiques 
Nous disposons de plusieurs marqueurs sérologiques qui permettent de faire le diagnostic de 

l'infection par le VHB. En fonction du stade de la maladie nous retrouvons des profils sérologiques 

différents (figure18).    

 

8.1.1 Ag HBs 

L'Ag HBs est un marqueur de contagiosité, il se positivise deux à quatre semaines après le contage 

avant tout signe de cytolyse hépatique. C'est donc un marqueur précoce. La clairance de l'Ag HBs 

signe une évolution favorable de l'infection, alors que la persistance au delà de six mois signe une 

hépatite B chronique. Des kits commerciaux pour la détection de l'Ag HBs sont de deux types, on 

parle de test qualitatif ou de test quantitatif. Un test de confirmation ou de neutralisation est nécessaire 

devant tout Ag HBs détecté positif lors d'un premier examen dans le but de confirmer la spécificité de 

la réaction Ag/Ac. Malgré des tests très sensibles, la présence de faux négatifs reste possible en raison 

de mutations situées sur le gène S.  

L'Ag HBs doit être recherché de manière systématique au cours du sixième mois de grossesse ou dans 

le cadre de la qualification biologique d'un don de produits dérivés du sang ou d'une qualification 

d'organes. Il est nécessaire de réaliser la recherche d'autres marqueurs complémentaires en cas de 

positivité de l'Ag HBs (Ag HBe et Ac anti-HBe, Ac anti-HBc).   
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8.1.2 Ac anti-HBs 

Ce sont les anticorps neutralisants dirigés contre l'Ag HBs. Leur présence signe la guérison de 

l'infection ou une immunité post vaccination. Selon l'OMS, le seuil de protection est de 10 UI/L pour 

la population générale et de 100 UI/L pour le personnel de santé. Des sérologies avec Ag et Ac 

anti HBs peuvent coexister dans de très rares cas, comme lors d'une hépatite fulminante, lors de 

réactivation virale chez le sujet immunodéprimé, ou chez l'enfant né de mère infectée porteur d'un 

Ag HBs muté qui résiste à la vaccination.  

Le taux d'Ac anti-HBs peut diminuer et passer en dessous du seuil de 10 UI/L en cas 

d'immunodépression. De faibles taux peuvent également être observés chez le mauvais répondeur 

vaccinal.   

 

8.1.3 Ag HBc 

L'Ag HBc ne peut pas être détecté dans le sérum des patients infectés. Il est retrouvé dans les biopsies 

hépatiques par des techniques d'immuno-fluorescence. Sa place comme marqueur d'infection reste très 

limitée.  

 

8.1.4 Ac anti-HBc totaux et Ig M 

Les Ac anti-HBc totaux constituent le meilleur marqueur sérologique de contage par le VHB. Ils 

apparaissent dès le deuxième mois de l'infection et sont détectés quelle que soit la symptomatologie ou 

l'évolution de la maladie. La présence d'IgM anti-HBc permet de faire le diagnostic d'une hépatite 

aiguë. Malgré tout, il est possible d'observer une détection de ces immunoglobulines lors d'un épisode 

de réactivation aiguë d'une hépatite B chronique.  

Dans certains cas, seuls les Ac anti-HBc totaux sont retrouvés positifs, on parlera de Core isolé. Ce 

profil est observé dans trois cas : hépatite occulte avec un Ag HBs négatif mais une charge virale 

détectable, hépatite ancienne guérie avec disparition des Ac anti-HBs, ou réaction faussement positive.     

 

8.1.5 Ag HBe 

L'Ag HBe est considéré comme un marqueur de réplication virale. La cinétique de cet antigène est 

proche de l'Ag HBs. La clairance de l'Ag HBe suivie de l'apparition de l'Ac anti-HBe précède la 

séroconversion de l'Ag HBs. Chez le mutant pré-Core, l'absence de détection de l'Ag HBe et la 

présence d'Ac anti-HBe ne sont pas en faveur d'une hépatite non réplicative. La réalisation d'une 

charge virale VHB permettra de faire la distinction entre une séroconversion des marqueurs HBe et un 

mutant pré-Core.  
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8.1.6 Ac anti-HBe 

La présence d'Ac anti-HBe peut être associée à une réplication faible ou élevée selon la présence d'un 

mutant pré-Core.  

 

8.1.7 Ag HBcr  

L'antigène Core related du VHB est un nouveau marqueur utilisé en pratique courante dans les pays 

asiatiques. Il est le reflet de l'ADNccc intra hépatique et peut être utilisé comme marqueur de 

réactivation précoce (Maasoumy et al., 2015). 

 

8.2 Détection et quantification de l'ADN viral  
La recherche d'ADN viral est réalisée dans le sérum par des techniques de polymerase chain reaction 

(PCR) en temps réel. Ce marqueur est le reflet de la réplication virale et permet de suivre la réponse 

aux traitements antiviraux. Il n'est pas utilisé dans un but diagnostic même s'il permet le dépistage 

précoce de l'infection. Il permet en outre de faire la distinction entre les porteurs sains et les porteurs 

chroniques asymptomatiques, c'est aussi un élément déterminant pour la sélection des patients qui vont 

être traités. Les seuils de sensibilité varient selon les techniques et les résultats sont exprimés selon un 

standard commun en unité internationale par litre (UI/L), ce qui permet de comparer les résultats et 

faciliter le suivi virologique. Ce marqueur est également utilisé dans la qualification biologique des 

organes. 

 

8.3 Marqueurs hépatiques  
L'atteinte hépatique est évaluée par la mesure des transaminases (aspartate aminotransférase ASAT et 

alanine aminotransférase ALAT) mais aussi par le dosage de l'albumine, de la bilirubine et du taux de 

prothrombine (TP).  

Une biopsie hépatique est souvent recommandée et permet de définir le degré de nécro-inflammation 

hépatique et de fibrose, mais cette technique reste toute de même invasive. Les méthodes non 

invasives ont de plus en plus leur place dans l'évaluation de la fibrose hépatique, en utilisant des 

marqueurs sériques (Fibrotest®) ou par mesure d'élastographie (Fibroscan®) (Petit and Trepo, 2014).    
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Figure 18 : Algorithme décisionnel du diagnostic des hépatite B (selon HAS, 2011) 

 

8.4 Profil sérologique d'une hépatite B aiguë 
Le diagnostic d'une hépatite B aiguë repose sur le dosage des transaminases ainsi que l'Ag HBs, 

l'Ag HBe et surtout les Ac IgM anti-HBc. La charge virale ne présente pas d'intérêt dans ce contexte.  

L'évolution favorable est annoncée par la normalisation des transaminases, la disparition de l'Ag HBs 

et de l'Ag HBe et par l'apparition successive des Ac anti-HBe et anti-HBs (Petit and Trepo, 2014) 

(figure 19).  

L'hépatite B aiguë est une maladie à déclaration obligatoire depuis 2003. 

 

 

Figure 19 : Cinétique des marqueurs au cours d'une hépatite B aiguë (Ganem and Prince, 2004) 
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8.5 Profil sérologique d'une hépatite B chronique  
Le diagnostic est posé sur la détection des Ac anti-HBc et sur la persistance de l'Ag HBs, confirmée à 

six mois (figure 20). La sérologie Ag HBe/anti-HBe permet de distinguer les différentes phases et 

différentes formes cliniques de l'infection chronique. Durant la phase d'immunotolérance, on retrouve 

un Ag HBe positif et des transaminases normales. Au contraire, dans la phase d'immunoélimination, 

l'Ag HBe est toujours positif mais la séroconversion anti-HBe est en cours, et les transaminases sont 

élevées. La phase de latence virale correspond à un portage inactif. Le dosage de la charge virale est 

également nécessaire pour évaluer le niveau de réplication du virus lors d'un premier bilan d'une 

hépatite chronique. Les autres causes de maladies hépatiques chroniques sont recherchées comme les 

co-infections VIH, VHC, VHD ainsi que les co-morbidités (alcool, maladies auto immunes, maladies 

métaboliques) (Petit and Trepo, 2014).   

 

 

Figure 20 : Cinétique des marqueurs au cours d'une hépatite B chronique (Ganem and Prince, 2004) 

 

9 Traitement et prise en charge 

9.1 Objectifs du traitement  
Les objectifs du traitement sont de limiter l'évolution de la maladie vers la fibrose, la cirrhose et le 

CHC, ce qui permet à long terme d'améliorer la qualité de vie et la survie des patients. Les traitements 

actuels ne permettent pas d'éliminer le virus, en raison notamment de la persistance de l'ADNccc dans 

les hépatocytes et de la réponse immunitaire imparfaite, mais visent à supprimer la réplication virale et 

à réduire la maladie hépatique (EASL, 2012).   

Ainsi, l'évaluation de la réponse au traitement se fait selon trois critères :  

 critère virologique : défini par un contrôle de la réplication virale, avec une négativation de 

l'ADN du VHB, la disparition de l'Ag HBe, l'acquisition des Ac anti-HBe et enfin par la 

clairance de l'Ag HBs,  
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 critère biochimique : défini par la normalisation des transaminases, 

 

 critère histologique : défini par la baisse du score nécrotico-inflammatoire sans aggravation de 

la fibrose. 

 
L'objectif ultime, difficilement atteint, est d'obtenir une clairance de l'Ag HBs avec ou sans apparition 

d'Ac anti-HBs après arrêt du traitement.  

Un objectif plus réaliste est de supprimer la réplication virale et de normaliser les transaminases de 

manière efficace et durable après arrêt du traitement associé à la séroconversion de l'Ag HBe. 

Enfin, l'objectif minimal est l'obtention d'une réponse virologique avec une charge virale indétectable 

maintenue sous traitement de longue durée quel que soit le statut de l'Ag HBe (EASL, 2012). 

 

9.2 Indications du traitement  
Les indications pour traiter les patients porteurs chroniques du VHB sont basées sur une combinaison 

de trois facteurs : la charge virale VHB, le taux de transaminases et la sévérité de la maladie hépatique. 

Le statut de l'Ag HBe n'est pas pris en compte dans les différentes indications. 

Il existe cinq profils pouvant justifier une indication de traitement en fonction de la combinaison des 

facteurs :  

 Patients en phase d'immunotolérance : patients de plus de 30 ans avec un historique familial 

de cirrhose ou de CHC et uniquement si la biopsie est révélatrice de maladie hépatique.   

 

 Patients avec hépatite chronique active : charge virale supérieure à 2 000 UI/mL, un taux de 

transaminases supérieur à la normale, et au moins une fibrose modérée et une nécro-

inflammation du foie évaluées par biopsie ou méthode non invasive.  

 

 Patients avec hépatite chronique active : charge virale supérieure à 20 000 UI/mL et 

transaminases supérieures à deux fois la normale, même sans biopsie hépatique. 

 

 Patients avec cirrhose compensée et charge virale détectable, le taux de transaminases n'est 

pas pris en compte. 

 

 Patients avec cirrhose décompensée et charge virale détectable.  
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Les patients porteurs chroniques inactifs ayant une charge virale inférieure à 20 000 UI/mL et des 

transaminases normales ne requièrent pas de biopsie ni de traitements. Ils sont suivis de façon 

rapprochée au cours des trois premières années (EASL, 2012).  

 

9.3 Les molécules utilisées contre le VHB  
Deux types de traitements peuvent être utilisés contre le VHB : les immunomodulateurs et les 

analogues nucléos(t)idiques. Leur utilisation va permettre de supprimer la réplication virale et de 

stimuler la réponse immunitaire spécifique du VHB (figure 11, 21) (tableau 1).  

 

 

Figure 21 : Chronologie d'apparition des traitements anti VHB (Petit and Trepo, 2014) 

 

9.3.1 Les immunomodulateurs 

9.3.1.1 Interféron alpha (IFN α)  

Deux spécialités peuvent être utilisées : Interféron α-2a (Roferon A®) et Interféron α-2b (Intron A®) 

L'IFN α est une cytokine aux propriétés antivirales et immunomodulatrices, synthétisée par l'ensemble 

des cellules de l'organisme et notamment les lymphocytes T. Lors de sa production, induite par la 

présence du génome du VHB, l'IFN se fixe sur un récepteur spécifique de la cellule et induit, via un 

facteur de transcription, l'expression de protéines actives sur le virus. Ces protéines vont bloquer la 

transcription et la traduction des ARNm d'origines virales. D'autre part, l'activité immunomodulatrice 

de l'IFN se traduit par une augmentation de l'expression des molécules de CMH de classe I à la surface 

des hépatocytes. Ainsi, les peptides viraux sont plus facilement exposés et reconnus par les LT 

cytotoxiques (LTc). L'IFN peut également favoriser la maturation des LTc et l'activation des cellules 

immunitaires (Takkenberg et al., 2010). De nombreux effets indésirables existent (fièvre, syndrome 

pseudo grippal et dépression) et peuvent être responsables d'une mauvaise tolérance et d'un arrêt de 

traitement. 
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9.3.1.2 Interféron pégylé (Pegasys®) 

L'IFNα pégylé est un IFNα couplé au polyéthylène glycol (PEG), ce qui a l'avantage de diminuer les 

effets secondaires et d'augmenter la demi-vie et la biodisponibilité de la molécule. Une injection par 

semaine est nécessaire au lieu de trois avec la forme classique. 

La forme retard pégylée a également une efficacité supérieure. La durée du traitement par IFN est 

limitée à 48 semaines, mais une réponse prolongée après l'arrêt du traitement est possible. Le taux de 

séroconversion Ag HBe est élevé à court terme (de l'ordre de 30%) et la séroconversion de l'Ag HBs 

est obtenue dans 3 à 7% des cas (EASL, 2012).   

La réponse virologique est définie par une charge virale VHB inférieure à 2 000 UI/mL après six mois 

de traitement et qui persiste 12 mois après l'arrêt.  

Le principal avantage de l'IFN est qu'il n'induit pas de résistance vis à vis du VHB. 

 

9.3.2 Les analogues nucléos(t)idiques 

Ces molécules vont inhiber la transcriptase inverse du VHB. Ce sont des prodrogues qui ont besoin 

d'une double ou triple phosphorylation par des kinases cellulaires pour être actives. Ces analogues 

vont être incorporés à la place des nucléotides habituels par la transcriptase inverse, ce qui va entrainer 

un arrêt de l'élongation de la chaîne d'ADN. En effet, les analogues sont incapables de former de 

liaisons phosphodiesters avec le nucléotide suivant. 

Ils ont une bonne efficacité et rapidité d'action. La puissance de l'effet antiviral permet d'avoir une 

charge virale indétectable rapidement. Ils ont par ailleurs l'avantage d'être bien tolérés et administrés 

par voie orale. Malheureusement, ils ne font que suspendre la réplication virale. Ainsi tout arrêt 

thérapeutique ou défaut d'observance peut entraîner un rebond virologique. La durée du traitement par 

analogue est donc indéfinie et doit être maintenue à long terme.  

Le risque d'émergence de souches résistantes à l'analogue utilisé s'accroît irrémédiablement après 

l'introduction de l'antiviral. Le risque apparait plus ou moins rapidement selon la molécule et sa 

barrière génétique.   

Plusieurs réponses virologiques sont attendues suite à l'utilisation des analogues :  

 Non réponse primaire : définie par la non décroissance d'au moins 1 log d'UI/mL de charge 

virale VHB après trois mois de traitement. 

 Réponse virologique : définie par une charge virale indétectable à la semaine 48 (S48) après 

l'introduction du traitement. 

 Réponse virologique partielle : définie par la décroissance d'au moins 1 log d'UI/mL, mais 

d'une charge virale détectable à S48.  
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 Rebond virologique : définit par une augmentation de 1 log d'UI/mL, évocateur d'une 

résistance aux traitements. 

 
Six analogues nucléos(t)idiques sont actuellement disponibles pour traiter l'hépatite B chronique. 

 

9.3.2.1 Lamivudine (Zeffix®) 

 

Figure 22 : Structure de la lamivudine 

La lamivudine ou 3TC est un analogue nucléosidique de la cytidine efficace sur le VIH et le VHB 

(figure 22). C'est une molécule avec un excellent profil de tolérance. Malheureusement, le risque 

d'émergence de résistance est très fréquent et s'accroit rapidement lors d'une utilisation prolongée pour 

atteindre 70% après cinq ans. Il faut donc privilégier l'utilisation de cette molécule en 2ème intention. 

Chez les porteurs de l'Ag HBe, la séroconversion à 48 semaines de traitement est de 17% et la réponse 

virologique est obtenue dans 40% des cas. Enfin, la perte de l'Ag HBs est très rare (EASL, 2012). 

  

9.3.2.2 Adéfovir dipivoxyl (Hepsera®) 

 

Figure 23 : Structure de l'Adéfovir et du Ténofovir 
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C'est un analogue nucléotidique de l'adénosine monophosphate qui va agir comme inhibiteur 

compétitif au sein de la polymérase virale (figure 23). L'adéfovir dipivoxyl est une prodrogue de 

l'adéfovir (ADV). 

Il n'y a pas de résistance croisée avec le 3TC, cependant le risque d'émergence de résistance est élevé 

(29% après 5 ans de traitement). L'efficacité de l'adéfovir est proche de la lamivudine puisqu'on 

retrouve des taux de réponse et de séroconversions similaires. L'inconvénient de cette molécule est 

l'induction d'une insuffisance rénale dans 20% des cas (EASL, 2012). 

 

9.3.2.3 Entécavir (Baraclude®) 

 

Figure 24 : Structure de l'entécavir 

L'entécavir (ETV) est un analogue nucléosidique de la guanosine (D-cyclopentane), efficace sur le 

VHB et avec un effet antiviral partiel sur le VIH (figure 24). Il a l'avantage de présenter une efficacité 

antivirale, une réponse histologique ainsi qu'un taux de séroconversion de l'Ag HBe supérieur à ce qui 

est observé avec le 3TC ou l'ADV.  

ETV possède une barrière génétique élevée, en effet, le mécanisme de résistance à cet antiviral est 

complexe car il dépend de plusieurs mutations. On retrouve moins de 1% de résistance en 4 ans. 

Cependant, chez les patients déjà résistants au 3TC, la survenue d'une résistance complète à l'entécavir 

s'accélère par addition de mutations de la polymérase (EASL, 2012).  

 

9.3.2.4 Telbivudine (Sebivo®) 

 

Figure 25 : Structure de la telbivudine 
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La telbivudine (LdT) est un analogue nucléosidique de la thymidine actif seulement sur le VHB 

(figure 25). L'efficacité antivirale est supérieure au 3TC mais reste inférieure à l'ETV ou au ténofovir. 

De plus, des résistances croisées avec le 3TC sont possibles, et l'émergence rapide de résistances peut 

être observée. La telbivudine ne constitue pas une molécule de choix et sa place reste très limitée dans 

le traitement de l'hépatite B (EASL, 2012).  

. 

9.3.2.5 Ténofovir (Viread®)  

Le ténofovir (TDF) est un analogue nucléotidique de l’adénosine monophosphate actif aussi bien sur 

le VIH que le VHB. Il est donc un candidat idéal pour le traitement de la co-infection VIH/VHB. La 

différence de structure entre TDF et ADV est l'ajout d'un groupement méthyl en position 11 sur le 

TDF (figure 23) (van Hemert et al., 2014). 

 Le TDF présente une barrière génétique élevée : aucune résistance n'est décrite à ce jour. Il permet le 

contrôle de la réplication dans plus de 80% des cas. C'est probablement la molécule la plus efficace 

dans le traitement de l'hépatite B. Chez les porteurs de l'Ag HBe, la séroconversion est observée dans 

21% des cas et la clairance de l'Ag HBs est obtenue dans 3% des cas après un an de traitement et dans 

14% après cinq ans (Buti et al., 2015). Un cas de séroconversion de l'Ag HBs a été observée chez les 

patients Ag HBe - (Buti et al., 2015). L'inconvénient du TDF est l'apparition dans de rares cas d'effets 

secondaires d'origine rénale. 

 

9.3.2.6 Emtricitabine 

L'emtricitabine (FTC) est un analogue nucléosidique de la désoxycytidine proche de la lamivudine. Il 

s'agit d'un dérivé fluoré du 3TC, actif sur le VIH et le VHB. Son efficacité et le risque d'émergence de 

résistance sont similaires au 3TC. Cette molécule est couramment utilisée chez le patient co-infecté en 

combinaison avec le ténofovir dans la spécialité Truvada®.  

 

9.3.3 Nouvelles approches thérapeutiques 

Nous avons vu, malgré l'utilisation des traitements actuels, que l'infection chronique par le VHB n'est 

pas complètement guérissable, notamment en raison de la persistance de l'ADNccc et de séquences 

intégrées dans le génome cellulaire. Il est donc nécessaire d'identifier des cibles potentielles afin de 

développer des nouvelles drogues pouvant être associées à celles déjà utilisées. Les nouvelles cibles 

thérapeutiques actuellement à l'étude visent l'entrée du virus, l'ADNccc, la formation de la capside et 

la réponse du système immunitaire (Petit and Trepo, 2014). 

L'entrée du virus est une étape cruciale dans la réplication du virus. Depuis la découverte récente du 

hNTCP et du rôle de la région PréS1 dans sa reconnaissance, de nombreux lipopeptides analogues de 
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la protéine L ont été développés. Parmi ceux-ci, on peut citer le Myrcludex B, qui est le premier 

inhibiteur d'entrée du virus du VHB créé. Le Myrcludex B est un lipopeptide myristoïlé en position 2 

et comportant 48 AA dérivés de la région PréS1 (figure 26). Des études ont montré son intérêt dans 

l'inhibition de la propagation du VHB in vivo, mais aussi dans la réduction du pool d'ADNccc dans les 

hépatocytes infectés (Volz et al., 2013).  

 

 

Figure 26 : Lipopeptide analogue de la région PréS1 exemple du Myrcludex B (Petit and Trepo, 2014) 

 

Une autre stratégie serait de cibler l'ADNccc et notamment la régulation épigénétique de l'activité 

transcriptionnelle. Toutefois, aucune drogue n'existe encore.  

La formation de la capside est également une source potentielle pour la création d'une approche 

thérapeutique. Des dérivés de phénylpropenamide ont été développés et ont montré une capacité 

d'inhibition de la réplication virale. Cependant, ces molécules restent toxiques (Petit and Trepo, 2014).  

Enfin, il est possible d'envisager de stimuler la réponse immunitaire spécifique du VHB, qui est 

défaillante lors de l'infection chronique, par des approches vaccinales thérapeutiques. On note par 

exemple l'utilisation de vecteurs viraux dérivés d'Adénovirus codant plusieurs Ag du VHB. Ces 

stratégies sont encore au stade d'essai et en attente de résultats (Michel, 2014). 

 

Tableau 1: Principaux avantages et inconvénients des molécules utilisées dans le traitement de l'hépatite B 
chronique (EASL, 2012). 

 (PEG-)IFN Analogues nucléos(t)idiques 

Avantages 

 Durée définie 48 semaines 
 Absence de résistance 
 Haut niveau de 

séroconversion HBe et HBs 

 Bonne efficacité antivirale 
 Bonne tolérance 
 Administration orale 

Inconvénients 

 
 Efficacité antivirale modérée 
 Mauvaise tolérance 
 Administré par injection sous 

cutanée 

 
 Durée indéfinie 
 Risque d'émergence de 

résistance 
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9.4 Traitements et impacts sur les objectifs thérapeutiques 
Deux stratégies thérapeutiques différentes sont utilisées pour la prise en charge de l'hépatite B 

chronique : un traitement à durée limitée de 48 semaines à base de PEG-IFNα ou un traitement au long 

cours à base d'analogues nucléos(t)idiques. Dans le cas d'utilisation d'analogues, l'ETV ou le TDF, en 

tant que molécules à haute barrière génétique, sont à utiliser en première ligne pour éviter l'apparition 

de résistances (EASL, 2012).   

Des facteurs prédictifs de réponses aux traitements anti-VHB existent et peuvent être utilisés pour 

guider l'initiation d'un traitement et le choix de le continuer ou non. Il est préférable d'utiliser l'IFN en 

cas de CV faible, de présence de l'Ag HBe, d'un taux de transaminases élevées et /ou d'une infection 

par un virus de génotype A ou B. Chez ces patients, son utilisation est prédictive d'une meilleure 

réponse.  

Au contraire, il serait préférable d'utiliser les analogues nucléos(t)idiques lorsque la CV est élevée 

avec une cytolyse modérée, dans le but d'inhiber rapidement la réplication virale. Il est utile de suivre 

la décroissance du niveau de l'Ag HBe et l'Ag HBs au cours du traitement qui peut être prédictive 

d'une séroconversion et d'une clairance de l'Ag HBs (Hosaka et al., 2013).   

Chez les patients Ag HBe +, le PEG-IFNα permet une séroconversion anti-HBe dans 30% des cas, 

alors que sous analogues nucléos(t)idiques, ce taux atteint 20%. La clairance de l'Ag HBs est obtenue 

dans 3 à 7% des cas sous IFNα et atteint 2% sous ETV et 3% sous TDF au bout d'un an de traitement. 

Ce taux peut encore augmenter après arrêt du traitement chez les patients ayant une réponse 

virologique soutenue sous IFNα, mais aussi au cours du temps avec l'utilisation des analogues de 

façon continue (EASL, 2012). 

Chez les patients Ag HBe -, le taux de clairance de l'Ag HBs est inférieur à celui des patients 

Ag HBe +, quelle que soit la molécule utilisée. Aucune clairance de l'Ag HBs n'est d'ailleurs observée 

après 1 an de traitement avec l'utilisation des analogues, alors que la CV est indétectable dans 90% des 

cas avec l'ETV et le TDF (EASL, 2012). Cela signifie que la réponse virologique n'est pas 

obligatoirement synonyme de la perte de l'Ag HBs, mais elle est nécessaire pour en atteindre l'objectif 

(Hosaka et al., 2013). 

D'autre part, les patients ayant un taux de transaminases (surtout ALAT) élevé, auront un taux de 

clairance de l'Ag HBs plus fort, quel que soit le traitement utilisé. En effet, d'après une estimation, la 

perte de l'Ag HBs apparaitrait au bout de 19,5 ans en cas de porteurs chroniques avec Ag HBe + et 

transaminases élevées. Le temps serait de 36,4 ans en cas de transaminases normales et de 38,9 ans en 

cas d'Ag HBe - (Zoutendijk et al., 2011). Rappelons que le taux de transaminases est corrélé à 

l'activité de la réponse immunitaire spécifique et notamment des LTc qui lysent les hépatocytes 

infectés. 
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La clairance de l'Ag HBs dépend donc de plusieurs facteurs, comme le maintien d'une CV faible voire 

indétectable obtenue sous traitement, mais aussi de la réponse immunitaire spécifique de l'hôte.    

 

9.5 Résistances aux analogues nucléos(t)idiques 
Au cours de la réplication, le VHB est soumis à la survenue de nombreuses mutations spontanées, 

causées par la transcriptase inverse qui est dépourvue d'activité correctrice. Nous avons vu, dans le 

chapitre variabilité du VHB, que la totalité des nucléotides du génome pouvait être substituée chaque 

jour. Ainsi, l'accumulation de ces mutations va induire la formation de "quasi-espèces" chez le porteur 

chronique du VHB. Ces quasi-espèces vont évoluer en fonction de la réponse immunitaire de l'hôte, 

mais aussi en fonction de la pression de sélection induite par les traitements. Rappelons que toutes les 

mutations ne vont pas conférer un avantage sélectif au VHB. Seule l'espèce la mieux adaptée à l'hôte 

et son environnement perdure. 

L'utilisation des analogues nucléos(t)idiques au long cours en monothérapie va favoriser l'émergence 

de mutations qui auront un impact non négligeable sur le fitness viral. Ces mutations touchent les 

domaines fonctionnels (B, C, D, E) de la polymérase (figure 27). La mise en évidence de ces 

mutations s'est faite grâce au développement du génotypage du gène codant pour la transcriptase 

inverse. Toutes les mutations n'ont pas le même impact : certaines induisent seules la résistance, 

d'autres sont dites compensatrices, enfin, elles devront dans certains cas être associées pour conférer 

une résistance (voir tableau 2).  

 

 

Figure 27 : Mutations de résistance pour le 3TC (LAM), ADV, ETV, et LdT localisées dans le gène de la 
polymérase du VHB (Petit and Trepo, 2014). 



60 
 

9.5.1 Résistance à la Lamivudine 

Les mutants de résistance au 3TC se situent en position 204 de la polymérase au sein du domaine C du 

site actif YMDD. L'apparition de la mutation rtM204V/I/S va induire d'emblée une résistance de haut 

niveau au 3TC. Cependant, elle entraine une diminution de l'activité transcriptase inverse et de la 

capacité de réplication du virus muté. D'autres mutations dites compensatrices sont souvent associées, 

comme la rtL180M ou la rtV173L et permettent de rétablir le fitness du virus. L'émergence de 

résistances apparait très rapidement avec l'utilisation du 3TC, avec une prévalence de 24% après un an 

de traitement et 70% à cinq ans (figure 28), (Petit and Trepo, 2014).  

 

9.5.2 Résistance à l'Adéfovir 

Les mutations induites par l'utilisation de l'ADV se situent dans une autre région de la Pol : dans les 

domaines D et B. Il s'agit des mutations rtN236T (domaine D) et/ou rtA181T/V (domaine B). La 

prévalence de résistance est plus faible qu'avec le 3TC, et l'émergence de mutants est plus tardive (3% 

après deux ans de traitement, et 29% après cinq ans). Un avantage de l'ADV est qu'il ne présente pas 

de résistance croisée avec le 3TC (Kay and Zoulim, 2007).  

 

9.5.3 Résistance à la Telbivudine  

Cette molécule présente une résistance croisée avec le 3TC : la mutation rtM204V/I. L'apparition de 

cette mutation est rapide et la prévalence de résistance au LdT est élevée : de 4% en un an à 17% en 

deux ans (Petit and Trepo, 2014).  

 

9.5.4 Résistance à l'Entécavir 

C'est une molécule très puissante avec une barrière génétique élevée. En effet, la prévalence de la 

résistance est de 1% après quatre ans. Malgré tout, en cas de résistance au 3TC, l'émergence de 

résistance à l'ETV est beaucoup plus rapide (5,8% après un an chez les patients déjà traités par 3TC) 

(Locarnini and Yuen, 2010). L'existence d'une résistance au 3TC constitue donc un prérequis à 

l'émergence de résistance à l'ETV. Cette résistance apparait suite à une combinaison de plusieurs 

mutations : la rtI169T, rtM250V ou rtT184G et rtS202I, associées donc à la rtL180M et rtM204V 

(figure 27), (tableau 2), (Kay and Zoulim, 2007). 
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9.5.5 Résistance à l'Emtricitabine 

C'est une molécule proche du 3TC qui agit sur la même cible thérapeutique. Elle présente donc le 

même profil de résistance (rtM204V/I/S + rtL180M + rtV173L) et l'émergence de mutants est rapide : 

proche de 16% après un an de traitement.  

 

9.5.6 Résistance au Ténofovir 

C'est la molécule la plus efficace car elle présente une barrière génétique très élevée. Aucune mutation 

de résistance au TDF n'a été décrite à ce jour. Néanmoins, une réduction de la sensibilité peut être 

observée suite à une résistance à l'ADV et donc de la présence des mutations rtA181T/V et rtN236T 

(Locarnini and Yuen, 2010). 

 

Tableau 2 : Profils des mutations de résistance aux analogues nucléos(t)idiques  (EASL, 2012) 

 

 

 
Figure 28 : Fréquences d'émergence de mutations aux analogues nucléos(t)idiques en fonction de la durée 

de traitement (EASL, 2012). 
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Les cadres de lecture des gènes du VHB se chevauchant, une mutation qui apparaît sur la polymérase 

peut avoir un impact sur les gènes codant les protéines d'enveloppe (figure 29). Ainsi, les mutations 

retrouvées sur le gène S peuvent affecter la conformation de l'Ag HBs et induire un échappement 

immunitaire aux Ac anti-HBs. En cas de résistance au 3TC, les mutations I195M, W196S/L et E164D 

sont retrouvées sur le gène S, et vont diminuer l'affinité des anticorps pour l'Ag HBs (Torresi et al., 

2002).   

Ces mutants peuvent être transmis à un sujet naïf de traitement par analogues, si des mutations 

compensatoires viennent stabiliser le virus (Locarnini and Yuen, 2010). Ainsi, avant toute initiation de 

traitement, la question du recours au génotypage à la recherche de mutations de résistance peut être 

discutée. Par ailleurs, il est intéressant de préciser que si une mutation de résistance émerge durant un 

traitement et que le traitement est arrêté, c'est la souche sauvage qui deviendra rapidement dominante 

et remplacera le mutant, sans que le traitement puisse à nouveau être utilisé.  

 

 

 

Figure 29 : Impact des mutations de la polymérase sous analogues nucléos(t)idiques sur le gène S 
(Locarnini, 2008) 
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10 Prévention  
Plusieurs types de préventions existent pour éviter la transmission de l'hépatite B. De part son mode de 

transmission, un des moyens de prévention repose sur des mesures générales qui visent à prévenir les 

maladies sexuellement transmissibles et les expositions au sang. La vaccination ainsi que 

l'immunothérapie sont des moyens très efficaces pour limiter la transmission. 

 

10.1 La vaccination  
Le vaccin contre l'hépatite B est le premier vaccin recombinant issu du génie génétique, il a été 

commercialisé en 1986. L'idée est d'injecter des extraits d'Ag HBs produits par des levures ou des 

cellules ovariennes du hamster chinois (cellules CHO) qui vont exprimer les gènes codant les 

protéines d'enveloppe S ou PréS. Il existe des vaccins monovalents, comme le Genhevac B Pasteur® 

contenant les protéines S et M et Engerix B® ainsi qu'HBVaxPRO® contenant la protéine S. 

Twinrix® est un vaccin bivalent qui protège également contre l'hépatite A. Enfin, il existe un vaccin 

hexavalent Infanrix Hexa® qui est un vaccin combiné : diphtérie, tétanos, poliomyélite, coqueluche 

acellulaire, haemophilus influenzae B et hépatite B. Ils sont tous adsorbés sur hydroxyde d'aluminium 

(INPES, 2012).  

Les vaccins sont hautement immunogènes. On observe un taux de réponse dans 95% des cas avec une 

apparition d'anticorps protecteurs : les Ac anti-HBs. On considère un taux d'anticorps protecteur à 

partir de 10 mUI/mL. Ces anticorps sont également protecteurs vis à vis du virus de l'hépatite D, qui 

peut compliquer une hépatite B chronique par surinfection ou co-infection. Les facteurs influençant 

une mauvaise réponse sont : l'âge (après 25 ans), le sexe (homme), l'obésité, le tabagisme et le 

traitement par hémodialyse (INPES, 2012). L'innocuité de ce vaccin est remarquable, malgré sa mise 

en cause en France, sans fondement scientifique, dans la survenue d'affections démyélinisantes 

centrales. Aucune étude n'a montré clairement à l'heure actuelle le lien entre la vaccination et la 

sclérose en plaque.  

En France, la vaccination est obligatoire pour les professionnels de santé et elle est recommandée chez 

les personnes à risque comme : les détenus, les toxicomanes, les greffés, les dialysés et l'entourage 

d'un porteur chronique. Le dépistage de l'Ag HBs est obligatoire chez la femme enceinte de six mois. 

Le but est de prévenir la transmission maternofoetale par la vaccination et l'immunothérapie à tout 

nouveau-né dont la mère est porteuse de l'Ag HBs. 

L'utilisation en masse du vaccin, depuis de nombreuses années dans de nombreux pays, a permis de 

diminuer de façon très significative le taux de portage de l'Ag HBs chez les enfants de moins de dix 

ans et de diminuer l'incidence du CHC dans les pays asiatiques notamment (Locarnini and Yuen, 

2010).  
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Mais cette utilisation s'est accompagnée de l'émergence de souches portant des mutations sur le gène S 

qui entraînent un échappement à la vaccination. Ainsi, chez la mère infectée, les souches avec de telles 

mutations vont émerger suite à la vaccination néonatale chez l'enfant et vont favoriser son infection. 

De plus, l'utilisation combinée d'immunoglobulines à la naissance va accélérer la sélection des mutants 

d'échappement vaccinal (Locarnini and Yuen, 2010). De nombreuses substitutions au niveau et autour 

du déterminant "a" apparaissent chez ces mutants et sont décrites comme pouvant conférer une 

résistance à la vaccination. On peut citer les mutations G145R, A128V, Q129H/R, G130N, M133L/T, 

Y100C, Q101H (Chong-Jin et al., 1999) (Kay and Zoulim, 2007), ainsi que les mutations T125M, 

I126T, P127T, T131N, F134Y retrouvées dans une étude chez des enfants nés de mères porteuses de 

l’Ag HBs malgré une immunisation à la naissance (Velu et al., 2008).  

 

10.2 L'immunothérapie  
Les immunoglobulines spécifiques anti-HBs proviennent de donneurs immunisés contre le VHB. Elles 

sont utilisées pour l'immunisation passive après exposition au virus, en complément de la vaccination, 

notamment en cas de contamination accidentelle pour un sujet non vacciné et chez le nouveau né de 

mère porteuse de l'Ag HBs. Ces immunoglobulines ne confèrent qu'une protection transitoire et 

doivent être relayées par les anticorps induits par la vaccination.  
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Le Virus de l'Immunodéficience Humaine 

1 Historique  
En juin 1981, le Syndrome d'Immunodéficience Acquise, ou SIDA, est décrit pour la première fois 

chez des jeunes homosexuels américains (Gottlieb et al., 1981). En 1983, une équipe de recherche 

française codirigée par les professeurs Françoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier va identifier un 

nouveau virus à l'origine de ce syndrome : le virus de l'immunodéficience acquise ou VIH-1 (Barré-

Sinoussi et al., 1983). Cette découverte a été couronnée par l'attribution du Prix Nobel de médecine en 

2008. En 1986, le VIH-2 est isolé chez deux patients portugais ayant séjournés en Afrique de l'ouest 

(Clavel et al., 1986). De nombreuses molécules efficaces contre le virus ont depuis vu le jour comme 

la zidovudine en 1985 et l'apparition des antiprotéases en 1995. La création de vaccins préventifs anti-

VIH est l'objectif attendu dans les prochaines années. 

 

2 Structure et organisation génomique du VIH 
Le VIH appartient à la famille des Retroviridae. Cette famille se caractérise par son génome à ARN, la 

présence d'une transcriptase inverse et son intégration au sein du génome cellulaire sous forme d'ADN 

proviral. On distingue trois sous familles :  

 les oncovirus : associés à des tumeurs et des leucémies,  

 les lentivirus : associés à des maladies à évolution lente par destruction des cellules infectées, 

 les spumavirus, associés à aucune pathologie connue. 

 

 Le VIH est un lentivirus. Il existe deux sous types : le VIH-1, à l'origine de la pandémie actuelle et le 

VIH-2. L'homologie entre ces deux virus au niveau génomique est de l'ordre de 50% (Charpentier et 

al., 2011). 

 

2.1 Structure du VIH 
Le VIH est un virus enveloppé de 120 nm de diamètre à acide ribonucléique (ARN) comportant 

environ 9600 paires de bases. La particule virale est composée de plusieurs éléments (figure 30) :  

 L'enveloppe : formée d'une double couche lipidique d'origine cellulaire et de deux 

glycoprotéines (gp) virales. Les protéines sont désignées par leur poids moléculaire. La 

glycoprotéine de surface, gp120, présente un poids moléculaire de 120 kDa et la glycoprotéine 
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transmembranaire, gp41, présente un poids moléculaire de 41 kDa. Une matrice protéique, 

contenant les protéines p17 est présente sur la face interne de l'enveloppe. 

 La capside, en forme de trapèze, et la nucléocapside : composées respectivement des protéines 

p24 et p7. Elles renferment le génome viral ainsi que les trois enzymes nécessaires à la 

réplication. 

 Le génome viral : composé de deux molécules d'ARN simple brin de polarité positive et 

protégé par la nucléocapside. 

 La transcriptase inverse ou RT : enzyme (p51/66) qui permet la transcription de l'ARN viral 

en ADN double brin et qui ne possède pas d'activité correctrice.  

 L'intégrase : enzyme (p32) qui permet l'intégration de l'ADN viral dans le génome cellulaire. 

 Les protéases : enzymes (p11) qui permettent la maturation des protéines.    

 

Les poids moléculaires des protéines et enzymes sont différents entre le VIH-1 et VIH-2. Les 

glycoprotéines d'enveloppe du VIH-2 sont les gp105 et gp36. 

 

 

 Figure 30 : Structure du VIH-1 (J.M Huraux et al., 2003) 
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2.2 Organisation génomique du VIH 
Comme tous les Retroviridae, le génome est composé de trois gènes de structures : gag, pol et env et 

de nombreux gènes régulateurs (figure 31).  

Le gène gag code pour les protéines de matrice, de capside et de nucléocapside. Le gène pol code pour 

les trois enzymes nécessaires à la réplication, à savoir la transcriptase inverse, l'intégrase et les 

protéases. Enfin, le gène env code pour les glycoprotéines d'enveloppe gp120 et gp41. 

Les gènes régulateurs vont coder des protéines qui interagissent avec le cycle de réplication viral dans 

les cellules infectées. Parmi ces gènes, on peut citer les gènes tat, vif, vpr, rev, nef et vpu. 

A chaque extrémité du génome, des séquences répétées nommées long terminal repeat (LTR) sont 

retrouvées et jouent un rôle dans l'intégration du virus et dans l'initiation de sa transcription 

(Charpentier et al., 2011).   

 

 

Figure 31 : Organisation du génome du VIH-1 (Amiel and Schneider, 2011) 

 

3 Cycle de réplication du VIH  
Le cycle de réplication du VIH, (figure 32), a lieu essentiellement dans les cellules qui expriment à 

leur surface la molécule CD4 : à savoir les lymphocytes T helper et les cellules présentatrices de 

l'antigène, comme les macrophages ou les monocytes, les cellules de Langerhans ou encore les cellules 

dendritiques.  

 

3.1 Entrée du virus dans la cellule 
L'interaction entre la gp120 et la molécule CD4 va permettre l'attachement du virus à la cellule cible. 

La liaison CD4-gp120 a une très forte affinité. Cette fixation engendre une modification de 

conformation de la gp120 par clivage protéolytique de la boucle V3. Ainsi, la gp120 peut se lier à des 

protéines en surface : les corécepteurs CCR5 ou CXCR4. La gp41, par un changement de 
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conformation, libère son peptide de fusion, ce qui permet la fusion entre l'enveloppe virale et la 

membrane cellulaire. La capside est alors libérée à l'intérieur de la cellule. 

Le choix du corécepteur va définir le tropisme viral : les virus qui utilisent le corécepteur CCR5 sont 

nommés virus R5 et ceux qui utilisent le corécepteur CXCR4, les virus X4. Au début de l'infection, le 

tropisme R5 est prédominant et les virus infectent de manière préférentielle les monocytes et 

macrophages. Au fur et à mesure de l'évolution de l'infection, le tropisme R5 diminue au profit du 

tropisme X4 où les lymphocytes T sont contaminés. 

 

3.2 Transcriptase inverse 
Une fois entrée dans la cellule, les deux brins d'ARN sont rétrotranscrits en ADN dans le cytoplasme 

par la transcriptase inverse. L'activité RNase de la RT va dégrader le modèle ARN viral, et par sa 

fonction d'ADN polymérase ADN dépendante, la RT permet la formation d'un ADN double brin 

linéaire : l'ADN proviral.  

 

3.3 Intégration  
Cet ADN passe dans le noyau et va être intégré dans le génome de la cellule hôte par un clivage de 

l'ADN chromosomique grâce à l'activité de l'intégrase.   

 

3.4 Transcription et traduction  
Après intégration de l'ADN proviral et suite à l'activation de la cellule, l'ARN polymérase II cellulaire 

permet la transcription du génome viral en ARN messager (ARNm). L'ARNm viral migre du noyau 

vers le cytoplasme où une maturation (ou épissage) a lieu. Les ARNm, qui codent pour les différentes 

protéines virales, sont produits par épissage et les ARNm non épissés constituent l'ARN génomique. 

En premier lieu, les protéines régulatrices (tat, nef, rev) sont produites, puis les protéines de structures 

sont synthétisées.  

 

3.5 Assemblage et maturation  
Les polyprotéines vont être clivées par la protéase virale et vont ainsi former la nucléocapside. Un 

assemblage de tous les éléments créés permet la formation de particules virales non infectieuses ou 

immatures. Ces particules sortent de la cellule par bourgeonnement et achèvent leur maturation grâce à 

l'action de la protéase virale. Ainsi, les particules virales deviennent infectieuses et sont capables de 
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contaminer d'autres cellules. La vitesse de réplication du virus en l'absence de traitement est de 1010 

particules virales produites par jour (Wei et al., 1995).  

 

 

Figure 32 : Cycle de réplication du VIH (Charpentier et al., 2011) 

Légende : 1 = entrée dans la cellule, 2 = étape de transcription inverse, 3 = intégration de l'ADN proviral, 4 = transcription 
puis traduction de l'ARNm, 5 = Assemblage, maturation des particules et bourgeonnement.  

 

4 Variabilité du VIH 
Par l'interaction de plusieurs facteurs, le VIH bénéficie d'une grande variabilité génétique. Parmi ces 

facteurs, on peut citer : un taux de réplication élevé, un fort taux de recombinaison génétique par 

échange de matériel entre deux molécules d'ARN au moment de la rétrotranscription (Ramirez et al., 

2008) et un taux élevé d'erreur de la RT qui n'a pas d'activité correctrice. Le taux d'erreur de la RT est 
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de 10-4 (Pathak and Temin, 1990), ce qui est à l'origine d'environ une erreur par cycle de réplication. 

L'association de tous ces éléments a favorisé l'hétérogénéité du virus au cours de son évolution. 

 

4.1 Origine du VIH 
Le VIH est proche des virus simiens (SIV) retrouvés chez les primates non humains (figure 33). De 

multiples transmissions zoonotiques de SIV du singe à l'Homme ont été décrites et semblent être à 

l'origine de l'épidémie de VIH (Sharp and Hahn, 2011). Il existe deux types de VIH, le VIH-1 et le 

VIH-2, dont l'origine est différente. Par des études phylogénétiques, il a été démontré que le SIV des 

chimpanzés et des gorilles sont les ancêtres du VIH-1 (Gao et al., 1999) (Van Heuverswyn et al., 

2006), alors que le VIH-2 est proche du SIV retrouvé chez les macaques (Hirsch et al., 1989).    

 

 

Figure 33 : Origines du VIH (Sharp and Hahn, 2011) 

 

4.2 Classification du VIH 
Le classification du VIH, basé sur l'étude des séquences génétiques, est complexe. On parle de types 

(VIH-1 et VIH-2), de groupes, de sous-types, de sous-sous-types et de formes recombinantes 
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circulantes et uniques. Le VIH-1 est à l'origine de l'épidémie actuelle car il représente 95% des 

infections dans le monde. Il est divisé en quatre groupes : M (Major), O (Outlier), N (non M et non O) 

et le groupe P. Le VIH-1 groupe M est le plus répandu et le plus diversifié. Il est divisé en neuf sous-

types (A, B, C, D, F, G, H, J, K) eux-mêmes parfois divisés en sous-sous-types (par exemple de A1 à 

A4 pour le sous-type A). Entre les souches d'un même sous-type, la variation génétique est inférieure à 

17%. Elle est de 17 à 35% entre les différents sous-types. La présence de nombreux virus 

recombinants a été observée et a rendu le classement plus complexe. On parle de formes circulantes 

recombinantes (CRF) lorsque le virus est identifié chez au moins trois individus sans lien 

épidémiologique entre eux sans quoi on parle de formes recombinantes uniques (URF). Plus de 

cinquante CRF sont décrites à l'heure actuelle. Un numéro est présent sur les CRF, donné selon l'ordre 

de la découverte. De plus, une extension indique les sous-types concernés par la CRF (exemple: 

CFR02-AG est la deuxième forme circulante recombinante découverte et implique les sous-types A et 

G). Si trois ou plusieurs sous-types ou même CRF sont présents au sein du génome, le terme "cpx" 

pour complexe est utilisé. Enfin, il ne faut pas oublier qu'au sein d'un même organisme, le virus est 

présent sous forme de quasi-espèces. Ces espèces sont proches génétiquement mais leur diversité est 

due à l'activité non correctrice de la RT.   

Le VIH-2 comporte huit sous-types (A-H). Il reste moins diversifié que le VIH-1 ce qui peut être 

expliqué par une capacité réplicative plus faible. De plus, le VIH-2 est moins transmissible et est 

associé à une plus lente évolution de la maladie (Martine Peeters and Chaix, 2013).       

 

4.3 Distribution géographique du VIH 
Les différents sous-types sont répartis inégalement à travers le monde (figure 34). Les variants du 

VIH-1 groupe M sont les plus répandus. Le sous-type C est le plus fréquemment retrouvé, il représente 

à lui seul 48% des souches isolées chez les patients infectés. Il est surtout présent en Afrique Australe, 

en Océanie et en Asie. Le sous-type B, qui correspond à la première souche de VIH isolée, est le sous-

type majoritaire en Europe occidentale, en Australie ainsi que dans le continent américain et 

représente 12% des souches isolées. La mise en place de tests sérologiques ou de charge virale et 

l'efficacité des antirétroviraux ainsi que la majorité des connaissances acquises sur le VIH ont été 

obtenues par l'étude de ce sous-type. Le sous-type A est présent surtout en Afrique de l'Est et 

représente 12% des infections. Les formes recombinantes concernent 20% des souches isolées et la 

forme la plus fréquente est le CRF02-AG avec une prévalence de 8% surtout retrouvée en Afrique de 

l'Ouest.  

La plus grande diversité génétique du VIH se trouve en Afrique centrale, épicentre de l'épidémie.  
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L'épidémie liée au VIH-2 est restreinte à l'Afrique de l'Ouest et concerne 5% de la population 

mondiale infectée (Martine Peeters and Chaix, 2013).   

 

Figure 34 : Distribution géographique mondiale des différents sous types de VIH (Ariën et al., 2007) 

 

5 Epidémiologie 

5.1 Modes de transmission du VIH 
Le VIH est un virus fragile qui ne peut se transmettre que par contact étroit. Il est retrouvé dans 

différents liquides biologiques comme le sang, le sperme, les sécrétions vaginales, le lait et les liquides 

amniotique, broncho-alvéolaire ou céphalorachidien. Trois principaux modes de transmission du virus 

existent : les rapports sexuels, la transmission par le sang et la transmission de la mère à l'enfant soit 

pendant la grossesse, au cours de l'accouchement ou durant l'allaitement. La transmission sexuelle par 

rapports hétérosexuels est le principal mode de transmission au niveau mondial (Desenclos et al., 

2013).  

 

5.2 Epidémiologie mondiale   
Les données épidémiologiques publiées dans le rapport 2013 d'ONUSIDA estiment que le nombre de 

personnes vivant avec le VIH dans le monde est de 35 millions (figure 35). Plus de 60% de la 

population infectée est originaire d'Afrique subsaharienne, considérée comme le noyau de l'épidémie 
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du VIH. La plus forte prévalence de patients contaminés se situe en Afrique du Sud avec plus de 15% 

de la population concernée (figure 36). Cependant, l'épidémie touche toutes les régions du monde à un 

niveau différent. Ainsi, le taux de prévalence est proche de 1% dans l'Europe de l'Est, l'Asie centrale et 

aux Caraïbes. Le nombre de nouveaux cas de contamination par le VIH est estimé à 2,1 millions de 

personnes et on considère que le virus serait responsable de 1,5 millions de décès en 2013. Depuis la 

généralisation des antirétroviraux, la mortalité due au VIH a considérablement chuté. La maladie est 

devenue chronique, toujours mortelle mais contrôlable.      

 

 

Figure 35 : Estimation du nombre d'adultes et d'enfants infectés par le VIH en 2013 (ONUSIDA, 2013) 

 

5.3 Epidémiologie en France 
Environ 150 000 personnes sont infectées par le VIH en France ce qui représente une prévalence de 

0,23%. On estime que 10 à 20% des personnes séropositives ignorent leur statut sérologique vis-à-vis 

du virus. Depuis 2003, l'infection par le VIH est une maladie à déclaration obligatoire. Près de 6 100 

nouveaux cas sont dénombrés chaque année, soit environ 15 par jour et ce chiffre reste stable depuis 

plusieurs années. Chez les hétérosexuels, l'incidence tend à la diminution alors que l'épidémie chez les 

homosexuels n'est pas maîtrisée et le nombre de cas augmente depuis dix ans (Cazein F et al., 2015).  
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Figure 36 : Prévalence de l'infection par le VIH (ONUSIDA, 2013) 

 

6 Physiopathologie 

6.1 Les cellules cibles 
Les cellules cibles du VIH expriment à la fois le marqueur CD4 et l'un des deux corécepteurs CCR5 

et/ou CXCR4. Dans le cas de l'expression conjointe des deux corécepteurs, on parle de virus à double 

tropisme.  

Lors de la primo-infection, les cellules de Langerhans au niveau des muqueuses génitales jouent un 

rôle important dans l'entrée du virus dans l'organisme. Elles expriment le corécepteur CCR5 et, une 

fois contaminées par des souches R5, sont à l'origine d'une réponse immunitaire de grande ampleur 

avec sécrétion de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. Ces cytokines permettent le 

recrutement d'autres cellules immunitaires pour combattre le virus, comme les cellules dendritiques ou 

les macrophages. Paradoxalement, cet événement va favoriser la dissémination du virus à travers ces 

cellules. Les cellules dendritiques et les cellules de Langerhans, qui sont des cellules présentatrices 

d'antigènes, vont migrer vers les ganglions et transmettre le virus aux lymphocytes T CD4. Le virus va 
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coloniser rapidement le tissu lymphoïde associé aux muqueuses qui contient la plus grande partie des 

LT CD4 de l'organisme. Ainsi, peu de temps après la contamination, le virus s'est dispersé dans les 

différents réservoirs anatomiques.  

Dans les cellules présentatrices d'antigènes, le virus peut se répliquer sans produire d'effets 

cytopathogènes. Ces cellules ont un rôle de réservoir du virus dans l'organisme. A l'inverse, les LT 

CD4 infectés de manière active ont une durée de vie brève de 48 heures. Les LT CD4 mémoires 

peuvent survivre à l'infection. Dans ce cas, l'ADN proviral est intégré et le virus ne se réplique pas. 

Ces cellules mémoires ont une durée de vie prolongée et constituent le réservoir principal du virus 

(ASSIM, 2013).  

 

6.2 Immunopathologie 
Trois stades cliniques sont décrits au cours de l'infection par le VIH : la primo-infection, la phase 

asymptomatique et la phase SIDA (figure 37).          

 

 

Figure 37 : Évolution du taux de LT CD4 et de la charge virale au cours de l'infection par le VIH (Coffin 
and Swanstrom, 2013) 
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Le VIH est responsable de la destruction des LT CD4, qui sont les chefs d'orchestre du système 

immunitaire.    

Durant la primo-infection, le VIH va provoquer une perte profonde et irréversible de LT CD4 au 

niveau de la muqueuse intestinale rendant la translocation bactérienne possible par la perte d'intégrité 

de la barrière intestinale. Une réponse immunitaire très forte se met en place avec une activation des 

LT CD4 et LT CD8 spécifiques du VIH qui persiste tout le long de l'infection. La présence de 

protéines virales, comme la gp120, renforce l'activation lymphocytaire systémique.  

Durant la phase asymptomatique, le taux de LT CD4 va décroitre progressivement jusqu'au stade 

SIDA caractérisé par des infections opportunistes et/ou l'apparition de tumeurs conduisant au décès du 

patient.  

La déplétion des LT CD4 peut être expliquée par l'interaction entre plusieurs mécanismes :  

 l'effet cytolytique direct du VIH sur les LT CD4, 

 la destruction des LT CD4 infectés par les LT CD8 cytotoxiques spécifiques, 

 l'apoptose de LT CD4 non infectés liée à l'activation chronique du système immunitaire, 

 le défaut de régénération des LT CD4 par épuisement du stock dans le thymus. 

Le déficit en LT CD4 va provoquer une diminution des réponses immunitaires adaptatives T et B 

contre les pathogènes. Ainsi, un déficit immunitaire létal va naître, créant un état d'inflammation 

chronique délétère pour l'ensemble de l'organisme (figure 38).  

Des anomalies fonctionnelles des LT CD4 apparaissent en plus des anomalies quantitatives. En effet, 

ces cellules perdent leur capacité de prolifération et de production d'IL2. De plus, elles ont une 

sensibilité augmentée à l'apoptose.  

Des taux de cytokines pro-inflammatoires élevés sont retrouvés suite à l'hyperactivation du système 

immunitaire. Ces cytokines auto-entretiennent l'inflammation et sont responsables d'un vieillissement 

accéléré et du vieillissement prématuré du système immunitaire (ASSIM, 2013).   

 

6.3 Réponses immunitaires mises en place contre le VIH 

6.3.1 Réponse humorale 

Une réponse humorale est activée suite à l'infection par le VIH. Les premiers anticorps apparaissent 

trois à douze semaines après la contamination. Ces anticorps, produits par les lymphocytes B, sont 

dirigés contre toutes les protéines d'enveloppe et de capside du VIH. Ils ne sont pas protecteurs car ils 

ont une faible activité de neutralisation du fait de la variabilité importante des glycoprotéines 

d'enveloppe. Ainsi, le virus peut échapper à la pression immunitaire en modifiant les épitopes 
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reconnus par les anticorps. La détection de ces anticorps permet de poser le diagnostic par des tests 

appropriés.  

 

6.3.2 Réponse cellulaire 

Les LT CD8 jouent un rôle essentiel dans le contrôle initial de l'infection par le VIH. Ils permettent 

une réduction considérable de la réplication virale en détruisant les cellules infectées. La variation des 

épitopes ciblés par les LT CD8 impose une constante adaptation des réponses immunitaires. Ainsi, lors 

de modifications épitopiques, les LT CD8 initialement présents décroissent et de nouveaux LT CD8 

apparaissent, induisant une nouvelle pression de sélection. Une course-poursuite est engagée entre la 

réponse CD8 spécifique et le virus tout au long de l'infection, ce qui va "épuiser" le système 

immunitaire (figure 38).  

L'adaptation des réponses B et T spécifiques aux nouveaux variants viraux est progressivement limitée 

par le déclin des LT CD4 et finit par ne plus être présente dans le stade final de la maladie (Rouzioux 

et al., 2013).      

 

 

Figure 38 : Causes et conséquences de l’activation immunitaire au cours du VIH (Appay and Sauce, 2008) 
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6.4 Catégories cliniques du CDC 
Les patients sont classés en trois catégories (A, B, C) en fonction des évènements cliniques qui sont 

survenus au cours de l'évolution de la maladie (tableau 3).  

 

Tableau 3 : Classification de l'infection par le VIH pour les adultes et les adolescents (CDC, 1992) 

 

 

Dans la catégorie A, sont retrouvés : les patients en primo-infection symptomatique ou non, les 

patients ayant une infection VIH asymptomatique et les patients présentant une lymphadénopathie 

persistante généralisée. 

La catégorie B concerne les patients présentant des manifestations cliniques mineures liées au VIH, 

comme une candidose oropharyngée ou vaginale, un zona, un carcinome in situ.  

Enfin la catégorie C, qui correspond au stade SIDA, concerne les patients atteints par des maladies 

opportunistes comme la pneumocystose, la toxoplasmose, la tuberculose et des cancers comme la 

maladie de Kaposi et des lymphomes. 

   

7 Traitement  

7.1 Les molécules actives contre le VIH 
Depuis la découverte des antirétroviraux en 1987 et l'arrivée des inhibiteurs de protéase en 1996, la 

mortalité liée au VIH a fortement diminué. Actuellement, l'arsenal thérapeutique est composé de six 

classes d'antirétroviraux regroupant une vingtaine de molécules ciblant les différentes étapes du cycle 

de réplication virale (figures 39 et 40).  

 Les inhibiteurs nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse (INTI) : ce sont des analogues 

nucléos(t)idiques qui entrent en compétition avec les nucléotides cellulaires pour 

l'incorporation dans la chaîne d'ADN en élongation et bloquent l'activité de la RT.  
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 Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) : ce sont des 

molécules qui inhibent de façon non compétitive l'action de la RT par fixation à l'enzyme et 

modification de la conformation du site catalytique.  

 Les inhibiteurs de protéase : ce sont des molécules qui inhibent la maturation fonctionnelle 

des protéines virales entrainant la formation de virions immatures et non infectieux.  

 Les inhibiteurs d'intégrase : ce sont des molécules qui empêchent l'intégration de l'ADN 

viral dans le génome de la cellule hôte. 

 Les inhibiteurs de fusion : cette classe est composée d'une seule molécule, l'enfuvirtide, qui 

bloque la fusion entre les protéines d'enveloppe du VIH et le CD4 par fixation à la gp41.  

 Les inhibiteurs du corécepteur CCR5 : ces molécules agissent par compétition en se liant 

sur le corécepteur CCR5 et bloquant l'entrée du virus.  

 

 

Figure 39 : Cycle de réplication du VIH avec les sites d'actions des antirétroviraux (Ghosn and Katlama, 
2012) 

 

 



80 
 

 

Figure 40 : Liste des antirétroviraux disponibles (Morlat, 2013) 

 

 

7.2 Objectifs et indications du traitement  
D'après le rapport Morlat 2013, il est recommandé de proposer un traitement antirétroviral 

efficace à toutes les personnes vivant avec le VIH quel que soit le taux de CD4. 

Le traitement instauré doit faire appel à une trithérapie, dont le but est de potentialiser l'effet des 

antirétroviraux et d'éviter l'apparition de résistance. Les schémas thérapeutiques classiques sont les 

suivants :  

 2 INTI + 1 INNTI 

 2 INTI + 1 Inhibiteur de protéase boosté par le ritonavir 

 2 INTI + 1 Inhibiteur d'intégrase 

Le choix du schéma thérapeutique est établi selon les résultats du génotypage VIH. Les éléments de 

surveillance biologique et d'efficacité de traitement se font par le suivi de la CV VIH et du taux de 

LT CD4. Les objectifs thérapeutiques sont de bloquer la réplication virale à long terme (CV < 20 

copie/mL) et d'obtenir une restauration immunitaire (taux de LT CD4 > 500 mm3). L'atteinte de ces 

objectifs permet de stopper l'évolution de la maladie, d'augmenter la survie, d'améliorer la qualité de 

vie et de limiter la propagation du virus (Morlat, 2013).  

Malgré l'efficacité des antirétroviraux sur la réplication virale, ceux-ci n'ont aucun impact direct sur les 

cellules infectées latentes. L'infection par le VIH ne se guérit pas et est considérée comme une maladie 

chronique. Dans le but d'éradiquer le virus, de nouvelles approches thérapeutiques ciblant le réservoir 

viral sont en développement. L'apparition de vaccins préventifs anti-VIH, basés sur l'induction d'une 

réponse humorale à base d'Ac neutralisants à large spectre et d'une réponse cellulaire à base de LTc de 

forte affinité et de haute avidité, est l'objectif attendu dans les prochaines années (Girard et al., 2013).  
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La co-infection VIH/VHB 

 

L'infection par le VHB, responsable de lésions hépatiques sévères, est considérée comme une cause 

majeure de mortalité et de morbidité pour les patients séropositifs pour le VIH. De multiples données 

existent sur la co-infection VIH/VHB et sur l'impact de l'infection chronique par le VHB sur 

l'évolution de l'infection à VIH. L'interaction entre les deux virus est complexe et n'est pas encore 

totalement maîtrisée.    

 

1 Epidémiologie 
En raison des modes de transmission communs au VHB et au VIH, la co-infection est couramment 

observée dans le monde. Chez les patients séropositifs pour le VIH, 68% présentent une cicatrice 

sérologique de contage par le VHB avec un Ac anti-HBc positif (Lo Re et al., 2007). Le taux de 

prévalence de co-infection VIH/VHB dans la population VIH varie entre 5 à 80% selon les études et 

les zones étudiées. Dans les pays développés, où la prévalence de l'Ag HBs est faible, la co-infection 

est proche de 6%. Des taux proches de 26% et de 73% sont retrouvés respectivement dans de petites 

cohortes au Nigéria et en Ouganda (Peters, 2007) (Thio et al., 2013). D'après une étude multicentrique 

sur les patients VIH + et la co-infection VIH/VHB, une prédominance du génotype A (60%) est 

retrouvée chez les co-infectés. Cette étude démontre également qu'un taux de 50,4% de souches 

sauvages du VHB (Ag HBe +) est retrouvé dans la population co-infectée (Thio et al., 2013).  

Les dernières données épidémiologiques en France sur les co-infectés VIH/VHB remontent à 2004. 

Un marqueur de contact avec le VHB (Ac anti-HBc) était retrouvé chez 37,6% des personnes infectées 

par le VIH et la prévalence d'une infection active par le VHB (présence d'un Ag HBs et/ou d'une CV 

VHB positive) était de 7% (Larsen et al., 2008). L'incidence des infections par le VHB chez les 

personnes infectées par le VIH est difficile à estimer. La découverte d'un Ag HBs positif peut 

correspondre soit à une contamination récente, même chez les patients vaccinés en cas de perte de leur 

immunité protectrice (Ac anti-HBs < 10 mUI/mL), soit à une réactivation du VHB en cas 

d'immunodépression ou d'interruption thérapeutique par un antirétroviral actif sur le VHB. Les 

patients co-infectés en France, de même qu'au niveau mondial, sont plus fréquemment porteurs d'une 

souche de VHB sauvage que les patients mono-infectés par le VHB (46,4% vs 32,8%) (Piroth et al., 

2010).  
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2 Physiopathologie et interaction entre les deux virus  
De nombreuses études ont observé que la co-infection VIH/VHB augmentait la morbidité et la 

mortalité en comparaison à la mono-infection par le VIH ou le VHB. Les interactions entre le VIH, le 

VHB et le système immunitaire de l'hôte sont complexes. Les effets de chaque virus sur l'histoire de la 

maladie seront détaillés dans les chapitres suivants.  

 

2.1 Impacts du VIH sur l'hépatite B 
La co-infection VIH/VHB modifie l'histoire naturelle du VHB et aggrave le pronostic de l'hépatite B 

chronique (figure 41) (Joshi et al., 2011). La mortalité hépatique est dix-neuf fois supérieure chez les 

patients co-infectés par rapport aux patients mono-infectés par le VHB (Peters, 2007). Un taux de LT 

CD4 faible va favoriser le passage à la chronicité du VHB et accélère la progression de la maladie 

hépatique vers la fibrose, le développement de la cirrhose et le risque de CHC (Li et al., 2012). Une 

corrélation existe entre le taux faible de LT CD4 et la CV VHB élevée (Taffon et al., 2014). Le risque 

de passage du stade aigu au stade chronique est multiplié par cinq par rapport aux patients mono-

infectés par le VHB (Morlat, 2013). Les LT CD4 jouent un rôle essentiel dans la réponse immunitaire 

spécifique du VHB et dans la clairance virale. Ainsi, le VIH peut supprimer l'immunité spécifique 

anti-VHB. La co-infection s'accompagne d'une diminution des séroconversions spontanées des 

Ag HBe et Ag HBs (Taffon et al., 2014). Le niveau d'Ag HBs est plus élevé chez les patients ayant un 

taux de CD4 bas. La clairance de l'Ag HBs est dépendante de la réponse immunitaire en LT CD4 

(Jaroszewicz et al., 2012).   

Au cours de l'infection par le VIH, le système immunitaire est activé de façon constante et de 

nombreuses cytokines et facteurs de transcription pro-inflammatoires sont libérés. Il est décrit qu'au 

cours de la co-infection, les hépatocytes sont plus sensibles à l'apoptose. Les cellules stellaires 

hépatiques sont activées et vont sécréter du collagène impliqué dans la fibrose hépatique (Li et al., 

2012).  

Chez les co-infectés, l'association entre le taux faible de LT CD4 et l'hépatite B occulte a été observée 

(Li et al., 2012). Ces hépatites occultes résultent le plus souvent de mutations sur la région hydrophile 

majeure de l'Ag HBs à l'origine d'un défaut de détection de l'Ag HBs par les tests diagnostics. Enfin, la 

co-infection est associée à une augmentation de la fréquence des réactivations du VHB chez les 

porteurs inactifs du VHB liée à la persistance du génome viral sous forme d'ADNccc dans les 

hépatocytes infectés (Gilson et al., 1997). 
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Figure 41 : Effets de l'infection par le VIH sur l'hépatite B (Li et al., 2012) 

légende : HSCs = cellules stellaires hépatiques 

 

2.2 Impacts du VHB sur la progression de l'infection par le VIH 
Les résultats des différentes études publiées, concernant les effets du VHB sur l'évolution du VIH 

(figure 42), sont assez contradictoires. La plupart d'entre elles s'accordent pour dire qu'il ne semble 

globalement pas y avoir de retentissement du VHB sur l'évolution immuno-virologique de l'infection 

par le VIH. Cependant, une étude a montré que la diminution des LT CD4 et l'augmentation de la CV 

VIH étaient plus importantes chez les co-infectés que chez les mono-infectés par le VIH lors des 

phases d'interruption thérapeutique (Dore et al., 2010). Par ailleurs, il a été démontré in vitro, que le 

VHB peut accroitre la réplication du VIH par l'activation de la transcription des Long Terminal Repeat 

(LTR) via la protéine HBx (Li et al., 2012). De plus, au cours de l'infection par le VHB et le VIH, les 

deux virus agissent en synergie pour activer le système immunitaire en continu. Ce phénomène peut 

expliquer la déplétion plus sévère des LT CD4 retrouvée chez les co-infectés (Li et al., 2012). 

Paradoxalement, le VHB peut inhiber la dissémination du VIH via les cellules dendritiques. En effet, il 

a été démontré, d'une part, que les particules virales du VHB, composées de l'Ag HBs, inhibent la 

maturation des cellules dendritiques (Op den Brouw et al., 2009). Or, ce sont les cellules dendritiques 

matures qui favorisent la transmission du VIH aux autres cellules. D'autre part, la présence de 

l'Ag HBs de façon chronique est associée à une diminution de l'expression des Toll-like receptor 2 

(TLR-2) par les cellules mononuclées sanguines périphériques (Riordan et al., 2006). Cela permet 
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entre autre d'inhiber l'entrée du VIH dans les cellules dendritiques immatures et d'affaiblir la 

transmission de novo aux LT CD4 (Thibault et al., 2009).    

 

 

Figure 42 : Effets de l'infection par le VHB sur la progression de l'infection par le VIH (Li et al., 2012) 

légende : DC = cellule dendritique, iDCs = DCs immatures, mDCs = DCSs matures. 

 

Pour finir, il est intéressant de préciser que depuis la généralisation des antirétroviraux et la prise en 

charge multidisciplinaire de ces patients co-infectés, la morbi-mortalité a diminué par rapport aux 

patients non traités (Joshi et al., 2011).  

 

3 Prise en charge thérapeutique 

3.1 Objectifs et indications thérapeutiques 
Chez tout patient détecté séropositif pour le VIH, la recherche de marqueurs d'infection par le VHB 

doit être systématique (Morlat, 2013). De même, chez tout patient porteur de l'Ag HBs et avant 

instauration d'une thérapie anti-VHB, une sérologie VIH doit être réalisée (EASL, 2012).   

L'objectif thérapeutique est identique à celui d'une mono-infection par le VHB, c'est-à-dire obtenir une 

CV VHB indétectable à long terme et idéalement une négativation de l'Ag HBs, ce qui est d'autant 

plus rare en cas d'infection par le VIH. 

Le traitement antirétroviral doit être instauré le plus rapidement possible chez tous les patients vivants 

avec le VIH co-infectés par le VHB quel que soit le taux de LT CD4. Des molécules ayant une double 

activité anti-VIH et anti-VHB doivent être incluses dans le traitement. En cas de co-infection, 
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l'indication du traitement ne tient pas forcément compte des facteurs habituellement utilisés chez les 

patients ayant une mono-infection au VHB (ALAT, CV VHB, importance des lésions nécrotico-

inflammatoires) (Morlat, 2013). Les molécules efficaces sur les deux virus sont : TDF, 3TC, FTC, 

ETV. Les résistances du VIH et du VHB sont indépendantes vis-à-vis de ces molécules. 

 

3.2 Stratégies thérapeutiques  
L'utilisation du TDF doit être privilégiée. Il doit être prescrit si possible en association avec le 3TC ou 

le FTC. Du fait de la barrière génétique de résistance très élevée de cette molécule, le TDF peut être 

utilisé comme seul agent anti-VHB. Il doit cependant toujours être combiné à d'autres molécules 

antirétrovirales efficaces sur le VIH.  

ETV peut être utilisé chez les patients intolérants au TDF. Mais il doit toujours être combiné à d'autres 

molécules anti-VIH, du fait de sa faible activité vis-à-vis de ce virus. L'efficacité est limitée chez les 

patients présentant une exposition à long terme au 3TC en monothérapie anti-VHB (risque de 

mutations sur le gène de la polymérase au niveau du motif YMDD). Dans ce cas, le traitement associé 

par 3TC ou FTC devra être arrêté du fait des résistances croisées. La posologie de l'ETV est de 0,5 mg 

une fois par jour. En cas de mutation, elle est de 1 mg une fois par jour et son utilisation reste associée 

à un risque élevé d'échec virologique.  

L'utilisation du 3TC et du FTC est à proscrire en monothérapie anti-VHB.  

Dans les très rares cas où un traitement anti-VIH n'est pas instauré, les molécules anti-VHB sans 

activité sur le VIH (Peg-IFN, ADF, LdT) pourront être utilisées après avis spécialisé.  

Les molécules anti-VIH et anti-VHB, prescrites dans le cadre des combinaisons antirétrovirales, ne 

doivent pas être arrêtées chez les patients co-infectés VIH/VHB. Toute interruption de ces molécules 

comporte un risque majeur de réactivation du VHB, parfois sous la forme d'hépatite aiguë sévère voire 

fulminante. Exceptionnellement, un arrêt des agents anti-VHB peut être envisagé après avis spécialisé, 

mais seulement en cas de très bon contrôle virologique du VHB (six mois après une séroconversion 

HBs) et s'il existe un inconvénient à poursuivre le traitement. En effet, une réactivation virale est 

possible à l'arrêt des agents anti-VHB, malgré la séroconversion, par l'intermédiaire de l'ADNccc 

persistant dans le génome cellulaire (Morlat, 2013).      

La surveillance de l'efficacité des traitements se fait par le suivi de la CV VHB et des taux quantifiés 

des Ag HBe (si souche sauvage) et des Ag HBs. La diminution de ces taux peut être prédictive de la 

séroconversion des Ag HBe et Ag HBs trois à six ans après le début du traitement (Zoutendijk et al., 

2012).  
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 La prise en charge des patients co-infectés par des antirétroviraux actifs sur les deux virus ont modifié 

les effets négatifs du VIH sur l'hépatite B chronique. En effet, il a été démontré que la sévérité de la 

maladie hépatique était moins importante chez les co-infectés que chez les mono-infectés par le VHB. 

Ce qui est probablement une conséquence de l'utilisation à long terme des antirétroviraux actifs sur le 

VHB, notamment le TDF (Piroth et al., 2015).    

Cependant, aucun traitement à ce jour n'est capable d'éradiquer aussi bien le VIH que le VHB. Des 

molécules strictement anti-VHB, constitueront une avancée thérapeutique très attendue, tout comme le 

vaccin contre le VIH. 
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Partie 2 : Travail personnel  
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Objectifs du travail  

 

En raison notamment de la persistance de l'ADNccc dans les hépatocytes, les traitements actuels ne 

permettent pas d'éliminer le VHB. Les glycoprotéines d'enveloppe virales, jouant un rôle important 

dans la réaction immunitaire de l'hôte, ainsi que dans l'entrée du virus dans les cellules, sont des cibles 

thérapeutiques potentielles contre le VHB. Des épitopes spécifiques des lymphocytes B et T sont 

présents sur les protéines codées par les gènes préS1, préS2, S. Des mutations retrouvées sur ces 

épitopes ont déjà été décrites comme étant responsables d'un échappement immunitaire pouvant 

favoriser la persistance de l'infection.  

Notre objectif est d'étudier l'influence de la variabilité des glycoprotéines d'enveloppe du VHB sur la 

clairance de l'Ag HBs chez des patients co-infectés VIH/VHB traités par analogues nucléos(t)idiques 

efficaces sur le VHB. 

Nos travaux visent notamment à mettre en évidence des signatures moléculaires au sein des protéines 

d'enveloppe du VHB ayant un lien avec la clairance ou la persistance de l'Ag HBs chez des patients 

co-infectés VIH/VHB. Ces signatures moléculaires pourraient permettre de définir des sites essentiels 

des glycoprotéines d'enveloppe du VHB à cibler par des inhibiteurs d'entrée. 

Pour chaque patient sélectionné, le séquençage des gènes préS1, préS2 et S codant pour les 

glycoprotéines S, M et L d’enveloppe a été réalisé. 

Les résultats du séquençage préS/S du VHB des patients présentant une clairance de l'Ag HBs, ont été 

comparés aux résultats de patients contrôles présentant une persistance de l'Ag HBs, ainsi qu'aux 

données de la littérature.  

L'analyse des données a notamment porté sur l'impact de ces mutations sur l'antigénicité. 
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Matériel et méthode 

1 Sélection des patients 
Notre étude a porté sur des patients co-infectés de façon chronique par le VIH et le VHB, sélectionnés 

uniquement sur le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Nancy au sein du service de Maladies 

Infectieuses et Tropicales (Pr May, Pr Rabaud). Nous avons étudié un groupe de patients d'intérêt 

ayant présenté une clairance de l'Ag HBs, on parle alors d'hépatite B résolue (Ag HBs négatif, charge 

virale VHB négative). Il s'agit de patients rares, c'est pourquoi notre effectif est assez limité.  

Le logiciel GLIMS (logiciel informatique pour la gestion des résultats des analyses de biologie 

médicale) nous a permis de sélectionner les patients en réalisant une extraction des données sur des 

patients hospitalisés dans le service des Maladies Infectieuses et Tropicales. 

Pour l'extraction, les critères retenus étaient les suivants : présence de l'Ac anti-HBc (indicateur de 

contact avec le VHB) et présence d'un marqueur d'infection par le VIH, une charge virale (CV) 

positive pour le VIH ou une sérologie positive. Une fois les patients triés selon la présence ou 

l'absence de l'Ag HBs, nous avons recherché pour chacun d'entre eux s'il y avait une CV VHB positive 

dans les antériorités des patients. Cela a permis de trouver une trentaine de patients et de distinguer les 

patients d'intérêt ayant présenté une clairance de l'Ag HBs, des patients contrôles chez lesquels 

l'Ag HBs persiste. Nous avons par la suite recherché dans la sérothèque du laboratoire de virologie, les 

sérums de ces patients avec une CV VHB positive nécessaire pour le séquençage. Nous avons par 

ailleurs vérifié que ces patients n'avaient pas de sérologie positive concernant le virus de l'hépatite C et 

le virus de l'hépatite Delta. 

 

Une fois les patients inclus dans la cohorte, nous avons recherché leurs antécédents biologiques pour 

le suivi du VIH et du VHB. Nous avons utilisé le logiciel Nadis, dédié aux patients VIH, qui permet de 

suivre ces patients d'un point de vue thérapeutique et biologique. Nous avons pu récupérer des données 

concernant les traitements anti-VIH et anti-VHB utilisés chez ces patients. Finalement, quatorze 

patients ont été retenus dans cette étude, les autres ayant été éliminés par défaut d'appariement, de 

sérums suffisants ou d'informations nécessaires à l'inclusion. 

Notre population d'intérêt est donc constituée de quatre patients avec une CV VHB indétectable et une 

clairance de l'Ag HBs et chez qui on retrouve une CV VIH indétectable. Nous les avons comparés à 

des patients contrôles co-infectés VIH/VHB mais avec une persistance de leur Ag HBs et appariés 

selon l'âge, le sexe et le génotype du VHB. Il faut préciser que le génotype du VHB n'est obtenu 

qu'après séquençage, or un certain nombre de patients n'ont pu être apparié à leur patient d'intérêt du 
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fait de la différence des génotypes. Nous avons donc retrouvé une petite population de génotype E 

dont nous avons étudié les caractéristiques.  

 

2 Réalisation des sérologies et charges virales VHB  
Pour certains patients, nous avons récupéré des sérums anciens sans connaissance de leur statut 

sérologique pour le VHB à cette époque. Nous avons donc vérifié leur statut sérologique pour les 

marqueurs du VHB sur l'automate Architect i2000sr (Abbott) avec la recherche des trois marqueurs 

Ac anti-HBc, Ac anti-HBs et Ag HBs. Cet automate travaille avec des techniques de 

chimioluminescence où des billes sont recouvertes d'antigènes ou d'anticorps selon le paramètre et où 

le signal mesuré est proportionnel à l'analyte recherché. Si le statut sérologique correspondait au profil 

recherché, nous réalisions une CV sur l'automate Cobas 2000 (Roche). La CV était réalisée avec une 

dilution au demi pour préserver le maximum de sérum. L'automate réalise une extraction automatisée 

et une PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel selon le principe des sondes Taqman (Figure 

43). Les sondes sont marquées à leur extrémité 5’ par un fluorochrome émetteur (reporter) et à leur 

extrémité 3’ par un fluorochrome suppresseur (quencher) qui inhibe l’émission du reporter lorsqu’ils 

sont à proximité l'un de l'autre. Au cours de la PCR, si la sonde est hybridée sur sa cible, elle est 

hydrolysée par l’ADN polymérase. Le reporter ainsi séparé du quencher émet un signal proportionnel 

au nombre de sondes hydrolysées, mesurable au moment de l’élongation. Nous en déduisons par la 

suite une charge virale en UI/mL grâce à une extrapolation par rapport à un calibrant. Nous avions 

besoin d'un volume de sérum de 300 µL pour la CV et 300 µl pour la sérologie.  

Lorsque la CV était positive et en quantité suffisante pour la suite (> 2 log d'UI/mL), nous avons 

réalisé chez tous les patients de l'étude le séquençage des gènes préS1, préS2 et S qui codent pour les 

glycoprotéines d'enveloppes. 
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Figure 43 : Principe des sondes Taqman (d'après http://www.ilm.pf/) 

 

3 Extraction des acides nucléiques : automate Easymag 
La première étape est l’extraction de l’ADN du virus à partir des échantillons patients. On utilise pour 

cela l’automate NucliSENS© easyMAG de Biomérieux qui permet d’extraire les acides nucléiques 

AN (ADN et ARN) à partir de différents types de prélèvements liquides (plasma, sérum, sang total, 

urine, LBA, aspirations nasales, crachat, liquide amniotique, LCR…). 

 

3.1 Principe   
L’échantillon est dans un premier temps mélangé à un tampon de lyse contenant du thiocyanate de 

guanidine, un puissant agent dénaturant où toute matière cellulaire, particule virale, bactérie ou 

champignon présent se rompra à son contact libérant ainsi les AN. Le tampon de lyse neutralise 
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également les nucléases présentes dans l'échantillon. Le processus d'extraction est déclenché en 

ajoutant de la silice magnétique à l'échantillon lysé. Les conditions salines élevées provoqueront la 

fixation des AN à la silice magnétique. La silice magnétique est ensuite lavée à plusieurs reprises au 

moyen de deux tampons de lavage. Puis, les acides nucléiques sont libérés de la silice magnétique et 

concentrés dans un volume spécifique de tampon d'élution. Ce processus d’élution est accéléré par le 

rinçage à haute température de la silice magnétique dans le tampon. Les billes sont ensuite séparées du 

tampon d’élution grâce au système d’aimantation. La solution obtenue concentrée en ADN viral peut 

être conservée à -20°C pour une utilisation ultérieure (Figure 44). 

 

3.2 Technique   
Nous avons généralement réalisé l’extraction à partir de 500 µl de sérum patient et élué les AN dans 

un volume final de 50 µl.  

Pour certains patients dont la CV était faible (< 3,5 log d'UI/mL), nous avons procédé à une étape 

préalable de centrifugation à 24 000 g pendant 30 minutes puis élué dans un volume final plus faible, 

variable selon la quantité de sérum disponible, afin de concentrer au maximum l’ADN. 

 

 
Figure 44 : Principe de l’extraction de l’ADN du VHB par easyMAG (d'après http://www.biomerieux-

diagnostics.com/nuclisensr-easymag) 

 

4 Amplification des gènes S et préS  

4.1 Généralités 
Après extraction de l’ADN viral, nous avons amplifié les régions d’intérêt du génome (S d’une part et 

d’autre part préS qui comprend préS1 et préS2) par PCR en point final. La réaction d’amplification se 

fait grâce à des transitions de températures répétées de manière cyclique en mettant le mélange 

réactionnel dans un thermocycleur. 
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Après une phase initiale de chauffage (94-98°C de 1 à 9 min) permettant notamment la dénaturation 

initiale de l’ADN double brin, chaque cycle comportera trois phases successives (Figure 45). 

  

Figure 45 : Etapes successives d’un cycle de PCR 
(d'après http://bioutils.unige.ch/experiences/expe_PCR_PV92.php) 

 

La première phase (94-98°C pendant 20 à 30 s) est la dénaturation de l’ADN double brin en ADN 

simple brin. La deuxième phase (40-70°C pendant 20 à 40 s) correspond à l’hybridation des amorces 

aux brins d’ADN matrice à une température qui leur est thermodynamiquement favorable. Les 

amorces choisies doivent être le plus spécifique possible des séquences d’ADN à apparier. Elles ne 

doivent pas s’apparier entre elles et doivent avoir des températures de fusion les plus proches possibles 

(dépendant du % GC). La dernière phase (72°C pendant 4 à 120 s) est l’élongation au cours de 

laquelle la polymérase va synthétiser à partir des amorces le brin d’ADN complémentaire. Après le 

dernier cycle, une phase d’élongation finale (5 à 15 min) va permettre de s’assurer qu’il ne reste plus 

d’ADN simple brin dans le milieu.  

 

Dans l’objectif d’optimiser l’amplification en terme de sensibilité et pour obtenir des segments 

amplifiés d'une longueur compatible avec le séquençage nucléotidique, nous avons opté pour une 

première PCR, dite PCR1, couvrant l’intégralité de la zone d'intérêt suivie de une ou deux PCR 

« semi-nichées » utilisant des amorces internes à la PCR1. 

Cette technique permet de réduire le risque de contamination en limitant l’amplification de régions 

aspécifiques (le produit final interagit avec deux couples d’amorces donc deux niveaux de spécificité). 

Elle est également plus sensible. Nous verrons aussi qu’elle permet d’obtenir des fragments de taille 

inférieure à 600pb indispensables à l’étape finale de séquençage nucléotidique.  
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4.2 Choix des amorces 
Les techniques suivantes ont été mises en place par le Docteur Aurélie Velay (données non publiées). 

 Gène S 

Pour la PCR1, nous avons utilisé des amorces de la littérature utilisées chez des patients infectés par 

du VHB de génotype A ou D. Il s'est avéré que ces amorces pouvaient aussi s'aligner sur du VHB de 

génotype E car nous avons trouvé parmi les quatorze patients étudiés cinq patients de génotype E. Les 

amorces sont donc situées dans une zone du génome du VHB qui est proche pour les trois génotypes 

A, D, E (Figure 46). Il s’agit des amorces P2f (sens) et 979 (antisens) (Olinger et al., 2006). Un 

premier amplicon d’environ 900 pb est alors obtenu, couvrant entièrement la région S (Figure 47). La 

deuxième étape comprend deux PCR différentes que l’on nomme PCR2a et PCR2b. Pour la PCR2a, 

les amorces sont P2f (sens) et S8 (antisens) (Sung et al., 2008) et pour la PCR2b, P7a (sens) (Sung et 

al., 2008) et 979 (antisens). Nous obtenons alors deux amplicons de 337 et 659 pb. Ces deux 

séquences se chevauchent et couvrent l’ensemble de la région S. D’autre part, le chevauchement des 

cadres de lecture du VHB va permettre également le séquençage d’une grande partie du gène de la 

transcriptase inverse (RT) (environ 800 pb sur 1032) (Figure 48). 

 

 

Figure 46 : Amorce P7a (jaune) alignée grâce au logiciel Mega avec les génotypes A, D, E 

 

 

Figure 47 : Schéma des PCR permettant le séquençage de la région S 
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La figure 46 montre qu'il y a peu de différences entre les génotypes A, D, E dans la zone où s'hybride 

l'amorce P7a. Cela prouve que celle-ci peut être validée pour la recherche de génotype E. 

Nous retrouvons des résultats équivalents avec les autres amorces aussi bien pour l'étude du domaine S 

que préS.   

 Gènes preS 

La région préS (= gènes préS1 + préS2) (489 à 522 pb) peut être séquencée en une seule étape. La 

PCR1 permet l’amplification d’un fragment couvrant intégralement la région préS en utilisant les 

amorces P4 (sens) et P7arev (antisens) (Figure 49) (Sung et al., 2008).  

La PCR2 va amplifier un fragment de l’amplicon précédemment obtenu grâce aux amorces P4 (sens) 

et PreSr (antisens) (Olinger et al., 2008). L’amplicon obtenu a une taille de 557 pb (Figure 49). 

 

Figure 48 : Séquençage des gènes préS et S (RT). Emplacement des amorces utilisées par rapport aux 
cadres de lecture préS/S et Pol (Malve, 2014) 

 

 

Figure 49 : Schéma des PCR permettant le séquençage de la région préS 
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4.3 Protocole 
Les réactifs utilisés pour les réactions d’amplification des gènes S et préS sont : 

- l’eau distillée stérile pour biologie moléculaire, 

- le master mix 2X Phusion® (Thermo Scientific) qui comprend notamment le tampon, les 

dNTPs, le MgCl2 indispensable cofacteur de l’enzyme et une ADN polymérase (Phusion 

High-Fidelity DNA Polymerase) qui permet une amplification très fidèle (taux d’erreur 50 fois 

inférieur à celui de la Taq polymérase). Elle est donc bien adaptée aux réactions de 

séquençage pour lesquelles la séquence en ADN doit être la plus exacte possible après 

amplification,  

- le DMSO (diméthylsulfoxyde) qui permet d’augmenter le rendement de la réaction en 

réduisant la formation de structures secondaires, 

- les amorces sens et antisens à 10 μM. 

Composition d'un mix pour un échantillon d'ADN :  

Amorce Sens 

(10 µM) 

Amorce Antisens 

(10 µM) 

Master 

Mix 

DMSO Eau Extrait ADN pour la PCR1 

Produit de PCR1 pour la PCR2 

0,75 µL 0,75 µL 12,5 µL 0,6 µL 5,4 µL 5 µL 

 

Remarque pour la PCR 1 : pour les échantillons dont la CV était faible (inférieure à 3 log UI/mL), 

nous avons augmenté la quantité d’ADN en ajoutant 8 µL d’extrait et jusqu’à 10 µL pour les CV très 

faibles (inférieure à 2 log UI/mL). Il faut dans ce cas retirer la quantité d’eau correspondante. 

Remarque pour la PCR 2 : pour les échantillons dont la CV était forte avec présence de larges bandes 

et bandes aspécifiques en gel d’électrophorèse (voir ci-après), nous avons ajouté 5 µL de produit de 

PCR1 dilué au 1/10ème. 

L’ADN est ensuite amplifié sur le thermocycleur selon le programme suivant : 

98°C 5 minutes (phase initiale) 1 cycle 

98°C 30 secondes (dénaturation) 35 cycles 

61°C 30 secondes (hybridation) pour la PCR 1 

62°C 20 secondes (hybridation) pour la PCR 2 

72°C 30 secondes (élongation) 

72°C 7 minutes (élongation finale) 1 cycle 
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5 Vérification de la taille des fragments amplifiés : migration sur gel 

d’agarose 
La migration sur gel permet de s’assurer que la réaction de PCR s’est bien déroulée en visualisant les 

amplicons attendus ainsi que d’éventuelles amplifications non spécifiques (figure 50). 

Nous avons utilisé pour cela des gels d’agarose 1,5% enrichis en GelRed™ qui est un agent intercalant 

de l’ADN permettant la détection de la molécule en émettant une fluorescence proportionnelle à la 

quantité. 

Dans un premier temps, il faut déposer 7 µL de produit par puits (5 µL de produit amplifié et 2 µL 

d’agent alourdisseur). La migration dure ensuite 35 minutes sous 100 V. L’ADN, chargé 

négativement, va migrer vers l’anode et être séparé suivant sa taille. 

Les bandes d’intérêt sont ensuite repérées sous UV grâce à l'automate Gel doc XR + system (Biorad) 

et identifiées grâce à la migration en parallèle d’un marqueur de taille (« 100bP DNA Ladder », 

Invitrogen™). On utilise le logiciel Quantity One 1-D Analysis Software pour récupérer la photo du 

gel.  

 

Pour rappel les bandes devant être observées pour chaque échantillon testé sont : 

- une bande à 337 pb (PCR2a, gène S) 

- une bande à 659 pb (PCR2b, gène S) 

- une bande à 557 pb (PCR2, gène préS)  

 

 
Figure 50 : Exemple de migration sur gel (d'après des résultats personnels) 
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6 Purifications et séquençage 

6.1 Première purification 
Une première purification des produits de PCR2 est nécessaire avant la PCR de séquençage. On utilise 

le Kit de purification d’ADN sur colonne, basé sur la fixation/élution sur membrane de silice « QIA 

quick PCR purification kit », laboratoire QIAGEN selon le protocole du fabricant (Annexe 1), pouvant 

purifier très simplement des ADN de 70 pb à 10 kb. 

L’ADN chargé négativement (à pH optimal) va se fixer à la membrane. Des étapes successives de 

lavages à l’éthanol vont permettre de se débarrasser des excès de dNTPs ainsi que des amorces. 

L’ADN est ensuite élué avec un tampon spécifique et récupéré après centrifugation.  

 

6.2 PCR de séquençage 
Cette PCR est basée sur la méthode de séquençage de Sanger et consiste à déterminer l’ordre 

d’enchaînement des nucléotides pour un fragment d’ADN donné. Dans chaque mix, une seule amorce 

sera utilisée. La polymérase incorpore les nucléotides (dNTPs) libres présents dans le milieu mais 

aussi des didéoxynucléotides interrupteurs de chaîne (ddNTPs), eux aussi présents dans le milieu 

réactionnel. Lorsque l’un de ces ddNTPs est incorporé dans la chaîne, le nucléotide suivant ne peut pas 

se lier (pas de liaison phosphodiester possible) et l’élongation est interrompue (Figure 51). 

Les brins sens et anti-sens sont ainsi séquencés et comparés afin de bâtir une séquence consensus, 

somme des deux brins.  

On obtient donc, à l’issue de la PCR de séquençage (ou plutôt des PCR car il y a en fait une réaction 

par amorce), un pool de toutes les combinaisons possibles d’ADN simples brins.  

Les réactifs que nous avons utilisés pour ces PCRs de séquençage étaient : 

- l’eau distillée stérile pour biologie moléculaire, 

- le BigDye Terminator® (ABI) contenant les dNTPs, les ddNTPs marqués par des 

fluorochromes et l’ADN polymérase (Taq polymérase), 

- un tampon salin BigDye Terminator 5X Sequencing Buffer, 

- les amorces sens et antisens à 10 μM. 
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Figure 51 : Principe de la PCR de séquençage (d’après http://www.mdpi.com/) 

 

Composition du mix pour un patient et une amorce 

Amorces (10 µM) BigDye Terminator Tampon Eau  Produit de PCR2 amplifié 

3,2 µL 2 µL 1 µL 5,8 µL 3 µL 

 

La PCR de séquençage se déroule ensuite sur le thermocycleur selon le programme suivant : 

96°C 10 secondes (dénaturation)  

25 cycles 50°C 5 secondes (hybridation) 

60°C 4 minutes (élongation) 

 

 

Figure 52 : Représentation schématique d'un cycle de PCR de séquençage. 
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6.3 Deuxième purification 
Immédiatement après la PCR, le produit de séquençage doit subir une purification sur colonne de 

filtration sur gel utilisant le kit Dye EX® 2.0 Spin kit, laboratoire QIAGEN, selon le protocole 

recommandé par le fabricant. Elle permet d’éliminer les différents réactifs de la PCR de séquençage et 

notamment les ddNTPs marqués non incorporés. 

La méthode, simple et rapide, consiste à faire passer le produit de PCR à travers un gel par 

centrifugation. Les composés non désirables pour la suite sont retenus dans le gel. Un volume de 

15 µL est isolé et conservé à 4°C en attendant la PCR de séquençage (Annexe 2).  

 

7 Séquençage 
Le produit de purification de la PCR de séquençage est analysé sur le séquenceur automatique 

ABI 3100 basé sur le principe de l'électrophorèse capillaire. Ainsi, les séquences des brins sens et anti-

sens sont obtenues pour chaque fragment. 

Chaque échantillon va subir une migration électrophorétique au sein d’un capillaire afin de séparer les 

fragments d’ADN simple brin issus de la PCR de séquençage selon leur masse moléculaire (taille). 

Les fragments les plus petits vont migrer plus rapidement que les grands. L’électrophorèse capillaire 

offre une grande rapidité de migration et sa résolution importante permet la distinction de fragments 

ne différant entre eux que d’une paire de bases. 

Au cours de la migration, les brins d’ADN vont passer les uns après les autres devant un rayon laser à 

argon servant à identifier les ddNTPs terminaux grâce à un système de transfert d’énergie par 

résonance (FRET) de la technologie Big Dye Terminator. Sur chaque ddNTP sont fixés deux 

fluorochromes reliés entre eux par un linker. Le premier est une fluorescéine (fluorochrome donneur) 

commun aux quatre ddNTPs alors que le second est une dichlororhodamine (fluorochrome accepteur) 

différent pour chaque type de ddNTP.  

Le fluorochrome donneur est excité par le rayon laser et va émettre une énergie fluorescente (515-

520 nm), captée intégralement par le fluorochrome accepteur qui va être excité à son tour et émettre un 

spectre de longueur d’onde spécifique du ddNTP. 

On récupère à l’issue du séquençage et pour chaque PCR, un spectre d’émission associé à une 

séquence nucléotidique (sens ou antisens) brute. Ces données vont ensuite être analysées grâce à 

différents logiciels. 
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8 Interprétation des résultats du séquençage par analyse bio informatique 

8.1 Logiciel MEGA 6.0 
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) est un logiciel intuitif que nous avons utilisé pour 

ses fonctions d’alignement de séquences à partir des données brutes précédemment obtenues pour 

chaque patient. La première étape consiste à nettoyer les séquences pour cibler la zone d'intérêt. Il est 

indispensable de retourner les séquences antisens et de remplacer chaque base par sa base 

complémentaire. Les brins antisens sont donc « reverse-complémentés ». Un alignement des 

séquences nettoyées est réalisé par rapport à une séquence de référence du gène correspondant. Une 

comparaison est faite entre le brin sens et antisens. Cela permet de lever certaines ambiguïtés de 

lecture. Il est possible que deux bases différentes se situent au niveau du même nucléotide : on parle 

alors de base dégénérée et on lui attribue une lettre selon la nomenclature internationale (Figure 53, 

54). La présence de bases dégénérées signifie que plusieurs populations d’ADN ont été séquencées. 

Cela correspond à la coexistence de plusieurs souches virales chez le patient ou à des mutations au 

cours des différentes PCR. 

 

 
Figure 53 : Exemple de séquences nucléotidiques sur Mega du brin sens P2F et anti sens S8 et présence de 

base dégénérée pour un même patient (C ou T = Y) 
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Les séquences d’AN sont ensuite traduites en acides aminés grâce à une fonction du logiciel. On 

obtient donc finalement pour chaque patient une séquence consensus en AN et en acides aminés (AA) 

pour les génes S, RT (~ 830 pb/ 1032) et préS. Nous enregistrons ces fichiers sous le format Fasta 

(base internationale pour l'étude des séquences). Les données brutes sont analysées par deux 

opérateurs différents afin de limiter le risque d'erreur pouvant être lié à une lecture subjective. 

 

Figure 54 : Exemple d’alignement de séquences dans Mega 6  

 

8.2 Logiciel GREG + 
Le logiciel GREG+ (site administré par le CHU de Grenoble) permet à partir des séquences protéiques 

S et/ou RT obtenues précédemment, d’identifier d’éventuelles mutations de la transcriptase inverse 

(mutations de résistance aux traitements) et certaines mutations d’intérêt de l’Ag HBs. 

Il permet également d’identifier le génotype du virus pour chaque patient, donnée indispensable pour 

l’appariement entre patients d’intérêt et contrôles et pour l’analyse des résultats. 

 

8.3 Site Internet Pubmed avec la fonction BLAST 

(d'après http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
 Ce site est une base de données où des milliers de séquences de références concernant de multiples 

domaines ont été répertoriées. Il permet d'intégrer les séquences au format fasta et de réaliser un 

BLAST, c'est-à-dire une comparaison par rapport à des séquences répertoriées. L'intérêt était 

d'identifier le génotype du VHB quand la séquence était impossible à analyser sur GREG+. Nous 

l'avons par ailleurs utilisé pour l'étude des sous-types VIH. 

 

8.4 VESPA 
VESPA (Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis) est un programme informatique disponible 

sur Internet (hcv.lanl.gov/content/sequence/VESPA/vespa.html). Il permet de comparer une ou 

plusieurs séquences de référence à une ou plusieurs séquences d’intérêt (en acides nucléiques ou 

acides aminés). Il calcule ainsi la fréquence de chaque acide aminé (ou nucléotide) dans chacune des 
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deux cohortes et met en évidence les différences de séquence entre celles-ci (Korber and Myers, 

1992). 

Pour chaque patient, la séquence obtenue (S, préS et RT) a été comparée à une séquence consensus de 

référence (S, préS et RT) du génotype correspondant (A, D et E). On a ainsi pu recenser l’ensemble 

des mutations des protéines S et préS. 

 

8.5 Création d'une séquence consensus pour les gènes préS/S du VHB de 

génotype E 
Suite à l'analyse des résultats de certains patients dans GREG+, nous avons réalisé qu'une proportion 

importante des patients étudiés était de génotype E. Nous avons donc créé une séquence consensus à 

laquelle nous référer. Ce consensus a été créé à partir de la banque de données HBVdb dans laquelle 

est référencé un nombre important de séquences types pour chaque génotype et pour chaque cadre de 

lecture. Il y avait 267 séquences concernant notre zone d'intérêt pour le génotype E. Nous avons copié 

ces séquences et analysé l'alignement grâce à Vespa pour savoir quelle était la base dominante à 

chaque position. Enfin, à partir d'un fichier Excel, nous avons trié les données et aligné la séquence 

préS/S pour le génotype E. Nous avons voulu vérifier l'efficacité de ce consensus pour savoir s'il était 

utilisable en routine. Nous avons de nouveau utilisé Vespa pour comparer notre consensus à une 

séquence de l'HBVdb, et nous avons obtenu le même nombre d'AN. En comparant aux données de la 

littérature, nous avons aussi confirmé que la protéine L de la séquence du consensus, association du 

domaine préS1/prés2/S, était composée de 399 acides aminés tel que décrit pour le génotype E.  

 

8.6 Logiciel ANTHEPROT 
ANTHEPROT (Deléage et al., 2001) est un logiciel gratuit et autonome destiné à l’analyse des 

séquences protéiques. De nombreux outils et procédés y sont disponibles : analyse physico-chimique 

de la protéine (pH, courbe de titration, charge, hydrophobie/hydrophilie,…), prédiction de structures 

secondaires et des domaines transmembranaires, accessibilité, différents modes de représentation 

tridimensionnelle,… 

Ce logiciel permet en effet de mettre en évidence les sites de surface d’une protéine et d’évaluer leur 

niveau d’antigénicité en intégrant les trois échelles les plus pertinentes : l’hydrophilie HPLC (Parker), 

l’accessibilité (Janin) et les valeurs B de flexibilité (Karplus & Schultz) (Parker et al., 1986). Après 

soumission de la séquence protéique primaire au logiciel, celui-ci élabore un graphique sur lequel on 

retrouve en abscisse, la position des acides aminés et en ordonnée, l'évaluation de l'antigénicité en 

unité arbitraire (figure 55). 
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Figure 55 : Représentation graphique de quelques paramètres sur Antheprot : antigénicité Parker 
(jaune), hydrophobie (rouge), antigénicité Welling (vert), hydrophilie (bleu foncé), domaines 

transmembranaires en hélice α (bleu clair). Séquence protéique en abscisse. 

 

  



105 
 

Résultats et Discussion 

1 Présentation de la cohorte  
Parmi les patients suivis dans le service de Maladies Infectieuses et Tropicales du CHU de Nancy, 

quatorze patients co-infectés VIH/VHB ont été sélectionnés (Tableau 4). Un sérum avec une charge 

virale VHB positive a été retrouvé pour chaque patient, ce qui a permis la réalisation du séquençage 

des gènes S, préS1 et préS2. Quatre de ces patients présentaient une clairance de l'Ag HBs. Deux 

patients ont pu être appariés avec un ou plusieurs contrôles selon l'âge, le sexe, et le génotype. Pour un 

des patients (FJC), les souches virales ont été étudiées à deux temps différents, en 2005 et en 2014.  

 

Tableau 4 : Listing des patients étudiés (NR: non renseigné) 

Patient / 
Année de 
naissance 

Clairance 
de 

l'Ag HbS 
Sexe Génotype 

VHB 
Sous-type 

VIH 
Pays de 

naissance 

 
Mode de 

transmission 

Stade 
Clinique 

VIH 

FJC102005               
1954 Oui M D B France Homosexuel C3 

FJC062014                       
1954 Oui M D B France Homosexuel C3 

GM082013                             
1952 Oui M A B France Homosexuel C3 

DC092013                         
1955 Non M A B France Homosexuel C3 

MJ052003                   
1958 Non M A B NR Homosexuel A3 

GD072006                  
1956 Non M A NR France Homosexuel C3 

LJM092003              
1959 Non M A CRF02AG France Hétérosexuel A3 

KH052008                      
1976 Oui M A B France Homosexuel C3 

KK102008                      
1978 Non M A B NR Homosexuel A2 

HG012003                
1974 Non M A B France Homosexuel A3 

MW062008                     
1983 Oui F E CRF06cpx Burkina 

Faso Hétérosexuel A2 

GA072013                 
1971 Non F E CRF02AG 

 
Côte d'ivoire 

 
Hétérosexuel C3 

HM1996                      
1953 Non M E CRF02AG France Hétérosexuel A3 

FG102001                   
1950 Non M E NR Congo 

Brazzaville Hétérosexuel C3 

OL022008               
1977 Non M E CRF06cpx Burkina Faso Inconnu A3 



106 
 

2 Analyse phylogénique des souches VIH et VHB des patients inclus dans 

l'étude 
Les séquences des gènes de la protéase et de la reverse transcriptase du VIH ainsi que les séquences 

des gènes préS/S du VHB des patients inclus ont été analysées grâce au logiciel MEGA. Deux arbres 

phylogénétiques ont pu être réalisés (figures 56 et 57). 

 

Figure 56 : Arbre phylogénétique des séquences de la protéase et de la reverse transcriptase du VIH 

 

Douze des quatorze patients étudiés sont représentés sur l'arbre phylogénétique (pour rappel, 

FJC062014 et FJC102005 sont le même patient donc nous l'avons intégré une seule fois à l'arbre).     

Les séquences VIH de GD072006 et FG102001 n'étaient pas disponibles.  

Sept patients sont contaminés par un VIH de sous-type B. Cinq patients se détachent sur une deuxième 

branche, contaminés par des formes recombinantes circulantes, dont trois CRF02-AG et deux CRF06-

cpx. Ces deux souches sont proches d'un point de vue génétique. En effet, ce sont des formes 

recombinantes circulantes (CRF) impliquant différents sous-types :  

 CRF02-AG est un recombinant des sous-types A et G au niveau du gène pol,  

 CRF06-cpx est un recombinant constitué de quatre sous-types A, G, K et J. Au niveau du gène 

pol, les sous-types A et G prédominent et le sous-type K est également présent. 

La présence concomitante des sous-types A et G dans le gène de la pol explique le lien entre les 

souches CRF02-AG et CRF06-cpx.    
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Figure 57 : Arbre phylogénétique des séquences des gènes préS /S du VHB  

 

Sur cet arbre sont représentées les séquences obtenues par analyse phylogénétique des quatorze 

patients de l'étude. 

A travers ces deux arbres phylogénétiques, ressort un lien épidémiologique évident entre les sous-

types VIH et génotypes VHB des patients de la cohorte.  

Le génotype E est retrouvé majoritairement dans le continent africain : sur les cinq patients de 

génotypes E, quatre sont originaires d'un pays africain. Deux patients sont originaires du Burkina 

Fasso, où le CRF06-cpx joue un rôle important car il représente 20 à 50% des virus circulants dans ce 

pays (Martine Peeters and Chaix, 2013).  

D'autre part, le CRF02-AG prédomine en Afrique occidentale avec des prévalences variant entre 50 et 

80% (Martine Peeters and Chaix, 2013).  

En France, c'est le sous-type B qui prédomine suivi par le CRF02-AG.  

Les caractéristiques de notre cohorte sont concordantes avec l'épidémiologie mondiale du VIH et du 

VHB.  

D'après the EPIB 2012 study (Piroth et al., 2015), la répartition des génotypes du VHB retrouvés chez 

les patients co-infectés VIH/VHB en France est la suivante :   
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Tableau 5 : Comparaison de la distribution des génotypes VHB retrouvés chez les co-infectés dans l'EPIB 
2012 et notre cohorte. 

EPIB 2012 n = 21  Cohorte n = 14 

Génotype A = 45,8% Génotype A = 57% 

Génotype D = 0% Génotype D = 7% 

Génotype E = 37,5% Génotype E = 35,7% 

 

La cohorte de l'EPIB 2012 a été établie à partir de résultats sélectionnés dans 19 centres hospitaliers 

français. D'un point de vue épidémiologique, nous pouvons observer que la distribution des génotypes 

est proche entre l'EPIB 2012 et notre cohorte, ce qui signifie que les patients co-infectés étudiés au 

CHU de Nancy sont comparables à la distribution nationale française.  

 

3 Modalités de l'analyse bioinformatique des données 
La longueur et la séquence du génome du VHB varient en fonction du génotype. Ainsi, pour le 

génotype A, 119 AA couvrent la région préS1 alors que le génotype D n'est fait que de 108 AA en 

raison de la délétion des 11 premiers AA au début de préS1. Les régions préS2 et S ne varient pas 

selon les génotypes et sont composées de 55 AA et 226 AA respectivement. Une numérotation unique 

a été utilisée pour le domaine préS basée sur la numérotation du génotype D (1 : 163). Ainsi les AA 

situés en amont du premier AA du génotype D seront numérotés en négatif, de -11 à -1 pour le 

génotype A et de -10 à -1 pour le génotype E (Figure 58). Dans la région S sont définis la région 

hydrophile majeure (MHR) et le déterminant "a". 

 

 

Figure 58 : Représentation graphique des gènes préS et S du VHB 

 



109 
 

Concernant le profil antigénique prédit par bio-informatique, nous vous présentons ci-dessous les 

profils obtenus avec la séquence consensus de chaque génotype viral (D, A, et E), pour les domaines S 

et préS de l'Ag HBs. 

 

 Domaine S 

 

 

Profil antigénique du domaine S de l'Ag HBs du VHB de génotype D  

 

 

 

Profil antigénique du domaine S de l'Ag HBs du VHB de génotype A 

 

 

 

Profil antigénique du domaine S de l'Ag HBs du VHB de génotype E 

 

Nous pouvons observer que les profils antigéniques des souches de génotypes A et D sont 

relativement proches alors que de grandes différences sont visibles pour le génotype E, notamment au 

niveau de la MHR où l'antigénicité prédite est diminuée par rapport aux autres génotypes.  

 

 

AA 1 à 69  MHR : AA 99 à 172   

AA 1 à 69  MHR : AA 99 à 172   

AA 1 à 69  MHR : AA 99 à 172   
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 Domaine préS 

 

 

 

Profil antigénique du domaine préS de l'Ag HBs du VHB de génotype D 

 

 

 

 

Profil antigénique du domaine préS de l'Ag HBs du VHB de génotype A 

 

 

 

 

Profil antigénique du domaine préS de l'Ag HBs du VHB de génotype E 

 

Le profil antigénique du domaine préS prédit par Anthéprot distingue deux zones antigéniques pour 

chaque génotype : une, en début de préS1, l'autre située sur la 2ème moitié de préS1 et le début de 

préS2. Il est intéressant de préciser que la zone de fixation de préS1 pour le récepteur hNTCP (AA 2-

48) se superpose avec la 1ère zone antigénique prédite. Le génotype A présente un profil antigénique 

diminué sur la 1ère partie par rapport aux génotypes D et E, alors que sur la 2ème zone les profils sont 

proches, légèrement augmenté pour le génotype D. 

 

Pour expliquer au mieux les résultats, nous avons choisis de faire 3 parties correspondant chacune à 

l'étude d'un génotype particulier. Nous commencerons par le génotype D, puis le génotype A et enfin 

le génotype E. 

AA 1 à 46  AA 75 à 137 

AA -10 à 43  AA 77 à 137   

AA -11 à 39  AA 78 à 158   
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Nous présenterons d'une part les mutations en AA dans les différents domaines fonctionnels de 

l'Ag HBs et d'autre part leur impact sur le profil antigénique prédit. 

L’ensemble des mutations observées pour chacun des patients a été recensé par comparaison avec une 

séquence de référence. Les séquences de référence utilisées se situent en Annexe 3. Le code 

international des AA a été utilisé pour nommer une mutation (ex : K122R) ; la présence d’une double 

population est également signalée (ex : F8F/L). 

Une mutation au niveau de la protéine S peut induire une mutation au niveau de la RT en raison du 

chevauchement des cadres de lecture. Nous avons décidé de ne pas représenter la région RT étant 

donné que très peu de patients ont des mutations dans cette zone, nous citerons ces mutations 

lorsqu'elles ont un lien avec la résistance aux antiviraux.   

 

Pour la comparaison de chaque profil antigénique des gènes préS/S retrouvé chez les patients avec 
le consensus correspondant, nous avons superposé les deux profils avec en trait plein noir le 
consensus et en fond coloré, le patient.    
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4 Patient de génotype D  

4.1 Présentation du cas   
Le premier patient d'intérêt est un homme né en 1954 suivi au CHU de Nancy depuis 1996 pour son 

infection au VIH. Au moment du diagnostic, un traitement à base de 3TC a été instauré et du TDF a 

été ajouté en 2003.Voici selon le tableau et le graphique, l'évolution biologique et thérapeutique au 

cours du temps depuis la première sérologie concernant le VHB réalisée au CHU de Nancy (Tableau 

6, Figure 59).  

 

Tableau 6 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de FJC 

Date Taux CD4 
cell/mm3 

CV VIH log 
copies/mL 

CV VHB 
log UI/mL Ag HBs Ac      

anti-HBs Traitement 

07/10/2005 251 5 3,6 Positif    Négatif 3TC + TDF 

18/11/2005 388 / 2,3 Positif  Négatif 3TC + TDF 

26/04/2006 230 0,2  / Positif   Négatif FTC + TDF 

15/01/2009 737 1,61 ND Douteux  Négatif FTC + TDF 

15/10/2009 852 ND ND Négatif   Négatif FTC + TDF 

10/02/2011 745 ND ND Négatif   Négatif FTC + TDF 

31/05/2012 903 ND ND Négatif   Négatif FTC + TDF 

31/01/2014 739 ND /  Négatif   Négatif FTC + TDF 

18/06/2014 / ND 6 Positif   Négatif / 

26/09/2014 585 ND ND Positif   Négatif FTC + TDF 

10/03/2015 / ND ND Négatif Négatif FTC + TDF 

         
Légende : ND = Non Détectable , 3TC = Lamivudine, TDF = Ténofovir, FTC = Emtricitabine, Séquençage 
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Figure 59 : Suivi biologique et thérapeutique anti VHB et VIH au cours du temps de FJC 

Légende : DDI = Didanosine, SQV = Saquinavir, RTV = Ritonavir, ATV = Atazanavir, ETR = Etravirine, RAL = Raltégravir 

 

La date de la primo-infection VHB n'est pas connue pour ce patient. La première sérologie pour le 

VHB réalisée en fin 2005, (Ag HBe négatif), est associée à une charge virale VHB positive à 3,6 log 

d'UI/mL. En 2006, le 3TC a été arrêté et remplacé par du FTC. Ce patient a obtenu une première 

clairance de l'Ag HBs en 2009 sous TDF + FTC. Après huit ans de traitement, un switch thérapeutique 

anti-VIH a été discuté afin de diminuer les effets secondaires du TDF + FTC (néphropathie avec une 

clairance à la créatinine à 78 mL/min). En dépit d'une CV VHB indétectable et d'un Ag HBs négatif 

depuis 5 ans, l'arrêt des molécules ciblant le VHB a été à l'origine d'une réactivation du VHB. Une 

charge virale a été retrouvée fortement positive à 6 log d'UI/mL et l'Ag HBs s'est positivé à nouveau. 

Le traitement initial a été remis et trois mois plus tard la charge virale s'était négativée et l'Ag HBs 

avait fortement diminué (de 342 UI/mL le 18/06/14 à 1,85 UI/mL le 26/09/14). En mars 2015, 

l'Ag HBs est devenu négatif. Une deuxième clairance de l'Ag HBs a donc été obtenue.  

Durant la période étudiée entre 2005 et 2015, les transaminases ont toujours été dans les normes 

physiologiques.  
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Nous avons séquencé la souche virale de ce patient avant la clairance de l'Ag HBs (octobre 2005) et 

après la réactivation du VHB suite à l'arrêt du traitement (Juin 2014) afin de comparer les deux 

souches virales.  

 

4.2 Mutations détectées  
Ci-dessous sont représentées les mutations retrouvées sur les gènes préS1/S2 et S du patient FJC. 

FJC102005 

 

 

FJC062014 

 

 

Il est intéressant de relever que les mutations retrouvées sur les régions S et préS des souches virales 

de 2005 (FJC102005) et de 2014 (FJC062014) sont identiques.  

 

Comparaison des résultats entre les 2 séquençages de FJC :  

Très peu de mutations sur le gène S (I110L et R122K) ou préS (N103K, L144P, A147V) sont 

retrouvées grâce au séquençage.  

Au cours du premier séquençage, le 07/10/2005, le patient était sous 3TC et TDF depuis 2003 et la 

charge virale VHB restait positive (3,6 log d'UI/mL). Ce qui peut être expliqué par une mauvaise 

observance, d'autant qu'à la même époque, la charge virale VIH était de 5 log de copies/mL. Le 



115 
 

résultat du séquençage nous indique qu'il n'y a pourtant pas de mutation associée à une résistance au 

3TC ou au TDF sur le gène de la RT du VHB.  

Au moment des résultats du 2ème séquençage, le patient n'était plus sous traitement depuis 1 mois 

(arrêt du TDF + FTC en mai 2014). Nous n'avons pas retrouvé de mutations supplémentaires que ce 

soit pour les gènes préS/S et RT. Nous savons que le virus réactive à partir de l'ADNccc du foie, c'est 

donc probablement la souche initiale détectée en 2005 qui a été réactivée et a été retrouvée grâce au 

séquençage.  

 

4.3 Profils antigéniques sur Antheprot 
Pour simplifier les illustrations nous avons choisi de ne traiter qu'un seul profil de FJC étant donné que 

les deux séquences étaient identiques et par conséquent que le profil antigénique l'était également. 

Nous l'avons comparé au profil du consensus de génotype D. Ci-dessous est représentée la prédiction 

de l'antigénicité des domaines S et préS de FJC. 

      

 

 

 

Une différence est observée entre le profil antigénique du patient et le consensus pour le domaine S. 

La mutation R122K augmente très légèrement le profil antigénique prédit alors que la mutation I110L 

n'a pas de conséquence sur l'antigénicité prédite selon le mode de calcul du logiciel.  

Ces deux mutations sont situées dans la région hydrophile majeure. Grâce à VESPA et l'HBVdb, la 

fréquence de ces mutations a été identifiée sur 2000 séquences de gènes S de génotype D, à différents 

stades cliniques.  

La mutation I110L n'est retrouvée que dans 1,1% des séquences et la R122K n'est retrouvée que dans 

0,75% des cas, ce qui en font des mutations très rares. Dans la littérature, il est fait notion que la 
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mutation I110L provoquerait la perte d'un épitope pouvant être responsable d'échappement 

immunitaire (Ijaz et al., 2012) . Ce qui veut dire que le patient est porteur d'une mutation qui diminue 

l'antigénicité de la protéine S mais a tout de même réalisé la clairance de l'Ag HBs sous analogues 

nucléos(t)idiques. L'absence de perte d'antigénicité prédite par Anthéprot au niveau de cette mutation 

s'explique par le fait que la leucine (L) et l'isoleucine (I) sont des AA proches présentant les mêmes 

caractéristiques physico-chimiques. Cependant, la taille de L est plus petite que I d'où la probable 

perte de l'épitope à l'origine de l'échappement immunitaire.  

R122K n'est pas retrouvée dans la littérature comme associée à une diminution d'antigénicité. 

L'arginine (R) et la lysine (K) sont deux AA proches, chargés positivement et basiques. La substitution 

d'AA provoque tout de même une modification de l'hydrophobicité et de la charge électrique de la 

protéine qui peut expliquer la modification du profil antigénique prédit. 

Trois mutations ont été retrouvées sur la partie préS : une concerne préS1 (N103K), les deux autres 

concernent préS2 (L144P , A147V).  

La fréquence de ces mutations a été identifiée sur 1063 séquences de gènes préS de génotype D 

(HBVdb). La mutation N103K n'est retrouvée que dans 0,1% des cas et la L144P dans 1,4% des cas. 

Pour la mutation A147V, la fréquence est de 35%. En effet, il s'agit de la mutation la plus fréquente à 

cette position.  

Ces mutations se situent au niveau d'épitopes B/T (Chen et al., 2006), mais seule la mutation N103K a 

un impact sur le profil antigénique prédit de la protéine en augmentant légèrement son antigénicité. La 

substitution d'un AA non chargé (N) par un AA chargé positivement (K) explique la modification 

prédite de l'antigénicité.   

 

Des mutations sur les gènes préS/S avec des impacts variables sur l'antigénicité ont donc été 

retrouvées. Les deux souches étudiées à des temps différents sont identiques, c'est probablement la 

souche de 2005 qui s'est répliquée lors de la réactivation. La diminution du taux de l'Ag HBs obtenue 

après la reprise du TDF + FTC a été prédictive de la nouvelle clairance de l'Ag HBs obtenue en mars 

2015. 
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4.4 Comparaison avec des patients mono-infectés 
Malheureusement, pour ce patient de génotype D nous n'avons pas retrouvé de patients contrôles co-

infectés. Il a donc été comparé à des patients mono-infectés sélectionnés dans une autre étude qui ont 

soit perdu leur Ag HBs soit présentent une CV VHB négative mais un Ag HBs persistant (données 

non publiées, Dr A.Velay).  

 

Ci-dessous sont recensées les mutations retrouvées chez le patient d'intérêt co-infecté VHB/VIH et des 

patients mono-infectés par le VHB, traités par analogues nucléos(t)idiques et ayant présenté une 

clairance de l'Ag HBs ou non (Tableau 7 et 8). 

 

Comparaison des résultats avec les patients mono infectés ayant obtenus une clairance de 
l'Ag HBs : 

 

Tableau 7 : Liste des mutations retrouvées chez le patient d'intérêt FJC et des patients mono infectés par 
le VHB qui ont obtenu une clairance de l'Ag HbS. 

Patients Co-infection 
VIH+VHB 

Clairance de 
l'Ag HbS Mutations sur le gène S Mutations sur le gène 

préS 
FJC102005 Oui Oui I110L   R122K N103K   L144P  A147V 
FJC062014 Oui Oui I110L   R122K N103K   L144P  A147V 
BF012002 

1974 F Non Oui / D43E   S90T  A147V 

KI022000 
1967 M Non Oui Q30K T118A  P127T  Y134F  

L175S  S207N / 

FR052009 
1937 M Non Oui N40S   S204R  Y206C L150I 

TV102005 
1945 M Non Oui G10R  T118A   P127T  P142R  

L176P  P178Q  F220C L74I   S135F 

MD032007 
1963 M Non Oui Q30K  I110L  L173F N112T   T114S    R124K   

F154L 
KF101999 

1951 F Non Oui G44E   I92T  W172C  L175S  
Y206C  S207R  C221Y A147V  P149H 

 

Une mutation commune sur le gène S, à savoir la I110L, est retrouvée chez 1/6 patient mono-infecté. 

Une mutation sur le gène préS, la A147V, est retrouvée chez deux patients mono infectés, ce qui est 

cohérent avec la fréquence de cette mutation dans la base de données. 
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Comparaison des résultats avec les patients mono infectés présentant une persistance de 
l'Ag HBs : 

 

Tableau 8 : Liste des mutations retrouvées chez les patients mono infectés avec persistance de l'Ag HbS. 

Patients Clairance de 
l'Ag HbS Mutations sur le gène S Mutations sur le gène 

préS 
WM052002    

1950 F Non T125M  P127T  G159A  
S175L   F220L / 

SA112002        
1960 M Non 

T45N  G112L   S113N  
T118A  T125M P127T  
S136Y  S193L   S204N   

S210R 

L74I  L150I 

EJ122004         
1944 M Non F8L Q30K  N40S  W196L L150I 

DR042007       
1937 M Non 

T125M  P127T  G159V  
L173F   S193V   Y206F  

L213I 

Q3T  T7V  S8P  F56L  
N103D 

CM032007      
1968 M Non T125M  P127T  E164D   

I195M F56L 

BA122008       
1975 F Non / L54P  Q93K  A147V  

P149H  L150I 
 

Aucune mutation commune n'est retrouvée à part la A147V sur la partie préS chez 1 seul patient sur 6.  

Il est intéressant de préciser que chez les non répondeurs mono-infectés, les mutations 125 + 127 sont 

retrouvées chez 4/6 patients et sont associées à une diminution de l'antigénicité prédite.  

 

4.5 Conclusion 
La mutation A147V en préS est fréquente dans la database. Elle est retrouvée chez les non répondeurs 

et les répondeurs. L a mutation I110L, de fréquence rare dans la database, est retrouvée chez le patient 

d'intérêt co-infecté et chez un patient répondeur mono-infecté mais pas chez les non répondeurs. Le 

patient mono-infecté présentant la mutation I110L est un homme né en 1961, originaire de France. 

Son historique thérapeutique est composé d'IFN pendant 24 semaines, puis d'un traitement par 

analogues nucléos(t)idiques : 3TC pendant 4 ans et TDF + FTC pendant 6 ans. Son historique est donc 

proche de notre patient d'intérêt mono-infecté. 

La diminution de l'antigénicité de l'Ag HBs due à la mutation I110L a été démontrée à partir d'une 

étude sur l'impact du polymorphisme du gène S. Cette étude a permis la mise en évidence des épitopes 

de l'Ag HBs grâce à l'utilisation de quatre anticorps monoclonaux qui reconnaissent différents 

domaines du déterminant "a". 38 sérums contenant des Ag HBs présentant des modifications en AA 

ont été testés avec les quatre anticorps. Un seul des quatre anticorps testés met en évidence une perte 
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de réactivité due à la mutation I110L (Ijaz et al., 2012). Cette mutation est donc associée à une 

diminution partielle de l'antigénicité.  

Il faudrait toutefois disposer d’une cohorte plus importante de patients de génotype D pour confirmer 

ces observations et mettre en évidence d’éventuelles mutations caractéristiques des patients co-

infectés, associées ou non à la clairance de l'Ag HBs. 
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5 Patients de Génotype A 
Huit patients de génotype A ont été sélectionnés dans cette étude, dont deux patients d'intérêt, cinq 

contrôles et un patient porteur chronique. 

Les patients ont été appariés par rapport à leur âge, on distingue deux groupes : le 1er groupe (sous 

cohorte A/1) est composé du patient d'intérêt KH052008 et de deux contrôles KK102008 et 

HG012003 (moyenne d'âge 38 ans). Le 2ème groupe (sous cohorte A/2) est composé du patient d'intérêt 

GM082013 associé à trois contrôles MJ052003, GD072006, LJM092003 et un patient porteur 

chronique DC092013 (moyenne d'âge 58 ans).  

 

5.1 Sous cohorte A/1  

5.1.1 Présentation des cas  

Patient d'intérêt : KH052008 : Il s'agit d'un patient né en 1976 et suivi au CHU de Nancy depuis 2006. 

La première sérologie date de la même époque (Ag HBe négatif). Un traitement à base de TDF + FTC 

a été introduit en novembre 2006, on note par ailleurs une interruption thérapeutique entre mai 2007 et 

mai 2008 et une autre entre juin 2008 et février 2009, ce qui explique les charges virales VIH et VHB 

retrouvées positives à ces mêmes époques. Une clairance de l'Ag HBs est observée après 2008, au 

moment de l'interruption thérapeutique, en dépit d'une CV faiblement positive. L'Ag HBs négatif 

associé à une CV faiblement positive correspond à la définition d'une hépatite occulte. Le séquençage 

a été réalisé sur un prélèvement de 2008 (Tableau 9, séquençage). 

 

Tableau 9 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de KH052008 

Date Ag HBs Ac 
Anti-HBs 

CV VHB en 
log UI/mL 

CV VIH en 
log copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitements 

20/04/2006 Négatif Négatif ND / / / 

03/11/2006 Positif Négatif / / 162 TDF +FTC 

Interruption Thérapeutique 

29/05/2008 Positif Négatif 3,16 1,5  / TDF +FTC 

Interruption Thérapeutique 

10/02/2009 Négatif Négatif 2,38  6,26  22 TDF +FTC 

23/11/2011 Négatif Négatif ND 1,2 465 TDF +FTC 

21/08/2014 Négatif Négatif / 1,43  / TDF +FTC 
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Patient contrôle : KK102008 : Il s'agit d'un patient né en 1978 et suivi au CHU de Nancy depuis 2008. 

La première sérologie date de la même époque (Ag HBe positif). Un traitement à base de TDF + FTC 

a été instauré. Le patient a été perdu de vue en 2009, l'Ag HBs était encore positif et la charge virale 

VHB négative (tableau 10).  

 

Tableau 10 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de KK102008 

Date Ag HBs CV VHB en 
log UI/mL 

CV VIH en 
log copie/mL Traitements 

23/10/2008 Positif 9,49 4,64 / 
01/09/2009 

(CHU Dijon) Positif ND ND TDF +FTC 

 

Patient contrôle : HG012003 : Il s'agit d'un patient né en 1974 et suivi au CHU de Nancy depuis 1999, 

la première sérologie date de la même époque (Ag HBe positif). Le séquençage a été réalisé sur un 

prélèvement de 2003 (tableau 11). A noter, sur la dernière sérologie en 2011, la présence d'une 

séroconversion HBe.  

 

Tableau 11 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de HG012003 

Date Ag HBs CV VHB en 
log UI/mL 

CV VIH en 
log copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitement 

13/12/1999 Positif / 5,2  182 / 
12/07/2000 Positif / 1,7  268 3TC 
30/08/2001 Positif >5,3  / 288 3TC 
03/01/2003 Positif >5,3  2,75  482 3TC 
20/02/2004 Positif >5,3  / 358 / 
20/04/2004 Positif >5,3  / 316 TDF 
21/09/2004 Positif 4,7  4,5  / TDF 
10/05/2007 Positif / 2,06 650 TDF + 3TC 
23/09/2009 Positif ND ND 560 TDF + FTC 
17/01/2011 Positif ND / 956 TDF +FTC 
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5.1.2 Mutations détectées 

Ci-dessous sont représentées les mutations retrouvées sur les gènes préS1/S2 et S des patients de la 

sous cohorte A/1. 

KH052008 (intérêt) 

 

 

KK102008 (contrôle) 

 

 

    

HG012003 (contrôle) 

 

 

Très peu de mutations sont retrouvées. A noter que HG012003 est également porteur de mutations sur 

le gène de la RT, à savoir la V173L, L180M et la M204V qui lui confèrent une résistance au 3TC. 

Aucune mutation n'est observée dans la région préS pour ces trois patients. 
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5.1.3 Profils antigéniques sur Antheprot 

Ci-dessous est représentée la prédiction de l'antigénicité des domaines S des patients de la sous 

cohorte A/1. 

 

 

 

 

 

 

La mutation K122R observée chez le patient d'intérêt est associée à une très légère diminution de 

l'antigénicité prédite. Etant donné l'absence de mutation au niveau du domaine préS, il est inutile de 

représenter les profils Anthéprot qui seront identiques au consensus. 

 

5.1.4 Discussion 

Nous n’observons pas de différence notable entre ces trois patients appariés. Leurs protéines 

d’enveloppe sont très proches de celles d’une souche de virus sauvage. 

Le patient d'intérêt, KH052008, présente une mutation située dans la MHR, la K122R (fréquence de 

11% à partir de l'HBVdb sur 2000 séquences). Cette mutation diminue très légèrement l'antigénicité 

prédite in silico et est décrite dans la littérature comme jouant un rôle dans l'altération de la 

neutralisation et la clairance de l'Ag HBs. En effet, la substitution d'AA provoque une modification de 

l'hydrophobicité et de la charge électrique de la protéine pouvant être responsable d'un changement de 

conformation du "déterminant a" (Pei et al., 2014). Cette mutation a pu entraîner l'absence de 

détection de l'Ag HBs par l'automate Architect. On ne peut exclure que la clairance de l'Ag HBs chez 

ce patient soit le fruit d'un artefact technique. 

A194V ? 

I195M ? E164D ? 
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Les deux patients contrôles, KK102008 et HG012003, ne présentent pas de mutations qui influencent 

l'antigénicité prédite. En effet, il s'agit de substitutions d'AA proches d'un point de vue physico-

chimique. Nous avons peu de recul pour le patient KK102008 et la mutation A194V n'est pas décrite 

dans la littérature. On retrouve chez l'un des patients contrôles les mutations E164D et I195M qui, 

lorsqu'elles sont associées, diminuent l’affinité des anticorps anti-HBs pour l’Ag HBs d’un facteur 50 

et provoquent des mutations sur le gène de la RT à savoir la V173L, la L180M et la M204V 

permettant ainsi au virus l'acquisition de la résistance au 3TC (Locarnini and Yuen, 2010). Or le 

patient contrôle était traité par du 3TC depuis 3 ans et la charge virale restait positive.  

Le patient d'intérêt, qui présente une réponse optimale au traitement anti-VHB ou un défaut de 

détection de l'Ag HBs par l'Architect, est porteur d'une mutation défavorable à la réponse immunitaire. 

Cela démontre qu’une mutation ponctuelle de la protéine S ne peut pas toujours expliquer à elle seule 

la clairance ou la persistance de l’Ag HBs. La clairance de l'Ag HBs est un mécanisme multifactoriel 

impliquant l'hôte, son système immunitaire, la pression thérapeutique et les virus.   
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5.2 Sous cohorte A/2 

5.2.1 Présentation des cas 

Patient d'intérêt : GM082013 : Il s'agit d'un patient né en 1952 et suivi au CHU de Nancy depuis 1991. 

La première sérologie pour le VHB date de la même époque (Ag HBe négatif). Un traitement à base 

de 3TC a été instauré en 1999, puis le patient a été perdu de vue jusqu'en 2009. Entre 2009 et 2010, le 

patient a reçu 3 mois de traitement avec TDF + FTC, remplacé par la suite par du 3TC seul. Après 

2009, la CV VHB est fluctuante et varie entre la non détectabilité et une positivité faible, témoin d'une 

réplication légère. L'Ag HBs est par ailleurs retrouvé négatif, ce qui signe une hépatite occulte. Le 

séquençage a été réalisé sur un prélèvement de 2013 (tableau 12).  

 

Tableau 12 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de GM082013 

Date Ag HBs Ac  
Anti-HBs 

CV VHB en 
log UI/mL 

CV VIH en  
log copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitement  

1991 Positif Positif / / 397 / 
1992 Positif Positif / / 370 / 
1993 Positif Positif / / 454 / 
1994 Positif Positif / / 420 / 
1995 Positif / 1,8 / 309 / 
1996 Positif Négatif ND 4,3  352 / 
1999 Positif Négatif / / 663 3TC 

Perdu de vue 
23/02/2009 Négatif Négatif 2,83  4,8 46 / 
06/04/2010 Négatif Négatif ND ND 221 / 
29/08/2011 Négatif Négatif ND ND 353 3TC 
08/08/2013 Négatif Négatif 2,27  5  188 3TC 
14/11/2013 Négatif Négatif D 4  110 3TC 
05/02/2014 Négatif Négatif 1,36  4  105 3TC 
12/03/2014 Négatif Négatif / 3,5  / 3TC 
15/10/2014 Négatif Négatif ND 4,8 / 3TC 
Légende : D = détectable 

 

Patient contrôle : MJ052003 : Il s'agit d'un patient né en 1958 et suivi au CHU de Nancy depuis 1999. 

La première sérologie concernant le VHB date de la même époque (Ag HBe positif). Un traitement à 

base de 3TC a été instauré la même année. On note la présence d'une interruption thérapeutique entre 

2002 et 2004, puis du TDF a été introduit en 2004 avec l'ajout du FTC en 2008. Depuis 2004, la 

charge virale VHB est négative. Le séquençage a été réalisé sur un prélèvement de 2003 (tableau 13).  
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Tableau 13 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de MJ052003 

Date Ag HBs CV VHB en 
log UI/mL 

CV VIH en 
log copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitement 

28/10/1999 Positif  / 5,8  9 3TC 
22/05/2003 Positif  4,3  ND 359 / 
19/02/2004 Positif  / / 386 TDF 
08/11/2007 Positif ND 3,75 289 TDF 
14/05/2009 Positif ND ND 362 TDF + FTC 
 

Patient contrôle : GD072006 : Il s'agit d'un patient né en 1956 et suivi au CHU de Nancy depuis 1993. 

La première sérologie concernant le VHB date de 2006 (Ag HBe négatif). Un traitement à base de 

TDF + FTC a été instauré à cette époque puis le FTC a été remplacé par du 3TC en 2009. Le 

traitement est efficace puisque la charge virale est négative depuis l'introduction du TDF. Le 

séquençage a été réalisé sur un prélèvement de 2006 (tableau 14). 

 

Tableau 14 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de GD072006 

Date Ag HBs CV VHB en 
log UI/mL 

CV VIH en 
log copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitement 

13/07/2006 Positif  5,3  4,1  170 / 
02/10/2008 Positif  ND ND 150 TDF + FTC 
01/03/2012 Positif  ND ND 490 TDF + 3TC 

 

 

Patient contrôle : LJM092003 : Il s'agit d'un patient né en 1959 et suivi au CHU de Nancy depuis 

2003. La première sérologie date de la même époque (Ag HBe positif), un traitement à base de 3TC + 

TDF avait été instauré. Le séquençage a été réalisé sur un prélèvement de 2003 (tableau 15). 

 

Patient chronique : DC092013 : Il s'agit d'un patient né en 1955 et suivi au CHU de Nancy depuis 

1996. Une hépatite aiguë à VHB est mentionnée dans son dossier en 1998. La première sérologie 

concernant le VHB réalisée au CHU de Nancy date de 2013 (Ag HBe positif). Nous n'avons pas 

retrouvé d'autres antériorités concernant l'infection du VHB. Un traitement à base de TDF a été 

instauré en 2003, avec un ajout du FTC en 2010 sans négativation de la CV. Le séquençage a été 

réalisé à partir d'un prélèvement de 2013 (tableau 16).     
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Tableau 15 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de LJM092003 

Date Ag HBs CV VHB en 
log UI/mL 

CV VIH en 
log copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitement 

13/02/2003 Positif  >5,3  / 48 3TC + TDF 
04/09/2003 Positif  4,6 / 144 3TC + TDF 
03/06/2004 Positif  3,6  / 344 3TC + TDF 
24/06/2005 Positif  ND / 376 3TC + TDF 
01/08/2006 Positif  5,5 / 415 TDF + FTC 
17/04/2007 Positif  2,05  ND 710 TDF + FTC 
04/12/2007 Positif  D  2.20   730 TDF + FTC 
11/03/2008 Positif  ND ND / TDF + FTC 
16/01/2009 Positif  ND / 904 TDF + FTC 
11/12/2009 Positif  ND ND 705 TDF + FTC 
08/06/2010 Positif  ND D 637 TDF + FTC 
09/05/2011 Positif  ND / / TDF + FTC 
20/09/2012 Positif  D  ND 762 TDF + FTC 
26/03/2013 Positif  ND D 854 TDF + FTC 
19/05/2014 Positif  ND ND 804 TDF + FTC 

 

Tableau 16 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de DC092013 

Date Ag HBs CV VHB en 
log UI/mL 

CV VIH en 
log copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitement 

1998 Positif  / / / / 
13/09/2013 Positif  4,7  3,15 108 FTC + TDF 
03/06/2014 Positif  3  3,27 / FTC + TDF 

 

5.2.2 Mutations détectées 

Ci-dessous sont représentées les mutations retrouvées sur les gènes préS1/S2 et S des patients de la 

sous cohorte A/2. Etant donné l'absence de mutations détectées pour le patient DC092013, la 

cartographie des protéines n'a pas été représentée. 

GM082013 (intérêt) 
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MJ052003 (contrôle) 

 

 

Nous pouvons observer un grand nombre de bases dégénérées pour ce patient, ce qui se traduit par la 

présence de plusieurs acides aminés pour une même position. A noter que MJ052003 est également 

porteur de mutations sur le gène de la RT, à savoir la V173L, L180M et la M204V qui confèrent au 

virus une résistance au 3TC. Nous pouvons également signaler la présence d'une délétion de deux 

acides aminés sur la région préS2 et d'un codon stop qui signe l'arrêt de la protéine en position 216 de 

la région S. 

 

GD072006 (contrôle) 

 

 

Pour ce patient, il est intéressant de noter la présence d'une quadruple population concernant la 

position 130 du gène S. En effet, deux bases dégénérées au sein d'un même codon ont été retrouvées, 

ce qui se traduit par la possibilité d'avoir quatre AA différents à cette position. Nous verrons 

l'importance de cette mutation dans la partie discussion.  
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LJM092003 (contrôle) 

 

Cinq bases dégénérées ont été retrouvées pour ce patient, ce qui se traduit par la présence de deux AA 

possibles sur chacun des cinq sites de mutations.  

  

5.2.3 Profils antigéniques sur Antheprot 

Ci-dessous est représentée la prédiction de l'antigénicité des domaines S et préS des patients de la sous 

cohorte A/2. Les profils antigéniques prédits pour le domaine S et préS du patient DC092013 n'ont pas 

été représentés du fait de l'absence de mutations, de même que pour le profil du domaine préS du 

patient GD072006.   

 

Domaine S :  

 

On note que la mutation V168A augmente légèrement le profil antigénique prédit in silico. 

 

 

Pour ce patient, nous avons présenté toutes les mutations différentes du consensus sur un même profil. 

Certaines mutations augmentent l'antigénicité comme la L49R et la M133T. Il est par ailleurs 
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intéressant de relever la présence d'une mutation non sens la L216*. Nous discuterons de ces résultats 

dans la partie dédiée.  

 

 

 

 

Pour le patient GD072006, les trois profils antigéniques mutés ont été réalisés pour mettre en évidence 

la modification du profil selon les AA présents à la position 130. Les trois mutations entraînent une 

légère augmentation de l'antigénicité prédite. 

 

Pour le patient LJM092003, porteur de double populations, nous avons réalisé les profils en 

conséquence et les avons comparés entre eux mais il est apparu qu'aucune différence n'était mise en 

évidence par rapport au consensus. 

 

Domaine préS :  

 

La modification du profil antigénique par rapport au consensus ne peut être interprétée.  
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Pour le patient LJM092003, porteur de double populations, nous avons réalisé les profils en 

conséquence et les avons comparés entre eux mais il est apparu qu'aucune différence n'était mise en 

évidence par rapport au consensus.  

  

Pour le patient MJ052003, la mutation Y129H, ainsi que la délétion 130-131 dans la région préS2, 

influencent légèrement le profil antigénique prédit. 

 

5.2.4 Discussion   

Le patient d'intérêt GM082013 présente les mutations G10R, V168A, L175S et S204N dans le 

domaine S ainsi que la mutation N28K dans le domaine préS. La mutation L175S (fréquence de 0,5% 

sur 2000 séquences) a été retrouvée chez des patients présentant un profil sérologique particulier avec 

coexistence de l'Ag HBs et d'Ac anti-HBs (Zhang et al., 2007). Or, nous avons retrouvé des résultats 

antérieurs qui correspondent à ce profil entre 1991 et 1994 (tableau 12). Cette mutation est également 

localisée au niveau d'un épitope T et aurait un impact sur l'échappement immunitaire (Salpini et al., 

2015). La mutation V168A semble augmenter légèrement l'antigénicité prédite in silico mais n'est pas 

décrite dans la littérature (fréquence 2,6%). Les mutations G10R et S204N sont situées dans des 

domaines transmembranaires (TM1 et TM4) et ne sont pas décrites dans la littérature. La mutation 

N28K se situe dans une zone où de nombreux épitopes B et T sont retrouvés (Chen et al., 2006). 

Enfin, nous pouvons rappeler que le patient a été traité par du 3TC pendant de longues années. Or, 

nous ne retrouvons pas de mutations conférant une résistance vis-à-vis de cette molécule. Ceci peut 

s'expliquer par l'absence de pression de sélection thérapeutique pendant l'échappement au système de 

santé.  

 

Le patient MJ052003 présente la mutation M133T qui peut être responsable d'une insuffisance de 

détection de l'Ag HBs (Baclig et al., 2014) et d'un échappement immunitaire (Kay and Zoulim, 2007). 

Malgré tout, l'Ag HBs est retrouvé positif avec la technique de chimioluminescence de l'Architect. La 

L49R n'est pas décrite dans la littérature mais nous observons qu'elle augmente le profil antigénique. 

Cette mutation est située dans une zone intracytosolique de l'Ag HBs. L'impact sur le système 

immunitaire peut donc être discuté. Le patient présente une résistance vis-à-vis du 3TC due aux 
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mutations E164D et I195M. Or ce patient a déjà été traité par du 3TC. Nous pouvons également 

signaler la mutation L216* à l’origine d’une protéine S tronquée au niveau de l’épitope P4 des 

lymphocytes T. Cette mutation aurait un impact négatif sur la neutralisation par les anticorps 

(Pourkarim et al., 2014) et pourrait jouer également un rôle dans l'initiation de la carcinogénèse 

(Huang et al., 2014). 

Concernant le domaine préS, ce patient est porteur de cinq mutations et de deux délétions. Les 

mutations G61S, I63V et Y129H se situent au niveau d'épitopes B (Chen et al., 2006). La délétion 

130-131 sur le domaine préS2 est également située sur des épitopes B et T et est responsable d'un 

échappement immunitaire et d'une évolution plus rapide de la maladie hépatique (Tai et al., 2002). En 

conséquence, ces mutations peuvent contribuer à la persistance de l'Ag HBs.  

 

Le patient GD072006 présente les mutations G130N/S/D (fréquence rare dans la database, de 0,4%, 

0,25% et 0,05% respectivement) responsable d'un échappement immunitaire. La modification 

antigénique au niveau du déterminant "a", par la substitution d'une Glycine (G), AA non chargé 

hydrophobe, par des AA aux propriétés différentes, va diminuer l'affinité des anticorps pour l'Ag HBs 

(Kay and Zoulim, 2007), (Simon et al., 2013). Les mutations F8L et S210R ne sont pas décrites dans 

la littérature comme impactant la réponse immunitaire. De plus, elles sont situées dans un domaine 

transmembranaire (TM1 et TM4 respectivement). On peut donc supposer qu'elles interagissent de 

façon très limitée avec le système immunitaire.  

Le patient LJM092003 présente également sur le domaine S deux mutations (F8L et S210R) situées 

dans des zones transmembranaires. Concernant le domaine préS, ce patient est porteur de trois 

mutations situées chacune sur des épitopes B et/ou T (Chen et al., 2006).  

La S210R ne semble pas avoir d'impact sur le système immunitaire, mais on remarque qu'elle est 

présente chez trois des patients contrôles (fréquence de 14,5% dans la database HBVdb). De même, la 

F8L est aussi présente chez deux des patients contrôles (fréquence de 4,4%). 

Le patient DC092013 ne présente aucune mutation alors que celui ci est traité depuis dix ans par du 

TDF. Ce patient est considéré comme un patient chronique avec une probable inobservance 

thérapeutique au vue de la réplication virale qui persiste et du taux faible de CD4. Une faible pression 

immunitaire chez ce patient peut expliquer l'absence d'impact sur la modification des glycoprotéines 

d'enveloppe du VHB.  

  



133 
 

5.3 Conclusion 
Nous avons sélectionné deux patients ayant présenté une clairance de l'Ag HBs mais chez qui une 

faible réplication virale persiste (hépatite B occulte), cinq patients contrôles et un patient chronique 

sous traitement de génotype A. Ci-dessous est représenté le tableau récapitulatif des mutations 

retrouvées en prenant en compte les résultats des patients d'intérêt (2) et des patients contrôles (5) 

(tableau 17). Le patient chronique n'a pas été inclus dans le tableau car il ne présente aucune mutation. 

Nous avons distingué le nombre total de mutations par patients puis nous les avons réparties en deux 

catégories : d'une part, les mutations décrites dans la littérature pouvant être responsable d'un 

échappement immunitaire ou situées dans une zone épitopique pour les lymphocytes B/T et d'autre 

part les mutations diminuant, même très légèrement, l'antigénicité prédite par bioinformatique. Les 

domaines S et préS ont été détaillés pour mettre en évidence d'éventuelles différences entre les patients 

pour chaque domaine.  

 

Tableau 17 : Mutations retrouvées chez les patients de génotypes A 

  Nombre total de 
mutations par patient 

mutations décrites 
dans la littérature par 

patient 

mutations diminuant 
l'antigénicité prédite par 

patient 

patients 
d'intérêt (2) 

domaine S 2,5 1 0,5 
domaine préS 0,5 / / 

domaine préS/S 3 1 0,5 

patients 
contrôles (5) 

domaine S 2,8 1,4 / 
domaine préS 2 1,6 / 

domaine préS/S 4,8 3 / 
 

On observe plus de mutations chez les patients ne réalisant pas la clairance de l'Ag HBs que chez les 

patients d'intérêt. De plus, ces mutations sont plus souvent décrites dans la littérature comme jouant un 

rôle dans l'échappement immunitaire ou étant situées dans des zones épitopiques B/T. On peut citer 

parmi ces mutations, la G130N/S/D, la M133T, L216* dans le domaine S et la I63V, retrouvée chez 

deux patients contrôles, ainsi que la délétion 130-131 dans le domaine préS.  

Nous avons mis en évidence une signature moléculaire, la S210R, retrouvée chez trois patients 

contrôles. Une étude a décrit le rôle probable des mutations concernant la protéine S, retrouvées chez 

les porteurs d'hépatites occultes, sur la production et l'excrétion in vitro de l'Ag HBs. Il a été démontré 

que les mutations situées sur le TM4 peuvent affecter les interactions moléculaires et altérer la 

morphologie de la protéine (Biswas et al., 2013). La S210R peut donc avoir un impact sur la sécrétion 



134 
 

de l'Ag HBs. Dans notre étude, elle est retrouvée uniquement chez des patients porteurs de l'Ag HBs. 

La S204N est quant à elle présente chez un patient porteur d'une hépatite occulte.     

Les patients d'intérêt présentent tout de même des mutations impliquées dans l'échappement 

immunitaire et donc pouvant favoriser la persistance de l'Ag HBs.  

Le premier patient d'intérêt, KH052008, ainsi que ses deux contrôles, sont plus jeunes (38 ans) que les 

autres patients de génotype A (58 ans). Or pour ces patients nous ne retrouvons que très peu de 

mutations. Cela peut être dû à une plus courte évolution de l'infection par le VHB si on émet 

l'hypothèse selon laquelle la contamination par le virus serait plus récente dans la sous cohorte A/1. En 

effet, la pression immunitaire exercée sur le virus de façon chronique va être responsable de 

l'émergence de mutations au niveau des glycoprotéines d'enveloppe, dont le nombre peut augmenter 

avec le temps.   

Il est par ailleurs important de préciser que le séquençage est réalisé à des moments différents dans 

l'évolution de l'infection pour le VHB pour chaque patient, par exemple lors d'une découverte de 

l'infection ou lors d'une interruption de traitement. Ce qui peut compliquer l'interprétation des données 

et être à l'origine d'un biais.  

Nous pouvons en conclure que certaines mutations propres au VHB de génotype A peuvent contribuer 

à la clairance ou la persistance de l'Ag HBs chez les patients co-infecté VIH/VHB. Cependant, il 

faudrait disposer d’une cohorte plus importante pour confirmer les observations et mettre en évidence 

d’autres facteurs associés à un plus fort taux de persistance de l’Ag HBs. 
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6 Patients de génotype E 
Cinq patients de génotype E ont été sélectionnés dans cette étude, dont un patient d'intérêt 

(MW062008), un patient porteur chronique apparié, ayant une CV VHB toujours positive, 

(GA072013) et trois patients contrôles non répondeurs et non appariés (HM1996, FG102001, 

OL022008). Dans un premier temps, le patient d'intérêt et le patient apparié chronique seront présentés 

suivis des patients contrôles.  

  

6.1 Patient d'intérêt et patient apparié porteur chronique  

6.1.1  Présentation des patients  

Patient d'intérêt MW060008 : Il s'agit d'une femme née en 1983 suivie au CHU de Nancy depuis 

septembre 2004. A l'époque, un traitement à base de 3TC a été instauré et suivi jusqu'en 2007 puis 

modifié par TDF + FTC. On note la présence d'une interruption thérapeutique anti-VHB entre 

décembre 2007 et juin 2008 pour adaptation thérapeutique de la prise en charge du VIH. La CV VHB 

était négative ainsi que l'Ag HBs, depuis une durée indéterminée. Suite à cette modification 

thérapeutique, une réactivation du VHB est apparue ; le séquençage a été réalisé à ce moment. La 

première sérologie date de juillet 2007, à l'époque l'Ag HBs était négatif (tableau 18). 

Tableau 18 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de MW062008 

Date Ag HBs Ac anti-HBs CV VHB 
log UI/mL 

CV VIH log 
copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitement 

25/07/2007 Négatif Négatif ND 4,68  220 3TC 

20/03/2008 / / 2,86  ND 318 / 

19/06/2008 Positif   
(>250 UI/ml) 

Positif       
(156 mUI/ml)  / ND 282 / 

27/06/2008 Positif     
(>250 UI/ml)  

Positif        
(120 mUI/ml)  8,59  / / TDF+FTC 

07/07/2008 Négatif    
(0,01 UI/ml)  

Positif          
(12 mUI/ml)  6,12 ND / TDF+FTC 

04/09/2008 / / 1,58  ND 399 TDF+FTC 

18/12/2008 / / 1,54  ND 394 TDF+FTC 

26/03/2009 Négatif Positif          
(35 mUI/ml) D D 320 TDF+FTC 

08/07/2010 Négatif Positif        
(155 mUI/ml)  / ND 536 TDF+FTC 
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Lors de la réactivation du VHB suite à l'arrêt de traitement vis-à-vis de celui-ci (fin 2007), une hépatite 

grave est survenue (signes de cytolyse hépatique). L'Ag HBe, l'Ag HBs ainsi que des Ac anti-HBs se 

sont positivés, la charge virale VHB était à 8,59 log d'UI/mL. Peu de temps après l'introduction du 

TDF + FTC, nous observons à nouveau une clairance de l'Ag HBs. Deux ans après l'épisode de 

réactivation, la persistance d'Ac anti-HBs signe une hépatite résolue. 

Aucun patient contrôle n'a pu être apparié à ce patient.  

   

Patient chronique : GA072013 : Il s'agit d'une femme née en 1971 suivie au CHU depuis 2001 pour 

son infection au VIH et sous TDF + FTC depuis janvier 2008, date de la première sérologie VHB 

(Ag HBe positif). Malgré un traitement efficace, la charge virale VHB reste toujours positive. Le 

génotypage a été réalisé sur un prélèvement de juillet 2013 (tableau 19). 

Tableau 19 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de GA072013 

Date Ag HBs 
CV VHB log 

UI/mL 
CV VIH log 

copie/mL Traitement 

28/01/2008 Positif 8,84  6 TDF + FTC 

08/01/2009 Positif 4,2  ND TDF + FTC 

24/02/2009 Positif 5,73  / TDF + FTC 

09/04/2009 Positif 4,38  ND TDF + FTC 

12/10/2010 Positif 3,37  2,4 TDF + FTC 

19/03/2013 Positif 8,19  5  TDF + FTC 

16/07/2013 Positif 3,06  2,62  TDF + FTC 

 

6.1.2 Mutations détectées 

Ci-dessous sont représentées les mutations retrouvées sur les gènes préS1/S2 et S des patients 

appariés, MW062008 et GA072013. 

MW062008 (intérêt) 

 

Ce patient est le plus jeune de la cohorte pour le génotype E.  
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GA072013  

 

Les mutations retrouvées sont différentes entre le patient d'intérêt et le patient chronique qui est doté 

par ailleurs de plus de mutations (6 vs 2).  

 

6.1.3 Profils antigéniques sur Antheprot 

Ci-dessous est représentée la prédiction de l'antigénicité des domaines S et préS des patients appariés. 

Les profils antigéniques prédits pour le domaine préS des patients MW062008 et GA072013 n'ont pas 

été représentés du fait de l'absence de mutations ou de modifications retrouvées sur le profil 

antigénique. 

 

Nous pouvons voir sur ce profil que la mutation S114P diminue très légèrement l'antigénicité in silico. 

 

 

Pour GA072013, nous avons présenté toutes les mutations différentes du consensus sur un même 

profil. Les mutations T57I et P62L sont responsables d'une diminution d'antigénicité prédite in silico, 

alors que la L109P semble responsable d'une très légère augmentation.  
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Des doubles populations au niveau du domaine préS concernant les mutations R124R/K et P160P/L 

sont présentes chez le patient GA072013. Nous avons donc réalisé les profils en tenant compte de ces 

éléments et il est apparu que les mutations ne modifiaient pas le profil Anthéprot. 

  

6.1.4 Discussion 

Les protéines d’enveloppe du patient d'intérêt sont proches de celles d’une souche de virus sauvage. 

Les mutations Q101H et S114P situées sur la MHR du gène S sont des mutations retrouvées que très 

rarement pour le génotype E (respectivement 1,3% et 0,6% par rapport à 665 séquences référencées 

dans l'HBVdb). Il apparaît que la S114P diminue très légèrement le profil antigénique de la protéine S 

selon Anthéprot. La substitution d'une Sérine (S) par une Proline (P), AA plus petit et moins polaire, 

explique cette diminution. La Q101H a été décrite dans la littérature comme jouant un rôle dans 

l'échappement immunitaire en affectant la reconnaissance des anticorps (Scheiblauer et al., 2010). La 

substitution d'une Histidine (H), AA basique et chargé positivement, à la place d'une glutamine (Q), 

AA polaire et non chargé, peut expliquer le défaut de reconnaissance des anticorps. La souche virale 

de ce patient ne présente pas de mutation dans la région préS. 

Le patient GA072013 présente une CV VHB toujours positive sous traitement alors qu'aucune 

mutation n'est retrouvée sur le gène de la polymérase associée à une résistance aux traitements. Ceci 

peut être expliqué par la probable non observance au traitement, confirmée par la présence de CV VIH 

positives. En revanche, il y a 3 mutations sur le gène S dont une association entre la T57I et la P62L 

qui diminuent le profil d'antigénicité prédit in silico. Ces mutations étant situées dans une zone 

intracytosolique de l'Ag HBs, leur impact in vivo sur la réponse immunitaire peut être discuté. La 

L109P est décrite comme ayant un impact sur le profil d'hydrophobicité (Baclig et al., 2014), de plus 

c'est une mutation touchant l'épitope des cellules LB (Ramezani et al., 2013). Concernant la partie 

préS, la E43D se situe dans une zone sans rôle connu sur le pouvoir infectieux. On note également la 

présence de deux mutations situées sur la région préS2 considérées dans la littérature comme épitopes 

LT/LB mais qui n'influencent pas le profil Anthéprot (Chen et al., 2006).  

Nous n'avons pas trouvé de patient contrôle (CV indétectable, Ag HBs positif) pouvant être apparié à 

ce patient d'intérêt. Seule une patiente présentant une hépatite B chronique pouvait être appariée par le 

sexe et l'âge. Au delà de la probable inobservance du patient expliquant la chronicité de l'infection 

VHB, il est toutefois intéressant de noter que le patient chronique présente plus de mutations 

impactant de façon plus importante le profil antigénique.  
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6.2 Patients contrôles non appariés 

6.2.1 Présentation des patients 

Patient contrôle : HM1996 : Il s'agit d'un patient né en 1953 et suivi au CHU de Nancy depuis 1996 

pour son infection au VIH. Il a reçu un traitement à base de 3TC depuis 1997, arrêté en 2007 et 

remplacé par TDF + FTC en 2009. Le génotypage a été réalisé sur un prélèvement de 1996 (Ag HBe 

négatif). Depuis l'introduction du TDF + FTC, la CV VHB est indétectable (tableau 20).   

 

Tableau 20 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de HM1996 

Date Ag HBs CV VHB log 
UI/mL 

CV VIH log 
copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitement 

1996 Positif 7,9  / 252 / 

18/01/2008 Positif 3,17 ND 480 / 

16/12/2009 Positif ND 2,55  350 TDF + FTC 

19/12/2011 / ND ND 377 TDF + FTC 

 

 

Patient contrôle : FG102001 : Il s'agit d'un patient né en 1950 et suivi au CHU de Nancy depuis 1999 

pour son infection au VIH. La première sérologie VHB date de la même année (Ag HBe positif). Il a 

reçu un traitement à base de 3TC depuis 1999 avec un ajout du TDF en 2002, puis remplacé par TDF 

+ FTC en 2009. Le génotypage a été réalisé sur un prélèvement d'octobre 2001. La charge virale VHB 

est indétectable depuis 2002 (tableau 21). 

 

Tableau 21 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de FG102001 

Date Ag HBs CV VHB 
log UI/mL 

CV VIH log 
copie/mL 

Taux CD4 
cell/mm3 Traitement 

13/08/1999 Positif / 6,5 24 / 

02/10/2001 Positif 5  ND 170 3TC 

03/06/2008 Positif ND ND 325 TDF + 3TC 

17/05/2011 Positif ND ND 558 TDF + FTC 

 

Patient contrôle : OL022008 : Il s'agit d'un patient né en 1977 et suivi au CHU de Nancy depuis 2008 

pour son infection au VIH. La première sérologie VHB date de la même époque (Ag HBe négatif), et 
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un traitement à base de TDF + FTC a été instauré. Le génotypage a été réalisé sur un prélèvement de 

2008. La charge virale VHB est indétectable depuis la mise en route du traitement (tableau 22).   

 

Tableau 22 : Evolution biologique et thérapeutique anti VHB de OL022008 

Date Ag HBs 
CV VHB 

log UI/mL 
CV VIH log 

copie/mL 
Taux CD4 
cell/mm3 Traitement 

12/02/2008 Positif 4,44  5,36  159 / 

18/11/2008 Positif ND 2,9  329 TDF + FTC 

12/07/2011 Positif ND 1,86  300 TDF + FTC 

 

Ces trois patients présentent donc une réponse virologique mais une persistance de l'Ag HBs.  

 

6.2.2 Mutations détectées  

Ci-dessous sont représentées les mutations retrouvées sur les gènes préS1/S2 et S des patients 

contrôles : HM1996, FG102001 et OL022008. 

HM1996 

 

 

 

FG102001 

 

A noter que FG102001 est également porteur de mutations sur le gène de la RT : à savoir la V173L, 

L180M et la M204V qui confèrent une résistance au 3TC.  
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OL022008 

 

Ce patient présente seize mutations : cinq concernent la partie S et onze la partie préS1 et préS2 des 

gènes codant les glycoprotéines d'enveloppe.  

Il possède le plus de mutations alors que le séquençage a été réalisé avant l'introduction de traitement. 

Nous ne savons pas depuis quand le patient est contaminé par le VHB, mais il semble que cette souche 

virale présente une très grande variabilité. 

 

6.2.3 Profils antigéniques sur Antheprot 

Ci-dessous est représentée la prédiction de l'antigénicité des domaines S et préS des patients contrôles. 

Etant donné l'absence de mutation sur le domaine préS pour les patients HM1996 et FG102001, il est 

inutile de représenter les profils Anthéprot qui seront identiques au consensus. 

 

Il est intéressant de rappeler que le séquençage a été réalisé alors que le patient n'était pas encore sous 

traitement antirétroviral efficace sur le VHB. Il est donc logique de se retrouver devant une séquence 

avec très peu de mutations. 
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Seule la mutation T57I joue un rôle sur l'antigénicité prédite in silico. 

L'association de la E164D et de la I195M est responsable de résistance aux traitements. En effet, on 

retrouve sur le gène de la RT les mutations V173L, L180M et la M204V qui confèrent une résistance 

au 3TC expliquée par le chevauchement du cadre de lecture des gènes (Torresi et al., 2002). 

 

 

 

Seule la mutation E164G sur le gène S diminue in silico l'antigénicité prédite très légèrement. La 

L49R ainsi que la W74S augmentent le profil antigènique. Ces mutations ne sont pas décrites dans la 

littérature.    

 

 

 

OL022008 est porteur de beaucoup de mutations sur la partie préS, or nous pouvons observer de 

nombreuses variations par rapport au profil de référence. Huit mutations sur le domaine préS 

(fréquence rare proche de 1%) diminuent l'antigénicité prédite in silico et sont considérées dans la 

littérature comme des épitopes LT/LB (Chen et al., 2006). 

 

6.2.4 Discussion 

Deux patients contrôles présentent la mutation T57I. Du fait de la substitution de la Thréonine (T), AA 

non chargé polaire, par de l'Isoleucine (I), AA non chargé hydrophobe et de plus grande taille, le profil 

antigénique prédit est modifié selon les modes de calcul du logiciel Antheprot. OL022008 est plus 
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jeune que les deux autres patients contrôles, il présente par ailleurs le plus grand nombre de mutations. 

L'impact de la réponse immunitaire, propre à chaque individu, peut expliquer de telles différences sur 

la variabilité des glycoprotéines d'enveloppes entre ces patients. Il est envisageable que OL022008 ait 

été contaminé à la naissance ce qui pourrait expliquer le nombre de mutations retrouvées. 

 

6.3 Conclusion 
 La mutation T57I est retrouvée chez trois patients : deux contrôles et le patient chronique. Cette 

mutation a un impact direct par rapport au profil du consensus ou du patient d'intérêt. La position T57I 

se situe dans une zone antigénique non exposée aux systèmes immunitaires. Elle peut intervenir 

indirectement en modifiant la conformation de la boucle antigénique. Cette mutation a une fréquence 

de 15% par rapport aux séquences retrouvées dans l'HBVdb (sur 665 séquences répertoriées) et aurait 

une importance épidémiologique (Lago et al., 2014). Elle est retrouvée surtout en Namibie, en Angola 

et au Congo Brazzaville. Seul FG102001 est originaire d'un de ces pays.   

 

Ci-dessous est représenté un tableau récapitulatif des mutations retrouvées chez quatre patients de 

génotype E (le patient d'intérêt + 3 contrôles) (tableau 23). Les mutations du patient chronique n'ont 

pas été intégrées dans le tableau.  

Tableau 23 : Mutations retrouvées chez les patients de génotype E 

  
Nombre total de 

mutations par 
patient 

mutations décrites 
dans la littérature 

par patient 

mutations diminuant 
l'antigénicité prédite 

patient d'intérêt 
(1) 

domaine S 2 1 1 
domaine préS / / / 

domaine préS/S 2 1 1 

patients 
contrôles (3) 

domaine S 3,67 0,67 1 
domaine préS 3,67 2,67 2,67 

domaine préS/S 7,34 3,34 3,67 
 

Aux vues de ces résultats, nous observons que le patient d'intérêt présente moins de mutations que les 

patients contrôles (2 vs 7,34). Sur le domaine S, une des deux mutations retrouvée chez le patient 

d'intérêt est décrite dans la littérature comme ayant un impact sur l'échappement immunitaire.  

Sur le domaine préS, les résultats sont très hétérogènes car nous retrouvons des mutations seulement 

chez un patient ayant une persistance de l'Ag HBs (OL022008).  

Nos résultats suggèrent toute de même un lien entre la persistance de l'Ag HBs et une signature 

moléculaire chez les co-infectés avec la mutation T57I (3 sur 4 patients). 
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7 Synthèse et discussion  
 
La clairance de l'Ag HBs chez les patients co-infectés est un phénomène multifactoriel impliquant des 

critères virologiques, immunologiques et thérapeutiques. Notre hypothèse de travail est que la 

variabilité des glycoprotéines d'enveloppe est un des critères virologiques en lien avec la clairance ou 

la persistance de l'Ag HBs. En préambule, nous analyserons les résultats propres aux critères 

virologiques afin de les intégrer par la suite à l'ensemble des critères.  

Ci-dessous est représenté un tableau récapitulatif des mutations retrouvées chez les quatre patients 

d'intérêt (tableau 24). 

 

Tableau 24 : Mutations retrouvées chez les patients d'intérêt 

  
Nombre total de 

mutations par 
patients 

Mutations décrites 
dans la littérature par 

patients 

Mutations 
diminuant 

l'antigénicité prédite 

Génotype D 
(1) 

domaine S 2 1 / 
domaine préS 3 3 / 

domaine préS/S 5 4 / 

Génotype A 
(2) 

domaine S 2,5 1 0,5 
domaine préS 0,5 / / 

domaine préS/S 3 1 0,5 

Génotype E 
(1) 

domaine S 2 1 1 
domaine préS / / / 

domaine préS/S 2 1 1 
 

Le patient d'intérêt de génotype D présente plus de mutations que les patients de génotypes A et E. De 

plus, ces mutations ont plus souvent un impact sur l'antigénicité (4 vs 1). Le VHB de génotype D 

présente donc une plus grande variabilité chez les patients d'intérêt que le VHB de génotype A ou E. 

Ce qui est cohérent avec les données de la littérature qui décrivent une plus grande variabilité du 

génotype D en particulier sur le déterminant "a" comparé aux autres génotypes (De Maddalena et al., 

2007). Des données similaires ont été observées dans une cohorte non publiée de patients mono-

infectés par le VHB.  

Une mutation en position 122 du gène S, dans la MHR, est retrouvée chez le patient de génotype D 

(R122K) et un patient de génotype A (K122R), mais seule la K122R est décrite dans la littérature 

comme pouvant être responsable d'un échappement immunitaire. Cette mutation a été retrouvée chez 

un patient co-infecté VIH/VHB, présentant un profil sérologique d'une hépatite occulte (présence d'un 

Ac anti-HBc isolé), au cours d'une réactivation du VHB de génotype A (Pei et al., 2014). Or notre 

patient porteur de la mutation a un profil similaire. Malgré l'absence de description dans la littérature 
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de la mutation R122K, une étude a démontré que toute modification d'AA sur la position 122 du gène 

S peut jouer un rôle vis-à-vis de la réponse immunitaire (Wu et al., 2012).   

Tous les patients d'intérêt présentent des mutations ayant un impact sur le système immunitaire, 

comme la sI110L, sL175S, préS N103K. Une étude sur la variabilité du génome du VHB chez des 

patients co-infectés VIH/VHB a décrit un nombre plus important de mutations dans la région préS/S 

chez les patients ayant un Ag HBs négatif (hépatite occulte probable) que chez les patients présentant 

un Ag HBs positif. De plus, ces mutations concernent plus souvent la MHR et le déterminant "a" 

(Taffon et al., 2014). Dans notre étude, les mutations concernant le domaine S des patients Ag HBs 

négatif, sont souvent situées sur la MHR (6/9 mutations). Malgré ces mutations défavorables, la 

clairance de l'Ag HBs est tout de même observée. La notion de clairance de l'Ag HBs reste ambigüe 

pour les deux patients de génotypes A, porteurs d'une hépatite B occulte. Toutefois, il est important de 

préciser que, sur les dernières analyses, la CV VHB est indétectable pour ces deux patients.  

Cela démontre que seule la présence de mutations défavorables ne suffit pas à expliquer la persistance 

de l'Ag HBs. La clairance de l'Ag HBs est un phénomène complexe faisant intervenir de multiples 

facteurs qui peut donc se réaliser malgré la présence de mutations dans la MHR.  

Le fait de ne disposer que de quatre patients d'intérêt ne nous permet pas de conclure. Il faudrait 

disposer d'une cohorte plus importante pour confirmer ces observations. 

Ci dessous est représenté un tableau récapitulatif des mutations retrouvées chez les dix patients non 

répondeurs (huit patients contrôles + 2 patients chroniques). 

Tableau 25 : Mutations retrouvées chez les patients non répondeurs 

 
  

Nombre total de 
mutations par 

patients 

Mutations décrites 
dans la littérature par 

patients 

Mutations 
diminuant 

l'antigénicité prédite 

Génotype A 
(6) 

domaine S 2,3 1,17 / 
domaine préS 1,66 1,33 / 

domaine préS/S 4 2,5 / 

Génotype E 
(4) 

domaine S 3,5 0,75 1,25 
domaine préS 3,5 2,5 2 

domaine préS/S 7 3,25 3,25 
 

Pour rappel, nous avons mis en évidence un nombre plus important de mutations chez les non 

répondeurs de génotype A et E que chez les patients d'intérêt de même génotype.   

La variabilité de l'Ag HBs est plus importante chez les patients de génotype E que chez ceux de 

génotype A. Le taux de mutations est de 1,5.10-2 pour le génotype E vs 9,38.10-3 pour le génotype A. 

Cependant, il ne faut pas oublier la présence des mutations du patient OL022008, qui à lui seul 

possède neuf mutations ayant un impact sur le système immunitaire. 
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Nos résultats suggèrent un lien entre la persistance de l'Ag HBs et deux signatures moléculaires 

observées chez les co-infectés non répondeurs porteurs d'une souche de génotype A (S210R) ou de 

génotype E (T57I). De nombreuses mutations associées à une diminution de l'antigénicité de 

l'enveloppe du VHB pourraient influencer le pronostic de l'hépatite B chez ces patients co-infectés.  

 

Précisons par ailleurs que parmi les patients d’intérêts ayant réalisé la clairance de l’Ag HBs, un 

patient est Ag HBe + et trois sont Ag HBe -, alors que chez les dix patients contrôles, sept sont 

Ag HBe + et trois sont Ag HBe -. Il y a donc plus de souches Ag HBe + chez les patients contrôles 

que chez les patients d'intérêt alors que les patients porteurs d'une souche Ag HBe - sont connus pour 

être de moins bons répondeurs aux traitements et à la clairance de l'Ag HBs ; ceci est en faveur de  

l’hypothèse que les patients d’intérêt de notre cohorte présentaient des facteurs viraux ou d’hôte 

favorisant la clairance. 

 

De nombreuses études font référence aux taux faibles de LT CD4 et à la classification CDC dans 

l'influence de la clairance de l'Ag HBs et l'évolution de l'hépatite B. Dans notre cohorte, trois des 

quatre patients d'intérêt sont au stade C3 dans la classification CDC, MW062008 est au stade A2. 

Parmi les patients contrôles, quatre sont au stade C3, cinq sont au stade A3 et le dernier est au stade 

A2. Selon les données de la littérature, plus les patients sont avancés dans la classification, avec un 

taux faible de LT CD4, et plus l'évolution de la maladie est défavorable. Dans notre cohorte, les 

critères immunologiques ne semblent pas corrélés à la clairance obtenue chez les patients d'intérêt par 

rapport aux patients contrôles.  

 

D'après l'étude épidémiologique de l'infection de l'hépatite B réalisée en 2012 (EPIB2012), il apparaît 

que les patients co-infectés VIH/VHB évoluent plus rarement vers la fibrose et le carcinome 

hépatocellulaire que les mono-infectés. De même, dans cette étude, la clairance de l'Ag HBs est plus 

fréquente chez les co-infectés. La moindre sévérité de l'hépatite B chronique chez les co-infectés serait 

probablement liée à l'utilisation au long cours des antirétroviraux efficaces sur les deux virus (Piroth et 

al., 2015). 

Les patients sélectionnés dans cette étude sont tous traités par analogues nucléos(t)idiques efficaces 

sur le VIH et le VHB. De part le chevauchement des cadres de lecture, des mutations retrouvées sur le 

gène S peuvent avoir un impact sur le gène de la RT et induire des mutations de résistance au 

traitement. Seulement trois patients (HG012003, MJ052003 et FG102001) présentent de telles 

mutations. Il s'agit de patients contrôles.  
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Cependant, et pour des raisons techniques, il faut préciser que les séquençages ont été réalisés à partir 

de sérums recueillis à différents temps dans l'évolution de la maladie pour chaque patient. L'influence 

de la pression thérapeutique sur la séquence S doit être interprétée avec précautions.  

L'observance thérapeutique est également un élément clé dans l'obtention de la clairance de l'Ag HBs. 

De nombreuses interruptions thérapeutiques (volontaires ou non) sont observées dans les deux 

populations. Des CV VIH et VHB persistantes, en faveur d'une inobservance, sont retrouvées dans les 

deux groupes (intérêt et contrôle). Ce paramètre ne semble pas être corrélé à la persistance ou la 

clairance de l'Ag HBs.  

      

Les facteurs propres au VHB ne peuvent pas expliquer à eux seuls la clairance ou la persistance de 

l'Ag HBs chez les patients co-infectés VIH/VHB, mais les mutations des glycoprotéines d'enveloppe 

du VHB pourraient influencer le pronostic de l'hépatite B. 
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Conclusion 
 

Grâce à de nombreuses études sur le domaine, les connaissances sur la co-infection VIH/VHB se sont 

affinées ces dernières années. L'impact du VIH sur l'évolution de l'hépatite B chronique est bien établi. 

La prise en charge thérapeutique, qui consiste à l'utilisation d'analogues nucléos(t)idiques efficaces sur 

le VIH et le VHB, a pour objectif idéal la clairance de l'Ag HBs. Cependant, il s'agit d'un événement 

rare qui survient chez certains patients à condition que plusieurs facteurs soient réunis. 

 

 Notre objectif était d'étudier l'influence de la variabilité des glycoprotéines d'enveloppe du VHB sur la 

clairance de l'Ag HBs chez des patients co-infectés VIH/VHB traités par analogues nucléos(t)idiques 

efficaces sur le VHB. 

 

 De fréquentes mutations diminuant l'antigénicité ont été observées dans les domaines S et préS des 

patients présentant une persistance de l'AgHBs. Nos résultats suggèrent un lien entre la persistance de 

l'Ag HBs et deux signatures moléculaires observées chez les co-infectés non répondeurs porteurs d'une 

souche de génotype A ou de génotype E. Ces mutations associées à une diminution de l'antigénicité de 

l'enveloppe du VHB pourraient influencer le pronostic de l'hépatite B chez ces patients co-infectés.  

 

L'arrivée de l'UDS (Ultra Deep Sequencing) en pratique courante dans les années à venir, permettra 

l'analyse de l'ensemble des quasi-espèces virales y compris les variants minoritaires qui pourraient 

jouer un rôle dans la persistance de l'Ag HBs chez les porteurs chroniques.   
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Annexes  
 

ANNEXE 1 : Protocole de purification pré-séquençage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXE 2 : Protocole de purification post-séquençage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ajouter dans un tube Eppendorf de 1,5 mL : 25 µL produit de PCR + 125 µL de tampon PB  

Agiter au vortex + centrifugation brève 

Déposer ce mélange sur une colonne QIAGEN 

Centrifuger à 17900 g pendant 1 minute 

Placer la colonne sur un nouveau tube vide et ajouter 750 µL de tampon PE 

Centrifuger à 17900 g pendant 1 minute 

Placer la colonne sur un nouveau tube vide 

Centrifuger à 17900 g pendant 1 minute 

Eluer l'ADN en ajoutant sur la colonne 25 µL de tampon EB 

Centrifuger à 17900 g pendant 1 minute 

Conserver l'ADN purifié à -20 °C pour la PCR de séquençage  

 

Vortexer la colonne, la dévisser d'un quart de tour et en casser la partie inférieure 

Mettre la colonne dans un tube collecteur 

Centrifuger 3 minutes à 750 g 

Transférer la colonne sur un tube Eppendorf 

Déposer la totalité du produit de PCR de séquençage au centre de la colonne et la 
refermer 

Centrifuger 3 minutes à 750 g 

Jeter la colonne et conserver l'Eppendorf 
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ANNEXE 3 : Séquences de référence utilisées 

 

 

 

 

 

S

MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGSPVCL

GQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDY

QGMLPVCPLIPGSTTTSTGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTDGNCT

CIPIPSSWAFAKYLWEWASVRFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSA

IWMMWYWGPSLYSIVSPFIPLLPIFFCLWVY

préS

MGGWSSKPRKGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDF

NPIKDHWPAANQVGVGAFGPGLTPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPP

PASTNRQSGRQPTPISPPLRDSHPQAMQWNSTAFHQALQDPRVRGL

YFPAGGSSSGTVNPAPNIASHISSISARTGDPVTN

S

MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLG

QNSQSPTSNHSPTSCPPTCPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDY

QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTPAQGTSMYPSCCCTKPSDGNC

TCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLS

VIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLPIFFCLWVYI

préS

MGQNLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANTANPDWDFNPNKDTWPDANK

VGAGAFGLGFTPPHGGLLGWSPQAQGILQTLPANPPPASTNRQSGR

QPTPLSPPLRNTHPQAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGGSSSG

TVNPVPTTVSPISSIFSRIGDPALN

S

MESITSGFLGPLLVLQAGFFLLTKILTIPQSLDSWWTSLNFLGGAPVCL

GQNSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDY

QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTLAQGTSMFPSCCCSKPSDGNC

TCIPIPSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFVQWFAGLSPTVWLS

VIWMMWYWGPSLYNILSPFIPLLPIFFCLWVYI

préS

MGLSWTVPLEWGKNHSTTNPLGFFPDHQLDPAFRANTRNPDWDHN

PNKDHWTEANKVGVGAFGPGFTPPHGGLLGWSPQAQGMLKTLPAD

PPPASTNRQSGRQPTPITPPLRDTHPQAMQWNSTTFHQALQDPRVR

GLYFPAGGSSSGTVNPVPTTASLISSIFSRIGDPAPN

Génotype A

Génotype D

Génotype E
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RESUME : 

En raison de modes de contamination similaires, environ 7% des patients infectés par le virus de 
l'immunodéficience humaine (VIH) présentent des marqueurs d'infection chronique par le virus de 
l'hépatite B (VHB). Les interactions entre le VIH et le VHB, le système immunitaire et les traitements 
antirétroviraux sont complexes et aucun traitement à ce jour n'est capable d'éradiquer ces deux virus. 
L'objectif thérapeutique dans la prise en charge de l'hépatite B chronique chez des patients co-infectés 
VIH/VHB est identique à celui des mono-infectés VHB, c'est-à-dire obtenir la négativation de 
l'AgHBs. Notre objectif est d'étudier l'impact de la variabilité des glycoprotéines d'enveloppe du VHB 
sur la clairance de l'AgHBs chez des patients co-infectés VIH/VHB traités par analogues 
nucléos(t)idiques efficaces sur le VHB.  
Quatorze patients co-infectés VIH/VHB (de génotype A, D ou E) ont été inclus dont quatre ayant 
présenté une clairance de l'AgHBs et dix ayant un AgHBs persistant (patients non répondeurs). La 
séquence nucléotidique des gènes S et préS du VHB a été obtenue par séquençage direct.  
Les données ont été comparées à une cohorte de patients mono-infectés par le VHB. L'antigénicité des 
glycoprotéines d'enveloppe du VHB a été étudiée par prédiction bio-informatique (logiciel Antheprot).  
L'analyse phylogénique montre une association entre les souches B du VIH et les souches A ou D du 
VHB, et entre les souches CRF02-AG du VIH et E du VHB. 
De fréquentes mutations diminuant l'antigénicité ont été observées dans les domaines S et préS des 
patients présentant une persistance de l'AgHBs. Par exemple, la mutation T57I de la protéine S, 
associée à une diminution de l'antigénicité prédite, a été observée exclusivement chez 3 des 4 patients 
de génotype E présentant un AgHBs persistant. Le taux de mutations tend à être plus important chez 
les patients porteurs de VHB de génotype E comparé au génotype A (1,5.10-2 vs. 9,38.10-3).  
Nos résultats suggèrent un lien entre la persistance de l'AgHBs et deux signatures moléculaires 
(mutations S210R et T57I) observées chez les co-infectés non répondeurs porteurs d'une souche de 
génotype A ou de génotype E. De nombreuses mutations associées à une diminution de l'antigénicité 
de l'enveloppe du VHB pourraient influencer le pronostic de l'hépatite B chez ces patients co-infectés.  

MOTS CLES : Virus de l'hépatite B, Virus de l'immunodéficience humaine, co-infection, variabilité 
virale, protéines d'enveloppe, analogues nucléos(t)idiques. 
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