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BIOLOI A

Cher Confrere,

Les avancées spectaculaires des technologies d’'investigation des cel-
lules biologiques ont permis, dans les dix dernieres années, une explo-
ration fine et détaillée des virus liés aux pathologies hépatiques.

Les porteurs infectés se comptent par millions. Dans notre pays, la pré-
valence de la contagion nous indique qu’une large part de la population
est potentiellement en mesure d’étre concernée par I'un des virus de
I'hépatite.

La connaissance intime des caractéristiques des virus et de leurs moyens
d’action sont le point de départ de la compréhension des investigations a
mener, des diagnostics a établir en liaison permanente avec la clinique.
Le Directeur de Laboratoire d’Analyse est ainsi au coeur de la démarche
diagnostique, du choix des molécules thérapeutiques spécifiques, du
controle de leur efficacité, et in fine, de la mise en évidence des mar-
queurs biologiques indiscutables qui signent la guérison.

Ce Cahier de Formation, ceuvre d’experts reconnus, que nous vous pro-
posons ci-aprés doit étre pour vous et vos confréres la pierre d’angle,
dans ce domaine, de votre formation continue ainsi qu’'un document de
réeférence que vous pourrez consulter aisément dans votre pratique
journaliere.

Il fait suite au Cahier n° 17 publié I'année derniére.

Nous vous souhaitons une bonne réception de cet ouvrage et espérons
que sa qualité technique répondra a vos attentes.

Nous vous prions d’agréer, Cher Confrére, nos cordiales et confrater-
nelles salutations.

Adrien BEDOSSA
Président
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I LE VIRUS DE L’'HEPATITE B (VHB)
F. DENIS
Service de Bactériologie-Virologie-Hygiene, CHU Dupuytren, Limoges

M. MANIEZ
Laboratoire C.Q.F.D. en virologie, E.F.S. Nord de France, Lille

Malgré une vaccination tres efficace, I’hépatite B demeure un probleme de santé publique
puisque I’on estime qu’en France I’incidence annuelle de cette maladie est de I’ordre de
10 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants et qu’il y a plus de 100 000 porteurs
chroniques.

Compte tenu des développements concernant 1’hépatite B survenus ces dernieres années
dans le domaine de la virologie pure, du diagnostic virologique au cours des divers stades
de I’infection, des traitements curatifs, mais aussi dans celui de 1’épidémiologie et de la
prévention avec les polémiques concernant la vaccination, il est apparu nécessaire de faire
le point sur les connaissances actuelles concernant tous ces aspects des infections dues au
virus de 1’hépatite B et sur les traitements a I’usage des biologistes, mais aussi des clini-
ciens non spécialisés pour lesquels le virus et ses marqueurs constituent souvent un véri-
table casse-téte.

M 1. CARACTERISTIQUES DU VIRUS

1.1- Classification

Le virus de I’hépatite B (VHB) est le prototype de la famille des Hepadnaviridae, qui
comprend également le virus de la marmotte (wood-chuck hepatitis virus ou WHYV), le
virus de I’écureuil fouisseur (GSHV), le virus du canard de Pekin (DHBV), le virus du
héron (HHBV) et le virus de I’écureuil arboricole (TSHV). Depuis 1998, de nouveaux
Hepadnaviridae ont été identifiés : le virus du singe laineux (WMHBYV) et deux virus
aviaires, le virus de 1’oie blanche (SGHBYV) et le virus de la cigogne (STHBV).

Les Hepadnaviridae sont les plus petits virus a ADN connus, ils ont pour cible le foie, ils
ont en commun une méme structure et une méme organisation génétique.

I.2- Morphologie

L’examen, en microscopie électronique (photo 1) du sang des malades porteurs du VHB,
montre 1’existence de différentes particules schématisées sur la figure 1 [27] :

- particules sphériques, de grande taille (42 nm), correspondant aux virions, peu nom-
breuses, a I’aspect en cocarde, appelées particules de Dane avec capside et enveloppe ;

- particules plus nombreuses de deux types : les unes sphériques de petite taille (22 nm),
les autres en forme de batonnets de 22 nm de diametre et de longueur variable ; billes et
batonnets correspondant a un exces d’enveloppe virale.

13

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001


BIOFORMA


Photo 1

I.3- Propriétés physico-chimiques du virus

Le virus est extrémement résistant : a 1’€ther, a la dessiccation, a la chaleur. Dans le sérum,
le virus peut garder son pouvoir infectieux des années a - 20 °C, plusieurs mois a 30 °C et
plusieurs heures a 60 °C. Il est cependant inactivé apres quelques minutes de chauffage a
100 °C et sous ’effet d’une solution a 5 % d’hypochlorite de sodium.

I.4- Organisation génétique

Le VHB a un génome fait d’ADN. Il est circulaire, partiellement bicaténaire, comportant
un brin long (cercle continu) L (-) et un brin court S (+) de longueur variable comprise
entre 50 et 100 % du brin long, ces deux brins étant complémentaires. Constitué par un peu
plus de 3 200 nucléotides, il est organisé en quatre genes potentiels : S, C, P et X, génes qui
se chevauchent, la chaine d’ ADN pouvant étre lue de différentes facons (figure 2).

La structure circulaire du génome est assurée par une région dite cohésive constituée par
les 220 nucléotides situés en 5’ de chaque brin. Le génome du VHB contient au moins
6 phases de lecture ouverte (tableau I), qui ont la particularité d’€tre chevauchantes [46] :

- La phase de lecture ouverte S possede trois codons AUG d’initiation de la traduction per-
mettant d’individualiser trois régions (pré-S1, pré-S2 et S) codant pour trois protéines
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Filamanls

Figure 1 : Représentation schématique des aspects du virus de [’hépatite B
observée en microscopie électronique : particule virale de 42 nm avec capside
et enveloppe entourant ’ADN et particules faites d’exudat d’antigene HBs filaments et spheres
(d’apres Kann et Gerlich)

d’enveloppe : la protéine majeure (S), la protéine moyenne (pré-S2 +S) et la grande pro-
téine (pré-S1 + pré-S2 + S).

- La phase de lecture ouverte pré-C/C possede deux codons AUG d’initiation de la traduc-
tion. La séquence C code pour la protéine de capside du VHB. La protéine pré-C/C est
exportée dans la circulation générale apres maturation post-traductionnelle dans le cyto-
plasme cellulaire et porte le déterminant antigénique HBe.

- La phase de lecture ouverte P code pour I’ADN polymérase virale.

- La phase de lecture ouverte X code pour une protéine possédant une forte activité trans-

activatrice qui joue vraisemblablement un réle important dans la carcinogenese associée
au VHB.

- L’ORF 5 code pour une protéine de fonction inconnue.

- L’OREF 6 est antisens et code pour une protéine de fonction inconnue.

Des éléments additionnels sont impliqués dans la transcription virale :

- les promoteurs internes associé€s aux transcrits synthétisés au cours de la réplication ;

- au moins deux séquences activatrices (« enhancers ») sur lesquelles des protéines virales
ou cellulaires se fixent pour activer le promoteur et stimuler la transcription des genes S et
X
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Figure 2 : Organisation du génome du virus de I’hépatite du virus de [’hépatite B.
L’ADN est circulaire double brin, il contient 4 promoteurs qui commandent
la synthese de 4 transcripts codant la nucléocapside virale (core, précore), la polymérase (POL),
I’enveloppe (ENV grand, moyenne, majeure) et la protéine transactivatrice (X)

- un élément glucocorticol dépendant situé entre les phases de lecture P et S qui agit
comme un activateur ;

- une structure « U5-like » qui joue un rdle dans la réplication virale.

Une nouvelle protéine nommée HBSP (hepatitis B splice protein) vient d’étre décrite ; elle
intervient dans la persistance de 1’infection virale [55].

Par séquencage complet du génome de différents isolats, on a pu observer une certaine
variabilité et identifier différents génotypes qui ont un degré de divergence inter-groupe
d’au moins 8 %.

On reconnait a ce jour 7 génotypes [57]. Il existe une répartition géographique de ceux-ci :
: Pandémie N-O Europe, N Amérique, Afrique Centrale

: Indonésie, Chine, Vietnam

: E Asie, Corée, Chine, Japon, Polynésie, Vietnam

: Pourtour méditerranéen, Inde

: Afrique

mTH g O W >

: Amérique, Polynésie
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Tableau I : Caractéristiques des produits des genes du virus de I’ hépatite B,

de leur possibilité de détection dans le sérum et de celle des anticorps homologues

(R = routine, P = possible, E = exceptionnel)

. Structure/ L . , . Détection Anticorps
Genes . Protéines Poids moléculaire .. .

Fonction in vivo détectables

Structure C P22 NON Ag HBc (E) anti-HBc (R)
C Capside pré C/C P25 NON NON

P17 (15-18) OUI Ag HBe (R) anti-HBe (R)
Structure pré-S2 P39/GP42 OUI Ag HB-préS2 anti-préS2 (P)
S Enveloppe pré-S1 GP33/GP36 OUI Ag HB-préS1 anti-préS1 (P)
S P24/GP27 OUI Ag HBs anti-HBs (R)

P Polymérase pol P90 OUI (activité) (P) anti-pol (E)
X Transactivation X P17 NON anti-HBx (E)

En cumulant les données obtenues de France et aux Etats-Unis, on trouve en ordre décrois-
sant les génotypes A : 54 %, D : 19 %, C : 12 %, G : 11 %, puis avec une fréquence faible
les génotypes B:3 % etE : 1 %.

Le gene S code pour I’enveloppe du VHB. Cette enveloppe est formée de trois protéines
associées a une bi-couche lipidique, chacune d’elles étant codée par une région définie du
génome viral. On distingue une protéine majeure (small HBs : S HBs) codée par le gene S
proprement dit et deux autres protéines appelées protéine moyenne et grande protéine,
codées respectivement par les régions pré-S2/S (middle HBs : M HBs) et pré-S1/pré-S2/S
(large HBs : L HBs). Ces trois protéines (figure 1) portent les déterminants de 1’antigene
de surface du virus (Ag HBs) [42]. La protéine S HBs, ou petite protéine, est la compo-
sante principale de I’enveloppe du VHB (65 % des protéines d’enveloppe dans les virions,
80 % dans les filaments et 90 % dans les spheres). Codée par larégion S, elle est composée
de 226 acides aminés (aa) et existe sous deux formes glycosylées (p 24) et N-glycosylée au
niveau du résidu asparagine 146 (gp 27). La protéine moyenne (M HBs) comporte le
domaine S précédé des 55 aa de la région pré S2 ; elle existe sous deux formes N-glyco-
sylées : gp 33 et gp 36. La grande protéine d’enveloppe L HBs présente une extension de
108 2 119 aa (domaine pré-S1) par rapport a la protéine M HBs ; elle existe également sous
deux formes non glycosylée p 39 et N-glycosylée (gp 42). Cette grande protéine est pré-
sente préférentiellement a la surface des particules virales completes (25 %), plus rarement
a la surface des filaments (10 %), peu a la surface des spheres (< 1 %).

La topologie des protéines d’enveloppe du VHB tient a I’existence de plusieurs domaines
transmembranaires. L une des boucles est stabilisée par des ponts disulfures intra-chaines
établis entre les cystéines de cette région. Elle contient le principal déterminant antigé-
nique de I’Ag HBs appelé déterminant « a » entre les aa 121-149, il en sera reparlé.

L’Ag HBs est hétérogene ; en effet, on connait I’existence de sous-types. Ces sous-types
sont constitués du déterminant antigénique « a » commun a tous les sous-types évoqués
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Figure 3 : Carte mondiale de prévalence de I’Ag HBs et des zones de prévalence
des déterminants antigéniques d, y et r

précédemment et de deux paires de déterminants mutuellement exclusifs (d ou y et w ou r)
d’ou les 9 sous-types : aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw?2, adw4, adrg+ et adrg—. Cer-
tains de ces sous-types sont plus fréquents dans certaines zones géographiques (figure 3).

Il existe une relation (non absolue) entre les types immunologiques et les génotypes du
VHB. Les types adr et ayr sont en effet associés au génotype C, les types ayw?2 et ayw3 au
génotype D, les type ayw4 au génotype E et le type adw4 au génotype F ; en revanche, le
type ayw?2 est exprimé par des souches des trois génotypes : A, B et C.

Le gene C code pour la protéine de la nucléocapside Ag HBc et la région pré-C/C pour
I’Ag HBe : cet Ag HBe est généré a partir de la protéine de core.

Le geéne P code pour la polymérase virale qui a des similitudes avec les transcriptases
inverses des rétrovirus.

Le gene X code pour une protéine ayant une fonction de transactivation et pourrait aug-
menter 1’expression des autres protéines virales.

I.5- Réplication du virus (figure 4) [41, 44, 53]

Le virus de I’hépatite B a pour cible principale I’hépatocyte au sein duquel il peut se répli-
quer, mais il peut aussi se multiplier dans les lymphocytes.

Pour infecter la cellule hote qu’est I’hépatocyte, le VHB doit utiliser un récepteur cellulaire
qui va permettre I’entrée du virus et une infection productive.

L’absence de systeme de culture in vitro du VHB a compliqué la compréhension du méca-
nisme d’entrée du virus dans les cellules.

De nombreux candidats récepteurs du VHB ont été proposés, sur la base de leur capacité a
se lier aux différentes protéines d’enveloppe du virus (HBs, pré-S2 et/ou pré-S1), mais leur
role dans la pénétration du virus au cours de I’infection n’a pas été démontré.
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Figure 4 : Cycle de réplication du virus de I’hépatite B

Les différentes protéines candidats ont été recensées par Duclos-Vallée et al [17] et
figurent dans le tableau II.

Alors que le domaine pré-S2 avait ét€ considéré initialement comme étant le site d’atta-
chement du virus aux hépatocytes humains via le site de fixation a I’albumine humaine
sérique polymérisée (polymerized human serum albumin ou pHSA), il apparait aujour-
d’hui peu vraisemblable qu’il joue ce role. En fait, les trois domaines de I’enveloppe du
VHB ont été incriminés sans que 1’on connaisse le rdle respectif des différents domaines,
mais la région pré-S1 joue probablement un role majeur dans I’attachement aux hépato-
cytes. Des travaux tres récents sont en faveur d’une implication de 1I’annexine V humaine
(haV) dans les premieres €tapes de 1’infection ; 1’haV pourrait étre le récepteur primaire
via la région S et la GAPDH (glycéraldéhyde-3.phosphate déhydrogénase) enzyme de la
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Tableau II : Les différentes protéines candidats-récepteurs susceptibles
d’interagir avec le VHB (d’apres Duclos-Vallée et al) [17]

Protéines cibles Protéine de surface
du VHB
Apoliproprotéine H (Apo-H)
Ag HBs
Annexine V humaine (haV)
Albumine humaine polymérisée (pHSA)
Fibronectine Région pré-S2
Récepteur de la transferrine
Glycoprotéine sérique de 50 kd Régions pré-S2/pré-S1
Interleukine 6
Immunoglobuline A (IgA),
ASGP-R
Glycéraldéhyde-3-phosphate Région pré-S1
déhydrogénase (GAPDH)
CDla
Protéine cellulaire de 80 kd

glycolyse serait le récepteur secondaire facilitant la décapsidation par phosphorylation de
la capside virale apres internalisation des particules virales.

Apres décapsidation dans le cytoplasme, le génome pénetre dans le noyau de la cellule,
donne naissance a un ADN circulaire refermé, puis, toujours dans le noyau, a une trans-
cription avec synthese a partir du brin long de I’ADN superenroulé d’un ARN pré-
génomique de 3,5 kb et d’ARN subgénomiques de 2,4-2,1 et 0,5 kb qui codent les pro-
téines de capside, d’enveloppe S/pré-S,, S-pré-S,/pré-S,, mais aussi P et X. Apres enca-
psidation de I’ARN + pré-génomique dans le cytoplasme, intervient une transcriptase
inverse pour donner naissance a un brin d’ADN — puis d’un brin + long d’ADN grace a
I’ADN polymérase précédant la synthese du brin court toujours dans la capside. Cette
étape précede 1’acquisition de I’enveloppe avec sortie de la cellule par bourgeonnement
(figure 4) [43]. Certaines de ces étapes sont encore mal comprises. Quatre ou cinq types de
signaux sont impliqués dans la transcription du virus (promoteurs, activateurs ou enhan-
cers, signal de polyadénylation de I'extrémité 3° de ARNm, activation de transcription
glucocorticodépendant...).

La réplication du génome viral passe donc par une étape de transcription inverse permet-
tant, a partir d’un ARN prégénomique, la synthese du brin (-) de I’ADN viral. Ce mode de
réplication, bien que ne comportant pas d’étape d’intégration de I’ ADN, a pu faire compa-
rer la réplication des hépadnavirus a celle des rétrovirus. L’intervention de 1’équivalent
d’une transcriptase inverse serait a 1’origine d’un taux de mutations plus élevé que celui
rencontré dans la réplication des virus a ADN « usuels » et jouerait un réle dans I’appari-
tion de VHB variants.
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1.6- Variants [60, 66, 67]

Quand on compare les séquences nucléotidiques des souches de VHB, on constate qu’il
existe entre celles-ci de 0,2 a 11 % de différence.

On considere que se produit une mutation ponctuelle (addition ou délétion) pour 1 000 a
100 000 nucléotides par cycle de réplication.

Le taux de mutation est favorisé par le taux de réplication, par le fait que I’ARN est un
intermédiaire de réplication.

Les mutations surviennent le plus souvent au niveau de certains points spécifiques du
génome viral (hot spots).

Les mutations génomiques peuvent avoir des conséquences tres variables selon leur nature
(mutations ponctuelles, délétions, insertions) et leur situation. Certaines mutations sont
incompatibles avec la persistance du virus, elles sont 1étales ou déléteres pour le virus,
c’est la sélection négative, mais, en général, ces mutations ont peu de conséquences sur la
biologie du virus soit parce qu’elles n’entrainent pas de changement d’acides aminés, soit
parce qu’elles portent sur des régions fonctionnellement peu importantes [23, 43]. Elles
sont phénotypiquement silencieuses et dans 1’organisme on observe des mélanges de
« quasi-especes ».

On désigne sous le terme de variants de classe I les souches existant naturellement dans les
populations infectées (exemple : génotypes ou sous-types) et sous celui de variants de
classe II des souches induites par la réponse naturelle de I’organisme a 1’infection ou par
I’intermédiaire d’une intervention humaine (sérothérapie et vaccination).

1.6.1- Variants et virulence

On a invoqué un lien entre contagiosité et transmissibilité et certains variants (notamment
dans le précore) [61, 66]. On a également associé mutations et certaines conséquences cli-
niques telles qu’implication dans des hépatites fulminantes, évolution plus fréquente vers
la chronicité chez les nouveau-nés, voire évolution vers des hépatites chroniques
fibrosantes.

1.6.2- Variants d’échappement

Les mutations peuvent favoriser la survie de la souche mutée (mutants d’échappement) lui
permettant d’échapper aux lymphocytes T cytotoxiques, d’échapper aux anticorps circu-
lants « neutralisants » induits par une infection, mais aussi a des anticorps monoclonaux
ou des immunoglobulines spécifiques (administrées a des nouveau-nés ou a des trans-
plantés hépatiques notamment), voire par une immunité vaccinale.

Ces mutants d’échappement présentent une ou plusieurs substitutions d’acides aminés
altérant un épitope initialement reconnu par la réponse immune, le virus muté peut alors
survivre :

—> les cellules infectées n’étant pas détruites ;
— le virus n’étant pas neutralisé.

L’échappement aux anticorps concerne essentiellement I’ Ag HBs, et I’épitope « a » contre
lequel sont dirigés les anticorps neutralisants, les principales mutations observées sont
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Figure 5 : Mutants de I’Ag HBs sélectionnés par des traitements avec des anticorps monoclonaux
ou des immunoglobulines aprés transplantation hépatique

regroupées sur la figure 5 empruntée a Carman et al [6, 7, 8, 9]. Les mutants favorisés par
la vaccination et les insertions sont indiqués sur la figure 6. Certaines mutations ont été
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Figure 6 : Variants et insertions observés chez des vaccinés au niveau de [’enveloppe (avec les
protéines L, M et S et ’Ag HBs), les 2 boucles majeures, la boucle mineure et les ponts disulfures
situés au niveau des cercles noirs probablement entre 107/137 (ou 138), 139/147 (ou 149) et 121/124
pour les variants associés a la vaccination, le SG 145 R est le plus fréquent
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observées chez des greffés hépatiques traités par des anticorps anti-HBs. On distingue les
mutants d’échappement aux :

- anticorps vaccinaux : mutants SG 145 R (largement répandu), ST/I 126 N (Japon), SK
141 E (Gambie), SC 149 R (Sardaigne) ;

- immunoglobulines : mutants S G 145 R, ST 140 S, SC 124 Y, SC 124 R avec des pertes
relativement fréquentes des cystéines.

Ces mutations, outre 1’avantage conféré aux souches en terme d’échappement, ont aussi
des conséquences en terme de diagnostic permettant a certains de ces mutants d’échapper
a certaines trousses de détection de I’Ag HBs ; d’autres mutations compliquent également
le diagnostic tels les variants « méditerranéens » qui sont responsables d’infections chro-
niques avec réplication alors que les patients restent Ag HBe négatif. Il en sera reparlé.

1.6.3- Variants et résistance a la thérapie

Enfin, la mise sous traitement antiviral favorise 1’apparition de mutations notamment au
niveau de la polymérase, ces mutants ont été décrits apres mise sous 3 TC, penciclovir,
adefovir, dipivoxil.

On voit ainsi I’importance et le large spectre des mutants qui ont fait I’objet de revues tres
completes [6, 7, 8, 9, 23, 43].

B II. DIAGNOSTIC VIROLOGIQUE [3, 15, 16, 21, 26, 30, 32, 33, 34, 48,
52,58, 67, 68]

Compte tenu de la diversité et de la complexité de I’évolution de la maladie due au VHB,
de la bonne connaissance que I’on a du virus, de sa structure, de ses antigenes et de sa répli-
cation, il n’est pas étonnant que de nombreux marqueurs aient été explorés ; certains font
partie de la routine, d’autres sont réservés a des cas particuliers et a des laboratoires
spécialisés.

I1.1- Diagnostic direct

Le diagnostic direct comporte la recherche du VHB et de ses constituants.

I1.1.1- Culture du virus

Il n’est pas possible d’obtenir le VHB par inoculation a des systemes cellulaires. Le
chimpanzé, animal de choix, fait assez régulierement une hépatite apres inoculation ; mais
ceci ne peut étre mis en ceuvre que dans certains laboratoire et non en vue d’un diagnostic
de routine.
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I1.1.2- Mise en évidence du virus par microscopie électronique

11.1.2.1- Dans le sérum

Les nucléocapsides ou particules de Dane sont en nombre toujours tres inférieur a celui des
petites particules (billes et batonnets). Les concentrations maximales retrouvées dans le
sérum atteignent 10'*/ml pour billes/batonnets et 10°/ml pour les visions. Pour ces der-
niers, on observe des « cores » pleins et des « cores » vides. La densité virale explique que
ces particules soient observables directement en microscopie électronique ou mieux en
immuno-microscopie électronique ; elle rend compte de la contagiosité des échantillons.

11.1.2.2- Dans les biopsies de foie

De nombreuses particules ayant 1’aspect de nucléocapsides sont présentes dans les noyaux
des hépatocytes, quelques-unes étant retrouvées au niveau du cytoplasme.

11.1.3- Détection du génome et de ’ADN polymérase
11.1.3.1- La recherche du génome par hybridation

Elle peut étre réalisée en utilisant des sondes pour repérer les séquences d’ADN viral dans
le sang ou les tissus par hybridation moléculaire ; il est aussi possible de révéler la pré-
sence de fragments de génome par amplification génique.

L’ADN viral peut étre recherché dans le sérum ou dans des biopsies hépatiques par hybri-
dation ou transfert-hybridation, en utilisant des sondes froides. Ces dernieres ont classique-
ment une sensibilit€ moindre que les sondes radioactives ; les sondes chaudes présentent les
contraintes inhérentes aux produits marqués (demi-vie, compteurs de radioactivité), mais
sont encore actuellement les plus utilisées. Grace aux sondes, il est possible de donner des
réponses quantitatives en exprimant la quantité d’ ADN du VHB en pg/ml. Les performances
des différentes trousses figurent dans le tableau III.

Selon Ho et al [25], on peut proposer une formule de conversion entre les deux trousses
Digene Hybrid capture II (HC II) et le DNA branché (b DNA) : ADN du VHB par HC II
(picogramme/ml) = 3,19 X ADN du VHB par b DNA (mega équivalents/ml).

La présence d’ADN sérique est le témoin d’une réplication virale, corrélée avec la pré-
sence d’ ADN-polymérase, et parfois, mais pas toujours, avec I’Ag HBe. La multiplication

Tableau III : Performance de différentes trousses de détection de ’ADN du VHB
notamment du Digene HBV test, Hybrid capture Il et I ultrasensible (US)
(Murex Diagnostic SA/Abbott) utilisant une ultracentrifugation

Test Seuil inférieur Seuil supérieur
pg/ml copies/ml pg/ml copies/ml
Hybrid capture 2,5 0,7.10° 2 000 5,6.10%
Hybrid capture II 0,5 1,42.10° 6 000 1,7.10°
Hybrid capture II (US) 0,017 4,7.10° 200 5,7.107
Monitor nc 400 nc 107
nc : non communiqué.
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virale se traduit par la présence d’ ADN libre en grande quantité dans le foie, avec produc-
tion de particules completes infectieuses qui passent dans la circulation sanguine (ADN
circulant détectable). En I’absence de réplication virale, I’ADN du VHB peut se maintenir
dans les cellules hépatiques, sous forme intégrée dans le génome hépatocytaire ; 1’ADN du
VHB n’est alors plus détectable dans le sérum. En dehors du foie, ’ADN du VHB a pu étre
détecté dans les cellules mononucléées périphériques (lymphocytes compris).

11.1.3.2- Amplification génique ou polymerase chain reaction (PCR)

Cette technique permet 1I’amplification spécifique de séquences nucléotidiques et 1’obten-
tion rapide d’informations sur la séquence virale. En dehors du fait qu’elle est plus sensible
que les sondes pour détecter I’ ADN, elle permet de caractériser des variants du VHB qui,
a la différence des VHB « classiques », provoquent, soit des réponses sérologiques disso-
ciées, soit I’absence complete de marqueurs sériques.

Alors que les sondes sont utilisées dans bon nombre de laboratoires, les techniques de PCR
sont actuellement réservées a des laboratoires tres spécialisés ; mais cette situation est sus-
ceptible d’évoluer, il est intéressant en effet de déterminer et de suivre le niveau de répli-
cation du VHB. Les tests commercialisés d’amplification de la cible (PCR Monitor HBV
Roche : 400 a 40 millions de copies d’ADN/ml) ou du signal (bDNA quantiplex HBV
Chiron : 0,7 million a 2 milliards de copies/ml) sont les plus utilisés. Rappelons que la
décision politique de détection chez tous les donneurs de sang de I’ADN du VHB par
amplification génique est en discussion.

11.1.3.3- ADN polymérase

L’ ADN polymérase est un marqueur direct de réplication. On mesure 1’activité enzyma-
tique en étudiant la synthese in vitro d’ADN radioactif a partir de précurseurs marqués
(thymidine tritiée) [65]. Cette technique tres sensible est de réalisation délicate et demeure
I’apanage des laboratoires spécialisés. Cet examen est pratiqué seulement pour suivre les
traitements antiviraux.

11.1.4- Recherche d’antigenes viraux

Cette recherche des antigenes HBs, pré-S, HBe fait partie du diagnostic direct, mais il est
préférable de les étudier dans le cadre des couples antigenes-anticorps.

I1.2- Diagnostic immunologique et diagnostic indirect

Il existe trois systemes principaux antigenes-anticorps : Ag HBs/anti-HBs, Ag HBc/anti-
HBc, Ag HBe/anti-HBe et deux systemes accessoires. Ils seront examinés successivement.
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11.2.1.1- L’Ag HBs

L’ Ag HBs sérique peut schématiquement €tre considéré comme traduisant la présence du
VHB. Il correspond a une surproduction d’enveloppe virale. Au cours du temps de nom-
breuses techniques ont été utilisées pour dépister cet antigéne, longtemps appelé antigene
australia. L’immunodiffusion et I’électro-synérese utilisées naguere sont abandonnées
désormais. D’autres existent mais ont une diffusion limitée, telle I’agglutination de parti-
cules de latex (test rapide) et I’hémagglutination. Ces techniques ont permis d’abaisser les
seuils de détection de 8 000 ng/ml a environ 50 ng/ml. Actuellement, on préfere utiliser
par sécurité des techniques ayant des seuils plus bas (=< 0,1 a 0,5 ng/ml), a savoir les tech-
niques immunoenzymatiques (ELISA) ou immunoenzymatiques microparticulaires
(MEIA). La détection de I’Ag HBs par les techniques immunoenzymatiques a connu des
évolutions au cours du temps. On a utilisé successivement dans les trousses de dépistage
de I’Ag HBs des anticorps anti-HBs polyclonaux, puis monoclonaux.

Leur seuil de détection plus bas a permis un meilleur diagnostic de cette infection et la
réduction du risque résiduel en transfusion.

Par ailleurs, des échantillons négatifs avec les tests polyclonaux notamment quand
I’ Ag HBs est complexé peuvent s’avérer positifs avec les réactifs monoclonaux. L’inverse
a également été signalé.

Le test de confirmation par « neutralisation » permet de vérifier la spécificit¢é Ag HBs de
tout échantillon donnant un signal positif lors du dépistage.

Différents auteurs dont Ijaz et al [26] ont proposé des immuno-essais permettant la détec-
tion de ces mutants utilisables notamment chez les greffés hépatiques.

Au cours d’une surinfection d’un porteur de I’Ag HBs par le virus delta (VHD), on peut
observer une diminution voire une disparition transitoire de I’Ag HBs dans le sérum.

La technique radioimmunologique (RIA) reste la référence, mais son usage est limité.

11.2.1.2- L’anti-HBs

L’anticorps anti-HBs a lui aussi été détecté, au cours du temps, avec des techniques de sen-

sibilité croissante ; les seules utilisées actuellement en routine sont les techniques ELISA,
MEIA et RIA.

On peut procéder a une détection, mais aussi au titrage des anti-HBs, et on considere géné-
ralement qu’un titre supérieur ou égal a 10 Ul/1 est protecteur.

L’apparition des anticorps anti-HBs signe soit un arrét de la réplication virale avec guéri-
son, soit une protection post-vaccinale.

En plus du systeme Ag HBs/anti-HBs exploré en routine, le systeme pré-S/anti pré-S est de
connaissance plus récente. Malgré la commercialisation de trousses, ce systeme n’est
encore utilisé que par quelques laboratoires.

Les antigenes pré-S1 et pré-S2 circulants sont les témoins d’une production de particules
infectieuses. Ils sont tres abondants sur les particules de Dane, mais ils peuvent aussi étre
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retrouvés sur les batonnets ; les billes de 22 nm sont constituées presque exclusivement d’Ag
HBs. La découverte de ces antigenes pré-S signe une réplication virale. En cas d’intégration
du génome du VHB, I’antigene pré-S1 est absent et I’ Ag pré-S2 n’est retrouvé qu’exception-
nellement. Les anticorps anti-pré S comme les anti-HBs sont annonciateurs d’une évolution
favorable, voire d’une protection pour les sujets vaccinés avec un antigene pré-S/S.

Dans le foie (photo 2), I'immunofluorescence, I'immunopéroxydase ou la coloration de
Shikata a I’orcéine révelent I’ Ag HBs au niveau du cytoplasme.

11.2.2- Le systeme Ag HBc/anti-HBc

L’antigene HBc ne peut étre mis en évidence dans le sérum en pratique courante. Sa détec-
tion nécessite ultracentrifugation et méthode d’immunocapture.

L’anti-HBc apparait précocement dans le sérum quelle que soit I’évolution, que celle-ci se
fasse vers la guérison ou vers la chronicité. Ce ne sont pas des anticorps protecteurs, mais
seulement les témoins d’une infection récente ou ancienne par le VHB.

L’anti-HBc IgM est dosé en routine en méme temps que les anticorps anti-HBc totaux. Il
est possible néanmoins de rechercher et de quantifier les anti-HBc¢ dans la fraction IgM ; on
les retrouve dans les infections récentes, mais aussi chroniques. Ces anticorps anti-HBc ou
anti-HBc IgM sont mis en évidence, dans le sérum, par ELISA et MEIA, voire par RIA.

En immunofluorescence ou en immunoperoxydase, on peut détecter I’Ag HBc dans les
hépatocytes (photo 3), au niveau du noyau, contrairement a 1’Ag HBs qui, lui, est
cytoplasmique.

27

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



[} = Lo T ' w T ]
- - 3
.'. ‘i - . B ™ . 1'3 - ° X L - [ ]
r '.‘ 8 = & e ¥, o # . 2y '
- ; Q " -'-' L] » 2 . I-‘ 3 L ] '.
- ¥ - :-I.l..‘ [ e 5 W
"ol L a - ._“-“, - L ‘li
I ;..1 t & . . . ."l. -'. & ol
L ] L ]
- L a
ST WP
‘ L) L] .B . p B f .‘._ e L] .
2 ¥
st'm o y ®s i"' g s, B - e
o ul .9 ® o R .
oS A" L1 L] . nf- 3t "". o Y 3 e |
T . g L] [ ] B
2 . e ¥ e Bae b 'l : -"l
g : ' - e 8 # » . 5
T+ g . e 0 s ¢ * - ¥
« 8, 8 o N S e N v, e
i O % ’.‘1 * - -. 3 "'. ‘l. L]
¥ ™ '.‘". '.- % . 2 ..‘I'l- -\." .‘- 1
o n . e . . - . v
. - ot IE: % ;E ’ y " . i lr* »
] " bl | / ¥ & g
- . “ b " . . ®
~.‘ Iy Lt % * e -I: 2% iy
‘ F " L »
& » L] [ ] =
. *i-* . i..“ ® ',“."!.I'_‘i- "
"‘ ' . I*‘ i f' l 'ﬂ ‘ . ‘ ‘ -
A Il 5 L+ a L} Y i » [ ' \'l: ‘-l
Photo 3

I11.2.3- Le systeme Ag HBe/anti-HBe

Alors qu’on ne détecte pas en routine d’Ag HBc circulant, I’ Ag HBe, produit de dégrada-
tion de I’Ag HBc, peut étre facilement retrouvé dans le sérum. Sa détection est générale-
ment contemporaine de la présence des particules de Dane, de I’ADN polymérase et de
I’ ADN viral. Témoin d’infectiosité et de réplication virale, il signale 1’évolutivité du pro-
cessus infectieux chez les malades. L’immunodiffusion (technique qui permet de recon-
naitre différentes spécificités dans le systeme e, el, e2, e3), I’électrosynérese, la RIA, et
actuellement en routine I’ELISA, permettent sa détection.

La disparition de I’Ag HBe, et surtout 1’apparition de I’anti-HBe, sont signe d’une évolu-
tion favorable ; les sangs Ag HBs+/anti-HBe+ sont en général peu ou non infectieux, avec
toutefois des exceptions. Certains de ces sérums sont ADN+ et des maladies chroniques
peuvent poursuivre leur évolution alors méme que les sujets sont anti-HBe+. En routine,
I’anti-HBe est recherché par technique ELISA.

La protéine de capside (c) et ’antigene e sont codés par la méme phase ouverte de lecture
(préC/C) par initiation de la traduction a deux codons AUG en phase. Cependant, les deux
antigenes ont des propriétés biologiques tres différentes : la protéine c formera des dimeres
qui s’associeront pour constituer la nucléocapside tandis que 1’antigéne e sera processé et
secrété. De nombreux variants du virus B portent des mutations ou des délétions dans les
régions du gene C portant des épitopes B et T et pourraient ainsi échapper a la réponse
immunitaire. Il a été montré de plus que des formes mutées ou partiellement tronquées de
la protéine ¢ modifiaient le processus réplicatif viral intracellulaire. Les mutations les plus
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fréquentes sont localisées dans la région pré-C qui code pour I’extrémité amino-terminale
de ’antigene e [5]. Des mutations ponctuelles décrites dans la région terminale pré-C
entrainent I’apparition d’un codon stop TAG. Ce codon stop empéche la transcription en
continu de la région pré-C et du gene C. Ainsi, la traduction de I’ Ag HBe ne s’effectue pas,
bien que la réplication virale persiste. Il est possible que la protéine p22c ait une activité
protéase participant au clivage et a la synthese de la protéine p17 e (figure 7).
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Figure 7 : Expression des antigenes HBc et HBe

11.2.4.- Le systeme protéine X/anti-HBx

Si la protéine X n’est pas retrouvée in vivo dans le sérum, les anticorps anti-HBx sont, en
revanche, détectables chez pres d’un tiers des patients qui ont €té infectés par le VHB ; la
méme proportion se retrouve dans les formes chroniques [24]. Ce marqueur est indépen-
dant de I’Ag HBs et du systtme Ag HBe/anti-HBe. Cette sérologie est plutot réservée a
quelques laboratoires spécialisés.

11.2.5.- Systeme polymérase/anti-pol

Cette polymérase n’est pas mise en évidence par ses propriétés antigéniques, mais par la
mesure de son activité. Les anticorps anti-pol sont induits aux phases aigu€s ou chroniques
de la maladie. Ils sont retrouvés dans le sérum au cours des hépatites chroniques actives,
des cirrhoses et des cirrhoses compliquées d’hépatocarcinome, mais ceci seulement chez
un quart des patients porteurs asymptomatiques ou présentant une hépatite chronique per-
sistante. Leur présence n’est pas corrélée avec ’activité ADN-polymérase ou avec les
autres marqueurs réplicatifs. Tres peu de laboratoires pratiquent la recherche des anti-pol.

I1.2.6.- Protéine HBSP/anti-HBSP

La nouvelle protéine (hepatitis B splice protein) a été recherchée par différentes
approches [55]. Un test ELISA a été développé, il a permis de démontrer 1’existence
d’anticorps chez environ 40 % des porteurs chroniques.
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Apres avoir décrit des couples de marqueurs théoriquement utilisables, il apparait indis-
pensable de hiérarchiser ceux-ci et de détailler un certain nombre de profils sérologiques
rencontrés en fonction de différentes situations cliniques.

Avant d’envisager ces différents cas, il ne faut pas perdre de vue que parmi les marqueurs
énumérés précédemment, on peut distinguer schématiquement les marqueurs de réplica-
tion virale (Ag HBs, Ag pré-S mais surtout Ag HBe, ADN-VHB, ADN polymérase),
d’infection (anti-HBc), et enfin, de guérison (anti-HBs, anti-HBe, anti-pré-S).

Différents cas ou profils seront successivement envisagés.

M II1. PROFILS SEROLOGIQUES DANS DIFFERENTS TABLEAUX
CLINIQUES

I11.1- Hépatites aigués a évolution favorable

Apres un délai moyen de un a trois mois suivant le contage, I’Ag HBs devient détectable
dans le sérum. Cette présence précede parfois de deux a quatre semaines les signes biolo-
giques (élévation des transaminases) ou cliniques (ictere). Il persiste en général un a deux
mois. Son évolution est décalée par rapport aux transaminases qui peuvent redevenir nor-
males plusieurs semaines avant sa disparition.

Les anti-HBc apparaissent deux a quatre semaines apres I’Ag HBs (figure 8). Leur pré-
sence révele une réponse de 1I’organisme a 1’infection, mais n’a aucune signification évo-
lutive. Ces anticorps se retrouvent dans la fraction IgM durant la primo-infection et leur
existence peut se prolonger ; les IgM anti-HBc peuvent étre détectées dans 70 % des cas,
au bout d’un an.

La présence de I’ Ag HBe signe la réplication virale ; il disparait avant I’Ag HBs.

L’évolution favorable est annoncée par la normalisation des transaminases, par la dispari-
tion de I’Ag HBs, des Ag-préS1/S2 et de I’Ag HBe, enfin par 1’apparition successive des
anticorps anti-préS, anti-HBe et anti-HBs.

La recherche de marqueurs VHB au niveau du foie n’a aucun intérét dans 1’hépatite aigué
a VHB banale.

I11.2- Hépatites fulminantes

Une distinction s’impose parmi les hépatites fulminantes a VHB, entre celles survenant au
stade aigu de I’infection par le VHB (de 0,1 a 1 % des formes aigués), avec ou sans co-
infection par le virus de I’hépatite delta (VHD), et celles survenant chez des porteurs chro-
niques, dues a des réactivations spontanées ou chimio-induites ou a des surinfections par
le VHD [19].

- Dans les hépatites fulminantes survenant dans un contexte d’hépatite B aigué [2], la pré-
sence d’IgM anti-HBc a un titre élevé est quasi constante. L’ Ag HBs est retrouvé dans 10 a
80 % des cas selon les séries et I’Ag HBe seulement dans 10 % des sérums. L”’ADN-VHB

est signalé, selon les publications, dans 10 a 30 % des cas et I’anti-HBs chez 20 a 30 % des
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patients, avec souvent des titres faibles. La présence simultanée d’Ag HBs et d’anti-HBs
dans des immun-complexes interviendrait dans la sévérité du tableau.

Les anticorps anti pré-S1 et pré-S2 apparaissent précocement et joueraient un réle a la fois
dans I’apparition de 1ésions hépatites séveres et dans la clairance précoce du virus, carac-
téristique de cette manifestation clinique, en signant la fin de la réplication virale. Quand
I’ADN-VHB est présent lors de 1’hospitalisation, il devient généralement indétectable
dans la premiere semaine suivant 1’apparition des symptomes.

- Dans les hépatites fulminantes survenant chez des porteurs chroniques, la détection des
IgM anti-HBc est rare. Il faut, pour ces cas, éliminer systématiquement une participation
du virus de I’hépatite D en recherchant 1’ Ag delta, I’IgM anti-delta et les anticorps IgG
anti-delta.

Au stade aigu de la forme sévere, les antigenes viraux (Ag HBs, Ag HBc et le génome
viral) ne sont habituellement pas détectés dans le foie.

Notons toutefois que les profils sérologiques varient selon les séries, les auteurs, 1’age des
patients (adultes, enfants) et selon les zones géographiques.

I11.3- Hépatites chroniques

Dans leur majorité, les hépatites aigués sont spontanément résolutives avec apparition de
marqueurs de guérison. Certaines d’entre elles (10 % chez I’adulte) évoluent néanmoins
vers la chronicité. On parle d’hépatite chronique pour désigner les atteintes inflammatoires
hépatiques évoluant sans amélioration pendant plus de six mois et de porteur chronique si
le portage de I’ Ag HBs excede cette durée.

On reconnait deux formes d’hépatites chroniques avec ou sans signes d’activité sur I’exa-
men anatomopathologique.

Les profils sérologiques révelent une persistance de I’Ag HBs, de I’Ag HBe et des anti-
HBc, les deux antigenes pouvant rester détectables en cas d’activité [S0] durant plusieurs
années, voire la vie entiere. Parallelement, les transaminases demeurent anormalement €le-
vées (figure 8).

Occasionnellement, I’Ag HBe peut disparaitre, phénomene suivi de ’apparition d’anti-
HBe, réalisant la « premiere séroconversion » du porteur chronique ; celle-ci ne s’accom-
pagne pas toujours d’une disparition de I’ADN-VHB circulant. A ce stade, le patient
devient, en regle générale, porteur chronique de I’Ag HBs. On peut toutefois observer
apres plusieurs années la disparition de 1’Ag HBs, voire méme la détection a des taux
faibles d’anti-HBs : ¢’est la « seconde séroconversion » rencontrée chez 5 a 10 % des por-
teurs chroniques. Chez ces patients, apres une décroissance plus ou moins lente des IgM
anti-HBc, les IgG anti-HBc persistent quasi indéfiniment. Il est a noter que 1’absence
d’Ag HBs ne permet pas d’éliminer le diagnostic d’hépatite chronique a VHB. La présence
des marqueurs de réplication Ag HBe, ADN-VHB, ADN polymérase coincide avec celle
des signes biochimiques et histologiques d’une réplication virale active. L’ADN-VHB et
I’ADN polymérase constituent donc des éléments essentiels pour la surveillance des thé-
rapeutiques antivirales (interféron alpha, vidarabine...), thérapeutiques qui doivent Etre
instituées tres précocement, au stade Ag HBe+, avant I’intégration virale, et sans attendre
le délai critique de six mois. En effet, dés qu’une réplication active du VHB se poursuit au-
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dela de 6 semaines, le risque d’évolution vers la chronicité avoisine les 100 %. En consé-
quence, il est indispensable d’instituer une surveillance réguliere pendant les deux pre-
miers mois d’évolution de la maladie.

Le terme de porteurs chroniques asymptomatiques désigne des sujets présentant un por-
tage prolongé de 1’Ag HBs, a une concentration souvent modérée, sans qu’ils présentent
des 1ésions hépatiques ou des anomalies biologiques (transaminases a un taux normal).
Ces sujets présentent, en général, une séroconversion Ag HBe/anti-HBe relativement pré-
coce. Certains d’entre eux peuvent présenter des anomalies modérées des fonctions hépa-
tiques et des lésions du parenchyme hépatique sans manifestations cliniques apparentes ;
ils doivent faire 1I’objet d’une surveillance identique mais moins rapprochée que celle des

hépatites chroniques actives.
CAHIER BIOFORMA

Formation

version numérique
II1.4.- Cancer primitif du foie (CPF) ou carcinome hépatocellulaire
Les CPF surviennent généralement plusieurs décennies apres I’infection initiale.

La prévalence des marqueurs sériques VHB chez les malades présentant un CPF, varie
d’un point géographique du globe a 1’autre :

- en Asie et en Afrique Noire, 60 a 80 % des hépatomes sont Ag HBs + contre 5 a 15 %
dans les groupes controles, et 80 a 90 % sont anti-HBc + contre 15 a 35 % chez les
contrOles. Les anti-HBs sont rarement retrouvés (20 % dans une étude personnelle) [36] ;

- en Europe et aux USA, la proportion d’Ag HBs + est beaucoup plus faible ; ainsi en
France, seulement 20 a 30 % des sujets sont Ag HBs +.

La recherche de marqueurs VHB au niveau des tumeurs montre une variabilité selon les
pays. Aux Indes, I’Ag HBs et I’ Ag HBc sont retrouvés respectivement dans 94 % et 22 %
des tumeurs contre 2 % et 0 % chez les controdles. Au Sénégal, nous avons trouvé I’ Ag HBs
dans 80 % et I’Ag HBc dans 20 % des CPF.

Pour certains auteurs, seules les tumeurs Ag HBs+ contiendraient de I’ADN-VHB ; pour
d’autres, des tumeurs négatives pour I’Ag HBs pourraient étre ADN+ surtout dans le cas
de tumeurs associées a une cirrhose. En fait, il pourrait s’agir d’un probleme de seuil de
détection de I’ADN, car les tumeurs Ag HBs- contiendraient un nombre faible de copies
(1 pour 10 a 1 pour 100 cellules) contre 100, 1 000 copies ou plus par cellule dans les
tumeurs Ag HBs +. La PCR est alors d’un grand apport puisqu’elle permet a 1’équipe de
Bréchot de retrouver le génome dans 60 % des tumeurs Ag HBs—.

L’intégration génomique, événement fondamental pour le mécanisme de I’oncogénese, est
indépendante de la réplication virale. Dans le cas des hépadnavirus, elle se produit au niveau
de différents chromosomes, s’accompagnant d’altérations et de réarrangements chromoso-
miques. Pour le VHB, une intégration a été signalée chez I’homme dans le gene du récepteur
de I’acide rétinoique et dans celui de la cycline A... Avec le virus de la marmotte, I’intégra-
tion se fait a proximité des oncogenes C-myc, et N-myc qui seraient activeés.
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B IV. PROFILS SEROLOGIQUES DANS DES CIRCONSTANCES
PRECISES

V.1- Cas des nouveau-nés des meres Ag HBs+

Il est important de connafitre la transmission mere-enfant des marqueurs de
I’hépatite B [16]. Les enfants nés de meres ayant contracté antérieurement une infection
par le VHB et guéries, c’est-a-dire qui sont anti-HBs + et anti-HBc+, naissent avec le
méme profil sérologique du fait de la transmission passive des anticorps d’origine mater-
nelle, ces anticorps pouvant persister au-dela de six mois. Il semble que les anti-HBs dis-
paraissent un peu avant les anti-HBc.

Les enfants nés de meres porteuses du virus, c¢’est-a-dire Ag HBs+ et anti-HBc+, naissent
avec des IgG anti-HBc, mais jamais avec des IgM anti-HBc [22].

La contamination in utero est rare (inférieure a 10 %) et I’essentiel de la contamination est
périnatal. Cette chronologie in utero/périnatale a été€ prouvée par la détection d’Ag HBs
et/ou d’ADN-VHB chez I’enfant (par hybridation ou PCR) en vue d’un diagnostic précoce
d’infection. L’évolution des marqueurs durant la premiere année de vie renseigne sur le
devenir de I’enfant.

Le risque de transmission verticale est étroitement li€ au profil sérologique de la mere et au
pouvoir infectieux de son sang (tableau IV).

L’interprétation des sérologies des nourrissons nés de meres Ag HBs+, séro-vaccinés a la
naissance, est parfois délicate.

Tableau IV : Risque de transmission néonatale du VHB
en fonction du profil sérologique de la mere

Sérologie de la mere Taux de la transmission
Ag HBs+, Ag HBe+/ADN+ 952100 %
Ag HBs+, anti-HBe+/ADN- 10220 %
Ag HBs—, anti-HBs—, anti-HBc+ <10 %

IV.2- Sujets vaccinés

Les sujets vaccinés répondeurs fabriquent des anti-HBs, les taux supérieurs a 10 UI/I étant
considérés comme protecteurs. Si, de plus, les vaccins contiennent de 1’Ag HBs et de
I’antigene pré-S, il est possible de détecter des anti-préS en plus des anti-HBs, et ce, plus
précocement. Connaissant le titre des anti-HBs apres la vaccination, on peut prédire I’évo-
lution de ce titre dans le temps et donc en déduire la date du deuxieme rappel vaccinal.

Si le sujet vacciné et répondeur se trouve en contact avec une souche de VHB, on peut, ou
bien n’observer aucune modification du profil sérologique, ou bien constater une montée
« anamnestique » du titre des anti-HBs, ou bien encore, apres une phase d’antigénémie
HBs tres transitoire, assister a une apparition d’anti-HBc avec un profil anti-HBs+, anti-
HBc+ avec ré-ascension du titre des anti-HBs.
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Rappelons pour mémoire que dans les jours qui suivent la vaccination, il est possible de
détecter transitoirement dans le sérum de I’Ag HBs vaccinal [33b].

IV.3- Sujets recevant des immunoglobulines
Les patients peuvent recevoir des immunoglobulines :

- spécifiques anti-HBs dans un contexte de prophylaxie spécifique VHB, seules ou en asso-
ciation avec le vaccin sous forme de séro-vaccination ;

- polyvalentes ou autres (antitétaniques...).

Selon le mode de préparation, les immunoglobulines spécifiques anti-HBs sont adminis-
trables soit par voie intramusculaire, soit par voie intraveineuse. Si apres administration
I.V., les concentrations sériques sont atteintes d’emblée, apres injection .M., le pic de
recirculation n’est atteint qu’au bout de plusieurs jours ; toutefois, des la 24° heure, le taux
circulant est protecteur.

La demi-vie des anticorps in vivo est de vingt et un jours [11]. Le plus souvent, apres une
seule injection I.M. (500 UI pour les adultes, 100 UI pour les enfants), le taux protecteur
se maintient durant deux mois.

Les immunoglobulines polyvalentes ne contiennent pas un titre d’anti-HBs suffisant pour
étre protecteur, mais 1’injection de telles immunoglobulines peut entrainer des profils
génant I’interprétation sérologique avec anti-HBs et/ou anti-HBc transitoires.

IV.4- Sujets immunodéprimés

Les évolutions de profils sérologiques VHB chez les sujets infectés par le virus du SIDA
(VIH), commencent a étre mieux analysées. On peut observer chez des sujets VIH+ qui ont
présenté antérieurement une hépatite B guérie (Ag HBs—, anti-HBs+, anti-HBc+) la dis-
parition des anti-HBs, suivie de 1’apparition d’'un Ag HBs détectable. Il peut s’agir soit de
la réactivation de la souche initiale de VHB masquée, soit d’une réinfection par une autre
souche de VHB. Chez les sujets présentant d’autres causes d’immunodépression, chez les
hémodialysés et chez les greffés vaccinés ou non, 1’analyse séquentielle des profils séro-
logiques est souvent délicate (titre d’anticorps bas, Ag HBs et anti-HBs détectés
irrégulierement).

M V. PROFILS PARTICULIERS

V.1- Liés a des variants [28]

- Des mutations des régions pré-S et S, pré-C et C du génome du VHB peuvent étre a
I’origine de profils sérologiques atypiques chez les sujets présentant des hépatites aigués
ou chroniques. Ces variants seraient plus fréquents en Afrique et en Europe du Sud, qu’en
Europe du Nord. Les mutations pré-C/C sont responsables chez des patients Ag HBs+ de
profils, Ag HBe—, anti-HBe+/—, ADN/VHB+. Des mutations pré-S/S peuvent entrainer des
profils Ag HBs- avec des réactifs utilisant des anticorps polyclonaux, alors que 1’Ag HBs
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serait éventuellement détectable avec les trousses a base d’anticorps monoclonaux et que
I”’ADN-VHB est détectable [28].

Enfin, il existe des hépatites B séronégatives (Ag HBs-, anti-HBs-, anti-HBc-). Seule la
recherche d’ADN-VHB permet, chez les patients porteurs de ce type d’hépatite, de ratta-
cher la symptomatologie au VHB. Avant d’incriminer un variant, il faut bien siir éliminer
toute autre cause d’hépatite, tant virale (virus des hépatites A, C, virus du groupe herpes,
et, en fonction des origines géographiques, arbovirus...), que microbienne ou d’origine
toxique.

V.2- Liés a la cinétique

Beaucoup de profils sérologiques peuvent €tre assez facilement interprétés avec les
courbes cinétiques (figures 8A et 8B) ou a 1’aide du tableau récapitulatif simplifié
(tableau V). Toutefois, certains cas particuliers méritent un court développement.

CAHI;ER BIOFORMA
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Figure 8 : Cinétique des marqueurs au cours des infections dues au virus de [’hépatite B
avec guérison (A) ou évolution vers la chronicité (B)
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V.2.1- Ag HBs isolés

Il peut s’agir d’une hépatite B prise au tout début et, dans ce cas, une nouvelle sérologie
pratiquée quinze jours plus tard devrait permettre de déceler d’autres marqueurs (Ag HBe,
IgM anti-HBc, etc...). Il convient d’interroger le patient sur 1’existence d’une vaccination
contre I’hépatite B, car des antigénémies Ag HBs post-vaccinales ont été signalées. Enfin,
une fausse réactivité Ag HBs peut €tre évoquée et il faut alors vérifier la spécificité du test

Tableau V : Interprétation des marqueurs sérologiques du VHB
(d’apres Maniez-Montreuil) [33a]

Ag Ag Ac anti-
HBs HBe HBe HBc HBc HBs Interprétation Attention
IgM IgG
+ +/— - - - —  Incubation. A confirmer
Quelques rares porteurs chroniques
HBs immuno-incompétents
Ag HBs post-vaccinal
++ + - ++ - —  Phase aigué
+/— - - ++ - —  Phase aigué résolutive
- - + +/— A —  Convalescence
- - + - ++ +  Guérison : contamination récente
- - - - + +  Guérison : contamination ancienne } S’il s’agit d’un
Injection d’immunoglobulines }  nourrisson :
spécifiques anti-HBs } Ac maternels
- - - - + —  Guérison : contamination ancienne } A confirmer par un autre
++ Convalescence } réactif
Porteurs chroniques HBs a taux }
indétectable }
- - - - - +  Guérison : contamination ancienne }
Vaccination contre 1’hépatite B } A confirmer
Injection d’immunoglobulines }
spécifiques anti-HBs }
++ + - - ++ —  Porteur chronique en phase }  Certains possedent une
réplicative (ADN-VHB+) } composante anti-HBc de
} type IgM
+ - + - ++ —  Porteur chronique. Génome viral } Variants HBV possible
intégré, peu (ADN-VHB+) ou pas de} (ADN-VHB+)
réplication (ADN-VHB-) }

Attention : quelques rares sujets possedent chroniquement 1’Ag HBs et 1’anti-HBs (souvent associés a I’Ag HBe). Devant tout
résultat dont le signal est faible, attention aux contaminations ; nouveau-né : attention a la contamination par le sang de la mere
dans le cas d’un prélévement au cordon ; plusieurs marqueurs coexistent souvent et peuvent donc se « confirmer » mutuellement,
mais si un marqueur est retrouvé « isolé » attention aux faux positifs : le confirmer alors, quand cela est possible, par neutralisa-
tion ; sinon a 1’aide d’un deuxiéme réactif.
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en procédant a une neutralisation de I’Ag HBs a I’aide de réactifs commercialisés utilisant
un anticorps anti-HBs.

V.2.2- Anti-HBc isolés

Ce profil se retrouve dans les infections récentes apres disparition de 1’Ag HBs et avant
I’apparition des anti-HBs, la recherche des IgM anti-HBc étant alors positive. Il peut aussi
étre observé lors d’hépatites anciennes ; la recherche d’IgM anti-HBc est alors négative.
Ce fait peut concerner des sujets guéris (figure 9), les anti-HBs ayant disparu, ou éven-
tuellement des sujets atteints de formes chroniques. Il existe enfin des fausses réactions
positives anti-HBc par présence de complexes immuns, de dysglobulinémie, etc...

anti-HB¢

1 2 3 4 5 10

Années aprés exposition

Figure 9 : Persistance des anticorps anti-HBs et anti-HBc au cours du temps
apres infection par le virus de I’hépatite B d’évolution favorable

M VI. DEMARCHES SEROLOGIQUES PRATIQUES

En dehors des investigations sérologiques conduites chez un sujet présentant ou ayant pré-
senté une hépatite, cas dans lequel on commence par rechercher les marqueurs Ag HBs,
anti-HBs, anti-HBc puis, si I’Ag HBs est positif, les marqueurs Ag HBe, anti-HBe, ADN-
VHB, on peut étre amené a réaliser des recherches dans un contexte particulier. Ainsi, nous
avons schématisé les investigations a pratiquer en premiere intention ou en cascade : lors
de dépistages (tableau VI), chez les femmes enceintes (tableau VII), ou bien lors de vac-
cinations contre I’hépatite B (tableau VIII). Les options retenues, bien qu’indicatives, sont
susceptibles d’aider les prescriptions et de contribuer au choix d’examens alliant efficacité
et moindre cofit.

On peut proposer un arbre décisionnel regroupant les différents parametres viraux de
I’infection a VHB (figure 10).
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Tableau VI : Tests VHB pratiqués lors des dépistages

GROUPES

Dons du sang
Dons d’organe et de tissus
Femmes enceintes
Bilan pré-vaccinal
Bilan post-vaccinal

TESTS DE PREMIERE INTENTION

Ag HBs, anti-HBc
Ag HBs + anti-HBc (+ anti-HBs)
Ag HBs
Anti-HBc
Anti-HBs (titrage)

Tableau VII : Démarche utilisée pour le screening des marqueurs VHB
chez les femmes enceintes

Premiere
Intention

Deuxieme
Intention

Troisieme
intention

Ag HBs Négatif
Y Positif

v

v

Rien
Ag HBe

Positif —————» ADN-VHB
Négatif —— > anti- HBe/ADN

Tableau VIII : Démarche utilisée lors du bilan VHB précédant la vaccination spécifique

+Ag HBe/ anti-HBe

Premicre Deuxieme Troisieéme Attitude
Intention Intention Intention pratique
Anti-HBc — Rien » Vaccination
~— + Ag HBs anti-HBs Vaccination si anti- HBc faible

:: + Pas de vaccination
(hépatite ancienne guérie)

Pas de vaccination,

ADN - VHB mais bilan VHB de
I’entourage et si non
Bilan hépatique infecté : vaccination

VII. EPIDEMIOLOGIE

VII.1- Source virale

Le virus de I’hépatite B est présent dans de nombreux liquides ou sécrétions des individus
infectés, cette large diffusion du virus dans I’organisme et les concentrations virales sou-
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Figure 10 : Algorithme du diagnostic sérologique de I’hépatite B

Tableau IX : Modalités de transmission du VHB

Verticale Horizontale
Meére-enfant Enfant-enfant
Famille

Personnes a personnes

Parentérale Sexuelle
Transfusion Homosexuelle
Produits dérivés du sang (avant 87) Hétérosexuelle

Activité professionnelle
Soins sans matériel a usage unique
Toxicomanie
Tatouage, Piercing

Nosocomiale
Accidents d’exposition au sang

vent élevées permettent de rendre compte des modalités de transmission du VHB
(tableau IX) [20].

Dans le sang, la charge virale peut atteindre 103-10° virus par ml, celle des billes d’Ag HBs
10"3/ml.

Les expositions au sang constituent donc un mode majeur de transmission ; de méme,
I’échange de matériel contaminé (seringues, aiguilles) entre drogués par voie intraveineuse
serait responsable d’un quart des cas d’hépatite B en Occident, sans omettre le risque de
transmission horizontale par contact avec des plaies. Le risque 1ié a des soins mal contrdlés
(tatouage, piercing, maquillage permanent) ne saurait €tre sous-estimé.
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Le risque transfusionnel reste, apres exclusion du don des sujets porteurs de I’Ag HBs et/
ou de I’anti-HBc et/ou présentant des transaminases élevées, extrémement faible en
France. Le risque résiduel lié au VHB serait en France de 15,4 dons/2,7 millions de dons
par an ; il pourrait encore étre réduit avec I’instauration du dépistage de ’ADN du VHB
chez tous les donneurs (7 dons/an). Mais il faut attirer I’attention sur le fait que dans bon
nombre de pays de la planete les sangs transfusés ne sont pas testés pour 1’hépatite B.

Les dérivés stables, issus du fonctionnement du plasma, sont inactivés et ne transmettent
plus le VHB depuis 1987.

Le virus est également présent dans le sperme, les sécrétions génitales (10°-107 virions/
ml), ce qui explique le risque de transmission vénérienne (responsable d’un tiers des cas
d’hépatites B), mais aussi dans la salive (10°-107 virions par ml). La contagiosité de la
salive ne peut étre contestée [63] puisque le VHB est présent dans la salive de 76 % des
patients atteints d’hépatite B aigué€ et de 86 a 88 % de ceux atteints d’hépatite B chro-
nique ; ce vecteur pourrait jouer un role dans la transmission a la faveur de contacts
humains étroits en 1’absence de transmission parentérale et sexuelle ; cette modalité ne
peut étre niée méme si elle fait I’objet de polémiques.

Enfin, le virus est présent dans le lait, les urines, les larmes, les selles...

Le risque d’infection li€ a une piqilire ou un objet souillé est de 20 % a 30 % et celui d’une
transmission sexuelle de 30 % a 80 %. On considere que la contagiosité sanguine du VHB
est 10 fois supérieure a celle du VHC et 100 fois plus élevée que celle du VIH.

A noter que dans les pays riches, prés d’un tiers des infections par le VHB ont une origine non
expliquée, le taux est encore plus élevé dans les pays en développement pour lesquels la trans-
mission horizontale constitue un mode majeur de transmission notamment chez 1’enfant.

La transmission de la mere a I’enfant intervient également pour une part importante dans
la transmission dans ces mémes pays.

La transmission in utero est tres faible (5 % des transmissions verticales) [22], 1a majeure
partie des transmissions verticales se produisent lors de I’accouchement avec un taux de
transmission variable selon que la mere porte ou non des marqueurs de réplication du virus
(Ag HBe+/ADN+), 90 % a 100 % s’ils sont présents contre 10-20 % s’ils sont absents. La
contamination peut aussi étre post-natale, le lait de meres porteuses du virus contenant du
virus [16].

VIL2- Epidémiologie mondiale

L’OMS distingue actuellement a la surface du globe trois situations épidémiologiques éva-
luées d’apres le taux de portage chronique de I’antigene HBs dans la population adulte :

- zone de faible endémie (<2 % d’Ag HBs) : Australie, Amérique du Nord, Europe de
I’Ouest ;

- zone de moyenne endémie (2 % a 7 % d’Ag HBs) : Europe de I’Est, Union Soviétique et
ex URSS, pays méditerranéens et Proche-Orient ;

- zone de haute endémie (8 % a 20 % d’Ag HBs) : Afrique sub-saharienne, Asie du Sud-
Est, Chine méridionale, certains pays de I’Europe de I’Est.

En général, I’incidence de la maladie est inversement proportionnelle au niveau socio-
économique.
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Figure 11 : Répartition géographique mondiale de la prévalence de I’Ag HBs

Il existe en Europe un gradient Nord-Sud, les pays nordiques étant moins touchés que le
pourtour méditerranéen.

Des cartes permettent de classer les continents en fonction du portage de 1’Ag HBs
(figure 11). On considere qu’il y a sur la planete 200 a 350 millions de porteurs chroniques.

VIL3- Epidémiologie en France

On considere qu’il y a environ 100 000 cas d’hépatites B en France par an, que 5 % a 10 %
de la population rencontre le virus au cours de sa vie. Le pic optimal des hépatites B se
situe, tant chez ’homme que la femme, dans la tranche des 15-24 ans.

Les enquétes réalisées chez les donneurs de sang (0,1 % chez les nouveaux donneurs) sous-
estiment la prévalence par rapport a celle retrouvée dans la population générale. En France, le
taux de portage dans la population générale adulte est de I’ordre de 0,3 % contre 0,1 % en
Grande-Bretagne, 0,2 % en Hollande, 2-3 % en Italie-Espagne, 5 % en Grece [13].

Chez les femmes enceintes, la prévalence de 1’Ag HBs a fait 1’objet de plusieurs études.
Dans I’enquéte multicentrique nationale menée en 1992, nous avions trouvé une préva-
lence de I’Ag HBs de 0,15 % pour les femmes d’origine francaise et 2,6 % pour les
femmes d’origine étrangere [16].

Le chiffre le plus élevé étant retrouvé chez les femmes enceintes originaires d’Asie
(5,6 %), puis d’ Afrique noire (4,9 %), I’ Afrique du Nord arrivant beaucoup plus loin
(1,7 %). Les femmes originaires des DOM-TOM avaient un taux de portage allant de
2,8 % a 4,5 % selon les études.

Cette composition « géographique » de la population a non seulement une incidence sur la
séroprévalence (le plus souvent la séroprévalence observée est voisine de celle du pays
d’origine), mais aussi sur la virémie et donc sur le taux de transmission.

La transmission mere-enfant est tres importante pour certains continents ou zones géogra-
phiques (Afrique sub-saharienne, Asie, Caraibes), mais elle n’est pas négligeable en
France. En effet, dans notre pays, en 1’absence de mesures préventives naitraient chaque
année entre 800 et 1 500 nouveau-nés porteurs chroniques.
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On peut estimer qu’actuellement, en France, comme aux Etats-Unis, la toxicomanie est a
I’origine de 23 % des contaminations, la transmission vénérienne serait responsable de
34 % des infections (hétérosexuelle 26 %, homosexuelle 8 %), les autres modalités arri-
vant avec des fréquences moindres [13, 18].

Le risque transfusionnel résiduel est devenu quasi-nul (1 pour 475 000 dons dans la
période 1997-99) ; de méme que les hépatites B professionnelles qui ont quasiment dis-
paru grace a la vaccination entreprise depuis 1981 pour tous les professionnels de santé.

M VIII. PATHOLOGIE

Le virus étant peu cytotoxique, c’est I’intensité variable du conflit entre 1’agresseur et les
défenses immunitaires qui va déterminer la gravité de 1’infection et le polymorphisme de
I’hépatite B. Les défenses immunitaires mettent en jeu deux mécanismes : les
lymphocytes T qui attaquent et détruisent des cellules malades, les lymphocytes B qui syn-
thétisent les anticorps spécifiques neutralisant les virus circulants. On peut distinguer sché-
matiquement plusieurs modalités évolutives chez 1’adulte immuno-compétent, chez les
nouveau-nés et les jeunes enfants (figures 12 et 13). Rappelons que 1’incubation est
longue, en moyenne de 10 semaines (6 semaines a 5 mois).

INFECTION PAR LE VHB

INFECTION AIGUE

Hépatite fulminante ~—€—— « apparente 30 %
<1% * inapparente 70 %
l 6-10 % 90-94 %
HEPATITE VIRALE
CHRONIQUE
v

— e avec activité

e sans activité e m— GUERISON

CIRRHOSE

!

Carcinome
Hépato-cellulaire

Figure 12 : Histoire naturelle de [’hépatite B chez les adultes immunocompétents
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Figure 13 : Histoire naturelle des infections par le virus de I’hépatite B en fonction de I’dge

VIII.1- Premier cas : la réaction immunitaire est vigoureuse mais mesurée

Le plus souvent I’événement est si discret que, dans 80 % a 90 % des cas, il n’est pas
reconnu. C’est I’hépatite asymptomatique, les infections symptomatiques s’accompagnant
d’ictere et d’élévation des transaminases. Les hépatites aigués B ressemblent aux autres
hépatites virales. Apres une phase préictérique insidieuse (asthénie, nausées, anorexie) de
3 a 7 jours, survient la phase ictérique précédée par 1’apparition d’urines foncées et 1’ag-
gravation des symptomes (asthénie, anorexie) avant que I’ictere survienne. Il se prolonge
2 a 3 semaines. Mais les symptdmes sont souvent inapparents et une hépatite B aigué€ doit
étre recherchée systématiquement devant différents symptomes (syndrome grippal,
troubles digestifs, céphalées, prurit, urticaire, arthralgie...). Apres la phase aigué, parlante
avec ictere ou trompeuse, la phase de convalescence comporte la disparition de 1’ictere
puis de I’anorexie et de I’asthénie... La guérison clinique doit s’accompagner d’un controle
de la guérison virologique.

Une fois sur mille, le conflit antigéne-anticorps est trop violent. Toutes les cellules hépa-
tiques sont atteintes et détruites [54]. C’est I’hépatite fulminante qui nécessite une hospi-
talisation d’extréme urgence [2].

VIII.2- Second cas : la réaction de défense est incomplete ou inadaptée

La production de virus continue régulierement, entrainant la destruction progressive du
tissu hépatique. C’est I’hépatite chronique qui est le plus souvent asymptomatique. L’évo-
lution vers la chronicité est étroitement liée a 1’age auquel est contractée 1’hépatite B : tres
élevée si la contamination se produit a la naissance voisine de 90 %, elle se situe vers 6 %
a 10 % a I’age adulte, plus fréquemment si celui-ci est immuno-incompétent (tableau X).

Les mécanismes d’établissement de la chronicité sont complexes et font probablement
intervenir I'immaturité de certains effecteurs du syst¢me immunitaire, dont le systeme
interféron de I’enfant, et une immunomodulation par les Ag HBe. L’ Ag HBe est une pro-
téine soluble de bas poids moléculaire qui traverse le placenta et qui pourrait induire une
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Tableau X : Taux d’évolution vers la chronicité apres infection par le VHB
en fonction de I’age et de I’état de compétence immunitaire

Population Taux d’évolution vers la chronicité
¥ JEUNES
* Nouveau-nés 90 % CAHIER BIOFORMA
* Enfants B (-6 mois 70 % DE -
= 712 mois 50 % KFormation
B 1.4 ans 30 % version numérique
® ADULTES
* Immunocompétents 6-10 %
e Hémodialysés 43 %
 Diabétiques 45 %

tolérance du systeme immunitaire vis-a-vis des antigenes de capside qui représentent la
cible de I’élimination immune des hépatocytes infectés [40].

Apres quelques mois, les trois quarts de ces formes sont spontanément résolutives et
deviennent des hépatites chroniques persistantes. En revanche, les hépatites chroniques
actives s’accompagnent d’une destruction massive des cellules. Progressivement, les cel-
lules détruites sont remplacées par du tissu cicatriciel et I’hépatite évolue vers la cirrhose.
Il n’est pas rare que la maladie ne soit découverte qu’au stade d’hépatomégalie, de cir-
rhose, lors d’une complication (ascite, ictére ou hémorragie digestive). A un stade tardif,
on retrouve des signes cliniques d’insuffisance hépatocellulaire ou d’hypertension portale.
Le foie ne remplit plus son role de synthese et d’épuration, aboutissant ainsi a la mort du
malade. Enfin, a long terme, certaines cellules peuvent se transformer et initialiser un can-
cer primitif du foie.

VIIL.3- Le carcinome hépatocellulaire ou CHC représente environ 80 a 90 % des
cancers primitifs du foie ; il se développe a partir des hépatocytes.

En France, il apparait sur une cirrhose préexistante plus de 9 fois sur 10 avec une incidence
annuelle de 2,5 a2 5 % environ chez les cirrhotiques.

Il survient le plus souvent chez I’homme (80 %) ; il représente la huitieme cause de
tumeurs dans le monde.

Le diagnostic est évoqué soit devant la découverte fortuite d’une image nodulaire a I’écho-
graphie dans le cadre de la surveillance systématique d’une cirrhose, soit devant un signe
clinique (douleur de I’hypocondre droit, ascite, altération de 1’état général), soit devant une
élévation de I’ a-foetoprotéine au-dessus de 500 ng.

En France, on retrouve des marqueurs VHB chez 43 % des patients présentant un hépato-
carcinome et chez 58 % de ceux constituant un hépatocarcinome sur cirrhose alcoolique.

- On considere que sur 100 000 personnes infectées, il y aura environ 450 cas de CPF et
que pres de 25 % des cirrhoses a VHB évoluent vers le CPF ; la latence entre infection et
CPF allant de 20 a 50 ans.
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- Le lien entre VHB et CPF a été établi dans un premier temps sur des arguments épidé-
miologiques (superposition des zones a forte prévalence d’Ag HBs et CPF), puis sur des
arguments virologiques, sérologiques tout d’abord, puis génomiques. Il en a été parlé
antérieurement.

- Les mécanismes de 1’oncogénese commencent a €tre mieux compris (figure 14). On peut

incriminer [52, 59] :

+ la cirrhose qui, par I’intermédiaire de ses nodules de régénération, implique une prolifé-
ration accrue des hépatocytes et un risque de réaménagement chromosomique ;

« un effet direct du VHB.

L’intégration de I’ADN viral (clonale ou dans plusieurs sites) permet au génome de per-
sister alors méme que la réplication s’est arrétée (au stade cirrhose ou CPF), mais peut
aussi entrainer une mutagénese par insertion (intégration dans les tumeurs de marmottes de
I’ ADN dans 50 % des cas dans les genes C-myc et N-myc, dans les tumeurs humaines dans
les genes du récepteur béta de 1’acide rétinoique, de la cycline A, de la mevalonate kinase),
voire des réarrangements chromosomiques. Par ailleurs, deux protéines virales : la
protéine X essentiellement, les protéines Pré S/S a un degré moindre, auraient un effet
d’activation en « trans » de certains oncogenes cellulaires. La protéine X pourrait se lier a
des protéines régulatrices cellulaires notamment la protéine p53.

A noter que le fait que le modele de marmotte peut étre instructif puisque cet animal peut
développer un cancer du foie (17 a 36 mois) apres infection par le virus de la marmotte
(WHYV) qui est un hepadnaviridae. On dispose aussi d’autres modeles, écureuil mais aussi
souris transgéniques.

HCA » Facteurs de croissance (IGF-II)
/ Cirrhose

1y Oncogene
VHB \ Réarrangements chromosomiques
Action directe : . CPF
1- Mutagenese par insertion
VHB Oncogene

‘ ‘ *_ ADN cellulaire

2- Transactivation : pré-S2/S délété ; X

|—> Protéine X Oncogene

v —1] | — ADNcellulaire

3- Réarrangements chromosomiques au site d’intégration

Figure 14 : Mécanisme de I’oncogénese du VHB (d’aprés Rosmorduc et al) [52]

M IX. ANATOMOPATHOLOGIE

IX.1- La ponction biopsie hépatique

La ponction biopsie hépatique (PBH) permet seule de porter le diagnostic de certitude
d’une hépatopathie virale, d’en préciser I’activité et d’apprécier 1’efficacité des thérapeu-
tiques antivirales.
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Il s’agit d’un geste invasif comportant certains risques qui sont minimisés si la PBH est
pratiquée par un médecin expérimenté, apres un contréle des tests de coagulation et une
échographie. La technique est dépendante de I’échographie abdominale, de la numération
plaquettaire et des tests d’hémostase [48].

Le plus souvent, la PBH est pratiquée par voie intercostale a I’aveugle, on utilise parfois
une PBH par voie intraveineuse avec cathétérisme sélectif de la veine jugulaire interne, de
la veine cave, puis des veines sushépatiques, qui permet de ramener un fragment hépatique
sans perforation de la capsule du foie.

Ce geste technique est assez bénin méme si des complications surviennent dans 0,5 % a
5 % des biopsies. La mortalité imputable a la biopsie hépatique est de 1’ordre de 0,05 %.

La PBH est un geste performant puisqu’elle permet d’obtenir un fragment suffisant dans
plus de 99 % des cas.

Nous ne parlerons pas des aspects anatomopathologiques observés dans les hépatites
aigués, les hépatites fulminantes ou les carcinomes hépatocellulaires, mais nous nous limi-
terons aux hépatites chroniques.

L’analyse du fragment de biopsie permet d’établir un score d’activité de 1’hépatite
chronique.

IX.2- Lésions définissant une hépatite chronique [48, 51]

Trois Iésions élémentaires principales définissent une hépatite chronique et permettent son
classement.

IX.2.1- L’infiltrat inflammatoire

Il prédomine dans 1’espace porte et dans la zone périportale, mais peut aussi s’observer
dans les lobules. Il est essentiellement lymphocytaire.

I1X.2.2- La nécrose hépatocytaire
Son intensité et sa topographie doivent étre précisées.

* Le corps acidophile (corps de Councilman) est caractérisé par une condensation €osi-
nophile du cytoplasme avec ou sans disparition du noyau. Il correspond a un hépatocyte en
apoptose.

* La nécrose focale est la nécrose d’un petit groupe d’hépatocytes avec ou sans
inflammation.

* La nécrose confluente représente un groupe important d’hépatocytes voisins nécrosés.
Elle peut étre systématisée a une région du lobule.

* La nécrose périportale (nécrose parcellaire ou piece meal necrosis) est définie par la
nécrose d’un ou de quelques hépatocytes situé€s au niveau de la lame bordante. Cette
nécrose est entourée de lymphocytes. La présence d’un amas de lymphocytes au contact de
la lame bordante, sans nécrose hépatocytaire visible, peut également traduire une nécrose
périportale (hépatite d’interface).
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* La nécrose en pont (bridging necrosis) est une nécrose confluente systématisée d’un
vaisseau a un autre (le plus souvent entre une veine centrolobulaire et une veine porte). La
nécrose en pont est habituellement représentée par un foyer de collapsus dans lequel les
hépatocytes nécrosés ont disparu et ou il ne persiste que la trame réticulinique contenant
des cellules inflammatoires (macrophages contenant des pigments et rares lymphocytes).

» Laballonnisation est une augmentation de taille avec une clarification du cytoplasme des
hépatocytes. Elle pourrait étre réversible et ne correspondrait donc pas a une nécrose.

I1X.2.3- La fibrose

A point de départ portal, elle est plus ou moins étendue dans le lobule. Si elle est extensive
et réunit des structures vasculaires, il s’agit de septa fibreux. Il est important d’apprécier le
nombre de septa dans une biopsie. Il peut étre difficile de différencier un septum d’une
nécrose en pont : dans un septum, le collagéne est dense, il existe parfois une prolifération
cholangiolaire et I’infiltrat est généralement lymphocytaire.

La cirrhose est la conséquence de la mutilation hépatique par des septa fibreux annulaires
entourant des nodules hépatocytaires.

IX.3- Classification des hépatites chroniques

Différents scores d’activité (grade) et de fibrose (stade) ont été proposés, score de Knodell,
score de Scheuer, score d’Ishak...

Le score Metavir a été proposé en 1994, il s’agit d’une classification simple, validée et
reproductible qui a fait ’objet d’une validation intra et inter observateurs [51].

Il est suffisant dans la pratique quotidienne, facile a appréhender par les cliniciens et utile
pour la décision thérapeutique. C’est le score que nous détaillerons. Il repose sur un clas-
sement des hépatites chroniques en fonction de ’activité (A : de 0 a 3) et de la fibrose
(F : de 0 a4). Une grille détaillée est retrouvée dans les ouvrages spécialisés [51].

Pour définir I’activité de la maladie, le groupe Metavir a montré que deux lésions sont pré-
pondérantes : la nécrose périportale et la nécrose lobulaire.

Un algorithme a permis de définir I’activité en fonction de ces deux I1€sions (tableau XI).

Pour exprimer les résultats, on entoure les items appropriés parmi les situations résumées
ci-dessous :

Sans activité (AQ) Sans fibrose (FO)
Avec activité minime (A1) Avec fibrose portale sans septa (F1)
Hépatite chronique Avec activité modérée (A2) Avec fibrose portale et quelques septa (F2)
Avec activité sévere (A3) Avec fibrose septale sans cirrhose (F3)
Avec cirrhose (F4)

Notons qu’en pratique, quel que soit le systeme de score utilisé, il est indispensable de
comparer le prélevement a examiner aux prélevements pratiqués antérieurement chez le
patient.
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Tableau XI : Grille Metavir. Algorithme permettant I’ évaluation
de ’activité d’une hépatite chronique

NL=0 A=0
NP =0 < NL=1 A=1
NL:2 A:2
NP =1 NL=0,NL=1 A=1
NL =2 A=2
NL=0,NL=1 —— A=2
NP =2 NL =2 \
NP=3 NL=0O,NL=1,NL=2 —— A=3

NP = nécrose parcellaire : 0 = absente, 1 = minime, 2 = modérée, 3 = sévere ;
NL = nécrose lobulaire : O = absente ou minime, 1 = modérée, 2 = sévere ;
A = activité : 0 = sans activité, 1 = minime, 2 = modérée, 3 = sévere.

IX.4- Biochimie et histologie hépatique

IX.4.1- Transaminases

L’élévation des transaminases reflete la présence d’une nécrose avec inflammation active
mais il n’existe pas de corrélation quantitative avec la sévérité de 1’ atteinte hépatique sous-
jacente. Habituellement, I’ ALAT est plus élevée que I’ASAT mais quand la cirrhose s’est
développée, I’ ASAT peut devenir plus élevée que I’ ALAT. Les porteurs asymptomatiques
avec une élévation persistante des ALAT, indépendamment de leur statut Ag HBe/anti-
corps anti-HBe, ont invariablement un certain degré d’hépatite chronique histologique.
Vingt pour cent de ces patients sont a risque pour une maladie hépatique sous-jacente
sévere comparativement a 1 a 2 % des porteurs Ag HBs avec transaminases normales. Une
revue des données concernant ces porteurs 8 ALAT normales a montré en cumulant plus
de 20 publications du monde entier : 83 % de ces patients présentaient une histologie nor-
male ou subnormale ; 2 a 5 % seulement avaient une hépatite chronique active, une cir-
rhose ou un carcinome hépatocellulaire. Ainsi, chez les porteurs chroniques du VHB a
transaminases normales, un examen histologique hépatique unique ne montre que rare-
ment un degré significatif de 1€sions histologiques. Cependant, il apparait clairement qu’au
cours des infections chroniques par le VHB, ni le profil sérologique, ni le profil virolo-
gique, ni le profil biochimique ou I’histologie hépatique ne demeurent inchangé au cours
du temps.

IX.4.2- Autres parameétres biochimiques

Les autres parametres biochimiques n’apportent que rarement des informations supplé-
mentaires, mis a part les cas séveres d’hépatites chroniques actives, de cirrhoses actives ou
de carcinomes hépatocellulaires au cours desquels d’autres tests biochimiques peuvent
devenir anormaux. La bilirubine sérique est habituellement normale ou discrétement éle-
vée, des valeurs supérieures a 20 mg/l n’étant observées que dans moins de 10 % des

48

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



patients avec ALAT élevée. La baisse de 1’albumine sérique, I’élévation des gammaglo-
bulines et I’allongement du temps de prothrombine sont habituellement rencontrés chez les
patients avec une hépatite chronique active séveére ou avec une cirrhose avancée
décompensée.
Au total : I’infection chronique par le VHB nécessite un suivi sur le plan clinique, séro-
logique, biochimique et histologique.
CAHIER BIOFORMA
DE -
Kormation
version numérique

M X. MESURES PREVENTIVES GENERALES

Elles incluent [29] :

- le non-partage des objets personnels entrant en contact avec le sang (brosses a dents,
objets de toilette contondants, seringues et aiguilles, etc.) ;

- I’utilisation de préservatifs lors des contacts sexuels ;

- I’exclusion des dons du sang positifs pour I’antigene HBs (ou pour I’anticorps anti-HBc
ou ayant une activité des transaminases sériques augmentée) ;

- la décontamination des matériels médicaux non jetables (eau de Javel, formol a 10 %,
glutaraldéhyde) ;

- I’utilisation de gants, de matériel de ponction jetables dans les containers appropriés, par
le personnel soignant.

On doit rappeler les mesures a prendre devant un accident d’exposition au sang (AES)
(tableau XII).

Tableau XII : Conduite a tenir en cas de plaie accidentelle chez le personnel soignant

- Nettoyage et désinfection par 1’alcool a 70 °C ou I’eau de Javel 2 0,1 %.

- Prélevement sanguin apres accord du patient source (pour la recherche des marqueurs du VHB, mais
aussi du VIH et du VHC).

- Déclaration de I’accident.
- Prélévement sanguin du personnel exposé.

- Vérification du statut vaccinal du personnel exposé : document ou recherche et quantification des anti-
corps anti-HBs et sérologie complete apres accord de I’intéressé.

M XI. TRAITEMENT

XI.1- Traitement prophylaxique

XI.1.1- Immunothérapie passive par les immunoglobulines spécifiques anti-HBs

Les immunoglobulines spécifiques anti-HBs provenant de donneurs immunisés contre le
VHB peuvent étre utilisées.
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XI.1.1.1- Indications de I'immunisation passive apres exposition au VHB [11, 29]
- Apres un contact sexuel avec un sujet infecté.
- Apres un partage de seringues entre toxicomanes intraveineux.

- En cas de contamination accidentelle (piqfire, blessure) par du sang ou des produits san-
guins positifs pour 1’antigene HBs chez des sujets non vaccinés. L’ injection doit étre réa-
lisée dans les 48 heures suivant le contage.

- Chez les nouveau-nés de mere positive pour I’antigene HBs.

- Chez les sujets que 1’on vaccine en raison d’un terrain a risque (hémodialysés, personnel
infirmier, malades transfusés chroniques...) pour couvrir la fenétre sans protection
vaccinale.

- Apres transplantation hépatique chez un sujet porteur chronique du VHB.

XI.1.1.2- Posologie recommandée

- 500 UI en cas de contamination accidentelle ;

- 30 Ul/kg des la naissance chez le nouveau-né de mere porteuse de I’antigene HBs ;
- 8 Ul/kg (avec un maximum de 500 UI au total) chez I’hémodialysé.
L’immunisation passive doit en outre toujours €tre associée a une vaccination.

L’administration d’immunoglobulines spécifiques anti-HBs permet de réduire de 75 %
I’incidence de I’hépatite B, a condition d’€tre réalisée moins d’une semaine apres le
contage et d’étre répétée tous les 1 a 2 mois pour les sujets non vaccinés ou n’ayant pas
répondu a la vaccination et soumis a un risque permanent. Apres transplantation hépatique
pour une cirrhose ou une hépatite fulminante virale B, I’administration intraveineuse de
fortes doses d’immunoglobulines anti-HBs permet de prévenir dans une large mesure la
récidive de I’infection virale B lorsque la virémie était non détectable au moment de la
transplantation.

XI1.1.2- Les vaccins contre I’hépatite B

Les premiers essais de vaccin hépatite B entrepris chez ’homme remontent a 1975.
L’immunogénicité et I’efficacité remarquables de ce vaccin en font le dernier grand vaccin
antiviral mis au point ; ’OMS avait I’ambition de vacciner toute la planete initialement a
I’horizon 1997, I’ objectif reste a 1I’ordre du jour mais I’échéance est reportée a la premiere
décennie du xXXI° siecle.

Les polémiques récentes survenues en France concernant le vaccin ont provoqué un ralen-
tissement de la vaccination au niveau national, elles ont eu aussi un impact négatif impor-
tant dans les pays francophones, mais bien moindre au niveau mondial.

X1.1.2.1- Généralités

* Historiques : la premiere génération de vaccin était d’origine plasmatique [39], il était
obtenu en purifiant a partir du sang d’un porteur chronique des billes d’Ag HBs de 22 nm.
Cette protéine est le produit du gene S du VHB. En fait, I’antigene peut étre le produit du
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seul gene S, mais aussi du Pré S,/S voire du Pré S,/Pré S,-S, ce qui correspond respecti-
vement aux protéines d’enveloppe majeures, moyennes ou grandes.

* Actuelles : ce sont des vaccins obtenus par génie génétique dans lesquels on a cloné le
gene S ou les génes préS-S que 1’on a ensuite intégrés dans un génome soit de levures Sac-
charomyces cerevisiae soit dans des cellules de mammiferes en 1’occurrence des cellules
ovariennes de hamster (CHO). Cet antigene peut exister sous deux formes non glycosylée
(p24) et glycosylée (gp27). L’ Ag HBs peut dans le systtme mammifere étre glycosylé, ce
n’est pas le cas dans les levures. Les vaccins actuellement commercialisés en France sont
regroupés dans le tableau XIII.

Tableau XIII : Différents vaccins hépatite B commercialisés en France

Nom Protéines contenues | Concentration Vecteur Cible
Produits des génes Ag HBs
ENGERIX B S 10 pg S. cerevisiae Nourrissons, enfants,
adolescents < 15 ans
ENGERIX B S 10 pg S. cerevisiae Adultes
Gen HEVAC B S+ pré S 20 g Cellules ovariennes | Nourrissons, enfants,
de hamster adultes
HB Vax DNA S S pg S. cerevisiae Nourrissons, enfants,
adolescents < 15 ans
HB Vax DNA S 10 g S. cerevisiae Adultes
HB Vax DNA S 40 pg S. cerevisiae Patients dialysés
TWINRIX Nourrissons, enfants,
(Vaccin+VHA+VHB) S 10 pg S. cerevisiae adolescents < 15 ans
TWINRIX
(Vaccin+VHA+VHB) S 20 g S. cerevisiae Adultes
INFANRIX S 10 pg S. cerevisiae Nourrissons

(Hexavalent)

HEXAVAC S S pg S. cerevisiae Nourrissons
(Hexavalent)

* A D’étude : différents essais ont été conduits avec d’autres vaccins obtenus par génie
génétique utilisant d’autres vecteurs notamment d’autres especes levures. Sont aussi a
I’étude des vaccins viraux hybrides, les genes S voir Pré-S étant intégré dans les génomes
du virus de la vaccine, du Canary Pox, de la rage, de poliovirus, d’Herpes simplex, d” Adé-
novirus... On a aussi expérimenté, du moins sur modele animal, des vaccins peptidiques
avec des résultats décevants. Enfin, des travaux assez nombreux ont été menés, utilisant
des vaccins ADN du VHB ; mais aussi des vaccins-aliments VHB, 1’antigene étant produit
dans des bananes, des tomates ou des pommes de terre et théoriquement administrables par
voie orale.
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XI.1.2.2.- Nature des antigénes

Tres tot, il est apparu que les anticorps protecteurs étaient dirigés contre I’antigene d’en-
veloppe du virus de I’hépatite B (Ag HBs), les candidats vaccins devant donc contenir cet
antigene. Mais on distingue différents sous-types au sein de cet antigene d’enveloppe, tous
comportant un antigéne spécifique de groupe nommé a associé a des sous-types mutuel-
lement exclusifs d ou y et w ou r, ce qui aboutit aux quatre principaux phénotypes
d’Ag HBs : adw, adr, ayw et plus rarement ayr, de répartition géographique inégale. Le
premier vaccin plasmatique comportait une combinaison ad + ay ; par la suite, il est apparu
que la synthese d’anticorps anti-a était suffisante pour conférer une immunité protectrice.
De ce fait, les vaccins actuels ne comportent qu’une valence.

Certains vaccins ne contiennent que de I’Ag HBs produit du géne S, d’autres contiennent
a la fois de I’Ag HBs et du produit pré-S. Or, le pré-S, notamment le pré-S2 favoriserait la
réponse chez les non répondeurs ou les moindres répondeurs, mais ce gain lié au pré-S est
actuellement discuté.

X1.1.2.3.- Concentration antigénique

Certains vaccins minidosés contenant 2,5 mcg voire méme 1,25 mcg ont ét€¢ développés
dans certains pays ; en France les vaccins commercialisés (tableau XIII) contiennent entre
5 et 40 g avec des concentrations et indications tenant compte de 1’age et de la population
cible.

X1.1.2.4.- Rythme d’administration

Les premiers essais vaccinaux comportaient quatre injections, trois injections distantes de
1 mois et rappel au bout d’un an (schéma 0-1-2-12), mais un autre rythme vaccinal est pro-
posé comportant deux injections distantes de 1 mois et rappel a 6 mois (schéma 0-1-6). Le
pourcentage de séroconversion avec les deux schémas est quasi identique, mais le titre
d’anticorps optimal atteint avec le second schéma est plus faible qu’avec le premier. On
recommande actuellement le schéma 0-1-6 sauf lorsqu’une immunisation rapide est sou-
haitée ou lorsque 1’on dispose d’arguments en faveur d’une moindre réponse, auquel cas
on conserve le schéma 0-1-2-12. L’opportunité de rappels vaccinaux ultérieurs sera évo-
quée par la suite.

Chez les nouveau-nés de méres Ag HBs positif, on pratique une sérovaccination. A la
maternité, dans les 12 a 24 heures suivant la naissance, on administre en 2 sites différents
100 UI d’HBIg et une premicre dose de vaccin. Ultérieurement, on pratique a 1’age de
1 mois, 2 mois et au 12° mois des injections vaccinales. L’efficacité de cette prévention est
remarquable, la protection est supérieure a 90 %, pouvant méme dépasser 97 %. Certains
auteurs préconisent non pas 100 UI, mais 200 UI pour les nouveau-nés de meres
Ag HBs+/Ag HBe+.

X1.1.2.5- Voie d’administration

Les deux seuls sites d’injection acceptables sont le muscle deltoide et la masse antérola-
térale de la jambe. L’injection dans la fesse est a I’origine de réponses immunes insuffi-
santes. Il faut que les antigenes puissent étre traité€s par les macrophages et présentés aux
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cellules T et B et qu’ils ne passent pas trop vite dans la circulation. L’antigene ne doit pas
non plus étre dénaturé trop rapidement par les enzymes de 1’organisme.

La voie intradermique ne figure pas parmi les recommandations. Une étude personnelle a
démontré son efficacité chez les patients hémodialysés non répondeurs [49].

X1.1.2.6- Associations vaccinales

Les vaccins contre I’hépatite B ne doivent pas €tre mélangés a d’autres vaccins, mais ils
peuvent étre administrés simultanément avec d’autres vaccins a 1’aide d’une seringue et
d’une aiguille différentes et dans un site corporel distinct. De méme, ils peuvent €tre admi-
nistrés simultanément avec des immunoglobulines spécifiques de I’hépatite B (anti-HBs)
en utilisant un site d’injection séparé.

Le vaccin combiné Twinrix® ne doit étre utilisé que dans le cas d’une double indication de
vaccination contre 1’hépatite B et contre I’hépatite A.

Des vaccins hexavalents destinés aux nourrissons viennent d’obtenir une autorisation de
mise sur le marché (AMM) européen, ils contiennent les valences Haemophilus influenzae
b, diphtérie, tétanos, polio, coqueluche et hépatite B.

XI.1.3- Facteurs limitant Uefficacité ou la stratégie de la vaccination

En dehors de considérations financieres ou stratégiques susceptibles de limiter le champ de
la vaccination, il existe des écueils tenant aux échecs de la vaccination, aux conséquences
de la vaccination en terme de sélection de mutants, et aux précautions d’emploi voire aux
contre-indications a la vaccination. Ces problémes sont rares, mais ils ne doivent pas étre
méconnus.

XI.1.3.1- Echecs de la vaccination

e Liés au terrain

Peu de vaccins ont fait I’objet d’une telle surveillance de I’'immunogénicité. De ce fait, ce
vaccin a fait progresser la connaissance des facteurs de « non-réponse », dont certains sont
transposables a d’autres vaccins.

Parmi ces facteurs exercant une influence négative, il faut citer I’age (I’'immunogénicité
diminue nettement avec 1’age apres 40 ans et méme des 25 ans), avec le sexe (les hommes
répondent moins bien que les femmes), avec 1’obésité et le tabagisme [15, 64]. L’ immu-
nodépression entraine une moindre réponse qui peut partiellement étre vaincue par I’aug-
mentation de la concentration d’Ag HBs et 1a multiplication des doses. Pour certains, mais
ce point est controversé, la prématurité pourrait également exercer un effet négatif.

* Liés a des sélections de mutants d’échappement

On sait que le virus de I’hépatite B est sujet a une certaine variabilité et qu’il existe des
mutants pré-C, pré-S... Certains de ces mutants sont susceptibles d’étre facilités par la vac-
cination a un niveau individuel ou au niveau collectif lorsque le taux de couverture dans la
population générale dépasse un taux « critique ». Chez les enfants nés de mere Ag HBs+ et
devenant a leur tour Ag HBs malgré une sérovaccination bien conduite, on a constaté
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qu’ils développaient une infection due a un mutant d’échappement concernant 1’antigene
« a ». Dans la majorité des cas, ces mutants concernent un seul acide aminé résidu 145,
une arginine étant remplacée par une glycine (figures 5 et 6). A titre indicatif, une étude
réalisée récemment aux USA a montré que 0,8 % des enfants nés de mere infectée par le
VHB développaient une infection persistante par le variant sG145R malgré 1’instauration
d’une prévention de la transmission par vaccination/sérothérapie. Une modélisation de
I’émergence de variants chez les enfants vaccinés a été proposée par J. Wilson (non
publiée). Ces variants non neutralisés par les anticorps anti-HBs induits par le vaccin dif-
fusent peu sur le mode horizontal et leur pouvoir pathogene semble limité. On peut s’in-
terroger sur la nécessité de tenir compte des variants potentiels (peu nombreux) dans les
formules vaccinales du futur en ajoutant au vaccin classique des peptides correspondant
aux variants. A ce jour, on n’a pas démontré clairement si 1’addition de protéines pré-S aux
antigénes S limitait 1’apparition des mutants.

X1.1.3.2- Précautions d’emploi, contre-indications a la vaccination

Le vaccin contre I’hépatite B est contre-indiqué dans les cas d’infections fébriles séveres,
d’hypersensibilité connue a 1’un des constituants du vaccin ou apparue apres une injection
de vaccin. En ce qui concerne vaccin et grossesse, 1’effet de I’ Ag HBs sur le développe-
ment feetal n’a pas été évalué ; cependant, du fait qu’il s’agit d’antigene purifié, on ne doit
pas s’attendre a observer d’effets secondaires chez le feetus. De ce fait, 1’utilisation chez la
femme enceinte nécessite que I’on mette en balance les avantages escomptés et les risques
éventuels.

On s’est interrogé, sans arguments scientifiques seuls, sur le risque que faisait courir le thio-
merosal présent dans certains vaccins contre I’hépatite B notamment pour les nouveau-nés ;
les laboratoires viennent de retirer par précaution ce produit mercuriel des vaccins.

En France, il était rappelé dans les autorisations de mise sur le marché (AMM) que « toute
stimulation immunitaire comporte le risque d’induire une poussée chez les patients atteints
de sclérose en plaque. En conséquence, chez les patients atteints de sclérose en plaque... le
bénéfice de cette vaccination doit étre évalué en fonction des risques d’exposition au virus
et du risque encouru ».

Mais cette précaution d’emploi n’a pas été retenue dans les autorisations de mise sur le
marché (AMM) européennes ou américaines...

X1.1.3.3- Effets indésirables et polémiques [14a, 14b]

Les effets indésirables rapportés aupres de 1’ Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des
Produits de Santé (AFSSaPS) comportent des atteintes démyélinisantes centrales ou péri-
phériques survenues quelques jours ou quelques années apres une vaccination, aucun cas
ne concernait des nourrissons. En dehors des scléroses en plaques (SEP), les tableaux neu-
rologiques €taient du type myélites, encéphalomyélites, névrites optiques. Outre les patho-
logies démyélinisantes, étaient rapportées des pathologies auto-immunes et des atteintes
hématologiques (thrombopénies et aplasies médulaires).

Les analyses statistiques cas/témoin, cas attendus/cas observés ont essentiellement porté
sur les pathologies démyélinisantes. Elles ont été conduites dans les services de neurologie
en France et a partir de données britanniques ; si elles ont dans I’ensemble fait ressortir un
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sur-risque (odds-ratio entre 1,4 et 1,7), celui-ci n’était pas en faveur d’une association
significative avec la vaccination. Les études cas/témoins initiales, non statistiquement
significatives, ont récemment été confirmées par deux autres publications portant sur des
vaccinations chez des sujets présentant des scléroses en plaque, I’'une de I’ European data-
base for Multiple Sclerosis, I’autre américaine, elles n’ont pas conclu a un sur-risque de
poussées de SEP apres vaccination (odds ratio de 0,7).

Sur le plan scientifique, on ne dispose pas d’éléments susceptibles d’expliquer une relation
entre infection par le virus de I’hépatite B et SEP. La carte mondiale des deux infections
montre une image en miroir, les zones de forte prévalence VHB sont a faible prévalence
SEP et vice versa. Il n’existe pas non plus de mimétisme antigénique entre I’antigene vac-
cinal (Ag HBs) et la myéline [45]. La seule homologie trouvée concerne une zone de la
polymérase du VHB, mais cette protéine n’est pas présente dans le vaccin. Si cette
communauté antigénique était cliniquement fonctionnelle, le portage chronique devrait
induire des pathologies neurodégénératives, ce qui n’est pas le cas.

Par prudence, le ministere de la santé a recommandé un temps de considérer comme étant
des contre-indications a la vaccination les antécédents personnels de pathologies auto-
immunes et les antécédents personnels et familiaux de pathologies démyélinisantes,
notamment de SEP. Les deux dernieres études publiées [1, 10] font discuter le bien fondé
de cette recommandation. On sait que des poussées de sclérose en plaque peuvent étre
favorisées par des stimulations du syst¢eme immun diverses, aussi bien que par des infec-
tions. Pour les patients présentant des antécédents personnels ou familiaux de SEP, la déci-
sion de vacciner (quel que soit le vaccin) doit €tre prise au cas par cas en fonction du
risque/bénéfice individuel. Les évenements soit sont fortuits, soit ils surviennent chez un
sous-groupe tres restreint d’individus prédisposés (HLA-DR2 ?). Les études se pour-
suivent en France, les données américaines ne concluent pas a un lien, pas plus que les
conférences d’experts réunis par I’OMS. Les résultats non significatifs n’ont pas permis de
calmer la polémique pas plus que la démonstration d’un rapport bénéfices/risques en
faveur de la vaccination pour les différentes cibles actuelles de la vaccination [31]... et la
dynamique de la vaccination hépatite B est cassée en France.

Il faut espérer que la mise a disposition du corps médical de vaccins hexavalents destinés
aux nourrissons, jamais concernés par ces problemes de SEP post-vaccinales, permettra de
relancer la campagne vaccinale.

Récemment, des cas de myofasciites 2 macrophages consécutives a des vaccinations ont
été rapportés, cet effet indésirable ne serait pas spécifique au vaccin contre 1’hépatite B,
mais semble-t-il 1i€ a I’hydroxyde d’alumine, adjuvant fréquemment retrouvé dans bon
nombre de vaccins.

XI.1.4- Efficacité vaccinale

Elle peut étre évaluée par le dosage des anticorps protecteurs (anti-HBs) si un titre seuil
« protecteur » de 10 Ul/l est souvent retenu, ce titre est en fait assez empirique et discu-
table d’autant que les travaux récents montrent que chez les sujets qui ont répondu a la vac-
cination, mais qui ont vu au cours du temps leur titre d’anticorps passer au-dessous de ce
seuil, il persiste une immunité protectrice pendant plus de 10 ans, ce qui a permis une
remise en cause des rappels vaccinaux [62].
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Chez les sujets immunocompétents jeunes, la vaccination entraine une immunité protec-
trice chez plus de 95 voire 98 % des vaccinés. La persistance des anti-HBs au-dessus du
seuil est étroitement liée au titre atteint au pic (1 a 2 mois apres I’injection de rappel).
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Figure 15 : Evolution du nombre d’hépatites B professionnelles en France
(Régime Général de la Sécurité Sociale) apres introduction du vaccin

L’efficacité protectrice peut €tre évaluée en examinant la prévention de 1’infection et du
portage chronique conférée par le vaccin. Tres tot, on a pu observer une quasi-disparition
des hépatites B aigués ou chroniques chez le personnel de santé vacciné (figure 15). Cette
efficacité a €galement €té constatée au niveau des populations vaccinées, nouveau-nés,
enfants ou adultes (tableau XIV).

Tableau XIV : Comparaison des hépatites B dans des populations
avant et apres vaccination [32]

Pourcentage
Zone géographique Ag,e Taux de Infections chroniques
(années) couverture AT Apres
vaccination | vaccination
Alaska 1-10 96 16 0
Taiwan 7-10 73 10 1,1
Samoa 7-8 87 7 0,5
Indonésie 4 > 90 6,2 1,9
Pacifique 3-4 94 9 0,5
Micronésie 3-4 82 9 1,1
Micronésie 2 37 13 3
Polynésie 1-2 66 6,5 0,7
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Sans pouvoir envisager une €radication de la maladie au niveau de la planete (impossible
avant un tarissement de I’énorme masse de porteurs chroniques), la vaccination intégrée
dans les schémas vaccinaux mondiaux doit permettre a court terme une réduction des
hépatites fulminantes et des portages chroniques. A plus long terme, ce vaccin a montré
qu’il était capable de prévenir les hépatocarcinome, 1’hypothése ambitieuse que nous
avions émise dans la décennie 1980 [36], selon laquelle, au vu des données épidémiolo-
giques obtenues au Sénégal [9, 36, 37, 38] (figure 16), une vaccination, en zone d’endé-
mie, des nouveau-nés et nourrissons devait permettre une prévention des hépatocarci-
nomes, s’est trouvée confirmée récemment par les études réalisées dans le Sud-Est
Asiatique (figure 17) [9].

Ces résultats non médiatisés font du vaccin hépatite B le premier vaccin anticancéreux
efficace chez I’homme.

5 1z n 2413 & 8 10 12 14 20'30 40 53 60 70 age
mois années

Figure 16 : Répartition en fonction de I’dge des marqueurs du virus de [’hépatite B
et des hépatocarcinomes au Sénégal
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Figure 17 : Taux de morts par cancer du foie chez les enfants dgés de 0 a 9 ans a Taiwan,
alors que la prévention périnatale a été instituée en 1984
et la vaccination de routine des enfants en 1986
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X1.1.5- Les cibles vaccinales

L’OMS avait recommandé la mise en place de programmes de vaccination généralisée
contre I’hépatite B avant 1995 dans les pays de forte endémie et avant 1997 dans les pays
de faible endémie, ces objectifs ne sont pas atteints méme si le vaccin est intégré dans le
programme vaccinal de plus de 80 pays [32, 35].

Apres les Etats-Unis, le Canada et I’Ttalie, la France a adopté outre la vaccination des
groupes a risque (professionnels de santé, patients a risque, nouveau-nés de mere
Ag HBs+), une stratégie de vaccination systématique orientée vers une double cible : les
nourrissons et les préadolescents avant 1’age de 12 ans. Cette vaccination des adolescents
a été un succes puisque cette classe d’age a bénéficié d’un taux de couverture de 70-80 %.
Mis en place en 1994, ce programme complétait I’immunisation des sujets a risque et per-
mettait d’envisager une diminution de 90 % de I’incidence de 1’hépatite B dans les
20 années a venir et son élimination a long terme.

La récente polémique a poussé le Ministere a suspendre la vaccination des préadolescents/
adolescents dans le cadre scolaire et a s’en remettre au médecin de famille. Mais la vacci-
nation des nourrissons est encouragée, d’autant plus que dans cette classe d’age le taux de
couverture n’est en France que de 30 % contre 90 % dans des pays ayant une prévalence
comparable d’infections par le VHB (Italie, Etats-Unis, Canada...).

Le maintien de la vaccination des groupes a risque et 1’incitation a une vaccination géné-
ralisée des nourrissons (donc avant un éventuel sur-risque d’effets indésirables) devrait
permettre de réduire significativement les infections par le virus de I’hépatite B en France.

La vaccination des nourrissons est facilitée par la mise a disposition de vaccins multi-anti-
genes intégrant la valence VHB. Mais il ne faut pas perdre de vue que si on se limite a ces
seules recommandations sans prendre en compte les enfants plus agés, les préadolescents/
adolescents. Ces générations ne seront pas immunisées bien qu’a risque, et seuls ceux qui
se destinent aux professions de santé seront vaccinés et protégés.

X1.1.6- Conclusion

Le vaccin contre I’hépatite B a permis une diminution spectaculaire des hépatites B aigués,
chroniques et méme des cancers primitifs du foie chez les sujets vaccinés.

La protection de I’ensemble de la population par vaccination reste un objectif raisonnable,
la mise a disposition de vaccins multivalents comportant 1’antigene HBs devrait faciliter
cette extension de la vaccination.

Méme si en France le rapport bénéfice/risque est tres en faveur de la vaccination, des
études qui ont été entreprises pour déterminer si les effets indésirables prétés au vaccin
sont le fait de coincidences ou s’il y a un lien de causalité n’ont pas abouti a un lien entre
les deux évenements ; on peut toutefois rechercher s’il existe des facteurs individuels de
susceptibilité.

La prise en compte de I’émergence de mutants d’échappement s’impose, il faut déterminer
la part de ceux-ci et en fonction des résultats décider s’il y a lieu de modifier le vaccin
actuel en associant I’Ag HBs a des protéines pré S et/ou a des épitopes couvrant les prin-
cipales séquences peptidiques mutées.
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XI.2- Traitement curatif des hépatites B

Afin de comprendre le contexte dans lequel se situent des traitements antiviraux dont on
attend un déclin de la virémie plasmatique, il ne faut pas perdre de vue quelques caracté-
ristiques cruciales de la réplication du VHB telles qu’elles ont été déterminées par Nowalk
et al [43]. Dans le plasma, les particules du VHB ont une demi-vie d’environ 1 jour, avec
un turn-over quotidien qui concerne 50 % des virus libres.

Le nombre total de virus libérés dans la circulation est d’environ 10'"' particules virales par
jour.

Différentes approches thérapeutiques sont envisagées (tableau XV) actuellement dispo-
nibles ou du domaine de la recherche.

X1.2.1- Antiviraux

Un traitement antiviral ne peut €tre proposé€ qu’aux malades ayant une réplication du virus,
c’est-a-dire chez lesquels la recherche d’ADN du VHB est positive.

La réponse au traitement est mesurée sur des arguments virologiques, biochimiques (nor-
malisation des transaminases) et histologiques.

X1.2.1.1- Molécules ayant une autorisation de mise sur le marché (AMM)
Trois antiviraux ont cette AMM : I'interféron-alpha, la vidarabine et la lamivudine.

- L’interféron-alpha est un traitement efficace de I’hépatite chronique B, on obtient une

négativation de I’ADN du VHB sérique dans 30 % des cas, avec normalisation des trans-

Tableau XV : Différents traitements de I’hépatite chronique B
(d’apres Pianko et Mc Hutchinson) [47]

Molécules Mécanismes d’action Phase de développement

¢ Analogues de nucléosides

- lamivudine (analogue 1évogyre de nucléotides) Inhibe la polymérase du VHB AMM

- famciclovir (analogue de la guanosine) Inhibe la polymérase du VHB Phase I1I
- adéfovir Phase II/I1I
- enfécavir Phase /11
- adénosine arabinosine ou vidarabine ara-MP ou Activité virostatique AMM

vira-MP et ara-MP couplée a 1’albumine
humaine lactosaminée (analogue de 1’adénine)

¢ Interféron Immunomodulateur et anti-viral AMM

¢ Immunothérapie Phase I/IT
- Vaccination par I’Ag HBs Stimule la réponse T spécifique

- Immunisation par ADN Stimule la réponse T cytoxique Pré-clinique

et induit I’immunité cellulaire

¢ Thérapie génique

- Oligonucléotides anti-sens Complémentaires du brin Pré-clinique

- ARN anti-sens Sens, bloquant la réplication

- Ribosomes Clivent I’ARN catalytique Pré-clinique
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aminases et disparition de I’Ag HBe. La séroconversion antigene HBe/anticorps anti-HBe
survient dans 15 220 % des cas. A I’arrét du traitement, la rechute est rare chez les malades
avec le virus sauvage (c’est-a-dire positifs pour I’Ag HBe). Elle est plus fréquente chez les
malades porteurs de virus mutant pré-C. La posologie du traitement est de 5 millions
d’unités par m* X 3/semaine. Les effets secondaires sont fréquents.

- La vidarabine (vira-MP) est un médicament anti-viral utilisé€ il y a une vingtaine d’années
dans le traitement de 1’hépatite chronique B ; il est efficace, la négativation de I’Ag HBe
étant obtenue dans environ 20 % des cas, mais les effets secondaires, en particulier neu-
romusculaires, en ont limité 1’utilisation.

- La lamivudine commercialisée sous le nom de Zeffix a eu I’AMM dans le traitement de
I’hépatite chronique en juillet 1999. La lamivudine est un analogue nucléosidique oral, qui
bloque I’élongation de I’ ADN, mais n’a pas d’effet sur I’ADN superenroulé. La lamivu-
dine, forme lévogyre de la molécule, n’a pas les effets déléteres de la forme dextrogyre, la
fialuridine. Ce médicament était tres efficace sur la réplication virale du VHB, mais était
particulierement toxique.

Une importante revue concernant la place de la lamivudine dans le traitement des hépatites
chroniques due a Buffet et Perlemuter fait le point sur le sujet [4], nous nous y sommes lar-
gement référés ainsi qu’a un autre travail portant sur les perspectives thérapeutiques dans
les infections a VHB di a Pianko et Mc Hutchison [47].

La lamivudine est efficace a la dose de 100 mg par jour au cours de I’hépatite chronique B,
donc a une dose inférieure a celle prescrite au cours de la maladie a VIH.

Quatre semaines apres le début du traitement, on constate que les taux sériques d’ADN du
VHB diminuent jusqu’a devenir indétectables chez la quasi-totalité des malades traités.

Apres un traitement de 12 mois, on observe une disparition de I’Ag HBe dans environ
30 % des cas et une séroconversion Ag HBe anti-HBe chez environ 20 %.

La perte de I’Ag HBe augmente graduellement avec le temps. Ainsi, un traitement de
18 mois multiplie par 3 les chances de perte de I’Ag HBe par rapport au placebo (38 % vs
< 12 %). L’ Ag HBs peut méme se négativer dans un petit nombre de cas.

La lamivudine est donc efficace sur le virus sauvage et pourrait étre également active sur
le virus mutant pré-C (anti-HBe et ADN du VHB positifs).

Le probleme qui se pose est celui de la persistance de I’efficacité virologique apres 1’arrét
du traitement.

Habituellement, I’ADN du VHB sérique retourne aux valeurs pré-thérapeutiques dans les
1 a 3 mois qui suivent I’arrét du traitement, sauf chez les 20 % des malades chez lesquels
on a obtenu une séroconversion de I’ Ag HBe en anticorps anti-HBe. Cependant, cette séro-
conversion n’est pas durable dans toutes les études.

Des le début de I’utilisation de la lamivudine dans le traitement de 1’hépatite chronique B,
il a été constaté la survenue de mutations du gene de la polymérase virale, spécialement au
niveau du motif hautement conservé YMDD (tyrosine-méthionine-aspartate-aspartase). Il
y a transformation de la séquence d’acides aminés YMDD en YVDD ou YIDD (ou la
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méthionine (M) en position 552 est remplacée par la valine (V) ou ’isoleucine (I)). Ces
mutations sont les plus fréquentes, mais d’autres mutations ont été€ individualisées.

Le risque de mutations augmente avec la durée du traitement. La sélection de souches
mutantes est observée chez 14 % des patients immunocompétents apres un an de traite-
ment, dans 35 et 50 % des cas apres 2 et 3 ans et 90 % a 7 ans. Un taux élevé d’ADN du
VHB semble prédire un risque plus élevé de mutations.

La signification clinique de ces mutations est encore mal connue.
CAHIER  BIOFORMA
, ormation
X1.2.1.2- Molécules de I’avenir [4, ]2, 47] version numérique

Un assez grand nombre d’autres anti-viraux (lobucavir, famciclovir, adéfovir, penciclovir,
entecavir) sont a I’étude.

Le lobucavir est efficace sur la réplication virale B entrainant une négativation de I’ADN
du VHB viral chez 70 % des malades traités et une perte de I’Ag HBe chez 20 %. Cepen-
dant, les essais cliniques ont été arrétés en raison d’une possible association entre I’admi-
nistration a long terme et la survenue de cancer chez les souris et les rats.

Le famciclovir est probablement une molécule moins intéressante, car, s’il entraine une
négativation de I’ADN du VHB chez tous les malades traités, la séroconversion dans le
systeme HBe ne survient que chez une minorité d’entre eux. De plus, des mutations de la
DNA polymérase virale sont également constatées avec une résistance croisée avec la
lamivudine.

L’adéfovir est efficace pour annuler la réplication virale B et entrainer une perte de
I’ Ag HBe et/ou une séroconversion dans le systtme HBe chez 20 a 27 % des malades.

Il n’a pas été constaté de mutations. In vitro, les souches résistantes a la lamivudine sont
sensibles a 1’adéfovir.

X1.2.1.3- Associations antivirales

L’avenir repose probablement sur 1’utilisation de multithérapies fondées sur 1’utilisation
de molécules possédant un mécanisme d’action et un profil de résistance différents.

Les études sont encore peu nombreuses et les résultats préliminaires. Dans certaines
études, I’association de I’interféron et de la lamivudine n’augmente pas le taux de réponse
par rapport a la monothérapie. Dans d’autres études, avec des associations séquentielles
(lamivudine, puis 1’association de lamivudine et d’interféron), il semble que cette bithé-
rapie entraine un taux de séroconversions dans le systeme e plus élevé qu’avec la mono-
thérapie (interféron seul ou lamivudine seule).

Au total, si les traitements des hépatites chroniques a VHB a base d’antiviraux ont des
résultats inférieurs a ceux obtenus avec 1’hépatite C, ils sont malgré tout encourageants ;
une amélioration des résultats peut €tre attendue d’une institution de traitements plus pré-
cocement dans la maladie et d’associations thérapeutiques, sous réserve d’une toxicité
modérée de ces associations.
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X1.2.2- Immunothérapie

Une approche curative originale a été proposée, utilisant une immunothérapie avec des
protéines d’enveloppe recombinantes ou de I’ ADN viral. Les essais cliniques ont suggéré
une réduction d’au moins 50 % de la clairance de la réplication du VHB chez pres de 30 %
des porteurs chroniques, 3 mois apres 3 doses mensuelles de vaccins S ou pré-S2/8S.

Le travail récent de Soussan et al [56] a montré que cette vaccination n’induit pas de muta-
tions au niveau du déterminant « a ».

Une immunisation avec de ’ADN du VHB a également été tentée afin de stimuler une
réponse T cytotoxique et d’induire une immunité cellulaire.

Les résultats obtenus avec ces deux approches ne sont pas univoques selon les auteurs, tant
en intensité qu’en durée.

Rappelons, pour mémoire, que des traitements immunomodulateurs ont €té entrepris pour
traiter les hépatites B chroniques en partant du principe que I’infection est principalement
immuno-induite et que I'intérét théorique d’immunomodulateurs est indiscutable. Parmi
ces traitements, on retrouve bien sir les interférons, les dérivés thymiques (thymosine, thy-
mopentine), le levamisole, des facteurs de croissance tel le GM-CSF.

XI1.2.3- Transplantation hépatique
Il ne s’agit pas d’un traitement curatif, mais substitutif.

Dans les hépatites fulminantes, elle reste le seul traitement efficace, sa place dans les cir-
rhoses et dans les hépatocarcinomes reste difficile a préciser.

Si les résultats de la transplantation a court terme sont bons (environ 80 % de survie a un
an), le risque de persistance de I’infection virale ou de récidive de 1’hépatopathie sur le
greffon sont les principaux facteurs limitants [48].

La réinfection par le VHB, en I’absence de prophylaxie, survient chez 75 a 90 % des
patients. L instauration d’une immunothérapie spécifique massive lors de la greffe permet
de réduire notablement cette réinfection.

Le risque de récidive est corrélé avec la multiplication virale précédant la transplantation
hépatique, ce qui, selon Pol [48], renforce la nécessité d’instaurer des traitements antivi-
raux en attendant la greffe.

La récidive de I'infection virale et la réinfection du greffon peuvent conduire a une hépa-
topathie chronique rapidement cirrhogene ou une insuffisance hépatique aigué.

Au total, 1l existe des traitements curatifs contre le VHB, il est important de ne pas attendre
la survenue de complications majeures pour discuter ces traitements dont 1’efficacité est
corrélée non seulement a la précocité mais aussi au stade €volutif histologique de la
maladie [48].

M XII. CONCLUSION

Depuis la découverte de 1’antigene Australia par Blumberg en 1963, les connaissances
concernant le virus de 1’hépatite B qui constitue un fléau pour I’humanité (30 millions de
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porteurs chroniques au niveau de la planete), I’épidémiologie, les aspects fondamentaux et
la prévention, ont considérablement progressé.

Les titres infectieux tres élevés dans les différents liquides biologiques expliquent sa
grande contagiosité.

Le virus « prototype des virus a transmission sanguine » est également transmissible de la
mere a ’enfant et horizontalement notamment sur le mode sexuel, 1’hépatite B étant une
maladie sexuellement transmise a part entiere. Apres une bonne prévention du risque
transfusionnel, restent les risques li€s au partage de matériel par les drogués 1V, la trans-
mission verticale et horizontale notamment sexuelle ; drogue et sexe constituent les modes
de transmission dominants actuellement.

L’avenement de la biologie moléculaire a montré la grande complexité de ce virus, sa
grande malignité, compte tenu de son petit génome (3,2 kb), 1’originalité de son méca-
nisme de réplication nécessitant une rétrotranscription et sa grande variabilité, cause de
difficultés diagnostiques, mais aussi d’échappement au systeme immun, a la vaccination et
aux thérapeutiques antivirales.

Face a ce fléau, toutes les approches doivent se conjuguer pour le combattre, dépistage,
mesures préventives spécifiques et non spécifiques, pour éviter sa diffusion et pour pré-
venir a tous les ages de la vie les infections fulminantes, aigués et chroniques, souvent
inapparentes donc relevant rarement d’une prise en charge précoce et I’hépatocarcinome,
complication survenant quelques décennies apres 1’infection initiale.

La mesure préventive la plus prometteuse reste la vaccination des nouveau-nés, des nour-
rissons voire des préadolescents, des adolescents ou des jeunes adultes a risque, 1I’Organi-
sation Mondiale de la Santé ayant pour objectif la vaccination universelle contre
I’hépatite B. Cet objectif est en voie de réalisation puisque, a ce jour, plus de 80 pays
(figure 18) ont intégré le vaccin hépatite B dans leur schéma vaccinal national.

Remerciements : Nous remercions vivement le Pr. Francois LABROUSSE qui a accepté
de relire notre texte avec un ceil d’anatomo-pathologiste.

B Programme National
B pasin

Figure 18 : Programme mondial d’immunisation selon I’Organisation Mondiale de la Santé (1996)
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I LE VIRUS DE L’HEPATITE DELTA (VHD)
F. DENIS
(Service de Bactériologie-Virologie-Hygiene, C.H.U. Dupuytren, Limoges)

M. MANIEZ
(Laboratoire C.Q.F.D. en virologie, E.F.S. Nord de France, Lille)

cAH|EER BIOFORMA

Formation
- I. INTRODUCTION version numérique

Dans un premier temps, apres sa découverte en 1977 par Rizzetto [9, 8], I’antigene delta a
été considéré comme appartenant a un nouveau systeme antigénique associé aux manifes-
tations les plus séveres de I’hépatite B.

Par la suite, de nombreux travaux ont montré qu’en fait cet antigene était un marqueur d’un
nouveau virus, le virus de I’hépatite delta (VHD).

Ce virus a la particularité, unique a ce jour en pathologie humaine, d’étre un virus défectif,
c’est-a-dire incapable de se répliquer de maniere autonome, et dépendant d’un autre virus
(virus helper), en I’occurrence le virus de I’hépatite B (VHB), pour assurer sa réplication.
Le virus delta peut €tre acquis en méme temps que le virus B (coinfection) ou survenir sur
une hépatite B chronique (surinfection).

La découverte du VHD a permis de mieux comprendre I’évolution des infections a virus B,
évolution qu’il est capable de modifier.

Le VHD étant comme le virus B présent en France, il est indispensable que les biologistes
et cliniciens soient familiarisés avec le diagnostic virologique de ce virus qui complique
certaines formes cliniques particulieres de 1’hépatite B.

M II. CARACTERISTIQUES DU VIRUS

Le virus de 1’hépatite delta (VHD) est un virus a ARN dont les caractéristiques sont
uniques pour un virus animal et n’a donc pas encore été classé dans une famille.

I1.1- Classification

Il s’apparente aux pseudo-virus pathogenes des plantes que sont les viroides, les virus
satellites et les ARN s satellites [11].

- Comme un ARN satellite, ’ARN du VHD s’enveloppe avec une protéine empruntée a
son virus auxiliaire, I’antigene de surface (Ag HBs) du virus de I’hépatite B (VHB).

- Comme un ARN ou un virus satellite, le VHD peut inhiber la réplication de son virus
auxiliaire.

- Comme un viroide, le VHD possede un ARN monocaténaire circulaire comprenant un
haut degré d’appariement interne et se réplique dans le noyau cellulaire par un cercle rou-
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lant. Toutefois, a la différence d’un viroide dont I’ARN (250 a 300 nucléotides) est trop
petit pour coder pour une protéine, I’ARN du VHD (1 700 nucléotides) code pour au
moins une protéine, 1’antigene delta (Ag HD). Bien qu’empaqueté avec I’ARN du VHD
dans I’Ag HBs, I’Ag HD n’a ni les caractéristiques ni le role d’une protéine de capside,
comme c’est le cas pour les protéines synthétisées par les virus satellites qui utilisent les
enzymes de réplication de leur virus auxiliaire, le VHD se réplique sans aucun facteur du
VHB, dont le rdle ne consiste qu’a fournir une enveloppe au génome du VHD. Le VHD
possede donc certaines caractéristiques de chacune des trois classes de petits ARNSs patho-
genes des plantes.

Trois génotypes ont €té décrits sur la base de 1’analyse des séquences obtenues a partir
d’isolats cliniques de VHD. Le génotype I a été identifi€é a partir d’isolats provenant
d’ Amérique du Nord, d’Europe, d’ Afrique, d’ Asie et du Sud-Pacifique [14]. Le génotype
II n’a été retrouvé qu’en Asie de I’Est, et le génotype III seulement au nord de I’ Amérique
du Sud [1]. Une souche isolée a Taiwan bien que phylogénétiquement éloignée des
3 génotypes connus est considérée comme un sous-type du génotype II [2]. La divergence
établie a partir de 1’analyse des séquences correspondant a la totalité du génome viral est
de 30 a 40 %. La détermination des génotypes viraux peut €tre obtenue par I’analyse des
profils de restriction (RFLP) [2].

I1.2- Morphologie (figure 1)

La particule infectieuse circulante [18] a une taille moyenne de 36 nm (28-39 nm) et une
densité de flottation en chlorure de césium de 1,25 g/cm’. Elle consiste en un complexe
entre I’Ag HD et I’ARN génomique, enveloppés dans I’Ag HBs du VHB. Cet ARN géno-
mique d’environ 1 700 nucléotides est a polarité négative, monocaténaire et circulaire, et

Ag HBs
Ag HD

ARN genomique

Figure 1 : Structure du virus de I’hépatite delta. Ag HBs : antigéne de surface du virus
de I’hépatite B ; Ag HD : antigene delta ; ARN : acide ribonucléique
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comprend de nombreuses régions (70 %) d’appariement interne. L’existence de six cadres
ouverts de lecture laisse penser que ce sont autant de candidats pour des genes viraux.
Le génome est riche en cytosine-guanine (60 %). L’ Ag HD peut étre détecté par immuno-
électrophorese sous forme de deux protéines de 24 et 27 kilodaltons qui possedent les
mémes épitopes antigéniques.

La composition antigénique de I’ Ag HBs constituant I’enveloppe du VHD est plus proche

des billes que des particules virales completes du VHB, riches en protéines pré-S1 et pré-
S2.

Le VHD est résistant a la chaleur (15 minutes a 100 °C) et est sensible aux enzymes
protéolytiques.

I1.3- Réplication [12, 6, 13] (figure 2)

Dans I’hépatocyte infecté, I’ARN du VHD est détecté sous forme génomique et anti-
génomique (anti-sens de I’ARN génomique) dans une proportion de 5 a 30 pour 1, respec-
tivement. Le brin génomique est surtout monocaténaire tandis que le brin antigénomique
est apparié avec le brin génomique pour former un ARN double brin. L’ ARN génomique
et I’ARN antigénomique sont détectés sous leur forme linéaire et circulaire et sous forme
de dimeres et trimeres. La présence de ces multimeres s’explique par une réplication en

Mombre de copies

Genome par cellule hépatique
/
Edition  Autoclivage
Antigenome llL '|II

Signal de polyadenylation
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- — I .5 A A 5 GO0
ORF de I'Ag delia

I

e T e e ) SDH (195 =)
N (i

Figure 2 : Représentation schématique des formes d’ARN
du virus delta et de I’antigene delta dans les cellules hépatiques infectées
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cercle roulant. Les formes circulaires de brin antigénomique et génomique servent de
matrice a la synthese de multimeres de brins complémentaires respectifs, lesquels sont
clivés a un site spécifique pour générer des monomeres. Ceux-ci sont ensuite re-circula-
risés pour entretenir le cycle de réplication et former la particule infectieuse, constituée
d’un brin génomique circulaire complexé avec I’Ag HD. Ce cycle de réplication, localisé
dans le noyau de I’hépatocyte infecté, s’effectue a I’aide d’une enzyme cellulaire qui n’a
pas encore été identifiée. Il est probable que, comme un viroide, le VHD utilise une ARN
polymérase, profitant de sa structure d’ ARN apparié pour tromper la machinerie cellulaire.
Ce mécanisme est extrémement efficace, une cellule infectée pouvant contenir jusqu’a
300 000 copies d’ARN du VHD.

Au cours de la réplication du VHD, une mutation sur la séquence de I’ ARN, intervenant
par I'intermédiaire d’une enzyme cellulaire chez chaque sujet infecté, conduit a 1’appari-
tion de génomes variants. Ces variants (jusqu’a 40 % de I’ensemble des génomes) codent
pour un Ag HD plus large (LDH : 214 acides aminés, P27) que celui codé par le virus
d’origine (SDH : 195 acides aminés, P24). Ce mécanisme, qui explique la présence de
deux tailles d’Ag HD détecté par immuno-électrophorese, aurait pour réle de faciliter la
survie de la cellule hote, I’Ag HD P27 ne jouant pas de r6le amplificateur de la réplication
virale comme le P24.

La séquence génomique du VHD (1 700 nucléotides) confere a I’ARN une forme en
batonnet [15]. Dans les hépatocytes, I’ ARN positif intermédiaire de réplication code pour
deux protéines : SHD et LHD. Les deux protéines sont codées par le méme cadre de lec-
ture, mais au cours de la réplication un mécanisme d’édition transforme le codon de ter-
minaison UAG de la protéine SHD en UGG (tryptophane). Ceci induit une extension
carboxy-terminale de 19 acides aminés (20 pour le génotype II) et conduit a la synthese de
la protéine LHD [13]. Les deux protéines ont des propriétés tres différentes : la protéine
SHD est essentielle a la réplication de I’ARN viral, tandis que la protéine LHD I’in-
hibe [17]. L’existence d’une crémaillere a leucine (leucine zipper) située dans le tiers NH2
terminal des 2 protéines HD permet, au cours de I’assemblage, la polymérisation des pro-
téines SHD et LHD. L’existence d’un signal d’export nucléaire dans la partie carboxy-ter-
minale de LHD permet la translocation des complexes nucléoprotéiques vers les mem-
branes du réticulum endoplasmique. Les complexes bourgeonnent du réticulum puis
sortent de la cellule avec une enveloppe exprimant la protéine HBs du VHB.

La réplication de I’ARN du VHD et la synthese des Ag HD peuvent étre obtenus in vitro
par transfection de différentes lignées cellulaires (HuH7, HeLLa, COS). Toutefois, la pro-
duction de particules virales infectieuses nécessite obligatoirement une production
conjointe de I’Ag HBs du VHB.

I1.4- Interaction VHD et VHB [11]

L’infection par le VHD ne peut intervenir que par coinfection avec le VHB ou lors d’une
surinfection d’un sujet infecté chroniquement par le VHB. Des €tudes par transfection cel-
lulaire ont apporté la preuve formelle de I’autonomie de réplication du VHD. Toutefois, en
I’absence d’une infection concomitante par le VHB, I’ARN du VHD n’est pas excrété dans
le milieu extracellulaire.
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Ainsi, le role du VHB se limite a fournir une enveloppe au génome du VHD pour per-
mettre la transmission de cellule a cellule et de sujet a sujet.

Le VHD inhibe la réplication du VHB. La quantit¢ de VHB sérique et I’expression des
antigénes viraux (Ag HBs, Ag HBc/e) sont diminuées au cours de I’infection chronique,
les marqueurs de réplication du VHB sont généralement diminués, bien que ce phénomene
soit discuté. Le mécanisme par lequel le VHD entraine une inhibition de la réplication du
VHB est en fait mal connu. Cette inhibition n’intervient pas par une compétition des deux
virus pour une enzyme de réplication et pourrait étre due a la production d’interféron,
laquelle est induite par la présence d’ ARN double-brin, donc potentiellement par la répli-
cation du VHD. Cette hypothese permettrait d’expliquer certaines différences observées
entre les patients qui pourraient étre attribuées a la production et/ou la réponse individuelle
a I’interféron.

B III. LES DIEFERENTES ETAPES DE L’ INFECTION DUE AU VIRUS
DE L’HEPATITE DELTA

Tout comme le virus de 1I’hépatite B, le virus delta est transmis par le sang et les contacts
intimes et peut-&tre sur le mode vertical.

II1.1- Clinique [16, 3, 19, 4]

Sur le plan clinique, on fait une distinction selon que I'infection delta survient dans le
cadre d’une coinfection avec le virus B (infection simultanée) ou d’une surinfection d’un
porteur B par le virus delta (infection séquentielle) (tableau I).

Tableau I : Comparaison des deux formes d’hépatites delta (adapté de Hoofnagle)

Caractéristiques Coinfection Surinfection
Infection VHB Aigué Chronique
Infection VHD Aigué Aigué ou chronique
Taux de mortalité 1-2 % 1-5 %

Taux de chronicité 2-7 % 70-90 %

Ag HBs sérique +, transitoire +, persistance habituelle
IgM anti-HBc + -

Anti-VHD Transitoire faible titre +, persistance croissante
IgM anti-VHD +, transitoire +, persistance habituelle
ARN VHD dans le sérum +, persistance +, persistance

111.1.1- Coinfection

Cliniquement, rien ne permet de distinguer les hépatites aigués par coinfection VHB/VHD
de celles dues au VHB seul, excepté une fréquence d’hépatites séveres (voire fulminantes)
plus élevée. La période d’incubation (3 a 7 semaines) est inversement proportionnelle au
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titre de VHB coinfectant. Une élévation biphasique des transaminases est observée dans
25 % des cas, le premier pic étant généralement di a une phase de réplication du seul VHB.
Le VHD n’augmente pas le risque de développer une infection chronique par le VHB.
L’infection par le VHD dépend de la longueur de I’infection par le VHB. En cas d’évolu-
tion chronique de I’infection par le VHB (environ 10 % des cas chez 1’adulte), une hépatite
chronique delta peut alors s’installer.

II1.1.2- Surinfection

Du fait de la pré-existence de cellules hépatiques productrices d’Ag HBs, le VHD trouve
un terrain favorable a sa propagation dans le foie. Le VHD provoque une hépatite aigué
quelquefois résolutive, mais 1’éventualité la plus fréquente (90 %) est le développement
d’une hépatite chronique delta.

La surinfection par le VHD induit généralement une aggravation de la maladie hépatique.
Dans environ 15-20 % des cas, la surinfection delta accélere tres rapidement le cours de
I’hépatite chronique conduisant a une insuffisance hépatique en 1 a 3 ans.

Certaines hépatites fulminantes séveres ont également été décrites.

Les modalités évolutives en cas de coinfection ou de surinfection sont indiquées dans la
figure 3.

Coinfection Surinfection

. A

F. fulminante Guérison Chronicité Chronicité Guérison F. fulminante

2-20 % 90-95 % 2-7% 70-95 % 5-10 % 10-20 %

N

Cirrhose

70-80 %

i

Carcinome
Hépatocellulaire|

(2)

Figure 3 : Représentation schématique de I’évolution des infections par le virus delta
selon qu’il s’agisse de coinfections ou de surinfections

II1.2- Pathogénese

La pathogénese de 1’hépatite due au VHD reste controversée. In vitro, la réplication du
VHD a été associée a une mort cellulaire dans une étude, mais non dans une autre. Des
études histologiques ont permis d’évoquer un effet cytopathique direct. Une étude
immuno-histologique a suggéré un mécanisme indirect, via une réponse immunitaire cyto-
toxique, comme pour le VHB. Il existe une hypothese en faveur d’un effet cytotoxique
direct, basé sur le fait que des s€quences complémentaires existent entre le brin antigéno-
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mique du VHD et un ARN cellulaire -7S- impliqué dans le transport des protéines de
membrane.

Selon ce modele (non démontré), I’ARN antigénomique du VHD s’hybriderait in vivo
avec cet ARN cellulaire 7S, bloquant certaines étapes du cycle cellulaire. Dans le cas d’un
mécanisme direct 1ié a la séquence du VHD, des différences de pathogénicité pourraient
étre engendrées par des variations de séquence du génome viral. Ces variations pourraient
se produire dans le temps, au cours de I’infection et/ou €tre observées d’un isolat a un
autre, ce qui pourrait d’ailleurs expliquer la survenue d’épidémies séveres dues au VHD,
comme celles qui ont été rapportées en Amérique du Sud.

M IV. DIAGNOSTIC VIROLOGIQUE

Les méthodes de diagnostic se sont développées durant les dernieres années permettant
souvent, lorsqu’on dispose de prélevements séquentiels, de faire la part entre coinfection
et surinfection [11, 6, 4, 5].

IV.1- Diagnostic direct
1V.1.1- Culture

Le VHD humain n’a jamais été propagé dans les systemes cellulaires, par contre il peut
étre cultivé in vivo chez les singes sensibles au virus de I’hépatite B. Chez le chimpanzé,
on peut reproduire coinfection ou surinfection, mais chez cet animal la réplication du VHD
est en général plus faible que chez I’homme. Le VHD peut aussi infecter les marmottes
porteuses du virus de 1’hépatite de la marmotte (WHV).

On ne peut compter sur la culture in vivo ou in vitro en routine pour faire un diagnostic
d’infection par le VHD.

1V.1.2- Mise en évidence des constituants viraux

Le diagnostic direct par recherche de génome ou d’antigene peut étre tenté dans le foie ou
dans le sérum.

Les titres atteints sont parfois €levés ; ainsi, dans des infections expérimentales, on a pu,
chez le chimpanzé, rencontrer dans le sérum des titres infectieux de 10'' doses infectieuses
par ml.

La détection d’ARN du VHD au niveau hépatique par hybridation en utilisant une sonde
cDNA est bien corrélée avec la présence de I’ Ag delta.

L’ARN du VHD intrahépatique est parfois sous forme de monomeres linéaires (1,7 Kb).
Le génome peut aussi étre recherché par la méme technique dans le sérum. On peut aussi
pratiquer une recherche génomique par amplification génique ou polymerase chain reac-
tion (PCR) en procédant comme pour I’ARN du VHC d’abord a une transcription de
I’ARN en ADN grace a la transcriptase reverse, puis a des amplifications avant d’identifier
par hybridation le produit amplifié.
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L’antigene HD est détecté dans le noyau des hépatocytes. Occasionnellement une présence
cytoplasmique a été signalée. La recherche d’antigéne est réalisée par immunofluores-
cence ou par immunoperoxydase.

L’Ag HD est également présent dans la particule infectieuse circulante. Il a la propriété de
se fixer spécifiquement sur I’ARN génomique et antigénomique du VHD. La présence de
I’antigéne HD aiderait la réplication de I’ARN viral peut-étre en maintenant I’ARN du
VHD dans le noyau des cellules infectieuses, site de la réplication.

La recherche de 1I’Ag HD circulant peut étre réalisée par technique radioimmunologique
(RIA), par technique immunoenzymatique (ELISA) et par immunotransfert (Western-
Blot). La technique ELISA est la plus utilisée.

Dans les sérums contenant des titres élevés d’anti-HD, I’Ag HD est masqué et sa présence
ne peut étre révélée que par traitement par des détergents et par immunotransfert.

SiI’antigénémie HD est de courte durée, la détection d’antigene au niveau des hépatocytes
varie selon le tableau clinique. Transitoire en cas de coinfection, elle est prolongée en cas
de surinfection.

IV.2- Diagnostic indirect [11]

On recherche soit des anticorps anti-HD totaux, soit les anti-HD dans la fraction IgM.
L’interprétation se fait en examinant en parallele 1’antigénémie HD et les marqueurs du
virus de I’hépatite B. La figure 4 montre I’évolution des marqueurs en cas de coinfection
et de surinfection.
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Figure 4 : Marqueurs sériques et tissulaires au cours de la coinfection VHB/VHD
et au cours de la surinfection d’un porteur chronique de I’Ag HBs par le VHD
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1V.2.1- Coinfection

Le diagnostic repose sur la présence d’Ag HBs et d’IgM anti-HBc de titre élevé (t€émoin
d’une infection récente par le VHB) et d’Ag HD et/ou d’anti-HD, détectés par méthode
immunoenzymatique. Toutefois, du fait de I’inhibition de la réplication du VHB induite
par le VHD, I’Ag HBs peut étre indétectable dans le sérum. Cette absence d’Ag HBs au
moment du diagnostic peut concerner jusqu’a 10 % du nombre de ces coinfections. Cette
éventualité doit étre prise en compte lors de la démarche diagnostique d’une hépatite aigué
Ag HBs négative, mais IgM anti-HBc positive. Les marqueurs de la réplication du VHD
(Ag HD retrouvé dans le foie par méthode immunoenzymatique et ARN du VHD détecté
dans le sérum par hybridation moléculaire) peuvent étre recherchés pendant une période
variant de 1 a 4 semaines. Les anticorps anti-HD apparaissent aprés 2 a 5 semaines, les
IgM faisant place en 1 a 2 semaines a des IgG, qui persistent a faible titre (< 10?). Dans
certains cas, seule une apparition transitoire d’IgM témoigne de I’infection par le VHD.

1V.2.2- Surinfection

Si I’infection chronique par le VHB est connue, le diagnostic repose sur la mise en €vi-
dence d’une séroconversion pour les marqueurs du VHD (Ag HD et/ou anti-HD).

En I’absence de la connaissance d’une infection VHB antérieure, le diagnostic repose sur
la mise en évidence des marqueurs du VHD (Ag HD et/ou anti-HD) et de I’Ag HBs, asso-
ciés a I’absence d’IgM anti-HBc de titre élevé (absence témoignant d’un contact ancien
avec le VHB).

Toutefois, le VHD induit fréquemment une diminution de la production d’Ag HBs,
I’ Ag HBs sérique pouvant méme étre indétectable pendant la phase aigu€ de la surinfec-
tion [11] et parfois pendant plusieurs mois. La encore, cette éventualité doit €tre prise en
compte dans la démarche diagnostique d’une hépatite virale, les marqueurs du VHD pou-
vant donc étre recherchés dans des cas d’hépatites Ag HBs négatif, anti-HBc positif. Dans
certains cas, la surinfection delta peut amener une extinction complete de la réplication du
VHB et de I’antigénémie HBs impliquant I’élimination des deux virus.

Dans la plupart des cas, apres une phase de réplication intense du VHD (quelques
semaines), I’Ag HBs sérique revient aux taux précédant la surinfection (voire quelque peu
diminués). Au cours de I'infection aigué, I’ Ag HD peut €tre détecté transitoirement dans le
sérum par immuno-enzymologie, mais il est rapidement masqué par des IgM et des 1gG
anti-HD qui persistent a titre élevé (> 107). Au cours de I’hépatite chronique delta, les IgM
anti-HD persistent généralement dans le sérum et ont ainsi ét€ considérées comme €tant un
bon marqueur d’infection chronique par le VHD, mais ce fait a été récemment discuté. 11
semble que les IgM anti-HD constituent plutdot un marqueur de 1’agressivité de la maladie
hépatique causée par le VHD. Les meilleurs marqueurs de I’infection chronique causée par
le VHD sont la détection immuno-cytochimique de 1’ Ag HD intra-hépatique et la mise en
évidence par hybridation moléculaire de I’ARN du VHD dans le sérum. Certains profils
atypiques de I'infection par le VHD, consistant en une antigénémie HD prolongée sans
apparition d’anti-HD, ont été rapportés chez des patients immunodéprimés et/ou infectés
par le virus de ’'immunodéficience humaine de type 1 (VIH1).
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Si les marqueurs viraux sériques sont les plus faciles a obtenir, les données histologiques
fournies par la biopsie hépatique aident au diagnostic. La recherche de I’ARN-VHD peut
étre demandée en appoint, mais elle n’est effectuée actuellement que dans des laboratoires
spécialisés, car il n’existe pas de réactifs commercialisés.

La cinétique des marqueurs en cas de coinfection ou de surinfection est représentée de
maniere schématique (figure 4).

M V. EPIDEMIOLOGIE [11, 6, 5, 10]

Comme il a été dit, le virus est présent dans le sang, le foie et dans d’autres liquides bio-
logiques dont des sécrétions génitales.

Du fait que I’infection par le VHD ne peut intervenir que par coinfection avec le VHB ou
lors d’une surinfection d’un sujet infecté chroniquement par le VHB, I’épidémiologie et
les modes de transmission du VHD ressemblent en partie a ceux du VHB.

En Europe du Nord et de 1’Ouest (incluant 1'Italie du Nord), aux Etats-Unis, ol le portage
chronique du VHB est peu fréquent (< 0,5 %), ’'infection par le VHD se fait par voie
parentérale et est pratiquement confinée aux toxicomanes exclusivement. Il est difficile
d’évaluer actuellement I’incidence de I’infection par le VHD chez les porteurs chroniques
du VHB dans cette population en France. De 1’ordre de 20 % a 30 %, il y a une dizaine
d’années, cette incidence a probablement chuté a moins de 5 % a I’heure actuelle, a
I’image d’une observation réalisée en Italie du Nord. Concernant les femmes enceintes en
France, une étude réalisée a la fin des années 1980 faisait état d’une prévalence de 13 %
d’anti-HD chez les porteuses chroniques du VHB (soit 0,07 % des femmes testées) ; la
moitié de ces femmes Ag HBs+/anti-HD+ provenaient d’Extréme-Orient [7].

Sur le pourtour méditerranéen, tout particulierement en Italie du Sud, en Grece et au
Moyen-Orient, ou la fréquence du portage chronique du VHB est intermédiaire (1 % a
5 %), I’infection par le VHD est variable mais a tendance élevée : 10 % a 20 % des por-
teurs chroniques du VHB sont infectés par le VHD. Dans ces régions, la transmission
intra-familiale du VHD a été suggérée, comme pour le VHB. La encore, une étude récente
a montré que la prévalence du VHD en Italie du Sud avait diminué ces dix dernieres
années, passant de 30 % a moins de 20 %.

En Afrique et en Asie, ou le portage chronique du VHB est de fréquence élevée (10 % a
20 %), ainsi qu’en Amérique du Sud et dans les Tles du Pacifique, ou elle est intermédiaire
(1 % a5 %), la fréquence de I’infection par le VHD est extrémement variable d’une région
a une autre. Ainsi, des prévalences du VHD de moins de 1 % ou de plus de 50 % ont été
observées a quelques kilometres de distance (y compris chez des femmes enceintes),
malgré une fréquence du portage chronique du VHB uniforme. Ces variations observées a
I’échelle mondiale ou régionale restent inexpliquées, mais semblent simplement refléter
des différences de pénétration de I’infection par le VHD dans diverses populations.

La transmission verticale mere-enfant est peu documentée. On peut tenter de représenter
I’épidémiologie mondiale du VHD a I’aide d’une carte de la planete (figure 5).
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Figure 5 : Carte planétaire indiquant la fréquence des marqueurs VHD
chez les porteurs d’Ag HBs selon les zones géographiques

® VI. TRAITEMENT

VI1.1- Préventif

La prophylaxie des infections par le VHD se superpose a celle du VHB dans la mesure ou
le virus delta a besoin du VHB pour se développer. La vaccination contre I’hépatite B per-
met a la fois de prévenir les hépatites B et delta.

Des essais vaccinaux VHD utilisant des peptides VHD synthétisés sont en cours, mais la
cible de ces vaccins ne concernerait que les porteurs chroniques de VHB non encore
infectés par le virus delta.

Le dépistage systématique des donneurs porteurs de I’Ag HBs et ’exclusion de ceux-ci
aux dons de sang permettent d’exclure le risque de transmission de ces deux virus B et D
par transfusion.

La prévention des infections par le virus delta releve donc des précautions d’hygiene géné-
rale, matériel a usage unique lors des soins et par échange de seringues et aiguilles chez les
drogués par voie I'V.

VI1.2- Curatif

Au cours des hépatites chroniques D, seul I’interféron a est efficace, mais la réponse au
traitement est moins bonne que dans le traitement des hépatites B. La posologie proposée
est habituellement forte (de ’ordre de 9 a 10 millions d’unités par injection, 3 fois par
semaine) et prolongée pendant au moins un an.

Les traitements lourds permettent une éradication virale dans la moitié des cas environ,
avec un risque €levé de rechute.
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Certaines molécules ont été testées sur 1’hépatite de la marmotte ou sur culture cellulaire
(hépatocytes de marmottes) et ont montré une certaine efficacité in vitro telles que la sura-
mine, I’acyclovir, la ribavirine mais n’ont pas confirmé in vivo cette efficacité ; pas plus
que ’'immunomodulateur (octapeptide synthétique THF vy-2).

La récidive de I’infection virale D sur foie transplanté est moins fréquente que celle par le
VHB. Elle est également moins sévere.

L’administration continue systématique d’immunoglobulines anti-HBs diminue comme
pour le VHB, le risque de récidive VHD apres transplantation.

M VII. CONCLUSION

Les modes de contamination par les deux virus VHB et VHD étant identiques, il est évi-
dent que les probabilités de coinfection ou de surinfection soient élevées. La vaccination
contre I’hépatite B protege bien siir également contre les infections par le VHD.

L’interaction entre les deux virus est complexe et parfois difficile a analyser. Elle est
encore plus délicate chez les sujets séropositifs VIH.

La reconnaissance des infections delta est importante pour mieux analyser les signes cli-
niques au cours des infections a VHB. La recherche d’une infection delta s’impose égale-
ment avant ’instauration de traitements antiviraux d’une hépatite B.

En pratique, on peut recommander la recherche des marqueurs delta chez tout porteur
d’Ag HBs. Mais, si on veut pratiquer une recherche plus ciblée, on peut la limiter a des cir-
constances précises :

- hépatite aigué survenant chez un porteur chronique connu de I’Ag HBs ;
- hépatite aigué sévere survenant chez un sujet :

* arisque (toxicomane) ;

* venant de zone endémique (Europe du Sud, Proche Orient, Afrique) ;
- rechute d’une hépatite B aigué.
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I LE VIRUS DE L’HEPATITE C
F. DUBOIS
(Laboratoire de Virologie, CHU Bretonneau, Tours)
(Institut InterRégional pour la Santé (IRSA), La Riche)
CAHI;ER BIOFOI.!MA
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A partir de 1970, 1a mise au point de tests pour le diagnostic des infections par les virus des
hépatites A et B a permis de mettre en évidence que certaines hépatites virales post-
transfusionnelles n’étaient pas dues a I’un ou l'autre de ces virus [29]. L’utilisation du
chimpanzé comme modele expérimental permit de démontrer des 1978, 1’existence d’un
agent transmissible par voie parentérale responsable de ces hépatites dénommées a
I’époque « non-A non-B ». L’identification de cet agent, le virus de 1’hépatite C (VHC),
fut réalisée en 1988 griace a des techniques de biologie moléculaire de clonage et de
séquencage. Pour la premiere fois dans I’histoire de la virologie, un virus était identifié par
son génome sans qu’ait ét€ isolée la particule virale elle-méme [10]. L’ identification de ce
génome a ouvert la voie a la mise au point de trousses diagnostiques permettant soit la
recherche d’anticorps témoignant d’un contact avec le VHC (anti-VHC) soit la mise en
évidence de la présence du génome du virus (recherche de I’ARN du VHC).

M I. CARACTERISTIQUES DU VIRUS

Le VHC est un petit virus enveloppé d’environ 50 nm de diametre qui a été visualisé en
microscopie électronique [86] (figure 1). L”ARN viral est contenu dans une capside pro-
téique a symétrie icosaédrique elle-méme située a I’intérieur d’une enveloppe lipidique dans
laquelle sont insérées les protéines virales d’enveloppe. Du fait de I’absence de systeme de
réplication in vitro ou de conditions d’infection naturelle permettant la production suffisante
de particules virales, les virions n’ont pas pu étre totalement caractérisés de facon morpho-
logique ou biochimique. Seule I’organisation génomique du VHC a été identifice.

Figure 1 : Particules virales du virus de I’hépatite C en microscopie électronique [86]
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I.1- Classification taxinomique

Par analogie avec d’autres virus a ARN de polarité positive (picornavirus et flavivirus
notamment), le VHC a été classé dans la famille des Flaviviridae comprenant deux genres
les Flavivirus et les Pestivirus [81]. L’absence de vecteur, 1’existence d’un seul hote natu-
rel (I’homme), la possibilité d’infection chronique, ont conduit a constituer un nouveau
genre au sein de cette famille : les Hepacivirus (figure 2). L’organisation et la maturation
du précurseur polyprotéique du VHC le rendent plus proche d’un Pestivirus que d’un
Flavivirus [83].

FLAVIVIRIDAE
Flavivirus Hepacivirus Pestivirus
v i v
Fievre jaune Hépatite C Diarrhée bovine
Encéphalite japonaise Choléra du porc
Dengue

Figure 2 : Classification taxinomique du virus de I’hépatite C

I.2- Organisation génétique

Le génome du VHC est constitué d’un ARN monocaténaire de polarité positive, compre-
nant environ 9 400 nucléotides (figure 3). Les régions non codantes (NC), situées aux
extrémités 5’ et 3’ du génome, encadrent une phase unique de lecture qui code pour une
polyprotéine d’environ 3 000 acides aminés. La polyprotéine, secondairement clivée par
des protéases cellulaires et virales, génere des protéines virales structurales et non struc-
turales [38]. Les protéines structurales sont situées a I’extrémité N-terminale de la poly-
protéine et sont codées par le premier tiers du génome. Les deux tiers restants codent pour
des protéines non structurales.

1.2.1- La région 5’NC

Cette région de 341 nucléotides est la plus conservée du génome. Elle contient un site
interne d’entrée des ribosomes cellulaires (IRES : Internal Ribosome Entry Site) impliqué
dans I’initiation de la traduction [94].

1.2.2- La région 3’NC

De longueur variable, située en aval de la phase unique de lecture, elle comporte une struc-
ture hautement conservée d’environ 27 a 45 nucléotides dont le réle reste inconnu. Cette
région se termine par une queue polyU ou polyA [47].

84

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



P Phase unique de lecture (9033 nt) g

C El E2 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B
5' NC 3'NC
(341 nt) (27-45 nt)
nt 342 915 ‘ 1491 ‘ 2580 2769 3420 ‘ 5313 5477 6258 7601 9375
Protéines p21 gp31 gp70 p7 p23 p70 p8 p27 p58 p68

(KDa)

(341 nt)

Capside Enveloppe ?  Protéase ? Polymérase
Protéase / Hélicase (Inhibiteur de la'protéine Kinase)

Cofacteur de NS3

Figure 3 : Organisation génétique du virus de I’hépatite C

1.2.3- Région codant pour les protéines virales

1.2.3.1- Protéines structurales

Les protéines structurales sont situées a 1’extrémité N-terminale de la polyprotéine
(figure 3). Des études in vitro et in vivo ont montré que les protéines p21 s’associaient
entre elles pour former la capside du virion [58]. Une activité de liaison de cette proté€ine
aux ARN viraux serait a I’origine de la formation des nucléocapsides virales. Les deux gly-
coprotéines d’enveloppe (E1 ou gp31 et E2 ou gp70) sont ancrées dans les membranes cel-
lulaires. Le role d’une derniere protéine (p7) reste inconnu.

1.2.3.2- Protéines non structurales

Quatre protéines non structurales (NS) suivent a 1’extrémité C-terminale de la polypro-
téine. La protéine NS2 (p23) associée a la protéine NS3 a une fonction de protéase, res-
ponsable du clivage de NS2/NS3. La protéine NS3 (p70) possede plusieurs fonctions. La
partie N-terminale présente une activité protéase, impliquée dans le clivage de la polypro-
téine aux jonctions NS3/NS4 et NS4/NSS5. La région C-terminale quant a elle possede une
activité hélicase impliquée dans le déroulement de I’ ARN génomique viral nécessaire a sa
réplication [42]. La région NS4 code pour deux protéines : la NS4A (p8), cofacteur indis-
pensable a I’activité protéasique de NS3 [26], et la NS4B (p27) dont le réle n’est pas €lu-
cidé. La région NS5 code pour deux protéines : la NS5A (p58) de fonction inconnue et la
NS5B (p68) qui possede une activité polymérasique [52].

I.3- Cycle de réplication

Le mécanisme de réplication du VHC est encore mal connu du fait d’une réplication inef-
ficace dans les systemes de culture in vitro et de I’existence d’un modele animal unique et
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de surcroit protégé, le chimpanzé. Toutes les caractéristiques du mécanisme de la réplica-
tion virale ont été observées dans les lignées cellulaires Daudi. Cependant, elle s’avere
inefficace car le virus n’est détectable qu’apres une amplification génomique et sa teneur
dans les surnageants n’excede pas celle des sérums de patients infectés [61].

La cible principale du VHC est I’hépatocyte, mais aucun récepteur spécifique permettant
I’entrée du virus dans les hépatocytes n’a pu €tre identifié. Des lipoprotéines de faible den-
sité¢ (LDL) seraient capables de se fixer sur le virus et I’interaction entre ces lipoprotéines
et leurs récepteurs spécifiques situés a la surface de la membrane des hépatocytes semble-
rait faciliter ’entrée du VHC [78]. Un certain nombre d’arguments suggerent que la gly-
coprotéine E2 serait responsable de la fixation du VHC aux cellules cibles. La molécule
CD&8]1 a été identifiée comme le ou I’un des probables récepteurs du VHC lors de la phase
précoce d’interaction virus-cellule [72]. Cette protéine de 22 kDa, appelée également
TAPALI, est exprimée a la surface de nombreux types cellulaires. En présence de la pro-
téine E2, I’inhibition de la fixation d’un anticorps anti-CD81 a son ligand CD81 a confirmé
I’interaction entre la molécule CD81 et la protéine E2.

Par analogie avec les autres virus 2 ARN monocaténaire de polarité positive, on suppose
qu’apres le passage du virus dans le cytoplasme, I’ARN est directement traduit en pro-
téines et sert de matrice pour la syntheése de brins d’ARN de polarité négative. Ces inter-
médiaires de réplication serviraient a la synthese de brins d’ARN de polarité positive par
la polymérase virale. Ces ARN messagers seraient alors traduits en protéines virales. Les
mécanismes d’assemblage et de sortie du virion ne sont pas établis. Aucune intégration de
I’ ARN viral dans le génome de la cellule hote n’a été rapportée. Le tropisme du VHC ne
se limiterait pas a I’hépatocyte. Des séquences d’ARN VHC et des intermédiaires de répli-
cation ont été€ aussi détectés dans les cellules mononucléées du sang périphérique par PCR
et hybridation in situ [60]. Ce site extra-hépatique constituerait un autre réservoir du virus
dans I’organisme.

I.4- Variabilité génétique

La comparaison des séquences d’un grand nombre d’isolats de VHC provenant d’indivi-
dus de différentes régions géographiques a montré que la variabilité génétique de la
séquence nucléotidique du VHC est tres importante. Cette variabilité génétique, estimée a
2 X 107 substitutions par site et par an [89], est liée a un défaut de I’activité correctrice de
I’ ARN polymérase. Cette variabilité n’est pas répartie de facon homogene sur I’ensemble
du génome. La région 5’NC est tres fortement conservée avec plus de 90 % d’homologie
entre les souches [7]. La région codant pour la capside est conservée a un degré moindre
avec 81 a 88 % d’identité entre les souches [87]. Les autres régions du génome présentent
une variabilité de séquence comprise entre 57 % pour la région NS2 et 70 % pour les
séquences des autres protéines non structurales. La région la plus variable du génome est
la séquence codant pour les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 (avec respectivement
53 % et 62 % d’identité pour E1 et E2). Certaines zones des protéines d’enveloppe présen-
tent plus de 50 % de variation nucléotidique entre les isolats : ce sont des régions hyper-
variables (HVR). Le domaine « hypervariable » HVR 1 de 27 acides aminés situé dans la
région N-terminale de la protéine E2 présente un taux de mutations élevé probablement lié
a une pression de sélection du systeme immunitaire [45, 98]. L apparition de mutations
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ponctuelles entraine chez 1’hdte infecté la coexistence de variants viraux. Ces populations
de virus ayant une origine commune, mais des séquences génomiques distinctes sont appe-
lées quasi-especes [27].

Suivant le degré de divergence entre les souches, une classification en génotypes (chiffre)
et sous-types (chiffre + lettre) a été établie. Les isolats présentant environ 70 % d’identité
appartiennent au méme génotype. Au sein d’un génotype, les souches ayant plus de 85 %
d’identité appartiennent au méme sous-type. La classification de Simmonds, basée sur la
comparaison des régions 5’ non codantes, est généralement adoptée [88]. D’autres régions
du génome ont été utilisées par la suite (capside, NS5), elles ont conduit a une classifica-
tion voisine. A 1’heure actuelle, six génotypes viraux et plus de soixante dix sous-types ont
été identifiés.

La plupart des génotypes du VHC ont une répartition mondiale. Les génotypes 1, 2 et 3
sont ubiquitaires. Le sous-type 1b est le plus fréquent au Japon et en Europe de I’Ouest. Le
sous-type la est plus rare dans ces zones, mais relativement important aux Etats-Unis. Le
génotype 2 est plus fréquent au Japon et en Chine que dans les autres pays. Le génotype 3
est rare au Japon, mais fréquent dans les pays européens et en Inde. Les génotypes 4, 5 et
6 ont une répartition plus localisée. Le génotype 4 est majoritaire dans certains pays afri-
cains (Cameroun, Gabon, Cote d’Ivoire, République Centrafricaine, Egypte). Le géno-
type 5 a été localisé en Afrique du Sud et reste relativement rare. Le génotype 6, découvert
a Hong-Kong ou un tiers des donneurs de sang sont infectés par le VHC le sont par ce
génotype, est essentiellement localisé dans les pays d’Asie du Sud Est [97].

En France, le sous-type 1b prédomine : 40 % des cas, les sous-types la et 3a représentant
25 % des cas et le type 2 environ 10 %. Le type 4 est rare et les types 5 et 6 ne sont ren-
contrés que tres exceptionnellement. Une relation existe entre génotype viral et mode de
contamination. Ainsi, le génotype 1b prédomine chez les sujets contaminés par transfusion
ou n’ayant pas de facteur de risque identifié, alors que les génotypes 1a et 3a sont majori-
taires chez les toxicomanes [68, 24].

M II. EPIDEMIOLOGIE

I1.1- Facteurs de risque

Les modes de transmission les mieux connus sont liés a I’inoculation de sang contaminé
par le virus [85]. Si la présence du VHC a été clairement prouvée dans le sang de sujets
infectés, elle est trés controversée dans les autres liquides biologiques (sperme, urine,
sécrétions vaginales et lait maternel). Il en découle que les modes de transmission princi-
paux du VHC sont la transfusion sanguine, la toxicomanie par voie intraveineuse et 1 uti-

lisation de matériel souillé mal stérilisé. CAHIER BIOFORMA
DE
@
Formatmn

version numérique

I1.1.1- Risque transfusionnel

Les dérivés stables issus du fractionnement du plasma ne transmettent plus le VHC depuis
I’introduction de techniques efficaces d’inactivation virale en 1987. A noter que les immu-
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noglobulines francgaises du fait de leur mode de fabrication (alcool pour les Ig IM et pH
acide pour les Ig IV) n’ont jamais transmis le VHC.

La transfusion de produits sanguins stables avant 1987 et dérivés sanguins labiles avant
1991 (culots globulaires, concentrés plaquettaires et leucocytaires, plasma frais congelé,
fractions anti-hémophiliques et immunoglobulines) a ét€ une source importante de conta-
mination par le VHC [92]. Ce risque avait été€ estimé entre 5 et 18 % dans des études des
années 70-80. Dans une étude réalisée aux Etats-Unis sur des sujets transfusés entre 1985
et 1991 [22], le risque de transmission du VHC par transfusion était de 3,84 % par patient
avant I’exclusion des dons présentant un taux élevé de I’alanine-aminotransférase (ALAT)
ou une positivité vis-a-vis de ’anticorps anti-HBc. Ce risque est passé a 1,54 % avec
I’introduction de ces deux marqueurs indirects en 1986, puis a 0,57 % avec les premiers
tests de dépistage anti-VHC au début des années 90. Le risque d’hépatite post-transfusion-
nelle dépendait du type de produit transfusé, du nombre d’unités de sang injectées et de la
date de transfusion. Ainsi, les sujets polytransfusés ont été particulierement touchés par la
maladie, notamment les hémophiles (jusqu’a 70 % de sujets contaminés) [25].

En France, I’élimination des poches de sang ayant un taux d’ALAT supérieur a deux fois
la normale en avril 1988, ainsi que celles contenant des anticorps anti-HBc en octobre
1988, a permis de diminuer de 30 a 50 % le risque d’hépatite post-transfusionnelle. L’ uti-
lisation des tests ELISA anti-VHC de premiere génération en 1990 puis de deuxieme géné-
ration en 1991 et enfin de troisieme génération en 1993 a abouti a la quasi-disparition de ce
mode de transmission [96]. Toutefois la transmission du VHC reste possible a 1’occasion
de dons contemporains de la période (66 jours en moyenne) dite de « fenétre sérologique »
au cours de laquelle les anticorps anti-VHC ne sont pas encore décelables alors que le
VHC est déja présent. En raison de ce risque résiduel, estimé pour la période 1997-99 a
1 don infectieux pour 700 000 dons [82], le principe de la détection génomique virale
(DGV) ou de larecherche de I’Ag VHC chez les donneurs de sang a été étudié. Le coiit des
infections évitées par I’ajout de I’'une ou I’autre de ces techniques dans la qualification bio-
logique du don est considérable pour la collectivité ; une année de vie gagnée colterait
500 MF [82]. Bien que ce coiit soit largement supérieur au colt habituellement consenti
dans le domaine de la santé publique, la décision politique du DGV a été prise et devrait
étre effective a compter du 1¢ juillet 2001.

I1.1.2- Risque dii a ’'usage de drogue

Les mesures de prévention telles que la mise en vente libre de seringues et de kits de pré-
vention n’ont pas stoppé la diffusion du VHC chez les usagers de drogues. Dans cette
population, la prévalence atteint 75 % et I’incidence est estimée a 20 % personnes par
année. D’autre part, le risque de transmission ne se limite pas a I’échange de seringue, le
matériel de préparation (cupule, coton... pour I'usage intraveineux) ou le partage de la
paille (pour la prise nasale) semble étre a I’origine de contaminations [16, 44].

11.1.3- Autres facteurs de risque

11.1.3.1- Transmission sexuelle

La transmission sexuelle a été évoquée devant la constatation d’une séroprévalence majo-
rée chez les conjoints de sujets infectés par le VHC. Ce risque est tres faible et les études
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de séroprévalence ne permettent pas d’affirmer la transmission par I’intermédiaire des
sécrétions vaginales ou du sperme. En effet, la transmission pourrait tre sanguine suite au
partage d’objets de toilette tels que : rasoir, coupe-ongles, brosse a dents [5, 99, 15].

11.1.3.2- Transmission intra-familiale

La transmission intra-familiale a également ét€ évoquée suite a 1’observation d’une séro-
prévalence élevée du VHC chez des personnes vivant sous le méme toit et n’ayant pas de
rapports sexuels. Comme précédemment, 1’ utilisation d’objets usuels par un ou plusieurs
membres de la famille pourrait étre a ’origine d’une transmission parentérale dont les
modalités sont difficilement identifiables [18].

11.1.3.3- Transmission mere-enfant

La contamination est probablement périnatale et I’allaitement maternel ne constitue pas un
facteur de risque augmentant significativement le risque de transmission. Le risque de
transmission est majoré en cas de charge virale élevée, situation plus fréquente chez les
meres co-infectées par le VIH. Chez les femmes non co-infectées, le risque de transmis-
sion du VHC est de I’ordre de 4 a 5 %]. En revanche, il est estimé a 20 % chez les meres
co-infectées VIH-VHC [12, 91, 39]. Une étude récente a montré que la césarienne pro-
grammée diminuait significativement le risque de transmission par rapport a la voie basse
ou la césarienne en urgence [33]. Ces résultats n’étant pas confirmés par d’autres €tudes et
le risque de transmission €tant faible, la césarienne programmée chez les meres virémiques
n’est pas recommandée. L. augmentation du risque de transmission materno-fcetale liée a
I’amniocentese, aux forceps ou a I’épisiotomie n’a pas été évaluée.

11.1.3.4- Transmission nosocomiale

L’étude de chaine de transmission a permis de prouver qu’en dehors de toute transfusion,
la transmission du VHC est possible dans les centres d’hémodialyse [49]. Elle s’explique
par le non respect des regles d’hygiene et des précautions universelles a la suite d’un acte
médical comme par exemple la pose de cathéters. La possibilité de transmettre le VHC a
la suite d’exploration invasive telle qu une endoscopie avec biopsies a €té aussi démon-
trée [6]. Ce type d’observation laisse supposer que tout acte (médical ou non) pour lequel
les regles d’hygieéne ne sont pas respectées peut étre a 1’origine d’une transmission du
VHC. Les soins dentaires ou les tatouages en sont un exemple. Ce type d’exposition au
risque, dont 1’identification n’est pas toujours aisée, explique tres probablement la plupart
des infections par le VHC considérées comme d’origine inconnue.

11.1.3.5- Risque professionnel

Pour les professions de santé, le risque est faible, mais il ne doit pas €tre négligé. Il se
limite pour I’essentiel aux accidents d’exposition au sang avec une aiguille creuse ayant
servi aux soins d’un patient infecté par le VHC. Dans cette circonstance, le risque a été
estimé a 1,2 % [80].
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I1.2- Prévalence

Le nombre de porteurs chroniques dans le monde est de 1’ordre de 170 millions. La séro-
prévalence est de 0,5 % a 5 % selon les pays, avec une prévalence moyenne mondiale
d’environ 3 % [9]. Aux Etats-Unis, la prévalence de 1’hépatite C est de 1,8 % [1]. En
Europe, la proportion de sujets infectés varie de 0,5 % a 2 % (soit plus de 5 millions de
sujets) selon un gradient nord-sud (0,003 % en Suede contre 2 % en Espagne) [93]. L’est
de I’Europe est également plus touché que I’ouest ; ainsi en Roumanie, la prévalence
atteint 4,5 % [62].

En France, en 1994, I’action concertée sur 1’épidémiologie de 1’hépatite C a permis d’es-
timer le taux moyen de séroprévalence a 1 % avec des variations importantes selon la
région, le sexe et I’age. Ces variations sont le reflet des modes de transmission du VHC.
Une pratique plus fréquente de la toxicomanie intraveineuse notamment chez les hommes
de moins de 40 ans explique la plus forte prévalence dans certaines régions (1,7 % en
Provence-Alpes-Cote d’ Azur contre 0,8 % en région Centre). Le plus haut niveau de séro-
prévalence chez les femmes de 40-60 ans (1,39 %) par rapport aux hommes de la méme
tranche d’age (0,06 %) s’explique par une pratique plus répandue des transfusions du post-
partum avant I’émergence du VIH. Enfin, la prévalence plus élevée apres 60 ans (4 %) est
probablement la conséquence de soins médicaux dans les années 1960-1980 avant que
I’usage du matériel a usage unique se généralise [19, 20, 24].

I1.3- Incidence

Avec la mise en place, depuis 1990, du dépistage systématique des anticorps anti-VHC
chez les donneurs de sang et I’amélioration constante des réactifs utilisés pour ce dépis-
tage, le risque de transmission du VHC est devenu extrémement faible. Il a été€ estimé, pour
I’année 1999 en France, a 4 dons potentiellement infectieux [73].

Quelle est la situation de I’incidence de 1’hépatite C en France ? La seule estimation repose
sur les cas de séroconversion entre 2 dons de sang. L’incidence pour 100 000 personnes
années est passée de 2,5 (I.C. a 95 % : 1,3-4,7) pour la période 1993-94 a 1,25 (1.C. a
95 % : 0,9-1,8) pour la période 1996-98 puis 0,8 (I.C. a 95 % : 0,5-1,3) pour la période
1997-99 [73]. Les facteurs de risque les plus fréquemment retrouvés chez les donneurs
récemment infectés par le VHC pendant la période 1996-98 sont I’usage de drogue intra-
veineuse (19 %), I’endoscopie (19 %) et une intervention chirurgicale sans transfusion
(17 %) [14]. Méme si ces données sont difficilement extrapolables a la population géné-
rale, elles indiquent une évolution vers une chute de ’'incidence. Elle peut s’expliquer par
une politique d’exclusion des donneurs potentiellement infectés en constante amélioration
et une diminution de I’incidence dans la population générale. Cette diminution est tres pro-
bablement liée a une meilleure prise en compte des risques viraux de transmission paren-
térale depuis I’émergence dans les années 80 du VIH et la prise de conscience de
I’hépatite C dans les années 90, entrainant une diminution du risque nosocomial. Toutes
ces données laissent supposer que I’hépatite C est en voie d’extinction, sauf dans la popu-
lation des toxicomanes. En effet, chez les usagers de drogue, le VHC continue a se pro-
pager. L’incidence dans ce type de population a été récemment estimée a 16/100 années-
patients [55]. Un effort d’information et de dépistage devrait étre fait en direction de cette
population.
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B III. DIAGNOSTIC VIROLOGIQUE

Différents tests permettent le diagnostic d’une infection par le VHC. Certains reposent sur
la recherche d’anticorps témoignant d’un contact avec le virus, d’autres signent la présence
du virus en recherchant I’ARN du VHC ou un antigene de capside du VHC (Ag VHC).

II1.1- Les outils diagnostiques
I11.1.1- Diagnostic indirect

Pour la recherche des anti-VHC, des peptides de synthese et/ou des protéines recombi-
nantes sont utilisés. Les uns de type ELISA recherchent une activité anti-VHC globale. Les
autres de type immunoblot permettent une analyse plus fine. Il n’existe pas de test permet-
tant le diagnostic d’un contact récent en recherchant des anti-VHC de classe IgM.

I11.1.1.1- Test ELISA

Les premigres trousses commercialisées en 1990 ne détectaient que des anti-NS4. A partir
de 1991, les tests de deuxieme génération permettaient de détecter en plus les anti-capsides
et les anti-NS3 ; enfin les tests de troisieme génération, utilisés depuis 1993, ajoutent pour
la plupart la recherche des anti-NS5.

Il1.1.1.2.- Test de validation

Ces tests de type immunoblot mettent en évidence de fagcon distincte les différents anti-
corps dirigés contre le VHC, chaque protéine étant déposée séparément sur un support de
nitrocellulose [13]. Pour tous ces tests, y sont fixées des protéines correspondant aux
régions capside, NS3 et NS4 du génome. Sur certains se retrouve également une protéine
NS5 ou un peptide de synthese de I’enveloppe, E2/NS1 (figure 4). Dans un premier temps,
ces tests ont été présentés comme des tests de « confirmation ». Puis, avec la commercia-
lisation des tests recherchant I’ARN du VHC par PCR, leur utilité a été remise en cause.
La conférence internationale de consensus de 1999 préconise son utilisation en situation de
dépistage systématique dans les populations dites « a faible risque » ou 25 % des signaux
correspondent a des réactions non spécifiques [57]. En pratique, certains auteurs préferent
aller d’emblée a la PCR [67] alors que d’autres préconisent 1’ utilisation de ce type de tests
non seulement pour valider 1’existence (ou non) d’une séropositivité anti-VHC mais aussi
pour la préciser [53, 84, 23].

111.1.1.3- Sérotypage

Cette technique de type ELISA repose sur la reconnaissance d’anticorps dirigés contre des
épitopes spécifiques de génotypes. Ce test utilise des peptides de synthese de la région
NS4. Au sein de cette région, deux régions antigéniques majeures ont €té mises en €vi-
dence, elles présentent des séquences différentes selon les génotypes du virus et les anti-
corps produits varient selon le génotype. Cependant, le sérotypage se limite au typage du
VHC, le sous-typage n’étant pas possible en raison d’une identité importante de la
séquence des épitopes de la protéine NS4 entre les différents sous-types d’un méme géno-
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Le recombinant immunoblot assay ou RIBA de 3éme génération

(Chiron Riba HCV 3.0 SIA®) d’Ortho-Clinical Diagnostics. Cinq protéines du VHC sont déposées sur la
bandelette de nitrocellulose. Deux bandes témoins de réaction (forte 3+ et faible 1+) permettent de quantifier
I’intensité des réactions vis-a-vis des protéines virales.

Principes d'interprétation :
1- Le dépot SOD permet d’éliminer certaines réactions non spécifiques dirigées contre les protéines recombinantes
fusionnées a la superoxyde dismutase.
2- Une sérologie est considérée anti-VHC RIBA-positif si des anticorps sont dirigés contre au moins deux spécificités
antigéniques (dont au moins une réactivité anti-capside ou anti-NS3), d’intensité au moins égale a 1+.
3- Une positivité comportant au moins des fortes réactivités (3+ ou 4+) anti-capside et anti-NS3 est associée dans plus
de 90 % des cas a une présence du VHC. Dans le cas contraire, la probabilité d'une virémie positive n'est que de 10 %.
4- Deux types de réactivité isolée sont a distinguer :
anti-NS4 ou anti-NS5 isolé : a considérer anti-VHC négatif.
anti-NS3 ou anti-capside isolé : trois possibilités sont a envisager en fonction du contexte clinique et de
T'interrogatoire. 1) une guérison 2) un début de séroconversion 3) plus rarement une infection chronique.

La derniere hypothese n'est a envisager qu'en cas de forte réactivité (4+).

Figure 4 : Exemple d’immunoblot VHC

type. D’autre part, les sujets ne développant pas d’anticorps anti-NS4 ne peuvent pas €tre
sérotypés [51].

II1.1.2- Diagnostic direct
I111.1.2.1- Recherche de I’ARN du VHC

Pour le diagnostic direct, la mise en évidence de la présence du VHC repose actuellement
sur la détection de I’ARN du VHC. La quantité d’ARN du VHC présente dans le sérum
oblige a I utilisation de techniques d’amplification génique. Certaines correspondent a une
amplification de la cible (génome), d’autres du signal [40, 65]. La PCR qui aboutit a un
grand nombre de copies du génome est la plus utilisée pour la détection sérique qualitative
de ’ARN du VHC. La recherche quantitative de I’ARN du VHC (charge virale) peut étre
réalisée par PCR compétitive ou par une technique d’amplification du signal (DNA
branché). L’expression des résultats, selon la technique utilisée, en copies/ml ou équiva-
lents génomes/ml compliquait jusqu’alors I’analyse des résultats. L utilisation d’un étalon
international commun aux différentes techniques leve cette ambiguité en exprimant les
résultats en Unité Internationale par ml [66]. Bien que les techniques quantitatives aient
accru leur sensibilité, elles restent moins sensibles avec une quantification a partir de
500 Ul/ml pour un seuil a 200 Ul/ml contre 50 UI/ml pour la PCR qualitative.
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111.1.2.2- Génotypage

Le principe des tests commercialisés repose sur I’utilisation de sondes spécifiques des géno-
types et des sous-types. Deux régions du génome VHC ont été utilisées : la région 5’ non
codante et la région de la capside. La technique LIPA (Line Probe Assay) se déroule en deux
étapes successives. Apres une amplification de la région 5° non codante a I’aide d’amorces
universelles, les produits amplifiés sont ensuite hybridés a des sondes spécifiques des diffé-
rents types et sous-types fixées sur des bandelettes de nitrocellulose. L’hybridation est
ensuite révélée par une méthode enzymatique [41]. Avec la technique DEIA (DNA Enzyme
Immuno Assay), les produits amplifiés de la région de la capside sont déposés dans des puits
d’une microplaque ELISA, préalablement sensibilisés avec des sondes spécifiques. L hybri-
dation est également détectée par une méthode enzymatique.

L’utilisation des trousses de génotypage a un intérét d’ordre épidémiologique. Ainsi, le
génotype 1b prédomine chez les sujets ayant été contaminés par transfusion ou n’ayant pas
de facteur de risque connu, alors que les génotypes 1a et 3a sont majoritairement retrouvés
chez les toxicomanes [24, 68]. La détermination du génotype a aussi un intérét dans le
bilan pré-thérapeutique. En revanche, ces tests ne sont pas suffisamment précis pour affir-
mer une identité de souche, notamment dans 1’étude d’une chaine de transmission si le
méme génotype est mis en cause ; le s€équengage reste alors la méthode de référence [49].

11.1.2.3- Ag VHC

Récemment une technique permettant la détection d’un antigene de capside du VHC
(Ag VHC) a été mise au point. Ce test permet de réduire la fenétre sérologique précédant
la séroconversion anti-VHC, avec une efficacité voisine de celle obtenue avec la PCR [71].
La place de ce test pour le dépistage, le diagnostic et le suivi thérapeutique sont a
1’étude [90].

II1.2- Cinétique des marqueurs sériques
II1.2.1- Début d’infection

Les anticorps anti-VHC apparaissent en moyenne 10 semaines apres le contage. Avant
leur apparition, période dite « sérologiquement muette », I’ARN du VHC est détectable
par PCR. Les premiers anticorps décelables sont les anticorps dirigés contre la capside ou
la protéine NS3 ; puis, au cours du temps, le profil sérologique s’enrichit avec 1’accentua-
tion de la positivité des réactivités déja présentes et 1’apparition d’autres réactivités [34].
Une fois la séroconversion accomplie, le profil anticorps se stabilise avec, le plus souvent,
trois ou quatre réactivités anti-VHC (figure 5). Plus rarement le profil anticorps se stabilise
a deux anticorps voire un seul, il s’agit, dans ce cas d’anti-capside ou d’anti-NS3 [50].

II1.2.2- Evolution vers la guérison

La disparition sérique de I’ARN du VHC par PCR, spontanément ou apres traitement,
signe la guérison. En revanche, la séropositivité anti-VHC persiste, témoignant du contact
passé avec le VHC. Toutefois, 1’arrét de la stimulation antigénique di a I’extinction de la
réplication du VHC entraine a terme une décroissance des anti-VHC. La rapidité de cette
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Figure 5 : Séroconversion suivie d’une séroréversion chez un malade hémodialysé
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Figure 6 : Infection par le VHC évoluant vers la guérison : séroréversion rapide

diminution est variable. Elle est fonction de la durée de la réplication du VHC, mais aussi
de la réponse immunitaire individuelle. Il en découle le concept de « séroréversion » décrit
par différents auteurs [31, 48]. Les tests immunoblot sont plus performants que les tests
ELISA pour la mise en évidence de la séroréversion anti-VHC qui succede a la guérison
(figures 5, 6).
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I11.2.3.- Evolution vers la chronicité

L’évolution vers la chronicité est caractérisée par la persistance de I’ARN du VHC. Chez
les sujets immunocompétents, les anticorps anti-VHC persistent. En revanche, chez les
sujets immunodéficients co-infectés par le VIH et le VHC, il est classiquement admis
qu’une séroréversion peut ne pas €tre corrélée a une guérison. Méme si cette éventualité est
rare et qu’elle a €té rapportée avec des tests de premiere ou de deuxieme génération [8],
elle oblige, chez les sujets infectés par le VIH pour lesquels une infection par le VHC est
suspectée, a rechercher I’ARN du VHC par PCR en cas de séronégativité anti-VHC.

I11.2.4- Réinfection

Le VHC se distingue respectivement du VIH et du VHB pour ce qui est de 1’élimination
complete du virus et des possibilités de réactivation. En revanche, la guérison d’une infec-
tion par le VHC n’est pas synonyme de protection, un méme individu pouvant faire
successivement plusieurs infections par le VHC. Il s’agit alors de ré-infection et non de
réactivation (figure 7) [79, 69].

I11.3- Démarche diagnostique

Les différents outils du diagnostic sérologique permettent de se situer dans 1’histoire natu-
relle de I’infection en répondant aux questions suivantes :

- Existe-t-il une trace sérologique d’un contact avec le VHC ?

- Existe-t-il une trace sérologique de la présence du VHC ?

- Si le virus est détecté, s’agit-il d’une infection récente ou chronique ?
- Si le virus n’est pas détecté, peut-on affirmer la guérison ?

Les profils sérologiques répondant a chacune de ces interrogations sont présentés dans le
tableau I.

Tableau I : Démarche du diagnostic sérologique d’une infection par le VHC

Profil sérologique Exposition P . . .
ALAT . Démarche diagnostique Conclusion
Anti-VHC ARNduVHC  Interprétation au risque gnostiq
— + Infection actuelle Elevée Récente Surveillance de la séroconversion anti-VHC Hépatite aigué

et de la persistance ou non de I'ARN du VHC

Faible positivité du profil immunoblot.
+ + Infection actuelle Elevée Récente Surveillance de 1'évolution de I'immunoblot ' Hépatite aigué
et de la persistance ou non de I'ARN du VHC

Elevée Forte positivité du profil immunoblot?
+ + Infection actuelle ou Ancienne Infection chronique
Normale Contrdle de 'ARN du VHC®

En cas de forte positivité de I'immunoblot?,

+ — Contact avec le VHC ~ Normale Ancienne => contrdle de I'ARN du VHC. Guérison
Surveillance de I'évolution de I'immunoblot
vers une séroréversion des anti-VHC

1. L'accentuation de la positivité des réactivités déja présentes et/ou apparition d'autres réactivités sur des prélevements successifs permet de poser le diagnostic de contact
récent avec le VHC.

2. Voir «principe d'interprétation» figure 4. Une forte positivité du test immunoblot associe au moins une forte positivité (3 ou 4 +) anti-capside et anti-NS3.

3. Le diagnostic d'infection chronique ne doit pas reposer sur une seule détermination de 'ARN du VHC.

I11.3.1- Place des différents outils diagnostiques

En situation de dépistage ou de diagnostic, la nomenclature des actes biologiques recom-
mande, en premiere intention, la recherche des anti-VHC avec un test ELISA ; sachant,
qu’en principe, la présence d’anticorps ne distingue pas les sujets actuellement infectés de
ceux qui ont évolué vers la guérison. La nomenclature des actes biologiques précise qu’un
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résultat positif (ou douteux) doit étre controlé sur un second prélevement en utilisant une
technique différente de la premiere : une autre technique ELISA ou un test immunoblot
peut actuellement €tre utilisé. Ce controle a pour but de vérifier la répétabilité du résultat
afin d’écarter (comme pour la sérologie Ag HBs et anti-VIH) la possibilité d’une erreur
d’identification ou d’une contamination de I’échantillon de sérum testé. L’obligation
d’utiliser un autre réactif pour ce contrdle permet aussi d’obtenir un complément d’infor-
mation. Dans cet esprit, le test immunoblot est plus informatif que les tests ELISA. En
effet, I’intérét de ce type de test ne se limite pas a valider la présence d’anti-VHC ou a
conclure a une fausse positivité du test ELISA. Il permet aussi, selon le profil de positivité,
de suspecter une infection chronique, de soupconner un début d’infection ou d’évoquer
une infection ayant évolué vers la guérison [23, 56]. Son utilisation s’impose en situation
de dépistage. Le dosage de 1’activité sérique de I’ALAT donne lui aussi un complément
d’information. La séropositivité anti-VHC est associée a une présence du virus dans 97 %
des cas si I'activité de I’ALAT est €levée alors qu’elle ne 1’est que dans 64 % des cas si
I’activité de I’ALAT est normale [24]. Néanmoins, seule la détection de I’ARN du VHC
par PCR permet d’affirmer 1’existence d’une infection actuelle par le VHC. Une fois la
sérologie de contrdle effectuée, cette recherche pourra €tre faite. En cas de positivité,
I’indication d’un traitement pourra €tre discutée. Les autres tests virologiques (génotype,
virémie quantitative) trouveront alors leur place dans le bilan pré-thérapeutique afin
d’adapter les doses et la durée du traitement.

111.3.2- Diagnostic et surveillance d’une hépatite aigué

Le diagnostic sérologique d’un début d’infection repose essentiellement sur la séroconver-
sion anti-VHC. Celle-ci peut étre mise en évidence par 1’apparition d’une positivité du test
ELISA sur deux prélevements successifs. Toutefois, a la phase d’état d’une hépatite aigué,
les tests anti-VHC de troisieme génération sont le plus souvent positifs, et un test anti-VHC
ELISA-positif associé a un ARN du VHC PCR-positif ne permet pas de distinguer un début
d’infection d’une infection chronique. En revanche, cette distinction est possible en utilisant
un test immunoblot pour le contrdle de la sérologie anti-VHC. Une faible positivité du profil
immunoblot, notamment dans un contexte d’hépatite aigu€, sera évocatrice d’un début
d’infection. La surveillance de I’évolution de ce profil pourra permettre de poser le diagnos-
tic si une accentuation de la positivité des réactivités déja présentes et/ou une apparition
d’autres réactivités sont observées sur des prélevements successifs (figures 5, 6, 7).

Si une hépatite aigué C est suspectée et que la sérologie anti-VHC ELISA est négative, une
recherche de I’ARN du VHC par PCR doit étre faite. Si celle-ci est positive, le diagnostic
d’hépatite aigué€ C est posé. Toutefois, ce diagnostic devra étre confirmé par 1I’apparition
des anti-VHC sur des prélevements ultérieurs.

La surveillance biologique d’une infection aigué permet de juger d’un éventuel passage a
la chronicité. La disparition de ’ARN du VHC et le retour a la normale de I’activité
sérique de I’ALAT sont en faveur de la guérison. En revanche, I’évolution vers la chroni-
cité est tres probable si I’ARN du VHC persiste au-dela de six mois.

111.3.3- Diagnostic et surveillance d’une hépatite chronique

Faisant suite a la découverte d’une sérologie anti-VHC positive, la détection de I’ARN du VHC
est le marqueur clef pour poser le diagnostic d’une infection chronique. Toutefois, en situation
de dépistage ou de diagnostic, le controle de la sérologie anti-VHC avec un test immunoblot
donne un complément d’information utile pour mieux poser le diagnostic [23, 56]. Ainsi, en cas

96

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



CAHIER BIOFORMA
DE
F i
0l.lnatl0n Premiére infection Seconde infection
version numérique
w o e b4 b4 ® * * *®
=2 =3 = =3 = = = =3 =
S = N B *® B & = B
= < < < < N S < =
— [se} [ uwy — ) w - w
] =3 =) a 3] — - - =]
Anti-VHC
ELISA
+ 4+ 4+ 4+ 4 + + + +
RIBA
Contrdle 3+
NS4
NS3
Capside
NS5
SOD
Contrdle 1+
+  + + + + +
RNA-VHC NT Nég Nég
Génotype NT 1a la / / 3a 3a 3a 3a
ALAT (UINN) 1996 265 31 21 7 65 44 19 23
(N<30)
Expression semi quantitative de I'intensité des réactivités anti-VHC
4+ |
Positif fort Positif faible
= 3+ = 1+

Figure 7 : Evolution des marqueurs sériques a la suite de deux infections successives par le VHC

de positivité de ’ARN du VHC, un test immunoblot associant au moins une forte positi-
vité anti-capside et anti-NS3 est en faveur d’une infection chronique alors qu’une faible
positivité (voire une négativité du test immunoblot) évoque plutot un début d’infection.
Par ailleurs, le diagnostic d’infection chronique ne doit pas reposer sur une seule détermi-
nation de I’ARN du VHC. Il est souhaitable de vérifier ce résultat sur un second préleve-
ment surtout si le test immunoblot (négatif ou faiblement positif) n’est pas en faveur d’une
infection chronique. Cette recherche peut étre faite 6 mois apres la premiere détermination.
Une fois posé le diagnostic d’infection chronique, il est inutile de renouveler la sérologie
anti-VHC. Le suivi virologique de I’infection chronique dépendra de la mise en ceuvre ou
non d’un traitement.

Pour les sujets non-traités, que le traitement soit refusé, contre-indiqué ou jugé non nécessaire
du fait de lésions hépatiques minimes ou absentes, aucun schéma consensuel de surveillance
n’est préconisé€. Toutefois, bien que la négativation spontanée de I’ ARN du VHC soit tres rare
en cas d’infection chronique, il pourrait étre propos€ annuellement a ces patients une surveil-
lance de I’activité sérique de I’ ALAT et une recherche de I’ARN du VHC.

Pour les patients éligibles a un traitement, une charge virale et surtout un génotypage du
virus doivent étre réalisés lors du bilan pré-thérapeutique. Les résultats de ces deux para-
metres détermineront le schéma thérapeutique. La surveillance du traitement repose sur la
recherche qualitative de I’ ARN du VHC et sur un dosage d’ ALAT, les criteres biologiques
de bonne réponse au traitement étant la normalisation de I’ALAT et la disparition sérique
de I’ARN du VHC [37].

111.3.4- Diagnostic d’une infection chez le nouveau-né

Avant d’entreprendre une démarche diagnostique chez un nouveau-né, plusieurs éléments
doivent étre pris en considération :
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- Les anticorps maternels transmis a 1’enfant peuvent persister jusqu’a I’age de 12 a
18 mois [12, 39].

- La transmission mere-enfant du VHC est rare.

- En cas de transmission, I’infection peut spontanément guérir dans les 2 premieres années
de vie [63].

- L’évolution spontanée a long terme de I’infection chronique reste encore mal connue,
mais les données actuelles montrent, qu’a moyen terme, I’ hépatite chronique C secondaire
a une transmission périnatale est relativement bénigne. Il semble que, chez I’enfant
indemne de toute pathologie associée, I’évolution vers la cirrhose soit exceptionnelle a
I’age pédiatrique et aucun cas de carcinome hépatocellulaire n’a pour I’instant été€ décrit
chez I’enfant.

En conséquence, méme si la recherche de I’ARN du VHC permet un diagnostic précoce, il
est recommandé chez un enfant né de mere infectée par le VHC, de n’effectuer qu’a 12 ou
18 mois la sérologie anti-VHC. En cas de positivité des anti-VHC, la recherche de I’ARN
du VHC par une méthode qualitative doit étre effectuée.

W IV. SYMPTOMATOLOGIE

IV.1- Atteintes hépatiques
1V.1.1- Hépatite aigué

L’infection aigué passe le plus souvent inapercue. Aprés une incubation de sept semaines
en moyenne, les signes cliniques sont le plus souvent pauvres (nausées, fievre, frissons,
malaises, fatigue, hépatalgie). Une douleur de ’hypocondre droit et 1’asthénie sont les
signes les plus fréquemment retrouvés. Le nombre de patients présentant une infection
aigué avec ictere est estimé a 10 % [4]. Une élévation variable de I’activité sérique de
I’ALAT (allant de 2 a 10 fois la normale) est observée quelques semaines apres le début de
I’infection. La phase symptomatique, quand elle existe (20 % des patients), peut durer de
deux a douze semaines. La survenue d’hépatites fulminantes se limiterait aux co-
infections B et C [30].

1V.1.2- Infection chronique et hépatopathies

L’hépatite C est caractérisée par un taux élevé de passage a la chronicité, 50 a 80 % selon
les estimations [75, 21]. L’infection chronique est définie par la présence durable dans le
sang de I’ARN du VHC associée a une activité sérique de I’ ALAT élevée, fluctuante voire
normale. Les facteurs favorisant I’évolution vers la chronicité de 1’infection ne sont pas
totalement élucidés. L’échappement au systeme immunitaire par mutations des protéines
d’enveloppe serait a 1’origine de la persistance du VHC dans 1’organisme. Le risque
d’évolution vers la chronicité est d’autant plus faible que la symptomatologie est marquée
en début d’infection [35]. La vigueur de la réponse immunitaire a médiation cellulaire
semble jouer un role déterminant dans 1’évolutivité de I’infection [59, 64].
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L’hépatite chronique C est en regle générale asymptomatique. La symptomatologie se limite
le plus souvent a une asthénie dont le manque de spécificité permet rarement d’orienter le
diagnostic. La sévérité de 1I’évolution de la maladie est fonction de 1’age au moment de la
contamination, du sexe, d’une consommation chronique d’alcool et du statut immuni-
taire [17, 46, 70]. La notion de « porteur sain » reste controversée. Cette situation, moins fré-
quente que pour I’hépatite B, représenterait environ 5 % des infections chroniques [32].
Dans la moitié des cas, I’infection conduit a une hépatite chronique minime. Dans 1’autre
moitié, la maladie hépatique est plus active, I’évolution vers la cirrhose survenant dans envi-
ron 10 a 20 % des cas (figure 8). Un modele a été réalisé afin de reproduire 1’histoire natu-
relle de la maladie en France. Ainsi pour un homme contaminé a I’4ge de 30 ans, le temps
moyen estimé de 1’installation d’une cirrhose est de 32 ans et de 39 ans pour 1’apparition
d’un hépatocarcinome. Le déces pouvant survenir apres 41 ans d’évolution [21].

Les signes cliniques d’une décompensation de cirrhose, plus marqués que ceux de 1’hé-
patite chronique ou de la cirrhose compensée, peuvent constituer un mode de découverte
d’une infection par le VHC. Ces signes correspondent aux complications de I’hypertension
portale (ascite, hémorragie par rupture de varices cesophagiennes) et/ou de 1’insuffisance
hépatocellulaire (ictere, ascite, astérixis, sensibilité aux infections). Le carcinome hépato-
cellulaire fait suite a la cirrhose, son incidence annuelle est d’environ 4 % une fois la cir-
rhose constituée. Ce risque est majoré par la consommation chronique d’alcool. Toutefois,
certains résultats suggerent un réle direct du VHC dans la survenue du carcinome
hépatocellulaire [95].

La morbidité et la mortalité liées a une infection chronique par le VHC sont essentielle-
ment les conséquences de la cirrhose suite a une décompensation ou a une évolution vers
le carcinome hépatocellulaire. Ce type de complications peut survenir 20 ou 30 ans apres
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Figure 8 : Histoire naturelle de l’infection par le VHC
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le début de I'infection. Le dépistage de 1’hépatite C a pour objectif de prévenir ce risque
d’évolution vers la cirrhose en proposant un traitement antiviral aux sujets infectés.

1V.1.3- Diagnostic de ’atteinte hépatique : la ponction biopsie hépatique

Les différents outils du diagnostic sérologique renseignent sur le statut virologique mais ne
permettent pas de conclure sur la gravité de I’atteinte hépatique. Seule la ponction biopsie
hépatique (PBH) permet de 1’évaluer [2]. Elle permet d’apprécier I’activité nécrotico-
inflammatoire de 1’hépatopathie et la fibrose, et de poser rationnellement I’indication thé-
rapeutique. Il n’y a pas de lien établi entre la sévérité de I’hépatopathie et la quantification
de I’ARN du VHC ou le génotype.

Le VHC est responsable d’hépatite chronique dont les caractéristiques histologiques sont
semblables aux lésions retrouvées dans les hépatites B chroniques. Cependant, elle
comporte un infiltrat inflammatoire portal ou péri-portal moins important et des 1€sions
lobulaires plus nettes. Les 1ésions en faveur d’une atteinte par le VHC sont au nombre de
trois : la stéatose hépatocytaire, la présence dans les espaces portes de nodules lymphoides
avec centre clair et des Iésions inflammatoires des canaux biliaires inter-lobulaires [36].
Pour apprécier I’atteinte histologique du foie, on a d’abord utilisé€ le score de Knodell (de
0 a 22) qui prend en compte quatre €léments : la nécrose péri-portale, la nécrose intra-
lobulaire, I’inflammation portale et enfin la fibrose. On lui préfere maintenant la grille
METAVIR (tableau XI de I’article de F. Denis). Le score obtenu est plus linéaire que le
score Knodell, 1l dissocie le score d’activité (A de 0 a 3) et le score de fibrose (Fde 0 a 4),
enfin la reproductibilité inter-observateurs est plus satisfaisante [3].

L’existence d’une cirrhose est tres rare chez les patients a transaminases normales (0,3 %).
Elle est en fait imputable a une consommation excessive d’alcool. Parmi ces patients a
transaminases normales, le tiers n’a pas de lésions histologiques, la moitié des 1ésions
minimes, le reste ayant une hépatite chronique modérément active [76].

Avant de débuter un traitement antiviral, la PBH est indispensable. Elle permet d’évaluer
la gravité de 1’ atteinte hépatique, mais aussi de dépister ou confirmer une pathologie asso-
ciée (surcharge en fer, consommation alcoolique) qui pourrait aggraver la maladie et
réduire les possibilités de réussite du traitement.

IV.2- Manifestations extra-hépatiques

Les infections a VHC peuvent €tre associ€es a un certain nombre de manifestations auto-
immunes et d’anomalies biologiques extra-hépatiques [100]. La détection d’auto-
anticorps (anti-noyaux, anti-muscles lisses, anti-LKM) pourrait (a tort) orienter vers une
hépatite auto-immune. Ainsi des purpuras idiopathiques et certaines thyroidites auto-
immunes (comme la thyroidite d’Hashimoto) peuvent étre imputables au VHC [54].

L’anomalie la plus fréquemment associée a une infection par le VHC est la cryoglobuli-
némie, qui a pu étre identifiée chez 36 a 54 %, selon les auteurs, des sujets infectés par le
VHC. Plusieurs études ont montré que 50 a 80 % des cas de cryoglobulinémies mixtes
étaient associées a la présence d’anticorps anti-VHC.
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M V. TRAITEMENT v m———

Les indications réglementaires ne concernent que le traitement des infections chroniques.
Pour I’hépatite aigué, la derniere conférence de consensus considere que la décision doit
étre prise au cas par cas et que, idéalement, les sujets traités devraient I’étre dans le cadre
d’un essai clinique [57].

L’objectif du traitement est d’éradiquer le virus et de faire disparaitre les lésions hépa-
tiques. Avec la bithérapie, le taux moyen de réponses au traitement est de 40 %. En fait, les
chances de succes varient de 20 a 80 % selon les criteres de bonnes ou de mauvaises
réponses. Une femme de moins de 40 ans, infectée par un génotype 2 ou 3 avec une charge
virale basse et des 1ésions hépatiques minimes, sans fibrose, aura les meilleures chances de
réponse au traitement [77].

V.1- Bilan pré-thérapeutique

La décision thérapeutique est fonction de 1’age du patient, de I’existence de pathologies
associées, du risque d’évolution vers la cirrhose, des chances de succes du traitement et des
contre-indications éventuelles.

Les sujets ayant une activité sérique de I’ ALAT normale ont en regle générale des 1ésions
hépatiques minimes et une faible réponse au traitement. En conséquence, en dehors de pro-
tocole thérapeutique, le traitement ni la PBH ne sont conseillés [57]. En revanche, une sur-
veillance tous les 6 mois de I’ALAT doit étre faite.

Un terrain dépressif constitue un critere d’abstention thérapeutique compte tenu du risque
de dépression (pouvant aller jusqu’au suicide) induit par I’interféron. De la méme maniere,
I’apparition d’un état dépressif en cours de traitement peut conduire a I’arrét de celui-ci. En
revanche, il n’y a pas de contre-indication a traiter un ancien toxicomane sevré ou équilibré
par un traitement substitutif.

L’indication d’un traitement antiviral repose essentiellement sur 1’existence de 1ésions his-
tologiques. La décision sera prise en fonction du score METAVIR [77, 3]. Le traitement
est indiqué a partir d’un score de fibrose F2 ou d’une fibrose portale F1 associée a un score
d’activité de A2 ou A3. La cirrhose compensée peut €tre aussi traitée. En revanche, I'in-
dication d’un traitement antiviral ne sera pas retenue et la transplantation envisagée en cas
de cirrhose décompensée dans les circonstances suivantes : ascite réfractaire, infection
spontanée du liquide d’ascite, rupture de varices cesophagiennes non contrdlée, présence
de petits carcinomes hépatocellulaires isolés (moins de 3 nodules de moins de 3 cm de
diametre).

L’indication d’un traitement peut €tre retenue sur la seule existence de manifestations
extra-hépatiques cliniquement invalidantes comme par exemple une vascularite ou une
cryoglobulinémie. L’efficacité du traitement antiviral apportera la preuve du réle patho-
génique du VHC.

Le bilan virologique comporte la détermination du génotype et une charge virale, sachant
qu’en cas d’infection par un génotype 1 avec une charge virale supérieure a 800 000 UI/ml
les chances de succes du traitement sont plus faibles, sans pour autant le contre-indiquer.
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Le traitement oblige a la mise en place d’une contraception qui sera poursuivie 4 mois
apres 1’arrét du traitement chez la femme et 7 mois pour ’homme.

Chez les sujets co-infectés par le VIH et VHC, le risque de progression rapide de 1’hépatite
chronique C conduit a proposer un traitement de I’hépatite C si, par ailleurs, 1’infection par
le VIH est stabilisée [11]. La restauration immunitaire due a I’efficacité des antiprotéases
pourrait paradoxalement aggraver de facon transitoire les 1ésions hépatiques [74].

V.2- Schémas thérapeutiques

Avant méme que le VHC ne soit identifié, I’efficacité de 1’ interféron pour le traitement des
hépatites chroniques non-A non-B avait ét€ démontrée [43]. En monothérapie, une
réponse soutenue est obtenue dans environ 20 % des cas. Actuellement, en premiere inten-
tion, I’interféron est associé a un analogue nucléosidique, la ribavirine. En monothérapie,
sauf contre-indication de la ribavirine, I’interféron n’a plus d’indication.

Le traitement est modulé en fonction des facteurs prédictifs cliniques et biologiques de
réponse au traitement. Ainsi, en cas d’infections avec les génotypes 2 et 3 ou d’infections
avec un autre génotype associées a une charge virale faible (moins de 800 000 Ul/ml), le
traitement est de 6 mois alors qu’il est de 12 mois pour les infections avec les génotypes 1,
4, 5, 6 avec une charge virale supérieure a 800 000 UI/ml.

V.3- Surveillance

La surveillance de la réponse virologique au traitement repose sur la recherche de I’ ARN
du VHC par PCR qualitative, car plus sensible que les techniques quantitatives. En mono-
thérapie, elle est évaluée au troisieme mois. En cas de positivité, le traitement est inter-
rompu. Pour la bithérapie, la réponse est €valuée au sixieme mois. Une PCR sera aussi pra-
tiquée 6 et 12 mois apres I’arrét du traitement pour surveiller la possibilité de rechute. Au
plan virologique, les patients traités sont classés en trois catégories :

- répondeur : patient restant ARN du VHC négatif 6 et 12 mois apres 1’arrét du traitement ;

- rechuteur : patient ARN du VHC négatif en fin de traitement mais redevenant positif 6 ou
12 mois apres ;

- non répondeur : I’ARN du VHC restant positif en cours de traitement.

Ce critere virologique a le mérite d’€tre un critere objectif de réponse au traitement, mais
il n’en couvre pas tous les aspects. La persistance de I’ARN du VHC classe un sujet dans
la catégorie des non répondeurs, alors qu’il peut exister une réponse en terme de normali-
sation de I’ALAT ou d’amélioration des 1ésions histologiques. Par ailleurs, I’impact du
traitement sur des aspects plus subjectifs comme la qualité de la vie mériterait d’étre
étudié.

En cours de traitement, une surveillance des effets secondaires doit étre faite. Pour I’inter-
féron, les plus fréquents sont : le syndrome grippal, 1’alopécie, la dysthyroidie, la dépres-
sion, la thrombopénie et la leucopénie [28]. Pour la ribavirine, le plus notable est I’anémie
hémolytique qui peut entrainer des accidents cardiaques chez les sujets déja atteints de
maladie coronarienne [77].

102

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



BIBLIOGRAPHIE

1- ALTER M.J. Hepatitis C virus infection in the United States. J. Hepatol., 1999 ;
31 (suppl 1) : 88-91.

2- BARLET M.P., ZAFRANI E.S. Diagnostic et surveillance histologiques de 1’hépatite
C. Rev. Prat., 2000 ; 50 : 1078-1082.

3- BEDOSSA P., POYNARD T., for the METAVIR cooperative study group. An algo-
rythm for the grading of activity in chronic hepatitis C. Hepatology, 1996 ; 24 : 289-293.
4- BOOTH J.C.L. Chronic hepatitis C: the virus, its discovery and the natural history of
the disease. J. Viral Hep., 1998 ; 5 : 213-222.

5- BRESTERS D., MAUSER-BUNSCHOTEN E.P., REESINK H.W., ROOSENDAAL
G., VAN DER POEL C.L., CHALUMEAU RAF M. et al. Sexual transmission of hepatitis
C virus. Lancet, 1996 ; 342 : 210-211.

6- BRONOWICKI J.P., VENARD V., BOTTE C., MONHOVEN N., GASTIN I.,
CHONE L., HUDZIAK H., RHIN B., DELANOE C., LEFAOU A., BIGARD M.A.,
GAUCHER P. Patient-to-patient transmission of hepatitis C virus during colonoscopy.
N. Eng. J. Med., 1997 ; 337 : 237-440.

7- BUKH J., PURCELL R.H., MILLER R.H. Sequence analysis of the 5’ non coding
region of hepatitis C virus. Proc. Natl Acad. Sc. USA, 1992 ; 89 : 4942-4946.

8- CHAMOT E., HIRSCHEL B., WINTSCH J., ROBERT C.F., GABRIEL V., DEGLON
J.J. etal. Loss of antibodies against hepatitis C virus in HIV-seropositive intraveinous drug
users. AIDS, 1990 ; 4 : 1275-1277.

9- CHOEN J. The scientific challenge of hepatitis C. Science, 1999 ; 285 : 26-30.

10- CHOO Q.L., KUO G., WEINER A.J., OVERBY L.R., BRADLEY D.W., HOUGH-
TON M. Isolation of a cDNA clone derived from blood-borne non-A, non-B hepatitis
genome. Science, 1989 ; 244: 359-362.

11- COLLIER J., HEATHCOTE J. Hepatitis C viral infection in the immunosuppressed
patient. Hepatology, 1998 ; 27 : 2-6.

12- CONTE D., FRAQUELLI M., PRATI D., COLUCCI A., MINOLA E. Prevalence
and clinical course of chronic hepatitis C virus (HCV) infection and rate of HCV vertical
transmission in a cohorte of 15,250 pregnant women. Hepatology, 2000 ; 31 : 751-755.
13- COUROUCE A.M., BARIN F., ELGHOUZZI M.H., LUNEL F., NOEL L., NORTH
M.L., SMILOVICI W. Comparaison de la sensibilité de cinq tests de confirmation des
anticorps anti-VHC. Spectra Biologie, 1997 ; 16 : 39-45.

14- COUROUCE A.M., PILLONEL J., SAURA C. Dépistage des marqueurs des infec-
tions transmissibles par transfusion sur les dons collectés en France de 1996 a 1998. Trans.
Clin. Biol., 2000 ; 7 : 153-170.

15- COUZIGOU P. Sexe, famille et virus de 1’hépatite C. Association prouvée, causalité
non établie. Gastroenterol. Clin. Biol., 1995 ; 19 : 147-149.

16- CROFT N., HOPPER J.L., MILNER R., BOWDER D.S., BRESCHKIN A.M,,
LOCARNINI S.A. Hepatitis C virus infection among a cohort of Victorian injecting drug
users. Med. J. Aust., 1993 ; 159 : 237-241.

103

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



17- DATZC.,CRAMP M., HAAS T., DIETZE O., NITSCHKO H., FROESNER G. et al.
The natural course of heaptitis C virus infection 18 years after an epidemic outbreak of
non-A, non-B hepatitis in plasmapheresis center. Gut, 1999 ; 44 : 563-567.

18- DAVID X.R., BLANC P., PAGEAUX G.P., DESPREZ D., DIAZ D., LEMAIRE
J.M., TOGNARELLI B., LARREY D., MICHEL H. Transmission familiale du virus de
I’hépatite C. Gastroenterol. Clin. Biol., 1995 ; 19 : 147-149.

19- DESENCLOS J.C., DUBOIS F., COUTURIER E., PILLONEL J., ROUDOT-
THORAVALF., GUIGNARD E., BRUNET J.B., DRUCKER J. Estimation du nombre de
sujets infectés par le VHC en France, 1994-1995. Bull. Epidemiol. Hebdo., 1996 ; 5 : 22-
23.

20- DESENCLOS J.C., PILLONEL J., DELAROCQUE-ASTAGNEAU E., DE VALK
H. Epidémiologie de I’hépatite C et stratégies de surveillance. Méd. Mal. Infect., 1999 ;
29 :325-331.

21- DEUFFIC S., BUFFAT L., POYNARD T., VALLERON A.J. Modeling the hepatitis
C virus epidemic in France. Hepatology., 1999 ; 29 : 1596-1601.

22- DOHANUE J., MUNOZ A., NESS P., BROWN D., YAWN D., Mc ALLISTER H.,
REITZ B., NELSON K. The declining risk of post-transfusion hepatitis C virus infection.
N. Eng. J. Med., 1992 ; 327 : 369-374.

23- DUBOISF., BARIN F., GOUDEAU A. Sérologie anti-VHC pour le dépistage, le dia-
gnostic et la surveillance de I’hépatite C : place de I’immunoblot. Ann. Biol. Clin., 1998 ;
56 : 417-426.

24- DUBOIS F., DESENCLOS J.C., MARIOTTE N., GOUDEAU A., and the collabo-
rative study group. Hepatitis C in a french population-based survey, 1994: seroprevalence,
frequency of viremia, genotype distribution, and risk factor. Hepatology, 1997 ; 25 : 1490-
1496.

25- ESTEBAN R. Epidemiology of hepatitis C virus infection. J. Hepatol., 1993 ;
17 (suppl 3) : S67-S71.

26- FAILLA C., TOMEI L., DE FRANCESCO R. Both NS3 and NS4A are required for
proteolytic processing of hepatitis C virus non structutal proteins. J. Virol., 1994 ; 68 :
3753-3760.

27- FARCI P., SHIMODA A., COIANA A., DIAZ G., PEDDIS G., MELDOPER J.C. et
al. The outcome of acute hepatitis C predicted by evolution of viral quasispecies. Science,
2000 ; 288 : 339-344.

28- FATTOWITH G., GIUSTINA G., FAVARATO S., RUOL A. A survey of adverse
events in 11241 patients with chronic viral hepatitis treated with alpha interferon. J. Hepa-
tol., 1996 ; 24 : 38-47.

29- FEINSTONE S.M., KAPIKIAN A.Z., PURCELL R.H., ALTER H.J., HOLLAND
P.V. Transfusion associated hepatitis not due to viral hepatitis A or B. N. Engl. J. Med.,
1975 ;292 : 767-770.

30- FERAY C., GIGOU M., SAMUEL D., REYNES G., BERNUAU J., REYNES M,,
BISMUTH H., BRECHOT C. Hepatitis C virus RNA and hepatitis B virus DNA in serum
and liver of patients with fulminant hepatitis. Gastroenterol., 1993 ; 104 : 549-555.

104

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



31- FEUCHT H.H., ZOLLNER B., SCHROTER M., POLYWKA S., BUGGISCH P.,
NOLTE H., LAUFS R. High rate of chronicity in HCV infection determined by antibody
confirmatory assay and PCR in 4110 patients during long-term follow-up. J. Clin. Viro.,
1999 ;13 : 43-51.

32- GHOLSON C.F., MORGAN K., CATINIS G., FAVROT D., TAYLOR B., GON-
ZALEZ E. et al. Chronic hepatitis C with normal aminotransferase levels : a clinical his-
tologic study. Am. J. Gastroenterol., 1997 ; 92 : 1788-1792.

33- GIBB D.M., GOODALL R.L., DUNN D.T., HEALY M., NEAVE P., CAFFERKEY
M., BUTLER K. Mother-to-child transmission of hepatitis C virus : evidence for preven-
table peripartum transmission. Lancet, 2000 ; 356 : 904-907.

34- GIUBERTI T., FERRARRI C., MARCHELLI S., DEGLI ANTONI A.M., SCIAN-
CHI C., PIZZAFERI P., FIACCADORI F. Long-term follow-up of anti-hepatitis C virus

antibodies in patients with acute nonA nonB hepatitis and different outcome of liver
disease. Liver, 1992 ; 12 : 94-99.

35- GIUBERTI T., MARIN M.G., FERRARI C., MARCHELLI S., SCHIANCHI C.,
ANTONI A.M.D. et al. Hepatitis C virus viremia following clinical resolution of acute
hepatitis C. J. Hepatol., 1994 ; 20 : 666-671.

36- GOODMAN Z.D., ISHAK K.G. Histopathology of hepatitis C virus infection. Semin.
Liver. Dis., 1995 ;15 : 70-81.

37- GOUDEAU A., DUBOIS F. Diagnostic et surveillance biologique des infections par
le virus de ’hépatite C. Rev. Prat., 2000 ; 50 : 1-7.

38- GRAKOUI A., WYCHOWSKI C., LIN C., FEINSTONE S.M., RICE C.M. Expres-
sion and identification of hepatitis C virus polyprotein cleavage product. J. Virol., 1993 ;
67 : 1385-1395.

39- GRANGE J.D., ANTOINE J.M., AMIOT X. Virus de I’hépatite C et grossesse. Gas-
troenterol. Clin. Biol., 1999 ; 23 : 1033-1039.

40- HALFON P., HALIMI G., GEROLAMI V., SAYADA C., CARTOUZOU G.
Hépatite C : apport de la quantification virale. Feuillets de Biologie, 1998 ; 39 : 29-37.

41- HALFON P., OUZAN D., KHIRI H., FERYN J.M. Serotyping and genotyping of
hepatitis C virus (HCV) strains in chronic HCV infection. J. Med. Virol., 1997 ; 52 : 391-
395.

42- HIJIKATA M., MIZUSHIMA H., AKAGI T., LORI S., KAKIUCHI N., KATO N.,
TANAKA T., KIMURA K., SHIMOTOHONO K. Two distinct proteinase activities
requiered for the processing of a putative non structural precursor protein of hepatitis C
virus. J. Virol., 1993 ; 67 : 4665-4675.

43- HOOFNAGLE J.H.,, MULLEN K.D., JONES D.B., RUSTGI V., DI BISCEGLIE A.,
PETERS M. et al. Treatement of chronic nonA, nonB hepatitis with recombinant human
alpha interferon. N. Engl. J. Me., 1986 ; 315 : 1575-1578.

44- IMBERT E. L’épidémie de I’hépatite C se poursuit chez les toxicomanes : étude des
mécanismes de transmission et nouvelles stratégies de prévention a mettre en ceuvre. Méd.
Mal. Infect., 1999 ; 29 : 348-349.

105

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



45- KATO N., OOTSUYAMA Y., SEKIYA H., OHKOSHI S., NAKAZAWA T., HIJI-
KATA M., SHIMOTOHONO K. Genetic drift in hypervariable region 1 of the viral
genome in persistent hepatitis C virus infection. J. Virol., 1994 ; 68 : 4776-4784.

46- KENNY-WALSH E. for the Irish Hepatology Rechearch Group. Clinical outcomes
after hepatitis C infection from contamined anti-D immune globulin. N. Engl. J. Me.,
1999 ; 340 : 1228-1233.

47- KOLYKHALOV A.A., FEINSTONE S.M., RICE C.M. Identification of a highly
conserved sequence element at the 3’ terminus of hepatitis C virus genome RNA. J. Virol.,
1996 ; 70 : 3363-3371.

48- LANOTTE P., DUBOIS F., LE POGAM S., GUEROIS C., FIMBEL B., BACQ Y.,
GRUEL Y., GOUDEAU A., BARIN F. The kinetics of antibodies against hepatitis C virus
may predict viral clearance in exposed hemophiliacs. J. Infect. Dis., 1998 ; 178 : 556-559.

49- LE POGAM S., LE CHAPOIS D., CHRISTEN R., DUBOIS F., BARIN F., GOU-
DEAU A. Hepatitis C in a hemodialysis unit : molecular evidence for nosocomial trans-
mission. J. Clin. Microbiol., 1998 ; 36 : 3040-3043.

50- LEMAIRE J.M., COUROUCE A.M., DEFER C., BOUCHARDEAU F., COSTE J.,
AGULLES O., CANTALOUBEJ.F., BARLET V., BARIN F. for the viral hepatitis study
group of the french society of blood transfusion. HCV RNA in blood donors with isolated
reactivities by third-generation RIBA. Transfusion, 2000 ; 40 : 867-70.

51- LERUEZ-VILLE M., NGUYEN Q.T., COHEN P., COCCO S., NOUYOU M., FER-
RIERE F., DENY P. Large-scale analysis of hepatitis C virus serological typing : assay
effectiveness and limits. J. Med. Virol., 1998 ; 55 :18-23.

52- LOHMANN V., KORNER F., HERIAN U., BARTENSCHLAGER R. Biochemical
properties of hepatitis C virus NS5B RNA-dependent RNA polymerase and identification

of amino acid sequence motifs essential for enzymatic activity. J. Virol., 1997 ;71 : 8416-
8428.

53- LOK A.S., GUNARATNAM N.T. Diagnosis of hepatitis C. Hepatology, 1997 ; 26 :
48S-56S.

54- LOUSTAUD-RATTI V., LUNEL F. Manifestations extra-hépatiques des infections
par le virus de I’hépatite C. Rev. Prat., 2000 ; 50 : 1089-1093.

55- LUCIDARME D., ILEF D., HARBONNIER J, JACOB C., DECOSTER A., DELA-
MARE C., CYRAN C., VAN HOENACKER A F., FREMAUX D., JOSSE P., EMMA-
NUELLI J., FILOCHE B. Etude prospective multicentrique de I’incidence et des facteurs
de risque de I’infection par le virus de I’hépatite C dans un échantillon de toxicomanes du

nord-est de la France. Méthodologie, premiers résultats. Journées scientifiques de I’InVS ;
23-24 novembre 2000.

56- MANIEZ-MONTREUIL M., DUBOIS F. Interprétation de la sérologie du virus de
I’hépatite C : immunoblot et amplification génomique. Transfus. Clin. Biol., 2000 ;
7 (suppl 1) : 25-30.

57- MARCELLIN P. Conférence internationale de consensus sur I’hépatite C. Gazette de
la Transfusion, 1999 ; 156 : 21-28.

106

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



58- MATSUMOTO M., HWANG S.B., JENG K.S., ZHU N., LAI M.M. Homotypic
interaction and multilerisation of hepatitis C virus core protein. Virology, 1996 ; 218 :
8416-8428.

59- MISSALE G., BERTONIR., LAMONACA V., VALLI A., MASSARI M., MORI C.
et al. Different clinical behaviors of acute hepatitis C virus infection are associated with

different vigor of the anti-viral cell-mediated immune response. J. Clin. Invest., 1996 ; 98 :
706-14.

60- MOLDWAY J., DENY P., POL S., BRECHOT C., LAMAS E. Detection of hepatitis
C virus RNA in peripheral blood mononuclear cells of infected patients by in situ hybri-
dization. Blood ; 83 : 269-273.

61- NAKAJIMA N., HIJIKATA M., YOSHIKURA H., SHIMIZU Y .K. Characterization
of long-term cultures of hepatitis C virus. J. Virol., 1996 ; 70 : 3325-3329.

62- NAOUMOV V.N. Hepatitis C virus infection in Eastern Europe. J. Hepatol., 1999 ;
31 (suppl 1) : 84-87.

63- PADULA D., RODELLA A., SPANDRIO M., ROSSINI A., CARIANI E. Sponta-
neous recovery from perinatal infection due to hepatitis C virus. Clin. Infect. Dis., 1999 ;
28 : 141-142.

64- PAPE G.R., GERLACH T.J., DIEPOLDER H.M., GRUNER N., JUNG M.C., SAN-
TANTONIO T. Role of the specific T-cell response for clearance and control of hepatitis C
virus. J. Viral. Hepat., 1999 ; 6 : 36-40.

65- PAWLOTSKY J.M. Les outils virologiques dans le diagnostic et la prise en charge de
I’hépatite C. Médecine et Thérapeutique, 1999 ; 5 : 515-521.

66- PAWLOTSKY J.M., BOUVIER-ALIAS M., HEZODE C., DARTHUY F., REMIRE
J., DHUMEAUX D. Standardization of hepatitis C virus RNA quantification. Hepatology,
2000 ; 32 : 654-659.

67- PAWLOTSKY J.M., LONJON 1., HEZODE C., RAYNARD B., DARTHUY F. et al.
What strategy should be used for diagnosis of hepatitis C virus infection in clinical labo-
ratories ? Hepatology, 1998 ; 27 : 1700-1702.

68- PAWLOTSKY J.M., TSAKIRIS L., ROUDOT-THORAVAL F., PELLET C.,
STUYVER L., DUVAL J., DHUMEAUX D. Relationship between hepatitis C virus geno-
types and sources of infection in patients with chronic hepatitis C. J. Infect. Dis., 1995 ;
171 : 1607-1610.

69- PAYEN J.L., IZOPEK J., BARANGE K., PUEL J., SELVES J., PASCAL J.P. Réin-
fection par le virus de 1I’hépatite C apres une injection intraveineuse de drogue. Gastroen-
terol. Clin. Biol., 1998 ; 22 : 469-477.

70- PESSIONE F., DEGOS F., MARCELLIN P., DUCHATELLE V., NJAPOUM C,,
MARTINOT-PEIGNOUX M. et al. Effect of alcohol consumption on serum hepatitis C
virus RNA and histological lesions in chronic hepatitis C. Hepatology, 1998 ; 27 : 1717-
1722.

71- PETERSON J., GREEN G., LIDA K., CALDWELL B., KERRISON P., BERNICH
S. et al. Detection of hepatitis C core antigen in the antibody negative « window » phase of
hepatitis C infection. Vox Sang, 2000 ; 78 : 80-85.

107

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



72- PILERI P., UEMATSU Y., CAMPAGNOLI S. S, GALLI G., FAGULI F.,
PETRACCA R., WEINER A.J., HOUGHTON M., ROSA D., GRANDI G., ABRIGNANI
S. Binding of hepatitis C to CD81. Science ; 282 : 938-941.

73- PILLONEL J., LAPERCHE S., SAURA C., COUROUCE A.M. and transfusion
transmissible agents working group (GATT). Trends in risk of transfusion-transmitted
viral infections in France, 1992 to 2000. Soumis a publication dans Transfusion.

74- POL S., LAMORTHE B., THIN.T., THIERS V., CARNOTF., ZYLBERBERG H. et
al. Retrospective analysis of the impact of HIV infection and alcohol use on chronic hepa-
titis C in a large cohorte of drug users. J. Hepatol., 1998 ; 27 : 945-950.

75- POL S., ZYLBERBERG H. Formes cliniques et évolution de I’hépatite C. Rev. Prat.,
2000 ; 50 : 1083-1088.

76- POYNARD T., BEDOSSA P., OPOLLON P. for the OBSVIRC, METAVIR, CLI-
NIVIR and DOSVIRC groups. Natural history of liver fibrosis progression in patients with
chronic hepatitis C. Lancet, 1997 ; 349 : 825-832.

77- POYNARD T., RATZIU V., BENHAMOU Y., REGIMBEAU C. Traitement et pré-
vention de I’hépatite C. Rev. Prat., 2000 ; 50 : 1100-1107.

78- PRINCE A.M., HUIMA-BYRON T., PARKER T.S., LEVINE D.M. Visualisation of
hepatitis C virions and putative defective interfering particles isolated from low density
lipotroteins. Journal of Viral hepatitis, 1996 ; 3 : 11-17.

79- PROUST B., DUBOIS F., BACQ Y., LE POGAM S., ROGEZ S., LEVILLAIN R.,
GOUDEAU A. Two successive hepatitis C virus infections in a intraveinous drug user.
J. Clin. Microbiol., 2000 ; 38 : 3125-3127.

80- PURO V., PETROSILLO N., IPPOLITO G. Risk of hepatitis C seroconversion after
occupational exposures in health care workers. Am. J. Infect. Control., 1995 ; 23 : 273-
277.

81- QUERENGHI F., ZOULIM F. Le virus de I’hépatite C. Rev. Prat., 2000 ; 50 : 1060-
1065.

82- Rapport du groupe d’experts réuni sous I’égide de I’ AFSSAPS. Place du dépistage de
I’Ag VHC dans la quantification biologique des don de sang, de cellules, d’organes et de
tissus. Juillet 2000.

83- RICE C.M. Flaviviridae : the virus and their replication. In Fields BN, Knipe DM,
Howley PM, Fields Virology 1996 third edition, (p. 931-959), Lippincott-Raven publi-
shers, Philadelphia.

84- SCHROTER M., FEUCHT H.H., SCHAFER P., ZOLLNER B., POLYWKA S.,
LAUEFS R. Definition of false-positive reactions in screening for hepatitis C virus antibo-
dies. J. Clin. Microbiol., 1999 ; 37 : 233-234.

85- SERFATY L., MAVIER P., VALLA D. Quels sont les modes de transmission non
transfusionnels du virus de 1I’hépatite C ? Gastroenterol. Clin. Biol., 1995 ; 19 : 525-533.

86- SHIMIZU Y .K., FEINSTONE S.M., KOHARA M., PURCELL R.H., YOSHIKURA
H. Hepatitis C virus : detection of intracellular virus particules by electron microscopy.
Hepatology, 1996 ; 23 : 205-1209.

108

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001



87- SIMMONDS P., SMITH D.B., Mc OMISH F., YAP P.L., KOLBERG J., URDEA
M.S., HOLMES E.C. Identification of genotypes of hepatitis C virus by sequence compa-
risons in the core, E1 and NS5 regions. J. Gen. Virol., 1994 ;75 : 1053-1061.

88- SIMMONDS P., ALBERTT A., ALTER H.J.,, BONINO F., BRADLEY D.W., BRE-
CHOT C. and the Collaborative Study Group. A proposed system for the nomenclature of
hepatitis C viral genotypes. Hepatology, 1994 ; 19 : 1321-1324.

89- SMITH D.B., PATHIRANA S., DAVIDSONF., LAWLORE.,POWERJ., YAPP.L.
et al. The origin of hepatitis C virus genotypes. J. Gen. Virol., 1997 ;78 : 321-328.

90- TANAKAE.,OHUEC., AOYAGIK., YAMAGUCHIK., YAGIS., KIYOSAWA K.
et al. Evaluation of a new enzyme immunoassay for hepatitis C virus (HCV) core antigen
with clinical sensitivity approximating that of genomic amplification of HCV RNA. Hepa-
tology, 2000 ; 32 : 383-393.

91- THOMAS S.L.., NEWELLM.L., PECKHAM C.S., ADES A.E., HALL A.J. A review
of hepatitis C virus (HCV) vertical transmission : risks of transmission to infants born to

mothers with and without HCV viraemia or human immunodeficiency virus infection. /nt.
J. Epidemiol., 1998 ; 27 : 108-117.

92- TIBBS C.J. Methods of transmission of hepatitis C. Journal of viral hepatitis, 1995 ;
2:113-119.

93- TREPO C., PRADAT P. Hepatitis C virus infection in Western Europe. J. Hepatol.,
1999 ; 31 (suppl 1) : 80-83.

94- TSUKIYAMA-KkOHARA K., LIZUKA NEA. Internal ribosome entry site within
hepatitis C virus RNA. J. Virol., 1992 ; 66 : 1476-1483.

95- TSUKUMA H., HIYAMA T., TANAKA S., NAKAO M., YABUUCHI, KITA-
MURA T. et al. Risk factors for hepatocellular carcinoma among patients with chronic
liver disease. N. Engl. J. Me., 1993 ; 24 : 1797-1801.

96- VAN DER POEL C. Hepatitis C virus and blood transfusion: past and present risks.
J. Hepatol., 1999 ; 31 (suppl 1) : 101-106.

97- VAN DER POEL C.L., CUYPERS H.T., REESINK H.W. Hepatitis C virus six years
on. Lancet, 1994 ; 344 : 1475-1479.

98- WEINER A., ERICKSON A.L., KANPOSON J. et al. Persistent hepatitis C virus
infection in chimpanzee is associated with emergence of a cytotoxic T lymphocyte escape
variant. Proc. Natl Acad. Sc. USA, 1995 ; 92 : 650-658.

99- WEJSAL R. Sexual transmission of hepatitis C virus. J. Hepatol., 1999 ; 31 (suppl
1):92-95.

100- ZINEGO A.L., BRECHOT C. Extrahepatic manifestations of HCV infection : facts
and controversies. J. Hepatol., 1999 ; 31 : 369-376.

109

Cahier de Formation - Virus des hépatites B, delta, C, G et TTV 2001






IS VIRUS DES « HEPATITES » G ET VIT I
F. DENIS
(Service de Bactériologie-Virologie-Hygiéne, Faculté de Médecine, Limoges)

CAHIER BIOFORMA

Formation

version numérique

Apres la découverte a 1’aide de techniques immunologiques des virus des hépatites A
(1973), B (1969), puis celle du virus de I’hépatite C (1989) griace aux techniques de bio-
logie moléculaire et enfin du virus de I’hépatite E (1990), reste un certain nombre de cas
d’hépatites, environ 3 % selon Alter et Bradley [1] qui ne peuvent étre reliées a aucun de
ces cinq virus ; on a désigné ces hépatites sous le nom d’hépatite non A-E.

Toutes les approches sont utilisées pour mettre en évidence de nouveaux virus des hépa-
tites en utilisant du matériel biologique de patients présentant des hépatites non A-E, en
utilisant des inoculations a différentes especes de singes, en tentant des cultures, en
essayant de visualiser des virus au microscope €lectronique et surtout, forts du succes
obtenu grace a la biologie moléculaire avec la découverte de I’hépatite C, en utilisant des
techniques de biologie moléculaire.

Plusieurs approches ont été tentées [2] : amplification génique en partant de séquences
conservées au sein d’une famille virale, PCR soustractive appelée RDA (representational
difference analysis), ou méthode utilisant une génotheque d’ADN complémentaire et des
amplifications selon la technique SISPA (sequence independant single primer
amplification).

Ces techniques remarquables, extrémement sensibles, sont susceptibles de livrer le
génome de nouveaux agents infectieux sans préjuger de leur pathogénicité.

Le virus des « hépatites » G et le virus « transmissible par transfusion » découverts respec-
tivement en 1995 et 1997 sont a mettre au crédit des techniques de biologie moléculaire,
mais si leur diffusion au sein des populations est considérable, leur pouvoir pathogene
reste a démontrer. Mais restent-ils des virus orphelins ?
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Le « nouveau » virus a une longue histoire puisque c’est en 1967 que Dienhardt et ses col-
laborateurs [9, 44] ont inoculé par voie intraveineuse a des singes le sérum d’un chirurgien
(initiales GB) prélevé au troisieme jour d’un épisode ictérique. Il s’agissait de singes du
genre Saguinus (tamarins).

En utilisant une approche voisine de celle utilisée pour mettre en évidence le virus de
I’hépatite C, avec fabrication d’une librairie d’ ADN complémentaire de I’agent recherché,
I’équipe de Mushahwar [16, 42, 59], travaillant avec les laboratoires Abbott et utilisant des
amplifications selon la méthode SISPA (sequence independant single primer amplifica-
tion), a mis en évidence a partir des tamarins, en 1995, deux virus séquencés appelés
GBV-A et GBV-B ; puis en utilisant des amorces dégénérées, ils ont a partir du sérum d’un
sujet de I’ Afrique de I’Ouest mis en évidence en 1996 un troisieme virus dit GBV-C [31].
Des études ultérieures ont montré que seul GBV-C était un virus humain et non un virus
du tamarin.

Indépendamment, une autre équipe, celle de Kim, travaillant chez Genelabs Technologies,
a isolé [19, 36, 37, 38] a partir du sérum d’un patient américain présentant une hépatite
non-A non-B non-C, un ARN présumé viral, puis I’a transcrit en ADN complémentaires,
a eu recours a une banque d’expression, puis a amplifié cet ADN complémentaire par la
technique SISPA, enfin ce groupe a procédé a des clonages et obtenu en 1995 a partir de
multiples clones un génome viral qu’il a appelé virus de I’hépatite G (VHG).

Les virus GBV-C et VHG ont tous deux une organisation génomique les rapprochant des
Flaviviridae [1, 52] ; ils sont trés proches 1’un de 1’autre et représentent en fait deux isolats
d’un méme virus.

M I. CARACTERISTIQUES DU VIRUS

On considere actuellement que seul le VHG/GB type C est un virus humain [58, 59]. Les
deux isolats distincts initiaux VHG et GBV-C des deux groupes de chercheurs ont en fait
un taux d’homologie en acides aminés de plus de 95 %, ils ne seront envisagés ici que
comme étant deux représentants d’un méme virus.

I.1.- Structure

Il s’agit d’un virus sphérique de 40 a 60 nm de diametre, enveloppé ou possédant une péri-
capside composée de 2 a 3 protéines virales.
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Des incertitudes persistent quant a sa structure ; notamment quant a 1’existence d’une
capside protéique soit absente chez certains isolats soit grandement amputée chez les
autres [57, 67]. Des techniques de mutagénese dirigée ont déterminé la position du site
d’initiation de la traduction juste avant la s€quence signal de la glycoprotéine d’enveloppe
El.

I.2.- Génome

Le génome est constitué d’un peu plus de 9 100 nucléotides correspondant a un code
ouvert de lecture unique encodant une protéine d’environ 3 000 acides aminés.

Le virus comporte comme le VHC une organisation génomique comportant des genes
structuraux (S) a I’extrémité 5’ codant, faute semble-t-il de core, seulement pour des pro-
téines d’enveloppe E1 et E2 et des genes non structuraux (NS) situés vers 1’extrémité 3’
occupant plus des deux tiers du génome et codant les protéines non structurales NS1, NS2,
NS3, NS4, NS5 (A et B), protéines ayant des activités enzymatiques (NS2 : protéase,
NS3 : protéase/hélicase, NS5B : réplicase). Le tout étant encadré de séquences non
codantes aux deux extrémités (figure 1) [3].

Le génome code une polyprotéine clivée secondairement en différents sites [25,26,49]
(NS3/N S4 ; NS4A/NS4B ; NS5A/NS5B) [4].

Le VHG présente une variabilité génomique bien moindre que le VHC, sans identification
de région hypervariable dans la zone E1.

Le taux de mutation du VHG chez les sujets chroniquement infectés est faible (moins de
107 substitutions de base par site par an) [61].

La comparaison de divers isolats, séquences entieres ou analyses de différentes régions
notamment de la zone 5’ non codante, a permis de proposer une classification en 3 géno-
types majeurs [8].

Le type 1 est surtout rencontré en Afrique de I’Ouest et au Ghana ; le type 2 aux Etats-Unis
et en Europe et le type 3 prévaut en Asie. Récemment, il a été montré qu’un nouveau type

QEY-C F VG
1 205 642 mDg 1850 1761 1885 280 2642
—ei| ez lmz NSa |HE+A B | nssa NS5-B 2
Ervelogpe Protease  Helcass Heplicase
HS3MSS HS4AMSAB HSEAMSSE
The-Asp Alp-Sir Aln-Ser
L] 1 2 3 4 -] [ i i 9
Les nomines correspondent mp; peides aminds Ntereninaws de chagque protiing | apeks J N, SIMOMNS)

Figure 1 : Organisation génomique du VHG/GBV-C [3]
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avait ét€ découvert en Asie du Sud Est [43], mais on peut s’attendre a la reconnaissance de
quelques autres types et surtout sous-types.

I.3- Etude phylogénétique

Un travail de RN Charrel et al [6, 7], étudiant 1’évolution des virus GBV-A et GBV-C et
de leurs hotes primaires, ont émis I’hypothese et apporté des arguments en faveur de
I’existence d’un mécanisme de co-spéciation entre ces deux virus et leurs hotes respectifs
(s’appuyant sur le gene de 1’ -globine), sur une longue période de 35 millions d’années.
L’infection des simiens et de I’espece humaine serait donc extrémement ancienne.

1.4- Classification

Le virus G est actuellement classé dans la famille des Flaviviridae. 11 est assez éloigné du
VHC avec lequel il a une homologie de séquence en acides aminés de 30 % seulement. On
a pu proposer un arbre phylogénétique des Flaviviridae et le situer par rapport au VHC, au
GBV-A et GBV-B et aux autres arbovirus (figure 2). Une comparaison de 1’organisation
génomique entre le virus G et ses proches parents est schématisée dans la figure 3 [6].

| VOVE
CAHIER BIOFORMA
F DE ® GEV-B
ormation i
version numérique
VHC
WHG1
VHG2 GBV-A L
GEV-C
KLN
DEMY
WHG : virus de I'hépatite G VCP : virus du choléra du pore
GBV : virus GB VFJ : virus de la fiévre jaune
VHC : virus de I'hépatite C KUN : virus Kunjin
VDBV : virus de la diarrhée DEN 1 : virus de la dengue
virale bovine type 1

Figure 2 : Arbre phylogénétique des Flaviviridae [3]

I.5- Réplication

Chez les hotes infectés, le virus a été détecté a des titres faibles dans de nombreux tissus
tels que foie, moelle osseuse, rate et cellules mononucléées périphériques [30, 51]. En fait,
I’identification du site principal de réplication du virus reste peu documenté.
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Figure 3 : Organisation comparée des génomes des virus de I’hépatite C,
des GBV-A, GVC-B et VHG/GBV-C [6]

Le caractere hépatotrope du virus initialement suspecté est remis en cause devant le faible
taux viral dans le foie et ’absence de détection d’ARN viral antigénomique dans cet
organe [27, 29] ; mais aussi devant 1’élévation modeste et inconstante des transaminases
chez les sujets infectés par le VHG et du fait de 1’absence de lien temporel entre leur é1é-
vation et les fluctuations de la virémie. Toutefois, si on retrouve des titres plasmatiques
élevés [32], le site de production du virus et la clairance restent inconnus.

CAHISER BIOFORMA
Formation

M II. DIAGNOSTIC VIROLOGIQUE

Comme pour tout virus, le diagnostic virologique comporte deux approches, le diagnostic
direct visant a rechercher le virus ou ses constituants et le diagnostic indirect recherchant
la réponse immune de I’organisme dont les anticorps.

I1.1- Diagnostic direct
I1.1.1- Culture

Des essais de culture sur systeme cellulaire ont été tentés. Si des réplications limitées ont
été obtenues sur cultures primaires de cellules mononucléées de sang périphérique stimu-
l1ées et sur diverses lignées hépatiques ou lymphoides, cette approche par culture cellulaire
ne saurait etre envisagée en routine.

De nombreux primates sont sensibles au virus et permettent sa réplication tels les tamarins
qui peuvent présenter des 1ésions hépatiques ou les chimpanzés qui développent des infec-
tions persistantes mais sans symptomes. Mais 1a encore, le recours a ces animaux ne se
préte pas a un diagnostic de laboratoire.

I1.1.2- Détection de la virémie par technique moléculaire

A partir du sérum, I’ ARN est extrait puis retranscrit en ADN complémentaire. Puis I’am-
plification est effectuée en utilisant des amorces complémentaires de séquences situées
dans les régions 5’ non codantes (5’ UTR), NS3 ou NS5. L’amplification de la région 5’
non codante semble préférable aux autres.
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Différentes techniques sont utilisées PCR, nested-PCR ou hemi-nested PCR. La détection
se fait par électrophorese au gel d’agarose, par chemiluminescence ou par DEIA (DNA
enzyme immuno assay). Plusieurs kits sont commercialisés (Roche, Sorin...) [28].

Il apparait souhaitable de standardiser les techniques [28]. Des méthodes de quantification
du génome dans le sérum ont €té décrites, mais 1’intérét en clinique de la quantification de
la charge virale est a prouver.

L’identification du génotype a partir de la région 5’ non codante ou d’autres zones géno-
miques n’a pas a ce jour d’intérét autre qu’épidémiologique puisque I’on n’a pas démontré
de lien entre un génotype donné et une pathologie quelconque. La virémie pourrait persis-
ter 1 a2 ans.

Il n’existe actuellement pas de test de diagnostic sérologique permettant une détection
d’antigene ou de marqueur spécifique permettant d’identifier des patients virémiques.

I1.2- Diagnostic indirect : sérodiagnostic

De nombreux travaux ont cherché a identifier d’une part des épitopes suffisamment immu-
noréactifs et d’autre part des épitopes ne croisant pas avec les virus voisins que sont les
GBV-A et GBV-B.

On a exploré les antigenes d’enveloppe et des antigenes non structuraux NS3, NS4 et
NSS5A.

11.2.1- Dépistage

Il est apparu que les résultats les plus satisfaisants ont été obtenus en recherchant par tech-
nique immunoenzymatique (ELISA) des anticorps dirigés contre 1’antigene d’enveloppe
E2 [50]. La source d’antigene est une protéine recombinante E2 exprimée en cellules ova-
riennes de Hamster (CHO) [14, 62, 63].

11.2.2- Test complémentaire

On a proposé pour limiter les réactions faussement positives de recourir a des tests complé-
mentaires en utilisant des immunoblots avec des dépots sous forme de bandes de protéines
recombinantes structurales et non structurales [56], voire des techniques sandwich [39] ou
méme une radioimmunoprécipitation [50].

On est actuellement frustré de ne pas disposer de trousse fiable permettant la recherche
d’anticorps anti-VHG dans la fraction IgM.

I1.3- Interprétation des marqueurs viraux VHG

On constate d’apres le tableau I di a Tacke et al [62] que le génome et les anticorps anti E2
sont rarement retrouvés simultanément dans le sérum des patients. Ces marqueurs peuvent
se chevaucher [3, 11, 13], mais ils sont le plus souvent exclusifs : 1’apparition des anti-
corps anti E2 est annonciatrice de la fin de la virémie.

Chez les porteurs chroniques, les anti E2 peuvent étre indétectables ou apparaitre de facon
intermittente [2, 32, 33]. Les connaissances concernant 1’incapacité de 1’organisme a pro-
duire des anticorps neutralisants ou 1’aptitude du virus a échapper a I’immunosurveillance
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Tableau I : Détection du génome du virus G et des anticorps dans le sérum
en fonction des facteurs de risque (adapté de Tacke)

Groupe/Sujets Anticorps anti E2 | ARN du VHG ARN-+/anti E2+ ARN+ et/ou anti E2+
Antécédents
Drogue IV 54 % 26 % 8 % 73 %
Transfusion 40 % 14 % 2 % 52 %
Hémophilie 13 % 34 % 13 % 53 %
Donneurs de sang sains 0,5 % 2,5 % 0,5 % 16 %

Tableau II : Interprétation des tests de diagnostic lors de l’infection par le virus G

Résultats Interprétation

Anticorps anti E2 ARN du VHG

- + Infection aigu€ ou chronique

+ + Infection chronique ou évolution
favorable ou réactivation

+ - Infection ancienne

- - Pas d’infection

sont a ce jour tres limitées. On a observé que les infections chroniques sont particuliere-
ment fréquentes chez les sujets immunodéprimés.

On peut interpréter schématiquement les résultats de ces deux marqueurs (tableau II) et
dire qu’actuellement seules les techniques de biologie moléculaire permettent d’identifier
une infection active et un risque de contagiosité.

™ III. EPIDEMIOLOGIE

Les éléments disponibles pour établir des données fiables de prévalence sont la résultante
de deux approches différentes, la recherche génomique d’une part et les enquétes sérolo-
giques d’autre part.

I11.1- Population générale
Par recherche de génome, on a pu démontrer la diffusion mondiale du virus avec des pré-
valences comprises entre 1 % et 4 % dans différents pays.

Les tests sérologiques avec détection des anti E2 sont fréquemment positifs dans la popu-
lation générale (3 a 20 %), ils montrent une diffusion virale encore plus élevée que ce que
laissaient penser les enquétes initiales.
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La séropositivité est comprise entre 2 % et 8 % en Asie et Amérique du Nord, se situe entre
10 et 15 % en Europe et est voisine de 20 % en Afrique du Sud et en Amérique du
Sud [14, 53].

I11.2- Mode de transmission

- La transmission par le sang est indéniable [40, 55] puisque 1’on retrouve une virémie
chez 20 % des polytransfusés et chez 30 % des drogués par voie intraveineuse. Si on
combine virémie et sérologie on retrouve dans I’étude de Tacke et al [62] au moins un
marqueur G chez plus de 50 % des polytransfusés ou des hémophiles et chez plus de 70 %
des drogués IV [60].

La fréquence élevée des marqueurs G chez les porteurs de virus VHB et VHC (10 a 20 %
des sujets sont virémiques pour le VHG) suggere des modalités de transmission similaires.

- La transmission par contact est possible, mais les concentrations virales dans la salive ou
le sperme sont faibles [48]. Si la transmission vénérienne existe [18] et si le virus est pré-
sent dans 50 % des spermes des sujets virémiques, elle serait apparemment faible [65].
Plusieurs arguments plaident en faveur d’une transmission « domestique ».

- La transmission mere-enfant est bien documentée et a fait récemment I’objet d’une revue
d’ensemble [4] La prévalence de la virémie chez les femmes enceintes estde 2 a4 % [17,
22, 41] ; le taux de transmission va selon les auteurs de 24 a 64 % et les virémies élevées
favorisent cette transmission [35]. On connait mal le moment de la transmission in utero,
en période périnatale voire postnatale. On n’observe pas de manifestations cliniques chez
I’enfant.

- La possibilité d’une transmission par vecteurs a été€ évoquée [54]. Le virus est largement
répandu au niveau de la planete et on peut estimer qu’entre 500 millions et 1,2 milliard
d’individus ont été exposés au virus.

CAHI;IEl BIOFORMA
Formation

M IV. SYMPTOMATOLOGIE

Le virus G mérite-t-il le nom de virus de 1I’hépatite G ? La question mérite d’étre posée.

Nous avons vu que les titres viraux dans le foie sont modérés. Par ailleurs, chez les don-
neurs de sang, la détection du génome n’est pas significativement différente selon qu’ils
ont des transaminases élevées ou normales : 2,3 % vs 1,7 % dans une étude, 1,7 % vs
1,5 % dans une autre réalisée chez les donneurs de sang américains. Les recherches géno-
miques sont rarement positives dans les hépatites aigués. Une polémique est née sur un
éventuel role joué par le virus G dans les hépatites fulminantes. Les études portant sur des
séries importantes et des patients de divers continents sont contradictoires.

Il semblerait que de nombreux patients aient €té transfusés massivement avant d’€tre testés
a la recherche d’une virémie G. Une méta-analyse [24] reprenant les données de 22 études
publiées, retrouve une virémie de 20 % dans les hépatites fulminantes non B-non D et un
chiffre supérieur a 20 % dans les hépatites fulminantes avérées B ou D. On a aussi invoqué
le role joué par des mutants spécifiques du virus G dans ces hépatites fulminantes, mais la
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aussi les données sont contradictoires [21]. Il semble que dans ce contexte, le virus G soit
un « passant innocent ».

La participation du virus dans les hépatites chroniques est également discutée [2], la majo-
rit€ des sujets infectés par le virus G ne présente pas de symptomatologie clinique ou
biologique, seule une faible proportion présente une élévation transitoire du taux de tran-
saminases (ALT). Les taux d’ALT sont généralement inférieurs a ceux retrouvés dans les
hépatites C et les sujets infectés par le VHC ou co-infectés par VHC/G ne présentent pas
de taux de transaminases significativement différents. Toutes les études concluent a une
absence de lien entre virus G et pathologie hépatique ou méme 1’aggravation d’une patho-
logie hépatique sous jacente [5].

De méme, pour Tagger et al [64], si le virus joue un role dans la genese de 1’hépatocarci-
nome, celui-ci serait modeste puisque la population pour laquelle le risque serait attri-
buable au virus G serait de 4 %, de 22 % pour le VHB, de 36 % pour le VHC et de 52 %
pour I’alcool.

De méme, la participation du virus dans des aplasies médullaires dans un contexte d’hé-
patite [34, 69], dans des cryoglobulinémies, des glomérulonéphrites, des syndromes de
Sjogren, des scléroses en plaque, des hémopathies malignes (lymphomes, Hodgkin) [68] a
été recherchée, mais de maniére non concluante.

Au total, la contribution de ce virus dans une pathologie infectieuse quelconque hépatique
ou autre semble nulle. Par prudence, il importe toutefois de ne pas exclure tout pouvoir

pathogene 1i€ a certains génotypes ou mutants, ce qui nécessite des investigations
complémentaires.

M V. PREVENTION ET TRAITEMENT

En théorie, les stratégies de prévention du virus G peuvent étre calquées sur celles utilisées
pour prévenir les infections par les virus B et C. Chez les donneurs de sang, le dépistage du
génome et/ou des anticorps a donné lieu a un débat.

Mais, d’une part le pouvoir pathogene du virus G n’est pas prouvé, d’autre part une pro-
portion importante des sujets sains (dont les donneurs de sang) possedent dans leur sérum
ARN viral et/ou anticorps (3 a 20 %).

De ce fait, un dépistage coliteux d’un agent infectieux « orphelin » qui exclurait un pour-
centage non négligeable de donneurs de sang est-il justifié ? La question est posée.

La justification de traitements curatifs est également a démontrer. On a observé chez des
patients présentant une infection par VHB ou VHC co-infectés par le virus G et traités par
interféron ( (IFN), que le traitement induit fréquemment une chute de la virémie G [15, 23,
46, 66], mais que cette action est le plus souvent transitoire.

En cumulant les données de la littérature, il apparait que le traitement a base d’interféron
est inactif chez 35 % des patients, entraine une rémission complete chez 15 % des sujets
traités et une rémission suivie d’une rechute apres arrét du traitement chez les sujets res-
tants (50 %).
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La variabilité de la réponse a I’IFN pourrait €tre fonction de la dose utilisée, elle est liée au
niveau de la virémie puisque les virémies inférieures a 100 000 copies/ml auraient une
réponse plus soutenue que les virémies plus élevées.

La ribavirine ne semble pas influencer la virémie G.

Il faut préciser que chez les sujets co-infectés VHC et VHG la présence du virus G ne
modifie pas la réponse du VHC au traitement, pas plus que la virémie VHC... [20].

En I’absence de pathogénicité prouvée du virus, des essais thérapeutiques visant unique-
ment le virus G ne sont pas justifiés.

M CONCLUSION

Dans une synthese sur les virus émergents, nous avions conclu que « les outils précieux
que sont les techniques de biologie moléculaire ont slirement un revers dii précisément a
ce qui font leur qualité, a savoir leur sensibilité, car ils permettent certainement de détecter
des génomes dont nous ne savons que faire ».

Le virus dit de I’hépatite G semble €tre une illustration de cette prédiction, tres répandu
chez les humains, il semble avoir co-évolué avec eux et étre dénué de pouvoir patho-
gene [3, 10, 45, 47].

Mais la prudence impose des études complémentaires avant d’affirmer que ce virus n’est
pas pathogene.

Des commentaires et questions formulés en 1995 [12] sur ce virus restent d’actualité, il
était dit que le virus VHG/GBV-C :

- est un « beau » modele virologique témoin d’un succes de la biologie moléculaire

- est peut-étre le premier virus d’une longue série de virus innocents dont nous sommes
porteurs ?

- n’a peut-&tre pas dit son dernier mot : pathologies rares ?

- pose la question de savoir, s’il n’est pas associé a une pathologie, s’il est scientifiquement
valide et éthiquement juste de ne pas le rechercher et de le transmettre ?
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Ce nouveau virus a ét€ découvert en 1997 par Nishizawa et al [6] et désigné par les initiales
d’un patient (TT) présentant une hépatite post-transfusionnelle... et non comme on 1’af-
firme souvent par I’acronyme TTV pour « Transfusion Transmitted Virus ».

Ce virus a été mis en évidence grace au procédé de PCR soustractive, appelée Represen-
tational difference analysis (RDA) schématisé dans la figure 1.

' ) ALAT 4
— | N\
t
‘ Echantillons
de sang

PCR soustractive

v

Identification du Clone N22

\

Clonage et séquencage du génome du TTV

Figure 1 : Découverte et caractérisation du TTV

Par PCR soustractive (representational difference analysis, RDA) a partir de sérum du patient TT,
un premier clone contenant la séquence N22 (500 pb) a été identifié a partir duquel le reste du génome a été analysé.
La RDA est une technique de PCR qui amplifie par amplifications sélectives successives des ADNs uniques au sein
d’un mélange d’acides nucléiques. Ces ADNs sont identifiés par comparaison avec un deuxieme mélange d’ ADNSs tres
proche du premier dans sa composition, par exemple le plasma d’un sujet avant et apres infection par le virus a identifier.

M I. CARACTERISTIQUES DU VIRUS

I.1- Classification

On a considéré que le TTV était apparenté a la famille des Parvoviridae, mais en fait il est
sans homologie pour les séquences en acides aminés avec les autres parvovirus connus,
notamment avec le parvovirus B19 [3].
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Tableau I : Caractéristiques comparées du TTV, du CAV et du parvovirus B19
adapté de Bendinelli et al [1]

Propriétés Parvovirus B19 Circovirus porcin (CAV) TTV
Structure virale
Forme Non enveloppé Non enveloppé Parvovirus - like
Nucléocapside Nucléocapside ou
isométrique. isométrique. Circovirus - like
Des projections peuvent Des projections peuvent
étre présentes &tre présentes
Taille (nm) 18-22 23-25 30-35
Symétrie Icosaédrique Icosaédrique Icosaédrique
Propriétés
physiochimiques
Densité CsCl (g/ml) 1,38-1,51 1,33-1,34 1,21-1,35
Stabilité Résistance aux solvants, Résistance aux solvants, Résistance aux solvants,
a la chaleur seche a la chaleur seche a la chaleur seche et
et aux pH acides et aux pH acides probablement
aux pH acides
Génome
Type ADN simple brin ADN simple brin ADN simple brin
Taille ~5,0kb ~2,3kb ~ 3,8 kb
Forme Linéaire Circulaire Circulaire
Polarité Négative et positive Négative Négative
ORFs ORF-S et ORF-L VP1, VP2, VP3 ORF]1, ORF?2 et autres
et autres plus petits plus petits
Variabilité Faible Faible Elevée

Il s’agit d’un virus nu a ADN circulaire simple brin négatif d’environ 3 850 bases. Du fait
de sa structure, il est apparenté aux Circoviridae, virus jusque la retrouvés seulement dans
le monde animal [4]. Ses caractéristiques sont représentées comparativement a celles du
Circovirus porcin et du parvovirus B19 (tableau I).

Il constitue peut-Etre le premier représentant d’une nouvelle famille, celle des
Circinoviridae.

I.2- Génome
Son génome est représenté schématiquement dans la figure 2.

Le génome comporte plusieurs cadres ouverts de lecture dont deux majeurs (ORF1,
ORF2). On a récemment identifié au niveau du génome des zones hypervariables (HVR-1,
HVR-2, HVR-3).

Les différentes souches de ce virus présentent une variabilité qui a permis de distinguer
plusieurs grands génotypes en s’appuyant soit sur le génome complet soit sur la région 5’
non codante. On reconnait trois types chez les chimpanzés et au moins trois types impor-
tants chez I’homme. Certains auteurs vont jusqu’a reconnaitre 7 voire 10 types diffé-
rents [9]. Les souches humaines sont selon les types plus ou moins proches des souches
simiennes, mais elles en sont néanmoins distinctes.
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Figure 2 : Organisation du génome du TTV.

ADN simple brin circulaire de polarité négative. Sur le brin complémentaire ont été identifiées trois phases ouvertes
de lecture (open reading frame, ORF) : ORF1 (possible protéine de capside), ORF2 (protéine non structurale associée
a la réplication ?), ORF3 (fonction inconnue), et une région non codante, UTR. N22 : premiere séquence de TTV
identifiée, actuellement utilisée pour le typage moléculaire des souches et la surveillance épidémiologique.
HVR : région hypervariable du génome. 1 : origine de réplication.

M II. DIAGNOSTIC VIROLOGIQUE

Le diagnostic actuel est un diagnostic direct reposant sur la recherche sur sérum ou plasma
du génome par PCR, plus exactement par PCR nichée ou semi nichée, en amplifiant les
zones conservées entre les variants les plus divergents actuellement connus ; on a amplifié
tout d’abord la région ORF1 (N22) plus récemment I’UTR région non codante. La PCR
amplifiant cette zone est plus performante (tableau II).

Selon Simmonds, la virémie quantitative se situe entre 50 et 50 000 copies ADN/ml
(moyenne géométrique 620) [8].

On ne dispose pas a ce jour de test sérologique permettant une détection d’antigene pas
plus qu’un diagnostic indirect par sérodiagnostic, mais un diagnostic par recherche d’an-
ticorps est envisageable, encore faut-il que les anticorps soient contemporains de la viré-
mie et ne constituent pas seulement les stigmates d’une infection ancienne.

La persistance de la virémie chez des patients asymptomatiques pose un probleme de
compréhension du mécanisme qui permet au virus d’échapper aux moyens de défense de
I’hote.

M I1I. EPIDEMIOLOGIE

Le TTV est essentiellement transmis par le sang (transfusion, produits dérivés) et par voie
fécale-orale, mais des cas de transmission de la mére a 1’enfant existent ; cette transmission
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Tableau II : Prévalence de la virémie TTV et épidémiologie moléculaire
dans différentes parties du monde

Pays Positivité PCR Génotypes identifiés
ORF1 UTR

Afrique
Congo 43-44 1,2, ANT
Egypte 29 85 1,2
Gambie 86 1,2,ANT
Kenya Non connu 1-3, 8-10
Niger 52 1,2,3,ANT
Soudan 7 2
Asie
Chine 5-11 1,2
Japon 10-58 70-93 1,2,3,4-8, ANT
Corée 14 1,2,4
Mongolie 43 1,24
Myanmar - 96 1,2
Népal - 82 1,24
Pakistan 16 1,2,3
Arabie Saoudite 19 100 1
Singapour - 98 -
Taiwan 10-53 =
Thailande 7-36 1,2,3
Europe
Finlande 17 73 -
France 5 1,2,ANT
Allemagne 7-14 1,2,3,4,ANT
Italie 9-50 1,2,3.4
Espagne 14 1,2,ANT
Hollande - 72 -
Angleterre 2-10 47-57 1,2,3,ANT
Amérique du Nord
USA 1-11 1,2,11
Océanie
Papouasie-Nouvelle 75 1,3,ANT
Guinée
Amérique du Sud
Bolivie - 82 1
Brésil 20-62 1,2,3,ANT
Colombie 16 1,2,4
Equateur 71 1,2, ANT

ANT : autres non typés.

se produit soit in utero, soit en période périnatale voire post-natale par 1’allaitement (plus
de 70 % des meres virémiques auraient du virus dans leur lait).

Il est présent chez les sujets virémiques dans pres de 20 % des selles et dans 70 % des
salives avec des titres 100 a 1 000 fois plus élevés dans la salive que dans le sérum.
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Dans les pays ou les conditions sanitaires sont précaires, la transmission communautaire
semble prédominante.

Le virus est largement distribué dans la population générale : 2 a 12 % des donneurs de
sang en sont porteurs. Le risque augmente avec I’exposition parentérale ; ainsi la fréquence
de la virémie chez les hémophiles, les toxicomanes par voie intraveineuse et les hémo-
dialysés dépasse 20 % et peut mé€me atteindre 68 %.

Les données les plus récentes font état de taux considérables de virémies dans les pays en
développement méme dans la population générale : Afrique sub-saharienne : 40 % a 86 %,
Amérique du sud : 59 % a 74 %, Papouasie Nouvelle Guinée : 74 %. Ces taux remettent en
cause les modalités de transmission du virus. Une revue de la littérature mondiale permet
de se faire une idée de la diffusion mondiale du virus et de la répartition des génotypes
(tableau II).

CAHI;IEl BIOFORMA
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M IV. POUVOIR PATHOGENE

IV.1- Expérimental chez I’animal

Une étude expérimentale a été€ conduite chez les chimpanzés ; chez ces animaux apres ino-
culation parentérale, le virus apparait dans les 3 a 4 mois, et persiste 1 a 2 mois sans pas-
sage a la chronicité. Il faut souligner le fait qu’aucune élévation des transaminases, ni
aucune lésion hépatique n’ont été observées chez ces animaux.

L’inoculation au tamarin est restée infructueuse.

IV.2- Chez ’homme

Le pouvoir pathogene initialement soupgconné était essentiellement hépatique. Les études
princeps de Nishizawa et al [6] laissaient penser que les receveurs de sang contaminés par
le TTV présentaient une virémie transitoire sur 15 a 21 semaines. Par la suite, différents
travaux penchaient en faveur d’une virémie durable, puisque retrouvée chez des sujets
ayant recus des concentrés suspects plus de 10 ans auparavant... Tous ces éléments sont en
faveur d’une persistance prolongée du virus dans I’organisme, mais cette présence n’est
pas forcément corrélée avec une pathologie chronique.

L’implication du TTV dans les hépatites post-transfusionnelles, argumentée initialement
sur une association virémie-transaminases élevées [6], est discutée par Simmonds et al [5]
devant I’absence des symptomes chez les receveurs de sang et la rareté des hépatites post-
transfusionnelles sans rapport avec la fréquence des virémies trouvées dans la population
générale et chez les donneurs de sang.

Les travaux de Naoumov et al [5] vont dans le méme sens puisque pour ces auteurs, 58 %
des sujets présentant une virémie pour le TTV ont des fonctions hépatiques normales ; de
plus, 71 % des sujets qui ont subi une biopsie hépatique ne présentent pas de 1é€sions hépa-
tiques significatives.

La prévalence de la virémie est tres élevée au Japon dans les hépatites fulminantes non
A-G ou chroniques cryptogénétiques (46-47 %) ; elle est plus modérée en Europe dans les
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hépatites chroniques dans leur ensemble, notamment B ou C (environ 20 %) et non B
non C (38 %) [5]. Mais les auteurs des €études les plus récentes s’accordent a reconnaitre
que le pouvoir pathogene du TTV, notamment hépatique, n’est pas confirmé, méme si le
virus est présent dans le foie ou dans la bile a un titre élevé.

Le pouvoir pathogene est €également battu en breche par les résultats des PCR utilisant des
amorces dans les régions non codantes qui ont révélé des prévalences considérables avec
détection génomique dans le plasma de 80 % voire 90 % des sujets avec une réplication
active, mais sains.

Toutefois, on ne peut exclure I’hypothese selon laquelle seulement certains génotypes ou
variants du TTV pourraient étre impliqués dans des hépatites aigué€s ou chroniques [9].

M V. PREVENTION ET TRAITEMENT

L’opportunité d’un dépistage en transfusion sanguine (par PCR) a été évoquée des la
découverte du virus. L’étude des différents procédés d’inactivation virale appliqués aux
produits sanguins a été entreprise. En I’absence de pathologies associ€es a ce virus, aucune
mesure concrete de prévention n’a €té prise a ce jour.

Le virus est sensible a I’interféron « et la surveillance de I’ADN du TTV permet de vérifier
que les génomes deviennent indétectables chez un peu moins d’un sujet traité sur deux. La
réponse a I’interféron est inversement proportionnelle au titre viral avant mise sous traite-
ment ; certaines souches résistent a 1’interféron sans que I’on ait élucidé le mécanisme
d’échappement.

8 CONCLUSION

Le TTV est un virus ancien [2], largement distribué dans les populations, pouvant étre
retrouvé chez 80 voire 90 % des individus dans certaines zones géographiques. Il est trans-
mis selon différentes modalités : sur le mode parentéral, mais aussi sur le mode fécal-oral.

La présence du TTV dans de nombreux compartiments, de méme que sa transmission ver-
ticale, explique certainement la large diffusion du virus dans la population générale.

En ce qui concerne la signification d’une virémie TTV, s’agit-il d’un virus résident non
pathogene ou d’un virus impliqué dans des pathologies a découvrir, agissant soit isolément
soit en association avec un autre virus ? Il n’est pas possible actuellement de répondre a ces
questions.

On ne peut lui attribuer actuellement un pouvoir pathogene, mais une pathogénicité peut
éventuellement €tre associée a certains variants ou génotypes. A ce jour, les virémies ne
sont pas associées a des élévations des transaminases ou a des 1ésions hépatiques.

Le TTV ne saurait actuellement étre classé parmi les virus des hépatites [7].
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ADDENDUM au Cahier de Formation numéro 21

Cher Confréere,

Dans I'ouvrage que vous avez regu récemment : « Virus des Hépatites »,
numéro 21 des Cahiers de Formation BIOFORMA, les schémas et
illustrations concernant les exemples de RIBA ( pages 94 et 97) ont été
colorisés en vue de faciliter leur lecture.

Habituellement les experts s’accordent a préférer que soit conservée
une gradation de gris pour apprécier I'intensité de la bande observée.

Vous trouverez ci-joint les schémas et figures concernés exprimés dans
cette configuration.

Nous nous attachons a apporter au contenu de nos Cahiers de
Formation l'attention scientifique la plus rigoureuse possible. Tel est le
but de cet addendum que vous voudrez bien glisser dans le Cahier
numeéro 21 : Virus des hépatites.

Je vous prie de croire, Cher Confrere, en mes sentiments confraternels
et cordiaux.

Adrien BEDOSSA
Président
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Figure 5 : Séroconversion suivie d’une séroréversion chez un malade hémodialysé
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Figure 6 : Infection par le VHC évoluant vers la guérison : séroréversion rapide
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Figure 7 : Evolution des marqueurs sériques a la suite de deux infections successives par le VHC
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