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Introduction

>[Iv( 3]}v % E o A]JEUHB) oZ 0p]¥(33]}v AJE o ZE}V]<cpu
répandue dans le mondevec 257 millions de personnes atteintes en 2Q1b On estime
que 30% de la population mondiale a été ou est en contact avec le virus, et ce, malgré
o[ £]*S v [uv A Jv  ((] hroXique] B €%t uhpSpathologie grave, pouvant
ISE Uu}ES oo +] oo Alou A E- o Ju% ve §]}v [puv  JEE
carcinome hépatocellulaire (CHC). Entre 1990 et 2013, la mortalité liée aux infections par le
VHB a augmenté de 38(2) et on estime a686000 le nombre de décés dus leurs
complications chaque anng@)X [ ¢S %o }uE<u}] o[KEP v]e S]}v(@OMY) ] o 0
%0 O 0 opd3s8 JVEE 0 * Z % 35]5 ¢ AJE o eUalistedes combats o[Z %o
% E]}E]S |]E - uv E %}puE o0 ¢ vS %M O]Jcp X W Eu] * « } i ¢
priorité, mais afin de pouvoir entamer une prise en charge adaptée a chaque cas, il est
indispensable de disposer de solutions de dépistaigdeediagnostic efficaces, précises et

accessible$4).

Issue des progrés technologiques de ces derniéres décennies, la biologie moléculaire a

permis de réduire les imprécisions parfois rencontrées avec les techniques de sérologie, en

% ES] po] E v o [Iv( v8]PveuSE]vY(ES]}ve Al@E@EDX uid> v 3Se

pourquoi la détection et la quantification du génome du VidBt désormais partie des

analyses indispensables au bilan diagmpstieS SZ E %o HS]<M o[]Jv( S]}v
% Vv v3U ¢ & Zv]<p » *}v8 O}uE ¢ u SSE Vv "HAE § uv
Ive] <pfuv JEP v]e S]}v % ]J(J<p e p e ]v [pv o }E S}]E X o0

des centres de pointe, comme les CHhihBis méme dans ces structures elles ne sont pas

adaptées a une utilisation en urgence car elles nécessitent un personnel qualifié sachant

utiliser un matériel spécifiguadapté a une utilisation en séries mais pas a la réalisation de

tests unitaires

Or, Hi}pE [Znu]U o & Po u vsS SJ}v (E v ] Ju%e}e o § S§S]}v
v LWEP v Ve . o SCE ¢ % ES] po] E-de qgpatiicaton des =+ ]o
Jvv uE+ [}EP v e v 3§ § U}YES Vv %Z o]l<py U Aetde v ¢]8
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<u vS8](] S]}v o[ ZE p A]J]EWHCU o[Z0%eZ&E]Siu &/, o[ E u s,

en urgencg8)X >[ i}us o J}o}P] u}o HdO JE M % VvV O [V 0Ce o ((
% Eu § [ AYJE puv %% E} Z %ope % E ]+ Y 3 Spisqer( 3] pAE
e} ] U (Jv [ o EP]EE o E EpS u vs }vv HE* %o}ee] 0 ¢« SIS

de la greffe a venir.

Depuis quelques années, les tests de laboratoire difoint-of-care» sont en pleine

expansion, en particulier dans le domaineldenicrobiologie. Ces tests ont pour vocation de

fournir des résultats rapides, généralement en moins de deux heures, et sont réalisables a

proximité directe du patient par du personnel non nécessairement formé aux techniques de

laboratoire. Plus réecemménde nouveaux automates ont été développés avec pour objectif

de transposer le principe de test poinf-care au domaine de la biologie moléculaire. Ces

nouveaux outils permettent un accés facilit¢é a des techniques moléculaires de pointe,

autrefois réserées a un personnel qualifié, et sont donc utilisables facilement en situation
[WEP v U Stus Z pE& S S}puelle se prigsehtent soag la fornde tests

unitaires, en cartouches fermées, réduisant ainsi le risque de contaminations quelsoit

o[ v E}]S }T 0o § ¢§ 5 (E o0]* X > PE usSJo]e 8]}v % E ] v ]\

bilansde<pu o](] S]}v ¢ }vv pEe+ [}JEP v e v § § U}ES Vv %Z 0]

soit pas encore approuvée dans cette indication.

Llorsde SE A JoU vipe A}ve pn o} %dfbe}rEuivalle]ousseld bictodie
moléculaire «point-of-care» pour la détection et la quantification du génome du VHB avant

sa commercialisation par la société Cepheid®. Nous avons évalué les performanes

VIRLA p & 8]( Jve]l <p + + u} 0]8 + [uS]o]e[§]3¥e bh]miseen u}vsE
place au Laboratoire de virologie d@HU de Bordeawans le cadre dbilan de qualification

u] &} J}o}P]lcpu e }vv uyE+ [}JEP Vv e v HEP v X
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'v E 0] ¢ uyE 0o A]JEpu- 0[Z % $]8%
I. Taxonomie, gucture du virus et de son génome
Taxonomie:

> A]JEpe 0[Z % $]% « Sexplusivein@np humain BEppartenant la
famille desHepadnaviridaest au genre Orthohepadnavirysiécouvert en 165 par Samuel
Blumberg(9).

Structure du virus

La particule infectante, appeléeparticule de Dane est de forme sphérique ehesure
de 42 a47 rm de diamétre(10). Ellese compos [V VA 0}% % VS}HE vS pv
contenantelleméme pv u}o po [ EU puv %}oCu E + AMideines 3 ]((

virales
> [ v A 0}%0% 0]%}% E}S J<u %}ES o[ VS|P v s UL ( , o~ F
membrane du réticulum endoplasmique et des corps mélltie] po JE - 0[Z %o S} C

infecté lors du bourgeonnement de la particule virale dans leuniére. Sa particularité

E -] Ve 0 % E}%IES]IV Juke}ES v§ qui ldedis)ituehy cenfédramtA 0 } %o %o
H S, MV ES Jv & °¢]*S v v Z}E -+ en depit @Pson]earactéré s
enveloppé Kv % pus8 P o u vs SE}pA E ve o <« Epu e % ES] upo

produitesen excés parapport aux particules infectieusdespseudoparticules viralegl11).

La capside, de symétrie icosaédrique, porte la protéine core ou antigene HBc (AgHBCc), non
détectédans le srum % (E 0 ¢ S ZV]<cu ] Pv}es§] ]}o}P]cp X o[]v:
capside se trove kB génome viral. Il consiste en une moléculfdADN partiellement
bicaténaire, le brin de polarité négative étant le plus long (environ 3200 bék&s) e brin

%}*]18]( Z ApzZ o+ MAESE u]d8ee p E]v v P 3I(U }v( E vs
conformation pseudecirculaire dont les extrémités ne sont pas li€éesmaniére covalente

appelé ADN relaché circulaire (ADNrc). Wrmaécule de polymérase virale esfuant a elle

liée de maniere covalentpar son extrémité termin o o[l £ASE& u]s dA[ (B E]Jv v P §

14



Figurel: Représentation schématique de la structure du virus dd Z %o 5]

Source: James A. Perkin2002

Organisation du génome

Le génome du VHB se démarque par sa compacité, étant donnée sa petite taille
(maximum 3221pb pour le génotype Axe qui en fait le plus petiparmi ksvirus a ADN.
Néanmoinsil comprend 4 cadres de lectyr€, P, S, et 4jnsi que de nombreux éléments
de régulation transcriptionelle et posttranscriptionnelle.Les 4 cadres de lecture codent

pour les protéines suivantes

- CW } %}uE o % E}S Jv }E 3§ domaidgddcore et précore) U

P: pour la polymérase virale

- S: pour les protéines de surfacavec les domaines préS1, préS2)et S

X: pour la protéine X

On comprendra facilement que P v}iu e 118 [!SGE }S %o E} %o E] S ¢ 9
(]v [ <+ p@EpkEation et les fonctions virales dans un espace restréag cadres de
0 SHE Vv ]33 Vvs [ISE Z A p Z vie ou(E (figwe 2)efehdgueEs p P
nucléotide est codant.> « p3]o]e §]}ve 03 Ev 3]A itatione au}nijeau dsv
genes pr&l, péri § A p P v [ VA o0} % %c0is Rypese protéines
[ VA o} %ube «grande» ou large issue de la traduction de préS1, S et Sune
«moyenne» ou medium issuede préS2 et S etine « petite » ou smallvenant de S seuDe

0 ulu ( }VU O £%E *+]}v  * %E}Z Jve }E & %E }E %
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traduction depuis le codon AUG du core ou du précogepectivement.Les promoteurs et
«enhancers» nécessaires a la génération des transcrits viraux recouvrargsia
partiellement les séquences codantes. Adacprotéine HBX, produit du géne X, qui agit
comme un faible activateur transcriptionn€l4,15) ils stimulent la production & quatre

ARNvirauxpolyadénylés de 3.5, 2.4, 2.1 et 0.7 kb.

DR1, DR2direct repeasequences (réplication et circularisation du génome)

Figure2: Organisation schématique dgénome du VHB et représentation des ARN
messagers o[} E]P]v * U V]eu - SE M S]}v % E}S J<u

Source: Tong etRevill, 2016

il. Génotypesdu VHB et notion de quasi espéces

Génotypes.

La comparaison des différents génomes connus de VHB permeéfier a ce jour 8
géenotypes nommés de A a H. Leur classement se fait en fonction du pourcentage
[Z}u}o}P] vp o }8] J<u *u@E o ve il est admisPgue}les souchee
méme génotype ont une divergence inférieure a 8%. On décrit égalementais-types
regroupant les souchesyant une divergence inférieure a 4%6,17) La divergence globale
entretous o * P v}3C% * 5 [ VA]JE}v iT9U o0+ P v}3C% » & & , §
% E E % %}ES PAE PSE X /O *cuo0o E]S P ouvs <u[]Jo A]-S
. MAE P v}SC% e« Hgpafinpvri@aede chauvesouris sud u (E] ]v aveq|
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les autres génotypes humains ] *uPP & & ]S pv % }S vS] oo EU% SUE
pour le VHE(18). > ¢« P v}SC%o * S *}vS 0 ¢ %Ol %dllEeN ebtdeo[uV (
méme pour les génotypes D et E pour lesquels une délétion dans le domainelgséste

desgénomes les plus courts.

Les 8 génotypes se distinguent notamment par leur distribution géographilgugénotype
D a la prévalence la plus élevée &gt présent sur tous les continentsais majoritaire en
Inde, au Moyen Orient et en Afrique dNord. le génotype A domine erEurope,en
Amériquedu Nord et est présent partout en Afrique eh Inde. Il existe une plus grande
]JA EP v Ju Z P v}3C %o v (E]J<p U suPP E v <u[]o
§ o] «<u[ v ou@Bdwemergencelate de 500 a 1000 ans. lgenotype G, souvent
retrouvé enassociatioravec le génotype fest présent en Europe et en Amérique du nord
Les génotypes B et C sangjoritairesen Chine, en Asie du s@st et en Océanieandis que
le F estretrouvé en Améique. Le génotype E a la prévalence la ples/éé en Afrique sub
sahariennemais il reste minoritaire dans les populations américaines descendant de
o[Ju% }ES §]}v afficairs,phineipalementinfectées par le génotype Aceci suggére
gue le génogpe E se serait implanté en Afrique il y a moins de 200 langénotype H se
rencontre quant a lui dans une zone géographique trés restreinte, a savoir en Amérique

centraleet en Amazonie

Des recombinaisons intayénotypiques ont été décritegt certains auteurs suggerent
o[ £]*S v noume@uxi génotypes possiblement issus de ces recombinaisons qui
sont provisoirement dénommeés génotypes | €19,20) Ces deux entités ont été décrites en
*] U ule of ((]J]E&uU S]}v o uE A]*S v S StUilpuE- SSu U
scientifique.Le putatif génotype | serait une recombinaison des génotypes A, C et G, isolée
au Vietnam et au Lao$21,22) Les quatre souches vietnamiennesolées variaient
seulement de & 0.4% par rapport aux sougenotypes C1 et C5, soit moins que les 8% de
]J(( & v v ¢ JE « oungdionjde]dpartfentiere. Concernant le génotype J,
il a été isolé de patients sur les iles japonaises dkyRy En considérant la séguence entiére
de son géenomejl présente une differencale 9.9 a 16.5%ar rapport aux8 génotypes
humains etaux4 HBV de primates (chimpanzé, gorille, gibbon, et om@ngng)(20). Leur

prise en compte dans les classifications du VHB est encore controversée.
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Quastespeces

Outre ces différents génotypes, MHBse présente sous forme [du v quasiespece
virale, [ <&dire de sougpopulations viralepouvant se répliquer etoexister p ¢ Jv [HV
ulu Z€3sS U o[]ve3 Es ayanSuite €tapé Eeurétrvanscription dans leur cycle
comme le VIH ou putres rétrovirus. v (( SU o[ u & Rtewjuastespece se fait a la
(ApPE + EE pE- E %o0] S8]}v & [uv JEE S38]}v (]Joo v
(24). Le génome viral présenten conségence de nombreuses mutations pouvant affecter
plusieurs cadres ouverts de lecture en raison du chevauchement de certains génes comme
précédemment décrit. v EE 0]S5 U pv % S] vS v[ ¢S }WH% Puyv( GBS v E |
génome, mais par un pool vial», constitué de plusieurs virus difeits par quelques
mutations, substitutions ou délétions génomiques, coexistant sous formi@ \dquast
espece.Chaque «type viral ainsi formépossede ses propres caractéristiquesfitieess de
résistanceaux VS]A]E UAE IU [ Z %% u vS P <Co3eju ] bddEline | E
constant entre hote et réponse immuneomplexe et délicat a appréhendeiu fait de
o[ £]+S v tte quastespece (25) La compréhension de la physiopathologie de
o[]v( S]}v S, V % PUS ¢ (JE < ve %E v E auwne iilderice S5 v}
non négligeable sur les capacités de réplicatidj@E o U o[ u EP v § o <0 §
mutants résistants aux antiviraux et donf IA}ous3]}v 0 lluest agmi$ que des
mutants résistants aux antiviraux émergent de ce pool de gesEce préexistans a
O[]JvSE} p S]}v 0 % @}ve]WS]A]E00X W E ]Joo HE-+U o[ Sp %
cesquasi *% ¢ % U3 % Eu SSE E SE & o ¢« A}] - SE veu]ee
des clustersau sein de certaines populatisnnotamment dans le cas des transmissions
verticales. Dans ctines études, les populations virales retrouvées chez les enfants et leurs
meres ont été comparées afin de détermineta«filiation virale» entre les quasespeces
E SEIYA o Z 1 Z pvXgueoos[3CG%A EA]JEPs SE veule V[ *5 %o * (
méme, certains virus%o & }u]v vde Z 1 o[ v( v }vd & & SEpRUA « u]v)
U U }u 0}Ee V[C *}vE %  E SE}PA « filidwor}wleounddespos § |
souspopulationsvirales d o u & X §§ v}S8]}v 8§ }v uv }usjo ve O]

infectieuse mais aussi humaig26).
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iii. Physiopathologie des infectiongar le VHB

I Cycle viral

Le VHB pénétre dans les hépatocytes via son récepteur spécifiqueti@nsporteur

sodium taurocholate (NTCRa+ - taurocholate cotransporting polypeptide exprimeé
exclusivement a la surface des hépatocytes, puis libére sa capside dans le cytoplasme. Celle
ci migre vers le noyaat y libére le complexe polymérase/ADNrca Ipolymérase convertit
o[ ECE v E covaléntlgElosedcircularDNAou ADN sperenroulé, qui constitue
la forme intrahépatocytairesS o us, X > E e (ES u} o %}pE o §
des quatre ARN viraux de %5, 2.4 kb, 2.1 kb et 0.7 kbxportés vers le cytoplasme afin

[I1SE SE pld8e VvV % E}S Jv o IE % | ES[}V% (B[ E A]J]E o

Pope] pn&Ee } }ve []v]S] S]}v o SE p S]}v epuE pv ulu ZE
permettent de générer différentes protéineses ARNm de 2.2.1et 0.7 kb permettent de

produire les protéinesde surface S, M etét HBxL[ ZE T Xpedtétre o[}E]P]vV 0
protéinepré J1E | JE U % E pE-* pE o[ v§]P v ~ P, U pv %o
]Jv 1*% ve o0 0 & %o0] S]}v ul]e E]S]<H %o}uE o[ S 0] u

o[Jv( 38]}vX > A E-+]ARN det &S kbARN [prégénomique (ARNpgest a
o[}E]P]v 0 %E}s v }E 3§ 0 %}oCu E « A]JE o WX

> %}oCu E « o ¢} ] o[ ZE% P § JE % }IpE (JEU E pv % E
sein de cette capside, la protéine P catalyse la syathe p  @E]Jv v P 8]( [ E A]JE o
SE ve E]%S3]}v JVA E- % ES]E o[ ZE%PX >[]v(] o0]$% 0 3
de mutation élevé, estimé 4 T e *&]8us]lve % E C o E %o0] S]}vX Wu
partie dégradé, la partie re3 v3 ¢« EA v [ u}@E %o} UWE 0 *CVvSZ o u E
>[ o}vP S]}v pu E]JV %}*]S]( S % ES] 00 § }vv uv €EJv [ E
raisons encore mal connue® [ E (& capside ainsi mature peut étre ensuite enveloppée

pour domer de nouveaux virions, préts a étre libérés dans le milieu extracellulaire apres
passage par la membrane cytoplasmique de la cellule héteetaurner vers le noyau a

o[]Jvd E] PE p<p o o[ EE 8 }vA ES] v E X
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> % @E} eepe [ u%oo](kccpeimet v[ el HE E *u((]* uu vSs }%] o [ I
%0 E OOMO (1v ujvs vl]E o % E-emhekcules [ &[]Vl G]} VK]V
linéaires(ADNdI)peuvent aussi étre génées o} E+ [puv  o0o}VvP S]}v }u%o § /A& %o
H E]Jv %ADNHK[ [E S o u} o ZY|AE %}luE []JvSs PE E pupn ZC
cellule héte. Cette intégration ne joue pas de role particulier dans le cycléHiimais peut

contribuer au développement dGHCe o}v o ]S []JUE)PE S]}v

>AdgHBe ainsi que k& pseudeparticules virales sontaussi sécrétés dans le milieu
extracellulaire. Le nombre de ces particules subvirales, dépourvues de capigidsse de

pres de 1000 foige nombre de virions et sont détectées en sérologie comof, X [ <8

cet antigere, autrefois dénommé antigene «Australid <] % Eule [] VvS8](] & o

He O 0[Z %o S]S % EJI|BGE[P2ZvvsS]|poe3@®& o] ve u o -

Figure4: Cycle viral du VHB

Source : Tong et Revill, 2016
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il. Réponsammune, atteinte hépatique

Le VHB v[]v H]S %o e« cyfogdth®geneW o }JvSEE€o o[lv( S8]}v § o
hépatique sont immunomédiés>[] e+ infeatign dépend donc o[]vSs E S]}v }u% o A

entre le VHB et larépoe Juupv O[}EP v]eu Z€s5 X

Environ huit semaines apres la contamination observe une élévation des transaminases,

E (o Svs o *SEWM S]}v e Z % S} CS e Jv( S ¢ % (E 0 OOMO
[ P]S [uv & %o}vVve oopo |]CE SC% a d[iB]A]S %IBEJ0 TBJ <« u Vv
lymphocytes TILT) CD8H.es principaux épitopegconnusayant un effet cytolytique sont
présentsdans les protéines core et HBesemblerait que la réponse contre les hépatocytes
exprimant les épitopes spécifiques de HBe coletrde facon plus efficace la réplication

virale (27). ]Jve]U o] E%O0]<u E ]S <pu 0 ¢ upBBeSMmuwantABOEJu vS 9
*}] vS§ ¢« 0 S]}vv e % E PV Y%oE e°]}Vv 0 S]}v [}E]BNer Juupv}

reprise de la réplication virale

WuleU 1 T ulle % @& * O , @pparait la [fpdnsé jwnunitaire humorale.
Parmi &s anticorpsproduits, seuls ceux dirigés contre [ P, les anticorps artiHBs (Ac
anti-HBs), sont neutralisantdls eu%.! Z vS o[]v( S]}v * Z % S} CS ¢ v}iv ]\
% Eu $S v o }vSEE€O o}vP § Eu o[]Jv( S®BY % E 0 *Ce*S u

Les réponses du systéme immunitaire au VHB peuvent avoir des effets déléteres. Une
réactiontrop importante ¢S e« [ %o %o } © 1S E o[}E]P]vV * Z % S5]8 ¢ (pou]
<p. o« AE & S]}tve []v( S]}v ZE}v]cp A o \29)}v « S
Certaines de ces exacerbations sont accompagnées par des diminutipadantes de la
charge viral§CV)et une séroconversion du systeme HBe, signant une clairance immunitaire

((] e Z % 8} CS ¢ Jv( S U o0}E-s «u [ uSE « Vv }vv vS§
transitoire de la CWHB, % E p A répomse immunitaire ineff@ace. Les augmentations
récurrentes des transaminases accroissent le risque de cirrhose et de carcinome
hépatocellulaire.Les lymphocytes T régulateurs (LTreg) jouent un réle dans le contréle de
o[]v(o uu S]}vU (]Jv <u[ oo v e}hser¥%men une -gu€RCtivVAtion des
>SdE P ¢« E ]85 Ju%oo]<u ve o[ <« v ion pafiessisteme immuiitaie. S

22



Parallélement aux signes et symptéomes hépatiques, des manifestationsheediques, a
type de glomérulonéphrite et de vascularite, pAuv S e A 0}% % E o (A pd

déséquilibre de la réponse immune humorale, générant des complexes immaousiais.

iv. Pouvoir pathogene du VB

Commecela a étédit préecédemment, le VHB/[ %0 ¢ [ (( § CS}% SZ}P v % G
ulu U o uo ] <g[]o Jv ]S S % E]JV % o0 u vsS o] 0 & %o}v

hépatocytes infectés.
> % E]} [Jv o S]}v ME Vv ulC vv oi O0)BPucE- ~ 10 i0i

K VIA p o]vl<p U }v ]e8]vPp LE A E-WSo[]lv[¥TIv TP
o[]v( S]}v ZE}v]«u X

>[v( $1lv_s.: ]Pu

>[Z %o Bdi§ue est le plus souvent asymptomatique, dans plus de 60% des cas, et on
notera seulement des perturbations du bilan biologique hépatige#le estla plupart du
temps spontanément résolutive Elle peut néanmoins étre symptomatique, avec les
symptébmes lassiques des hépatites, a savoir ictere des conjonctives et muqueuses,
asthénie, décoloration des sellepour ce qui concerne lalinique et cytolyse au niveau
biologique.Moins de 1% des hépatites aigues symptomatiqaesprésententsous forme
[Z %te §giminante, trés grave, nécessitant une prise en charge rapide car mettant le

pronostic vital du patient en je(81).

S[Iv(_38]}v_ZE}v]<pn s,

hv Z % §]8§ ZE}IV]<H 8 (Jvl] % E 0 % E-e+]*S v o[ P,
o[]v( 8]}v JPu X > E]+<p % e P 0 ZE}vl]ilsstthesE] + o}
élevévoire systématiquechez le nouveamé et le naurrisson (environ 90% des casgste
Ju%e}ES v8 Z 1 o[ v( v8 & o[ -5p&o desvcas)-et demeumus rare chez
of] po3 U A pv % e+ P o A@Genviigh. <3]u i
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Figure5W A}ops]}v o[]Jv( S8]}v s, v (}v 8]}v o[ P o }v

Source WHO guidelines on hepatitis B and C testing, 2017

UM JpEes [pV Z % S]S ZE}IV]<p U Jo A]*S pv <«uglo] E %o
immunitaire et laréplication virale. Ce sont les changements de cet équilibre qui définissent

0° J(( E vS o %oZ o o o[]v( vSii}ivw UzZ aBwdpganxAssociation for the
Study of the Livgra publié de nouvelles recommandations pratiques sur la gest®n d
arffection par le s, § uv V}pA oo o **](] S]}v o %oZ o o o[]Jv( ¢
>[Z]*8}]E® v Sufectioo chroniqyé\a été diviséechématiquement en phases en

. e VS eUuE 0 % E& Vv o[ P, U otranSamiAasef etda prédeénce

A vip oo [uv  Jv(o uu 3]lha Foukelld JRamehclature est basée sur la
description de deux principaux états lors de la chronici@[]v( Sdsuso[Z % $]S %

tant que telle(3).

Figure6W Al}ops]}v o[Jv( 8]}v s, Z
o[ unoOS
Source: Huraux, Faculté de Médecine Pierre et

Marie Curie, 2008
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9 ,]*S}J]E& v SUE o0oO o[]Jv( S]}v ZE}v]«u S,

Les cinq phasesde[]v( $§]}v ZE}v]«u S, *}@¥ 0 ¢ su]A vs o

Phase 1 infection VHB chronique a AgHBe positificiennement dénommée phase

de tolérance immune X 00 *3 E S E]- % E 0 % E e Vv o[
§ uE o A « [HB et|a persistance des transaminases a desrtatraux. Au

VIA u Z % 3]<p U Jo V[C %o * }u % p [Jv(o uu 3]}v }u (] &
[Jvs PE S§]}v o[ E Apefitlaot cetie pbasksuggérantjue le processus

de carcinogénése hépatique soit déja en préparatiosilencieuse>. Cette séquence

est plus fréquente et dure plus longtemps chez les sujets infectés par transmission

verticale; ces patients sont hautement contagieéixcause « 3 uZ£ o A« [ E p

VHB<pu[]oe® % E * vS vSX

Phase 2 hépatite B chronique a AgHBe posiahciennement qghase declairance
immune»X 00 (Jv]d % E 0 % E * v s3G&EL o Ao{ P, U
viral mais a la différence de la phase précédente, par des taux de transaminases élevés.
Ve 0[Z % 8} C3 U Jo A]+$ ojre unpvrgordniiadhjatioA modérée a
sévere et une accélération du processus de fibrose. Elle peut arriver aprés plusieurs
années de phase 1 et survient plus fréequemment et/ou rapidement chez les sujets
]Jv( S ¢ % v vsS o[ P HOS X >[]e st variableS& plipait «des
% 3] v8e %o MA vE IuS]E puv e E} }VA E-]}v , § puv v P 8
viral pour entrer dans une phase[]v( 3]}v ZEP,J<pv P 3]A X [ us3E -
% UA VS vV % o % EA V]E }v 8 E € oo@fessdr] vdrs e \phass, 3§ %
[Z %0 S]S ZE}V]<u P, VP S]( %}LE %opue] HE* vv X

Phase 3 infection chronigue a AgHBe négatif, anciennement appelégshase de

portage inactif o[ Pp.eKv C & SE}HA 0 % EHBeyvds talix faibies]

A}JE Jv & 8§ o e« [ Estayx nadsmauxde transaminasesDans certains

cas, des valeurs deVplus élevés peuvent étre rencontrées, mais ne dépassant pas les

T111 h/lu>U S}pilpE- A e« S UE [ >d v}Eu ppatige pv  Jv(o
minime. Ces patients ont un faible risque de progression vers la cirrhose ou le

E Jviu Z % S} oopo J]E e<[]oe E S vS Ve §S %oZ X >
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séroconversion HBs peuvent spontanément apparaitre dans 1 a 8éaslePar aillew,

© % §] v&e }vE o & UE [P, s o ~D {iil h/lu>eX

- Phase4W Z %o S]8 ZE}IV]<H P, v P S](X oo oS oo}l ]
VHB fluctuand, modérés a élevés (mais souvent plus bas que dans les phases ou
o[ P, 3 % @E « vieU Avo]udEs [ >d 0 A « %opue }u u}jve }v
L[Z]*8}0}P] Z %o S]dgs tisshs BéErinflammatoires et fibrosés. La plupart de
ces patients sont porteurs de virus mutants au niveau des régions précoregeore
entravent ou abolisseno|[ A % E <]} v o[ P, X §S %oZ - oS eel ]

taux de rémission spontanée.

- Phase S elle correspond o v P 8]A §]}v o[ P, sU e} ] e S S]}
, U A JUu ¢ ve 0 % (E <-HBs défectable$] Elle est appelé@kection
occulte aVHBi X v E &+« ¢ % v vSU o[ vV o[ P, ¢ %o M
mangue de sensibié du test utilisé pour sa déction. Dans la plupart des cas, les
enzymes hépatiques sont normales et la charge VHB est indétectaidiguemment,
ol E %eandnointtre détecté au niveau hépatiquenv % E S o[ P, » A v§
la mise en place [Uv % E} eepue JEEZ}Se<@a un «Sque Sdibje de
décompensation, de cirrhose et de CHEn revanche, dans le cas ou le processus
JEEZ}S]l<p PE 18 8§ vovZ Avio J]e% E]3]}v o[ P,
risque de CHC, et doit pour cette raison étre surveillé régutierd. Une

immunosuppression peut mener a une réactivataunVHBchez ces patients.

/o 8§ VIS E <g 0 ¢ JVv< %Z o o o[]Jv( S8]}v ZE}v]«u S,
nécessairement selon la séquence décrite. De plus, malgré cette nouvelle nomendature
0 ** U VS V[ 8 % < 3}piétcerainshhtients demeurent malgré tout dans une

« zonegrise» a la fin des investigations.
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Figure7W ,]*S}]CE v SuE oo 0[Z %o S]S ZE}V]<Hp e« 0o}v o o0

Source: Fourati et PawlotskyVirologie, 2019(32)

9 Cirrhose et CHC

Z1 0o+ % §] vie 33 JvSe [Z %il éstPrimordfadE[} A <uuUE § *UEA Joc
le risque [ Alops]}v Ain@ose etle CHC. Ce risque est variable emnditionné
VS uu vS % E o0 &E %}ve Juupv]s JE 0[Z€S X W (Eu] o0 ¢ % S
de la cirrhose a 5 ans est comprise entre 8% et Z0&mi les patients atteints de cirrhose,
}v <8]lu «u[ l@risgyue de décompensation hépatiqustele 20% et que le risque
annuel de survenue pu¥HC varie de 2 a 5®armi les facteurs de risque deHC on
]*S]vPu uHWAE E o S](- O[Z€S U % EuU] 0 *<u 0° O JEE®Z}-
ZE}v]<p U pv P Av U o <« /& usepo]JvU o[}E]P]vV (E
o[Juupv} % E e<¢]J}vU o ] S U o § Pleu SI(Y Sruglui ( S pE-
u'u « A}JE « S uLE o A [ E A]Eliés assdig la[réponse
immunitaire de o[ Z € $inevirusde génotype C, des mutations spécifiques (précore/core).
Des scores ont été élaborés et sont toujours en développement afin dererédrisque de

, Z 1 0 s % 8] v3e 83 Jv8e [Z %o 3]3 ZE}v]cp X

27



V. Epidémiologie
Mondiale :

Nolv 0 E %% }ES endrok D miliaids de personnes ont eu ou ont une
infection a VHB et 248 milliors®ontporteuses ZE}Vv]<u * e p&ticullér dans les
pays en voie de développement> ¢ E}% E A o0 v o[ P, « A E]
géographique les plus fortesprévalences sont observées Afrique suksaharienne, en
Asie du SudEst, dans certaines fles du Pacifique et dans le bassii}v] v [ u E]«p
Sud. ks plus faibleprévalencessont retrouvées en Amérique centrale et du nord et en

Europe occidental€figure 8)

Z < vv U o[KD” «3]Ju <00/ pdrEBinesondedirent decomplications

Line infection chroniquepar le VHB.Parmi ces complications, on compte environ 45% de

* 0}\

carcinomes hépatocellulaires et 30% de cirrhoses. Ces proportions sont encore majorées

danslespays en voie de développement.

FigureSW WE A o v u}v ] o o[ P, -

Source: Center for Disease Control, 2015
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En France:

> e Ev] E* E *pu0s S o[ vc<u!S$ tent deZdi%pose}f des Hon@ees S
épidémiologiques nationalefsancaises%o. } U E o[ v Vv(33)iBud 4,3 millions de tests de
dépistage réalisés, 33962 se sont avérés positifs, soit une augmentation de 6% par rapport a
o[ vv 1iiiX > « E P]}ve 0 ¢ %o0pue }v EvV ¢ A  %IOQUOO0 iii & o3

habitants sont (par ordre décroissant) Ma}$S U o 'pC -ge-Frénae[/o

Un peu plus de 2000 patientssont sous ALD pour une infection chronique a VHB, wswét

augmentation de6% par rapport a 2013.

Figure9: Nombre de tests AgHBs positifs en  FigurelO: Pourcentage de patients en ALC
France, 2016 pour une hépatite B chronique en France,
données SNIIRAM SNDS, 2016

Source: Vaux et al., 2018

En tenant compte des données de la déclaration obligatoire (figure |&%)hépatites B
aigués surviennent en majtéichez les hommes, avec unsé& $]} ,1& TUoX >[ P u ]

est de 39 ans, avec une prédominance des classes d&3 &0s et 4819 ans.
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En 2015, 66% des personnes en ALD pour une hépatite B chronique étaient des hommes. Les
O ¢ [P ¢ 0 %O0Ous E % E + V3 ans ef I¢svaB9oans dans cette
population. Les femmes sont généralement plus jeunes, avec une majorité des femmes en

ALD situées dans les classes de83@ns et 419 ans.

FigurellW Z % ES]S]}v ¢ ¢ [Z % §]S P u# o E e« VvSE TiiT
% E £ S o0 e [P ~E A ifdie

Source: Santé publique FrancéPF)2017

Figurel2W ]*SE] usS]}v % E « A psérsannes en AL pour hépatite
chronique B au 31 décembre 2015, France

Source: Sniiram et SPF, 2017

30



W Eu] 0 %}%pH0 S]}ve E]*<p U 0 %E A o v o[ P, $
enceintes. parmi les 0,8% de femme$w }ES He , 01[3% etaient également
séropositives pour le VIH et un peu plus de 5% étaient nées dans un pays de forte
endémicité. Au sein de la populatiomomosexuelle masculingHSH, la prévalencede

o[ P, ¢ 5§ 1,590 Sour les personnes séropositives pour 1€)\@8Po déclarent étre

A Jv e }IVEE o0[Z % 35]3% ~0f9 % EU] O ¢ % Ee}vv o s/,=«U }\

générale des adultes vivant en France métropolitaine.

Modes de transmission

En regle générale, la contagiosité est maximale entre 1 et 3 npoés de contage et

% Ee*]*S S vS «<p o[ E ps, 5 § S5 o ve 0 ¢ VPX

Par ailleursle VHB peut survivre en dehors du corps humain pendant minimum 7 jours, sur

une surface inerte a température ambianteela lui confere une capacité de transmission
facilitée par comparaisoravec [ pS@E ¢ A]JEpe }uu o s/,X Kv o SE}pA vV
fluides corporels tels que le sang, mais aussi le sperme, les sécrétions menstruelles ou

vaginales, la salive. Airsi distingue troigprincipaux modes de transmission du VB

- La transmission sexuellgui estle mode de transmissiole plus prévalent dans les zones de
faible endémicité, comme la France. Elle peut avoir lieu lors de rapports non protégés entre
une personne infectée et une personne non vaccinée, par passage du virus au travers des
mugueuses |ésées ou non. Le virus pétre alors véhiculé par la salive, les écoulements
menstruels et les sécrétions vaginales et sémindi@sFrance, une exposition sexuelle est
rapportée dans 56% des cas, avec le plus souvent des relations non protégées avec des

partenaires multiples ou derelationsHSH34).

- La transmission sanguine, papiqdre » : suite a un AES, le taux ttansmission varie de 6

a 30% endnction de laCV Il est environ dix fois plus faible aprés exposition sur muqueuse
Oou sur peau lésée, que par voie transcutan®: facon anecdotiquede rares cas de
transmission du VHB par morsure ont été document@®sitre les AES, la transmission

e VPU]V %0 pS ¢ (]E %o E % ES F chez lessusiders dg Jdrogugd}
intraveineusegUDI) ou par transfusion, ce qui est devenu exceptionnel en France, avec un

risque résiduel estimé a 1/1350000 dons de 2@02010.
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- La transmission verticale, mémnfant: c[ l& mode de transmission le plus fréquent dans
lespaysde forte endémicitéEllepeut surveniro } E o o[ }u Zuvs § A E] 1A
en fonction du niveau deéplication virale chez la mérde taux de transmission est
fortement diminué en cas de sérovaccination a la naissance et quasi nul si la mére est traitée

efficacement pendant le daier trimestre de la grossesse

Unetransmission horizontale peut égalemegitre rencontrée dans le cased transmissions

JVEE ( u]lo] o X 00 5 <}uA v3 E v }vSEE Z1 o« ipve v(
% ES] % Vv§ 0 % E A o v o A [Z % S]8 ZE}IV] ]* ¢ Vv
vie. Le virus peut se transmettre au contact de la peau lés¢ales muqueuses avec

[ USE « (op] ¢ }E%}E o+ 3§ o+ <dpsang.Latr@smistiona le pasthde U

[} i Se JvS]u » S 0 <pu (E}ee vieU o]VvP §}]o §S§ U & <}]E

souvent rencontré chez le jeunev( v v I}v [ v u] U 8 C %o SE veu]ls

possible a tout 4gé35).

Facteurs de risque

Du fait de a capacitéa se transmettre par voie £ oo U o[]v( S§]}v S, % E:
mémes facteurs de risque de contamination que les autres infections sexuellement
transmissibleqIST) avec notamment la multiplicité des partenaires sexuéds pratiques
homo/bisexuelles}pu o[]Jv( S]}v % G [ USE - paf EBVIHou% \BEG.]Ppro &E

les autres facteurs de risque relatifs aux transmissions sanguine et verticale, disfeut

- >[pue P E}PHU ¢ Jvi S-nasakestp JvSE
- >[]v & & S]}vu

Les tatouages a&c effraction cutanédgspiercing,

- 8E }E]P]v]E [puv I}v [v u] Z pu8 }p ul}C vv U

- > %}ES P pu s, ve o[ VS}UE P X
Lestransfusions répétées ow|[ u]v]sSE S]}v u ] u vsSe E]JA » p o VP ¢}
des facteurs de risques beaucoup plug  }S]<p o[Z p&E Su oo U PE A

de décontaminationet au dépistag génomique viraldes produits sanguins a usage

thérapeutique
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Vi. Diagnosticbiologique [pv ]v( pgarieVHB

Dépistage:

Le dépistage est obligatoire pour legvv pE - e vVPU [}EP v U Sleep
cellules et les femmes enceintes.
Il est recommandé pour les populations a risqels que:
- > e epyi Se }vS Se [uV U O SS JvS [Z %o S]S
- Devant une augmentation non expliguée des transaminases
- Lessujets ayant les facteurs de risque évoqués précédemment
Z 1 e % Ee}vv eU o %0]*S P o[]Jv( S]}v * (]85 % & o }
diagnostiques directes et indirectes, via les marqueurs sérologigisesomprennent la
S S]tv [ vSPBeov P(]J<pu ¢ H s, Jve] <p [ vVS] }E%(B)%o E} ]S %o (

Marqueurs sérologiques

> ey E<t HE* pdlo]e iJUE ve O %]+ P & 0o <u]A] [}

- > P,ie[ *S 0 u E<«<y PE % Z E Stus %o |eBa Fenétfgv( S]}v
e E}o}PJ<p U § u%e+ (Jv] vSE o }v8 P S o § S]}v 0|
jours en moyenne. Sa présence signe une infection en cours, elle devient chronique si
o[ P, persiste audela de 6 moisLa nomenclature prévoit une cotation a part
entiere dans le cadre du suivi de la grossesse, dans les autres indicdéions,

E Z €& Z apitRdg¢sormais étre prescet en associationavec [ USE -«
marqueurs serologiques, ménrdans le cadre du dépistage simple.

- Les Acanti-HBs: seuls anticorps neutralisants, leuprésence équivaut a une
protection visa-vis du virus ¢}]8 % @& o A ]Jv 3]}v ¢[]oe ¢}vE e poeU -«
Pu EJ]e}v o}E-<u[]oe <JAc@EntisHBcC]IscappesBissent en 3 a 6 mois lors

[UV Z % 3]8 JPu# & <}ous]A X

- Les Ac amtHBc(totaux): indiquent un contact, ancien ou présent avec le VHB.

apparaissent VA]JE}v i u}]e % @E e o tiones persist¢hvtpute la vie

chezo[Juupv} }u% § vs§X

33



Les trois marqueurs précédemment cités sont prescrits de fagcon groupée, afin de déterminer
0 *3 3us « E}o}P]cu -aVip du\{HRButAllagnostique)36). En cas de résultat
%o}e]lSI( AGgp® d[USE « u E<pu PE=- *}vS psSjo]e = S Pp] vsS o }v |

- LeslIgM antiHBc: leur présence signe un contact récent avec le Vidtisils
% UA v E 3 E § § 0 - liguragdscensior} peut étre observée
durant les phases der€activation i o[]Jv( S]}v Z&PBs]cp
- >AdHBe: indique une réplication active du virusauf en cas de mutant AgHBe
négatif (précore/core)
- LesAc antiHBe: indiguent v P v E 0 o[ °* vV E % o] S]}vU u ]-

présents chez les mutasnfgHBe négatifavec réplication active du vir87).

Les autres margueurs

v(]JvU }us3E o § 38]}v ¢ VvE]P v e AJE pnAEU 0o ] Pv}ed] ]
aussi*uE o § S]}v S8 o «pu vsS](] S]}v of] E s, X [ 8 pv U
réplication,corrélé a la progression de la maladieugite lors du bilan préhérapeutique et
de la surveillance du traitemeri88). En associativ o S S]}v o[ P, 5 v
, Uo[ E s, 5 usjJo]e Ve UV U8 %o E}v}ied]cp ve 0 su]A] [p
/o ¢85 ]Jv ]*% ve 0 O0}Ees [pVv eepe%] ]J}v [Z % S]S } paQS$ A v§
par exemple chez un patigh Jv( & % E pv A]Epe ulpe plusy Elom JaP, X
e ve] ]0]S o u S8z} usdlol]e U o[ E A]JE o % us ISE g
% E } uvsS <g o[ P, § % Eu § }v E pl@) o (VvISE + E}

[ USE » % Ebiolagi@ues non virologiques, sont également utilisés dans le
] Pv}es] § o <ul]Aj o[]Jv( S]}v S o <p o0« S P& « SCE ve u]
scores de fibrosedpatiqueétablis au moyen de combinaisons garamétres biochimiques

sériqueg(Fibrotest®, Actitest®)

Des outils non invasifsontausss A o] ¢ ve o[ A o & Hépatique au cours

o[]v( S]}v chranjqueU S o0+ <u o[ o mipusi@nBile [FibroScan@j0).
Cette technique permet de détectda fibrose hépatique% E *S]Ju S]}v o[ o «S] ]§
(}1] VUu-<*sgE v3 0 A]S e %o E}% P S]}v [uv }v Z} H SC

hépatique (41). Elleest indiqguéenotamment v+ o [u#iBnde lafibroseet de lacirrhose
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séveres chez les patients porteurs inactifs»>, en remplacement de la biopsie hépatique

(42).

Ces marqueurs sont utiles au dépistage, au diagnostic mais aussi au suivi et guident la prise

v Z &P SZ E % WS]<u Bdhwonique % 35138

Figurel3: Profil [ A}ous]}v Z ]18u oo e U E<pu HE-" o[Z %o S]8
hépatite aigué B spontanément résolutive

Figurel4W W&} (]Jo [ A}ops]lv e+ u E<pg pEs p }uE+ [pv Z
(43)
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vii.  Traitement, prévention
Traitement:
9 Hépatites aigués

Les hépatites aigués sont dans la majorité des cas spontanément résolutives et ne
V ]88 vS <u[puVv SE ]S u vS «Cu% S} onPeuppatfols avwoin fgaours a un
traitement spécifique dans desituations clinicebiologiques séveres telles que des
viu o] - 0[Z u}e+S eslUtlassifleinent par un INR >51la persistance de
*CU%S€U *» v}S uu vS o[] 8§ E % Vv VvSokdes signesddes dafajllance
Z % Sl<p X >« } i @l]fraiterhpm sbnt de prévenir le risque de défaillance
hépatique aigué, de diminuer le risque de passage a la chronicité ainsi que de réduire la
pnE e eCU%S3S€U ¢ oo} ] ¢X > & V}(}A]E }p o[ v8 A]JE -}vs Z
en cas de prise re charge trop tardive avec une atteinte hépatigue avancée, la

transplantation peut parfois étre le seul traitement disponible.

9 Hépatites chroniques

> u]e VvV %0 [Mv SCE 13 u v3 VS]JAJE o0 *% J(]<p }v Ev
chroniques B, selon dmines indications.>[ ~> (] & Ve elde ZH1%dé6 } ES

Jv] S]}ve Hv SE ]85 u v3 Vv3]A]E o 0[Z %o S]S AR s VS o

——

criteres: laCVs, U o0« S p&E [ >d » E]J<p* § 0 » A E]H) Leso[ 8§35 Jve
indications sont les suivantes
- d}ue 0 ¢ % S] vSe §35 ]vB<chrdiqu. (A@BIBe poditiou négatf),
caractérisée par un€VVHB supérieure a 2000 Ul/mL, des ALAT supérieures a la
normale, et/ou des signes de fibrose aide Iésions nécroticainflammatoires
hépatiques
- Lespatients atteints de cirrhose, compensée ou non
- Les patients présentantine CVVHB supérieure a 200 Ul/mL et des ALAT
supérieues a 2 fois la normale, quel que soit le degré de fibrose
- Les patients agés de plus de 30 ans, présentant une infection igheoAgHBe
positive (ALAT normales et ADN VHB éleve), quelle que soit la gravité des lésions

hépatiques
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- Les patients avec une infection chronique AgHBe positive ou négative, ayant des

antécédents familiaux de CHC ou de cirrhose et des manifestationsredfiediques

La marche a suivre générale concernant la décision de traiter ou non est résumeée dans la
figure 15. En résumé, les hépatitdd chroniques sont traitées selon les conditions
présentées précédemment, alors que les infections chroniques a VHBerjevl8 <p[ v e
E]e<p Eu [ Alous]}v A E+ o JEEZ}s }p o ,U v §v

antécédents familiaux notamment.

Pour les patients ne répondant pas a une de ces indications, un suivi est nécessaire afin de

réévaluer régulieremenp v ¢¢]§ A v3p oo [pv u]e e}pe SE ]3 u vsX

Figurel5W oP}E]SZu uv P uvs o[]v( S8]}v s,
Source: EASL, 2017

Les recommandations de HASL mégnt v A] v o 0 PE Vv~ } i S](-
thérapeutique antivirale
- >[]v u 8]}v [uv v P 3]A 3]}el] &Bw § Eu
- > % ES3 ol P, U A }u e« ve oHES arlellE sdgrésentss |
*JuA v8 pv ES ]Jv PE } v @ Reystéme [ifn(unita]iev

- Une réponse biochimique, a savoir la normalisation des ALAT
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- > % ES o[ P, U A }u e+ ve HEE konsidég@eeiive un Egs
buts principaux, indiquant une suppression de la réplication virale et de la synthése

protéique en profondeur.

Actuellement, il existe deux principales options thérapeutiques pour les patients atteints
[Z % S]S ZEIV]<p W pv SE ]S uvsS % E v o}Pu v o }S] ]«
% E /&ErU v o[} UWEE v }us B/&BEX Hhe FECO %eB/E}IUA o v
ve 83 Jv ] 38]}v e}vd W 0o o0 ulAp % ]A}MPPr 0o[s- U} A[E®S A]C
la telbivudine (TBV) et le tenofovir (sous sa forme disoproxil fumarate TDF ou alafénamide
d &X > > DU o[ sonSclasséd marmi les antiviraux ayant une faible barriére
génétiqueaux résistances virales, donc a fosguede mutatiorsU § v ] <p o[ dsU o d &
le TAF sont a faiblesquede mutatiors, donc a barriére génétique haute. En France, seuls
o[ v3§ ir eflle ténofovir (sous forme diproxil fumarate, et plus récemment alafénamide)
sont utilisés. Le TAF a été développé pour réduire le risque de toxicité rénale et osseuse
obseavée avec le TDHI a été approuvé dans cette indication par la commissienlal
transparence de l&laute Autorité de SantéHAS en avril 201844) et estpour le moment

utilisé comme antVHB chez les patients traités par TAF pour une infection a VIH.

> S&E ]S u vs % E&E u]l] & ]JvS vS]}Vv %o}puE MV % S] vS v b( SS
Jveled v o[ u]v]eSE 3]}v % E A}] }E o [pv E @E] E P
le ténofovir, en monothérapie. Les autres NAs ne sont pas recommandédeal&raitement

O[Z %o S]8 ZEE]cn XZ}] A o[us]o]es S]}v [uv E U 0o <SE § |
o[ §8 JvS Z %o S]<p S 0 %E}PE <]}V o uo ] v JvZ] vS§
traitements se prennent facilement par voie agakont bien tolérés et représentent souvent
la seule option thérapeutique pour certains patients présentant déja des complications
Z % S]<p U Jve] <hg %o}UE O ¢ % S] vSe Juupv} % E]Ju U Vv % E
H s, X 'o0} o u vsSU o AfBe&dst peu drfquente la premiere année et peut
augmenter au cours du temp®/ pv u AZJupu Ti9 % S] vSe Su ] e S8 ]vs
B chronique ont eu une séroconversion HBe aprés 6 mois de traitement par TDF &wa ETV.
Julvpus]iv ¢« 8§ pAE 5[ Ree] 0Ju]S U o % ES o[ P, - %o 1S CE
seulement 3% des cas au bout de 6 mois sous ¥ ,les hépatites B chroniques a AgHBe
positif, * o}v 0 & % % }ES Les [andloguesi@ydnt une barriegénétique de
résistance éo A Jvd o[ A vs P [Jv H]E pv ((] 18 vS§]A]E o
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SE ] VS % E o[} Lwisdetectapjevchez la grande majorité des patients
observants en moyenne, /0% des patients étudiés présentent de¥ VHBnférieures a60

Ul/mL a]ve] <p[pv Vv}EuU o]+ Sh& mois de trditement2) (figure 1. Pour les

% 3] V3e % @E * V3 VS UV Z % $]8 ZE}v]l«p P, Vv P &&A U o ]t
mois de traitementest plus importante, avec environ 908és patientsayant un ADN VHB
inférieur a 60 UlI/mL. % v VvS 0 % ES o[ P, = v]| § } e« EA %0 } 1 @
patients (2). La durée du traitement est donc le plus souvent indéfinie, ce qup@ssible

graceao pE SE& ¢ }vv S}o Ev X M o}v o[ ">U o SE ]S uvVvS % C
0 E E « % S] vSe C vEnkarr€Esegraib fubs) enXisageable pour les patients

ayant une hépatite chronique AgHPBesitive, ayant eu une séroconversion HBe, une charge

ADN VHB indétectable atimoins 12 mois de traitement.

L SCE ]S uvsS % E W P/&ET %o}UE PSS O[]V(MIEE}VHVORwB@EEGEU
agissant sur le versant immunologique, avec une durée de traitement défi@id8

semaines. Cependant, contrairement a ce qui a été décrit pouNAes son utilisation est

plus délicate *}pue (}EuU []Jvi Ségtaméas}tud o[ Ju% Pv [ (( S Jv <]CE
fréquents, de nombreuses contrgv ] S]}veU Jve] <«pu [pv ((] 18 8SE& A
O * % S] vSeX N e Jv ] S]}ve ¢}vS HI}PE [ZK] O]JUu]S - ES Jve ¢
compensée sans hypertensiqortale, et ceux ayant une hépatite chronique qualifiée de
«modérée» (2). On observe une di% E]S]}v o[ P, % des<«as, cependant les

résultats concernant la réduction de @VVHB ainsi que la normalisation des ALAT sont plus
meédiocres que ceux des NA&nviron 15a 20% de % S] vSe } §] vv v8 pv 8§ pAE [ E
inférieur a 60 Ul/mL a 48 semaines de traiteméB}, et en moyenne 50% des patients

parviennent a une normalisation des ALAT (figure 16).

M % }]vS Al %ZCe*]}% 5Z}0}PJlcpu U }V %}UEE ]85 *u% %} E <|
stratégies ait un medlur bénéfice que les deux approches prises séparément mais,
malheureusement, les preuves de cette hypothétique supériorité manquent touj@)rs
puv e} ] §]}v e MAE SE ]S u vSe V[ ¢S }Vv % ¢ E }uu v X
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Prévention:

Fusieurs vaccins sordisponiblessous forme monovalest bivalens ou hexavalers,

alorscombindé [ USE * A JveX d}ue 0 ¢+ A Jve % E A v vS 0[Z %o §]

inactivesW Joe }vS] vv v§ o[ P, » & }u]vvs S «}vs ujv]est
intramusculaire Depuis le ¥ i vA] & 1ii6U o A ]Jv 8]}v }VSE o0[Z % 35]8%
Z 1 3}gue 0 ¢« VIHEE]ee}ve v o Ju% 3 E §8 gstlaussie o[ P
E }uu v V E SSE % P U Z 1 8}pe o« v(v3e }Jpu }o o vie ip

révolus, nm antérieurement vaccinés. Chez les nourrissons, le schéma vaccinal se compose
SE}]s 1} U UJv]eSE - o[ P T u}]ePoud les }ddultes, ii u}]e
adolescents et enfanfdl consiste en trois doses administrées en respectant un intervall
[ L u}]ve uv u}l]e vVSE o0 PYAE % E u] E « }e e S [ L Uu}l]ve A
et la derniere dosg45)X Kv }ve] & <pu[HuVv % 8] vS 8 Juupv]e U }v G
vacclv §]}vU ] o § iHES induit estSsupérieur a 10 Ul/mL, ce qui concerne 95% des
patients. Les anticorps aAtiBs sont des anticorps neutralisants protecteurs mais leur titre
peut diminuer au cours du temps, voire devenir indétectable a distalecéa vaccination.
o VvV ¢]PV](] %o ¢ pv eV % E}S S]IvU <u] % Ee]es A]
u u}]E Z 1 o[Juupv} Ju% 8 v3X Z 1 #fi9-répondésrss Jurv dauxv}v
supérieur a 10 Ul/mL peut étre atteint apradministration de troisloses supplémentaires
au maximumX v . Viv E %}ve U pv E %% 0 *HU% %0 U VS |E
( S uE- utlv € E %o}ve o A Jv 8]}v e}v3 o[ P ~ % E + di
co-morbidités (diabete, cirrhose), certains profils HLAAIBIRB1 et DQR1).

V(]JvU o[Juupv}s8zZ & %] % & ]vi §]}v-HB3 peyteffeiodiguéee]ehez vS§]
les patients exposés et non immunisés, en particulier le novweau [uv. u E %} ES e

o[ P, X
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I. > PE (( S0 }v [}JEP vV

I Généralitésep®& o PE (( S o }v [}EP v eU (]v]S8]}ve

Ve viu E p&E (Joov & Gulvo [uv }JEP vV A]S c
traitement de dernier recours mais néanmoins irremplacable. Pour un patient en
insuffisance rénale chronique terminale, etlenstitue le traitement de suppléance ayant le
meilleur profil colt/efficace, et procure la meilleure qualité de vie possible au paf#&)t
Les tissus greffés sont prélevés la plupart du temps sur donneurs décédés ou recueillis s

donneur vivant pour des organes comme le rein ou un lobe de foie.

>[ § 8 U}ES v %Z o]<p W

Sur donneur décéde, le patient est le plus souvent en état de mort encéphdhddE)

Cet état correspond a la destruction totale et irréversible des fonsticérébrales (cerveau,

EA o 53U $E}v E E o Z 1 pv epi 8 "UE 83 vEU [ 8
complet de la circulation cérébrale. En situation de mort encéphalique (ME), les organes
restent donc fonctionnels a condition que la réanimati *}]$ %S X Vv o[ vV
facteurs confondants (hypothermie, imprégnation médicamenteuse ou toxiguele
diagnostic de ME repose sur 3 criteres cliniques coma non réactif (Glasgow 3), associé a
o[ }o]S8]}v e E (0 £ « u I&Elhwentildgion @oatandéeérifiée parune

% E WA [ZC% E %v] X Ve 0[}%3S]<p p }vU o E Po u vs 3]
de ME soit confirmé soit par deux EEG nuls et non réactifs pendant 30 minutes effectués a 4
Z WE + []vs Eparpe UwR]3PE %Z] } i 3]A vs of EE!@7) % E(pe

Les catéqgoriesle donneurs décédés

/o /]S IJUE SE}]e SC% ° }vv uE- * osUu°*e %oS§]
procédure de prélevement muiirganes (PMQO)les donneurs eEME ceux décédés apres
arrét circulatoire suite a un arrét cardiaque inopiné (catégorie | et Il de Maastricht) et les
donneurs décédés aprés arrét circulatoire suite a une limitation ou un arrét des
thérapeutiques (catégorie 1l de Maastrich(#8). >[ D étant un évéement rare
E % E& » vS vS u}]ve i9 . . 0[Z€% ]S 0 8§ }u%sS S vu u
%0 VUCE] [JEP v - PE ((GU o o P]eo S]}v % Eule [ o EP]C
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MAE }vv HE- "TME EE!'S X % E A}] Eanndes 1980, Jaev

programme de prélevement a repris depuis fin 2006 pour les donneurs décédés apres arrét

cardiaque inopiné grace au décret du 2 aolt 2005, encadré par des procédures tres strictes.

>[ £S ve]lv M % E}PE uu MAE }vv pdEatoire suite & wne datisn | E
des thérapeutiques (Maastricht IIl) a été autorisée en France depuis septembre 2014, ce qui
a été rendu possible notamment par la loi du 22 avril 2005, dite loi Leonetti, permettant que
les actes de soins soient suspendus Wiy VS E % E]e (]v [ u vbktidat@ S}us
déraisonnable>. La gestion médicale est différente dans les trois cas, notamment
concernant les conditions de conservation des organes pour le maintien de leur oxygénation.
Malgré tout, les donneurs erfEME restent largement majoritaires parmi les donneurs
[JEP v - s+ %84 L E o[ vv, uniigognsement de 3676 donneurs (1770
prélevés), contre 111 donneurs décédés apres arrét circulatoire suite a un arrét cardiaque
inopiné (42 prélevés) et 88 doaars recensés apres arrét circulatoire suite a une limitation
ou un arrét des thérapeutiques (62 éligible§}8). Au total, 22627 malades étaient en

§§ v [uv }EP v v iiioX

Figurel?: Les besoins et possibilitésv PE (( [}EP v o
Source: Plan 20171170 % }u®& o P& (( [}EP v o § S]eepueU D]v]e$s
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Figurel8: Evolution du prélevement par type de donneur en France

Source: Agence de la biomédecine

Quelques chiffres

En 2016, le tauxglobal de prélévement au niveau national est de 27,8 donneurs par

ulJoo]}v [Z (dmhyestaux de recensement, calculé a partir du nombre de sujets en

D o &E - o[ P v (ABM) était de 55 donneurs pmh en 2016, malgré

MV § WAE [} %o%}e]S]}V T09X > S UuAE [}%0%o}e]S]}v 8 0O po v
des donneurs pour lesquels toute opposition est enregistrée (entourage, défunt, y compris
contre-indications médicales) par rapportianombre total de donneurs recensés. Il stagne a

VAJE}V 119  %op]e i1 ve & 8 SE « A E] o + 0}voe E P]}ve
§ UWE [}%%0}*]18]1}Vv % Eu] o ¢ }vv puE usks@édicdles aes refis dets o o
don. Ce taux est biesupérieur au taux brut, et se situe a 41,2% en France en 2016,

e[ Z o}vv v$§ 10U 069 -Eomt&) &68/8% (Guadeloupe).

v &E v U {66 *]8 ¢ }vs pv §1A18 % @E o0 A u VBME[}EP v -
couvrant la quasiotalité du territoire fran ]« X W} yu GEégidn 88edHest, 62,3 donneurs
pmh ont été recensés en 2016 avec 30,7 donneurs prélevés; mnhnote également un

S WA Po} 0 [}% %o}e]S]}régioni B@Ruesf yegrodpe les activités des CHU de
Bordeaux (Pellegrin et HagA ! < U d}po}pue 8 SJu}lP «U Jve] <u .
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Albi, Auch, Bayonne, Brive, Cahors, Dax, Foix, Libourne-dédvitrsan, Montauban, Pau,

W E]Pu MEU Z} 1 8§ d E *X > PE}IU% Z}*%]5 o] E W oo PE]
prélevement la% o e Ju%}ES v8 A AR Jvv HE* % E 0 A ¢ %}uE o[ v
11 }vv pE+ % E o A-régiop.dSuml]pldn @ational, le GHP arrive 8f°place

%o E * 0[Z€% ]S O n E , EE]}S >ClvX v lecialX de U Ti
prélevement a progressé de 26,7 a 37,9 sujets prélevés engeMiEsoit une des évolutions

0O * %OHU® JUK}ES vS » suE o048k u o e E P]}ve

Figurel9: Donneurs en état de mort encéphalique prélevés en 2015

Source: Plan 201722021 pourlaP & (( [}EP v  § S]eepeU D]v]eSs & Z &

>[ v oCe TR . * % 5] v3e U}VEE pv JVA E-]}v
principales depuis le début des années 2008 part liée aux accidents de la route a
largement diminuéZ0,9% en 2016), laissant les causes vasculaires, essentiellement les AVC,

V % E& u] %0 ~A69eX >}PJ<p u v8U o[ P u}C v e }vv nE
ainsi le nombre de donneurs préleves ages de plus de 65 ans a été multiplié par un facteur
10ent®E Tiii § TiiA 8§ o SE& v 249 ahsRui représentait 66% des donneurs

V i06006 V[ *S %oOle < 9 v 1iioX
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Figure20: Evolution de la répartition par &ge des donneurs prélevés en EME
Source: Agence de la biomédéme

il. Cadre réglementaire, éthique

>[ ve U O o[ 3]A]S % E 0 A u v3 Ié&s prinBigEs éthiqg@es Be}s < pE
PE sSpu]j]s U [ vivGQu SU }ve v§ u vsuU e MHE]S - V]S |JE S|
0 0}] 1} 8Z]<p 8 o }VA v3]}v [KA] } p@E o« E}]8e Zpu ]\

fut ratifiée en 2011 par la Fran¢é9).

Le principe de gratuité découle du principe de non patrimonialité du corps humain,
impliquant que toute commercialisation du corps est interdite et ddoate rémunération

du donneur également.

>[ v}ivQCu S eu% %} <u 0 Vviu H }vv HE VvV % US !SE }juupv]<p
versa. La famille du donneur peut cependant étre informée des organes et tissus prélevés

ainsi que du résultat des greffes.

v & E v U orgajerde[personnes décédées est régi par le principe de consentement
% E epu U Jo v[ A£]*S }v %eue»:sel@n B |ortods sompmies tous présumés

}vv HE-U ¢ p( v o [ £% E e°]}v [uv E (p- 0 % ES u @
E P]*SE v S]}v o e E (MU pv E]JSU }p o S u}]Pv P * %o (E}
de 1976, stipulant qu& Des prélevements peuvent étre effectués a des fins thérapeutiques

L o] vVS](]J<p » suCE O AE [Uv %o CE e pitne de o vivantd%orr ( ]S }
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E (pe [uv 8 0 %»(Fue réposeePprincipell v[ vep]s S «<p E ((]JEu
lois de bioéthique del994, 2004 et 2011, remplacana recherche du consentemenpar

00 0 [ } %o, Yui}ergafpfee par la lode 2016 de modernisation du systéme de santé.

La loi de bioéthique de 2004 a enfin permis de consacrer les principes de sécurité sanitaire,

]Jvop v puv e« o S]}v o]v]«u S J}olP]<«u e }lvv uE-U ]ve]

concernant lesréglesde bo EES]S]}v S [ SSE] pusS]}v <« PE ((}veX

Ces activités sont également encadrées par les directives européennes qui fixent des normes
de qualité et de sécurité, transposées a la législation francaise. Ainsi, au sein du conseil de
o[ M & }durdapeanDirectorate for the Quality of Medecines and HealthcédEDQM)
élabore régulierement un guide pour la qualité et la sécurité des organes pour

transplantation, la 9™ § &Ev] E ]181}v 8 vs§ o[ vv 11i6X

En Francele ministére chargé de la santeabbre les textes normatifs du secteur encadrant

les activités du prélévement et de la greffe. A ce titre, il définit les conditions médico
techniques dans lesquelles doivent étre réalisées les activités de prélevement, de greffe, de
préparation, de transfomation et de conservation des greffons. Il définit également les
regles de sécurité sanitaire relatives a la sélection clinique et biologique des donneurs et
assure une veille éthique sur toutes les activités de prélévement et de dejeEnfin le

ministére chagé de la santé travaille en lien aved [Pour définir les actions a mettre en

<

"MAE (]v ( AJE]s E o A 0}% % u vs e+ S]A]S - e 3§ ud

iii. Les risques liés au don et leur gestion

On distingue trois grandes catégories de risques pouvant imp@&cto [] e+ u o PE ((
- > E]e<p SE veulee]}v % $Z}0}P] + H }vv uHE A E- o

de nature infectieuse ou maligne

C

- > e E]e<y * 0] ¢+ ukE E S EJeS]<y * Y -Mémeu@Buvpnt o[}&E

augmenter la possibilité [  Z § &Gu U o] * 0 <uo]S JvSE]ve <
- Lesrisques liés aux caractéristiques du receveur, a la procédure de greffe (impliquant

0 lve EA §]}v O[}EP v U o0 Zavwe&ole rigdue deu tejger U

contrebalancer avec la poterdie (ré}émergence de pathologies virales ou malignes

latentes préexistantes chez le receveur.
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Dans notre travail, nous sommes plus particulierement intéresseés par le risque infectieux, et

% OUe % E ]* uvd AJE oX > % ES] po EIE P }v 1 EHEP|o v uC
% E}PE uu % ¢ S ¢ (]85 ve O[HEP V U %}uE pv E A uE
JUA v v i pX [ HUEE % ESU o PE (( O[}EP v % & o A
conserver une qualité optimale des tissus et de leut3v S]}veX [ *8 %o}uE<Hu}]
}}E Jv S]}v Z}*e% ]S o] E [Hv S o0]*e u vS8 Ve O <Jh O MV %o
ISE Vv u *puE A E](] E []o Eantew gotentieli E[&¥ HIEP k] E
0« %@E o A uvsde A v]@&Xisgiedinteptiguj}fait partie de ses missions, en

o] v A o[ <u]% <}]Pv JU&e op WEOS}E U o[ ve U © %o E o}V
ISE }% & S]}vv o 10ZIT0U S}pue 0 ¢ i}pE*X > + 0 S]}v o]v]«u
]}o}P]cp [ HMSE % ESU }vsS 0 -« MAE u}C ve [ %% E Z v E

de rapidité de rendules résultats de quelques heurgsl).

La sélection clinigue

SS S % e** vS] o0 S Ppu] % E& pv (] Z * 0 S]}v o]v]
o[ DU %s}ddinears vivants et décédéslle est régulierement mise a jouLa
e 0 S]}v E %o} vS E MSE ¢ *uE&E o £ u v e VS§ vSe u ]
pathologies qui pourraient contrndiquer le donau niveaunfectieux, les facteurs de risque
[/ o] - of[h /U 0+ SE ]S uvde Vv JUE-WY olw AEV]YvS]pve E
donneurs décédés, la coordination hospitaliere doit préciser également les causes et

circonstances du déces, car les déces de cause inconnue -todii@ent le prélévement.

La sélection biologique

Comme pour la sélection clinique, tg1 o] (] S]}v ]J}o}Pl<p  pn }vv pCE v
Ju% E o A 00 M }vv pE AJA v3X Kv Je%}e [HV 8 u%
Jved § 3]}v U 0 %E o A u vs e VP ~}u [ MSEE ¢ 0]cy]
production de résultats validé ]J}o}P]<p u vs§X %oopuelU 0 <u 0]S8 U % CE o

souvent optimale dans le cas de patients décédés, il peut étre dilué par des polytransfusions
u U uMA J¢ <p 0]8 ~+ EpU M %0 *cu (}JES u vd Z u}oCe » A}

recueilli dansun délai plus ou moins long aprés arrét circulat@gs2,53)
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La qualification biologique du donneur est définie eicadrée par des textes de lois

}%0 %} 0 ¢ HPAE ]J}O}P]eS ¢ E *%o}ve 0 o & o] S]}v o[ v
analytigue ipe<pu[ p Ees ngsultats. Parallélement, le stbcP [Hv Z vS]loo}v e}pue
(}Eu [uv « E}SZ <«p S } o]P S}E E ]J]o %}PEE % EU S§

complémentaires au cas ou une infection se déclarerait chez le receveur apres la greffe.

iv. Qualification microbiologique des donneurscontexte actuel

En2iiiUu 1 o E $]}ve ont\été réalis€ées aupres de la cellule biovigilance de
Apence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de sANBN) concernant
la qualification sérologique du donneW ]o <[ P]e-dépiStageudu génome viral (DGV)
VHB positif, dont le résultat a été rendu en pgseffe chez un donneur multirganes a
profil sérologique «aif» visa-vis du VHB, un DGV VHB positif chez un patient ayant un
% E}(lJo [lv( SI}v v ]vv RH E]ve & p&E ®F S]}v [uv <« E}o}P]
(54). En 2015, ce sont deuXd¥ VHB positifs chez le donneur, découverts en-gafte, qui
v 8§ E %o %o} ES ¢ urocorigériabt ujeyr®ffe de foie(55).

> JUA ES e 's s, %}]3](*U V[ C VS % °* %u !SE E

compatibles avec la greffe, souléve le probleme de la réalisation en urgesd@@R virales.

En pratique, le bilan infectieux obligatoire minimal & réaliser avant la greffe est le suivant

les sérologies VH,2 combo, VHB (AgHBs, Ac dtiis, Ac antHBc), VHC, HTLV, CMV, et

EBV en urgence. Les sérologies toxoplasmose et syphiligent étre réalisées dans les

heures ouvrables suivant le préléevement. De plus, les arrétés du 23 décembre 2010 et du 22

juin 2011 précisent que le DGV pour le VIH, le VHB et le VHC doit étre realisé le plus
précocement possible avant la greffée rerdu du DGV aux seules heures ouvrées des

o }& S}]J]E ¢ v[ S <p 0o & (0SS [pv (}v S]}vv u vs E}P S}E L
technique possible en urgend®6)X ~] o 's s/, V[ *S %o * ]J*%}v] o A vs c
E Z €& Z o[ v§]IP v %16 }]S8 !SE & o]- (1v E u]E
>[JvSE} H S]}v ¢ § eS¢ ulo pO JE ¢ % EuU § @b joursdgould %o E ]}
o[]v( S]}v s/,U A i}uEe*s %}uE o s, § ple VHAB vrEndttant iIJUE

notamment de dépister les hépatites occultes a AgHBs n§g&jf
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Ce processus nécessite une organisation pointue basée sur une maitrise de tous les maillons
de la chaine, des techniciens aux biologistes, en nombre suffisant et formés a la réalisation
et a la validation technique et biologiquie ces marqueursn 3 a 4heures, a toute heure et
Z <p ituE o[ vv X "uE oAquEaiRe Jles ERU Ae Bordeaux, Limoges et
Poitierse}vS 0 ¢ ¢ poe S O0]** u VS ISE  <p]% * [HV ]°%o}*]S]( %o

des sérologies obligatoires jour et nuit, 7 jours s@4a).

Concernant les équipements nécessaires, a la lecture des différentes fiches teshniqu
consignées pardABM nous nous rendons compte que seuls trés peu de réactifs ont
ol PE u v %}pE o E o] §]}v § o3 %]*3 P o« AJE p/E -y
u}@&s uU v}s$ uu vs "TME EE&!'S X WIHE 0 %o0ou% &S [ vSCE
analytigues nécessaires ne sont méme pas précisées dans le cadre des échantillons prélevés
apres arrét circulatoire ou bien ce cas de figure est exclu de leur utilisation. Ceci est
particulierement vrai pour les automates et réactifs destinés au D@&xs le «point sur la
maitrise de la phase prénalytigue des échantillons destinés a la qualification
ul] &} J1o}P]<pu e }vv uEe+ [}EP v «U iS]eeli O} MBMEt OOHO
ol EAD & (Ev vS o0° J(( E vS » SE}uee ecatipn% JRourole S o
<u vs8](] S]1}tv o[ ABpar exemiple, il apparait que sur 13 kits étudiés, seuls 2

[ vS§E& Prodeix-Ultrio® eProcleixUltrioElite® de GeRrobd sont indigués comme
étant capables de détecter le génome viral dans lelaétillons provenant de donneurs
humains, y compris les donneurs cadavériq(E%. Dans le cas des autres Kkits, il est lesplu
*}uA v3 u v3]}vyv Ve 0 WE Vv}S] <«u[]Joe v *}vS % ¢ }v pue }tuu S8
les donneurs de sang, plasma ou tissdfs [ *S v}S uu vS o * %}uElo & §]
Cobas 680qRoch@U pS]o]e ipe<u[ v 1Tii6 % & o , h alification u £ %o } !
microbiologique des donneurs. Pour le cas du DGV VHB, on retrouve le méme constat, avec,

Ve 0 % O0u% ES . U puv oV [ A op 8]}v o[us]o]es 8]}v
test de dépistagel o[ \HHB dans le sang ou les produitagains. Ce constat souligne le
fossé existant entre les pratiques répondant a une nécessité sanitaire et le retard de mise a
jour des autorisations efficiellesi [uS]o]e §]}vX [ ¢S [ ]Joo pEe* pv ¢ %}]vs
le «Plan 20172021pour la greff [}EP v ¢ S i §lepE %o} o[ kassdel |
o[usS]o]e S]}v VIHLA p&A pslu 8§« 3Spoouvs v JuE- %0 0} ]
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Cas des greffes dérogatoires

La réalisation du DGV en urgence est désormais une exigence, inscrite dans la loi
francaise depuis 2011, mais dont la mise en pratique est toujours sujette a difficultés pour
les centres responsables. En octobre 2016, le directeur du prélévement et de la greffe de
ABMa adressé un courrier aux responsables des laboratoires en chargesdbilans pré
greffes leur rappelant que le DGV devait étre réalisé en urgence, tout comme le dépistage
sérologique, des lors que la technologie le permettait. En effet, outre la détection

[Jv( S]}ve } poOS ¢ Vv}S uu vS %}pE o0 s, W vS [spRu®s & € o

nombre de greffes dérogatoires réalisées en élargissant leurs indications en fonction des

receveurs concerneés.

Par greffe dérogatoire, on définit toute greffe réalisée a partir de donneurs ayant été en

contact avec le VHB ou le VHC &d@E& A uE- E JvU (}] U "UE 8
informés de la nature de ces greffo(s7). Cette procédure est autoriseé en France pate

E S pii u E Ti1iTU u} J(] % & o[ EE!S p 11i u & Tiin
O * %}e**] Jo]S ¢« [ SSCE] ps]}v s PE ((}ve v = 's s, Vv F

o[} $ vildv's A v3 0 PE (( *3 % @& ] pe U meht led peEffonss E } E (
§ [uS]eelxgl auraient été auparavant évincés du processus de grEffe2016, 172

organes porteurs des marqueurs du VHB ont été greffés pour 73 donrsairsenviron 4%

des donneuren EME prélevés cette annéa. Ces greffeant bénéficié a 170 receveurs. Les

possibilités de greffe en fonction du statut sérologique du donneur et des résultats du DGV

pour le VHB et VHC sont résumées dans le tableau suivant.

Profil sérologique Greffes et conditions | DGVVHB prégreffe du donneur
(7] fA) -
= AgHBY Tout organe (_sauf foie): ] Négatif
S T | antiHBs+/antHBC + greffe en routine encadrés
s> Foie: greffe dérogatoire Négatif
= AgHBs/anti-HBs | Tout organe : greffe o

/| anti-HBc+ dérogatoire Negatif
@ =

= Résultat DGV VH&é-greffe du donneur CEMENETE 6l Receveur
D% greffes
% 3 Négatif Dérogatoire | Anti-VHC positif
o O
S Positif (ou non disponible) Dérogatoire | DGV VHC posit

TableaulW Z epu e o [ %% 0] S]}v ¢ PE ((« E&}P S}]C
Source: Agence de la biomédecin017
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V. Perspectives pour les années a venle plan 20172021

Le plan 20171i7i 8 o0 S@E}]*] u %0 V %}UuE o PE (( ul*e Vv %0
Ve UV *}]v S}HiI}uEs &E}]ee vS [}EP v - PE @de geY deA VRY;
40% du nombre de patients en attente de greffe entre 2012 et 2016.

U VIA p Po} oU o[} i 8]( %}p@E o[ vv 1i1i <8 E o] E 66iI1
greffes pmh, dont 6800 a partir de donneurs décédés et 4950 greffes rénalesldodta

partir de donneurs vivant8).

Une des grandes orientations de ce plan vise a augmenter le prélévement et la greffe
[JEP v « % diEn@liEdécédéour cela, imentionne explicitement la volonté de

développer le prélevement sur donneurs décédés porteurs de marqueurs virkux

% E u] E <}ousllv A v 8 [ eeuyE E pv 's v uEP v X v (

ministere chargé o ¢ vS Jve]eS eupE& o0 (]S <u[nuv <}]A& vS ]v JAVAY

peuvent finalement pas étre prélevés chaque année, a cause de marqueurs viraux averes ou
*U*% S X > ]1((] pos [} § vS§]pveffe entradne Ve fafuE de donneurs

pot v§] o« }vS o E S E A]JE u]ep V[ %p !SE uljpvsE&® }u Jv
3 }v [} SEV]IE =+ 's veoes 0] }u% 3J]oe« A o PE ((L

examens actuels, conformément au cadre réglementaire en vigueur depuis 2011.

W}iuE o U o ujv]es & v }Ju&E P o[]v]s8] S]}v [uv &E (o A]}v
ee} ] v o[ DU o 'KA"UJ o+ Z"U o+ J& S pE. P v EG pA& , h
(v [ Aopg E 0 %}es] ]O]8 ule Vv %0 ieroégor{dléBu « E P
e[Jve E]JA v8 ve 0 ¢ ',dX [ USE % ESU &3 E (o A]}v }]S uv

de nouveaux automates permeitt le rendu de DGV en urgence.
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[I. Méthodes de diagnostic oint-of-care», exemple du systéeme Cepheid

i Définitions

De nombreuses définitions des poiot-care tests (POCTSs) ont été proposées dans la
littérature (59). Par exemple, I&ood andDrug AdministratiofFDA) propose une liste des
caractéristiques que devrait regrouper uriest simple» (60):

- Un instrument totalement automatise€, ou un test unitaire

- Nécessitant des échailions directement utilisables(écouvillons, urine, sang

%]o00 JE Y-

- E e¢]S vS pv U V]%opo S]}v ]« etdes épctit vS]oo}v

- Nev +¢]3 v8 %  []Jvd EA vi]}v 0[}% CE § WE % v VvS o S

- Ne nécessitant pas de formation technique ou spécialisée

- E v e¢]8 VS % ¢ [}% E S]}v o] & s]ivU 0 MO % E

récupération du résultgtni de maintenace électroniqgue ou mécanique

- Possélant ¢ %% E(}EuU Vv ¢ }u% E o0 - 00 ¢ [MVv u §Z}

démontrées par plusieurs études scientifiques

- Contenantpv JveSEM 3]}v E A 3 Ju% E Z ve] 0 % E o0[}% E

Pour résumer, uriest a vocationpoint-of-care POQ regroupe trois caractéristiquesil ne

V *¢]S % ¢ []JV(E SEY SPE o0 }&E S}JE *% ] o] L MV %o
%}uE 'SE ( ]o [uS]o]e S]}v 8§ []JvS E% E S S]}v 8§ 5 0 %oOL
diagnosticr %] U ve pv 0 ] o[} E & o[Z pE X

il. KEP v]e S]}v [puv pv]S o }& S}]E WK

Equipement et personnel

Par définition,un laboratoire POC nécessite une logistique simple. Il peut étre destiné a
ISE u]e V %0 % E}AJU]S [WEP AU  vel]ww ]e% ve JE }}
[ USCE » o] PWA V}v eS|V o o & o]* S]J]}v [voCees u ] O0°-
militaires. Selon Drancourt et al., ce type de laboratoire peut étre installé daegiéce
climatisée de 5 a 10ugU <u]% systeme de surveillance et de régulation de la
S u% E SPUE u]vs § [pv <}uCE [ 0 SE] ]S X /o }]S Je%o}e
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S uU% E SuCE ulvs § [uv Vv ]Jvs8 €& (E]P & =0f %o}pd
(59). Concernant lesstations de travail, les techniques POC nécessitent souvent des
automates compacts, voire aucun automate pour les techniques a lectureaugtian Un
ordinateur reste indispensable pour le rendu des résultats et la communication avec le

o }E& S}|CE VSE o0 }vS % v 0 P *S]}v o[pv]s WK X

Un laboratoire POC est destiné a étre utilisé par un personnel formé et régulierement évalué
dansun} i S§]( ujJvsl] v ¢ }lu% S v X E vu}]veU 0 ¢ § Zv]<u *
sont simples et ne nécessitentp[pv  (}E&u S]}v E %o] ulu %oy ne s psS]o]e

sont pas familiariséavec les techniques de laboratoire.

>[} i S8]( techniquesest de permettre leur utilisation erandomaccess) [-asdfre

A 0 %}ee] 1018 |[C E S}uS ulu vsSU 10ZI17Td S 6ilOX > »
ne doivent donc pas étre dépendants de contraintes de maintenances régulieres dans leur
fonctionnement. lls doivent permettre umworkflow le plus simpe possible, avec peu

[ § % « VvSE o -akalftique %t lEErendu du résultat.

Controlesde qualité :

e 5 e8¢ }JVS % }IUE A} 3]}V [ %%} ES E o E %o}ve ¢ E %] e
u ] o X DoPE o pudE ( ]o]s [ rédte réce$$aild61), carjls SaRtde
plus souvent employés pales opérateurs non qualifiést donc moins sensibles a une

( Joo v A vip oo o[ udtu 8 Jp p 118X

AinsiU &}uEV] E § oX E }luu v vSsS o[uS]o]es Bigme et eyarSeE€0 *
desPOCTs, ainsi que la mise place [in systeme de management de la qualité, afin de

garantir la sécurité et la fialoi ] § O[ Ve U0 Y %oE]} eeope
iii. Applications en microbiologie contexte et besoins

Dans le domaine de la microbiologie, ces tests sont basés principalement sur des
techniques immunochromatographiques ou de PCR en temps(64¢X >[uv e % E u] E-
POCTs a apparaitre permettait la détection du Streptocoque A par écouvillonnage pharynge
grace pv 8§ Zv]<p Juupv} ZE}IuU S}IPE %Z]<p X > A} 3]}v
disponible immédiatement, au lit du malade ou au cabinet médical, afin de guider la
% E » E]%S3]}v A vi3p oo [ v8] ]}8]«p X
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KUSE 0[}%S5]u]e S]}v o0 ] E poupbut J!6d WIK]d{e}vE ¢« ve o
*]Su S]}ve <u of}v ipP & ]S SE& ]S]}vv o0 u vS ]Jv %S - o]
u ] o - %o E ]e]}vX o S eSe olvsS HiIUE [ZH] pS]O]e o ve e
précaires, par exemple sur des bat®aoudans des campsiilitaires. Dans les pays a faibles
ressources, des POCTs de biologie moléculaire sont utilisés pour le diagnostic de la
tuberculose, en remplacement de la microscopie pour les patients infectés par GO)H

devant les faibles performances des techniques conventionnelles

Dans cesnémes régions du globe, la nécessité de suivi des patients infectés par le VIH par
des méthodes simples a guidé le développement de POCTs permettant la quantification de
laCVduVIHU v Z}E-+ [PV o cldskiqde|dE bidiogie moléculaire

Ces aqelques exemples ne se veulent pas exhaustifs, mais décrivent la nécessité
[ %S §]}v S ZV]<u e o }& S}JE e ve]l] o § *% J(]l<pn U

biologie moléculaire, a des diagnostics en pafitare.

iv. La biologie moléculaire en POC
Principe:

>« § e8s [ U%oO0](] 81}v [ ] e}uApS JE&SEIUA » <lue o[ %o %o
Nucleic acid amplification tests(NAAT¥ ont pour but de détecter une ou plusieurs
séquence [ E }u [ ZE <% Lf]qathogéehe donné. Ces techniques ont
révolutionné le diagnostic des pathologies infectieugg®). Il existe a ce jour deux types
techniques disponibles pour les POCIEs techniques basées sur la PCR et celles basées sur

o[ U%o0](] 3]}v ]*}8Z Gu [ ] * VR 0 J<p *X

La technique de PCR inclut habituellement 30 a 40 cycles de chauffage a des températures
différentes, permettante <gp v8] oo u vS o ]e*} 1 S]}v e E]Jve [ ] -
o[zC &] S8]}v ¢ u}®E® < puAE e <pv o ] o S o[ o0}vP S]}v o C
technique de PCR en temps réel est habituellement utilisée en POC. Des sondes
fluorescentes spécifip ¢ <}vsS ps]Jo]e U % E&u $S vS [ pPuvs E o
spécificité de la réaction et une quantification des produits de la réaction en temps réel. Les

résultats reportent le nombre de cycles (Ctoycle thresholdrequis pour détecter un signal
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positif. Plus le Ct est faible, plus la quantité de produit a amplifier était importante au

départ, et donc plus le résultat final est quantitativement grand.

Figure21: Principe de la PCR en temps réel
(exemple de laechnologie Tagman)

E: émetteur (oureporter) ;

S: suppresseur (oguenchej

> ¢ v § Zv]<«u [ U%o](] S]}v [ ] * vu o ]<qf-care%stbn] o0 v
LAMP pourLoopmediated isothermal amplification Cette alternative a la PCRassique
utilise aussi une ADN polymérase mais a une température constante allant de 60 a 65°C. La
§ S]}v [uv u%o0](] S]}v e (15 % CE o[]vs CEBGu ] ]E o] s

magneésium en tant que eproduit (62)X > > DW % E&u § }v * %o e+ (
thermocycleur rendant la technique moins ctduse au départ et moins consommatrice

[ v &GP] U § }v % pusS !SE %oope ( ]Jo u vs pupsS]o]e o Ve
développement(63). Ele est par ailleurs utilisée pour le diagnostic du paludisme en zone

[ v u]64).

Exemple du systéme GeneXp@iCepheid :

Le systeme GeneXperé®t un automate de biologie moléculaire utilisable ROC I
}ulv o ¢ (}v S]}VES(HV S nE us E] o P v Sj<p 8§ [uv SZ EL

seul instrument59).
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Historiquement, le GeneXpert® a été utilisé ptapremiere fois dans le diagnostic de la
tuberculose. Ses caractéristiques en font un instrument robuste, assez aisément

SE Ve%}ES 0o S ( ]65) yieosnpoi$ pas Huvpersonnel non qualifeb).

*GCes u pslo]e o ES}H Z ¢ pv]S JE U % ]J(Jcp e Z <u SC
[ £SE S]}vU [ u%o]l(] Sltv § § S]}v <}vs JvSs PE - V
>[ u%o](] S]}v P v]«pu S E o] %0 Etemps r€el, pdujvpmt étreW Z v
%0 (E [Lv S %o -transc@pti@nElprsque la cible est un ARN. Une fois
o[ Z vsS]oo}v Jve GE Ve UV ee S5 ~1}u ES}H Z U o[uS]o]es S |
o[ uS}tu s X » spntindépendants les uns deautres, offrant la possibilité de
tester plusieurs échantillons en méme temps, sur plusieurs analyses différentes, sans que

leur lancement ait lieu simultanéme®7).

>[us8]o]e §]}v ESIp Z » PplEIBE » (EY(E %Z]E e % E} 0 |
}v8 u]v 8§]}vU % EJu}E& ] pA£ Vv ]J}o}P] u}o po JE X >[ ve u O

Hoe Jv 0 ES3}u Z § +3U Jo V[ *8 % o v o JE [ A}E %ocC
étapes «ré-PCR> ou «postPCRy. ] % Eu § pv P Jv [ *% V. %oO0Oue

*Ju%o](] S]}v * %@®&} HE ¢ [uS]o]e S]}VvX

[ USE % ESU o uE & o] S]}v o § o8¢ % E}%o}e ¢ %
généralement pas 2 heures, p@E ]S u vS }Ju% E]*X ]JU }u ]v ation % ]S
dans des conditions précairele rend potentiellement intéressant pour une utilisati@m

*]Spu S]}v [HMEP v X

Plus récemment, un nouveau test POC GeneXpert® a été développé permettant la

<u v8](] S]1}v o[ ZE u s, %0 CRlaEe, prélevé & Bdut do doigt. Ce

test appelé «HCV Viral LoaringerSticki % Eu § [} § V]E pv E eposS § v Z
besoin de préeSE ]S u vS ol Z vS]oo}%XUGE Mm% |JuSku]e S]}v v Z}E
o }E& S}]E § % Eudss popkatipns @e patients souvent toudsepar le VHC

ule upEvS J((] Jo [ *U § 0+ «pu (68)Cé& hduyedu testPOC/
SEIUA * %0 Ve 0O %0]*S P o[]Vv ( ugdstde populationss et » P (E}
% ES] ] %o o[}i S8]( [ & ] S8]}v u s, Vve 0 u}jv X
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Apres avoir dressé un état des lieux des bilans de qualification virologique des donneurs
[JEP v e E o] u ,h otre}@vailpafead %} puE& } i S]( [ SpH ] & o©
performances analytiquede la trousse <p vS](] S]}v VIHBdar lautechnique
GeneXpe® avant sa commercialisation. Pour cela, nous avons réalisé une étude de
linéarité en fonction des 8 génotypes du VHB, poimparé les performances de testavec
la technique de référence utilisée au CHU de Bordeaux via une étude de corrélation,
[ PE uvs § v JE v Vv]vopuvd e+ %E}(]Joe A]E PE % ES

Cette étude ds performances a été réalisée dans la perspective de la mise en place de ce

S ¢S ve 0 ]JO Ve <u o](] S]iv u] &} J}o}P]cu sleput [}JEP v
§ vs [ A}E e uv 3§ Zv]«u ]}0}P] ulo po JE eE %o]
plateau technique que celui ou sont réalisées les sérologies urgentgs.i S]( (Jv o § ]§
déterminer si ce test étaindiqué pour uneutilisation dans cette indication, tant du point du

Ap * % E(}EU V ¢ Vv OCS]<H * < isationW } 0B <u [USVooCe E
o[Ju% S * u]* VvV %0 *UE o E v E *pOS S
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Matériels et méthodes

I. Recueil des données épidémiologiques des bilans de qualification des donneurs
[JE&P v e v D pu ,h }JE MHAE  Yop]e 1100

Nous avons établin état des lieux des prélévements recus au Laboratoire de Virologie
entre 2014 et 2017 dans le cadre &\VQ Pour cela, nous avons effectué une extraction des
analyses urgentes enregistrées pour PMO sur le systeme informadigleboratoire (SIL)
Synergy pour la période allant du®ljanvier 2014 au 31 décembre 20INous avons inclus
dans notre requéte les résultats des analyses suivanseésologie HTLV, sérologie VEV
VIH, sérologie VHGV VHC, sérologie VHB (AgHBs, AeHBg| Aanti-HBc) etCV VHB.

§S & Z & Z v}ipge % Eul]e [} S V]E o o0]°S * Jove E -
de naissance des patients concernés, leur sexe et le service demandeur ou le centre

hospitalier de provenance du bilan.

Nous avons également collecté ldessiers enregistrés avec ui@/VHB urgente dans le

cadre de PMO pour la période allant dff janvier 2018 au mois de février 2019 sur le

logiciel Synergy, puis sur le logiciel Glims a partir de février @@k@ulede la technique sur

Cepheid et sur lev}puA p A/>e ipe<pu[ B u}]e ul] 1TiidoX % ES]E -
Alve }oo & o0 ¢ § eengeghtiedent dgs prélevementassimilées aux dates

et heures de réception au laboratoire), ainsi que les dates et heures de validation technique

de laCVVHB, que nous avons assim#é&a moment ou le résultat est disponible pour le

service demandeur (celii] S vS ( £ % E o ]}o}P]eS & *%}ve 0 }un O

avant validation biologique sur le SIL).

[I.  Evaluation des performances

i. Matrice sélectionnée

Le fabricant de la troussé «$§ Ve SE A Jo % E }v]e o[ud]o]e §]}v
a partir de sang total prélevé sur tube EDTA, EBPF#uU sérum. Nous avons décidé de

réaliser nos tests sur plasmas en se conformant au masheigiréléevement du Laboratoire
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de Virologie du CHU de Bordeaubes échantillons sont obtenus a partir de tubes EDTA
acheminés a +4°C dans un délai de 24 heures, puis centrifu@&®0rpm pendant 10
minutes, ou utilisés sous forme de plasma déja aliquetéacheminé a-20°C pour les

prélevements extérieurs au CHU.

ii. Sélection des échantillons

Pour notre étude, nous disposions de 100 tests MBWRUOResearciUseOnly). Nous
avons sélectionné des échantillons de plasmas congelés de patients infectés \pidB le
conservés dans la plasmathéque hospitaliere du CHU de Bordeaux. Les données clinico

biologiques ont été recueillies a partir des logic®ymergy et DxCare.

Linéarité:

Les plasmas de 7 patients infectés par un VHB de génotype A a G eVHiBCdnue,
ont été utilisés. Pour le génotype H, nous avons eu recours a un coeki@mede qualité
de type QCMD, conservé congelé aabdratoire de Wfologie, dont nous avons
préalablement déterminé la Qdar la technique Cobas 6800 (technique de référgmaer la
totalité de notre étude). Z <« Z vS]oo}v %o %o (E S diffévents génotypes a
été dilué selonune gamme de concentration allant de 3 a 6:ddl/mL. Dans le cas du
génotype H, nous avons pu réaliser une gamme de 1,5 a 3ohddu>U o[ Zpus]oo}v
utilisé ayant une CV VHB quantifiée a 3,6Joll/mL. LesCVVHB des échantillons primaires

utilisés pour les dilutions sont reportées dans le tabl@au

Génotype A B C D E F G H

CV VHB (log Ul/mL)
o[ Z vS]loo} 8,76| 6,97 | 851 | 7,07 | 6,23 | 581 | 7,22 3,61
primaire

Tableau2W s ¢« Z vS]oo}ve % E]Ju |E - P v}SC% s, }vvpu us]o
linéarité

> e JopS]}ve }vs § (&E o] - o[ ] %0 eu s, Vv P S](U

volontaires sainfADN VHB plasmatique indétectable par la technique Cobas 6800 et
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sérologie VHB correspondant a un profil vacciad gnti-HBs positifs isolés) ou absence

[Juupv]s S []Jv( S]}v ~u E<y PE+* »« E}0o}PJ<pnu s, S}S o u vs v

Pour ks génotypes A et C, des séries de dilutions au 1/10 ont été réalisggmemiére
Jopus]}v Z uv . MAE P v}SC% ¢ V[ % * S puS]o]e %}tpCE

CV théoriqguement obtenues étaient supérieures a la limite de la gamme que aans

fixée. Pour les génotypes B et G 4 dilutions au 1/10 réalisées directement a partir des

échantillonsde départ}vs S psS]o]e <X >[ Z vS]oo}v P v}SC %o S 18

quantité: nous avons réalisé au préalable une dilution*apour obtenir un plasma ayant

une CVthéorique a 5,93 log Ul/mLa partir duguel nous avons réalisé 3 dilutions au 1¢h0

cascade. }v  (EvV vS 0 P Vv}SC% pRudaéte utlise slireaddment puis 3 dilutions

supplémentaires au 1/10 ont étédE o] <X v(]JvU o[ Z vS]oo}v P v}8C %o
C v8 pv Alopu (] o ]Jve] <pu[pv s s, ee U vipue A}ve E o0]-

suivante: T1AU ili1 %op]e iliii %0 (E S]GEnitial. &gs Valeusd pékisates

dilutionsatten P ¢ % }uE Z <gu P V}SC% *}vS E %}ES + ve o[ VvV A

Su }JEE o S]}v & [ PE u vs

Au total, 74 plasmas couvrant la gamme analytiquetestde 1 a 9 logyUl/mLont été
HS]o]e ¢ % }uE o Su :48 pldsmdaE issus Ppywdasmathéque hospitaliere €26
dilutions de plasmas précédemment utilisées|pE o[ Su ojJ]v B]BarmiCEBuUE 11
74 échantillons les profils clinicebiologiques particuliersuivants étaient représentés: 4
échantillons contenant des virus mgéepE& o[ P, «U 11 Z v§]oo}ve }vsS v vS§
présentant des mutations de résistance aux antiviraux et 13 plasmas issus de patients co

infectés par le VIH et/ou le VHC.

Etude de concordance

M §}S oU 07 %0 eu * }vsS S psS]o]e ncdidadncee les [7/4 paSmas }
utilisés %o } p&kide ple corrélation/agrément e19 échantillons supplémentairehoisis en

fonction de leur CV déterminée par la techniqgue Cobas 68B(plasmas indétectables, 8
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plasmas < 10 Ul/mL, 5 plasmas positifs faiblearitfiés entre 13 et 22 Ul/mL) étplasma>

10° Ul/mL.

Figure22W ~ Z u uau E}4O U VS o[ Su

[ll. Détermination des charges virales VHB

I. Le Cobas 6800
Les plasmas issus de la plasmatheque hospitaliere ont été préalablement testés sur
E (Ev X /o [ P]S o]
o }eB&EJdédbX. s]E}«

w

.
S ¢

}uu o § Zv]«p
S]tv ol E s, U
[ S «§ & o[ =+ v-
<p v8](] & o

} - 0611U }ve] E

E}US]v %}pE o <«p vS](]
P ouvs % Eu]-

§§ § Zv]<u v}ipe
V}e %0 eu * Jou vSeU

iU un s, S ofl] E pu s,
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o[ Su hH s, P v}SC% , lesplasrhas lildés 8]o0]e -« Ve o[ S

olJv E]5 U (]vdtudesdeCcot&elation.

ii. Le systeme GeneXpert®

Aucun des 10@estsGeneXpert®HBVs> ZhK }vS v}ipge Je%o}e]}ve V[ S us]o]
rendre un résultat a un médecin prescripteur ou un patient. Ces testsétn utilisés

conformément aux recommandations du fournisseur, apres stockage a +4°C.

WE « vS S]}v o[ uStu s

Le GeneXpeRest un automate de biologie moléculairetaut-en-un», intégrant les
S %o % ULE](] S]}v [ Z vs$]odesvddidep mbskigues e$ Hevdétection
o e <HV ¢ ] O=ee*0}Vv uv %E}S} }o W Z v S u%es E 0X > o
automate connecté a un ordinateur portable dédié et du logici€BleneXpert> permettant

le lancement des tests, la visualisatiet la sauvegarde des résultats.

Figure23: Automate GeneXpert® 1V
>[ uS}u 8§ %o PSS Iu%}ES E %oope] HWEe* U} MO * ~¢ O}V O * U} O
ES}H Z « o0[]vs E] PE e+<ux 00 ¢ }VvS o]mpléoulair&Epropsdhent ]}0}F
dites. Chague module est indépendant et traite un échantillon a la fois, mais permet de
P & & o[]vS P& 0]S o[ v oCes X
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9 Le module

hv u} po *S  }Ju%o}e S}He O ¢ O U VSe v e JE * u (}v 3]
cartouche de test. €i comprend donc la nécessité de réhydrater les billes réactionnelles

(cf. infra), le transfert de liquides dans les chambres de la cartouche, la réalisation de la
réaction de PCR et la détection du signal au cours de-@ell2e maniére plus détaillé&g

Ju%e}e]S]}v cJu%oo] (] [uv u} po of p8}u 8 <3 0 ep]A v$

- le moteur de valve fait pivoter le corps de la valve de la cartouche afin
[ SS]JvE o+ J((EVS e Zu&E- 0 ES}ip Z2 U
- le moteur du piston de la seringuepermet de distribue les liquides dans les
différentes chambres de la cartouche,
- MV U 8S HE [HOSE °*}ve (]vVv oCe E o[ Z vS]Joo}v
- le module ICORE@ntelligent Cooling/Heating Optical Reaction Modu®) [ ¢S o
« "H@&E O[ % % & ]JoU Ve 0 <i O -<htioh eSlp détectdn @dto 0] (]

cours de la réaction de PCR.

Figure24W Ju%o}*]3]}v [uv u} po 'v y% ES 3§ Ap o[]vs CE] p
GeneXpert®

%o S [ %0 (E * %0 Z ]
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Figure25W ~ Z u [UV u}sqndCORE®

%o S [ %0 (E %0 Z ]

9 La cartouche réactionnelle

> & o] S]}v [HVv S ¢S v e¢]8 o[uS]o]e S]}v [pv EB}u Z L
HBVVL. Chaque cartouche GeneXg@est un dispositif de test clasa réaction de PCR en

S u%e & o o] M o[]vs CE] nE 0 ES}p Z U Z uv }vs v
V e JE - ol £ASE S]}vU o %uE](] S]}vU o[ u%o](] S8]}v 8§ c
technologieCepheid est basée sur le fait que tous ces réactifs sont présents sous forme de

billes lyophilisées dans la cartouche, permettant ainsi une conservation a long terme de
réactifs réputés dragilesi }uu « vICuamplification. Ces réactifsost ensuite

réhydratés au sein de la cartouche pendant la réalisation du test.

Chaque cartouche réactionnelle contient

3 billes de réactifs lyophilisées (de compositions différentes)
- 1,7 mL de réactif de lyse au guanidinithiocyanate
- 0,5 mL de réactifle rincage

- iUA u> E S]( [ opus]}v

65



- 1,5 mL de réactif de liaison

- 0,48 mL de réactif a la protéinase K

e }VSE€0 ¢ JvS EV * % Eu SS vS u *Ce*S u S S E& = u} -

sein de chaque dispositif de test

Un contrdle de vérificabn de la sonde (PCC pouProbe Check Contrel)

Des références internes quantitativéR1Q). un contrdle bas 4QSL» et un contréle
haut «IQSH»
JVEE€0 [ «u 8]}v u Alopu o[ Z v3]oo}v ~ s =«

Parameétres spécifiques au lot (LSP)

Figure26W ~ Z u [V ES}u Z

%o S [ %0 (E * %0 Z ]

WE1S} }o E o] &]}v [HVv S <8

% E o A}|JE *pu]A]l o ¢ Jv ] 8]}ve Jvv e« % E o o}P] ] o of
puv § «SU o % E&}S} }o E oW sUip\GengXpedbess le saivant

- Ouvrir la cartouche en soulevant délicatement le couvercle
- Pipeter entre 600 et 75QL de plasma ao[ ] [HV %] %o SS uStu Sl

précision}u i u> of ] 0 %0]% S$85 (}uCEV] ve 0 |]8§
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w~

- Rejeter le plasma dans la & Z % & o[} E](] ]S Hoo}v Jv( E]
veillant a ne pas créer de bulle
- Refermer la cartouche par simple pression sur le couvercle

- Ive E E o ES}p Z Ve UV ¢ U} MO * o[ uS}u S U o §

module refermé.

Dans un protocole de biologie moléculaire classique, un fonctionnement rigoureux avec une
circulation des personnes, du matériel, et des échantillons allant de piepesSRCR> aux

pieces «ostPCRI S ]Jv ]*% ve o0 U (Tv [ A]8 E v}desuu v$ [
contaminations. Ici,a contrarig aucun équipement spécialisé ou aménagement du

o }E S}JE vVv[ S v o |E o & o] S]}v o[ voCe X o
IHe<pu[ o E v | E eposS SU S}uS « 0o S % * }vS odgvegns ve 0 L
SE A Joo <puE o[ p3}@® Iy, dotés dg% @odules,nstallé dans la piéce de

réception des échantillons du PTBM (Plateau Technique de Biologie Moléculaire, Tripode,

Hépital Pellegrin).

s o] S1lv [uv E GYWHB sir le GeneXpest

GE MAE *CeS U ° }VSEE€0 ¢ JvS EvV * % E uu C¥ ]S *U o
est rendu par le GeneXp@&t cela signifie que le test a satisfait a chacun des points de
JVEEE€0 % EIPE uu * % E o[ pudlu 8 X /o* % Eu ySEmes A E
V OCS]<p U S VvS epyE 0 %0 v u Vv]cpg U <pu[ p vidémp. o E 3]}

9 Le contrdle de sonde (Probe Check Control (PCC))

Avant le début de la réaction de PCR, le systeme mesure le signal de fluorescence des sondes

afinde surveillerle ](( & vSe % @&} eephe ]V ]*%o:ve 0 ¢ o0 vV OCe

La rehydratation des réactifs

Le remplissage des tubes réactionnels

>[]vs PE&E]S 0 °}v W ZzZ

La stabilité des fluorochromes
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Le contrble de vérification de la sonde permet de détedeerpotentiels @enements

bloquant la réaction de PCR, a savoir :

- >[ e v H E S]( *% ](]<«p o ]J]o }u <+ Joo - E

tN¢

contiennent amorces, sondes et matrices de contrble interne

La reconstitution incomplete des réactifs

Un remplissage tomplet des tubes réactionnels

La dégradation éventuelle des sondes

Les mesures sont comparées aux valeurs par défaut établies par le fabricant. Dans le cas ou
0 Ao pPE* U *uE =+  3]e(}vd pE EJ]S E » | %S S]}v SSE
o[]Jv@B+ U <] o A E](] 3]}v 0 e*}v Z}u U o[ voCe Vv %
interrompue par le systeme expert qui rendra un résultat de teERROR (ERREUR).

9 Les références internes quantitatives (RIQ QS Internal Quantitative Standardls

Elles }ve]eS vS v pusS E]o P v SJ<p  }vS vl e}pue (}SBumis [pv  Jo
o[]Jvs P& o0]S§ L %o (E }® €ep seguengét s@atSincluses dans deux plasmides
o]v EJe + & o}vd ]e3]v & (]Jv OD[AVS0ES 5} us v HE SNy X > o

calibrées par rapport aux étalons OMS lors de la production des réactifs.

Ces références revétent un role doubl¥ o0 « <}v3S psSjJo - 0 § S]iv |
]JvZ] 1S uE- W Z Jve] <u[ o «<«p vS8](] S8]}v 0 }v vSE S]}v
I[ Z vS]Joo}v Vv i}jp vsS 0o E€0% [ES ojwS|VEBuEY |E [Mv 0O MO W

parametres spécifiques au lot.

Tout comme pour |€°CC, les références internes RIQQSH pourhaut ou high) et RIGB

(IQSL pour basou low) réussissentsioo ¢ (E % }v vS uadEcepiatijén Eablis par

Cepheidk v ¢ [ Z U o0 S S %E v (JvU S o INYABIDI(N@ENV pv E
VALIDE), indiguant que lesdit RIGBou du RIQH ne sont pas dans la plage acceptable.
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9 > }vSE€o<«u[3]}v M Alopu o[ Z vS]oo}v }u }vSE€0 [ s

/o % Eu 3 A E](] E <p o Alopu [ Z v8]oo}v 3 ep((]e v$s
o[ voCe U&®o0}voz=e*% ]J(] SJ}ve (]J£E * % & 0o (}pEV]es HPEX

v ¢« [ Z U « A}E Alopuveld((Ze wS]dp}v Z viloo}v « v3U of v
% LS JUS]E & +[]vE E E)}ERROBR ~AidAw]E «5vh [ Z vE]oo}v }u i

si le volume est insuffisant).

9 Parametres spécifiques du lot (LSP)

Les LSP (ouot SpecificatiofParameter¥ correspndent aux données propres a chaque lot

de réactif qui sont importéedans le logiciel GeneXp@&t Z <pu  (}]e <p[HV ES}u z
scannée. Ces données permettent notamment de préciser les valeurs limites attendues de Ct
minimum et maximum pour les RiiQet RIQB. Les LSP servent donc a garantir la fiabilité de

la quantification génomique du VHB.

IV. Génotypage technique de génotypage VHB au CHU de Bordeaux

Le génotypage peut étre réalisé sidy o[ Z vS]oo}v SU ] & oSB-eu((]s vs
direauu}]ve P o Ail h/lu>XHB[estEextrpit a partir de 2Q0. de plasma sur
o[ uS}u 8§ D Pv ®&ZxPWPZ X > P v}SEC% P E %o}e *uE O }u% E ]
du gene de la polymérasgu VHB o[ Z vS]oo}vavecsum& bdque de données
apres séquencage deeluici. Pour cela, deux réactions de PCR sont réalisées selon la
méthode de PCR richée» ounestedPCRX > % E u] E €& S]}v W ZU [pv
2h10, utilise les amorces CHBV ~BCTGCTGGTGGCTCCAGITC S , s <« i6 Z A ~f]
OGTCCCGCG(AC)AGGATCCGARTR > HA] U W ZU }vé 0 =« <p vV ] o
o[]JvS E] HE H %oE} H]S 0 %E& u] E W ZU uE& 1ZiA S pus
CYTGGCGWAAATTCGCAGTECCC 5§ sdiiTiGCAAANCCCAAAAGACCAQAAXes
deux réactionsde PCR se déroulent selon le programme présenté dans le taBle@un
} 8] v8 o0}&Ee pv (E Pu vS cpdahkt unedpaftigepnt 1214934, sousiomaines
A-E) du gene de la polymérase du VIRBIis le séquencage par la technique de Sanger est
réalises o}v o % E&}PE uu (Jv] % & o o }E& S}J]E U [uv uE
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*}vs wvepu]s

référence de génotype connW o]

V 0OCe

o[ ]

Vide % Eu §

W o}P]]o ™

[} S VIE o

% ATXO6U §

}u %o (

P véSC% s,

étudiée et de rechercher la présence éventuelle de mutations de résistance aux antiviraux

*]Su ¢ cuE 0 PV %}ES uE o[ 3]A]8 & A GEUVHBE ve E]%S °
Etape Température Durée
Début de la 94°C 12 minutes
ﬁI dénaturation
é Dénaturation 94°C 45 secondes
d’: 30 cycles Hybridation 63°C 45 secondes
2 Polymérisation 72°C 45 secondes
%’H &Jv o[ o}vP |72°C 7 minutes
Terminaison 8°C 5 minutes
Ambiante o[]v(]v]
Début de la 94°C 12 minutes
(51 dénaturation
5 Dénaturation 94°C 45 secondes
L 30 cycles Hybridation 56°C 45 secondes
6 Polymérisation 72°C 45 secondes
QE',:" &Jv o[ o}vP | 72°C 7 minutes
g Terminaison 8°C 5 minutes
Ambiante o[]v(]v]
Tableau3: Programme de la PCR nichée pour le génotypage du VHB au CHU de Bordeaux
Variant VHB Degré de sensibilité
Lamivudine| Telbivudine | Entecavir| Adefovir | Tenofovir
Type sauvage S S S S S
M204V* R S I S S
M204I R R I S S
L180M+M204V R R I S S
Al181T/V R R S R I
N236T S S S R I
A181T/V+N236T R R S R I/R
L180M+M204VAI169BV173EM250V | R R R S S
L180M+M204VAT184GES2021/G R R R S S

R: résistant S: sensible

Zo

upusS S]}v DTids Je}o

| : intermédiaire

croisée a surtout été décrih vitro.

V[ 8 %0 * *}pA v§

§ v ] Pv}e3] U -

Tableaud: Principales mutations de résistance aux antiviraux et leur interprétation
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V. Analyse degésultats

> e 0 HO* S PE %Z]<n ¢ }vs § & o]« o] M o}P] ] o 