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RÉSUMÉ
Les tests de laboratoire basés sur des techniques de biologie moléculaire sont des outils inestimables 
pour le suivi des patients atteints d’hépatite chronique B. Ils peuvent être utilisés pour les dons de sang, le 
diagnostic de l’infection en fonction de la charge virale (active ou inactive), ils aident à établir le pronostic 
hépatites chroniques à virus sauvage ou à virus mutant (m’exprimant pas l’Ag HBe), la sévérité de la 
maladie et enfi n, ils sont des guides utiles pour l’indication et le suivi des patients traités (identifi cation du 
génotype, recherche de mutations de résistance). 
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HBV : Clinical relevance of the new assays
SUMMARY 
Molecular biology based assays are invaluable tools for the management of chronic viral hepatitis B. They can 
be used to test blood bank donations, diagnose active or inactive infection, help to establish the prognosis, guide 
for the treatment decisions and assess the virological response to therapy. This article reviews current molecular 
biology based techniques and assays, and their practical use in the management of chronic hepatitis B.

KEYWORDS
HBV, quantifi cation, genotype, HBV resistance,

I - Quantifi cation du VHB
Les progrès de la biologie moléculaire ont conduit 
au développement de tests avec une limite de dé-
tection de plus en plus basse (< 100 copies/mL). 
Ces techniques sont basées sur l’amplifi cation du 
signal après une hybridation moléculaire ou une 
amplifi cation de la cible (PCR-TMA) (1, 2). Les 
tests de quantifi cation de l’ADN du VHB actuelle-
ment disponibles fi gure dans tableau I (3-11). Un 
eff ort de standardisation de la quantifi cation de 
l’ADN-VHB a été récemment menée par l’Organi-
sation Mondiale de la Santé (OMS) et devrait per-
mettre de défi nir un facteur de conversion pour 
chaque technique afi n d’uniformiser le rendu de 
résultats (12).

1 - Quand doit-on faire une mesure de la 
charge virale du VHB?
1.1 - Hépatite aiguë

Le diagnostic repose sur des tests sérologiques 
spécifi ques. La mesure de la charge virale n’est 
donc pas utile.

1.2 - Hépatite chronique
Hépatite chronique AgHBe positif, la mesure de la 
charge virale ne s’impose pas (AgHBe est un mar-
queur de réplication virale)(2).
Hépatite chronique AgHBe négatif, la mesure de la 
charge virale permet d’identifi er :
• Un porteur inactif de AgHBs (charge virale <105 
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NOTE 
Cet article 
constitue 
l’adaptation  
de l’atelier «VHB : 
implications 
cliniques des 
nouveaux tests 
ADN VHB » du 
XXXIIème Colloque 
du SNBH (St-
Nazaire, 2003).

copies/ml) (2, 13-14).
• Un patient en phase de rémission (ALT normales 
- faible replication virale <105 copies/ml) (15-16).
• Un patient avec une hépatite chronique à virus 
mutants (replication virale 105- 107copies/ml) (15-
16).

1.3 - Sévérité de la maladie
La persistance d’une réplication virale (importan-
te) est associée à un risque évolutif significatif vers 
la cirrhose ou le développement d’un hépato-car-
cinome. Ce risque est faible en l’absence de répli-
cation virale (2, 14-15).

1.4 - Traitement
La quantification de l’ADN VHB est un outil clé 
pour la décision et la surveillance d’un traitement 
(16).
Décision de traiter :
• Une charge virale >105 copies/mL est un indica-
teur de traitement.
• Une charge virale >108 copies/mL est un facteur 
prédictif de mauvaise réponse au traitement.
Surveillance du traitement :
La mesure de la charge virale va permettre d’éva-
luer :
• l'efficacité du traitement ;
• l'éradication du virus ;
• le suivi à long terme d’un patient ayant répondu 
au traitement ;
• la mise en évidence d’un échappement (résis-
tance virale).
En résumé, la quantification de l’ADN du VHB 
est un outil important pour la prise en charge 
des patients atteints d’hépatite chronique B. 
Cependant il est encore difficile d’établir des 
recommandations d’utilisation en l’absence de 
données concernant la valeur des seuils clini-
quement significatifs.

II - Mutants pré-core
Le variant VHB le plus fréquemment rencon-
tré est celui dont le profil phénotypique cor-
respond à la perte de l’antigène HBe (AgHBe) 
associée à une diminution de la réplication vi-
rale chez les malades porteurs chroniques de 
l’antigène HBs (AgHBs). Ces mutations sur-
viennent spontanément dans la région pré-
core. Les deux mutations les plus importantes 
sont représentées d’une part par l’apparition 
d’un codon stop en position 1896 (G1896A) et 
la double mutation, A1762T et G1764A, appe-
lée mutant basal core promoteur ou BCP (17, 
18). Ces mutations aboutissent à un arrêt de la 
synthèse de l’AgHBe, mais n’empêchent pas la 
réplication virale, qui est cependant plus faible. 
Ces mutants évoluent vers une forme chroni-
que de manière tout à fait distincte de la forme 
sauvage. Les différentes techniques permettant 
la mise en évidence des mutations pré-core et 
BCP sont décrites dans le tableau 2, page sui-
vante (19-21).

1 - Quand doit-on faire une recherche de 
mutants pré-Core ou BCP?
1.1 - Hépatite chronique

La recherche de mutations peut permettre de dif-
férencier les patients infectés par un virus mutant 
des patients en phase de rémission.

1.2 - Sévérité de la maladie 
Des études réalisées dans le bassin Méditerranéen 
et en Asie ont montré une association entre pré-
sence de mutants pré-core ou BCP et sévérité de 
la maladie hépatique. Ces résultats restent contro-
versés (22).

Test Méthode Région Intervalle linéaire de 
Quantification Disponibilité

Ultra-Sens HBV Digene Hybrid-Capture
DigeneCorp, Gaithersburg USA

Amplification du signal
(hybridation)

4700 à
5,7x107 copies/ml oui

Versant HBV DNA 3.0 Assay 
(bDNA) (Bayer Diagnostics USA)

Amplification du signal
(hybridation) Génome complet 3000 à

108 copies/ml oui

Amplicor HBV Monitor*
(Roche Molecular Systems USA)

Amplification de la cible
(PCR manuelle) PréC/C 103 à

4x106 copies/ml oui

Cobas Amplicor HBV Monitor*
(Roche Molecular Systems USA)

Amplification de la cible
PCR semi-automatisée PréC/C 200 à

2x105 copies/ml oui

Cobas TaqMan HBV IVD
(Roche Molecular Systems USA) Amplification de la cible PCR en temps réel PréC/C 35 à

6x108 copies/ml oui

Tableau I
Tests de quantification ADN du VHB.

* La limite supérieure de quantification n’étant pas suffisamment haute, la dilution au 1/10ème ou au 1/ 100ème des échantillons est nécessaire.



LABORATOIRE PRATIQUE

24 SPECTRA BIOLOGIE n° 145 • Mai 2005

1.3 - Traitement
Plusieurs études ont rapporté, chez les patients 
avec une hépatite chronique B à virus mutants, un 
taux de réponse au traitement par interféron, plus 
bas (23). 
En résumé, l’interprétation du rôle clinique ou pa-
thogène des mutations pré-core et BCP doit être 
tempérée par l’infl uence de facteurs confondants 
additionnels (hôte et viraux). La recherche de la 
présence de mutations, pré-core et BCP, doit être 
réalisée dans un but de recherche et ne doit pas, ac-
tuellement, être recommandée pour le suivi en rou-
tine des patients atteints d’hépatite chronique B.

III - Mutations de résistance
Depuis quelques années une avancée importante 
a été réalisée dans le traitement de l’hépatite chro-
nique B avec l’utilisation d’anti-viraux inhibant la 
reverse transcriptase. Chez les patients traités par 
lamivudine  on observe une diminution impor-
tante de la charge virale (3 à 4 log). La limitation 
majeure de ce traitement est l’apparition de muta-
tions de résistance : 14 % à 32 % après 1 an de trai-
tement et 38 % à 58 % après 2 ans de traitement. 
Le développement de cette résistance est associé 
à un échappement (augmentation de la charge 
virale) au traitement dans les 6 mois qui suivent 
l’apparition de la première mutation de résistance 
(24, 25). Ces mutations peuvent être détectées par 
séquençage direct, par hybridation inverse et/ou 

polymorphisme de taille de fragments de restric-
tion après amplifi cation et digestion enzymatique. 
Le tableau III résume les diff érentes mutations dé-
crites (26-28).

1 - Quand doit-on faire une recherche 
de mutations de résistance ?
1.1 - Traitement

Chez les patients traités par Lamivudine, la recher-
che précoce de mutations de résistance permet 
d’anticiper la réactivation de l’hépatite chronique 
par une adaptation du traitement (ajout de l’Adé-
fovir dès la détection de mutations de résistance) 
(29, 30). Pour les autres molécules anti-rétrovira-
les (Adéfovir, Entécavir, Clévudine, Ténofovir......), 
il n’y a actuellement pas suffi  samment de données 
bibliographiques pour recommander une recher-
che de mutations de résistance (31, 32).

IV - Génotypage HBV
La classifi cation internationale a récemment établi 
7 génotypes du VHB, classés de A à G. Les géno-
types du VHB ont une distribution géographique 
particulière (voir tableau IV). Les génotypes les 
plus fréquemment rencontrés en Europe et Amé-
rique sont les génotypes A et D, en Afrique les gé-
notypes A et E, en Asie les génotypes B et C (33). 
Les techniques de génotypage reposent sur des 

Test Méthode Région Disponibilité

Séquençage direct Amplifi cation 
Séquençage Pré-Core et BCP non

Polymorphisme de taille de 
fragments de restriction

Amplifi cation 
Digestion enzymatique Pré-Core et BCP non

Line probe assay
InnoLipa

Amplifi cation 
Hybridation spécifi que

Lamelle de nitrocellulose
Pré-Core et BCP oui

Enzyme linked minisequence assay Amplifi cation
Hybridation dans microplaque pré-Core et BCP non

Tableau II
Techniques de détections 

des mutations pré-core 
et BCP.

Tableau III
Mutations responsables de 

résistance au traitement.

Lamivudine Emtricitabine Adéfovir
dipivoxil Entécavir

Mutations de résistance M204V
M204I

M204V
M204I

N236T
A181V/T

S202G
S202I
T184G
M250V

Mutations compensatoires V173L
L180M    

Molécules actives 
sur les résistances

Adéfovir
Ténofovir
Entécavir

Adéfovir
Ténofovir
Entécavir

Lamivudine
Emtricitabine

Entécavir
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techniques exploitant la variabilité génétique du 
VHB. Séquençage direct TRUGENE HBV geno-
typing kit (Bayer)(28), utilisation d’amorces spé-
cifiques puis, hybridation inverse (LiPA; INNO-
LIPA HBV genotyping assay Innogenetics) (34), 
ou polymorphisme de restriction après digestion 
enzymatique.

1 - Quand doit-on faire une recherche du 
génotype VHB?
Il y a actuellement peu de données bibliographi-
ques disponibles sur l’implication clinique du gé-
notype VHB (35). 

1.1 -Traitement
Le rôle du génotype sur la réponse au traitement par 
interféron a été étudié de façon rétrospective. Une 
étude Européenne (36) rapporte un meilleur taux de 
réponse chez des patients infectés par le génotype 
A que chez des patients infectés par le génotype D. 
Une étude Asiatique (37) rapporte un meilleur taux 
de réponse chez des patients infectés par le géno-
type B que chez des patients infectés par le génotype 
C. Des résultats similaires (non publiés) ont été rap-
portés pour l’interféron pegylé. Le rôle du génotype 
sur la réponse au traitement par les nucléosides ou 
les nucléotides analogues reste encore à définir. 

1.2 - Sévérité de la maladie
Des études préliminaires ont montré que le géno-
type C serait associé à une maladie plus sévère, 
et que le génotype B serait associé au dévelop-

pement de carcinome hépato cellulaire chez les 
Asiatiques. (38, 39). 
En résumé, certains génotypes VHB pour-
raient être des facteurs prédictifs de réponse 
au traitement par interféron et/ou interféron 
pégylé. Cependant, il est nécessaire de con-
duire des essais thérapeutiques contrôlés 
pour vérifier ces hypothèses. En attendant les 
résultats de ces études, l’identification du gé-
notype VHB doit rester dans le domaine de 
la recherche.

V - Conclusion
Les nouvelles techniques de biologie molécu-
laire, sont des outils importants pour le mana-
gement des patients atteints d’hépatite chroni-
que B. La quantification de l’ADN du VHB, par 
des techniques sensibles, apporte de nombreu-
ses réponses mais soulèvent de nouvelles in-
terrogations. Des études supplémentaires sont 
nécessaires pour la standardisation de la quan-
tification de l’ADN VHB et établir les différents 
seuils cliniques, (portage inactif de AgHBs, 
réactivation spontanée, réponse virologique 
soutenue, échappement au traitement, ....) cela, 
afin de pouvoir définir une ligne de conduite 
face aux patients. Une meilleure connaissance 
des mécanismes de résistance aux antiviraux 
et de l’implication des génotypes à la réponse 
au traitement permettra le développement de 
nouvelles thérapeutiques et l’optimisation des 
traitements.

Tableau IV
Distribution des génotypes 
du VHB.

A B C D E F G

Europe du Nord
USA
Canada
Inde
Afrique
Australie

 Asie Asie

Universelle
Forte prévalence
Europe du Nord

Australie

Afrique
Sud / Ouest

Amérique
Centrale / Sud

Europe de Nord
USA
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