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Résumé : L’infection chronique par le Virus de l'Hépatite B représente la prin-
cipale étiologie de carcinome hépatocellulaire au niveau mondial. La progres-
sion de la pathologie hépatique se fait selon un mécanisme multifactoriel encore
mal élucidé probablement influencé par les caractéristiques virologiques
propres à la souche virale en cause. Les objectifs de notre étude étaient
d’optimiser les outils moléculaires de détection des mutations précore et BCP
(Basal Core Promoter) du Virus de l’Hépatite B puis de comparer la fréquence
de ces mutations entre porteurs asymptomatiques et porteurs chroniques ayant
évolué vers la cirrhose. Notre travail a porté sur 36 patients porteurs chroniques
du Virus de l'Hépatite B, parmi lesquels 18 étaient cirrhotiques et 18 ne présen-
taient ni cytolyse hépatique, ni cirrhose, ni carcinome hépatocellulaire. Les
mutants précore et BCP ont été détectés par techniques de PCR (Polymerase
Chain Reaction)-séquençage et PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), respectivement. La comparaison entre porteurs asymptoma-
tiques et patients cirrhotiques a révélé une prévalence plus importante de muta-
tions précore (100% vs 83%) et BCP (44.4% vs 33.3%) parmi les patients 
cirrhotiques. Toutefois, la différence était statistiquement non significative.
Notre travail soutient l’hypothèse que les patients porteurs de virus mutants pré-
core et BCP présentent un risque accru de développer une cirrhose. Cependant,
des études approfondies restent nécessaires pour conforter cette théorie. 
Mots clés : Virus de l’Hépatite B, Mutant précore, Mutant BCP, Cirrhose.

Optimization of molecular methodology for
the detection of Hepatitis B Virus precore/BCP
mutations and analysis of the risk to develop
cirrhosis in the center of Tunisia
Abstract : Chronic hepatitis B virus infections are the major cause of hepato-
cellular carcinoma worldwide. Progression of liver disease seems to be adver-
sely affected by viral strain characteristics, such as genotype, precore and
basal core promoter (BCP) mutation. The aims of the present study were the
optimization of molecular methodology for the detection of Hepatitis B Virus
precore/BCP mutations and thereafter the comparison in frequency of detec-
tion of such mutations between asymptomatic carriers and chronic Hepatitis
B Virus infected patients with cirrhosis. Thirty-six Tunisian patients with
chronic Hepatitis B Virus infection were investigated : 18 were asymptomatic
carriers and 18 presented with cirrhosis. Precore and core-promoter mutations
were detected using PCR (Polymerase Chain Reaction)-RFLP (Restriction
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Introduction

Le virus de l'hépatite B (VHB) demeure un problème de
santé publique au niveau mondial. Selon l’OMS, 2 mil-
liards de personnes ont été en contact avec le virus à tra-
vers le monde, avec plus de 350 millions de porteurs
chroniques. L’infection par le VHB est le plus souvent
bénigne, mais le passage à la chronicité, qui se fait  chez
5 à 10% des adultes immunocompétents [1], peut
conduire au développement d’une cirrhose voire d’un
hépatocarcinome. Le VHB serait ainsi responsable de
près d’un million de décès par an, par hépatite chronique
active, cirrhose ou hépatocarcinome [2,3]. A ce titre,
l’infection par le VHB représente la seconde cause de
décès par cancer dans le monde, après le tabac [4]. 
Parmi les facteurs de risque susceptibles d’influencer
péjorativement l’histoire naturelle de la maladie, cer-
tains sont actuellement admis : un âge jeune au moment
de la contamination, une longue période d’infection, un
taux élevé des transaminases sériques, le sexe masculin,
la consommation d’alcool, et une co-infection par les
virus de l’Hépatite C ou de l’Immunodéficience
Humaine. Outre ces facteurs reconnus, il semblerait que
la progression de la pathologie hépatique puisse être
également influencée par les caractéristiques virolo-
giques propres à la souche virale en cause, à savoir le
génotype, la mutation précore G1896A et la double
mutation BCP (Basal Core Promoter) A1762T/G1764A.
Ces mutations entrainent la diminution voire l’arrêt de
synthèse de l’AgHBe, alors que la réplication virale per-
siste et peut même augmenter [5,6]. En Tunisie,

l’hépatite B est moyennement endémique, avec un taux
de portage chronique de l’ordre de 4 à 7%. De plus, un
taux élevé de mutants précore et BCP a été rapporté par
différentes études. [7] 
Nous nous sommes proposés comme objectifs dans la
présente étude d’optimiser les outils moléculaires de
détection des mutations précore et BCP (Basal Core
Promoter) du Virus de l’Hépatite B puis de comparer la
fréquence de ces mutations entre porteurs asymptoma-
tiques du VHB et porteurs chroniques ayant évolué vers
la cirrhose dans la région du Centre tunisien. 

Patients et méthodes 

Patients
Notre travail a consisté en une étude rétrospective inves-
tiguant 36 patients porteurs chroniques du VHB (AgHBs
positif ; IgM anti-HBc négatif) suivis par les services de
Gastrologie des CHU Sahloul (Sousse) et Farhat Hached
(Sousse) du 1er janvier 2008 au 31 mars 2009.
Pour chaque patient, un prélèvement de sérum (pour
examens sérologiques) et un prélèvement de plasma
(pour examens moléculaires) ont été collectés et immé-
diatement conservés à -20° C jusqu’à leur analyse. 
Chaque prélèvement reçu était accompagné d’une fiche
de renseignements dûment complétée permettant de dis-
tinguer deux différents groupes de patients pour la réali-
sation d’une étude «cas-témoins» : d’une part, 18
patients présentant une cirrhose à l’examen clinique ont
été inclus dans le groupe dit des «Malades» ; d’autre
part, 18 patients, dont le taux des transaminases sériques

Fragment Length Polymorphism) and PCR-sequencing methodology. The
comparison between asymptomatic carriers and patients with cirrhosis sho-
wed a higher prevalence of precore (100% Vs 83%) and core-promoter muta-
tions (44.4% vs 33.3%) in patients with cirrhosis. Nevertheless, these differences
remained not significant statistically. The pathogenesis of hepatitis B infec-
tions is not completely understood. The present study supports the idea that
patients with precore and BCP mutations seem to carry an increased risk for
developing cirrhosis and hepatocellular carcinoma independently of viral load.
Further studies are needed to definitely elucidate such a hypothesis.
Key words : Hepatitis B virus, Precore mutant, Core-promoter mutant, Cirrhosis.
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Figure 1 : Recherche de la mutation précore par analyse comparative de séquences.

caractéristique des mutants précore. Le séquençage a été
réalisé à l’aide du séquenceur automatique à capillaires
3100 ABI (Applied Biosystems). L’analyse des chroma-
togrammes obtenus a été effectuée au moyen du logiciel
Chromas et les séquences obtenues comparées aux
séquences publiées sur Genbank (Figure 1).
Détection des mutants BCP du VHB :
La détection des mutants BCP a fait appel, dans un 
premier temps, à une PCR nichée effectuée selon le pro-
tocole décrit par Takahashi et al. [9], suite à quoi le pro-
duit d’amplification a été soumis à une digestion enzy-
matique par l’enzyme Sau3AI (Promega). La digestion a
été réalisée dans un volume final de 10µl, en présence de
1µl du tampon de l’enzyme (10X), 0.1µl de BSA, 0.1µl
d’enzyme Sau3AI (10U/µl) pour 1.5µg d’ADN. Le
mélange a été incubé dans un bain-marie pendant 2
heures à 37°C puis analysé par électrophorèse sur gel
d’agarose à 2% après ajout de 3µl de tampon de charge
de l’ADN 6X (Loading Dye, Promega). Si la mutation
BCP était présente, l’amplicon, d’une taille initiale de
306 pb,  était alors coupé en 2 fragments, l’un de 190 pb
et l’autre de 110 pb (Figure 2). 
Analyse statistique :
Les analyses statistiques comparatives pour les variables
catégoriques ont été effectuées  au moyen du test de cor-
rélation de Pearson. L’analyse des différents résultats a
été réalisée en utilisant le logiciel SPSS version 10
(SPSS Inc., Chicago, IL).

Résultats 

Distribution des virus mutants précore et BCP :
Au total, sur les 36 patients testés, le statut concernant la

était normal et n’ayant évolué jusque-là ni vers la 
cirrhose ni vers le carcinome hépatocellulaire (CHC),
ont constitué le groupe dit des «Témoins».
Les populations «malades» et «témoins» étudiées 
comportaient 67% et 61% d’hommes, respectivement.
La moyenne d’âge des patients «malades» et «témoins»
était de 49 ans et 57 ans, respectivement. 
Dans tous les cas, seuls les patients non traités pour
hépatite B ont été retenus. De plus, pour garantir des
conditions optimales à l’analyse moléculaire des
souches de VHB, tous les patients sélectionnés pour
l’étude présentaient une charge virale en ADN-VHB >
104 copies/ml. Concernant le marqueur sérologique
HBe, l’antigène était présent et les anticorps absents
pour un patient du groupe des «malades» versus 2
patients «témoins».

Méthodes
Détection des marqueurs sérologiques du VHB :
Les marqueurs sérologiques du VHB (AgHbs, IgM anti-
HBc, AgHbe, Ac anti-Hbe) ont été déterminés en utilisant
la technique ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay)
automatisée sur le système VIDAS (Biomérieux).
Extraction et quantification de l’ADN viral : 
L’ADN du VHB a été extrait et quantifié directement à
partir du plasma au moyen d’une technique commerciali-
sée standardisée (Cobas Amplicor HBV Monitor, Roche). 
Détection des mutants précore du VHB :
La détection des mutants précore a fait appel dans un
premier temps à une PCR nichée réalisée selon le proto-
cole décrit par Wintermeyer et al. [8]. Le produit
d’amplification a par la suite été séquencé pour per-
mettre la mise en évidence de la mutation G1896A
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Figure 2 : Electrophorèse sur gel d’agarose à 2% du produit de digestion
des amplicons de la PCR nichée par Sau3AI. 

PM : Marqueur de poids moléculaire (DNA ladder 100pb, Promega)
Puits 1 : fragment de 306 pb correspondant au VHB sauvage pour la mutation BCP.
Puits 2 : fragments de 190 pb et 110 pb correspondant au VHB mutant BCP.
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la population de cirrhotiques que parmi les patients
témoins (100% Vs 83%) (Figure 3). Toutefois, la diffé-
rence s’est avérée statistiquement non significative
selon le test de corrélation de Pearson.

Figure 3 : Répartition des VHB mutants précore
parmi les patients cirrhotiques et témoins.

de la mutation précore a été possible (9 cas) étaient por-
teurs de VHB mutants précore, soit 100% des cas. 
Concernant les 12 patients témoins analysés, 10 (83%)
étaient porteurs de VHB mutants précore. Ainsi, la fré-
quence de mutation précore était plus importante parmi

mutation précore a pu être déterminé pour 21 d’entre
eux, dont 9 étaient cirrhotiques et 12 porteurs asympto-
matiques. Ainsi, sur 21 patients, 19 (90.5%) étaient por-
teurs de VHB mutants précore, alors que les 2 autres
(9.5%) étaient porteurs de VHB sauvages pour la muta-
tion précore. Le statut concernant la mutation BCP a pu
être déterminé pour l’ensemble des 36 patients testés. 
Ainsi, sur les 36 patients testés, 14 (38.9%) étaient 
porteurs de VHB mutants BCP, tandis que les 22 autres
(61.1%) étaient porteurs de VHB sauvages pour la 
mutation BCP. 
Analyse de l’impact des mutations sur l’évolution vers
la cirrhose : 
Afin d’évaluer l’impact des mutations précore et BCP
dans l’évolution de l’infection par le VHB vers la 
cirrhose, une étude statistique a été menée par compa-
raison de la fréquence des mutations entre population
cirrhotique et population asymptomatique témoin. 
Impact de la mutation précore dans l’évolution vers la
cirrhose : 
Tous les patients cirrhotiques pour lesquels la recherche
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la population d’étude  qui n’est pas semblable : alors que
50% des patients de notre étude étaient cirrhotiques, les
patients investigués dans l’étude de Ayed et al. étaient
des porteurs chroniques du VHB. Néanmoins, la fré-
quence de détection des mutants BCP parmi les patients
porteurs non cirrhotiques de la présente étude reste tout
de même supérieure à celle observée par Ayed et al.
(33% Vs 11%).
Impact de la mutation précore dans l’évolution péjorative
vers la cirrhose :
Les résultats trouvés dans notre étude montrent que
100% des cirrhotiques étaient porteurs de virus mutants
précore, Vs 83% des témoins. Ces résultats sont en
accord avec une étude menée en Asie [15], selon laquel-
le 31.2% des cirrhotiques étaient porteurs de mutants
précore Vs 25% de témoins. Ceci suggère une éventuel-
le implication de la mutation précore dans l’évolution
vers la cirrhose, bien que l’association se soit avérée sta-
tistiquement non significative. De ce fait, cette hypothè-
se reste à confirmer par des études approfondies 
réalisées à plus large échelle. 
L’implication probable de la mutation précore dans
l’évolution vers la cirrhose ferait suite à un mécanisme
très complexe mal élucidé. Elle serait due principale-
ment au rôle joué par l’AgHBe comme immunorégula-
teur,  en modulant l’action des lymphocytes T CD4+, ce
qui favoriserait l’évolution de l’infection du VHB vers
la chronicité [16]. Cependant, dans le cas de la  présen-
ce de la mutation précore en absence d’AgHBe, ce rôle
d’immunorégulation est perdu, ce qui induit une réac-
tion immunitaire violente causant la destruction des
hépatocytes et augmentant le risque de l’évolution vers
l’hépatite fulminante et/ou la cirrhose [16].
Impact de la mutation BCP dans l’évolution péjorative
vers la cirrhose :
D’après notre étude, 44.4% des patients cirrhotiques
étaient porteurs de la mutation BCP Vs 33.3% des
témoins. Cette différence entre les deux populations
suggère une éventuelle implication de la mutation BCP
dans l’évolution vers la cirrhose, bien que l’association
soit statistiquement non significative dans notre étude.
Des études réalisées en Asie et en Afrique ont trouvé une

Impact de la mutation BCP dans l’évolution vers la 
cirrhose :
Parmi les 18 patients cirrhotiques, 8 (44.4%) étaient 
porteurs de VHB mutants BCP, versus 6 (33.3%) parmi
les 18 patients témoins asymptomatiques (Figure 4). 
Ainsi, la fréquence de mutation BCP était plus élevée
parmi les patients cirrhotiques que parmi les témoins.
Néanmoins, le test de corrélation de Pearson n’a pas
retrouvé de différence significative entre présence de
mutation BCP et cirrhose.

Discussion 

Distribution des virus mutants précore et BCP dans la
population d’étude :
L’étude des mutants core et précore du VHB pourrait
contribuer à mieux comprendre l’évolution de la mala-
die et des symptômes qu’elle provoque. La mutation
précore était présente en forte proportion dans notre
population d’étude (90.5%).
Ceci concorde avec les précédentes études menées en
Tunisie par Triki et al. [10] (86%) et par Ayed et al. [11]
(92.4%). Ces résultats sont en revanche nettement supé-
rieurs à ceux rapportés en Asie [5] (47%) et en Amérique
du Nord [12] (27%). Ceci semble pouvoir s’expliquer
par la distribution différentielle des génotypes de VHB à
travers le monde. En effet, d’après les données de la 
littérature, le génotype D, particulièrement fréquent en
Tunisie au même titre que dans l’ensemble du pourtour
méditerranéen, est fréquemment associé à la présence de
mutation précore. Il a été précédemment montré que
cette association résultait de la stabilisation de la struc-
ture génomique du VHB du fait d’une liaison à forte
affinité entre l’adénine en position 1896, caractéristique
de la mutation précore, et la thymine en position 1858,
caractéristique du génotype D. [8]
Dans notre étude, les mutants BCP ont été retrouvés
dans 38.9% des prélèvements. Cette fréquence, similaire
à celles retrouvées en Asie (40%) [13]) et en Amérique du
nord (25%) [14], est toutefois élevée par rapport à celle
rapportée précédemment en Tunisie par Ayed et al. [11]
(11%). Une telle différence pourrait être en partie due à
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cirrhose et/ou d’un CHC [5]. Une étude à large échelle
comportant des patients porteurs de CHC parallèlement
aux patients cirrhotiques et asymptomatiques reste
nécessaire afin d’élucider les mécanismes oncogènes
conduisant au développement du CHC.
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