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Titre : Variabilité du Virus de l’Hépatite B 

Résumé :  
Le polymorphisme génétique du virus de l’hépatite B (VHB) a déjà été étudié pour 

tenter de comprendre les facteurs viraux influençant l'évolution de la maladie, mais les études 

sont discordantes. Ceci peut être lié au fait que les précédents travaux n’ont été menés que 

dans des populations avec une faible variété de génotypes et présentant des charges virales 

plasmatiques (CVP) élevées.  

 Nous avons donc étudié la variabilité du génome complet du VHB chez 422 individus 

infectés chroniquement, naïfs de traitements anti-viraux et dont 38% présentaient une CVP 

inférieure à 103 UI/mL. L’optimisation de l’amplification par PCR du génome complet du 

VHB nous a permis de séquencer en technique Sanger plus de 90% du génome pour 320 

échantillons. Le séquençage direct a mis en évidence des co-infections. Ceci a été confirmé en 

séquençage clonal par pyroséquençage de 27 échantillons qui a montré des proportions de 

particules défectives variables mais toujours en co-infections avec des sous-populations 

sauvages. Le génotypage des séquences obtenues par technique Sanger a montré une grande 

représentativité des génotypes les plus fréquents (A à E) ainsi que 60 potentiels recombinants 

inter-génotypiques. Cependant le séquençage clonal par pyroséquençage et clonage vectoriel 

classique de ces derniers montre la présence de co-infections de plusieurs génotypes ou la 

présence de génotypes intermédiaires entre génotypes proches. Ceci est en défaveur de 

recombinaison par échange de matériel génétique comme ce qui a été suggéré dans la 

littérature.  

 Cette étude sera complétée par l’analyse de corrélation entre les polymorphismes et les 

marqueurs de mauvaise évolution de la pathologie. 

 

Mots clés : 

 Virus de l’Hépatite B, variabilité interindividuelle, variabilité intraindividuelle, virus 
défectif, recombinant inter-génotypique. 

 

 

 



 

 

Title : Hepatitis B Virus variability 

Summary :  
The genetic polymorphism of hepatitis B virus (HBV) has been investigated to 

understand its impact on disease evolution, with discordant results. This could be due to the 

narrow range of genotype and plasmatic viral load in these studies. 

 We analysed complete genome variability of circulating HBV, in 422 chronically 

infected patients. All were naive of anti-viral treatement and 38% had a plasmatic viral load 

below 103 UI/mL. After optimisation of full length genome PCR amplification, we obtained 

Sanger sequences for more than 90% of HBV genome in 320 samples. We detected by direct 

sequencing multiples co-infections that were confirmed by clonal pyrosequencing in 27 

samples. Defective viruses were always observed in co-infection with wild type virus. Direct 

sequences showed a large representation of the most frequent genotypes (A to E), but also 60 

potential inter-genotypic recombinants. Clonal pyrosequencing and vectorial sequencing 

showed that these potential recombinants were co-infections with different genotypes or 

intermediate genotypes located between close genotypes. These observations are in 

contradiction with the hypothesis described in the literature on recombination by genetic 

material exchange.  

 This study will be completed by a correlation analysis between the polymorphisms and 

markers of bad prognosis during HBV-induced disease.  

Keywords : 

Hepatitis B virus, inter-individual variability, intra-individual variability, defective virus, 
inter-genotypic recombinant. 
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Liste des abréviations 
 

 

Ac : anticorps 

ADNccc : ADN circulaire covalemment clos 

ADNdl : ADN double linéaire 

ADNrc : ADN relaché circulaire 

Ag : antigène 

ALAT : Alanine Amino-transférase 

AN : analogues nucléosidiques/nucléotidiques 

ARNm : ARN messager 

ARNpg : ARN prégénomique 

ASAT : Aspartate Amino-Transférase 

BCP : basal core promotor  

CHC : carcinome hépato-cellulaire 

CID : Core Internal Deletion 

CK : Cellules de Kupffer 

CVP : charge virale plasmatique 

DHBV : Virus de l’Hépatite B du canard 

dNTP : désoxy-Nucléotide Tri-Phosphate 

EASL : European Association Study of Liver 

Enh : enhancer 

ETV : entecavir 

GSHV : Virus de l’Hépatite B de l’écureuil 

GRE : Glycocorticoid Response Element 

HLA : Human Leukocyte Antigen 

HNF : Hepatocyte Nuclear Factor 

IFN : interferon 

ISG : Interferon Stimulated Gene 

LNK : Lymphocytes Natural Killer 

LT : Lymphocytes T 

LHBs : LargeHBs 

MHBs : Medium HBs 

MHR : Major Hydrophilic Region 

NES : siganl d’export nucléaire 

NLR : NOD-Like Receptor 

NLS : signal de localisation nucléaire 

NPC : complexe de pore nucléaire 

NTCP : polypeptide co-transporteur Sodium Taurocholate 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

ORF : Open Reading Frame 

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern 

PEG-IFN : interféron pégylé 

PRR : Pattern Recognation Receptor 

PSV : pseudo-particule virale 

RE : Réticulum Endoplasmique 

RLH : RIG-Like Helicase 

SHBs : Small HBs 

TDF : ténofovir 
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TLR : Toll-Like Receptor 

TM : domaine TransMembraniare 

TNF : Tumor Necrosis Factor 

UDPS : Ultra Deep Pyro-Sequencing 

UI : unité internationale 

VHB : Virus de l’Hépatite B 

VIH : Virus d’immunodéficience Humaine 

WHB : Virus de l’Hépatite B de la marmotte 
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Introduction 
 

 Le virus de l’Hépatite B (VHB), découvert par Baruch Samuel Blumberg en 1965 (1), 

est responsable selon l’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS) de 600000 décès par an, 

et ce malgré l’existence d’un vaccin efficace. Avec les Papillomavirus et le virus de l’Hépatite 

C, ils sont les principaux agents infectieux responsables de cancers dans le monde. En Asie et 

en Afrique, les deux continents les plus affectés (75% des personnes infectées chroniquement), 

le VHB est la première cause de cancer du foie. Ayant infecté plus de 2 milliards de 

personnes, il compte parmi les agents infectieux les plus contagieux. Avec plus de 240 

millions de personnes vivant avec une infection chronique (figure 1), le VHB est considéré 

par l’OMS comme une priorité de santé publique majeure ce qui l’a amenée à adopter en 2010 

la résolution WHA63.18 et à créer le Programme de Prévention et Lutte contre les Infections 

Hépatiques Virales. Chaque année, le 28 juillet, l’OMS et ses partenaires organisent la 

Journée mondiale contre l’hépatite pour sensibiliser au problème de l’hépatite virale et aux 

maladies qu’elle provoque. Il reste donc indispensable de maintenir nos efforts dans la 

recherche sur le VHB et la compréhension de cette pathologie. 

 

Figure 1 : carte montrant les zones à risque d’infection modéré à fort par le VHB selon l’OMS en 2012. Ces 

zones correspondent à des prévalences allant de 3% à plus de 10% de la population. 
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Généralités 

 

 Nous présenterons dans un premier temps le virus et sa pathologie avant d’exposer 

l’état des connaissances sur sa variabilité. 

 

Virus de l’Hépatite B 

 

 Structure de la particule virale 

 

 Le VHB est un virus à ADN de la famille des Hepadnaviridae dont la particule 

infectante est de forme sphérique d’un diamètre de 42-47nm (2). Elle est composée d’une 

enveloppe entourant une capside contenant elle-même une molécule d’ADN, une polymérase 

virale et des protéines cellulaires (kinase, heat shock) (figure 2). 

 

Figure 2 : schéma de la particule virale infectante du VHB constituée de façon concentrique de : i) une 

enveloppe comprenant une bicouche lipidique et des trois protéines de surface Small (SHBs), Medium (MHBs) 

et Large (LHBs), ii) une capside constituée de protéines core, iii) une polymérase virale covalemment liée à 

l’extrémité 5’ du brin (-) du génome partiellement bicaténaire et iv) des protéines cellulaires (kinase et heat 

shock). 
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L’enveloppe est une bicouche lipidique issue de la membrane du réticulum 

endoplasmique (RE) et des corps multi-vésiculaires de l’hépatocyte infecté lors du 

bourgeonnement de la particule virale dans la lumière de ces derniers. La particularité de 

l’enveloppe du VHB est la grande proportion de protéines d’enveloppe enchâssées dans cette 

dernière par rapport aux autres virus enveloppés, ce qui confère au VHB sa résistance en 

dehors de l’organisme hôte. Il existe trois types de protéines d’enveloppe : large, medium et 

small (LHBs, MHBs et SHBs). Elles sont constituées de la même extrémité C-terminale de 

226 a.a.. MHBs possède 55 a.a. de plus que SHBs à son extrémité N-terminale (domaine 

préS2) et LHBs 119 a.a. de plus que MHBs à son extrémité N-terminale (domaine préS1). 

Curieusement, le domaine préS2 ne semble pas indispensable à la réplication virale in vitro 

(3) (4). SHBs contient 4 domaines transmembranaires (TM) constitués d’une hélice α sauf le 

4ème domaine C-terminal qui en possède deux (figure 3). Le domaine situé entre le 1er et le 2nd 

TM est localisé dans la particule virale. Le domaine situé entre le 2nd et le 3ème TM est localisé 

à l’extérieur de la particule virale et contient le déterminant antigénique a (a.a. 124 à 148) : il 

s’agit du Major Hydrophilic Region (MHR) entre les a.a. 99 et 160. Le MHR est partiellement 

glycosylé sur l’asparagine 146 (5) et est structuré par un réseau de 4 ponts disulfures (6). Le 

domaine préS2 de MHBs est à l’extérieur de la particule virale et est glycosylé sur 

l’asparagine 4 et pour les génotypes B, E et partiellement C et D sur la tyrosine 37 (7). 

 

Figure 3 : schéma de SHBs et MHBs. Sont numérotées les 5 hélices α participant aux 4 domaines 

transmembranaires. Entre la 2ème et la 3ème hélice α est exposée, à l’extérieur de la particule, la Major 

Hydrophilic Region (MHR) structurée par 4 ponts di-sulfure (ovales verts) et partiellement N-glycosylée sur 

l’asparagine 146 (losanges bleus). Le domaine préS2 de MHBs, exposé à l’extérieur de la particule, est N-

glycosylé sur l’asparagine 4 et inconstamment O-glycosylé sur la tyrosine 37. 
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L’extrémité N-terminale de préS1 de la LHBs est ancrée dans la bicouche lipidique par 

un résidu myristylé et possède un site de fixation au récepteur spécifique du virus à la 

membrane cytoplasmique des hépatocytes (a.a. 2 à 47) (8) et un domaine de fixation à la 

capside (a.a. 92 à 113) ou domaine matrice (9). Il existe deux topologies possibles  pour les 

domaines préS1 et 2 de la LHBs (10) (11) : ils sont tournés soit vers l’intérieur soit vers 

l’extérieur de la particule virale (figure 4). Le domaine préS1 n’est pas glycosylé mais est 

phosphorylé sur la sérine 118 bien que cette dernière ne soit pas indispensable à l’infectivité 

du virus (12). 

 

Figure 4 : schéma de LHBs pour les deux topologies des domaines préS1 et préS2 : i) orientés vers l’extérieur de 

la particule virale, LHBs expose le site de fixation au récepteur cellulaire (DR), ii) orientés vers l’intérieur, le 

domaine matrice (DM) interagit avec la capside. 

 

La capside icosaédrique est composée de la protéine core de 183 à 185 a.a. (13), 

assemblée en homodimères par ses 140 premiers a.a. par un pont disulfure au niveau du résidu 

cystéine 61 (figure 5) (14). Cet homodimère forme un T inversé dont la barre verticale est 

dirigée vers l’enveloppe, formant des spicules. Des trimères de ces dimères s’assemblent pour 

former la capside de symétrie T4 de 36nm de diamètre (240 protéines core) ou T3 de 32nm de 

diamètre (180 protéines core) (15). Bien que la forme T4 soit dominante (80 à 90%) (16), 

aucune différence fonctionnelle n’est connue. La capside contient des orifices permettant la 

diffusion de petites molécules telles que des déoxynucléotides. Les résidus de core 

interagissant avec les protéines de surface sont mal connus car les études sont contradictoires 

(17) (11). 
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Figure 5 : a) vue latérale (à gauche) et axiale (à droite) de la structure tridimensionnelle de core (constituée de 4 

hélices α et d’une extrémité C-terminale non structurée) et des homodimères avec le pont disulfure des résidus 

cystéine 61 (sphères vertes) formant un T inversé dont la barre verticale est orientée vers l’enveloppe (spicule) ; 

b) agencement bidimensionnel des homodimères de core (A/B et C/D)  participant à la formation de 2 trimères 

juxtaposés d’homodimères, formant des orifices de 14Ǻ au centre du triangle formé par 3 spicules (3 et l3) et des 

orifices de 15Ǻ au centre de la jonction des extrémités C-terminales de 6 homodimères (2 et 5) ; c) structure 

tridimensionnelle de la capside du VHB de symétrie T4 montrant les spicules formées par les barres verticales 

des homodimères de core (Wynne et al., Molecular Cell, 1999). 

a 

 

b                                                          c 

 

 

Les 140 premiers acides aminés forment 4 hélices α et constituent les pics des 

homodimères dirigés vers l’enveloppe (18). La partie C-terminale (a.a. 140-185) de core 

interagit avec le matériel génétique encapsidé (ARNpg, ADN(-) et ADN (+) ainsi qu’avec la 

polymérase. Elle contient également deux signaux de localisation nucléaire (NLS) lui 

permettant d’interagir avec les protéines du système importine. Cette partie de core possède 

plusieurs résidus sérine (S164 et S172) dont la phosphorylation est essentielle pour 
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l’encapsidation du complexe ARNpg/polymérase. Leur déphosphorylation est essentielle pour 

la rétrotranscription (19). Il est probable que la protéine kinase encapsidée joue un rôle dans 

phosphorylation. Cependant la sérine 164 est déphosphorylée dans la particule virale mature 

(20) et sa déphosphorylation de mécanisme inconnu est essentielle pour la fonction du NLS. 

La molécule d’ADN est partiellement bicaténaire (21), le brin de polarité négatif étant 

le plus long (environ 3200 bases). Le brin (+) chevauche les extrémités du brin (-) conférant à 

la molécule d’ADN une conformation pseudo-circulaire dont les extrémités ne sont pas 

covalemment liées, consensuellement appelée ADN relâché circulaire (ADNrc). Les 

extrémités du brin (-) sont redondantes sur 8 à 9 nucléotides engendrant à ce niveau une zone 

triple brin. Une molécule de polymérase virale est covalemment liée par son extrémité 

terminale à l’extrémité 5’ du brin (-) (22) (23).  

 

Organisation du génome 

 

 Le génome du VHB est extrêmement compact étant donnée sa petite taille (3221 pb 

maximum pour le génotype A qui est le plus long) et la présence de 4 cadres de lecture et de 

nombreux éléments de régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle (24). En 

conséquence les cadres de lecture sont chevauchants sur les deux tiers du génome (figure 6) et 

aucun nucléotide n’est non-codant. Dans la majorité des études, le nucléotide 1 a été défini 

comme le premier situé après le site de restriction EcoRI (qui par ailleurs n’existe que dans le 

génotype E et inconstamment dans le génotype D) qui se situe dans le domaine préS2 à 

environ 1400 nucléotides de l’extrémité 5’ du brin négatif et 1800 nucléotides de son 

extrémité 3’. Les 4 cadres de lecture codent pour les protéines suivantes : 

 -C : la protéine core et l’Antigène HBe (AgHBe : domaines core et précore) 

 -P : la polymérase 

 -S : les 3 protéines de surface : Small (SHBs : domaine S), Medium (MHBs : 

domaines S et préS2) et Large (LHBs : domaines S, préS2 et préS1) 

 -X : la protéine X 
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 Les cadres de lecture C et X sont de part et d’autre des extrémités du brin négatif. Il 

existe des éléments de régulation transcriptionnelle contrôlés par des facteurs cellulaires et 

viraux : 

 -Enhancer I (25) : stimule la transcription de tous les ARN viraux par de nombreux 

facteurs ubiquitaires tels que NF-1, AP-1, NF-κB, et de nombreux facteurs hépatiques tels que 

C/EBP, HNF-3 et HNF-4 

 -Enhancer II (26) régulé principalement par des facteurs hépatiques tels que C/EBP 

and HNF-4 

 -GRE stimulé par les glucocorticoïdes (27) 

 -les promoteurs des différents transcrits : Px, Pcore/e, PpréS1, PpréS2/S (28) 

 -NRE (entre Enhancer II et le promoteur Pcore) inhibe la transcription de l’ARNm 

HBe par des facteurs tels que NRE binding protein, RFX1, MIBP1 (29) 

 -l’élément CCAAT (chevauche le promoteur PpréS2/S) inhibe la transcription de 

l’ARNm LHBs et stimule l’ARNm MHBs et SHBs (30). 

  

Figure 6 : organisation des 4 cadres de lecture : i) les protéines de surface avec les domaines préS1, préS2 et S 

(en rouge et rose), la polymérase (en vert), la protéine X (en bleu) et core et précore (en noir), ii) des éléments de 

régulation transcriptionnelle : les promoteurs (PpréS1, PpréS2/S, Px et Pcore/e), enhancers (EnhI et EnhII) et 

Glucocorticoïde Responsive Element (GRE). Les positions nucléotidiques des débuts et fins de cadre de lecture 

ont pour origine le site de restriction EcoRI (dans le domaine préS2) (d’après Kann M., Hepatitis B Virus, 

chapitre 2, edited by C.L. Lai and S. Locarnini, second edition, ISBN 978-1-901769-14-2, 2008). 
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Cycle viral 

 

 Le VHB peut infecter plusieurs types cellulaires : lymphocytes (31), cellules 

pancréatiques (32) et hépatocytes. Cependant le VHB ne peut se répliquer que dans ces 

derniers (33). La particule virale se fixe à la membrane plasmique (figure 7) basolatérale (34) 

par l’intermédiaire du domaine préS1 de LHBs qui interagit avec deux types de ligands : 

 -les glycosaminoglycanes formant des liaisons réversibles (35) 

 -le polypeptide co-transporteur Sodium Taurocholate (NTCP) formant une liaison 

forte avec l’extrémité N-terminale de préS1 (36) 

 

 Le mécanisme de libération de la capside dans le cytoplasme est encore mal connu. 

Mais une fois libérée de son enveloppe, la capside est adressée vers le complexe de pore 

nucléaire (NPC) (37), par un transport actif rétrograde via les microtubules (38) et le système 

importine. Au niveau du panier intra-nucléaire du NPC, les protéines importine α/β et les 

dimères de core se dissocient et libèrent l’ADNrc dans le noyau (39). Les dimères de core 

sont ré-exportés vers le cytoplasme par le complexe d’export nucléaire TAP/NXF1 qui 

interagit avec les signaux d’export nucléaire (NES) de core (40). Dans le noyau, la 

polymérase convertit l’ADNrc en ADN circulaire covalemment clos (ADNccc) via les étapes 

suivantes (41) : 

 -complétion du brin positif  

 -rupture de la liaison covalente entre le brin négatif et la polymérase 

 -excision des 8 nucléotides redondants à l’extrémité du brin négatif 

 -ligation des extrémités 5’ et 3’ de chaque brin 

 -super-enroulement de l’ADN viral par des gyrases et topoisomérases 
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Figure 7 : schéma résumant le cycle viral dans un hépatocyte infecté par le VHB. Après fixation aux 

glycosaminoglycanes et au récepteur spécifique co-transporteur sodium taurocholate (NTCP) à la membrane 

plasmique basolatérale, le virus libère dans le cytoplasme sa capside. Celle-ci migre vers le complexe de pore 

nucléaire (NPC) au niveau duquel elle se dissocie pour libérer dans le noyau le complexe polymérase/ADN 

relaché circulaire (pol ADNrc) ; La polymérase virale convertit l’ADNrc en ADN circulaire covalemment clos 

(ADNccc) qui est transcrit en différents ARNm et ARN prégénomique (ARNpg) qui sont exportés vers le 

cyctoplasme. Les ARNm viraux sont traduits en protéines de surface (S, M et L) et antigène HBe au niveau du 

réticulum endoplasmique (RE), en protéine X (importée dans le noyau), polymérase (P) et core (C) dans le 

cytoplasme. La polymérase s’associe avec l’ARNpg puis avec core formant une capside immature dans laquelle 

a lieu la rétrotranscription. Au décours de cette dernière, la capside mature contenant une molécule d’ADNrc est 

soit redirigée vers le noyau pour augmenter le pool d’ADNccc, soit enveloppée au niveau des corps multi-

vésiculaires (CMV). De ce dernier les particules virales sont dirigées vers la membrane cytoplasmique via 

l’appareil sécrétoire pour être libérées dans le milieu extracellulaire. A partir du RE, l’antigène HBe et les 

pseudo-particules virales (PSV) sphériques et tubulaires migrent via l’appareil de Golgi pour être sécrétés. 
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 L’ADNccc est une molécule très stable qui sert de matrice à l’ARN polymérase II 

cellulaire pour la transcription de 5 ARN viraux terminés par une queue poly-adénosine grâce 

au signal TATAAA dans le domaine préC (figure 8) (42) : 

 -plusieurs ARNm codant pour HBx (les plus courts) de tailles différentes 

 -plusieurs ARNm codant pour SHBs et MHBs (possédant 2 codons d’initiation) de 

tailles différentes 

 -un ARNm codant pour LHBs 

 -un ARNm supergénomique codant pour HBe (le plus long), commençant avant 

l’extrémité 5’ du brin négatif et dont les deux extrémités sont chevauchantes 

 -un ARNm supergénomique codant pour core et la polymérase (plus courant), 

commençant à l’extrémité 5’ du brin négatif et dont les deux extrémités sont chevauchantes : 

c’est l’ARN prégénomique (ARNpg) 

 

Figure 8 : schéma des différents ARN viraux : pour ARNm SHBs, MHBs et LHBs, ARNm x, ARNm e et 

ARNm prégénomique (contenant la boucle épsilon (ε)). Les triangles noirs positionnent le début des différents 

ARN (l’origine des positions nucléotidiques étant le site de restriction EcoRI dans le domaine préS2). Tous les 

ARN possèdent un élément de régulation post-transcriptionnel (PRE) permettant leur export du noyau vers le 

cytoplasme sans épissage, ainsi qu’une queue poly adénylée (poly A) (d’après Kann M., Hepatitis B Virus, 

chapitre 2, edited by C.L. Lai and S. Locarnini, second edition, ISBN 978-1-901769-14-2, 2008). 

 

 

   

 Une minorité des ARNpg (1 à 30%) est épissée de l’intron 2447/489 et génère des 

particules virales défectives (43) (44). L’élément de régulation post-transcriptionnel PRE 

chevauche le cadre de lecture X (45). Il permet l’export nucléaire des ARNm viraux vers le 
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cytoplasme sans épissage grâce à son interaction avec la protéine PTB (polypyrimidine track 

binding protein) (46). 

 Dans le cytoplasme, les différents ARNm sont traduits en protéines virales. Parmi 

celles-ci, les protéines HBe (47) et HBx sont deux protéines non-structurales.  

 Le précurseur de HBe possède en N-terminal 29 a.a. de plus que core, contenant une 

hélice α servant de peptide signal adressant la protéine vers le réticulum endoplasmique (RE) 

(48). Les 19 premiers acides aminés sont clivés, laissant un domaine préC de 10 a.a. 

empêchant la conformation core du reste de la protéine (49). Au niveau du RE, la protéine se 

dimérise. L’extrémité C-terminale est ensuite clivée dans l’appareil de Golgi par une protéase, 

produisant une protéine de 15-18 kDa qui est sécrétée dans le milieu extracellulaire. Une 

minorité de HBe est localisée dans le cytoplasme (50). Bien que cette protéine soit le reflet de 

la réplication virale, elle n’est pas indispensable à cette dernière. En effet, des patients sont 

porteurs de souches virales mutantes T1896A présentant un codon STOP dans la région préC 

(51). Le rôle de HBe est mal connu, mais il semble interférer avec le système immunitaire. 

 La divergence nucléotidique du gène X entre les génotypes A à E étant inférieure à 8% 

alors qu’elle est supérieure à 8% pour l’ensemble du génome, HBx est la protéine la plus 

conservée des protéines du VHB (52). Elle semble indispensable à la réplication virale 

complète in vitro (modèle d’infection avec hépatocytes humains primaires et cellules 

différenciées HepaRG) (53). Les virus déficients en HBx semblent  induire une infection 

atténuée dans un modèle animal de marmotte (54). Cependant, bien que présente dans la 

plupart des hepadnaviridae aviaires, HBx est absente du génome de celui du canard (DHBV). 

Elle semble être impliquée dans l’oncogenèse directe du VHB (55). Elle active les promoteurs 

de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire tels que IL-8, TNF-α, TGF-β, EGFR, en 

activant les protéines des voies de transduction telles que Src kinase (56), les MAP kinase 

(57), Jak1/STAT (58). Paradoxalement elle peut induire des régulateurs de cycle cellulaire 

tels que p21 et p27 qui bloquent le cycle en G1/S. HBx inhibe PP1 phosphatase, activant ainsi 

CREB qui peut induire la transcription virale via le domaine CRE du VHB (59). 

 Core est traduite dans le cytoplasme en large excès par rapport aux besoins de la 

réplication virale. Une partie des homodimères de core est importée dans le noyau du fait du 

signal NLS, et y forme des capsides vides (60). Dans le cytoplasme, la phosphorylation de la 

sérine 164 permet l’encapsidation du complexe polymérase/ARNprégénomique (Pol/ARNpg) 

avec des protéines cellulaires (kinase, heat shock) (61). 

 La polymérase virale est traduite dans le cytoplasme et nécessite des protéines heat 

shock pour acquérir sa conformation fonctionnelle (62) (63). Elle se fixe sur la boucle ε de 



 20 

l’ARNpg (figure 9) pour former le complexe Pol/ARNpg. Cependant non encapsidée, elle 

n’est pas active. La rétrotranscription de l’ARNpg ne débute qu’après l’encapsidation. Ces 

capsides immatures ne contiennent qu’une seule copie d’ARNpg. 

 

Figure 9 : schéma de la boucle ε de l’ARNpg dans le domaine précore. 

 

 

 La rétrotranscription commence au niveau de la boucle interne de la boucle ε de 

l’ARNpg par la synthèse d’une amorce GAA (GTAA pour DHBV) covalemment liée en 5’ à 

la tyrosine 63 de la polymérase virale (figure 10 A) (64) (65) (66). Le complexe Pol-GAA 

réalise ensuite un saut de brin sur la région DR1 de l’extrémité 3’de l’ARNpg (figure 10 B) 

avant l’élongation du brin négatif en utilisant l’ARNpg comme matrice. L’activité RNase H  

de la Polymérase dégrade l’ARNpg pendant l’élongation de l’ADN(-) (figure 10 C) sauf le 

domaine DR1 de son extrémité 5’ (figure 10 D) qui réalise un saut brin vers le domaine DR2 

de l’ADN(-) (figure 10 E). Cette extrémité 5’ de l’ARNpg sert alors d’amorce pour 

l’élongation du brin positif en prenant l’ADN(-) comme matrice (figure 10 F et H) en passant 

de son extrémité 5’ à son extrémité 3’. L’élongation de l’ADN(+) s’arrête aux deux tiers 

environ et est de taille variable pour des raisons encore mal connues (contraintes stériques ou 

pénurie de nucléotides). Le reste de l’ARN est dégradé pour former l’ADNrc. Une élongation 

alternative du brin positif a lieu dans 5 à 10% à partir de l’amorce ARN qui, n’effectuant pas 

le saut de brin de DR1 vers DR2, conduit à l’élongation complète de l’ADN(+) et donc à un 

ADN double linéaire (ADNdl) (figure 10 I).  
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Figure 10 : schéma de la rétrotranscription dans la capside immature : A) synthèse de l’amorce covalement liée à 

la polymérase au niveau de la boucle épsilon de l’ARNpg ; B) saut de brin de l’amorce de la polymérase vers le 

domaine DR1 de l’extrémité 3’ de l’ARNpg ; C) élongation du brin d’ADN(-) complémentaire à l’ARNpg et 

dégradation de ce dernier par l’activité RNase H ; D et E) saut de brin de l’extrémité 5’ de l’ARNpg non 

dégradée vers le domaine DR2 de l’extrémité 5’ de l’ADN(-) ; F et G)  élongation du brin d’ADN(+) grâce à la 

redondance des extrémités 5’ et 3’ de l’ADN(-) ; H) arrêt de l’élongation de l’ADN(+) de taille variable pour 

former l’ADN relaché circulaire (ADNrc) : I) élongation de l’ADN(+) à partir de l’extrémité 5’ de l’ARNpg sans 

saut de brin pour former l’ADN double linéaire (ADNrl) (d’après Liu N et al. 2003). 

 

 

  

 Les capsides contenant cet ADNdl peuvent être ré-adressées vers le NPC, libérant leur 

contenu dans le noyau. Dans ce dernier, l’ADNdl peut se circulariser par recombinaison non-

homologue, générant un génome défectif car il lui manque le cadre de lecture C. L’ADNdl 

peut également s’intégrer dans le génome des cellules infectées de façon aléatoire (67) (68). 

Cependant le mécanisme de cette intégration est mal connu. Cette intégration est une impasse 

pour la réplication virale puisque le génome intégré ne peut être transcrit en ARN 

prégénomique du fait de la coupure des cadres de lecture précore et X. Par ailleurs, elle n’a 

pas lieu dans toutes les cellules infectées (0.2% des hépatocytes pour WHV (69)). 

L’intégration du génome du VHB semble impliquée dans l’oncogenèse car il a été décrit une 

expansion clonale des cellules intégrées et l’expression des gènes proches de cette intégration 

peut être perturbée. 

 Au décours de la rétrotranscription, la sérine 164 est déphosphorylée, ce qui induirait 

un changement de conformation de core et l’exposition à la surface de la capside d’un signal 

d’enveloppement (20). La capside mature déphosphorylée contient au final une molécule 

d’ADNrc. Au début de l’infection cellulaire, lorsque le nombre de protéines de surface est 

faible au niveau du RE, les capsides matures sont réadressées vers les NPC augmentant le 

pool d’ADNccc dans le noyau (70). Lorsque le nombre de protéines de surface est plus 
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important, les capsides matures ont tendance à interagir avec le domaine matrice de préS1 

pour être enveloppées. Le rôle de la première boucle cytoplasmique de SHBs dans 

l’interaction avec la capside est incertain car les études sont contradictoires (71) (72). Pendant 

longtemps, il a été pensé que les particules virales bourgeonnaient dans la lumière du post-RE 

avant d’être sécrétées via l’appareil de Golgi (73). Mais de plus récentes observations 

montrent que le bourgeonnement aurait lieu dans les corps multi-vésiculaires grâce à 

l’interaction de core et des protéines de surface par l’intermédiaire d’ubiquitines ligases 

Nedd4 et adaptineγ2 (74). Sont également secrétées des pseudo-particules virales vides de 

capsides en large excès par rapport aux particules infectantes (jusqu’à 104 fois). Il en existe de 

deux sortes : sphériques (composées de SHBs et MHBs) et tubulaires (composées de SHBS, 

MHBs et LHBS). Elles ont un diamètre de 22 nm et comportent 25% de lipides (75) organisés 

en mono-couche (76). Les filaments tubulaires bourgeonneraient dans l’espace péri-nucléaire 

puis migreraient dans des vésicules vers le RE puis le post-RE où ils seraient en partie scindés 

en sphère (77). Leur rôle dans la réplication virale et la pathogénicité est encore incertain. 

 

Réponse immunitaire 

 

 Contre les agents infectieux, le système immunitaire est doté de deux types de 

réponses : innée et adaptative. La première arrive chronologiquement en première ligne avant 

que la seconde ne puisse se mettre en place. 

 La réponse immunitaire innée précoce contre le VHB est le fruit de l’effet de 

cytokines sécrétées non seulement par les cellules immunitaires présentes dans le foie : 

cellules de Kupffer (CK) et lymphocytes NK (LNK), mais également par les hépatocytes 

infectés. Les cellules du système immunitaire et les hépatocytes expriment des protéines de la 

famille des Pattern Recognition Receptors (PRR) telles que les Toll-Like Receptor (TLR) 

(figure 11), les RIG-like Helicases ou RLH (RIG-I et MDA5) et les NOD-like Receptors ou 

NLR, capables de reconnaitre des motifs de molécules étrangères appelées Pathogen-

Associated Molecular Pattern (PAMP) (78). Tandis que les RLH et les NLR sont 

cytoplasmiques (79), certains TLR sont présents à la membrane plasmique (TLR 2, 4, 5, 6, 11 

et 12) et d’autres sont intracellulaires (TLR 3, 7, 8 et 9) (80). Chaque PRR reconnaît un type 

spécifique de PAMP tels que les lipoprotéines, les ARN double-brin, les ARN simple-brin, les 

3P-5’ARN, les lipopolysaccharides et les CpG-ADN. Leur reconnaissance induit l’activation 

de gènes codant pour des cytokines (Interleukines, Interféron (IFN), Tumor Necrosis Factor 
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alpha (TNF-α)) par l’intermédiaire de protéines adaptatrices (telles que TRIF pour les TLR 

membranaires, et MyD88 pour les TLR intracellulaires) qui activent par phosphorylation des 

facteurs de transcription : les Interferon Regulatory Factors (IRF) (81).  

 

Figure 11 : schéma résumant les voies de signalisation des Toll-like Receptor (TLR) et RIG-like Helicases 

(RLH : RIG-I et MDA5). Le TLR4 membranaire reconnaît les lipopolysaccharides (LPS) bactériens. Les 

TLR7/8 et 9 cytoplasmiques reconnaissent les ARN simple brin viraux et les ADNCpG. RIG-I et MDA5 

cytoplasmiques reconnaissent les ARN tri-phosphates et les longs ARN. L’activation des TLR et des RLH induit 

des activations en cascade d’intermédiaires (TRIF, TRAF3, TBK, MMyD88, IRAK, TRAF6, TAK1) qui 

activent par phosphorylation des Interferon Response Factors (IRF). Les IRF phosphorylés sont transloqués dans 

le noyau où ils activent la transcription de gènes dont l’Interféron (IFN) (d’après Prinz et al., 2012). 

 

 

 

L’IFN-α induit la transcription de gènes cellulaires appelés ISG (IFN-Stimulated 

Genes) impliqués dans la réponse antivirale. Le produit de ces ISG provoque une diminution 

de la réplication virale, par la diminution de la transcription et de la synthèse protéique virale 

ainsi que par la dégradation des ARNm viraux et de l’ADNccc (tableau 1), sans lyse cellulaire 

dans les 4 à 8 semaines après l’infection (82).  
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Tableau 1 : exemples de gènes stimulés par l’interféron (ISG) et de leurs effets antiviraux pour le VHB. 

ISG Mécanismes anti-VHB 

MyD88 (83) Dégradation des ARNm dans le cytoplasme 

Inhibition de l’export nucléaire des ARNm 

MxA (84) (85) Inhibition de l’export nucléaire des ARNm 

Inhibition de l’encapsidation par interaction avec core 

CNP (86) Inhibition de la traduction des ARNm 

Indoleamine 2,3-deoxygenase (87) Inhibition de la traduction des ARNm 

Zinc Antiviral Protein (88) Dégradation des ARNm dans le cytoplasme 

APOBEC3 A et B(figure 12) (89) Désamination des ADNccc induisant leur dégradation 

Inhibition de la transcription des gènes viraux  

 

Figure 12 : schéma résumant le mécanisme de dégradation de l’ADNccc par les désaminases de la famille 

APOBEC3 : l’activation du récepteur de l’IFN-α (IFNAR) et du récepteur de la famille des TNF (LTβR) induit 

l’augmentation de la transcription d’APOBEC3 A et B qui interagissent dans le noyau avec l’ADNccc par 

l’intermédiaire de core et désaminent les nucléotides cytidines en uraciles ; les DNA glycosylases excisent la 

base de l’uracile et laisse un site apurinique/apyrimidinique (AP) reconnu par des AP endonucléases qui 

dégradent l’ADNccc (d’après Lucifora et al., 2014). 

 

 

 

En réaction, le VHB dispose de stratégies pour contrecarrer l’effet des ISG. La 

polymérase virale interfère par exemple dans la voie de transduction du signal de l’IFN-α en 

empêchant la translocation nucléaire de STAT1 (90). La polymérase interagit également avec 

DDX3 pour inhiber les kinases TBK1/IKKε, protéines adaptatrices des voies de transduction 

du signal des PRR (91). HBe et non core interagit avec TRAM et Mal (famille des Toll/IL1 

Receptors) et TLR2 pour inhiber leur voie de transduction (92). De plus HBe semble diminuer 
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l’expression de TLR2 au niveau des monocytes périphériques. La protéine HBx inhibe IPS-1, 

intermédiaire majeur dans les voies de transduction du signal des PRR, empêchant ainsi 

l’activation du gène de l’IFN-β. 

 Huit semaines environ après le début de l’infection, est observée une élévation des 

transaminases (ALAT et ASAT) dans le plasma reflétant la destruction des hépatocytes 

infectés par les cellules de l’immunité adaptative. Il s’agit de la réponse immunitaire cellulaire 

de type TH1, principalement liée à l’activité cytolytique les lymphocytes T CD8+ (LT8) après 

leur activation par les lymphocytes T CD4+ (LT4) et leur reconnaissance des épitopes viraux 

sur les molécules du HLA de type I à la surface des hépatocytes infectés. Les principaux 

épitopes ayant un effet cytolytique sont dans les protéines core et HBe (93) (94). Cependant la 

réponse immunitaire cellulaire contre les hépatocytes exprimant les épitopes spécifiques de 

HBe (domaine préC) semble contrôler plus efficacement la réplication virale (95). Les 

mutants n’exprimant pas HBe sont probablement sélectionnés par une pression de sélection 

immunologique, permettant une reprise de la réplication virale : c’est l’échappement 

immunologique. 

Puis de 2 à 3 mois après le début de l’infection, apparaît la réponse immunitaire 

adaptative humorale, principalement liée à la production d’anticorps dirigés contre des 

antigènes des protéines du VHB. Parmi tous ces anticorps, les seuls ayant un pouvoir 

neutralisant sont ceux dirigés contre le déterminant antigénique a des protéines de surface : les 

anticorps anti-AgHBs (AcHBs). Ces derniers empêchent l’infection des hépatocytes non-

infectés issus de la régénération de ces derniers après la destruction des cellules infectées par 

les LT8 et signent le contrôle à long terme de l’infection par le système immunitaire (96). Les 

lymphocytes Treg (LTreg) jouent un rôle dans le contrôle de l’inflammation afin que celle-ci 

ne soit pas démesurée, entrainant alors une destruction totale du foie ce qui aurait pour 

conséquence une hépatite fulminante souvent fatale. A l’inverse la sur-activation des LTreg 

serait impliquée dans l’absence de contrôle de l’infection par le système immunitaire. En effet 

les hépatocytes infectés sécrètent une protéine chaperone sHSP60 qui activerait les LTreg par 

l’intermédiaire de TLR 2 (97). HBe jouerait également un rôle dans l’immunotolérance envers 

le VHB, la chronicisation de l’infection étant impossible en son absence.  
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Pathologies  

 

 Le VHB ne provoquant pas d’effet cytopathogène, la maladie qu’il induit est 

principalement liée à la réponse immunitaire contre les hépatocytes infectés et à son pouvoir 

oncogène. Nous pouvons distinguer quatre types de pathologies : l’infection aiguë, l’infection 

chronique, la fibrose et le carcinome hépatocellulaire. Ne seront pas abordées les co-

infections avec le VIH et les virus des Hépatites C et Delta. 

 

Infection aiguë 

 

Le VHB est un agent infectieux très contagieux. Le risque de contamination au cours 

d’un accident d’exposition au sang est 100 fois supérieur à celui associé au VIH (98) (99). Les 

voies de transmission sont nombreuses : sanguine (transfusion, usage de drogue intra-

veineuse), don d’organes solides, percutanée (risque pour les professionnels de santé), 

sexuelle et peri-partum. Une transmission horizontale chez les individus habitant sous le 

même toit existe. Par ailleurs, bien que le mode de transmission ne soit pas clair, le risque 

d’infection d’enfants par un père infecté est inférieur à celui par une mère infectée (100). Le 

mode de contamination par voie salivaire ou par ingestion est théoriquement possible puisque 

des particules infectantes sont présentes dans tous les fluides biologiques et qu’elles résistent 

sur les surfaces inertes. Cependant la contamination via le tube digestif semble très peu 

efficace. Il semblerait donc que ces contaminations « sous le toit » soient plus liées à une 

transmission via des ruptures d’intégrité des barrières cutanéo-muqueuses. Le risque de 

contamination dépend surtout de la charge virale plasmatique du contaminant. Il est à noter 

que les voies de transmission principales sont étroitement liées à la prévalence du VHB dans 

une population. En effet, les zones à forte prévalence sont associées à une transmission 

principalement peri-natale car l’infection tôt dans la vie conduit quasi-systématiquement à une 

infection chronique avec des charges virales plasmatiques très élevées (>106 UI/mL). 

Deux mois environ après l’infection, débute la cytolyse hépatique aiguë se traduisant 

par une augmentation des transaminases plasmatiques. Le plus fréquemment, l’atteinte 

hépatocellulaire est modérée et reste asymptomatique. Cependant, dans près de 1% des cas 

(101), elle peut être majeure et entraîner une insuffisance hépatocellulaire se traduisant par un 

ictère, une hypertension portale, une coagulopathie (coagulation intra-vasculaire disséminée et 

syndrome hémorragique) et des troubles métaboliques (troubles ioniques, hypoglycémie, 



 27 

troubles de l’homéostasie acidobasique et hyper-ammoniémie) entrainant une encéphalopathie 

hépatique et/ou une défaillance multiviscérale : il s’agit de l’hépatite fulminante dont le seul 

traitement est la greffe de hépatique en urgence. En l’absence de ce traitement, la mortalité de 

l’hépatite fulminante est de 80%.  

Dans la majorité des cas, l’hépatite aiguë reste bénigne et son diagnostic est fondé sur 

la détection de l’AgHBs dans le sérum. Parallèlement, on observe une séroconversion HBc 

non protectrice, qui signe le contact du VHB avec le système immunitaire. Si ce dernier arrive 

à maîtriser la réplication virale, on observe une disparition de l’AgHBs sérique et l’apparition 

d’AcHBs dans les 6 mois suivant l’infection : c’est la séroconversion HBs. Les AcHBc et 

AcHBs perdurent plusieurs dizaines d’années, mais peuvent spontanément disparaître, surtout 

les AcHBs. Il n’est cependant pas correct de parler de guérison dans la mesure où l’ADNccc 

persiste de façon latente dans le noyau de quelques hépatocytes et qu’une réplication virale a 

minima peut se réactiver avec des charges virales plasmatiques inférieures à 200 UI/mL : il 

s’agit d’Hépatite B occulte (102). De plus, à la faveur d’une immunosuppression acquise ou 

induite, une réactivation importante peut survenir si les AcHBs disparaissent. Par ailleurs, il 

est à noter que le risque de développer un carcinome hépatocellulaire reste supérieur chez un 

individu ayant séroconverti HBs par rapport à un individu jamais infecté (103).   

 

Infection chronique 

 

 Si l’AgHBs reste détectable dans le sérum plus de 6 mois, la séroconversion HBs 

devient improbable. La perte de l’AgHBs est rare (moins de 3% par an) (104). L’infection est 

alors devenue persistante : il s’agit d’une Hépatite B chronique (105). Le risque d’une 

chronicisation de l’infection dépend surtout de l’âge de la contamination. Lorsqu’elle est péri-

natale, la chronicisation est systématique (106). Par la suite, la probabilité de la chronicisation 

diminue avec l’âge de la contamination : 90% à 1 an, 30% environ entre 1 et 4 ans et 

inférieure à 10% pour les adultes de plus de 30 ans (107). Cette observation corrobore 

l’hypothèse de l’immunotolérance acquise envers les épitopes viraux lors de la maturation 

thymique des LT lors des premières années de vie. Ceci est cohérent avec le fait que chez les 

individus infectés tôt dans la vie, il n’est pas observé de réaction immunitaire cellulaire contre 

les hépatocytes infectés (ASAT/ALAT normales) malgré une réplication virale intense avec 

des charges virales plasmatiques (CVP) supérieures à 106 UI/mL. Les patients infectés 

tardivement ne développent pas d’immunotolérance. 
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 Au cours de l’Hépatite B chronique, il existe un équilibre permanent et dynamique 

entre la réplication virale et la réponse immunitaire. Les changements de cet équilibre 

définissent différentes phases de la maladie chronique. Chez les infectés tôt dans la vie, après 

une phase d’immunotolérance de plusieurs dizaines d’années, peut survenir une phase 

d’immunoclairance avec une réaction lymphocytaire cytolytique faisant augmenter les 

ASAT/ALAT et diminuer la réplication virale. Ce contrôle de la réplication virale se traduit 

par une chute de la CVP et de la sécrétion d’AgHBe et l’apparition d’AcHBe : c’est la 

séroconversion HBe (108). Chez les patients infectés tôt dans la vie, elle survient vers 30 ans. 

Chez les patients infectés tardivement, il s’agit plus d’un défaut de la réponse immunitaire que 

d’une immunotolérance. L’incidence annuelle de la séroconversion HBe est de 15 à 20%. Ces 

AcHBe ne sont pas neutralisant et ne sont que le témoin d’une réponse immunitaire cellulaire 

dirigée contre les hépatocytes exprimant les épitopes sur leurs molécules de HLA 

membranaires. La séroconversion HBe est également associée à une meilleure réponse 

immunitaire innée comme le suggère le plus grand taux d’hypermutation G-A par APOBEC3 

chez les patients HBe(-) (109). Lorsque la CVP et l’AgHBe sont indétectables et que l’on 

n’observe plus de réaction lymphocytaire cytolytique (ASAT/ALAT normales) on parle de 

phase inactive. Mais ce contrôle n’est que partiel car l’AgHBs reste détectable (témoignant de 

la transcription et la traduction des ARNm des protéines de surface) et l’absence d’AcHBs 

neutralisants n’empêche pas l’infection des hépatocytes non-infectés.   

 

Tableau 2 : évolution des marqueurs biologiques en fonction des phases de l’Hépatite B chronique. 

 Immunotolérance Séroconversion HBe Inactive Réactivation Mutant préC 

AgHBs + + + + + 

AcHBs - - - - - 

AcHBc + + + + + 

ADN +++ ↓ - ↑ ++ 

AgHBe ++ ↓ - ↑ - 

AcHBe - ↑ ++ ↓ + 

ASAT/ 

ALAT 

- +++ - ++ ++ 

 

 Cette phase inactive peut être interrompue par une reprise de la réplication (110) : on 

parle de réactivation (tableau 2). De plus, peuvent émerger des mutants préexistants 

n’exprimant pas l’AgHBe (111) et présentant un avantage sélectif par rapport la pression 

immunologique. La mutation la plus fréquemment observée est la mutation pré-core G1896A 

générant un codon STOP au 28ème a.a. du domaine préC (112). On observe également une 

double mutation au niveau du promoteur préC : A1762T/G1764A qui induit une diminution 
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de la transcription de l’ARNm HBe (113) (114). Ces mutations seront rediscutées en détail 

dans le chapitre « Variabilité du VHB ». On observe lors de ces phases de réactivation une ré-

ascension de la CVP, ainsi qu’une cytolyse hépatique par les Lymphocytes T (ASAT/ALAT 

augmentées). Ces réactivations peuvent parfois être fatales, surtout si elles surviennent sur un 

foie déjà endommagé. 

  Au niveau histologique, le pourcentage d’hépatocytes infectés est très variable (de 1 à 

plus de 80%) (115). Core n’est exprimée qu’en phase de réplication virale (116) et sa 

localisation nucléaire serait corrélée à une charge virale plasmatique plus importante (117) 

(118), tandis que sa localisation cytoplasmique serait corrélée à une réponse immunitaire plus 

importante (119). 

 

Fibrose et carcinome hépato-cellulaire 

 

La fibrose et le carcinome hépato-cellulaire (CHC) sont les conséquences de l’Hépatite 

B chronique (120). 

Dans l’hépatite B chronique, avant l’apparition de la fibrose et du CHC, est observée 

une augmentation de la vitesse de renouvellement cellulaire à cause de la destruction 

permanente des hépatocytes infectés liée à la réponse immunitaire anti-virale non seulement 

pendant les phases de réactivation, mais également les phases inactives : c’est la nécrose (121). 

Cette inflammation chronique aboutit à une altération des capacités de renouvellement 

cellulaire remplacée par une augmentation de la matrice extracellulaire par dépôt de collagène 

au détriment de l’architecture histologique normale du foie : c’est la fibrose. Après une longue 

évolution de la maladie, la fibrose étendue du foie induit une désorganisation importante de 

l’architecture histologique du foie et une insuffisance hépato-cellulaire : il s’agit de la cirrhose. 

Son incidence annuelle est de 1 à 10% (122). Le risque annuel de décompensation liée à 

l’hypertension portale et l’insuffisance hépato-cellulaire est de 3%. 

Le CHC au cours de l’Hépatite B chronique peut être soit une complication de la 

cirrhose (70 à 90% des cas), soit lié au pouvoir oncogène direct du VHB (dans 10 à 30% des 

cas) (123) (124). L’incidence annuelle du CHC au cours d’une cirrhose est d’environ 3% et 

d’environ 1% sans cirrhose (123). Au cours de la cirrhose (indépendamment de la cause), une 

prolifération et une destruction cellulaire permanente favorisent les dommages de l’ADN 

cellulaire qui n’ont pas le temps d’être réparés ce qui induit un état pré-cancéreux : ce sont les 

dysplasies (125). Par ailleurs, à l’instar de ses homologues chez la marmotte (WHV) (126) et 
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l’écureuil (GSHV) (127), le VHB est capable d’induire directement un CHC par différents 

mécanismes : 

-l’intégration du génome viral dans le génome humain peut engendrer une 

modification de l’expression de gènes impliqués dans l’apoptose, la prolifération, le cycle 

cellulaire par l’intermédiaire d’une instabilité chromosomique et d’une cis/trans activation de 

ces gènes (128). 

-HBx peut activer différentes voies de signalisations (129) (MAP kinases, JAK/STAT) 

contrôlant des facteurs impliqués dans la prolifération cellulaire (130) (NFκB, c-Fos, c-Myc, 

IL-6). Elle peut empêcher l’inhibition de CREB, facteur de transcription de gènes de 

prolifération. Dans les cellules normales, elle empêche également l’import nucléaire de p53 

qui a un rôle de suppresseur de tumeur (131). Elle inhibe l’action des protéines impliquées 

dans la réparation de l’ADN (132) (XAP-1). Le pouvoir transformant et oncogénique de HBx 

a été montré sur des modèles cellulaires et murins transgéniques (133). 

-le domaine préS1 peut trans-activer TGF-α dont la sur-expression peut favoriser des 

hépatocytes (134). 

 

 Les patients infectés tôt dans leur vie ont 25 à 30% de risque de décéder des 

complications de la cirrhose et/ou du CHC.  

 Les principaux facteurs pronostiques impliqués dans l’évolution vers la cirrhose et/ou 

le CHC sont la durée de l’infection, la charge virale plasmatique (135) (figure 13) et le taux 

sérique de transaminases (136) (figure 14). Ils sont directement corrélés aux dommages 

hépatiques liés à la réplication virale et la réponse immunitaire conséquente. 

 
Figure 13: incidence cumulative de développement un CHC (en %, en ordonnée) en fonction de la CVP (en 

copies/mL) et en fonction du temps d’évolution (en années, en abscisse) (d’après Chen CJ. et al., 2006). 
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Figure 14 : incidence cumulative de développement des complications de la cirrhose ou de CHC (en %, en 

ordonnée) en fonction du taux d’ALAT et du temps d’évolution (en mois, en abscisse) (d’après Yuen MF. et al., 

2005). 

 

 

Prévention et traitement 

 

 Les traitements curatifs ne permettant d’éradiquer le VHB d’une infection chronique 

que très difficilement, le moyen le plus efficace d’arrêter l’épidémie est la vaccination des 

populations à risque. 

 

 Le premier vaccin anti-VHB date de 1982. Il existe actuellement en France 4 vaccins 

monovalents (Engerix®, Genhevac B®, Fendrix® et HBVaxPro®), un vaccin bivalent 

(Twinrix® : hépatites A et B) et un vaccin hexavalent (Infanrix Hexa® : diphtérie, tétanos, 

poliomyélite, coqueluche, Haemophilius influenza b, VHB) ayant une autorisation de mise sur 

le marché. Ils contiennent l’AgHBs recombinant issu de culture cellulaire d’ovaire de hamster 

ou de levure Saccharomyces cerevisiae, avec des doses variant en fonction de l’âge (10 et 

20µg si inférieur et supérieure à 15 ans) et en fonction de l’état d’immunodépression (40µg). 

Ils sont administrés en injection intra-musculaire en schéma de 3 ou 4 doses (0-1-6 mois ou 0-

1-2-12 mois). Lorsque le taux d’AcHBs induit est supérieur à 10UI/L, leur efficacité 

protectrice est de 95% pendant au moins 10 ans. Il n’est pas indiqué de faire de rappel si le 

taux redescend en dessous de 10UI/L sauf en cas d’exposition au virus. Dans 1 à 5% des cas, 

le taux protecteur n’est pas atteint 3 mois après un schéma vaccinal bien conduit : il s’agit de 

patients non-répondeurs ou hypo-répondeurs. Dans 50% de ces cas, un taux supérieur à 10 

UI/L peut être atteint après une ou deux doses de rappel. En cas de non réponse une troisième 

dose n’est pas indiquée. Les facteurs de non réponse au vaccin sont un âge supérieur à 40 ans, 

le tabagisme, l’immunodépression (dont VIH et dialyse), schéma vaccinal accéléré, 



 32 

association à certains haplotypes du HLA DR (137). Curieusement, ces non-répondeurs n’ont 

pas plus de prédisposition à chroniciser une infection par le VHB que les autres. A été 

observée en Asie l’émergence de mutants au niveau du déterminant antigénique a résistants à 

la vaccination. Ces mutants sont probablement apparus par sélection immunologique chez des 

patients qui étaient déjà infectés au moment de la vaccination et chez les patients ayant reçu 

une dose insuffisante d’immunoglobulines. L’effet indésirable le plus fréquent est une douleur 

au site d’injection. Les réactions anaphylactiques aux composants du vaccin sont possibles 

mais exceptionnelles. Les contre-indications sont un antécédent d’allergie aux constituants du 

vaccin et une infection sévère en cours. Pour rappel, seule une étude a montré un risque relatif 

de sclérose en plaque (SEP) uniquement chez l’adulte sur un suivi de 3 ans post-vaccination 

avec un odds ratio de 3,1 (138). De nombreuses autres études ne retrouvent pas cette 

association (139) (140). En 2007, les résultats de l’observation de la cohorte Kdsep n’a pas 

mis en évidence d’association entre la SEP et la vaccination des moins de 16 ans (141) (142). 

Au total, au vu de la rareté des événements observés, l’absence de causalité prouvée et le 

bénéfice individuel et collectif du vaccin, la crainte de survenue d’une SEP ne doit changer ni 

les indications du vaccin ni la politique vaccinale contre le VHB. C’est pourquoi L’OMS,  les 

Centers of Disease Control et la Haute Autorité de Santé recommandent de vacciner tous les 

nourrissons le plus tôt possible et les adultes appartenant à un groupe à risque suivant : 

 -les personnes vivant ou voyageant en zone d’endémie 

 -les individus partageant le foyer d’un patient chroniquement infecté 

 -les professionnels de santé et du milieu carcéral, ainsi que les détenus 

 -les patients atteints d’hépatopathies, d’infections VIH ou VHC et hémodialysés 

 -les patients ayant un besoin de produits dérivés du sang et en attente de greffe 

 -les usagers de drogues intra-veineuses ou per-nasales 

 -personnes adeptes du tatouage ou du piercing 

 -les individus à partenaires sexuels multiples 

  

 L’immunothérapie passive par injection intra-veineuse d’immunoglobuline anti-HBs 

peut être indiquée en cas d’exposition au virus chez des patients ayant un taux d’AcHBs 

inférieur à 10UI/L (exposition iatrogène, sexuelle, professionnelle et péri-natale (106)) en plus 

de la vaccination et pour protéger le greffon hépatique d’un transplanté infecté par le VHB en 

cas d’hépatite fulminante ou décompensation de cirrhose. 
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 Il existe deux types de traitements curatifs : les traitements immuno-modulateurs et les 

analogues nucléosidiques/nucléotidiques (AN). Les premiers ont une durée limitée (48 

semaines) car ils peuvent induire une réponse prolongée après leur arrêt, tandis que les 

seconds ont une durée indéfinie car ils ne permettent le contrôle de la réplication virale que 

pendant le traitement. Les critères de succès thérapeutique sont : une séroconversion HBe (si 

AgHBe+), une normalisation des ALAT, une CVP inférieure à 2000 UI/mL, une diminution 

de l’activité de la maladie hépatique. L’Association Européenne pour l’Etude du Foie (EASL) 

a comparé les différents critères de succès thérapeutique (143) (tableaux 3 et 4) des 

traitements immuno-modulateurs et des différents AN. On peut en conclure que ces derniers 

ont une meilleure efficacité à 48 semaines de traitement. 

 

Tableau 3 : efficacité des traitements anti-VHB à 48 semaines, chez les patients AgHBe+ (d’après les 

recommandations de l’EASL 2012). 

 

 

Tableau 4 : efficacité des traitements anti-VHB à 48 semaines, chez les patients AgHBe- (d’après les 

recommandations de l’EASL 2012). 

 

 

 Les traitements immuno-modulateurs sont l’Interféron-α et depuis 2002 l’Interféron-

α2a Pégylé (PEG-IFN). Ils ont une efficacité comparable mais le PEG-IFN a l’avantage d’une 

administration hebdomadaire (pendant 48 semaines). Leur principe est de stimuler la réponse 

immunitaire anti-virale. Il est donc aisé de comprendre que les patients avec une faible 

réponse immunitaire ou dont le virus réplique peu soient moins répondeurs. Les 

recommandations de l’EASL actualisées en 2012 pour le traitement de l’Hépatite B chronique 

indiquent le PEG-INF chez les patients avec des critères prédictifs de bonne réponse qui sont : 
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AgHBe+, une CVP <107 UI/mL, ALAT> 3xNale et un score d’activité hépatique supérieur à 

A1. Les génotypes A et B sont associés à une meilleure réponse que les C et D (144). Les 

patients immunotolérants, les patients AgHBe- sont donc de mauvais candidats pour le PEG-

INF. La relation entre les mutations pré-core/BCP et les traitements immuno-modulateurs a 

récemment été étudiée par des techniques de pyroséquençage (145). Il semblerait que le 

pourcentage de sous-populations virales présentant la mutation pré-core (et non BCP) avant le 

traitement soit positivement corrélé aux chances de séroconversion HBe et de diminution de 

charge virale (<2000 UI/mL). Ceci suggère que la mutation pré-core plus que BCP soit un 

reflet de la pression immunologique dont l’intensité est prédictive d’une réponse au traitement 

immuno-modulateur. Ceci est cohérent avec le fait que les non-répondeurs ont une plus faible 

augmentation du pourcentage de mutants pré-core au cours du traitement. Néanmoins parmi 

les patients ayant séroconverti HBe, ceux gardant une charge virale élevée ont un pourcentage 

de mutants pré-core plus important, témoignant de l’échappement immunologique de ce 

mutant. L’utilisation du PEG-INF est par ailleurs limitée par des effets indésirables 

invalidants et parfois graves : syndrome pseudo-grippal, dépression, myalgies, alopécies, 

aplasie médullaire, hépatites et thyroïdites auto-immunes. De plus la cirrhose décompensée et 

la grossesse comptent parmi les contre-indications absolues du PEG-INF. Lorsqu’il est non-

recommandé ou contre-indiqué ou non-toléré, les AN sont la seule alternative. Malgré tout, 

l’IFN permet une disparition de l’AgHBs dans 3 à 14% des cas et arrête l’évolution vers la 

cirrhose (leur risque de CHC reste encore indéterminé). 

 Les premiers AN utilisés dans les années 1990 ont été la lamivudine et l’adéfovir qui 

bloquent de la polymérase virale. Cependant leur efficacité a rapidement été limitée par 

l’apparition de résistances. Puis sont apparus les AN de seconde génération : la telbivudine 

(2007),  l’entecavir (ETV, 2006) et le tenofovir (TDF, 2008). Actuellement l’ETV et le TDF 

sont les plus utilisés car les plus efficaces, ne génèrent pas de résistance in vivo (pour le TDF) 

ou très rarement (pour l’ETV) même en monothérapie (146) (147). Ils sont bien tolérés 

surtout le TDF (dont l’effet indésirable le plus grave reste cependant l’atteinte rénale). Ils sont 

indiqués si la CVP est supérieure à 2000UI/mL ou des ALAT supérieures à la normale ou une 

atteinte hépatique est détectable par méthodes non invasives (fibrotest, fibroscan) ou à la 

biopsie. Ils sont utilisés notamment pendant les grossesses pour rendre la CVP indétectable à 

l’accouchement et pour protéger le greffon hépatique en plus de l’immunothérapie passive. 

Cependant la disparition de l’AgHBs reste exceptionnelle.  
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Variabilité du VHB 

 

Hepadnaviridae 

 

 La famille des Hepadnaviridae comprend les Orthohepadnaviridae infectant des 

mammifères (figure15) et les Avihepadnaviridae infectant les oiseaux.  

 

Figure 15 : arbre phylogénétique des Orthohepadnaviridae infectant l’Homme (génotype D), le chimpanzé, le 

gibbon, l’orangutan, le wooly monkey, la marmotte et le grand écureuil. 

 

 

 Le VHB infectant l’Homme est phylogénétiquement plus proche des 

Orthohepadnaviridae infectant les autres primates que des virus infectant les oiseaux, celui du 

chimpanzé étant le plus proche (tableau 5). Ceci suggère une co-évolution des 

Orthohepadnaviridae avec les mammifères et particulièrement avec les primates depuis 

plusieurs millions d’années. La seule objection à cette hypothèse est que l’horloge 

moléculaire (nombre de mutations par an et par position nucléotidique) devrait être beaucoup 

plus lente que celle estimée (10-4 à 10-6 mutations/an/site) (148) (149) (150). En effet si 

l’ancêtre commun des Orthohepadnaviridae humain et du chimpanzé remontait à 7 à 10 

millions d’années, ces deux Orthohepadnaviridae devraient être plus divergents avec 10-4 à 

10-5 mutations/an/site. 
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Tableau 5 : pourcentage d’identité des génomes d’Orthohepadnaviridae de différents hôtes. 

 Humain 

géno D 

Chimpanzé 

D00220 

Gibbon 

U46935 

Orangutan 

AF193864 

W Monkey 

AF046996 

Marmotte 

M18752 

Ecureuil 

K02715 

Humain D ID 90.5 89.3 89.1 77.8 60.7 60.1 

Chimpanzé  ID 90.9 90.5 77.2 60.9 60.8 

Gibbon   ID 92.1 77.2 60.2 60.4 

Orangutan    ID 77.8 60.7 60.9 

W Monkey     ID 60.5 60.2 

Marmotte      ID 83.7 

Ecureil       ID 

 

 Cependant, plusieurs arguments sont en faveur d’une surestimation de la vitesse de 

l’horloge moléculaire : 

-les vitesses d’évolution de 10-4 à 10-6 mutation/an/site ont été estimées en comparant 

l’évolution des souches de mêmes individus entre deux points d’observation. Or il est fort 

probable que cette vitesse varie en fonction du moment de l’infection et qu’elle soit beaucoup 

plus importante autour de la séroconversion HBe lorsque le virus est soumis à une pression de 

sélection immunologique importante (151). Dans ce cas l’horloge moléculaire est beaucoup 

plus lente en dehors de la séroconversion HBe que la vitesse moyenne observée.  

-la plupart des transmissions inter-individuelles sont périnatales. En conséquence, la 

plupart des individus infectés sont en phase d’immunotolérance lorsqu’ils deviennent 

infectants pour leurs nourrissons. Le virus transmis a donc beaucoup moins muté que s’il avait 

été inoculé plus tard après une séroconversion HBe. Donc l’évolution intergénérationnelle 

génétique du virus est beaucoup plus lente que l’évolution intra-individuelle. 

-une étude sur le VHB infectant les Aborigènes d’Australie a montré que ces derniers 

étaient principalement infectés par le sous-type C4 du génotype C (principalement présent en 

Asie) (152). Or, les Aborigènes se seraient séparés du continent Asiatique il y a au moins 

40000 ans. Au vu de la divergence entre le sous-type C4 et les autres sous-types du génotype 

C, l’horloge moléculaire serait inférieure à 10-6 mutations/an/site. 

- malgré un taux d’erreur de la polymérase virale intermédiaire entre les virus à ARN 

et à ADN de l’ordre de 10-4 à 10-5 erreur/an/site (153), cette relative stabilité des 

Hepadnaviridae est liée au fait que l’information génétique est compactée dans un génome de 

petite taille. Ceci a pour conséquence un chevauchement des cadres de lecture ainsi que des 

régions régulatrices et structurelles. Ainsi même si toutes les mutations peuvent apparaître en 
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une journée chez un individu infecté produisant en moyenne 1011 particules virales, seules 

pourront émerger les mutations donnant un avantage fonctionnel simultané aux deux protéines 

mutantes, aux domaines de régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle, aux 

structures des ARNm ainsi qu’un avantage sélectif par rapport à la pression immunologique. 

Ceci explique donc pourquoi les mutations synonymes sont moins fréquentes chez les 

Hepadnaviridae. 

 

 Ceci montre que la vitesse d’évolution des Orthohepadnaviridae entre les individus et 

entre les espèces peut être compatible avec une co-évolution des espèces et que ces virus ont 

une stabilité génétique et une adaptation à l’hôte relativement importante, du moins jusqu’à la 

transmission périnatale. 

 

Génotypes 

 

Les souches virales sont classées en génotypes et en sous-types en fonction du 

pourcentage d’homologie nucléotidique sur l’ensemble du génome. Les souches ayant une 

divergence inférieure à 8% sont du même génotype et celles ayant une divergence inférieure à 

4% sont du même sous-type (154). Il existe 8 principaux génotypes : de A à H, ayant des 

distributions géographiques différentes (figure 16) (155). La divergence globale entre tous les 

génotypes est d’environ 12%, les génotypes F et H étant les plus divergents par rapport aux 

autres. Les génotypes B et C sont plus proches l’un de l’autre par rapport aux autres 

génotypes. Il en est de même pour les génotypes D et E  dont les génomes sont les plus courts 

avec une délétion de 33 et 3 paires de bases dans le domaine préS1. 

 Les génotypes A à E et G semblent avoir co-évolué avec les populations humaines et 

avoir un ancêtre commun datant d’avant la migration humaine de l’Afrique vers les autres 

continents il y a 100000 ans. Le génotype D est le plus prévalent. Il est ubiquitaire mais est 

majoritaire en Inde, au Moyen Orient et en Afrique du Nord. Le génotype A est dominant en 

Europe, en Amérique du Nord et est présent sur tout le continent africain. La plus grande 

divergence des souches de génotype A en Afrique qu’en Europe suggère que le génotype A 

est plus ancien en Afrique qu’en Europe où son émergence est datée de 500 à 1000 ans. Le 

génotype G est présent en France et en Amérique du Nord, et est souvent retrouvé en co-

infection avec le génotype A (156). Les génotypes B et C sont les génotypes majoritaires en 

Chine, en Asie du Sud-Est et en Océanie. Le génotype E est le génotype dominant en Afrique 
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sub-saharienne mais semble s’y être implanté il y a moins de 200 ans car il est minoritaire 

dans les populations américaines descendant de l’importation d’esclaves d’Afrique où l’on 

retrouve principalement le génotype A (157). L’Amérique héberge tous les génotypes, 

probablement du fait des migrations humaines depuis 500 ans, à l’exception des Eskimos 

(158) qui ont dû importer un génotype B d’Asie lors de leur traversée du détroit de Bering il y 

a 10000 à 25000 ans. Les génotypes F et H sont présents en Amérique du Sud. 

 

Figure 16 : répartition des différents génotypes du VHB (A à H) dans les différents continents. Les zones en rose 

et rouge correspondent aux zones de moyenne et forte prévalence. Le D est présent sur tous les continents, le A 

en Europe, Amérique, Afrique et Inde, le E en Afrique sub-saharienne, le B et le C en Chine en Asie du sud-est 

et en Océanie, le F et le H en Amérique et le G en Europe et en Amérique du nord (155). 

 

 

En 2000 et 2008 ont été décrites 3 souches virales de génotype « recombinant », 

dénommées de génotype I (159) (160) (161). Cependant cette classification reste controversée 

et aucune des séquences de ces trois souches n’est issue d’un séquençage clonal. 

En 2009, a été décrite une souche au Japon infectant un patient revenant de Bornéo et 

classée en génotype J (162). Son séquençage clonal n’a pas mis en évidence de recombinaison 

évidente, mais son analyse phylogénétique a montré une plus grande homologie avec les 

Hepadnaviridae de singe qu’avec les autres génotypes d’Hepadnaviridae humains. Ceci 

suggère une rupture de barrière d’espèce. 

Cette rupture de barrière d’espèce a également été suggérée par une récente étude 

montrant une plus grande homologie entre les génotypes F et H d’un côté, et des 

Hepadnaviridae de chauve-souris sud-américaines de l’autre côté qu’entre F/H et les autres 

génotypes humains (163). 
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De nombreux auteurs ont décrit des recombinants inter-génotypiques (164). Certains 

considèrent que les recombinaisons par échange de matériel génétique entre souches virales 

infectant un même individu sont un moteur de l’évolution des Hepadnaviridae (165). 

Cependant les mécanismes connus de leur réplication virale et la lenteur de l’évolution du 

génome rendent cette hypothèse très improbable. Cet aspect des Hepadnaviridae sera discuté à 

la lumière des résultats de notre étude. 

 

Polymorphisme et évolution de l’infection et de  la maladie  

 

 L’identification de polymorphismes viraux ayant un impact sur la réplication virale in 

vivo et sur la pathologie est difficile à déterminer tant les facteurs liés à l’hôte peuvent 

interférer. De plus, il n’existe pas d’étude avec suffisamment d’effectif ayant comparé les 

polymorphismes sur le génome entier des génotypes les plus prévalents (A à E). Cependant 

quelques polymorphismes ont pu être identifiés, même si leur impact reste encore débattu. Ne 

seront pas abordés les polymorphismes induits par la vaccination et les traitements anti-viraux. 

 L’impact des génotypes sur la maladie a d’abord été étudié. Il semblerait que le 

génotype A soit mieux contrôlé par système immunitaire que le D, avec une moins fréquente 

chronicisation, une moins fréquente réactivation en cas d’infection chronique (166) et une 

meilleure réponse aux traitements immuno-modulateurs. Cependant peu d’études comparent 

les pronostics des génotypes A, D et E. En Asie, de nombreuses comparaisons entre le 

pronostic des génotypes B et C ont été décrites. Le génotype B semble être associé à une 

séroconversion HBe plus précoce que le C (167), une CVP et un risque de CHC plus faibles 

que le C (168) (169) (170) (171) (172) (173) (174). Cependant les génotypages de la plupart 

de ces études n’ont pas été obtenus par le séquençage du génome entier et n’ont pas tenté de 

déterminer quels étaient les polymorphismes au sein de ces génotypes en dehors des gènes C 

et X responsables de ces différences.    

 Le plus connu des polymorphismes est le mutant pré-core T1896A engendrant un 

codon STOP au 28ème codon du domaine pré-core. Cette mutation est favorisée par la 

présence d’un résidu T en position 1858 pour stabiliser la boucle epsilon de l’ARNpg (figure 

17) (175). Or les génotypes A possèdent un résidu C en position 1858, ainsi que 40% des 

génotypes C. Ceci explique la moindre fréquence des mutants pré-core dans ces deux derniers 

génotypes. Après la séroconversion HBe, cette mutation semble conférer un avantage sélectif 

en facilitant l’échappement immunologique. Les patients porteurs de ce mutant répondent 
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moins bien aux traitements immuno-modulateurs (176) (177) (178). Même si les réactivations 

sont plus fréquentes (179) (180) et la fibrose hépatique plus sévère (181), l’association de ce 

mutant avec la cirrhose et le CHC est difficile à évaluer dans la mesure où cette mutation 

apparaît après une longue évolution de la maladie, facteur qui est indépendamment corrélé à 

la survenue de la cirrhose et du CHC. De plus certaines études asiatiques ne retrouvent pas 

d’association entre le mutant pré-core et le développement d’un CHC (169) (174) (182) (183). 

 

Figure 17 : schéma de la boucle epsilon et de l’appariement entre les nucléotides en position 1858 et 1896 

favorisé par la mutation pré-core G1896A et le polymorphisme T1858 plus fréquent dans les génotypes B, D et E.  

  

 

 

 La double mutation A1762T/G1764A au niveau du promoteur basal de core (BCP) 

induit in vitro une diminution de la transcription de l’ARNm HBe et une augmentation de 

l’ARNpg. A l’opposé du mutant pré-core T1896A, le mutant BCP semble plus fréquent dans 

les génotypes A et surtout C (184). Au niveau clinique, les porteurs de ce mutant, 

indépendamment du génotype (174), semblent évoluer plus fréquemment vers le CHC (169) 

(185) (186) bien que la charge virale ne soit pas significativement plus élevée (187). Comme 

pour les mutants pré-core, les mutants BCP répondent moins bien aux traitements immuno-

modulateurs (177) (178). D’autres mutations (en position 1653, 1753 et 1766)  associées à la 

double mutation BCP sembleraient augmenter l’association avec le CHC. Cependant ces 

dernières n’ont été décrites que dans des études asiatiques et leur association au CHC est 

inconstante en fonction des études. La double mutation BCP semble augmenter l’oncogénicité 

du virus sans influencer la réplication virale. Le BCP chevauchant le cadre de lecture X, il 

n’est pas exclu que cette double mutation modifie le pouvoir oncogénique de la protéine X 

(188). Cette constatation est à nuancer par le fait qu’elle est issue d’études principalement 

asiatiques où dominent les génotypes B et C et que cette association n’est vraie que chez les 
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patients de sexe masculin. De plus la double mutation BCP est plus fréquente dans le 

génotype A que le D, or ce dernier est de plus mauvais pronostic que le premier. 

 De nombreux polymorphismes protéiques ont été décrits dans des positions 

correspondant à des épitopes T des protéines de surface (N40S et T47A de SHBs) (189) (190) 

(191) et core (P5T, V27I, L60V et I97L) (192) (193) (194). Ils pourraient contribuer à 

l’échappement immunologique du virus (195) (196). En effet la non réponse au traitement 

immuno-modulateur s’accompagne du développement d’un plus grand polymorphisme au 

niveau des épitopes T-cellulaires de core (197). Cependant peu d’études permettent de 

corréler ces polymorphismes à la réplication virale et au pronostic de la maladie (193) (198). 

 De nombreuses délétions ont été décrites au niveau des protéines de surface des 

domaines préS1 et préS2 (199) (200) (201), ainsi que dans la protéine core entre les a.a. 80 et 

120 (Core Internal Deletions ou CID) (202). Les délétions dans les domaines préS et core 

semblent plus fréquemment associées au développement d’un CHC. Leurs implications 

physiopathologiques ne sont pas claires. Néanmoins, les délétions présentes dans le domaine 

préS2 sont les plus fréquentes et incluent des épitopes B et T suggérant un échappement 

immunologique. Cependant la plupart des délétions préS1 et des CID génèrent des virus 

défectifs qui nécessitent un virus sauvage en co-infection cellulaire pour compenser les pertes 

de fonction (203). Une hypothèse expliquant leur existence est celle des particules 

interférentes qui serviraient de leurre pour le système immunitaire. Par ailleurs, leur plus 

grande pathogénicité pourrait s’expliquer par une plus grande accumulation intra-cellulaire 

des protéines défectives qui augmenteraient leur cytopathogénicité. Or le phénomène 

d’exclusion de sur-infection (inhibition de la sur-infection d’une cellule infectée par un autre 

virus) et la diminution du turn-over cellulaire (générant des cellules non-infectées permettant 

aux virus sauvages de se répliquer) dans le foie très fibrosé après une longue évolution de la 

maladie peut expliquer l’accumulation de virus défectifs. Ainsi ces derniers pourraient être 

une conséquence et non une cause de la maladie hépatique. Curieusement, les CID émergent 

dans un contexte de diminution de la pression immunologique car ils semblent plus fréquents 

chez les patients immunodéprimés (co-infection VIH, transplantés) (204) (205) et la 

proportion des virus défectifs par rapport aux virus sauvages est plus importante (206). 

L’hypothèse serait que les cellules infectées par des virus défectifs exprimeraient plus les 

épitopes T de core sur les molécules de HLA (à cause de l’accumulation intra-cellulaire de 

core) et seraient plus exposées à la pression immunologique. Cependant encore peu d’études 

permettent de corréler ces délétions au pronostic de la maladie. 
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Objectifs de l’étude 
 

 

 L’évolution de l’infection chronique par le VHB est liée aux changements d’équilibre 

entre le pouvoir réplicatif du virus et la réponse immunitaire. Dans notre étude, nous nous 

intéressons aux facteurs virologiques influençant ces changements au sein d’un individu.  

 Etant donné la relative stabilité génétique du VHB et l’importante compaction des 

cadres de lecture, des régions régulatrices et structurelles dans son génome, il est fort probable 

que des polymorphismes isolés ne peuvent perdurer sans l’apparition concomitante ou la pré-

existence d’autres polymorphismes compensatoires.  

 Cependant, les travaux menés pour associer ces polymorphismes à l’évolution de la 

maladie ou aux changements de pouvoir réplicatif n’ont étudié que certaines régions du 

génome et souvent dans des populations où prédominent un ou deux génotypes. Ceci peut 

expliquer en partie les différences de conclusion entre les études européennes et asiatiques. Il 

n’existe actuellement aucune étude systématique sur le génome entier portant sur un large 

effectif, avec une grande diversité de génotypes et un large panel de charges virales 

plasmatiques et de taux sériques de transaminases hépatiques permettant d’identifier les 

associations de polymorphismes indépendamment du génotype.  

 Ce travail a pour but l’étude de la variabilité inter-individuelle et intra-individuelle par 

séquençage direct et clonal du génome entier du VHB infectant chroniquement 422 patients 

naïfs de traitement anti-viral sans co-infection avec le VIH et les virus des Hépatites C et 

Delta. Ils ont été recrutés dans différents centres hospitaliers en France par l’Institut de Veille 

Sanitaire. Le recrutement d’un tel effectif d’échantillons et de données clinico-biologiques 

d’une population aussi variée permettrait d’étudier l’ensemble de la variabilité du génome du 

VHB, de corréler ces polymorphismes au stade de la maladie et d’étudier leur impact sur la 

réplication virale. 
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Matériels et méthodes 

Prélèvements 

 

 Les 422 échantillons (sérum et plasma) ont été conservés à -20°C au Centre National 

de Référence des Hépatites B et C (CHU de Créteil). Il s’agit d’échantillons provenant de 

patients chroniquement infectés par le VHB (deux dosages d’AgHBs positifs à 6 mois 

d’intervalle). Leurs sérologies VIH, VHC et virus de l’hépatite Delta ne montraient pas de co-

infections au moment de leur recrutement. Tous les patients étaient naïfs de traitements 

antiviraux au recrutement. Tous les échantillons présentaient une charge virale plasmatique 

(CVP) supérieure à 100 UI/ml et 159 (37.7%) présentaient une CVP inférieure à 103 UI/ml. 

 Les échantillons, aliquotés par volumes de 250 à 500µl ont été acheminés en deux 

parties : 364 échantillons en décembre 2011 et 58 échantillons en décembre 2012. Ils ont été 

transportés à -20°C et conservés à -80°C dès leur reception.  

 Les échantillons proviennent de patients pris en charge sur le territoire français : 

Besançon, Bobigny, Bondy, Bordeaux, Caen, Créteil, Dijon, Grenoble, Lyon, Nancy, Pointe à 

Pitre, Poitiers, Reims, Rouen, Strasbourg, Toulouse, Tours et Villejuif. 

 L’identification des échantillons a été anonymisée par un code de 3 à 4 chiffres.  

 

Extraction des acides nucléiques 

 

Différents kits d’extraction d’acides nucléiques automatisés et manuels ont été 

précédemment comparés lors de mon travail de Master 2. Le kit manuel High Pure Viral 

Nucleic Acid Kit de Roche® présentait le meilleur rendement d’extraction. 

Les échantillons ont été extraits manuellement par séries de 30 par le kit High Pure 

Viral Nucleic Acid Kit. La prise d’essai était de 200µl et le volume d’élution de 50µl. 

Afin d’éviter d’éventuelles contaminations par des produits de PCR, tous les 

échantillons ont été extraits puis conservés à -80°C avant la réalisation des PCR. 
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Amplification du génome complet par PCR 

 

PCR pour les charges virales supérieures à 103 UI/ml 

 

Une PCR permettant d’amplifier la totalité du brin négatif du génome viral a été 

précédemment mise au point, lors de mon travail de master 2. La sensibilité de la PCR a été 

optimisée pour amplifier des génomes dont la charge virale plasmatique est supérieure à 1000 

UI/ml. 

Les amorces P1 et P12 s’hybrident aux extrémités du brin négatif, régions très 

conservées entre les différents génotypes : 

P1 (nt 1817-1847, GC : 39%, Tm : 59.1°C) : CAA CTT TTT CAC CTC TGC CTA ATC 

ATC TCT T  

P12 (nt 1804-1826, GC : 48%, Tm : 55.3°C) : GAA AAA GTT GCA TGG TGC TGG TG  

 

Composition du mix P1/P12: 

dNTP (5mM) : 2.5µl 

P1 (10mM) : 2.5µl 

P12 (10mM) : 2.5µM 

Buffer 10X : 5µl 

MgCL2 (25mM) : 6µl 

Polymérase (High Fidelity Fermentas®) : 0.35µl 

Eluat : 25µl 

H20 : 6.15µl 

 

Programme d’amplification : 

Dénaturation 95°C : 6min 

40 cycles d’amplification : 

 Dénaturation 95°C : 40s 

 Hybridation  65°C : 1min 

 Elongation 68°C : 6min 

Elongation finale 68°C : 10min 

Stockage 8°C 
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L’efficacité de l’amplification est vérifiée par migration élèctrophorétique (120V) de 

5µl de produit de PCR dans un gel d’agarose 0.8%.  

 

Mise au point d’une PCR pour les charges virales inférieures à 103 

UI/ml 

 

Etant donné que 37% des échantillons réceptionnés en décembre 2011 avaient une 

CVP <103UI/ml, une seconde PCR a dû être mise au point afin d’en améliorer la sensibilité. 

Afin de diminuer l’effet de l’encombrement stérique au niveau de la partie triple brin, 

redondante sur la sensibilité de la PCR, les nouvelles amorces ont été conçues à  l’extérieur de 

cette zone. Différentes amorces s’hybridant dans différentes régions très conservées (par 

rapport à une séquence consensus de 448 séquences téléchargées de GenBank, cf paragraphe 

suivant « PCR nichées sur produit de PCR génome complet ») à moins de 50 nucléotides des 

extrémités du brin négatif ont été testées. La partie 3’ du brin négatif étant moins conservée 

que la partie 5’, seule 2 nouvelles amorces ont pu être conçues en 3’ (P12bis et P12ter) contre 

3 amorces en 5’ (P1bis, P1ter et P1 quar) : 

P1bis : CAC CTC TGC CTA ATC ATC TCT TG 

P1ter : ACT GTT CAA GCC TCC AAG C 

P1quar : TAA TCA TCT CTT GTT CAT GTCC 

 

P12bis : GTT GCA TGG TGC TGG TG 

P12ter : ACC AAT TTA TGC CTA CAG 

 

 Dans les mêmes conditions que celle de la PCR P1/P12 (réactifs, concentrations et 

programme d’amplification), la sensibilité de toutes les combinaisons des nouvelles amorces a 

été testée avec 10 et 100 copies par PCR d’un plasmide contenant un génome de génotype D 

(le plus ubiquitaire). Toutes les combinaisons avec P12 et P12bis n’ont pu améliorer la 

sensibilité. Parmi les combinaisons avec P12ter, le couple P1ter/P12ter a permis d’obtenir la 

meilleure sensibilité avec une amplification de 100 copies par PCR. La température 

d’hybridation de la PCR P1ter/P12ter a été optimisée grâce à un gradient de température 

montrant  une meilleure amplification à 62°C. 
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Composition du mix P1ter/P12ter: 

dNTP (5mM) : 2.5µl 

P1ter (10mM) : 2.5µl 

P12ter (10mM) : 2.5µM 

Buffer 10X : 5µl 

MgCL2 (25mM) : 6µl 

Polymérase (High Fidelity Fermentas®) : 0.35µl 

Eluat : 25µl 

H20 : 6.15µl 

 

Programme d’amplification : 

Dénaturation 95°C : 6min 

40 cycles d’amplification : 

 Dénaturation 95°C : 40s 

 Hybridation  62°C : 1min 

 Elongation 68°C : 6min 

Elongation finale 68°C : 10min 

Stockage 8°C 

 

PCR nichées sur produit de PCR génome complet 

 

 Les 6 couples d’amorces ont été conçus en recherchant les zones les plus conservées 

du génome. Une séquence consensus a été générée par le logiciel bioedit pour chaque 

génotype à partir d’alignements de séquences téléchargés de GenBank. Les séquences ont été 

vérifiées avec NCBI Genotyping Tool. Les génotypes « recombinants » ont été exclus de 

l’alignement. Le nombre de séquences alignées par génotype est le suivant : A : 87 ; B : 100 ; 

C : 95 ; D : 100 ; E : 14 ; F : 3 ; G : 26 ; H : 23. Un relativement plus faible nombre de 

génotypes E a été téléchargé, probablement à cause du plus faible nombre d’études en Afrique, 

ce génotype étant principalement répandu dans ce continent. Au total 448 génomes entiers ont 

été alignés, permettant une bonne représentativité de l’ensemble des quelques 3400 génomes 

complets de HBV issus d’isolats humains disponibles dans GenBank en 2011. A partir de 

l’alignement des séquences consensus de chaque génotype, 6 couples d’amorces ont été 

conçus. 
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Amorces sens:  

P1ter (nt 1859-1877, Tm 51.1 °C, GC 53%, 19nt): ACT GTT CAA GCC TCC AAG C 

P3 (nt 2297-2326,  Tm 60.3°C, GC 43%, 30nt) : AGA CCA CCA AAT GCC CCT ATC TTA 

TCA ACA  

P5 (nt 2805-2828, Tm 60.8C, GC 58%, 24nt) : AGC GCC TCA TTT TGC GGG TCA CCA  

P7 (nt 177-200, Tm 60.8°C, GC 58%, 24nt) : TCC TAG GAC CCC TGC TCG TGT TAC  

P9 (nt 643-664, Tm 60.4°C, GC 64%, 22nt) : GGA GTG GGC CTC AGT CCG TTT C  

P11 (nt 1174-1198, Tm 61°C, GC 56%, 25nt) : TGC CAA GTG TTT GCT GAC GCA ACC 

C 

Amorces anti-sens :  

P2 (nt 2371-2394, Tm 60.4°C, GC 58%, 24nt) : GGC GAG GGA GTT CTT CTT CTA GGG  

P4 (nt 2921-2948, Tm 61.4°C, GC 50%, 28nt) : GGG TCC AAC TGA TGA TCG GGA AAG 

AAT C 

P6 (nt 248-276, Tm 60.1°C, GC 45%, 29nt) : AAA TTG AGA GAA GTC CAC CAC GAG 

TCT AG 

P8 (nt 669-698, Tm 60.3 °C, GC 43%, 30nt) : ACT GAA CAA ATG GCA CTAGTA AAC 

TGA GCC  

P10 (nt 1253-1275, Tm 60.3 °C, GC 43%, 23nt) : CGC AGT ATG GAT CGG CAG AGG 

AG 

P12ter (nt 1781-1798, Tm 43.5 °C, GC 39%, 18nt) : ACC AAT TTA TGC CTA CAG 

 

 

 

 Les PCR nichées ont été réalisées à partir de 6µl de produit de PCR P1ter/P12ter (sans 

purification) lorsque ces derniers n’étaient pas détectables après migration élèctrophorétique 

sur gel d’agarose. 

 

 

Séquence consensus VHB 

P1ter P3 P11 P9 

P8 P10 P4 P6 

P7 P5 

P2 

nt 0 nt 1816 

nt 1817 
P12ter 
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Composition du mix : 

dNTP (5mM) : 2.5µl 

Psens (10mM) : 2.5µl 

Panti-sens (10mM) : 2.5µM 

Buffer 10X : 5µl 

MgCL2 (25mM) : 6µl 

Polymérase (High Fidelity Fermentas®) : 0.35µl 

Eluat : 6µl 

H20 : 25.15µl 

 

Programme d’amplification : 

Dénaturation 95°C : 6min 

40 cycles d’amplification : 

 Dénaturation 95°C : 40s 

 Hybridation  55°C : 1min 

 Elongation 68°C : 3min 

Elongation finale 68°C : 10min 

 

Séquençage direct par méthode Sanger 

  

 Réactions de séquence 

   

Les produits de PCR ont été vérifiés par migration éléctrophorétique sur gel d’agarose. 

Si un amplicon est présent à la taille attendue, celui-ci est purifié grâce à des plaques de filtre 

par aspiration de type « Filter Plates MultiScrenn® ». 

Les réactions de séquences ont été réalisées avec le kit « BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing kit » selon le protocole suivant : 

Tampon 5x : 2µl 

Amorce 2µM : 1.6µl 

BigDye : 0.4µl 

Produit de PCR purifié : 1µl 

H2O : 5µl 
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Programme de réaction : 

Dénaturation 95°C : 3min 

25 cycles de réaction : 

 Dénaturation 95°C : 10s 

 Hybridation 50°C : 5s 

 Elongation 68°C : 4min 

Stockage 8°C 

 

 

 Analyse des séquences 

 

Les produits de réaction de séquence sont purifiés grâce au kit Bigdye X Terminator, 

puis analysés par un séquenceur 3500xL Dx Genetic Analyzer de Applied Biosystems®. Le 

temps de migration a été adapté pour obtenir une lecture de 750 bases. Les 

électrophorégrammes obtenus sont analysés et alignés par le logiciel SeqScape® v2.7 puis 

manuellement pour vérifier les erreurs d’alignement, d’interprétation et les doubles 

populations. 

Les séquences obtenues sont génotypées par NCBI Genotyping Tool. Les séquences 

de même génotype sont alignées entre elles par le logiciel Clustal W puis les alignements 

obtenus sont ré-interprétés manuellement à l’aide du logiciel Mega v4 afin de vérifier les 

cadres de lectures et d’obtenir les séquences protéiques. En cas de décalage de cadre de 

lecture ou de codon STOP, les électrophorégrammes sont ré-interprétés sur SeqScape® pour 

une éventuelle correction. 

 

 

Conception des amorces de réactions de séquence 

 

La première série de réaction de séquence a été réalisée avec les produits de PCR 

P1/P12 et les amorces précédemment décrites pour les réactions de PCR nichées : P1ter, P2, 

P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11 et P12ter. Etant donné la faible qualité des séquences 

obtenues, les amorces ont été ré-évaluées après alignement des ces premières séquences : 
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Pour les produits de PCR P1/P12 et P1ter/P12ter : 

P2a (nt 2417-2441, Tm 61°C, GC 56%, 25nt) :GAG ATT GAG ATC TTC TGC GAC GCG 

G  

P2prima (nt 2297-2322, Tm 58°C, GC 46%, 26nt) : GAT AAG ATA GGG GCA TTT GGT 

GGT CT  

P3a (nt 2267-2289, Tm 60.6°C , GC 61%, 23nt) : GGAGTGTGGATTCGCACTCCTCC  

P5a (nt 2805-2827, Tm 60.6°C, GC 61%, 23nt) : AGC GCC TCA TTT TGC GGG TCA CC  

P5reva (nt 2824-2851, Tm 58.5°C, GC 43%, 28nt) : TGT AGC TCT TGT TCC CAA GAA 

TAT GGT G  

P4a (nt 3078-3095, Tm 62.6°C, GC 76%, 17nt) : GCC TGA GGC TCC ACC CC  

P7a (nt 53-75, TC Tm 58.8°C, GC 57%, 23nt) : TTT CCT GCT GGT GGC TCC AGT  

P6a (nt 248-276, Tm 60.1°C, GC 45%, 29nt) : AAA TTG AGA GAA GTC CAC CAC GAG 

TCT AG  

P9a (nt 593-615, Tm 57.1°C, GC 52%, 23nt) : TGC ACC TGT ATT CCC ATC CCA TC P8a 

(nt 707-731, Tm 61°C, GC 56%, 25nt) : AAA GCC AAA CAG TGG GGG AAA GCC C  

P11a (nt 1096-1121, Tm 58°C, GC 46%, 26nt) : TTC TCG CCA ACT TAC AAG GCC TTT 

CT  

P10a (nt 1253-1275, Tm 60.6°C, GC 61%, 23nt) : CGC AGT ATG GAT CGG CAG AGG 

AG  

P11prima (nt 1575-1597, Tm 60.6°C, GC 61%, 23nt) : CCG TGT GCA CTT CGC TTC ACC 

TC  

 

Pour les produits de PCR nichée : 

Fragment P1ter/P2 : 

P1b (nt 1877-1897, Tm 58.3°C, GC 62%, 21nt) : CTG TGC CTT GGG TGG CTT TGG  

P2prima (nt 2297-2322, Tm 58°C, GC 46%, 26nt) : GAT AAG ATA GGG GCA TTT GGT 

GGT CT  

Fragment  P3/P4: 

P3b (nt 2372-2397, Tm 58.8°C, GC 57%, 23nt) : CCT AGA AGA AGA ACT CCC TCG CC  

P4b (nt 2836-2858, Tm 58.8°C, GC 57%, 23nt) : CCC ATG CTG TAG CTC TTG TTC CC  

Fragment P5/P6 : 

P5b (nt 2832-2857, Tm 59.5°C, GC 50%, 26nt) : TCT TGG GAA CAA GAG CTA CAG 

CAT GG  

P6b (nt 186-206, Tm 60.2°C, GC 67%, 21nt) : CCG CCT GTA ACA CGA GCA GGG  
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Fragment P7/P8 : 

P7b (nt 248-271, Tm 59.1°C, GC 54%, 24nt) : CTA GAC TCG TGG TGG ACT TCT CTC  

P8b (nt 637-656, Tm 57.9°C, GC 65%, 20nt) : CTG AGG CCC ACT CCC ATA GG  

Fragment P9/P10: 

P9b (nt 673-700, Tm 58.5°C, GC 43%, 28nt) : CAG TTT ACT AGT GCC ATT TGT TCA 

GTG G  

P10b (nt 1230-1251, Tm 58.6°C, GC 59%, 22nt) : CAC AAA GGT TCC ACG CAT GCG C  

Fragment P11/P12ter: 

P11b (nt 1224-1245, Tm 60.4°C, GC  64%, 22nt) : CCA TCA GCG CAT GCG TGG AAC C  

P12b (nt 1745-1772, Tm 57°C, GC 39%, 28nt) : TAC AAA GAC CTT TAA CCT AAT CTC 

CTC C  

 

Pyroséquençage avec la technique 454 

 

Principe  

 

 La technique 454 permet un séquençage clonal grâce premièrement à une PCR clonale 

au sein d’une émulsion (emPCR) et deuxièmement à une réaction de pyroséquençage clonale 

au sein d’un micro-puits d’une plaque Pico Titer Plate (PTP). 

 L’emPCR se déroule dans une micro-gouttelette d’eau qui devient un micro-réacteur 

au milieu d’une émulsion d’huile (figure 18). Cette micro-gouttelette contient les réactifs 

nécessaires à la PCR avec un brin d’ADN fixé à une bille par un adaptateur. Si l’on respecte 

le ratio d’une molécule d’ADN par bille, l’amplification dans la micro-gouttelette est clonale. 

L’adaptateur fixé à la bille est une sonde d’ADN complémentaire à l’extrémité 5’ de la 

molécule d’ADN qui a été préalablement rajoutée par une amorce lors de la PCR. Il existe 

deux types de billes (A et B) chacune spécifique d’une des deux extrémités de l’amplicon et 

qui possèdent des adaptateurs différents. 
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Figure 18 : amplification clonale dans une micro-gouttelette d’émulsion (d’après Roche). 

 

 Une fois l’emPCR réalisée, les billes sont transférées dans une plaque PTP contenant 

5x105 micro-puits dont le diamètre permet d’insérer une seule bille par micro-puits (figure 19). 

C’est au sein de ce dernier que se déroule la réaction de pyroséquençage clonale. Les 

nucléotides sont incorporés séquentiellement A, T, G puis C et de façon cyclique. Après 

chaque incorporation le surplus de nucléotides est éliminé par une apyrase. Si un nucléotide 

est incorporé par la polymérase, un pyrophosphate inorganique est libéré et utilisé par une 

ATPsulfurylase pour générer une molécule d’ATP. La luciférase utilise alors cet ATP et une 

molécule de luciférine pour produire une oxyluciférine et un photon détecté par un capteur 

Charge-Coupled Device (CDD). A la fin de chaque séquence, le CDD produit une image de la 

plaque correspondant à l’émission d’un photon par chaque micro-puits où un nucléotide a été 

incorporé. La succession des cycles d’incorporation de nucléotides aboutit à  un pyrogramme 

clonal. 

 Le pyroséquenceur GS Junior permet d’obtenir en moyenne 70000 séquences clonales 

d’une longueur de 400 à 500 bases maximum par run. Des séquences provenant 

d’échantillons de différents patients peuvent être séquencées lors d’un même run. Chaque 

échantillon est associé à un  Multiplex Identifier (MID) qui est une séquence nucléotidique 

spécifique ajoutée à l’amorce. 
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Figure 19 : réaction de pyroséquençage dans chaque micro-puits de la Pico Titer Plate (d’après Roche). 

 

 

Conception des amorces 

 

 La première étape consiste en la synthèse de molécules d’ADN contenant au 

maximum 400pb de la séquence d’intérêt flanquée à chaque extrémité d’une séquence 

adaptatrice différente pour les extrémités 5’ et 3’, d’une séquence TCAG (key pass) et d’un 

MID. Les amorces sont conçues de la façon suivante : 

-les 21 premiers nucléotides (en bleu) sont identiques pour toutes les amorces 5’ et 3’ 

respectivement, elles permettent l’hybridation sur les sondes des billes A et B respectivement 

-les 4 nucléotides suivants TCAG (en rouge), appelés clef, permettent la calibration des 

fluorescences émises pour l’incorporation de chacun des 4 nucléotides 

-les 10 nucléotides suivants (surlignés en orange) sont spécifiques de chacun des MID 

-tous les nucléotides suivant  la 35ème position (en noir) sont spécifiques des extrémités de la 

séquence de VHB 
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Les séquences spécifiques des extrémités de VHB ont été conçues afin d’amplifier par 

PCR nichée (à partir de produit de PCR P1/P12 ou P1ter/P12ter) en 10 fragments 

chevauchants de 250 à 400pb de génome entier du VHB. Elles ont été conçues en alignant 

toutes les séquences consensus et toutes les séquences obtenues par séquençage direct Sanger. 

La longueur des séquences spécifiques était de 14 ou 15 nucléotides et ne contenait pas plus 

de 2 nucléotides ambivalents.   

Les produits de la PCR avec ces amorces sont appelés amplicons. 

 

Plan de conception des amorces : 

5'_MID : 

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG{séquence spécifique de MID}-séquence spécifique 

de l’extrémité 5’ de l’amplicon 

3'_MID : 

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG{séquence spécifique de MID}-séquence spécifique 

de l’extrémité 3’ de l’amplicon 

 

Ayant pyroséquencé 4 échantillons par plaque, nous avons utilisé 4 séquences spécifiques de 

MID différentes: 

MID1 : ACGAGTGCGT 

MID2 : ACGCTCGACA 

MID3 : AGACGCACTC 

MID4 : AGCACTGTAG 

 

Séquences spécifiques des extrémités 5’ et 3’ des amplicons : 

Amplicon 1 : 

5'_MID : ACTGTTCAAGCCTCC 

3'_MID : GTTGATAAGATAGGG 

 

Amplicon 2 : 

5'_MID: GTGTCTTTYGGAGTG 

3'_MID-4 : AARTAATGATYAAC 
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Amplicon 3 : 

5'_MID : AATGTTAGTATYCCT 

3'_MID : CAACTGRTGRTCGGG 

 

Amplicon 4 : 

5'_MID : ATTCTTGGGAACAAG 

3'_MID : ACTGGAGCCACCAGC 

 

Amplicon 5 : 

5'_MID : ACASTCATCCTCARG 

3'_MID : GAAGATGAGGCATAG 

 

Amplicon 6 : 

5'_MID : TTGTCCTGGYTATCG 

3'_MID : CGAACCACTGAACAA 

 

Amplicon 7 : 

5'_MID : TATTCCCATCCCATC 

3'_MID : AGACCCACAATWC 

 

Amplicon 8 : 

5'_MID : CTATTGATTGGAAAG 

3'_MID : TCCAGTTGGCAGYAC 

 

Amplicon 9 : 

5'_MID : CTCCTCTGCCGATCC 

3'_MID : AGTCCAAGAGTCCTC 

 

Amplicon 10 : 

5'_MID : CACGGGGCGCACCTC 

3'_MID : CCAATTTATGCCTAC 
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 Amplification par PCR des amplicons  

 

Les amorces ont été testées avec des plasmides contenant un génome complet de VHB 

des génotypes A, B, C, D et E. Les PCR nichées ont été réalisées à partir de 1µl de produit de 

PCR. 

Composition du mix : 

dNTP (5mM) : 1.25µl 

amorce 5’ (10mM) : 1.25µl 

amorce 3’ (10mM) : 1.25µl  

Buffer 10X : 2.5µl 

MgCL2 (25mM) : 3µl 

Polymérase (High Fidelity Fermentas®) : 0.15µl 

Produit de PCR : 1µl 

H20 : 14.6µl 

 

Programme d’amplification : 

Dénaturation 95°C : 6min 

40 cycles d’amplification : 

 Dénaturation 95°C : 40s 

 Hybridation  55°C : 1min 

 Elongation 68°C : 3min 

Elongation finale 68°C : 10min 

Stockage 8°C 

 

 Les produits de PCR sont contrôlés par migration électrophorétique sur gel d’agarose 

2%. 

 

Purification des amplicons avec le protocole Agencourt® Ampure® 

XP de Beckman Coulter® et constitution de la banque d’ADN. 

 

 Les produits de PCR nichée sont purifiés avec le protocole suivant : 

-mélanger 20µl de produit de PCR nichée par 12 flux et reflux avec 36µl de billes Ampure XP 

-incubation de 10min à température ambiante 
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-placer les tubes sur un portoir magnétique pendant 5min 

-enlever le surnageant 

-ajouter 100µl d’éthanol 70% puis retirer le surnageant sans resuspendre les billes 

-répéter l’étape précédente une fois 

-faire sécher les billes à température ambiante quelques minutes 

-resuspendre les billes dans 20µl de TE par 12 flux et reflux 

-replacer les tubes sur un portoir magnétique pendant 5min 

-récupérer 15µl de surnageant en évitant de prendre les billes 

 

Dosage des amplicons avec le kit Quant-it  Picogreen DSDNA de 

Invitrogen® 

 

Une gamme standard est préparée extemporanément par dilutions sérielles pour les 

concentrations suivantes : 20ng, 10ng, 5ng, 2.5ng, 1.25ng, 0.625ng, 0.315ng et 0ng par 

capilaire. 

La composition du mix est la suivante : 

-Picogreen dilué extemporanément au 1/200ème : 10µl 

-1µl d’amplicon purifié + 9µl d’eau 

-ou 10µl de gamme 

 

La quantification est réalisée avec un Lighcycler2.0® Roche® programmé comme 

suivant : 

-analysis mode : melting curve 

-Target 1 : 37°C, acquisition mode: none, Hold : 1s, rampe rate : 4.4°C/s 

-Target 2 : 38°C, acquisition mode: continious, Hold : 0, rampe rate : 0.15°C/s 

 Le coefficient de corrélation R2 de la courbe standard est au moins de 0.98. 

 

 Molécules/µl =   

 

 Grâce à la règle de calcul ci-dessus, les amplicons sont dilués à 109 molécules/µl. A 

partir de ces dilutions, 10µl de chaque amplicon sont poolés. Ce pool est ensuite dilué au 

500ème pour obtenir une librairie d’ADN à 2.106molécules/µl.  

 

[bp]length amplicon     10 6.656

10  6.022    l][ng/ conc sample
9

23




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Amplification clonale basée sur l’émulsion (emulsion-based clonal 

amplification : emPCR) et le pyroséquençage 

 

 Les étapes d’emPCR et de pyroséquençage ont été réalisées en utilisant les réactifs des 

kits GS Junior Titanium Series avec le pyroséquenceur GS Junior 454 de Roche®, en suivant 

le manuel d’utilisation du fournisseur.  

 L’emPCR a été réalisée à partir de 5µl de la banque d’ADN à 2.106molécules/µl par 

type de billes A et B. 

 

Analyse des séquences 

 

 Les séquences obtenues ont été analysées et filtrées par le logiciel GS Run Browser en 

mode Signal Processing for Amplicons, puis multiplexées et alignées par le logiciel GS 

Amplicon Variant Analyser pour mesurer le pourcentage de codons STOP aux positions 

d’intérêt et par ClustalW pour élaborer les arbres phylogénétiques.  

 

 

Séquençage clonal 

 

Clonage vectoriel plasmidique, technique In-Fusion HD Clontech®. 

 

La figure 20 schématise le principe du clonage avec le kit In-Fusion HD de 

Clonetech®. Le vecteur utilisé est pUC19 (2686pb) (figure 21). Il est linéarisé par l’enzyme 

de restriction HindIII qui ouvre le plasmide en positon 449 dans le gène LacZ, puis inactivé à 

65°C 20min.  
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Figure 20 : principe de la technique de clonage In-Fusion HD (d’après Clonetech). 

 

La PCR nichée (sur le produit de PCR P1/P12) est réalisée avec les amorces 

suivantes qui rajoutent un site de restriction Sap1 entre les extrémités du brin négatif du VHB 

et les 15 nucléotides homologues aux extrémités de pUC19 linéarisé par HindIII : 

pUC19HindIIISap1-P1 (Tm 73.7°C, GC 52%, 54 nt) : CTG CAG GCA TGC AAG CTG CTC 

CGC TCT TCT TTT TCA CCT CTG CCT AAT CAT CTC 

pUC19HindIIISap1-P12 (Tm 72.6°C, GC 51%, 51nt) : CAT GAT TAC GCC AAG CTG 

GTC GCT CTT CAA AAA GTT GCA TGG TGC TGG TGC 

 

Composition du mix : 

dNTP (5mM) : 2.5µl 

Psens (10mM) : 2.5µl 

Panti-sens (10mM) : 2.5µM 

Buffer 10X : 5µl 

MgCL2 (25mM) : 6µl 

Polymérase (High Fidelity Fermentas®) : 0.35µl 

Produit de PCR P1/P12 : 1µl 

H20 : 30.15µl 

Recombinaison des extrémités du produit 
de PCR et du vecteur linéarisé par la 
recombinase du kit In-Fusion HD 

PCR rajoutant aux extrémités de 15 nt 
homologues à celles du vecteur linéarisé 

Vecteur plasmidique linéarisé 

Transformation de bactéries compétentes 
et sélection des clones 

Génome du VHB 
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Programme d’amplification : 

Dénaturation 95°C : 6min 

40 cycles d’amplification : 

 Dénaturation 95°C : 40s 

 Hybridation/Elongation 68°C : 7min 

Elongation finale 68°C : 10min 

Stockage 8°C 

 

La recombinaison est réalisée à partir du mélange équimolaire de 30ng du produit de 

taille attendue (environ 3300pb) de la PCR nichée, purifié sur gel d’agarose 0,8%, avec 25ng 

de pUC19 linéarisé par Hind III inactivé et purifié sur colonne GeneJet PCR Purification kit 

de Fermentas®. Le protocole du kit a été modifié en divisant par 2 tous les volumes (passant 

de 20µl à 10 µl de volume final). 

 

Figure 21: plasmide puC19, la séquence nucléotidique de la zone polylinker et les sites de restriction des 

différentes enzymes dont HindIII  (d’après Promega®). 
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Des bactéries E.coli DH5α sont transformées avec le produit de recombinaison par 

choc thermique (45s à 42°C) puis reprises dans 1ml de milieu LB non sélectif à 37°C pendant 

1 heure. Les clones sont ensuite ensemencés à 37°C sur un milieu LB sélectif ampicilline 

100mg/ml + XGal 40mg. Les colonies blanches sont repiquées dans 5 ml de LB+ampicilline. 

Un premier screening est réalisé par une PCR temps réel ciblant une région du gène X sur un 

produit de lysat par ébullition et congélation/décongélation de 1ml de culture : 

 

Composition du mix : 

F HBVX GACGTCCTTTCTYTACGT CCCGTC (10mM) : 1µl 

R HBVX TGCAGAGTTGAAGCGAAGTGCACA (10mM) : 1µl 

Sonde 3FL HBVX ACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGG (8mM): 0.5µl 

Sonde 5LC HBVX CTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGC (8mM): 0.5µl 

MgCL2 (25mM) : 1.6µl 

Fast Start Plus taq (Roche®) : 2µl 

Lysat de bactérie : 10µl 

H20 : 3.4µl 

 

Programme d’amplification : 

Dénaturation 95°C : 10min 

40 cycles d’amplification/détection : 

 Dénaturation 95°C : 10s 

 Hybridation 62°C : 15s, seconde température cible : 50°C (étape de 1°C par cycle) 

Elongation 72°C : 13s 

 

Les clones positifs en PCR temps réel sont ensuite purifiés avec le protocole Miniprep 

puis digérés par l’enzyme de restriction Sap1 afin de vérifier la présence de fragments de 

taille attendue : 3200pb (insert), 2500pb et 200pb (vecteur). 
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Protocole Miniprep : 

Centrifugation de 1ml de culture bactérienne : 5min 2000g  

Suspension du culot dans 100µl de Tampon 1 

Ajouter 200µl de Tampon 2, homogénéiser 

Ajouter 150µl de Tampon 3, homogénéiser 

Centrifuger 15min à 13000g 

Récupérer la phase aqueuse et rajouter un volume d’isopropanol 

Centrifuger 15min à 13000g 

Laver le culot à l’éthanol 80% 

Centrifuger 5min à 13000g, enlever l’éthanol et faire sécher 

Suspendre le culot dans 50µl d’H2O et quantifier avec le Nanaodrop. 

 

Tampon 1 : 

 Tris 25mM 

 EDTA 10mM 

 Glucose 50mM 

Tampon 2 : 

 NaOH 2N 

 SDS 1% 

Tampon 3 : 

 Acétate de potassium 3M 

 Ac. Formique 7.4% 

 

Clonage vectoriel plasmidique, pGEM®-T Easy Vector Systems de 

Promega® 

 

 Le produit de PCR P1/P12 est réamplifié sur 20 cycles de PCR avec la polymérase Go 

Taq® qui possède la propriété de rajouter une adénosine en 3’ du brin synthétisé. Celui-ci 

permet à la Ligase T3 de liguer les extrémités de l’insert avec l’extrémité du vecteur linéarisé 

possédant une thymine en 3’ de chaque brin (figure 22). 

 La ligation a été réalisée comme indiqué dans le protocole du kit. La transformation, la 

sélection des clones et la purification des plasmides ont été réalisées comme précédemment 

décrit. Les plasmides obtenus ont été vérifiés par digestion par l’enzyme de restriction EcoRI. 



 63 

Les tailles de fragments attendus varient en fonction des génotypes hormis le fragment de 

3000pb correspondant au vecteur. Les génotypes B, C, F, G et H ne possédant pas de site 

EcoRI ont un fragment supplémentaire de 3200pb. Les génotypes A et E possédant un site 

EcoRI ont deux fragments supplémentaires de 1800pb et 1400pb. Le génotype D possède un 

site EcoRI de façon variable, on peut donc obtenir un ou deux fragments supplémentaires 

respectivement de 3200pb ou de 1800pb et 1400pb. 

 
Figure 22 : séquences nucléotidiques des extrémités de pGEM-Teasy vector linéarisé et les sites de restriction de 

diffentes enzymes dont EcorI (d’après Promega®). 
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Séquençage des plasmides 

 

 Le but étant de détecter d’éventuels recombinants inter-génotypiques, nous n’avons 

réalisé le séquençage que sur un seul brin. Les amorces utilisées étaient : P2, P3, P5, P7, P9 et 

P11. Les réactions de séquences ont été réalisées directement sur les plasmides purifiés par 

Miniprep sans amplification par PCR. 

 

Entropie de Shannon 

 

 Afin d’évaluer le dégré de polymorphisme pour chaque position nucléotidique et de 

chaque acide aminé, nous avons calculé leur entropie de Shannon (207) grâce au logiciel 

BioEdit©. Plus cette entropie est élevée, plus le polymorphisme est important, une valeur de 0 

signifiant que le nucléotide ou l’acide aminé dans une position donnée est invariable. 
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Résultats 

  

 Nous rendrons dans un premier temps les résultats du séquençage direct puis ceux du 

séquençage clonal par pyroséquençage et par clonage classique. 

 

Optimisation de l’amplification par PCR pour les charges virales 

inférieures à 103UI/ml 

 

Parmi les combinaisons de couples d’amorces testées pour améliorer la sensibilité de 

la PCR, le couple P1ter/P12ter présentait la meilleure sensibilité pour amplifier le génome 

entier du VHB inséré dans un plasmide (20 UI/PCR soit 100cp/PCR). La sensibilité de cette 

PCR a ensuite été testée avec 5 plasmas de patients (hors cohorte) dont la CVP variait de 121 

à 790 UI/ml. Le génome complet de 3200pb a été amplifié pour les 5 échantillons (figure 23).  

 

Figure 23 : migration sur gel d’agarose 0.8% (0.1% de bromure d’éthidium) de produits de PCR avec le couple 

d’amorces P1ter/P12ter de 5 patients ayant des charges virales plasmatiques inférieures à 103 UI/ml.  Le contrôle 

positif est 20 UI (soit 100copies) d’un génome entier inséré dans un plasmide. Pour les 5 patients, on observe un 

produit d’amplification à la taille attendue (environ 3200pb). Par rapport au contrôle positif, on remarque 

également des produits d’amplification de tailles inférieures minoritaires (sauf le patient 3), pouvant 

correspondre soit à des génomes de VHB présentant des délétions, soit à des produits d’amplification 

aspécifiques. 
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L’intensité des produits d’amplification à 3200pb semble être fonction croissante de la 

CVP. On observe également des produits d’amplification de tailles inférieures (environ 

3000pb, 2200pb, 1900pb et 1400pb) qui peuvent correspondre à des produits d’amplification 

aspécifiques (hybridation aspécifique des amorces sur du génome humain) ou des génomes de 

VHB présentant des délétions (potentiellement les génomes des particules virales défectives). 

Pour le patient 3, les produits inférieurs à 3200pb sont majoritaires. 

 

Séquençage direct du génome viral 

 

Amplification du génome complet du VHB 

 

 Sur les 263 échantillons avec une charge virale plasmatique (CVP) supérieure à 

103UI/mL, une amplification par PCR avec les amorces P1/P12 a été obtenue pour 176 

d’entre eux soit 66.9%. Quarante cinq des 87 génomes non amplifiés par P1/P12 ont pu être 

amplifiés par P1ter/P12ter, soit 51.7%. Sur les 159 échantillons avec une CVP inférieure à 

103UI/mL, une amplification par PCR avec les amorces P1ter/P12ter a été obtenue pour 70 

d’entre eux soit 44% (les amorces P1/P12 n’ont pas été utilisées pour amplifier ces 

échantillons).  Au total pour 291 échantillons (69%), le génome viral a pu être amplifié par 

P1/P12 ou P1ter/P12ter.  La figure 24 montre une corrélation croissante entre la charge virale 

plasmatique et l’efficacité de l’amplification avec l’un des deux couples d’amorces. Ceci 

suggère plus une limite de sensibilité par rapport à la CVP qu’un défaut de spécificité des 

amorces par rapport aux séquences ciblées. 

 

Figure 24 : pourcentage de génomes complets amplifiés par les amorces P1/P12 ou P1ter/P12ter en fonction de 

la charge virale plasmatique (log UI/ml). 
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 Pour les 131 échantillons restants, 6 PCR nichées ont été réalisées sur le produit de 

PCR avec P1ter/P12ter afin d’obtenir 6 fragments chevauchants par génome. La figure 25 

résume les résultats des PCR nichées. 

 

Figure 25 : histogramme montrant le nombre d’échantillons en fonction du nombre de fragments de génome 

entier de VHB amplifiés par PCR nichée par les 6 couples d’amorces internes : 87 échantillons ont eu moins de 5 

fragments sur 6 amplifiés et 44 échantillons ont eu au moins 5 fragments sur 6 amplifiés par PCR nichées. 
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 La figure 26 montre que l’efficacité d’amplification par PCR nichée dépend du couple 

d’amorces, les couples P1ter/P2, P5/P6 et P11/P12ter étant  les moins sensibles. Pour les 

couples P1ter/P2 et P11/P12ter, ceci peut s’expliquer par le fait que les amorces P1ter et 

P12ter s’hybrident aux extrémités de l’amplicon de la PCR P1ter/P12ter qui peuvent être 

dégradées par des exonucléases. Pour P5/P6, la plus faible efficacité d’amplification par 

rapport à P3/P4, P7/P8 et P9/P10 peut s’expliquer par le fait que P5 s’hybride dans la région 

la plus variable du génome suggérant un défaut de spécificité de cette amorce.  

 

Figure 26 : histogramme montrant le pourcentage de réussite d’amplification par PCR nichée pour chaque couple 

d’amorces internes. Les couples P3/P4, P7/P8 et P9/P10 sont plus efficaces que les couples P1ter/P2, P5/P6 et 

P11/P12 
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Taux de couverture par séquençage du génome viral 

 

 Les échantillons amplifiés par P1/P12 et P1ter/P12ter ainsi que les échantillons ayant 

été amplifiés par PCR nichée sur 5 ou 6 fragments, ont été analysés en séquençage direct. Des 

séquences nucléotidiques ont été obtenues pour 340 génomes avec les taux de couverture du 

génome complet de plus de 90% pour 320 d’entre eux soit 94% (figure 27). 

 

Figure 27 : histogramme montrant le nombre d’échantillons par tranche de couverture du séquençage du génome 

complet du VHB. 
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Figure 28 : histogramme montrant le pourcentage du génome complet séquencé par rapport à la charge virale 

plasmatique pour les 38 génomes avec un taux de couverture inférieur à 98%. Plus la couverture de séquençage 

du génome est faible plus la proportion d’échantillons avec une CVP inférieure à 1000 UI/ml est importante. 
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 Comme le montre la figure 28, on observe une corrélation entre la charge virale et le 

pourcentage de génome complet séquencé. Plus ce pourcentage est faible, plus la proportion 

d’échantillons ayant une charge virale inférieure à 1000UI/ml est importante. Ceci est en 

faveur d’une limite de sensibilité de l’amplification, plus qu’un défaut de spécificité des 
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amorces lié à un polymorphisme trop important dans les zones d’hybridation de ces dernières 

sauf pour la zone du génome couverte par le fragment P5/P6 (le domaine préS1) qui montre 

un polymorphisme trop important pour permettre la conception d’une amorce P5 universelle. 

 

Vérification du taux d’erreur de séquençage 

 

 Le taux d’erreur de séquençage prend en compte celui de l’amplification par PCR, 

celui de la réaction de séquence, celui de l’interprétation des chromatogrammes par le logiciel 

Seqscape et de celui de la réinterprétation manuelle des chromatogrammes. 

 Le taux d’erreur théorique de la High Fidelity Polymerase indiqué par le fabricant est 

de 1/105 nucléotides.  

 Le taux d’erreur de la réaction de séquence et des interprétations informatiques et 

manuelles des chromatogrammes est évalué périodiquement par un contrôle plasmidique 

pGEM®-3Zf(+) (fourni par le Applied Biosystems®) en lecture double brin sur une longueur 

de 600pb, sans amplification par PCR. Le cumul de 5 contrôles effectués pendant la période 

du séquençage n’a montré aucune erreur, indiquant un taux d’erreur inférieur à 1/3000 

nucléotides.  

 Le taux d’erreur global de l’amplification et du séquençage a été évalué en comptant le 

nombre de positions pour lesquelles l’électrophorégramme du brin sens était différent de celui 

du brin anti-sens, dans les échantillons sans détection de co-infection de plusieurs populations 

virales. Ces différences entre électrophorégrammes génèrent des nucléotides ambivalents.  

Sur les 889681 positions obtenues sur 285 génomes sans co-infections, 572 présentaient une 

différence entre les deux brins susceptible d’être une erreur de séquençage, ce qui correpsond 

à une erreur pour 1555 positions en moyenne, soit 2 par génome. La probabilité que la même 

erreur survienne sur la même postion au niveau des deux brins est donc de 1/ (15552 x 4) soit 

1/9672100, soit moins d’une erreur pour l’ensemble des séquences obtenues.   

 La comparaison par alignement des séquences DR1 et DR2 (théoriquement identiques 

afin de permettre le saut de brin de l’extrémité 5’ non digérée de l’ARNpg du domaine DR1 

vers DR2 du brin(-) lors de la rétro-transcription) n’était pas possible dans la mesure où 

l’amorce P1 de PCR s’hybride sur toute la longueur de DR1. Le taux d’erreur global observé 

a été évalué grâce au degré de conservation de la région DR2 (11 nucléotides, extrêmement 

conservés). La région DR2 a été séquencée pour 330 génomes. Sur les 3630 nucléotides 

séquencés, 3 étaient divergents avec la même mutation sur les brins sens et anti-sens ce qui est 
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un argument en défaveur d’une erreur liée à la réaction de séquence. Néanmoins nous ne 

pouvons vérifier pour ces 3 génomes si ces 3 postions ne sont pas identiques à leur 

homologue du domaine DR1. Cependant même dans l’hypothèse où elles n’étaient pas 

identiques en DR1 et DR2, il est peu probable que la divergence d’une position sur 11 entre 

DR1 et DR2 empêche le saut de brin, ce qui est en défaveur d’une erreur de séquençage de 

ces 3 postions. Ceci montre qu’un polymorphisme en DR1 ou DR2 est rare mais possible s’il 

reste limité. 

 En conclusion, le taux d’erreur liée à la réaction de séquence est inférieur à 1/3000 et 

le taux d’erreur global (amplification et séquençage) est de l’ordre de 2 par génome. 

 

Populations multiples 

 

 Les infections virales n’étant jamais clonales (sauf en tout début d’infection aiguë avec 

un très faible inoculum) et des co-infections de différents génotypes ayant été précédemment 

décrites, nous nous sommes intéressés à connaître le nombre de co-infections détectées en 

séquençage direct. Au niveau d’une position nucléotidique, les doubles populations se 

traduisent au niveau de l’électrophorégramme de réaction de séquence par un double ou triple 

pic identique sur les brins sens et anti-sens (figure 29) signifiant la présence de 2 ou 3 

nucléotides différents dans cette position. 

 

Figure 29 : électrophorégramme de réaction de séquence des brins sens et anti-sens montrant la présence d’une 

double population A ou G en position 2161 (codons TGG et TAG). 

 

 

Brin sens 

Brin anti- 

sens 
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Des nucléotides ambivalents (Y, R, W, S, K, M, D, V, H et B) liés à la présence de 

doubles ou triples pics au niveau des électrophorégrammes de séquençage direct ont été 

détectés dans 55 génomes (16%), soit une proportion semblable à ce qui a déjà été décrit 

(208). Le tableau 6 montre le nombre de nucléotides ambivalents pour chacun de ces génomes. 

Les échantillons GRE3276, VIL1277, DIJ3404, NAN875 et ROU3326 présentent un nombre 

de positions ambivalentes supérieur à 100. Hormis GRE3276, leur génotypage était 

indéterminé ou montrait un « recombinant ». La divergence entre deux génotypes est de 8% 

soit de 257 nucléotides sur l’ensemble du génome. Ceci suggère pour ces échantillons une co-

infection de différents génotypes. 

 

Tableau 6 : nombre de positions ambivalentes sur l’ensemble du génome séquencé présentant un double pic sur 

le chromatogramme de séquençage direct du brin sens et du brin anti-sens (génotype R : recombinants). 

Populations 
multiples 

Génotype Nbre de 
positions 

ambivalentes 

Populations 
multiples 

Génotype Nbre de 
positions 

ambivalentes 

BES3358 E 8 NAN875 R 218 

BON722 E 10 NAN823 D 31 

BON690 R 5 NAN827 B 10 

BON2551 R 7 NAN828 R 8 

BON2555 D 11 NAN898 B 7 

BON2556 D 9 NAN895 B 10 

BOB2308 D 9 BON738 B 14 

CAE434 A 72 TOU2382 R 37 

DIJ1367 R 10 ROU3326 R 118 

DIJ3403 R 91 GRE3277 E 81 

GRE2609 A 35 BON643 E 17 

GRE2638 A 21 LYO1839 A 24 

GRE2647 D 61 3847 A 27 

GRE3276 D 200 5603 A 13 

GRE3435 A 63 5588 A 8 

GRE3891 E 5 5582 A 6 

LYO1075 B 13 5586 F 5 

LYO1068 E 3 5581 B 7 

NAN832 E 4 5604 R 17 

NAN826 A 26 5542 R 4 

NAN867 R 46 5522 R 2 

VIL1253 R 77 5526 D 1 

VIL1277 R 216 5524 E 47 

REI478 A 12 3843 E 15 

BOR3662 R 7 2959 E 11 

BON3378 E 17 5527 E 18 

GRE3018 E 3 5573 C 23 

DIJ3404 R 183    
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Vérification des cadres de lecture 

 

 Les 4 cadres de lecture ont été vérifiés par la présence du codon d’initiation ATG et 

d’un codon STOP (TAA, TAG et TGA) aux positions attendues, et par le respect des cadres 

de lecture sauf pour celui de l’AgHBe dans lequel des mutants avec un codon STOP sont 

possibles dans le domaine pré-core (figure 30). Tous les cadres de lecture ont été respectés 

pour toutes les séquences malgré les insertions et les 34 délétions (dans core et HBs). 

 

Figure 30 : schéma montrant le nombre de codon STOP retrouvé par cadre de lecture. L’origine des positions 

nucléotidiques est le site de restriction EcoRI dans le domaine préS2. 

 

 

Des codons stop ont été retrouvés dans les cadres de lecture C, P et S (figure 30). Dans 

le gène C, 5 codons STOP ont été retrouvés sur 2 positions : 1 au niveau du 67ème a.a. et 4 au 

niveau de l’avant dernier a.a. Dans le gène P, 1 codon STOP est sité au niveau du 176ème a.a. 

Dans le domaine S du gène S, 2 codons STOP sont situés au niveau du 210ème a.a., 2 codons 

STOP au niveau du 356ème a.a. et 12 codons STOP au niveau du 390ème a.a.. A noter que les 

codons STOP du 67ème a.a. de C, du 176ème a.a. de P et du 210ème a.a. de S existent avec une 

double population sauvage. 

Au total, les codons STOP incompatibles avec la réplication virale en mono-infection 

cellulaire sont ceux du 67ème a.a de C, du 176ème a.a. de P et des 210ème et 356ème a.a. de S. Or 

la présence de doubles populations dont un sauvage pour les 3 premiers codons STOP peut 

expliquer la présence de ces virus défectifs s’ils sont en co-infection cellulaire avec un virus 
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sauvage. Une autre hypothèse serait une erreur de séquençage, mais les deux codons STOP de 

S étant présents chacun dans 2 génomes différents cette hypothèse devient improbable pour 

ces codons. Le pyroséquençage clonal de ces mutants permettrait de lever le doute. 

 

Génotypes 

 

 Afin de comparer notre population aux autres études, nous avons génotypé les 

génomes obtenus par séquençage direct. 

 L’outil bio-informatique « NCBI Genotyping Tool » permet d’obtenir le génotypage 

par alignement de fenêtres de 300pb avec un décalage de 100pb de nos séquences par rapport 

à des séquences de référence (3 par génotype). Le génotypage avec des fenêtres d’alignement 

de 50 à 500pb a donné des résultats très comparables. Un génotype a pu être déterminé sans 

ambiguïté pour 280 génomes (figure 31), le génotype E étant le plus fréquemment retrouvé 

(24,85%). Pour les 60 génomes restants, le génotypage n’a pu être déterminé car il montrait 

des « recombinaisons » de génotype (figure 32, tableau 7 et annexe 2). 

 

Figure 31 : résultat des génotypes retrouvés. 

A; 74

B; 24

C; 29

D; 66

E; 84

F; 1

G; 1

H; 1

« recombinant »; 

60

 

 Parmi les 60 « recombinants », 30 étaient composés de fragments de génotypes D et E 

dont : 

-18 étaient principalement de génotype D sauf les régions non chevauchantes des ORF 

X et C de génotypes E (« recombinants » E D*) (figure 33) 

-4 étaient principalement de génotype D sauf la région non chevauchante des ORF C 

de génotypes E (« recombinants » E D**) (figure 33) 

-les 8 autres « recombinants » E D et D E présentaient des recombinaisons différentes 

les unes des autres 
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Figure 32 : exemples de résultats de génotypage par NCBI Genotyping Tool de génotypes « recombinants » : a) 

DIJ3404 : B et C, b) BON690 : D et E, c) BON727 : A et D, d) GRE2615 : C, D et E. Un score d’alignement 

(fonction croissante du degré d’homologie) de 300pb de chaque séquence de référence par rapport à la séquence 

de l’échantillon est calculé. Un décalage de 100pb est réalisé pour génotyper l’ensemble du génome. Les courbes 

de couleur correspondent aux scores d’alignement (en ordonnée) de chaque séquence de référence par génotype 

par rapport à la séquence de l’échantillon (la position nucléotidique en abscisse). Les courbes de score 

d’alignement des séquences de référence des génotypes A, B, C, D, E, F, G et H sont respectivement de couleur 

rouge, verte claire, bleue, jaune, turquoise, rose, marron et verte foncée. L’origine des positions en abscisse 

correspond au début du brin négatif, l’origine de l’ORF P étant en position 693 et le site EcoRI en position 1400. 

a) DIJ3404                                                                          b) BON690 

 
c) BON727                                                                        d) GRE2615 

 
 

  

Cependant, en l’absence de séquençage clonal du génome entier, il n’est pas possible 

d’affirmer l’existence de recombinants inter-génotypiques car le séquençage direct de co-

infections de plusieurs génotypes chez un même patient peut artéfactuellement produire des 

séquences qui sont des mélanges de ces génotypes par hybridation préférentielle des amorces 

de réaction de séquence. 
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Tableau 7 : génotypes composants les « recombinants ». Les 18 « recombinants » E D* sont de génotype D pour 

les ORF P et S, et de génotype E  des positions 1600 à 2300 (régions non chevauchantes des ORF X et C avec 

l’ORF P). Les 4 « recombinants » E D** sont de génotype D pour les ORF P, S et X, et de génotype E  des 

positions 1800 à 2300 (région non chevauchante de l’ORF C).  

 

échantillons génotypes échantillons génotypes 

BES287 E D* BON3365 B C 

BON650 E D* BON3368 C B 

BON690 E D CAE454 A E 

BON2551 E D* CRE1765 A C 

DIJ1367 D E CRE1801 C A 

DIJ3403 E D GRE2965 D B 

GRE2615 C E D LYO1006 D C 

GRE3262 E D* LYO1935 C A 

LYO989 E D** NAN821 A E 

LYO1000 E D* NAN834 C D   

LYO1833 E D* STR1961 A B 

LYO1894 E D* TOU841 E C B 

NAN835 E D** TOU2395 A B 

REI2927 E D* TOU2398 A C 

ROU3321 E D* VIL1277 B C 

ROU3335 E D* NAN241 A D 

STR1971 E D* DIJ3404 C B 

VIL1244 E D** BOR3662 A D 

VIL1253 C D E NAN828 D A 

VIL1280 D E BOR3652 E D* 

LYO1899 E C D REI3455 E D* 

BON727 D A ROU3326 E D* 

NAN867 D E TOU2382 E D* 

LYO1064 D E BOR3149 E D* 

POI1142 A E TOU2791 D E 

GRE1440 C E D NAN875 B D 

BON648 E D 5604 E D* 

BON701 A D 5522 E D** 

BON702 E A 3927 E D* 

BON712 A D 5542 A D 
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Figure 33 : schéma des « recombinants » E D* et E D** 

 

 

 

 

Séquençage clonal par pyroséquençage 

 

Choix des échantillons 

 

 Afin d’évaluer la proportion des sous-populations virales sauvages et variantes 

(différents codon STOP) et de détecter des co-infections notamment de différents génotypes, 

nous avons réalisé un séquençage clonal par pyroséquençage de 28 échantillons. 

 Sept runs de pyroséquençage ont été réalisés avec 4 échantillons par run. Au total, les 

28 échantillons sélectionnés étaient: 

- un plasmide de génotype D afin d’évaluer le taux d’erreur artéfactuelle de la PCR 

et du pyroséquençage 

- 10 présentant des infections multiples en séquençage direct afin de vérifier la 

corrélation entre les deux techniques pour la détection de sous-populations virales 

- 22 présentant des génotypes indéterminés en séquençage direct afin de vérifier la 

présence ou non de co-infections de plusieurs génotypes 

- 6 présentant au moins un codon STOP autre que la mutation G1896A en 

séquençage direct afin de déterminer la proportion de sous-populations mutées 

- 1 présentant une délétion préS1/préS2 afin de déterminer la proportion de sous-

populations défectives 
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Le contrôle plasmidique 

 

La figure 34 montre le pourcentage d’amplicons variants par rapport à la séquençe de 

référence (consensus Genotype D) pour chaque position nucléotidique, ainsi que le nombre de 

lectures par amplicons. Les variations de 100% par rapport à la séquence de référence 

indiquent une différence entre la séquence du plasmide et ce dernier et non une erreur 

artéfactuelle de pyroséquençage. Ces erreurs correspondent à des pourcentages de variation 

différents de 0 et de 100. 

 Le taux d’erreur de l’ADN polymérase I  impliquée dans la réplication des plasmides 

étant inférieur à 10-6 (209), le taux de variation théorique par position de notre plasmide 

contrôle est inférieur à 0.1%, ce qui n’est pas observable étant donné le nombre de lecture par 

position inférieur à 1000. Les erreurs observées sont donc liés à la PCR et au pyroséquençage. 

L’extrémité 3’ de l’amplicon 2 n’est pas interprétable du fait du faible nombre de 

lecture (inférieur à 10). 

 

Figure 34 : histogrammes de pyroséquençage des pourcentages de variations (ordonnées de gauche) des 

nucléotides des séquences lues (nombre en ordonnées à droit) par rapport à la séquence de référence en abscisse 

(consensus genotype D). Les barres vertes, bleues, noires et rouges correspondent au pourcentage d’insertions ou 

de substitutions vers A, C, G et T respectivement. Les barres grises correspondent au pourcentage des délétions. 

Les insertions artéfactuelles au sein d’homopolymères figurent également dans les histogrammes. Sont indiquées 

les premières et dernières positions nucléotidiques de chaque amplicon ainsi que celles des variations (les 

substitutions et délétions mais non les insertions) par rapport au début du brin(-) du consensus génotype D. 

 

a) amplicon 1 (nt 58-494) : 93:T/C, 96:T/C et 305:G/T 

 

b) amplicon 2 (nt 457-907) : 661: A/G, 670:G/T et 721:C/A 
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c) amplicon 3 (644-1073) : 661: A/G, 670:G/T, 721:C/A et 922:C/T  

 

d) amplicon 4 (nt 1023-1424) : 1196:A/T  

 

e) amplicon 5 (nt 1354-1784) : 1752:C/T 

 

f) amplicon 6 (nt 1739-2055) : 1752:C/T, 1865:C/A et 1894:C/T 

 

g) amplicon 7 (1982-2360) : 2075:G/A, 2154:T/C, 2234:T/C, 2296:G/-, 2296:G/A et 2353:C/A 
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h) amplicon 8 (2352-2753) : 2353:C/A, 2362:T/A et 2616:T/C 

 

i) amplicon 9 (2634-3023) : 3001:T/A 

 

j) amplicon 10 (nt 2899-3148) : 3001:T/A et 3093:G/A 

 

  

 Le pourcentage de variation par position nucléotidique sur l’ensemble des lectures a 

été calculé en excluant automatiquement les insertions artéfactuelles liées à des erreurs de 

réaction de pyroséquençage et de quantification du signal lumineux au sein d’homopolymères 

de nucléotides. 

 Sur l’ensemble des positions analysées du génome (3190pb), un pourcentage de 

variants par rapport à la séquence de référence (consensus de génotype D), différent de 100% 

sur les brins sens et/ou anti-sens (correspondant aux erreurs d’amplification et de 

pyroséquençage) a été observé dans 26 variations sur 25 positions nucléotidiques (2 variations 

existant en position 2616 : une insertion -/C et une substitution T/C). Sur les 26 variations, 5 

(positions 660, 673, 2577, 2582 et 2616) sont des insertions artéfactuelles dans des 

homopolymères non exclues automatiquement (tableau 8). Parmi ces 25 positions, 15 

présentaient des variations >0% ou <100% sur les deux brins en même temps. Sur ces 15 

positions, le pourcentage d’erreur était : 
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 inférieur à 1% (correspond aux pourcentages de variants inférieurs à 1% et supérieurs 

à 99%)  dans les brins sens et anti-sens dans 6 positions 

 entre 1 et 2% (correspond aux pourcentages de variants entre 1 et 2% et entre 98 et 

99%)  dans les brins sens ou anti-sens dans 6 positions 

 entre 2 et 5% (correspond aux pourcentages de variants entre 2 et 5% et entre 95 et 

98%)  dans les brins sens ou anti-sens dans 3 positions qui correspondent à des 

insertions et/ou des délétions au sein d’homopolymères de nucléotides. 

  

Tableau 8 : position, pourcentage de variants par rapport à la séquence de référence consensus Genotype D et 

nombre de lectures pour les brins sens et anti-sens. Dans 25 positions, un pourcentage de variation différent de 0 

et 100% a été observé sur le brin sens et/ou anti-sens, dont 15 avaient  un pourcentage de variation différent de 0 

et 100% sur les 2 brins en même temps. 

 

Référence Variant 

pourcentage de 

variants sur le brin 

sens 

nombre de 

lectures sur le 

brin sens 

pourcentage de 

variants sur le 

brin anti-sens 

nombre de 

lectures sur le 

brin anti-sens 

HBV_consD 93:T/C 100.0 263 99.3 269 

HBV_consD 96:T/C 100.0 263 99.3 269 

HBV_consD 305:G/T 100.0 263 98.9 269 

HBV_consD 660.5:-/G 0.4 483 0.9 219 

HBV_consD 661:A/G 98.9 483 93.6 219 

HBV_consD 670:G/T 99.6 483 100.0 219 

HBV_consD 673.5:-/T 0.4 483 0.9 219 

HBV_consD 721:C/A 99.6 483 100.0 219 

HBV_consD 922:C/T 99.0 317 100.0 167 

HBV_consD 1196:A/T 99.5 377 99.6 478 

HBV_consD 1752:C/T 0.4 475 0.3 591 

HBV_consD 1865:C/A 99.3 279 100.0 273 

HBV_consD 1894:C/T 100.00 279 98.9 273 

HBV_consD 2075:G/A 0.37 544 0.7 412 

HBV_consD 2154:T/C 0.37 540 0.5 407 

HBV_consD 2234:T/C 100.0 540 99.0 407 

HBV_consD 2296:G/- 2.2 540 4.7 407 

HBV_consD 2296:G/A 97.8 540 95.3 407 

HBV_consD 2353:C/A 99.7 737 100.0 590 

HBV_consD 2362:T/A 100.0 197 96.7 183 

HBV_consD 2577.5:-/G 1.1 197 1.6 186 

HBV_consD 2582.5:-/G 1.1 197 2.7 186 

HBV_consD 2616.5:-/C 1.1 197 1.1 186 

HBV_consD 2616:T/C 98.9 197 98.9 186 

HBV_consD 3001:T/A 99.0 616 99.6 798 

HBV_consD 3093:G/A 99.4 365 99.6 536 

 

 Dans l’ensemble, le taux d’erreur lié à la PCR et au pyroséquençage est négligeable 

par rapport au polymorphisme du VHB. On peut donc considérer que pour une position 

nucléotidique donnée, un variant n’est pas artéfactuel s’il est observé sur le brin sens et le brin 
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anti-sens et si sa proportion dépasse 2% du total des lectures, ce qui correspond à 25 sur 3190 

positions de notre plasmide (soit 0.8%). La présence des insertions artéfactuelles au sein 

d’homopolymères de nucléotides n’est pas entièrement détectée de façon automatique rendant 

impossible la traduction directe des séquences sans leur retraitement par bio-informatique. 

 

Pyroséquençage des patients 

 

Tableau 9 : nombre de lectures par run et par patient. 

date 
 

lectures par run 
 

patients 
 

lectures par patient 
 

22/02/2013 43485 plasmide 6222 

   nan875 9435 

   poi1142 13412 

    tou841 13881 

07/03/2013 14205 gre2647 1955 

   gre2965 3335 

   vil1253 5987 

    vil1277 2135 

11/03/2013 22668 bon3368 3952 

   dij3403 3504 

   gre3276 10719 

    rei2927 3364 

15/03/2013 61952 gre2634 22766 

   gre3425 7788 

   rou3326 13784 

    tou361 17010 

14/04/2013 57332 gre2615 19297 

   lyo1899 8391 

   str1961 10279 

    tou2398 18952 

17/04/2013 48657 bon702 9639 

   bon727 15775 

   lyo1006 13630 

    nan867 9257 

24/04/2013 26700 bon690 8029 

   dij1367 6745 

   gre1440 9854 

    gre3262 1955 

moyenne 39286   9680 

écart type 16939   5696 

médianne 43485   9346 
1er-3ème 
interquartil 24684-52994,5   5478,25-13668,5 

 

Le tableau 9 montre le nombre de lectures par run et par patient. Le nombre de lectures 

par run et par patient est très variable, avec des minima et des maxima par run de 14205 et 

61952, et par patient de 1955 et 22766. Nous avons obtenu en moyenne par patient 9680 
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lectures. Chaque génome étant divisé en 10 amplicons, nous avons donc obtenu en moyenne 

968 lectures pour chacun des 10 amplicons de 250 à 450pb. 

 

Co-infections 

 

 Pour comparer la sensibilité de détection des co-infections entre le séquençage Sanger 

et le pyroséquençage, nous avons choisi les trois échantillons suivants (figure 35) : 

- GRE2634 ne montrait pas de co-infection au séquençage direct 

- BON690 dont le séquençage direct montrait 5 nucléotides ambivalents 

- DIJ3404 dont le séquençage direct montrait 183 nucléotides ambivalents  

 

Figure 35 : histogrammes de pyroséquençage des pourcentages des variations (ordonnées de gauche) des 

nucléotides des séquences lues (nombre en ordonnées à droit) pour les échantillons GRE2634, BON690 et 

DIJ3404. Les barres vertes, bleues, noires et rouges correspondent à des insertions ou des substitutions vers A, C, 

G et T respectivement. Les barres grises correspondent à des délétions. 

 

GRE2634 amplicons 1, 2 et 3 (nt 58-1073) 

 GRE2634 amplicons 4, 5 et 6 (nt 1023-2055) 

 
 GRE2634 amplicons 7, 8, 9 et 10 (1982-3148) 
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BON690 amplicons 1, 2 et3 (nt 58-1073) 

 
BON690 amplicons 4, 5 et 6 (nt 1023-2055) 

 BON690 amplicons 7, 8, 9 et 10 (1982-3148) 

 
 

DIJ3403 amplicons 1, 2 et 3 (nt 58-1073) 

 
DIJ3403 amplicons 4, 5 et 6 (nt 1023-2055) 
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DIJ3403 amplicons 7, 8, 9 et 10 (1982-3148) 

 
 

 Les histogrammes de pyroséquençage des échantillons GRE2634, BON690 et 

DIJ3403 montrent la présence de multiples populations, même lorsque celles-ci ne sont pas 

détectées en séquençage direct pour GRE2634. Par ailleurs, le nombre de positions montrant 

de multiples populations est plus important pour BON690 que pour GRE2634 et est plus 

important pour DIJ3404 que pour BON690.  

 Même si le pyroséquençage est plus sensible que le séquençage direct pour la 

détection des infections multiples, il existe une corrélation entre les deux techniques pour le 

nombre positions variantes. 

 

Co-infections par plusieurs génotypes 

 

 Afin de déterminer si les co-infections sont de génotypes identiques ou différents, 

nous avons réalisé des arbres phylogénétiques à partir des séquences de chacun des amplicons, 

des séquences de références par génotypes et de nos séquences consensus de génotypes.  

 Le tableau 10 montre les résultats des arbres phylogénétiques des séquences obtenues 

par amplicon. Pour 12 patients, les arbres phylogénétiques montraient le même cluster pour 

chaque amplicon, indiquant une infection par un seul génotype. Cependant, le séquençage 

direct de 9 de ces patients montrait un génotype « recombinant ». Cette discordance est 

probablement liée aux limites du génotypage des séquences Sangar car celui-ci donne un 

score d’homologie en fonction des autres positions avec des nucléotides non ambivalents, 

tandis que la détermination des nucléotides ambivalents par séquençage clonal peut donner un 

autre score d’homologie de l’ensemble de la séquence. 

 Pour 13 patients les arbres phylogénétiques montraient plusieurs clusters par amplicon 

avec plusieurs génotypes faisant suspecter des co-infections par 2 ou 3 génotypes différents.  
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 Pour 2 patients, les arbres phylogénétiques montraient un seul cluster par amplicon 

mais un génotype différent d’un amplicon à l’autre, faisant suspecter une infection par un 

recombinant. 

 

Tableau 10 : résultat des analyses phylogénétiques des séquences par amplicon et par patient. Les échantillons 

indiqués par un astérisque ont une co-infection détectable par séquençage direct. 

 

Patients 
Géno 

Sanger 
amplico

n1 
amplico

n2 
ampli
con3 

ampli
con4 

ampli
con5 

ampli
con6 

ampli
con7 

ampli
con8 

ampli
con9 

ampli
co10 

Interprétation 
phylo UDPS 

BON690* ED D D D D D D D D D D 1 génotype D 

BON702 EA E E E E E E E E E E 1 génotype E 

BON727 DA D D D D D D D D D D 1 génotype D 

BON3368 CB BC B/E B/E B/E B/E BE/E BC B/E B/E E/? 
plusieurs 

génotypes B E 

DIJ1367* DE BC C/D D CA/D D C/D D C/D C/D D/DE 
plusieurs 

génotypes C D 

DIJ3403* ED C/D/E C/D/E C/D/E BC BC BC BC C BC BC 
plusieurs 

génotypes C D E 

GRE2615 CED C C C C C C C C C C 1 génotype C 

GRE2647* D BC/DE C/D C/D ?/D C/CD C C/D  C/D  C/D C/DE 
plusieurs 

génotypes C D   

GRE2965 DB D D D D D D D D D D 1 génotype D 

GRE3262 ED C/E/DE C/D/E C/D/E C/D/E C/D C/D/E C/D/E C/D/E C/D/E D/DE  
plusieurs 

génotypes C D E 

GRE3425 E E E E E E E E E E E 1 génotype E 

LYO1006 DC D D D D D D D D D D 1 génotype D 

LYO1899 ECD E D D C ? CB ADE B B C 
recombinant 

BCDE 

STR1961 AB A A A A A A A A A A 1 génotype A 

TOU841 ECEB C/B A/C/E C/B/E C/B B BC C/BC BC BC C/B 
plusieurs 

génotypes B C E 

TOU2398 AC A ABC/G A/G A A/G A/G A/G A/G A/G A/G 
plusieurs 

génotypes A G 

VIL1253* CDED CB/DE 
D/E/AB

C 
C/D/E

/? 
C/D/E 

C/E/C
DE 

C/D/E C/D/E C/D/E C/D/E C/D/E 
plusieurs 

génotypes C D E 

VIL1277* BCBC BC B/C B/C B/C/E B/C C/D/E B/C B/C B/C B/C 
plusieurs 

génotypes B C E 

GRE1440 CE C C C C C C C C C C 1 génotype C 

GRE2634 A A A A A A A A A A A 1 génotype A 

GRE3276* D D D D D D D D D D D 1 génotype D 

NAN867* DE D/E D/E  D/E D/E D/E D/E D/E D/E D/E D 
plusieurs 

génotypes D E 

NAN875* BD BC/? B/D B/D B/D B/D B/D D B B B/D 
plusieurs 

génotypes B D 

POI1142 EA A A A A A A A A A A 1 génotype A 

REI2927 ED E D D D D D D D D D recombinant DE 

ROU3326* ED D/E D/E E/DE D/E D/E D/E D/E D/E D/E D/E 
plusieurs 

génotypes D E 

TOU361 C D/BCE C/E C/E C/DE C/D/E C/DE C/E C/DE C/D/E 
C/CD

E 
plusieurs 

génotypes C D E 
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Délétions 

 

 L’analyse des séquences obtenues en pyroséquençage a permis de détecter des 

délétions dans les domaines core, préS1 et préS2 de la quasi-totalité des 27 échantillons (sauf 

le contrôle plasmidique) (tableau 11). Pour core, le pourcentage de séquences avec une 

délétion varie de 1,2 à 79,4% avec une médiane de 32%. Pour préS1 et préS2 ce pourcentage 

varie de 0 à 73,6% et de 0 à 73%, et des médianes de 22,5% et 41,5%.  

 

Tableau 11 : pourcentage des séquences présentant des délétions dans core (CID), préS1 et préS2 en 

pyroséquençage. 

 

  CID préS1 préS2 

plasmide   0 0  0  

NAN875  5 <1  6.3  

POI1142 7.1  6.7  72.2  

TOU841 4.5  1.5  <1  

GRE2965  6.5 11.5 19.2  

VIL1253  30.8 2.8 2.8 

VIL1277  29.8 0  0  

GRE2647 51.8  10.8 35.4  

REI2927 21.1 20 36.7 

GRE3276 36.8  12.4  16.4  

BON3368 26.9 8.6  0  

DIJ3403 12.2  34.3  22.4 

LYO1899 28.8  12.4  18.6  

STR1961 4.9  8.3  16.7  

TOU2398 43.1  2.9  8.5  

GRE2615 42.3  0  15.8  

GRE3425  2.3 0  10 

TOU361 1.2  3.7 62.6 

GRE2634 4  73.6  0  

ROU3326 33.7  <1  2.1  

GRE3262 21.9  25 4.2 

BON690 2.4  6.8  0  

DIJ1367 2  0  0  

GRE1440  79.4 0  8.2  

BON702  4.8  0 73 

BON727  8.7 0  8.1  

NAN867  2.7 1.5  9.9  

LYO1006  43.9 10.9  8.9  

  

 Dix échantillons ont des pourcentages inférieurs à 20% pour les trois domaines, tandis 

que dans les autres échantillons les pourcentages sont plus élevés dans au moins un site sans 

corrélation entre eux. Seul l’échantillon GRE2634 présente en séquençage direct une délétion 

dans le domaine préS1 que l’on retrouve dans 73,6% des séquences en pyroséquençage. Ceci 
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montre que le séquençage direct est très peu sensible pour la détection des délétions dans les 

sous-populations virales. Pour aucun échantillon les séquences délétées ne représentent 100% 

des sous-populations, ce qui montre qu’il existe toujours une population de virus sauvage 

pour un cadre de lecture capable de complémenter les virus défectifs à cause de leur délétion. 

Ceci corrobore les expériences in cellulo de trans-complémentation de virus défectifs par co-

transfection du gène sauvage. 

 Cependant les outils bio-informatiques ne permettent ni de déterminer les génotypes 

des séquences délétées dans les échantillons montrant des co-infections par différents 

génotypes, ni de traduire ces séquences afin de déterminer si ces délétions décalent les cadres 

de lecture. 

 

Codons STOP 

  

 Ont été recherchés les pourcentages de variants présentant un des codons STOP 

détectés en séquençage direct pour chacun des 27 échantillons analysés en pyroséquençage 

(tableau 12). 

 La mutation G1896A induisant un codon stop au 27ème a.a. de la région préC été 

présente dans 26 à 100% des séquences lues à cette position lorsqu’elle était détectée en 

séquençage direct. Lorsqu’elle n’était pas détectée en séquençage direct, elle était présente 

dans 0 à 30% des séquences lues en pyroséquençage. Parmi les 27 échantillons pyroséquencés, 

9 présentaient une co-infection par plusieurs génotypes avec un pourcentage de mutation 

G1896A détectable mais inférieur à 100%. Les outils bio-informatiques n’ont cependant pas 

permis de déterminer si cette mutation était présente dans tous les génotypes ou uniquement 

dans certains. 

 Les séquences du patient REI2927 avec un codon au 67ème a.a. de l’AgHBe, 

montraient la présence de cette mutation incompatible avec le cycle viral dans 80%. Elle n’a 

été retrouvée dans aucune séquence des autres patients. 

 Le codon STOP213 de l’AgHBe détecté en séquençage direct pour REI2927 et 

GRE3262  était présent dans 72 et 67% respectivement des séquences. Il a été retrouvé chez 2 

autres patients (GRE2965 et GRE2647) dans 4 et 20% de leurs séquences. 

 Le codon STOP390 de la protéine de surface des patients GRE3425 et BON702 a été 

retrouvé respectivement dans 64 et 100% des séquences. Le codon STOP390 du patient 
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BON702 était dans 90% un TAA et dans 10% un TGA. Cette mutation était également 

présente chez 4 autres patients dans 7 à 23% des séquences.  

 Le codon STOP356 de la protéine de surface du patient TOU2398 était présent dans 

47% des séquences et n’a pas été retrouvé chez d’autres patients. 

 Le codon STOP210 de la protéine de surface des patients POI1142 et GRE2634, 

incompatible avec le cycle viral, a cependant été retrouvé respectivement dans 9 et 8% des 

séquences. Il n’a été retrouvé dans aucune séquence des autres patients. 

 Le codon STOP176 de la polymérase du patient TOU361 n’a été retrouvé dans aucune 

séquence, indiquant une probable erreur du séquençage direct. 

 Au total, seul un codon STOP incompatible avec le cycle viral représentait une 

probable erreur de séquençage direct et les autres étaient présents en co-infection avec des 

souches sauvages.  

 

Tableau 12 : pourcentage des séquences lues en UDPS présentant un codon STOP pour chaque position avec un 

codon STOP visible en séquençage direct. * codon STOP visible en séquençage direct pour cet échantillon. 

  préC 
C  

stop67 
C  

stop213 
S  

stop390 
S 

stop356 
S 

stop210 
P  

stop176 

plasmide  0             

NAN875 100*             

POI1142 0         9*   

TOU841 30             

GRE2965 100*   4         

VIL1253 47*             

VIL1277 0             

GRE2647 26*   20         

REI2927 100* 80* 72* 7       

GRE3276 100*             

BON3368 90*             

DIJ3403 80*     17       

LYO1899 100*             

STR1961 0             

TOU2398 0,25       47*     

GRE2615 0             

GRE3425 100*     64*       

TOU361 12     23     0 

GRE2634 0         8*   

ROU3326 45*             

GRE3262 80*   67* 14       

BON690 0             

DIJ1367 100*             

GRE1440 86*             

BON702 100*     TAA90*/TGA10*       

BON727 100*             

NAN867 75*             

LYO1006 100*             
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Séquençage clonal classique 

 

Recombinaisons 

 

 Etant donné que le pyroséquençage a été effectué par amplicons de 450pb maximum, 

il est impossible en cas de co-infections de plusieurs génotypes de déterminer s’il existe ou 

non des recombinants entre ces différents génotypes. Nous avons donc effectué un clonage 

vectoriel du génome entier du VHB. 

 Les génomes entiers de virus infectant 3 patients ont été clonés dans le vecteur pUC19 

par recombinaison avec le kit In-Fusion HD de Clontech : 

 GRE1440 : infecté par un virus de génotype C 

 LYO1899 : infecté par un virus de génotype potentiellement recombinant 

 DIJ3403 : infecté par des virus de différents génotypes C D E 

 

 Les tableaux 13 montrent que les 10 clones pUC19GRE1440 sont de génotype C et 

que les 9 clones pUC19LYO1899 sont un recombinant E/D. La divergence maximum entre 

les clones pUC19LYO1899 est de 3.9%, et entre les clones pUC19GRE1440 de 4.8%. 

Les clones GRE1440 ont des homologies >99% et sont tous de génotype C. Les clones 

LYO1899 ont des homologies >99% et ont leur majorité du génome de génotype D sauf 

l’amplicon 1 (codant pour core) de génotype E. Cependant la forte homologie des génotypes 

D et E (>96%) dans cette région suggère plus une variation génotypique intermédiaire entre 

ces deux génotypes qu’une recombinaison par échange de matériel génétique. 

Une éventuelle contamination  des clones pUC19DIJ3403 de génotypes C et D par les 

clones pUC19GRE1440 et pUC19LYO1899 a été exclue par la réalisation d’arbres 

phylogénétiques montrant que le clone pUC19DIJ3403-4 ne forme pas de cluster avec les 

clones pUC19GRE1440, et que le clone pUC19DIJ3403-9 ne forme pas de cluster avec les 

clones pUC19LYO1899. 
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Tableau 13 : résultats des analyses des arbres phylogénétiques des différents fragments de génome correspondant 

aux amplicons de l’UDPS pour les clones a) pUC19GRE1440, b) pUC19LYO1899 et c) pUC19DIJ3403. 

a) 

 

 

 

b) 

Clones 
pUC19LYO1899 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 e d d d d d d d d d 

2 e d d d d d d d d d 

3 e d d d d d d d d d 

4 e d d d d d d d d d 

5 e d d d d d d d d d 

6 e d d d d d d d d d 

7 e d d d d d d d d d 

8 e d d d d d d d d d 

9 e d d d d d d d d d 

c) 

Clones 
pUC19DIJ3403 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 c c e e e e e e e e 

2 e e e e e e e e e e 

3 c c c c c c c c c c 

4 c c e e e e e e e e 

5 e e e e e e e e e e 

6 e e e e e e e e e e 

7 e e e e e e e e e e 

8 d d d d d d d d d d 

9 d e e e e e e e e e 

10 e e e e e d e e c d 

  

 Cependant l’utilisation d’un kit de clonage par recombinaison pouvait faire suspecter 

une origine artéfactuelle des pUC19DIJ3403-1,5,10 et 11. Nous avons donc recloné DIJ3403 

par une méthode de ligation avec le kit pGEM T Easy de Promega à partir d’une nouvelle 

extraction d’ADN viral pour exclure toute contamination et toute recombinaison. Le 

tableau 14 montre les analyses phylogénétiques des clones pGEMDIJ3403. 

 

 

 

Clones 
pUC19GRE1440 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 c c c c c c c c c c 

2 c c c c c c c c c c 

3 c c c c c c c c c c 

4 c c c c c c c c c c 

5 c c c c c c c c c c 

6 c c c c c c c c c c 

7 c c c c c c c c c c 

8 c c c c c c c c c c 

9 c c c c c c c c c c 

10 c c c c c c c c c c 
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Tableau 14 : résultats des analyses des arbres phylogénétiques des différents fragments de génome correspondant 

aux amplicons de l’UDPS pour les clones pGEMDIJ3403. 

 

Clones 
pGEMDIJ3403 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 d d d d d d d d d d 

2 d d d d d d d d d d 

3 d d d d d d d d d d 

4 d d d d d d d d d d 

5 c c c c c c c c c c 

6 e e e e e e e e e e 

7 d d d d d d d d d d 

8 e e e e e e e e e e 

9 d d d d d d d d d d 

10 d d d d d d d d d d 

 

Nous retrouvons des clones de génotypes C, D et E, ce qui confirme la co-infection de 

DIJ3403 par plusieurs génotypes différents. Les clones de génotype D ont une divergence 

maximum de 8.2% relativement importante à cause de délétions pour les clones 2, 3 et 7 dans 

leur domaine préS1. Les 2 clones de génotype E en dehors de la délétion core ont une 

divergence de 0.9%. Cependant aucun génome recombinant n’est détecté, ce qui est en faveur 

d’une recombinaison artéfactuelle des clones pUC19DIJ3403. 

 

Au total, nous n’avons pas objectivé d’éléments permettant de confirmer l’existence 

de génomes recombinants inter-génotypiques par échange de matériel génétique. 

 

Délétions 

 

 Aucun des 9 clones de LYO1899 ne présentait de délétions ni dans core, ni dans préS1 

et préS2 (tableau 15) bien qu’elles aient été détectées en pyroséquençage dans 28.8%, 12.4% 

et 18.6%. Ceci peu s’expliquer soit par une erreur du pyroséquençage soit plus probablement 

par un biais d’échantillonnage des clones. En revanche, les délétions sont cohérentes avec les 

résultats du pyroséquençage pour GRE1440 (79.4%, 0% et 8.2%) où l’on retrouve les 

délétions dans core et préS2, et pour DIJ3403 (12.2%, 34.3% et 22.4%) où l’on retrouve la 

délétion majoritaire préS1 (uniquement dans des clones de génotype D) et la délétion core 

(dans un clone de génotype E).  
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Tableau 15 : nombre de clones présentant des délétions dans les domaines core, préS1 et préS2, pour les 

échantillons LYO1899 (n=9), GRE1440 (n=10) et DIJ3403 (n=10). 

 

 core préS1 préS2 

LYO1899  0 0 0 

GRE1440 1 0 3 

DIJ3403 1 3 0 

 

 On constate néanmoins une différence de sensibilité entre le pyroséquençage et le 

clonage classique, probablement liée au faible échantillonnage de nos clones, ce qui rend 

toute comparaison quantitative impossible. 
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Discussion 

 

Polymorphisme du génome du VHB 

 

 Pour 20% des échantillons, il n’a pas été possible d’obtenir de séquence, 

principalement à cause de la limite de sensibilité de la PCR malgré l’optimisation de sa 

sensibilité d’un facteur 103 par rapport à celles précédemment décrites (44) (210). Ceci 

introduit donc un biais d’échantillonnage car il s’agit principalement de patients dont la CVP 

est très faible (<103UI/ml).  

 Afin d’évaluer la représentativité des polymorphismes de l’ensemble de nos séquences 

par rapport aux séquences publiées sur NCBI, nous avons généré une séquence consensus 

globale de nos patients et une séquence consensus globale NCBI (annexe 1). Cette dernière a 

été générée en utilisant les séquences téléchargées pour la conception des amorces de réaction 

de séquence, soit 448 génomes d’hepadnaviridae humains sur les 4800 génomes 

d’hepadnaviridae tous hôtes confondus disponibles dans GenBank (9.3%). Ces séquences 

consensus globales montrent les polymorphismes en utilisant les codes nucléotides 

ambivalents. En sont exclues les séquences des amorces P1 et P12. 

 Sur les 3190 positions analysées, 2540 étaient identiques (79.6%), 571 montraient un 

plus grand polymorphisme pour la séquence consensus globale patient (17.9%) et 79 

montraient un plus grand polymorphisme pour la séquence consensus globale NCBI (2.5%) 

(annexe 1). Le pourcentage de positions invariables retrouvé montre que le génome du HBV 

humain est relativement stable par rapport aux rétrovirus. Il est cohérent par rapport au 

pourcentage de divergence maximum globalement retrouvé dans les génotypes A à H qui est 

d’environ 12%. Ceci est en grande partie lié à l’organisation très compacte de son génome sur 

une petite molécule d’ADN avec un chevauchement des cadres de lecture sur les deux tiers du 

génome et des régions régulatrices et structurelles.  

 Le plus grand polymorphisme de la séquence consensus globale de nos patients par 

rapport à ceux téléchargés sur NCBI peut en partie être lié au faible échantillonnage des 

génotypes E moins publiés dans Genbank. 
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 Nous avons ensuite calculé l’entropie de Shannon de chaque position nucléotidique et 

protéique (207) afin d’évaluer le polymorphisme de chaque domaine du génome. 

 Le pourcentage de positions ayant une valeur d’entropie supérieure à 0,5 est plus 

important dans les zones de cadres de lecture non chevauchant (13, 23 et 24% vs 7, 10, 11%), 

sauf dans le domaine préS1/préS2 des protéines de surface qui chevauchent avec le domaine 

Spacer de la polymérase où l’on observe le plus important polymorphisme (28% de positions 

ayant une entropie supérieure à 0,5) (figures 36 et 37). Sauf pour ce cas particulier, la plus 

faible variabilité des zones à cadres de lecture chevauchant s’explique par la contrainte qu’une 

mutation doit améliorer les fonctions de deux protéines en même temps afin d’être fixée. La 

grande variabilité du domaine préS1/préS2 peut s’expliquer par deux arguments (211) : 

- le domaine Spacer de la polymérase n’a pas de fonctions enzymatiques, ni 

d’interaction avec d’autres molécules connues. Ceci suggère que sa fonction 

structurale de liaison entre les domaines TP et RT puisse accepter un important 

polymorphisme sans que la fonction globale de la polymérase ne soit affectée. 

- le domaine protéique codé par préS1/préS2 est exposé à l’extérieur de la particule 

virale et serait donc soumis à une pression de sélection immunologique très 

importante favorisant le polymorphisme au niveau des épitopes B et T (surtout 

dans le domaine préS2). 

 On constate néanmoins une plus faible variabilité du domaine de fixation de préS1 au 

récepteur cellulaire NTCP (a.a. 11 à 37) avec 19.2% d’a.a. avec une entropie inférieure à 0,5 

contre 33.7% pour l’ensemble des domaines préS1/S2. La grande variabilité des 11 premiers 

a.a. de préS1 est génotype-dépendante car le génotype D y possède une délétion de 11 a.a. 

 On observe par ailleurs une légère augmentation du polymorphisme au niveau du 

domaine S exposé à l’extérieur de la particule virale (positions nucléotidiques 460 à 670) avec 

un taux de 11% de valeur d’entropie >0,5 contre 5% pour le reste du domaine S. Ceci pourrait 

également s’expliquer par une pression de sélection immunologique étant donné que le 

déterminant antigénique a est présent dans cette partie du domaine S. Au niveau du 

déterminant antigénique majeur a (a.a. 124-148), les postions les plus polymorphes (entropie 

>0,5) sont situées au niveau des 5 a.a. 127, 131, 134, 140 et 143. Les variants au niveau de ces 

positions ne sont pas impliqués dans l’échappement immunologique comme la mutation 

G145R induisant une résistance à la vaccination (212). Cette dernière mutation n’a été 

retrouvée que chez un seul patient de notre étude (LYO1036) dont nous ne disposons pas 

encore du dosage de l’AgHBs. 
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 Au niveau du cadre de lecture X, on observe une légère augmentation du 

polymorphisme au niveau de la zone non chevauchante. Cependant ce polymorphisme est 

nettement inférieur à celui des autres cadres de lecture non chevauchants. Ceci peut 

s’expliquer par le fait que sont présents dans cette zone des domaines de régulation 

transcriptionnelle (EnhII (nt 1636-1741), promoteur préC/C (nt1741-1849) et post-

transcriptionnelle (PRE (nt 1636-1849)). Cette faible variabilité justifie l’utlisation du gène X 

comme cible des PCR en temps réel pour la quantification de la CVP. 

 En effet, la présence d’éléments de régulation transcriptionnelle limite également le 

polymorphisme. On l’observe au niveau du promoteur préS1 et de EnhI. 

 Au niveau de la polymérase, le site catalytique YMDD est très conservé. Seules 5 

mutations M204V conférant une résistance à la lamivudine ont été retrouvées (213). Deux de 

ces mutations sont accompagnées par la L180M restaurant le pouvoir réplicatif des mutants 

M204V (214). Ceci montre que ces mutations de résistance peuvent pré-exister au traitement 

bien que rarement, puisque les patients de notre étude sont naïfs de traitements anti-viraux. Le 

résidu tyrosine 63 covalement lié à l’amorce de la rétrotranscription est présent dans toutes les 

séquences témoignant de son rôle indispensable au cycle viral. 

 

Figure 36 : histogramme des valeurs d’entropie (en ordonnée) pour chaque position nucléotidique (en abscisse, 

origine au site EcoRI) par rapport aux cadres de lecture, la boucle épsilon ε et les régions régulatrices : 

Glucocorticoid Responsive Element (GRE), Enhancer I (EnhI), promoteur X (Px), domaine DR2, Negative 

Responsive Element (NRE), Enhancer II(EnhII), promoteur basal de core (BCP), promoteur préS1 (Ps1) et 

promoteur préS2/S (Ps2/s). Le domaine DR1 n’a pas été analysé car situé dans l’amorce de PCR P1. 
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Figure 37 : histogramme des valeurs d’entropie (en ordonnée) de chaque position nucléotidique sur l’ensemble 

du génome par rapport aux cadres de lecture. Les pourcentages correspondent à la proportion de positions ayant 

une entropie supérieure à 0,5. 
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 Le polymorphisme en a.a. des protéines (figure 38) suit en parallèle celui des 

nucléotides, suggérant un polymorphisme nucléotidique concernant principalement les 1er et 

2ème nucléotides de chaque codon. 

 

Figure 38 : histogramme des valeurs d’entropie (en ordonnée) pour chaque a.a. (en abscisse) de l’AgHBe, LHBs, 

P et X. 
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Nous avons ensuite étudié les deux polymorphismes les plus décrits (mutants pré-core 

et BCP).  

Les mutations G1896A et G1897A engendrant un codon STOP dans le domaine préC 

et l’absence de traduction de l’AgHBe ont été retrouvées dans 152 et 3 génomes 

respectivement (soit au total 45.86%). Les 3 mutations G1897A étaient toutes dans des 

génotypes A. Trois des 4 mutants G1896A et 2 des 3 G1897A des génotypes A avaient une 

mutation C1858T et C1857T respectivement (les positions 1857 et 1858 des autres mutants 

G1896A et G1897A n’ayant pu être séquencées). 

La proportion de mutants pré-core parmi les génotypes A et C est significativement 

inférieure par rapport à celle des génotypes B, D et E (tableau 17). Cette observation attendue 

(184) s’explique par la présence en position 1858 d’une base T qui stabilise la boucle epsilon 

de l’ARNpg en cas de mutation G1896A pour les génotypes B, D et E mais beaucoup moins 

fréquemment pour les génotypes C et surtout A. Ces mutants émergeraient dans un contexte 

de pression de sélection immunologique défavorisant les cellules infectées par le virus 

sauvage. 

 

Tableau 17 : nombres et pourcentages de mutants pré-core et BCP par génotypes de A à E. 

 

 A (n=74) B (n=24) C (n=29) D (n=66) E (n=84) 

pré-core 7 (9.5%) 14 (58.3%) 3 (10.3%) 46 (69.7%) 48 (57.1%) 

BCP 35 (47.3%) 1 (4.2%) 22 (75.9%) 15 (22.7%) 17 (20.2%) 

 

 De façon intéressante, les génotypes A et C sont associés à une plus grande proportion 

de mutants BCP ce qui était connu pour le génotype C et A. Or si les mutations BCP A1762T 
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et G1764A étaient indépendantes leur association devrait être aussi prévalente dans tous les 

génotypes. Néanmoins contrairement à G1764A, la A1762T n’est jamais retrouvée seule, ce 

qui suggère la préexistence de la G1764A. Le fait que la G1764A seule n’ait pas la même 

prévalence en fonction des génotypes suggère qu’il s’agit plus d’un polymorphisme 

préexistant associé à certains génotypes (A et C) que d’une mutation. Ces doubles « mutants » 

émergeraient également dans un contexte de pression de sélection immunologique 

défavorisant les cellules infectées par le virus sauvage.  

 Cependant la mutation pré-core n’exclut pas la double mutation BCP puisque leur 

association est présente dans 31 génomes (soit 34% des 90 mutants BCP). Dans la mesure où 

chacune influe différemment sur l’expression des gènes viraux et sur les fonctions des 

protéines virales et que l’impact de l’association des deux mutations pré-core et BCP n’est pas 

connu, il est difficile de préjuger de l’ordre d’apparition des ces deux mutations. Il sera 

intéressant d’étudier la corrélation des ces mutations (individuellement et associées) avec 

d’autres polymorphismes (indépendamment du génotype) dans le reste du génome, le taux de 

transaminases sériques, l’expression d’AgHBe et la CVP afin d’en déduire leur impact sur la 

réplication virale et la réponse immunitaire.  

 

 

 Au niveau des épitopes T, les polymorphismes protéiques les plus décrits (épitopes 28-

51 de SHBs (190), et 1-21, 18-27, 56-66 et 80-121 de core (194)) présentent une plus grande 

variabilité au niveau de ceux présents sur core que sur SHBs (tableau 16). Ceci suggère une 

plus grande pression de sélection immunologique sur les épitopes core et HBe que sur ceux de 

SHBs. 

 

Tableau 16 : polymorphisme des principaux épitopes T de SHBs et core. 

Protéine Epitopes Sauvage Nombre total de 

séquences 

Entropie Polymorphismes (nombre de séquences) 

SHBs 28-51 N40 352 0.30772 S (24) 

SHBs 28-51 T47 351 0.5332 S (34), G (4), A (3) 

core 1-21 P5 333 0.42153 T (3) 

core 18-27 V27 334 0.84036 I (67), A (10) 

core 56-66 L60 333 0.47736 L (7), I (4), F(3) et N (2) 

core 80-121 I97 335 1.08633 F (188), L (25) 
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 Nous nous sommes ensuite intéressés au polymorphisme de la boucle épsilon. 

Cependant, en raison des localisations des amorces P1 et P1ter, le polymorphisme de la 

boucle épsilon n’a pu être étudié qu’à partir de la position 1857 pour les 176 génomes 

amplifiés par P1 et la position 1878 pour les 156 amplifiés par P1ter. Hormis les 

polymorphismes en position 1857, 1858, 1896 et 1897, les substitutions retrouvées étaient 

(figure 39) : 

 -G1862T : 5 génomes, dans la première boucle (en dehors du site d’hybridation de 

l’amorce GAA lors de la rétrotranscription) 

 -G1886T et G1886A : respectivement 6 et 5 génomes, dans la deuxième tige mais sans 

substitution complémentaire en position 1874 pour les 2 génomes amplifiés par P1 

 -G1899A : 76 génomes (les potentielles substitutions complémentaires n’ont pu être 

vérifiées car étant en position 1855 donc dans l’amorce P1) 

 

Figure 39: polymorphismes en position 1862, 1886 et 1899, localisation des amorces P1 et P1ter dans la boucle 

épsilon. 

 

 

 

 Enfin nous avons analysé les promoteurs et les différentes régions régulatrices.  

 Les séquences TATATAA du promoteur de Ps1 et CCAAT du promoteur Ps2/s sont 

relativement conservées avec une mutation dans respectivement 11 sur 337 et 13 sur 333 

séquences. En revanche le promoteur basal de core BCP montre un polymorphisme plus 

important avec 16% de positions ayant une entropie de Shannon supérieure à 0,5. Le 

promoteur Px (nt 1235-1374) présente un polymorphisme important entre les positions 1316 

et 1367 avec 17 positions (33%) ayant une entropie de Shannon supérieure à 0,5. 
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 Les régions régulatrices de transcription GRE (nt 274-485), EnhI (nt 1074-1234) et 

EnhII (nt 1636-1741) sont relativement conservées avec respectivement 5%, 10% et 9% de 

positions ayant une entropie de Shannon supérieure à 0,5. En revanche la région NRE (nt 

1613-1636) est moins conservée, particulièrement les postions 1630 à 1635 qui présentent 

toutes une entropie supérieure à 0,5. Le polymorphisme G1613A de la région NRE a déjà été 

associé à une plus forte CVP mais uniquement chez les patientes de sexe féminin et infectées 

par un génotype C (215). 

 

Délétions 

 

 Au niveau des protéines core et HBs, nous avons détecté des délétions dans core et les 

domaines préS1 et préS2. Aucune ne décalait les cadres de lecture. L’étude ne prend pas en 

considération les délétions de plus de 1000pb (au début du gène P) issues de l’épissage de 

l’ARNpg (216) car les amorces d’amplification, de séquençage et de pyroséquençage n’ont 

pas été conçues de telle façon à les amplifier et les séquencer spécifiquement 

 Pour core, seul deux génomes présentaient chacun une délétion entre les a.a. 35 et 40 

pour l’un, et entre les a.a. 35 et 53. Pour la dernière, il est possible de penser qu’une délétion 

de 18 a.a. dans une région aussi structurale (hélice α) puisse altérer la structure de la protéine 

et par conséquence sa fonction. Ceci suggère la présence d’une compensation par un virus 

sauvage. Pour les protéines de surface, il existe trois types de délétions sur 34 génomes (10%) 

dans les domaines préS1 et préS2 : 

 -pour 28 génomes : dans le domaine préS2, une délétion de 5 à 20 a.a. commençant 

entre le 120ème et le 135ème a.a. et se terminant toutes au 142ème a.a. 

 -pour 5 génomes : dans le domaine préS1, 4 délétions de 17 à 25 a.a. entre le 49ème et 

le 92ème a.a. (épargnant le site de fixation au NTCP), et 1 longue délétion (POI1175) du 3ème 

au 97ème a.a. (incluant le site de fixation au NTCP), elles épargnent toutes le promoteur 

préS1/S. 

 -pour 1 génome (GRE2634) : une délétion commençant en préS1 (56ème a.a.) et 

finissant en préS2 au 142ème a.a. (incluant le promoteur préS2/S et le codon l’initiation de 

préS2)  

 Le domaine préS2 n’étant pas indispensable à la réplication virale et à l’infectivité, il 

est possible que les délétions de 5 à 20 a.a. soient sélectionnées dans un contexte 

d’échappement immunologique. Pour les délétions préS1 de 17 à 25 a.a. entre les positions 49 
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et 92, il n’est pas possible de prédire la réplicativité et l’infectivité des virus engendrés. En 

revanche, les délétions dans le domaine préS1 incluant le site de fixation au récepteur 

cellulaire et celle incluant le promoteur préS1/S et le codon l’initiation de préS1, engendrent 

probablement des virus défectifs qui doivent être complémentés par un virus sauvage. Cette 

hypothèse est confortée par les résultats du pyroséquençage de l’échantillon GRE2634 qui sur 

125 séquences de l’amplicon 4 (recouvrant les domaines préS1 et préS2) montrait 92 

séquences avec la délétion (73.6%) et 29 séquences sauvages (26.4%). Le pyroséquençage a 

mis en évidence la présence de sous-populations virales délétées dans core ou préS1 ou préS2 

dans la quasi-totalité des 27 échantillons. Tandis que les délétions préS2 seraient permissives 

pour la réplication virale, les délétions core et préS1 engendrent des virus défectifs qui ne 

peuvent se répliquer sans la présence de virus sauvage. Cette hypothèse est confortée par le 

fait que les délétions core et préS1 sont toujours accompagnées de souches sauvages en 

pyroséquençage et en séquençage clonal classique. Ceci est cohérent par rapport aux résultats 

d’autres études (206) mais celles-ci n’ont été menées que chez des patients immunodéprimés. 

Les mécanismes d’émergence de ces virus défectifs et de leur impact sur la maladie sont 

cependant encore mal connus. 

 

Codons stop 

  

 Hormis les mutations G1896A et G1897A, le séquençage direct a permis de montrer 

de nouvelles mutations générant un codon stop dans les cadres de lecture C, S et P. 

 Le codon STOP dans la polymérase en position protéique 176 de l’échantillon 

TOU361 n’a pas été retrouvé en pyroséquençage. Ce qui suggère un artéfact lié au 

séquençage direct. 

 En revanche les autres codons STOP ont bien été retrouvés en pyroséquençage. Les 

codons STOP C a.a.67 (première hélice α), S a.a.210 (entre le 1er et le 2ème domaine trans-

membranaire) et S a.a.356 (dans le dernier domaine trans-membranire) généreraient des 

protéines tronquées de façon trop importante pour être fonctionnelles. Il n’est donc pas 

étonnant de retrouver des sous-populations virales sauvages. Si les génomes mutés ne peuvent 

produire de particules virales, cela suggère que dans une même cellule il existerait des copies 

d’ADNccc sauvage et d’ADN muté. Ces dernières sont probablement issues du recyclage de 

capsides matures contenant un ADNrc muté à cause d’une erreur de rétrotranscription. Même 

si ces codons STOP n’ont pas été retrouvés dans des sous-populations d’autres échantillons, il 
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n’est pas improbable que d’autres codons STOP existent dans des sous-populations virales 

dans d’autres positions non recherchées. Cependant ces sous-populations virales devraient 

être transitoires, car les hépatocytes infectés par un mutant (sans réplication virale complète) 

doivent être co-infectés par un virus sauvage pour la protéine défective. Or cette co-infection 

cellulaire serait limitée par l’inihibition de sur-infection (217) (218). En effet, les protéines de 

surface seraient impliquées dans l’inhibition de l’expression des récepteurs membranires 

(219) (220) et induiraient l’enveloppement des capsides de virus sur-infectants empêchant 

leur adressage vers le noyau (communication orale de Ni Y.et Urban S., 2013 International 

Meeting on the Molecular Biology of HBV). La recherche d’autres codons STOP nécessiterait 

néanmoins, le développement d’outils bio-informatiques pour la correction des séquences 

issues de pyroséquençage et pour leur traduction dans les différents cadres de lectures. 

 Le codon STOP C a.a. 213 engendre un AgHBe et une protéine core tronqués de 2 a.a. 

Ces 2 a.a. en C terminal n’étant ni structuraux ni impliqués dans la phosphorylation, ni 

l’adressage ni l’interaction de la protéine avec d’autres molécules connues, la structure et les 

fonctions de la protéine ne devraient pas être modifiées. Cependant cette mutation est toujours 

retrouvée en co-infection avec des sous-populations sauvages. Ceci suggère que cette 

mutation ne confère pas d’avantage sélectif. 

 

 Le codon STOP S a.a. 390 engendre des protéines de surface tronquées des 10 derniers 

a.a., soit dans la dernière hélice α transmembranaire. Le fait que ce codon STOP puisse être 

retrouvé dans 100% des sous-populations, codé par 2 codons différents (échantillon BON702 

TAA et TGA) suggère que la mutation est non seulement compatible avec un cycle viral, mais 

aussi qu’elle confère un avantage sélectif. Au total en séquençage direct, cette mutation a été 

retrouvée dans 12 génomes : 1 génotype D, 2 « recombinants » (ED et EA), 3 génotypes A et 

6 génotypes E. En pyroséquençage, le « recombinant » EA ne montrait que des séquences de 

génotype E et 4 autres échantillons montraient des mutations non visibles en séquençage 

direct : 3 co-infections C, D et E et un potentiel recombinant ED (génotype E pour core et 

génotype D pour le reste du génome. Ces résultats suggèrent une association entre ce codon 

STOP S a.a. 390 et au moins le génotype E. Il existerait une co-variation entre cette mutation 

et d’autres polymorphismes plus fréquents dans le génotype E mais pas exclusifs de ce dernier.  
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Figure 40 : arbre phylogénétique du cadre de lecture S de génotype E. Les étoiles indiquent les séquences 

présentant le codon STOP S a.a.390. 
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 L’arbre phylogénétique du cadre de lecture S du génotype E (figure 40) montre que  

les séquences STR2025, BON708 et GRE2651 contenant cette mutation sont issues de la 

même branche. Ceci suggère que le codon STOP S a.a. 390 pourrait co-évoluer avec d’autres 

polymorphismes. Ces co-variations sont probablement induites par des mécanismes 

compensatoires entre différents polymorphismes. Le rôle exact et les interactions de la partie 

C-terminale des protéines de surface sont encore mal connus. Des analyses de co-variations 

permettraient d’identifier des partenaires potentiels de ce domaine. 

 

Co-infections 

 

 Les co-infections chez un même patient de différentes souches ont été précédemment 

décrites, notamment l’étude de Cacoub et al. décrivent 37 de ces 185 patients (20%) co-

infectés par différents génotypes en utilisant la technique de génotypage INNO-Lipa HBV 

(208). Bien que les 55 co-infections observées dans notre étude ne soient toutes par des 

génotypes différents, il n’est donc pas étonnant qu’ils représentent 16% de notre effectif. 

N’ayant pas réalisé de pyroséquençage pour l’ensemble de nos co-infections, il est probable 

que le nombre de co-infections par différents génotypes soit supérieur à 13. 

 Les techniques de séquençage direct permettent de détecter la présence de multiples 

infections par un même virus reflétant une co-infection par différentes souches ou la présence 

de sous-populations virales ayant divergé à partir d’une souche ayant originellement infecté 

un individu. En utilisant des amorces non-spécifiques de souche ou de génotype, les variations 

nucléotidiques à chaque position se traduisent au niveau des électrophorégrammes par la 

présence de plusieurs pics. Or la sensibilité des électrophorégrammes ne permet pas de 

détecter des variants minoritaires lorsque ceux-ci représentent moins de 20% de l’ensemble 

des génomes amplifiés.  

 Notre étude montre que le séquençage direct Sanger peut mettre en défaut la présence 

de variants dont la proportion est bien supérieure à 20%. Par exemple, la mutation G1896A de 

l’échantillon GRE2647 qui ne présentait pas de double population en séquençage direct, était 

présente dans 26% des séquences en pyroséquençage. Ceci montre que le séquençage direct a 

occulté 74% des souches sauvages pour cette position. Pour le même échantillon alors que le 

séquençage direct donnait un génotype D, les arbres phylogénétiques des séquences obtenues 

par pyroséquençage ont montré une co-infection de génotypes C et D. 
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 Les histogrammes de pyroséquençage des variants de l’échantillon GRE2634 montrent 

la présence de 14 variants dont la proportion est de 20 à 80%, alors que les 

éléctrophorégrammes du séquençage direct ne montraient pas d’infection multiple. Pour 

l’échantillon BON690 et DIJ3403, le nombre de variants de 20 à 80% est de 26 et 438 

respectivement sur les histogrammes de pyroséquençage, alors que les éléctrophorégrammes 

ne montraient que 5 et 91 positions respectivement avec doubles populations. 

 Les arbres phylogénétiques réalisés à partir des séquences de pyroséquençage des 5 

échantillons BON3368,  GRE3362, TOU841, TOU2398 et TOU361 montrent des multiples 

infections par plusieurs génotypes alors qu’en séquençage direct aucun double pic n’a été 

détecté sur les éléctrophorégrammes. 

 L’ensemble de ces résultats démontre que le séquençage direct est nettement moins 

sensible que le pyroséquençage pour la détection d’infections multiples même lorsqu’il s’agit 

de populations virales supérieures à 20% et de souches de génotypes différents. La séquence 

déterminée par séquençage direct reflète plus un mélange des différents variants que celle de 

la population virale dominante. Ce mélange est certes pondéré par la différence de charge 

virale de chaque population mais également par la différence de spécificité des amorces de 

réactions de séquence pour chaque population. L’éventualité de multiples infections est donc 

à prendre en considération lors de la comparaison de différentes séquences entre elles, 

d’autant plus lors de l’identification de nouvelles souches ou génotypes. 

 

Génotypes indéterminés : recombinaisons ? 

 

 Soixante génomes analysés en séquençage direct ne correspondaient pas à un même 

génotype sur l’ensemble de leur séquence. Avant de discuter de l’origine de ces génotypes 

indéterminés (recombinaison entre génomes de génotypes différents ou évolution par 

mutations), nous avons d’abord vérifié si ces séquences reflétaient celle d’une population 

virale dominante ou bien celle d’un mélange de plusieurs populations virales infectant un 

même individu. Nous avons donc analysé en pyroséquençage 37% de ces échantillons (soit 22 

sur 60) : 

- 9 pour lesquels tous les arbres phylogénétiques des 10 amplicons du même 

échantillon montraient un seul et même génotype correspondant à un des 

génotypes de la combinaison retrouvée en séquençage direct, ce qui semble en 

défaveur de l’existence de recombinants sans l’exclure 
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- 11 pour lesquels les arbres phylogénétiques montraient des co-infections par des 

génotypes différents, ce qui semble en défaveur de l’existence de recombinants 

sans l’exclure 

- 2 pour lesquels les arbres phylogénétiques montraient un seul génotype par arbre 

mais différent d’un arbre à l’autre, pouvant faire suspecter un recombinant. 

Cependant, les amplicons n’étant que d’une taille maximum de 400pb, le 

pyroséquençage ne permet pas d’exclure l’hypothèse de co-infections de recombinants et de 

génotypes parentaux. Afin d’évaluer cette hypothèse, nous avons réalisé un séquençage clonal 

vectoriel classique de l’un des échantillons de chacun des 3 groupes sus-cités, en insérant le 

génome complet du VHB dans un vecteur plasmidique : 

- GRE1440 dont les arbres phylogénétiques ne montraient qu’un génotype C 

- DIJ3403 dont les arbres phylogénétiques montraient des co-infections par plusieurs 

génotypes : C, D et E 

- LYO1899 dont les arbres phylogénétiques montraient un potentiel recombinant 

BCDE 

Le séquençage de 10 clones (technique In-Fusion HD) de GRE1440 a montré l’unique 

présence du génotype C, confirmant le résultat du pyroséquençage. 

Pour LYO1899, les 9 clones correspondaient au même recombinant ED : génotype E 

pour les 450 premiers nucléotides du brin négatif (gène core) et génotype D pour le reste du 

génome. Il est à noter que dans la partie du génome correspondant aux 450 premiers 

nucléotides du brin négatif, le génotype E est très proche du génotype D, comme le montrent 

les arbres phylogénétiques (figures 41 et 42) et les matrices d’homologie de cette région du 

génome (96,4% d’homologie) (tableau 18). Le passage du génotype D à E pour cette région 

est donc possible par une évolution par 16 mutations. Cette hypothèse semble plus probable 

que celle d’une recombinaison par échange de matériel génétique entre génomes de génotypes 

différents. Ceci explique probablement l’existence des 18 génotypes E D* et des 4 E D** 

dans notre étude. 

 

Tableau 18 : matrice de pourcentage d’homologie des 450 premiers nucléotides du brin (-) entres les séquences 

consensus des génotypes A, B, C, D et E. 

  consensusA consensusB consensusC consensusD consensusE 

consensusA ID 0,906 0,895 0,925 0,918 

consensusB  ID 0,939 0,914 0,906 

consensusC   ID 0,897 0,893 

consensusD    ID 0,964 

consensusE         ID 
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Figure 41 : arbre phylogénétique des 450 premiers nucléotides du brin négatif (codant pour core) des séquences 

de référence et consensus des génotypes A à H et des échantillons de génotype E et D montrant le rapprochement 

de ces deux derniers. Sont indiquées les valeurs de bootstrap supérieures à 80, la longueur des branches étant 

proportionnelle au pourcentage de divergence nucléotidique. 
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Figure 42 : arbre phylogénétique des 450 premiers nucléotides du brin (-) des clones LYO1899, des séquences 

de références et consensus par génotype montrant le rapprochement des clones LYO1899 et des séquences de 

référence et consensus des génotypes D et E (sont indiquées les valeurs de bootstrap supérieures à 70). 

 

 

Pour DIJ3403, le séquençage clonal avec la technique In-Fusion HD montre : 

- 4 clones de génotype E 

- 1 clone de génotype C 

- 1 clone de génotype D 

- 2 clones de génotype recombinant CE identiques 

- 1 clone de génotype recombinant DE 

- 1 clone de génotype recombinant CDE 

 

La comparaison par homologie des séquences montre que les clones C, D et E sont les 

génotypes parentaux des recombinants. Cependant le séquençage clonal avec la technique 

pGEM-T Easy Vector System (par ligation et non recombinaison) retrouve des génotypes C, 

D et E mais n’identifie aucun recombinant sur les 10 clones. Ceci est en faveur d’une 

recombinaison artéfactuelle de la technique de clonage In-Fusion HD (par recombinaison et 

non ligation). 

 

De nombreux cas de génotypes « recombinants » ont été décrits dans la littérature. Shi 

a affirmé  que sur 3403 génomes complets de VHB humains publiés sur GenBank en 2011, 

1047 étaient des recombinants inter-génotypiques (164). Or la grande majorité des séquences 
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publiées sont issues de séquençage direct. Cette affirmation souffre donc d’un biais 

méthodologique majeur. 

Un nouveau génotype a été décrit par Hannoun en 2000 (159). Il a été appelé génotype 

I. Depuis, très peu de séquences de ce génotype ont été décrites : Olinger en 2008 (160) et 

Tran en 2008 (161). Toutes ces séquences montraient de potentielles recombinaisons entre 

génotype A, C et G. Cependant toutes ces séquences ont été obtenues par séquençage direct ce 

qui ne permet par d’exclure une co-infection par plusieurs génotypes. 

Magiorkinis a ré-analysé en 2005 (221) les séquences obtenues de HBV infectant des 

chimpanzés et a conclu à la présence d’un recombinant de HBV de chimpanzé et d’humain 

pour une souche séquencée en 2002 par Vartanian (222). Or, ce dernier avait obtenu la 

séquence de ce virus infectant un individu de l’espèce Pan troglodytes schweinfurthii par 

séquençage direct ne pouvant donc exclure une co-infection de différentes souches.  

Sugauchi en 2002 décrit en Asie la présence de recombinants B/C (223). Mais là 

encore, les analyses ont été réalisées sur séquençage direct. Il en est de même pour le 

recombinant C/D de Cui en 2002 (224) et Zhou en 2011 (225) au Tibet, pour le recombinant 

C/D de Yano en 2007 au Japon (226) et pour le recombinant A/D décrit par Trinks en 2008 en 

Argentine (227). 

Garmiri a séquencé en 2009 81 prélèvements originaires du Ghana (228). Cinq de ces 

séquences étaient suspectes de recombinaison AE et 1 de recombinaison DE. Le clonage de 

l’un des recombinants AE montrait une co-infection par des génotypes A, E et 3 recombinants 

AE différents. Or, il n’a pas été décrit dans cette étude de contrôle afin d’exclure une 

recombinaison artéfactuelle par choix de copies de la polymérase lors de la PCR avec 2 

plasmides contenant des séquences connues de génotypes différents.  

Pour les recombinants DE identifiés par Chekaraou en 2010 (229) et par Mahgoub en 

2011 (230) après clonage, il est difficile d’affirmer une recombinaison entre ces deux 

génotypes qui sont phylogénétiquement très proches (figure 43). L’hypothèse de variants 

génotypiques intermédiaires entre ces deux génotypes par fixation de mutations semble plus 

probable que par échange de matériel génétique. C’est ce qui expliquerait probablement 

l’existence des 30 « recombinants » E D observés dans notre étude. Il en est de même pour le 

recombinant BC décrit par Chen en 2014 car les génotypes B et C sont également 

phylogénétiquement voisins (231).  
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Figure 43 : arbre phylogénétique de séquences de références et séquences consensus des différents génotypes. 

Sont indiquées les valeurs de bootstrap supérieures à 80, la longueur des branches étant proportionnelle au 

pourcentage de divergence nucléotidique. Les génotypes B et C, et D et E sont respectivement plus proches 

phylogénétiquement entre eux qu’avec les autres génotypes. 

 

 

En effet, les données de la littérature concernant l’épidémiologie moléculaire de VHB 

humain et non-humain ne permettent pas de démontrer formellement l’existence de vrais 

recombinants inter-génotypiques en excluant tout artéfact lié aux techniques d’amplification, 

de clonage et de séquençage. De plus, aucune étude sur modèle cellulaire ni animal n’a permis 

de générer expérimentalement des recombinants après co-infection par différents génotypes 

de VHB humain ou non-humain.  En se basant sur les connaissances actuelles sur le cycle 

viral des hepadnaviridae, il est théoriquement difficile de concevoir de telles recombinaisons 

par échange de matériel génétique entre souches virales. Ceci pour les raisons suivantes : 

- Les recombinaisons supposent la possibilité pour une cellule de pouvoir être 

infectée par plusieurs virus en même temps. Dans le cas d’une co-infection d’un 

individu par des virus de génotypes différents, le très faible échantillonnage de 

virus entrant simultanément dans la même cellule entrainerait un phénomène de 

« bottleneck » (goulot d’étranglement) réduisant considérablement la diversité des 

virus entrant. La présence de virus différents dans la même cellule serait 

théoriquement un évènement rare et n’a par ailleurs jamais été observée. 

- D’un point de vue mécanistique, les recombinaisons d’ADN dans les cellules 

eucaryotes n’ont lieu que dans deux circonstances : les méioses et les 

réarrangements des gènes de la famille des immunoglobulines. Les recombinaisons 

d’ARNm ne sont pas décrites lors des modifications post-transcriptionnelles.  Les 

recombinaisons chez les rétrovirus ont lieu lors de la rétrotranscription par le 

phénomène de choix de copie de la rétrotranscriptase virale. Dans le cas des 
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hépadnaviridae, cette étape a lieu dans la capside immature contenant une seule 

copie de l’ARNpg. Pour cette raison l’échange de matériel génétique ne peut 

exister lors de la rétrotranscription pour le VHB. Or la polymérase virale du VHB 

n’est pas active en dehors de la capside immature, ce qui rend théoriquement 

impossible les recombinaisons dans le noyau ou le cytoplasme où plusieurs 

ARNpg pourraient exister. La seule possibilité de recombinaison serait un échange 

stochastique d’ADN entre molécules d’ADNccc dans le noyau. Or l’ADNccc est 

une petite molécule d’ADN très stable rendant ce dernier évènement très rare. De 

plus si cet évènement rare se produisait, il faudrait un échange équilibré de 

matériel génétique ne décalant pas les cadres de lecture. 

 

 De plus, au vu de la stabilité intergénérationnelle du génome des Hepadnaviridae, il 

semble peu probable que les recombinaisons par échange de matériel génétique soit un moteur 

d’évolution comme l’affirment certaines études qui sont uniquement basées sur l’analyse bio-

informatique de séquences publiées dans GenBank, qui ne prennent jamais en considération 

les biais techniques du séquençage et qui enfin ne discutent nullement les mécanismes 

biologiques de ces supposées recombinaisons (165). 
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Perspectives 

 

 Les nouvelles techniques de séquençages haut-débit nouvellement développées 

permettent d’obtenir des séquences de tailles de plusieurs milliers de bases et de séquencer en 

un amplicon le génome entier du VHB, ce qui permettrait de s’émanciper des contraintes 

techniques du clonage vectoriel. Le séquençage clonal sur l’ensemble des 37 génotypes 

indéterminés restants permettrait en pyroséquençage d’identifier l’existence de co-infections 

de plusieurs génotypes. En attendant le perfectionnement des techniques de séquençage haut-

débit, un séquençage clonal vectoriel classique devra être réalisé afin vérifier l’absence de 

recombinants sur un effectif plus significatif d’au moins 30 clones. Le séquençage clonal de 

l’ensemble des virus présentant des délétions dans core et préS1/préS2 permettrait également 

de montrer la co-infection avec des souches sauvages. Le développement d’outils bio-

informatiques pour la correction et la traduction des séquences obtenues en pyroséquençage 

permettrait d’évaluer plus précisément la proportion de virus défectifs dont les cadres de 

lecture présenteraient des codons STOP ou des décalages. Cette correction bio-informatique 

est également indispensable avant de pouvoir calculer le taux d’hypermutation G-A par 

APOBEC (109) et d’évaluer les mutations des épitopes (reflet de l’échappement 

immunologique). 

 Cette base de données sur le polymorphisme du VHB pemettra d’analyser leurs 

influences structurales et fonctionelles sur les régions régulatrices, les ARN et les protéines 

viraux. 

 Les données biologiques et cliniques des patients dont les virus ont pu être séquencés 

n’ont pas encore été analysées. Elles permettront d’établir une corrélation statistique entre les 

variabilités inter et intra-individuelles du génome du VHB et les marqueurs d’évolution de la 

pathologie (CVP, ASAT, séroconversion HBe). Le cas échéant, leur impact fonctionnel sur la 

réplication virale (l’infectivité, l’entré, le trafic intra-cellulaire, la régulation transcriptionnelle 

et post-transcriptionnelle, les interactions moléculaires, la rétrotranscription, la sécrétion), la 

régulation des gènes cellulaires (la réponse anti-virale innée, le cycle cellulaire, le 

métabolisme, la cytopathogénicité) et la réponse immunitaire (la présentation des épitopes, 

l’immunotolérance, la réponse cytotoxique et humorale) pourraient être étudiés sur des 

modèles cellulaires de transfection (HepaRG) ou d’infection (hépatocytes humains primaires, 

HepaRG exprimant NTCP), des co-cultures de cellules de l’immunité et sur modèles animaux 

(souris transgéniques chimériques avec un foie humanisé). 
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Conclusion 
 

 

 Grâce à l’optimisation de la PCR, il a été possible de séquencer plus de 90% du 

génome du VHB à partir de 320 échantillons, soit 75% de notre effectif. Ceci nous a permis 

d’obtenir une bonne représentativité de la variabilité du génome du VHB même pour les 

échantillons avec une faible charge virale plasmatique. Elle ne concerne pas plus de 20% des 

positions nucléotidiques ce qui montre une relative stabilité du génome, suggérant des 

mécanismes de polymorphismes compensatoires. Cette variabilité est principalement 

concentrée dans le cadre de lecture non-chevauchant de core et dans les domaines 

préS1/préS2 ce qui montre une faible plasticité du génome du VHB face aux forces de 

sélection. 

 Les séquençages directs et clonaux ont permis de mettre en évidence des codons 

STOP et des délétions incompatibles avec la réplication virale, mais toujours en co-infection 

cellulaire avec un virus sauvage. Néanmoins le nombre de particules virales défectives bien 

que très variable, est non négligeable. Leur émergence et leur impact sur la physiopathologie 

sont encore mal connus. 

 Le séquençage clonal a permis de mettre en évidence des co-infections, notamment de 

différents génotypes, qui auraient pu être interprétées en séquençage direct comme des 

génomes recombinants inter-génotypiques. Au vu des arguments de la littérature (sur 

l’épidémiologie moléculaire et les mécanismes de la réplication virale) et de nos observations, 

il n’existe pas d’arguments convaincants permettant d’affirmer l’existence de recombinaison 

par échange de matériel génétique pour le VHB qui serait un moteur d’évolution très rapide 

par rapport à la stabilité et l’évolution observées du génome. 

 Après avoir caractérisé la variabilité du VHB dans notre population, les analyses bio-

statistiques permettront de déterminer s’il existe une corrélation significative entre certains 

polymorphismes d’une part et l’évolution de l’infection chronique et la réponse immunitaire 

d’autre part. Les mécanismes de ces déterminants virologiques devront dans un second temps  

être étudiés sur des modèles cellulaires et animaux. 

 Il faut néanmoins garder à l’esprit que si l’évolution des pathologies infectieuses 

dépend de facteurs liés aux pathogènes, elle dépend également de facteurs liés à l’hôte qu’il 

faudra prendre en compte dans l’interprétation globale de cette étude. 
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Annexes 
 

Annexe : génotypes par NCBI Genotyping Tool  des génotypes 

indéterminés.  

Un score d’alignement (fonction croissante du degré d’homologie) de 300pb de chaque séquence de référence 

par rapport à la séquence de l’échantillon est calculé. Un décalage de 100pb est réalisé pour génotyper 

l’ensemble du génome.  Les courbes de couleur correspondent aux scores d’alignement (en ordonnée) de chaque 

séquence de référence par génotype par rapport à la séquence de l’échantillon (la position nucléotidique en 

abscisse). Les courbes de score d’alignement des séquences de référence des génotypes A, B, C, D, E, F, G et H 

sont respectivement de couleur rouge, verte claire, bleue, jaune, turquoise, rose, marron et verte foncée. 

L’origine des positions en abscisse correspond au début du brin négatif, l’origine de l’ORF P étant en position 

693 et le site EcoRI en position 1400. 

 

BES287 

 
 

BON648 

 
 

BON650 
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BON690 

 
 

BON701 

 
 

BON702 

 
 

BON712 

 
 

BON727 
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BON2551 

 
 

BON3365 

 
 

BON3368 

 
 

CAE454 

 
 

CRE1765 
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CRE1801 

 
 

DIJ1367 

 
 

DIJ3403 

 
 

GRE1440 

 
 

GRE2615 
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GRE2965 

 
 

GRE3262 

 
 

LYO989 

 
 

LYO1000 

 
LYO1006 
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LYO1064 

 
 

LYO1833 

 
 

LYO1894 

 
 

LYO1899 

 
 

LYO1935 
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NAN821 

 
 

NAN834 

 
 

NAN835 

 
 

NAN867 

 
 

POI1142 

 



 123 

REI2927 

 
 

ROU3321 

 
 

ROU3335 

 
 

STR1961 

 
 

STR1971 
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TOU841 

 
 

TOU2395 

 
 

TOU2398 

 
 

VIL1244 

 
 

VIL1253 
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VIL1277 

 
 

VIL1280 

 
 

BOR3149 

 
 

BOR3652 

 
 

BOR3662 

 



 126 

DIJ3404 

 
 

NAN241 

 
 

NAN828 

 
 

NAN875 

 
 

REI3455 
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ROU3326 

 
 

TOU2382 

 
 

TOU2791 

 
 

5542 

 
 

3927 
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5522 

 
 

5604 

 
 

 

 

Annexe : alignement des séquences consensus NCBI et patients. 

 

 

 

ConsensusGlobalNCBI          WTGTTCATGTCCYACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTT 

ConsensusGlobalPatients      WTGTHCATGTCCYACTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTT 

                             **** ******************************************** 

ConsensusGlobalNCBI          TGGGGCA-TGGACATTGAYCCKTATAAAGAATTTGGAGCTWCTGTGGART 

ConsensusGlobalPatients      TDGGVCAATGGACATNGAHCCNTATAAAGAATTTGGAGCTDCTGHNGAGT 

                             *.** ** *******.**:**:****************** *** .** * 

ConsensusGlobalNCBI          TRCTCTCKTTTTTGCCTTCTGAYTTCTTYCCKTCNRTNMGRGAYCTHCTM 

ConsensusGlobalPatients      TACTCTCNTTTTTGCCTNNNGACTTCTTTCCNTCNDTNMGNGATCTNCTN 

                             * *****:*********. .** ***** **:*** ****.** **:**  

ConsensusGlobalNCBI          GAYACCGCHKCWGCYCTSTAYCGRGADGCYTTAGARTCWCCKGARCATTG 

ConsensusGlobalPatients      GAYACHGCNNCNGCTNTNTDTCGVGANGCHTTDGAVTCTCCNGADCATTG 

                             ***** **::* **  *.*  ** **:**:** ** ** **:** ***** 

ConsensusGlobalNCBI          YWCMCCKMAYCAYACNGCWCTCAGGCAAGCHRTTYTBTGYTGGGGKGARY 

ConsensusGlobalPatients      BWCNBCBCAYCAYACNGCNNTHAGGCAAGCHNTTNTNTGNTGGGGDGANN 

                              **  *  **********  * *********.** * ** *****.**.  

ConsensusGlobalNCBI          TRATGAMTYTRGCYWCCTGGGTGGGHRDWAATTTGGARGAYCCWGYHKCY 

ConsensusGlobalPatients      TDAHGDVTHTDGCHACCTGGGTGGGNVNNAATTTGVANGAYCMANNATCN 

                             * * * :*:* **: **********: : ****** *.****  .  .*  

ConsensusGlobalNCBI          AGGGAHYTRGTRGTYARYTATGTYAAYRYTAAYATGGGYYTAAARWTYAG 

ConsensusGlobalPatients      AGRGANNNAGTDGTNDVBTATGTHAAYDNTMABRTGGGHNTAAARHTYAG 

                             ** **: . ** **    *****:***  * *  ****: ***** **** 

ConsensusGlobalNCBI          RCAAYTRTTGTGGTTTCAYATWTCYTGYCTY--ACTTTTGGRAGAGARA- 

ConsensusGlobalPatients      VCAANTNTTGTGGTTTCAYNYNTCBTGYNTBCTANNTTTGGAAGAVANAY 

                              *** *.************   ** *** *   * .***** *** *.*  

ConsensusGlobalNCBI          CNG-TYMTWGARTATTTGGTSTCTTTYGGAGTGTGGATTCGCACTCCTCC 

ConsensusGlobalPatients      CNG-TNNTHGAVTATTTGGTNTCTTTYGGAGTGTGGATTCGCACTCCTNH 

                             *** *  * ** ********.***************************   

ConsensusGlobalNCBI          HGCHTAYAGACCACCAAATGCCCCTATCTTATCMACACTTCCGGARAMTA 

ConsensusGlobalPatients      NSCNTAHAGACCACHHAATGCCCCTATCYTATCAACACTTCCGGARANTD 

                             :.*:**:*******  ************ **** ************* *  

ConsensusGlobalNCBI          CTGTTGTTAGACGACGGGACMGAGGCAGGTCCCCTMGAAGAAGAACTCCC 
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ConsensusGlobalPatients      CTGTTRTTAGABVNMGRGNCCGASGCAGGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCC 

                             ***** *****    * * * **.*********** ************** 

ConsensusGlobalNCBI          TCGCCTCGCAGACGMAGRTCTCAATCGCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATC 

ConsensusGlobalPatients      TCGCCTCGCAGACGMAGRTCTCAATCDCCGCGTCGCAGAAGATCTCAATC 

                             **************************.*********************** 

ConsensusGlobalNCBI          TCSRGMWTCYCAATGTTAGTATYCCTTGGACTCAYAAGGTGGGAAAYTTT 

ConsensusGlobalPatients      TCSDGVHYCHCAATGTTAGTATYCCTTGGACNCAYAAGGTGGGNAAYTTT 

                             *** *:  *:*********************.*********** ****** 

ConsensusGlobalNCBI          ACKGGGCTYTAYTCYTCTACDRTWCCTRBYTTTAATCCTVANTGGHWAAC 

ConsensusGlobalPatients      ACNGGNCTTTAYTCHTCTACNDTNCCTNNCTTTAAYCCNNANTGGHAAAC 

                             **:**.** *****:*****: * ***.  ***** **. ****** *** 

ConsensusGlobalNCBI          WCCHTCYTTTCCTVABATWCATTTRCANSARGAYWTKRTHDMHARRTGTV 

ConsensusGlobalPatients      NCCNTCHTTTCCNVANATHCATTTRVANSADGAYATTDTHNANARRTGTV 

                              **:**:*****.** ** ****** **** *** *. **: :******* 

ConsensusGlobalNCBI          ARCAATWTGTRGGBCCHCTHACWRWWAATGARWWVMGRAGAYTRMAMTTR 

ConsensusGlobalPatients      ARCAVTWTGTDGGNCCNCTHACNGTNAATGARAAVMGNAGRYTDMANTTR 

                             ****.***** ** **:*****    ******  ***.** ** ** *** 

ConsensusGlobalNCBI          RTYATGCCWGCTAGRTTYTWTCCHAHBBHYACBAARTATTTKCCHHTRGA 

ConsensusGlobalPatients      RTHATGCCTGCTAGRTTYTWTCCHANNNNNACNAAATAYTTNCCNHTDGA 

                             **:***** ****************:  : ** ** ** **:**:** ** 

ConsensusGlobalNCBI          BAARGGNATHAAACCBTATTATCCWGADMAKSYRGTTAATCATTAYTTYM 

ConsensusGlobalPatients      NAARGGNATHAAACCNTATTATCCNGANNANNYRGTTAATCATTACTTYM 

                              ************** ******** **: *:.************* **** 

ConsensusGlobalNCBI          ARACBAGRCAYTATTTRCAYACYYTDTGGAARGCKGGHATHYTATATAAR 

ConsensusGlobalPatients      AVVCNMGRCAYTATTTACAYACNCTNTGGAAGGCDGGNVTNYTATATAAR 

                             * .*  ********** *****  *:***** **.**:.*:********* 

ConsensusGlobalNCBI          AGRGARWCHACACRYAGCGCMTCATTTTGYGGGTCACCWTATTCTTGGGA 

ConsensusGlobalPatients      AGRGARWCNACNCVHAGYGCHTCATTTTGBGGGTCACCHTATTCTTGGGA 

                             ********:** * :** ** ******** ******** *********** 

ConsensusGlobalNCBI          ACAAGAKCTACAKCATGGGRSBWYSKYBNWCVRHVMCTCKVVRRKGCATG 

ConsensusGlobalPatients      ACAAGANHTACAKCATGGGNVNTTVBHNNHCVDNNCCTCBNVAAKGCATG 

                             ******: ***********.      : * ** :  ***  *  ****** 

ConsensusGlobalNCBI          GGRMMRAATCWYTCYRYBMSCAAYCCYCTGGGATTYYTYCCMGAYCAYCA 

ConsensusGlobalPatients      GGGVMDAAYCWTTCNRYBNVCAAYCCNCTGGGATTYTTYCCCGAYCAYCA 

                             ** :* ** ** ** ***  ****** ********* **** ******** 

ConsensusGlobalNCBI          GYTGGAYCCDSYVTTCRRRGCMAAYWCMRVMARTCCMGAYTGGGACYWCA 

ConsensusGlobalPatients      GTTGGAYCCNGCNTTCVDAGCMAAYWCNDVVAATCCAGATTGGGACHHCA 

                             * *******:.  ***   ********  *:* *** ** ******: ** 

ConsensusGlobalNCBI          AYMCVMWCAARGAYMVYTGGMCRVHVGCMMAYMAGGTRGGAGYKGGAGSM 

ConsensusGlobalPatients      AYCCNNNCAARGABHVHTGGHCNVHNGCMAANMAGGTRGGAGYDGGAKCA 

                             ** *   ******  *:*** *.** *** * ***********.*** .  

ConsensusGlobalNCBI          TWCGGKCYDGGRYTCAYHCCHCCVCAYGGNGGHMTKTTGGGGTGGAGYCC 

ConsensusGlobalPatients      TTBGGNCBNGGNBTCACHCCNCCNCABGGNDGHNTNYTGGGNTGGAGCCC 

                             *  **:* :**. *** ***:** ** ***.** *: ****.***** ** 

ConsensusGlobalNCBI          TCAGGCWCARGGYRTRYTNMMMWMHKTGYCARYARHWCCKCCTCCTGCYT 

ConsensusGlobalPatients      TCAGGCTCAVGGCATNNTNNHNACNNTGBCANCANHNCCDCCTCCTGCHT 

                             ****** ** **  *. **     ::** **. *.* **.********:* 

ConsensusGlobalNCBI          CYACCAATCGSCRGTCMGGRAGRMAGCCWACYCCVNTVWCTCCACCTYTR 

ConsensusGlobalPatients      CNDCCAATCGNCAGTCAGGAAGRCAGCCNACNCCNNTNWCTCCACCTBTR 

                             *  *******.* *** ** *** **** ** ** ** ********* ** 

ConsensusGlobalNCBI          AGRRACASTCATCCWCAGGCCATGCAGTGGAAYTCCACHVMNTTCCACCA 

ConsensusGlobalPatients      AGRRACASNCATCCTCAGGCCATGCADTGGAANTCCAVNVCNTTCCAYCA 

                             ********.***** ***********.***** **** :* ****** ** 

ConsensusGlobalNCBI          RRCTCTKYWRGATCCSAGRGTVAGRGSYCTRTAYTTYCCTGCTGGTGGCT 

ConsensusGlobalPatients      ANCTCTNCNVGATCCCANDGTNAGRGVBCTNTAHBTNCCTGCTGGTGGCT 

                              .****:   *****.*. ** ****  **.**: * ************* 

ConsensusGlobalNCBI          CCAGTTCMGRRACASWRARCCCTGYTCMGAMTAYTGYCTCWSHCWYMTCR 

ConsensusGlobalPatients      CCAGTTCMGGAACASTVAVCCCTGYTCHVANTAYTGYCTCNNNCDTMTCG 

                             *********  ****  * ********  * ********* .:*  ***  

ConsensusGlobalNCBI          TCAATCTYMKYGARGAYTGGGGRCCCTGYDMYGAACATGGAVARCAYMRC 

ConsensusGlobalPatients      TCAAYCTYCKCGANGAYTGGGGACCYTGYNNHGAMNATGGAVAVCAYHVC 

                             **** *** * **.******** ** ***: :**  ******* ***  * 

ConsensusGlobalNCBI          ATCAGGAYTCCTMGGACCCCTGCTCGTGTTACAGGCGGKGTKTTTCTTGT 

ConsensusGlobalPatients      ATCAGGAYTCCTAGGACCCCTDCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTCTTGT 

                             ************ ********.**************** **.******** 

ConsensusGlobalNCBI          TGACAARAATCCTCACAATACCRCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCT 

ConsensusGlobalPatients      TGACAARAATCCTCACAATACCNCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCT 

                             **********************.*************************** 
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ConsensusGlobalNCBI          CTCAATTTTCTAGGGGGANYWMCCRBGTGTCYTGGCCAAAATTCGCAGTC 

ConsensusGlobalPatients      CTCARTTTTCTAGGGGDVNCNMCCRNGTGTCNTGGCCAAAATTYGCAGTC 

                             **** ***********..*  **** ***** *********** ****** 

ConsensusGlobalNCBI          CCMAAYCTCCARTCACTYACCAACCTSYTGTCCTCCAAYTTGTCCTGGYT 

ConsensusGlobalPatients      CCHAAYCTCCARTCACTCACCAACYTNYTGTCCTCCAAYTTGTCCTGGYT 

                             ** ************** ****** *.*********************** 

ConsensusGlobalNCBI          ATCGYTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATMTTCCTCTKCATCCTGCTG 

ConsensusGlobalPatients      ATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATHTTCCTCTBCATCCTGCTG 

                             **** ************************** ******* ********** 

ConsensusGlobalNCBI          CTATGCCTCATCTTCTTRTTGGTTCTTCTGGAYTAYCAAGGTATGTTGCC 

ConsensusGlobalPatients      CTATGCCTCATCTTCTTRTTGGTTCTTCTGGAYTAYCAAGGTATGTTGCC 

                             ************************************************** 

 

 

ConsensusGlobalNCBI          CGTTTGTCCTCTAMTTCCAGGAWCHDCRACHACCAGYACGGGACCMTGCM 

ConsensusGlobalPatients      CGTNTGTCCTCTAHTTCCAGGAWCNDCAACNACCAGHACVGGACCNTGCM 

                             ***.********* **********:** **:*****:** ***** **** 

ConsensusGlobalNCBI          RRACCTGCACRAYTCYTGCTCAAGGMAMCTCTATGTWTCCCTCHTGTTGC 

ConsensusGlobalPatients      RDACCTGCACGANTHYTGCTCAAGGVAMCTCTATGTHTCCCTCHTGTTGC 

                             * ******** * * **********:********** ************* 

ConsensusGlobalNCBI          TGTWCMAAACCYWCGGAYGGAAAYTGCACYTGTATTCCCATCCCATCRTC 

ConsensusGlobalPatients      TGTWCMAAACCTWCGGAHGGAAAYTGCACHTGTATTCCCATCCCATCRTC 

                             *********** *****:***********:******************** 

ConsensusGlobalNCBI          HTGGGCTTTMGSAARATWCCTATGGGAGTGGGCCTCAGYCCGTTTCTCYT 

ConsensusGlobalPatients      HTGGGCTTTCGBAADATWCCTATGGGAGTGGGCCTCAGHCCGTTTCTCHT 

                             ********* * ** ***********************:*********:* 

ConsensusGlobalNCBI          GGCTCAGTTTACTAGTGCMATTTGTTCAGTGGTKCGYMGGGCTTTCCCCC 

ConsensusGlobalPatients      GGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGBMGGGCTTTCCCCC 

                             ****************** **************.** ************* 

ConsensusGlobalNCBI          ACTGTYTGGCTTTYAGYTATRTGGATGATSTGGTATTGGGGGCCAARTCT 

ConsensusGlobalPatients      ACTGTYTGGCTTTCAGYTATATGGATGATGTGGTAYTGGGGGCCAAVTCT 

                             ************* ****** ********.***** ********** *** 

ConsensusGlobalNCBI          GTRCARCATCKTGAGKCCCTTTWTRCCKCTRTTACCAATTTTYTKTTRTC 

ConsensusGlobalPatients      GTNCAVCAYCKTGANDCCCTTTWTRCCKCTRTTACCAATTTTCTTTTGTC 

                             **.** ** *****..************************** *.** ** 

ConsensusGlobalNCBI          TBTGGGTATMCATTTRAAYMCYNMYAAAACHAARMGWTGGGGHTAYWCYY 

ConsensusGlobalPatients      TBTGGGYATACATTTRAAYMCNNAHAAAACNAARHGDTGGGGNTAYTCYY 

                             ****** ** *********** * :*****:*** * *****:*** *** 

ConsensusGlobalNCBI          TWMAYTTYATGGGHTAYRTHATTGGNWGTTRKGGNWCHTTRCCNCARGAW 

ConsensusGlobalPatients      TNMABTTHATGGGNTAYRTHATTGGNDGTTDBGGNWCNTTRCCNCARGAN 

                             * ** **:*****:************ ***  *****:***********  

ConsensusGlobalNCBI          CAYATYRKAMWVAARMTCAARSWNTGTTTTMGDAAAYTBCCTGTDAAYMG 

ConsensusGlobalPatients      CAYATHVNAHWNAAVHTBAARNHNTGTTTYMGNAAACTNCCTRTNAAYMG 

                             *****: :* * **  * ***. ****** **:*** * *** *:***** 

ConsensusGlobalNCBI          DCCYATTGATTGGAAAGTHTGTCAAMGHATTKYRGGTCTYTTGGGBTTTG 

ConsensusGlobalPatients      NCCHATTGATTGGAAAGTNTGTCARMGNATTGTGGGTCTTYTGGGNTTYG 

                             :**:**************:***** **:***   *****  **** ** * 

ConsensusGlobalNCBI          CYGCYCCWTTTACDCAATGTGGNTAYCCTGCBYTVATGCCYYTRTATGCV 

ConsensusGlobalPatients      CHGCHCCNTTYACNCAATGTGGNTAYCCNGCNTTVAWGCCNYTRTATGCN 

                             *:**:** ** **:**************.**  *** *** ********  

ConsensusGlobalNCBI          TGTATWMMWKCWAARCAGGCTTTYRYYTTYTCGCCAACTTACAAGGCCTT 

ConsensusGlobalPatients      TGTATHCANDCNAADCAGGCTTTYACTTTCTCGCCAACTTAYAAGGCCTT 

                             *****    .* ** *********   ** *********** ******** 

ConsensusGlobalNCBI          TCTVWGTMAACARTAYMTGAACCTTTACCCCGTTGCYMGGCAACGGYCHG 

ConsensusGlobalPatients      TCTNHGTVAACARTAYNTGVACCTTTACCCCGTTGCHCGGCAACGGYCNG 

                             ***  **:******** **.****************: **********:* 

ConsensusGlobalNCBI          GYCTSTGCCAAGTGTTTGCTGAYGCAACCCCCACTGGHTGGGGCTTGGYC 

ConsensusGlobalPatients      GTCTNTGCCAAGTGTTTGCTGAYGCAACCCCCACTGGNTGGGGCTTGGYN 

                             * **.********************************:***********  

ConsensusGlobalNCBI          ATDGGCCATCRGCGCATGCGTGGAACCTTTSTGKCTCCTCTGCCGATCCA 

ConsensusGlobalPatients      ATNGGCCATCAGCGCATGCGBGGAACCTTTNHGKCTCCTCTGCCGATCCA 

                             **:******* ********* *********. ****************** 

ConsensusGlobalNCBI          TACTGCGGAACTSCTWGCHGCYTGTTTYGCTCGCAGCMGGTCTGGRGCRA 

ConsensusGlobalPatients      TACTGCGGAACTCCTAGCNGCTTGTTTTGCTCGCAGCNGGTCTGGRGCDA 

                             ************.** **:** ***** ********* ********** * 

ConsensusGlobalNCBI          ANMTYMTCGGVACNGAYAAYTCTGTYGTBCTYTCBMGSAARTAYACMTCV 

ConsensusGlobalPatients      ANNTBNTNGGNACNGAYAAYTCTGTNGTBCTNTCNCGNAARTAYACNTCN 

                             ** *  * ** ************** ***** **  *.******** **  



 131 

ConsensusGlobalNCBI          TTYCCATGGCTGCTMGGBTGTGCTGCCAACTGGATCCTKCGMGGGACGTC 

ConsensusGlobalPatients      TTTCCATGGCTGCTAGGNTGTRCTGCCAACTGGATHCTDCGMGGGACGTC 

                             ** *********** ** *** ************* **.*********** 

ConsensusGlobalNCBI          CTTTGTYTACGTCCCGTCRGCGCTGAATCCYGCGGACGAYCCBTCYCGGG 

ConsensusGlobalPatients      CTTTGTYTACGTCCCGTCDGCGCTGAATCCNGCGGACGACCCNTCNCGGG 

                             ****************** *********** ******** ** ** **** 

ConsensusGlobalNCBI          GYCGYTTGGGRMTSTMYCGYCCBCTTCTYCRTCTGYYGTWYCRRCCGWCS 

ConsensusGlobalPatients      GBCGNTTGGGNVTCTNYCGNCCNCTTCTNBGYCTGCCGTWYCDNCCGACC 

                             * ** *****.:*.* *** ** *****    ***  ***** .*** *. 

ConsensusGlobalNCBI          ACGGGKCGCACCTCTCTTTACGCGGHCTCCCCGTYTGTKCCTTCTCATCT 

ConsensusGlobalPatients      ACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGHCTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCT 

                             ***** **************************** *** *********** 

 

 

ConsensusGlobalNCBI          GCCGGWCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTYGCATGG------A 

ConsensusGlobalPatients      GCCGGNCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTHGCATGGGCATGGA 

                             ***** ******************************:******      * 

ConsensusGlobalNCBI          GACCACCGTGAACGCCCMYYDRDDYYTGCCMAMRGTMTTRCATAAGMGGA 

ConsensusGlobalPatients      RACCACCGTGAACGCCCVBNNNNNNHTGCCCAAGGTCTTAHATAAGAGGA 

                              ****************:  :.:: :**** *  ** **  ***** *** 

ConsensusGlobalNCBI          CTCTTGGACTYYCDGBAMKGTCAAYGACCKRSMTYGARGMMTACWTCAAA 

ConsensusGlobalPatients      CTCTTGGACTBYCNGNAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCNTACTTCAAA 

                             ********** **:* * .***** ****  . * ** *  *** ***** 

ConsensusGlobalNCBI          GACTGTKTRTTTAADGASTGGGAGGAGYTGGGGGAGGAGATKAGRTTAAW 

ConsensusGlobalPatients      GACTGTKTDTTTAMNGAVTGGGAGGAGHHGGGGGAGGAGNNTAGRTTAAN 

                             ******** **** :** *********: ********** ..*******  

ConsensusGlobalNCBI          GGTYTTTGTAYTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTSTGYK 

ConsensusGlobalPatients      GNTNTWTGTANTRGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTBTGYB 

                             *.* * **** * *********************** ***  
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Résumé 

 Plus de 250 millions d'individus vivent avec le virus de l'Hépatite B (VHB). 

L’évolution de la maladie liée à l’infection chronique par le VHB est le reflet de l'équilibre 

entre le pouvoir réplicatif viral et la clairance immunologique dont les marqueurs biologiques 

sont respectivement la charge virale plasmatique (CVP) et le taux sérique d’enzyme 

hépatiques. L'infection chronique est marquée par des phases de réplication virale et des 

phases inactives.  

 Le polymorphisme génétique a déjà été étudié pour tenter de comprendre les facteurs 

viraux influençant l'évolution de la maladie, mais les études sont discordantes. Ceci peut être 

lié au fait qu’aucune étude basée sur l'analyse systématique du génome complet du VHB avec 

de grands effectifs n’existe. En effet les précédents travaux publiés sur l’ensemble du génome 

viral n’ont été menées que dans des populations avec une faible variété de génotypes et 

présentant des CVP élevées.  

 Nous avons donc étudié la variabilité du génome complet du VHB chez 422 individus 

infectés chroniquement, naïfs de traitements anti-viraux, sans co-infection VIH et hépatites 

virales C et delta, et dont 38% présentaient une CVP très faible (inférieure à 103 UI/mL). 

Nous avons d’abord optimisé l’amplification par PCR du génome complet du VHB, 

améliorant d’un facteur 103 sa sensibilité par rapport aux techniques précédemment décrites. 

Au total nous avons pu séquencer en technique Sanger plus de 90% du génome pour 320 

échantillons. Le taux d’erreur lié à la PCR et au séquençage était inférieur à 2 par génome. La 

variabilité entre virus infectant différents individus était relativement faible par rapport aux 

autres virus avec 20% de positions nucléotidiques variables principalement au niveau des 

cadres de lecture non chevauchant de core et des domaines préS1/S2. Le séquençage direct a 

permis de mettre en évidence de multiples co-infections ainsi que des codons STOP et des 

délétions. Ceci a été confirmé en séquençage clonal par pyroséquençage de 27 échantillons 

qui a montré des proportions de particules défectives très variables mais toujours en co-

infections avec des sous-populations sauvages. Le génotypage des séquences obtenues par 

technique Sanger a montré une grande variété de génotypes (A à E) et la présence de 60 

potentiels recombinants. Cependant l’analyse de séquences clonales par pyroséquençage et 

clonage vectoriel classique de ces derniers montre la présence de co-infections de plusieurs 

génotypes ou la présence de génotypes intermédiaires entre génotypes proches tels que D et E. 

Ceci est en défaveur de recombinaison par échange de matériel génétique comme ce qui a été 

suggéré dans la littérature.  

 Cette étude sera complétée par l’analyse de corrélation entre les polymorphismes et les 

marqueurs de mauvaise évolution de la pathologie. 
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