The present invention relates to the isolation and characterisation of a
viral agent whi,ch plays a role both in epidem c and sporadic or
posttransfusi onal hepatitis non-A, non-B. 5 - Viral hepatitis can

be caused by the hepatitis A vip g7t kMt by the hepatitis B-virus (HBV)

and by an unknown nunber of hepatitis non-A, non-B (NANB) viruses which @
have not yet been identified. In the devel oped countries in which the
pr ophylessripfomf HBV is effective, 10 - the NANBs are currently the nost

i nportant cause of infectious hepatitis |leading to hospitalisation. This
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critdres sérologiques acceptés pour une association causale spécifique, n'a ét6 identifié antérieurement aux
travaux qui ont abouti & la présente invention. En ce qui concerne I'hépatite épidémique, des particules
analogues & des virus, de forme sphérique et de 27 nm de diamétre ont été visualisées dans de trés rares
, 35 fdces et la caractérisation immunologique a été médiocrement réalisée par agglutination au microscops
\~/  électronique. La réphcahon virale n'a jamais ét¢ obtenue dans des cultures cellulaires pour quelque virus
NANB que ce soit.
SARTHOU et al. [Ann. inst. Virol. 137 (2) 225-252 (1986)] décrivent l'infection expérimentale de singes
par des extraits fécaux de patients atteints d'hépatite NANB ; les singes infectés produisent un anticorps de

40 classe IgM, qui reconnait un antigéne spécifique dans les selles de patients atteints d’hépatite NANB.

La Demande de Brevet frangais n° 86 05437, au nom de I'INSTITUT PASTEUR, et qui mentionne
Monsieur PILLOT comme Inventeur, a pour objet un réactif propre 4 permettre la détection d'hépatites
virales NANB épidémiques et un procédé de diagnostic mettant en oeuvre ce réaclif; le réactif conforme 2
cette Demande de Brevet est constitué par des IgM anti-NANB isolées de sérums de singes infectés

45 artificislloment par des extraits de féces de pafients connus pour &tre atteints d'hépatite NANB épidémique,

lesquelies Ight anti-NANB sont avantageusement fixées sur des supports solides tels que, notamment, des
plaques de PVC. '

La poursuite de ses recherches & partir de F'invention objet de la Demande de Brevet précitée a permis
a I'lnventeur d'atteindre les buts suivants :

50 1°) I a infecté des singes dont il a utilisé les anticorps (Ac), ainsi que les Ac de convalescents humains,
pour développer un test ELISA pour la détection spécifique d'antigénes (Ag) associés au virus et la
détection des Ac anti-viraux;
2°) L'Inventeur a réussi & répliquer le virus dans une lignée continue de cellules hépatocytaires avec une
bonne production de matériel antigénique;

55 3°) il est parvenu & visualiser des particules virales dans des préparations purifiées d'échantdlons de
foces et dans des lignées d'hépatocytes infectées; {
4° Il a pu établir I'implication du méme agent causal dans I'hépatite virale NANB aussi bien épidémique
que sporadique.



but no particular infectious preparation was proposed. 10 In the
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i travaux qui ont abouti & la présente invention. En ce qui concerne I'hépatite épidémique, des particules
analogues 2 des virus, de forme sphérique et de 27 nm de diaméire ont é1 visualisées dans de trés rares

35 féces et la caractérisation immunologique a été médiocrement réalisée par aggilutination au microscope

électronique. La réplication virale n'a jamais été obtenue dans des cultures cellulaires pour quelque virus
; NANB que ce soit.
A SARTHOU et al. [Ann. inst. Virol. 137 (2) 225-252 (1986)] décrivent I'infection expérimentale de singes
par des exiraits fécaux de patients atteints d*hépatite NANB ; les singes infectés produisent un anticorps de

40 classe IgM, qui reconnait un antigéne spécifique dans les selles de patients atieints d'hépatite NANB.

La Demande de Brevet frangais n° 86 05437, au nom de I'INSTITUT PASTEUR, st qui mentionne
Monsieur PILLOT comme Inventeur, a pour objet un réactif propre & permettre la détection d'hépatites
virales NANB épidémiques et un procédé de diagnostic mettant en osuvre ce réactif; le réactif conforme &
cette Demande de Brevet est constitué par des IgM anti-NANB isolées de sérums de singes infectés

45 artificielloment par des extraits de féces de patients connus pour étre atteints d'hépatite NANB épidémique,

lesquelles IgM anti-NANB sont avantageusement fixées sur des supports solides tels que, notamment, des
plaques de PVC.

La poursuite de ses recherches & partir de I'invention objet de la Demande de Brevet précitée a permis
& I'inventeur d'atteindre les buts suivants :

50 1°) It a infecté des singes dont il a utilisé les anticorps (Ac), ainsi que les Ac de convalescents humains,
pour développer un test ELISA pour la détection spécifique d'antigénes (Ag) associés au virus et la
détection des Ac anti-viraux;
2°) L'Inventsur a réussi & répliquer le virus dans une lignée continue de cellules hépatocytaires avec une
bonne production de matériel antigénique;

55 3% Il est parvenu & visualiser des particules virales dans des préparatuons purifiées d'échantillons de
féces et dans des ligndes d'hépatocytes infectées;
4°) 1| a pu établir I''mplication du méme agent causal dans I'hépatite viralo NANB aussi bien épidémique
que sporadique.




4) he was able to establish the |nvoI verr_ent of the same causative agent
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Sa' d agent Isseloﬁ &?[eecg I{IIQO repgeu%CEu procédé d'isolement de ['agent viral susdit, le traitement de
oentnfugatlon est avantageusement constitué par une opération de centrifugation & 5000 - 8000 g environ

pendant 10 minutes environ.
35 Selon un autre mode de mise en oeuvre du procédé d'lsolement de I'agent viral susdit, préalablement
aux opérations de centrifugation et de filtration susdites, I'extrait de f&ces est soumis & un traitement par
. ultra-sons ou & un traitement de dissociation chimique.
N’ La présente invention a également pour objet un autre procédé d'obtention de I'agent viral susdit, qui
est caractérisé en ce que des hépatocytes ou des lignées cellulaires continues d’hépatocytes sont inoculés

40 par un extrait de fdces d'un patient atteint d'hépatite NANB ou par un exirait de foie d'un singe (de
préférence Saimiri) inoculé par un extrait de féces de patients souffrant d'hépatite NANB, et cultivés jusqu'a
confluence de la culture, & partir de laquelle est réalisée une sous-culture, qui est centrifugée aprés
plusieurs passages, pour recusillir I'agent viral recherché. _

Selon un mode de mise en osuvre avantageux de ce procédé, le culot de centrifugation est repris par

45 un tampon approprié pour &tre soumis & un traitement par ultrasons qui libdre dans le surgangeant, I'Ag
NANB.

Des souches de I'agent viral conforme 2 F'invention, isolées comme décrit dans ce qui précdde et ci-
aprés, et caractérisées comme indiqué plus loin, ont 616 déposées auprds de la COLLECTION NATIONALE
DE CULTURE DE MICROORGANISMES tenue par I'INSTITUT PASTEUR, en date du 30 Octobre 19886, &

§0 savoir :

- une souche d'agent viral isolé de féces d'un malade atteint d'hépatite NANB sporadique, dite
"Souche Clamart”, qui a été affectée du Numéro de dépdt : I1-617,

- une souche d'un agent viral isolé de féces d'un malade atteint d'hépatite NANB épidémique, dite
"Souche ivoirienne”, qui a été affectdée du Numéro de dépbt : -616.

65 L'invention a également pour objet un procédé de détection des anticorps présents dans le sang du
malade ou du convalescent ou dans des produits utilisés en transfusion sanguine ou dans des fractions
dérivées de sang, ayant été en contact avec le virus agent causal de I'hépatite non A non B, tel que défini
selon la présente invention, dont les souches I-617 et I-616 et celles présentant une réaction immunologi-
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. eoffective de la maladie.

La présente invention a également pour objet un kit - ou ensemble prét 2 I'emploi pour la réalisation

35 du procédé de diagnostic (recherche de 'anticorps ou du virus NANB) conforme & Vinvention, défini plus
haut, leque! kit est caractérisé en ce qu'il comprend :
: - un extrait ou une fraction purifiée de I'agent viral conforme & I'invention, lequel exirait ou fraction est
N/ marqué, par exempls par un radioisotope, une enzyme ou par immunofiuorescencs ;
- des anti-immunoglobulines humaines ou une protéine A éventuelloment fixées sur un support
40 insoluble dans l'eau tel que sphdres d'agarose ou de latex, magnétiques ou non ;
- des tampons et, si nécessaire, des substrats pour visualiser. los marquages.

La caractérisation de certains des antigénes qui entrent dans la composition de I'agent viral isolé
conformément & la présents invention a été réalisée dans un premier temps sur la souche Clamart, en
procédant comme décrit ci-aprés.

45 La souche Clamart a été isolée & partir de selles d'un patient atteint d'hépatite NANB sporadique.

Le surnageant desdites selles a été centrifugé en gradient de chlorure de césium dont la bande
contenant I'antigéne viral purifi€ comme défini plus haut a ét€ recueillie et sa densité déterminde comme
étant de 1,30.

Les épitopes reconnus dans le text de diagnostic défini plus haut, sont portés par ces antigénes, qui

s0 peuvnet A ce titre, &tre utilisés dans ledit test.

La recherche d'anticorps & I'aide de cette méthode de détection peut &tre effectuée dans le sang de
malades ou do convalescents, dans les produits ulilisés dans les transfusions sanguines et dans les
fractions dérivées.du sang de personnes ayant été exposées & I'agent causal de I'népatite NANB tel que
défini plus haut, parmi lesquelles les souches I-617 et I-616 et celles présentant une réaction immunologi-

56 que croisée avec ces deux souches de référence, notamment la souche isolée de patients atieints
d'hépatite NANB post-tranfusionnelle, dont les propriétés immunologiques sont identiques 2 celles de la
souche I-817, et qui est identifiée comme souche virale "H-TEST" déposée le 5 Février 1987 sous le N°
87.02.05.02 auprés de la Collection ECACC (Grande-Bretagne).
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was given the deposit nunber: |-616. The subject of the invention is also a
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the patient or of the conval escentéﬁ(;? I'n t?eldproducts used in bl ood
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| gVs, 48 NAE bl pb) 1& dekikdtiom @rogid 2 inbik8 12 SR d'aneSBpdhBs MimuUnd Prdtdchide
themw t hagr Ministi@ioR b vt fracti ons and by characterising the Ag attached
t o .the pati eaprésentedivlentibh @ngisbe tas Ik G6mpokifions Be ¥8 fypedcoflio@tiSdntigtfd présvatant des
pr 8sénce pbprisee imepalobities syiddBnies ALsllesaiaf irnsTNAB Clambdl CCNUM 181y 56816 d'ivoire
| Nvent izon(ONGHY @) En efteh sibusd rotdines lon iantigéneg sant sawidérésocomenecighieatentsi dahslg icadié de
medi um of lagprésatte dmvento rorsdutiensort dapablie si'étre cteconnue Stae ieis| rBdmeshantiarsg hesspraduits nt o
cont act wprplimés: par slas séquanrse forterongantss alu rmatdsiel gindliqu casterti des séuencee gfodfiRes
Vi rus andcafesrendenios sast, Panguite; eompris ¢ing le cadrg de tels aetwpméngamts and then in
detecting tha wﬁmwﬂg%mw%éeﬂer@w séryms [Poyvent &y trpsisitsoh PR o Apimet  par
i munodhzpeaielion Hetsils a“%'r dani"‘? MUE ﬂe%ewe@t% atéewmmme& lepsisente,
directly en%laqnplg ant ' 2%9 Z virus
reacti on. "r' £ © 9;‘9 obe égl;'e ﬁé§ '“°“° ° " éte ﬂb?‘?{}‘é*rﬂaf fe methqaeg,
encorrpass%og é@%\ mdé!f ?{i :ae f n u VII’ s u ysat &lxrlqu Wn Epc S&
engyre.,, s rpEfj; R L e .
The i mun Eng q%artﬁ%% vﬁ@s” d@ %9‘% ‘ses fractions, peuvent &tre utilisés pour la
recherche d'anticorps dans le sérum des patients par mise en oeuvre de tests classiques de type RIPA,
ELISA ou Western blot (immunosmprsinte).
Ces anticorps polyclonaux et monoclonaux psuvent étre utilisés dans un grand nombre d'applications
85 au nombre desquelles on peut citer la neutralisation de I'antigéne correspondant ou du virus total. lis
peuvent &tre utilisés pour détecter des antigénes viraux dans des préparations biologiques ou pour purifier
. des antigénes correspondants.
N La présente invention englobe également tout virus de I'hépatlte NANB équivalent présentant les
mémes caractéristiques immunologiques. Les travaux menés par I'Inventeur ont montré la relation immuno-
40 logique entre les matériels antigéniques isolés d'extraits de féces de malades atteints respectivement
d'hépatite NANB épidémique, sporadique et post-transfusionnelle.

C'est ainsi que la souche de type Clamart (déposée sous le N° [-617 auprés de a CNCM et également
déposée auprés de la Collection ECACC sous le N° 87.02.05.02) a été isolée & partir des selles d'une
malade qui présentait une hépatite aigtie NANB dlment caractérisée comme hépatite NANB transfusionnel-

45 lo. Les selles contenaient I'antigéne conforme 2 l'invention, également caractérisé , conformément 2
l'invention, dans les hépatites épidémiques (CSte d'lvoire)et sporadiques {France).

Un antigéne associé au virus de I'hépatite NANB a é1€ caractérisé pendant 15 jours & la phase aiglle de
la maladie. D'autres cas similaires ont été observés avec caractérisation du m8me antigéne dans les selles
ot isolement d'un virus présentant les caractéristiques immunologiques identiques aux virus 1-616 et I-617.

50 Ouire les dispositions qui précédent, I'invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront
de la description qui va suivre.

L'invention sera mieux comprise & I'aide du complément de description qui va suivre, qui se référe a
des exemples de mise en oeuvre du procédé objet de la présente invention.

Il doit &ire bien entendu, toutefois, que ces exemples de mise en oeuvre sont donnés uniquement &

65 titre d'illustration de I'objet de I'invention, dont ils ne constituent en aucune maniére une limitation.

Au cours d'une premiére étape, deux singes Cercopithecus asthops st un singe Erythrocebus patas ont
été inoculés par voie orale par 2 ml d'un mélange d'un exirait aqueux & 10% de féces de patients ivoiriens
présumés atteints d'hépatite NANB épidémique, collectées au cours des premiers jours ayant suivi
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i Munof | 1wesnAs EeMmestimulaiThritighhe WANB] nMunogl obul ins or a protein A optionally
at t'aeked t Endait\ad Eurrainggalonmiit etiliser¥fyGrtiensque Boratuitde fondo@R LD péu s dlé Qi Sapier es
whi ch ar de Kyl sicsaispéciicitéaiéficiantsl poar, cortaias bfépargtionsand, i f necessary, substrates
for vi sual iPowrnmgvéienda fixatidned'antigsiia edecibces ot Eanticomisieprphede solidee dexf IgGhmovament dens
whi ch enséums det epnvaleseents onfédé fradtionnéesf par phwometegsephie gerrREAE-trisa@yl, apss| pdciptatiom
conf or m paf duiNH )60 Loy lgG onfétq eopivguépon la\faalagtogidapecel 2laperoxydaseResfigG mearquées

i nst ateont § wiliesoripayrd déteqtion dp Iantigdne ;5 use PrfRRration < lgf@ Proysnentediunopgtien dvoirien

descr i befPnyiAseRRt d'gne heépatite NANB fpigéigue et régeraton, A8 prilave gheg gninatinnt dlgdsien s
from guéri, au cours de I'épidémie de Medea en 1981-1982; enfin IIgG d'un singe Cercopithéque inoculé

expérimentalement. Les préparations d'lgG des trois origines ont donné des résultats équivalents. Pour
chaque singe, on a utilisé de I''lgM de pré-inoculation en phase solide comme témoin de spécificité d'IgM
\_/ 30 de postinoculation. De I'lgG humaine marquée non-immune a &t$ - utilisée comme témoin de marquage
d'Ag. Les féces de singes inoculés ont ét€ examinées pour établir la présence d'un Ag présumé NANB
dans le test ELISA. Une activité antigénique a &été détectée dans les féces des deux singes Saimiri (cf.
Tableau 1). L'application d'un traitement par ulira-sons a permis d'augmenter la quantité d'antigéne détecté
et a augmenté la sensibilité de la méthode. L'Ag est apparu dés le quatriéme jour aprés I'inoculation et a
35 porsisté jusqu'au treiziéme jour.

Le Tableau 1 montre I'Ag NANB détecté dans les féces de singes infectés expérimentalement par des

. extraits de féces provenant de patients atteints do NANBH épidémique.
o/ La détection a été réalisée comme suit, en mettant en osuvre la technique ELISA : des immunoplaques
~ NUNCe® ont été revBtues de 100 ul de 50 ng/ml de fraction d'igM, échantillonnées 27 jours aprds
40 inoculation, dans une solution physiologique de tampon phosphate (PBS) pendant une heure & 37°C et une
nuit & 4*C. Aprés plusieurs lavages, les plaques ont été recouvertes de 200 | de PBS contenant 1% de
sérum-albumine bovine et 0,1% de Tween® 20, pendant trois heures & 37°C. Aprés lavage, 100 ul des
oxiraits de féces (1/10 viv) filirés sur un élément de porosité 0,22 um sont incubés sur les IgM du
revétement, & 37°C pendant une heure, puis une nuit & 4°C. Aprds plusieurs lavages, 100 ul d'lgG de
45 singe immun marquée & la peroxydase & 5 mcg/ml dans 1% de BSA + 1% de Tween® 20 dans du
tampon Tris sodique, pH 7,6 (TNB) contenant 0,1 % de NaNs, ont été utilisés pour la détection de I'Ag. Au
bout d'une heure d'incubation & 37°C et plusieurs lavages, la réaction a é1é développée 2 I'aide de 100 L.l
d'orthophényléne-diamine dans 0,005 M de tampon citrigue pH 5,6, avec 1 ulml H202. Les résultats
obtenus sont exprimés par le rapport entre I'échantillon étudié et la moyenne de cing échantillons négatifs
50 (P/N). Le bruit de fond des échantillons négatifs a été de I'ordre de 0,04-0,06 en densité optique (DO) & 492
nm. ll est plus élevé si lo NaN; a ét8 omis, mais, dans ce cas, des quantités de réactifs plus faibles doivent
éire mises en réaction. Les é&chantillons dont le rapport P/N 2,1, ont été considérés comme positifs. Les
féces (1/10 poids/poids) qui ont ét8 examinées étaient de deux types : celles ayant subl un traitement aux
ultra-sons et celles n'ayant pas subi un tel traitement; le traitement aux ultra-sons appliqué est de trois
§6 minutes & 4°C, avec une intensité de sortie de 4 avec I'appareil de BRENSON pour des volumes de 2 2 3
ml avant centrifugation et filtration & travers un élément de porosité de 0,22 1um. Les résultats positifs sont
soulignés dans le Tableau 1. Les féces d'un-singe Saimiri ayant regu de I'exirait de féces d'un patient
atteint d'une maladie du foie non-infoctieuse ont servi de témoin et ont constamment donné des résultats



a patient suffering fromsporadic hepatitis NANB. The supernatant of the
said stools was centri- fuged in aEﬁ%ﬁ?QQ%;BHoride gradi ent fromwhich the
band containing the viral antigen purified as defined above 10 was
recovered and its density determ ned as being 1.30. The epitopes recognised
in the di aggaigti c text [sic] defined above are carried by these antigens
whi ch can thereby be used in the said test. The detection of antibodies by
means of this 15 met hod of detection can be carried out in the bl ood of
patients or conval escents, in the products used in blood transfusions and
in the fractions derived fromthe blood of individuals who have been
exposed to the causative agent of hepatitis NANB as defined above,
including the 20 strains I-617 and 1-616 and those having an

i mmunol ogi cal cross-reactivity with these two reference strains, especially
the strain isolated frompatients suffering from pesttransfusi onal
hepatiti NANB, whose irmuno- |ogical properties are identical to those of
the strain 25 |-617, and which is identified as "H TEST" viral strain
deposited on 5 February 1987 under the No. 87.02.05.02 with the ECACC
Col l ection (Geat Britain). Although the clinical and epidem ol ogi cal data
suggestgd that the epidemc formof the hepatitis NANB 30 present ed by
patients suffering fromepidenm c hepatitis NANB is caused by a virus
different fromthat which is responsible for the posttransfusional
hepatitis NANB transmtted by parenteral injection, in conformty with the
présent invention, the Inventor was able to isolate 35 frompatients
suff€erisg from posttransfusional hepatitis NANB a new NANB virus strain
whose i mmunol ogi cal proper- ties are practically identical to those of the
strains deposited on 30 Cctober 1986 under the Nos. |1-616 and 1-617 with
the CNCM of Institut Pasteur. Very sensitive -9- serological tests for
t he presence of the HAV and HBV viruses made it possible to exclude these
two virdfises as aethiological agents and simlarly to exclude other
hepat ot ropi ¢ viruses such as Cytonegal ovirus, Epstein- 5 Barr virus and
yel | ow fever virus. The subject of the present invention is further- nore a
new purified viral agent which plays a role in the sporadic, epidemc and
postirapnsfusional fornms of hepati- tis NANB. This virus differs fromthe
HAV and HBV viruses 10 inrelation to the antigenic honology of its
proteins. as genetic material. The conpositions prepared in conformty with
the present invention (purified viral antigens, reconbinant

35
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fand posttransfusional hepatitis NANB respect ively. That is how the O anmart
stype: strain (deposited under the %mt h CNCM and al so deposited
with the 25 ECACC Col | ecti on under t 87.02.05.02) was isolated from
the stools of a patient who had an acute hepatitis NANB duly characterised
as transfusional hepatitis NANB. The stools contained the antigen
conform ng tgnet dxibrie/ GBke & BonsiéixChtudics das BoesCapatiarteatiehts'une répatitel NANB igllo30
Wi th the prdsivé)huissibien sas sa jdinel épidéeniqué kpatiants ivoliesss ije soassh farme spadddinué (Patiantse)
hepat i ti dam@ngafSncLeaditgngain daskhépatiet NANBat 616 tétebli reonformémprt  2MpANPESRE rimrpunglpgiques
char act er icieskqubodesltfisdypes ditectiong perivies sine dihépstita <A B odelta) 1) erégang pis ebsence HigM et
simlar catig® antehAY plus Bnfeclidn B8 le viws A HB$Agr antitHBe ot lgM afi-HEe Q“FTHB%}M ifactiogen
in their waOURY lesrAb dotioptanti-deitappurdiniection parchiiiy. b gap f émﬁ«rﬁswd% e ivQldess.
teristics maskuaurs dg| latidvre aung jopt &6 Jecherghes. Qm @ ?938'1'?" f??ﬁ‘efa e ?f'st (98 Rglients
pr ecedi ng factignpe rﬁvgoméswﬂfsmrémmlwaawecﬁae :g?" o "
nta é%lagus[

whi ch wf°| | Barr, pag ﬁ'éﬂege" f’ﬂ%?‘t“h‘(é"‘o@g
clearly ur%@ taB"t?U W?‘?’?s é’a%l ‘Iﬁdé q 7‘&%

refers to

t he prese ren °srs" &e'b \gﬁ,
exenpl arsy i ur?e e yn% gn II Ld Fé@ultgfqué Eﬁg G414 SdranOf
the i nventét” hdie 49 vi te | n any nanner l'imtation thereof.
Stidall 2%i- aréssmus&& @agaatecwpa NAGD H&H@Q%ce%%%ﬁl&lts%‘hﬁmeﬁdﬁé
one Erythr éﬂﬁh@@e B3 le@YbirsyRk SpotadidGelas FRAceR 08 ks dbi pafibn® siSpe@ds dinfSdtisisUr €
of .a 10 % qeARLstindestdnBéts uifssdscRMA® thridia) Toue Nésagahantiiohse rESumes GIANBE®E 17 deshad
suf et i | RO BrhenB PEE Stinfis 5 G Gditeinbra pRIANR;sois DE Mantiédrps (A) hirsatt makqutLix larpgrodysiase
the firstould pgatabiosdasef Dété avlisé@mirdaracquperag.ance of the synptons. The mixture
was previously centrifuged and filtered through 0.22 [err] MIlipore
filters to renpve bacteria and parasi tT@8LEAth®& serum sanpl es and the faecal
sanpl es fromthese nonkeys were collected, on the one 20 hand, before

adm ni se& JTT 0N OF TNE || Fehaplilohsde 6ot dd®6le |OMEchdifiioRd dddEcedadd. TEMoiRI U France
twenty-seyenth day aftier diiifte ! &h98placMiqes- | TFRnds: \éesrspsrdalqdesons of these

nonkeys wi-e—ret—stueHee—hese—arrars—tift—rot—faye—appargnt—ct g cat
nani festatﬂéﬁl@":@f@“‘téf imiri nonkky was al 4o |nocul1§t ed K 25 Qﬂﬂder t he
sage condi|tASNANBP9RtT ol 5 m of & faecal eltract ofained friom an TNarian

pattént *ifferent fromthose used for the African green nonkeys. A second
Sai miri  nonk eyurwérifiedyub sy diteeté dshafiectiverbantiSttolionespt lifmautving NANB, augousgidiune toifidmec al
hepatitis éapei dasSigpice pellulairésotentiones dierigive hétocytiguasy BYG/RRF %% NEF B3 b tespallples Ay
| gM ant i bowmealesdwumejags fip@blastiques MRC 5, ont été inoculées dans du milieu de DULBECCO contsnant 10%

de sérum de veau foetal, par un extrait de f&ces d'un malade atteint d'hépatite NANB. Aprés confluence de

la culture, une sous-culture a &t réalisée aprds addition d'EDTA-trypsine. Dans certains cas, des
substances toxiques présentes dans les féces provoquent la mort des cellules précocement lors de la
premiére semaine, tandis que d'autres féces non toxiques pour les lignées cellulaires, induisent la mort des
cellules aprés plusieurs passages. Cet effet éthal spécifique a ét6 observé uniquement avec la lignée
cellulaire PLC/PRF 5 mais ne I'a pas été avec la lignée cellulaire HEP G2 et les cellules MRC 5. Aprés
traitoment des cellules aux ultra-sons et filiration sur porosité 0,22 um, de I'Ag NANB a été détecté dans le
sumageant de PLG/PRF 5 infectées mais pas dans le sumnageant des HEP G2 infectées dans les mémes
conditions.

Pour des extraits de foie de singes inoculés, on n'a pas observé de toxicité cellulaire aprés inoculation
et les cellules PLC/PRF 5 ont présenté une positivité antigénique de la méme maniére que dans le cas
d'échantillons de féces (cf. Tableau 3).

Le Tableau 3 illustre la détection d'Ag NANB dans la lignée cellulaire d'hépatome inoculée par un
exirait de féces d'un patient ivoirien souffrant d'hépatite NANB épidémique et par un extrait de foie d'un
singe Saimiri infecté (N° 1).

L'extrait de foie a été préparé dans du PBS (10% - poids/poids) et homogénéisé 2 Il'aide de
I"Ultraturax"® Aprés centrifugation, le culot a été remis en suspension dans 4 fois son volume de TNB et
soumis 2 un traitement aux ulira-sons en présence de 0,005 mg/ml de chlorure de phénylméthyl-sulfonide
(PMSF).

Un exirait de foie d'un singe Saimiri inoculé par un extrait de féces de patients souffrant d'une maladie
de foie non-infectieuse a servi de témoin.

Aprés trois passages, les cultures cellulaires inoculées ont été centrifugées. Le culot a été repris dans
du TNB et aprdés addition do PMSF, les cellules ont ét¢ soumises & un traitement aux ultra-sons. Les
chiffres indiquent le rapport P/N.
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ext ract Saccharose variant de 10 2 60 % poids/volume et les fractions réactives ont ét6 étudides 2 I'ultramicrosco-
3 pe. L'antig¢ne NANB a été trouvé & 40-41,5 % de saccharose et de fagon prédominante 3 26-28 % de
saccharose. Sept préparations obtenues 2 partir de 9 échantilions a antigénicité NANB positive, compor-
L taient des particules virales : une provenant d'un singe Saimiri inoculé (le second singe n'a pas éié
AN examiné), deux provenant de deux des trois patients atteints d’hépatite NANB épidémique aiglie (Cote
d'lvoire), quatre provenant de quatre des cinq patients atteints d'hépatite NANB sporadique (France). Dsux
40 types de particules virales sphériques ont été observées : des particules de grandes dimensions , de I'ordre
de 75 nm de diamétre, qui présentent une structure & double membrane, et des particules de dimensions
plus petites, homogénes, de 25 & 30 nm de diamétre environ, sans aucune structure interne définie. Une
structure tubulaire de 15 nm de diamétre (ou de largeur) et dont la longueur peut atteindre 1 um, plus ou
moins fixée aux particules, a été observée et est représentée 2 la figure 2 annexée. Certaines images
45 donnent I'impression que des tubules partent de I'enveloppe des particules virales de grandes dimensions.
Les particules les plus caractéristiques ont ét8 observées dans des échantillons frais n'ayant pas subi de
traitement par ultra-sons. Des particules sphériques de grandes dimensions ont pu 8tre observées pour la
plupart dans des fractions de densité comprise entre 1,29 et 1,32 g/cm?® et dans la fraction de 40-41,5 % de
saccharose du gradient de saccharose, tandis qu'on n'a pu observer que des particules de dimensions
50 moindres dans les fractions de CsCl présentant une densité comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm?® et dans la
fraction du gradient de saccharose & 26-28 % de saccharose. Il n'a pas encore pu étre établi si les
particules les plus petites et de densité plus basse représentent une forme de libération du virus de départ.
Six échantillons de féces & antigénicité négative ont également été étudiés simultanément de la méme
maniére pour servir de témoins. On n'a trouvé dans aucune de ces préparations une structure ayant
55 I'aspect de particules.
Une derniére étape a permis de metire en évidence que la détection d'Ag NANB dans les féces
démontre que le virus NANB épidémique est fréquemment impliqué dans I'népatite NANB sporadique. De
'Ag NANB associé au virus a été détecté dans sept échantillons de féces parmi 17 patients examinés
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negative jnRbitkdnide la réaction dahs les Scittes Z_’gns?élﬁrab gﬁ czﬁ lt:.Ffa réaction aét?? jsfe)n
SOQi/Catgh O8h incubhrhsdViut dunSddiait ol ré&bnce provenant de faces de Singa | ecfé, pendant une heure %I; c
trea- et une nuit & 4°C, avec 50 1l du sérum & examiner. Toutes les autres étapes de la réaction ont &t
réalisées de la m&me maniére que pour la détection de I'Ag. Le rapport P/N de cet antigéne de référence
était de I'ordre de 6-8. 24 sérums humains normaux non dilués ont été testés dans une réaction d'inhibition
contre I'Ag de référence comparativement au PBS ; aucun d'entre eux n'a exercd d'action inhibitrice.
Ultérisurement, 50 1| d'un mélange de ces sérums ont servi 2 établir la positivité & 100 % de la réaction.
Les échantillons testés ont 6t considérés comme positifs lorsque l'inhibition était supérieure & 50 %.

* L'Ag NANB a été détecté dans les féces de cing patients souffrant d'hépatite NANB aigué ; on n'a pas
trouvé d'anticorps dans I'une d'entre elles. Chez deux autres patients, la maladie aigué datait respective-
ment de © et de 3 mois et il n'a plus pu &tre détecté d'Ag dans les faces. Le dernier des cing patients avait
présenté dans le passé une hépatite NANB avec de I'anticorps décelable qui a disparu au bout de 3 ans.
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TABLEAU 4
4% Source de | Donneurs | Personnel | Patients | Hépatite
sérum de du en NANB
sang Labo- hémo-~ sporadique
Pays ratoire dialyse
50 -
MAROC 8/78 . 0/12 1/12 19/28
FRANCE 0/26 7/8
55

Comme le montre le Tableau 4 ci-dessus, I'némodialyse ou un travail de laboratoire impliquant la
manipulation de sang humain ne paratt pas augmenter le risque d'infection par le virus NANB. Le fait que
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k@g%lemg_ n ble de I'apparition d'hépatite de type non A non B chez des malades transfusés.
Une étude comparative comprenant des malades polytransfusés sans hépatite infectiouse et.des
35 malades atteints d'hépatite A ou B a montré 'absence d'anfigéne associé au virus dans leurs selles et
I'absence de virus cultivables dans les conditions dans lesquelles le virus "H-SET" se multiplie. La souche
. "H-SET" I-617 isolée des sslles d'un malade souffrant d’hépatite NANB transfusionnelle, a pu &tre culiivée
[\ sur cellules PLC/PRP5 dans les conditions décrites plus haut. Les Iésions correspondant notamment 2 de
nombreuses formations syncitiales apparaissent & J6-J7 précédant le décollement des cellules infectées.
40 Un procédé identique de culture est susceptible d'8ire utilisé pour un isolement du virus & partir d'un
préldvement sanguin. Les cultures infectées peuvent étre utilisées comme source d'antigéne non purifié en
vue de la caractérisation & leur surface des molécules d'anticorps provenant d'un sujet ayant contracté
l'infection (le complexe virus-anticorps étant révélé & I'aide d'anti-immunoglobulines humaines marquées).
La souche Clamart s'est avérée infectante pour deux singes rhésus (inoculation par ingestion (per os)
45 avec 0,5 mi d'un extrait de selle & 10 %) avec apparition de I'antigdne dans les selles entre les 20e ot 246
jours aprds linoculation et avec augmentation des transaminases entre le 286 et le 32e jours (signe
caractéristique d'atteinte hépatique).

Revendications
s0 Revendications pour les Etats contractants sulvants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1. Agent viral purifié, associé & I'hépatite virale NANB sporadique, épidémique et post-transfusionnelle,
caractérisé en ce qu'il est susceptible d'éire obtenu & partir de féces de patients atteints d'hépatique
NANB et qu'il se présente sous la forme de particules virales sphénques de deux types principaux,
56 associées & un méme antigéne viral :
a) des particules sphériques d'environ 75 nm de diamétre, dont la densité sur un gradient de CsCl
est comprise entre 1,28 et 1,32 g/cm3, st qui sédimentent dans les fractions d'un gradient do
saccharose contenant entre 40 et 41,5 % (p/v) de saccharose,
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sores c dlupe Apiddmnie avanéaéwmmtAlgéne tLiagen NANBpisié mique egOBnsidfrértonthe flactrn vims hy | -

sul phuetiieylé rRahl'egp. Neanmaingsop rile ders l'héwar th proradisie, o pertieylierrdags @ pays bEnéfigiemt ey

i nocudatkemnsgj qoRditipns é@t!&'?"ee At PaFrQ)?H"?fat’?'@nf’% ‘@EFFWS@PP ngt 'I‘qt'wr‘ﬂ"i!!t o qoie

i nf ectsi"EH'gel i ver d| sease was used s cont rol ter three

passa% ”’FW plicetion dg Xirys WB % é"’&?iﬁ‘?‘?élpﬂ HANBrﬁ@’%‘él“? & was
akBn ,E g h essfrffafra teqfocpppidsyatips fupaualiigelr epidsn ected to

sulte en e avaux de nventeur que e virus ldént conformément [a préq'ser% invention,
appelé virus de I'népatite NANB épidémique, sporadique et transfusionnelle {en abrégé : "H-SET") est
également responsable de |'apparition d'hépatite de type non A non B chez des malades transfusés.
Une éiude comparative comprenant des malades polytransfusés sans hépatite infectiouse et des
35 malades atteints d'hépatite A ou B a montré I'absence d'antigdne associé au virus dans leurs selles et
I'absence de virus cultivables dans les conditions dans lesquelles le virus "H-SET" se multiplie. La souche
"H-SET" 1-617 isolée des selles d'un malade soufirant d'hépatite NANB transfusionnelle, a pu étre cultivée
sur cellules PLC/PRPS dans les conditions décrites plus haut. Les Iésions .correspondant notamment & de
nombrouses formations syncitiales apparaissent & J6-J7 précédant le décollement des cellules infectées.
40 Un procédé identique de culture est susceptible d'étre utilisé pour un isolement du virus & partiv d'un
prélévement sanguin. Les cultures infectées peuvent étre utilisées comme source d'antigéne non purifié en
vue de la caractérisation & leur surface des molécules d'anticorps provenant d'un sujet ayant contracté
I'infection (le complexe virus-anticorps étant révélé 3 I'aide d'anti-immunogiobulines humaines marquées).
La souche Clamart s'est avérée infectante pour deux singes rhésus (inoculation par ingestion (per os)
45 avec 0,5 ml d'un extrait de selle & 10 %) avec apparition de I'antigéne dans les selles entrs les 20e et 24e
jours aprds l'inoculation et avec augmentation des transaminases enire le 28e et le 328 jours (signe
caractéristique d'atteinte hépatique).

Revendications
so Revendications pour les Etats contractants sulvants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, L|, LU, NL, SE

1. Agent viral purifié, associé & I'hépatite virale NANB sporadique, épidémique et post-transfusionnelle,
caractérisé en ce qu'il est susceptible d'étre obtenu & partir de féces de patients atteints d’hépatique
NANB et qu'il se présente sous la forme de particules virales sphériques de deux types principaux,
665 associées & un méme antigéne viral :
a) des particules sphériques d'environ 75 nm de diamétre, dont la densité sur un gradient de CsCl
ost comprise entre 1,28 et 1,32 g/cm3, et qui sédimentent dans les fractions d'un gradient de
saccharose contenant entre 40 ot 41,5 % (p/v) de saccharose,
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The obj ect 0¥@8&souylgmpmerg -atjeaupis de lg GollpctignyNationale gip Cutyreg g1 Migropraspisentt i gen

obtai ned from faecal sanp Ies o varlous ori |ns Three anti en dlstrlbution

patterns %er%”‘fmsg“v%"t endigation hPeh
shows that | QFrIre\SRg V“ﬁ?@&mg’gﬁfﬂ egr 'Eﬁg’ Eﬂl"?‘@@h’?‘@"@p@%t!?f 9? %mar.sﬂ&sgreg in
the forfn 91 q ? nfi%yse nla 0\2I9d1 tl%l’%1gd e'rr he eel Sq%we
sanpl es s?‘or 12 a&ﬁt RRAToCh “nad ®heen
subj ect ed t(ﬁg;és%osn%ec"a%lrén7$’ acrtl'o'g%? geni ggeac | )[y only at a
density 0f, b ddad aibJlerfént Bk LgenN?Pal' £103 9une qabiRbR J%@ﬁe\féﬁd.@a%ds‘ﬁ' 3 ¥, cihotéhk By
densities. FeQé fon plock@i @EHiShatidn\Gir GT\ErbdkRAN et bl Skl &su.&ba@sae&dmw dghire
CsCl gradi engaraf Hicidgicus SMIEREH: Sed bienPRRA1 b enl do'dd @R Fdcaulle NIt EBbrt Yiard JesOikbtiond) Bu
procedur e asgrddithl 8V&sC13oh laAenditd @6BEonipASDLRS 1(2b0st %32 y/dreMu) dat€ le8 frébtions du
fractionat ecbrad.eaa‘ de8acciards$ Eéritdnam enfk 40104 ,59%A (pA) b sEharBe, oGS TRke W pdMictles
p6~r 0Sity of sphéligudsels7b nmide diam@Bd bnvisonaetioe Hins\Mstilactibnidngradieyt df CIORdoNER Riersitd

. @o g/ mest cbinerisessoipe/ t.18 & 1010 1glcmP, fou gartsilesrfraftidBs duogsadiont det saddbarB&Cogtenantsentre
car ried out 26retas% (piv) deusmochaipds, Squs faPme @a Partic@leGsphériquds dE2ER 30mmidediackérsi ty 30
of 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 and 1.6 respectively). 0.6-m fractions were
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the faétes preserved or treated by sonjcation.
7. 'Procédé selon la Revendication 5, caractérisé en ce que I'extrait biologique contenant I'agent viral est

constitué par une culture du virus de I'hépatite NANB, sur une lignée cellulaire continue d'hépatocytes.

. 8. Procédé selon I'une quelconqus des Revendications 6 ou 7, caractérisé en ce que l'extrait biologique
o est préalablement soumis & une centrifugation 2 5000-8000 g, & I'issue de laquelle le surnageant est
filtré & travers un filtre de porosité 0,22 um.

9. Procédé selon la Revendication 8, caraciérisé en ce que préalablement & la filtration et 2 la
centrifugation, I'extrait biologique est soumis & un traitement de dissociation physique, notamment par
35 ultra-sons, ou & un traitement de dissociation chimique.

) 10. Procédé de culture d'un agent viral selon 'une quelconque des Revendications 1 3 4, caractérisé en ce
o’ que des hépatocytes, ou des lignées cellulaires continues d'hépatocytes, sont inoculés par un extrait
de f2ces d'un patient atteint d'hépatite NANB, ou par un extrait de foie d'un singe inoculé par un extrait

40 de féces de patients souffrant d’hépatite NANB, et cultivés jusqu'a confluence de la culture.

11. Application d'un agent viral selon I'une quelconque des Revendications 1 2 4, au diagnostic in vitro de
- I'népatite NANB épidémique, sporadique, et post transfusionnslie.

45 12. Procédé de détection d'anticorps spécifiques de I'hépatite NANB et associés & la fois & I'hépatite
épidémique, sporadique, et post transfusionnelle, dans un échantillon de sang ou de produit dérivé du
sang, lequel procédé est caractérisé en ce que dans une premiére étape, 'on met en contact ledit
échantillon avec un réactif constitué par un agent viral selon I'une quelconque des Revendications 1 &
4, ot dans une deuxiéme étape, on met en évidence la formation d'un complexe antigéne-anticorps

50 entre ledit agent viral, et des anticorps spécifiques de I'hépatite NANB éventuellement présents dans
ledit échantillon.

13. Réactifs de diagnostic de I'népatite virale NANB épidémique, sporadique ou post-transfusionnelle,
caractérisés en ce qu'ils comprennent une préparation de I'antigéne viral selon I'une queiconque des
55 Revendications 1 & 4.

14. Agent thérapsutique pour le traitement de I'hépatite virale NANB épidémique, sporadique ou posi-
transfusionnelle, caractérisé en ce qu'il comprend essentiellement une préparation d'un agent viral
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chay act er i sparteulpssphériplessdewsmen dehdigmdee @nvirtn, b¥odnss s oredlerkd a6l cE ok een
sub)*e((zb ed tle deisité sstromplisecantrd N A2bMENA g/chdrof latd b€ taddipisedu Gradionp dé kacchardie
coul d be obhwatenaatierfire 126 @b2& %0p/vX decsafaharode, snns fornd He paribbles sphéryues go 26 2 BEdmeen
1.29 and 1.®&Xiamétreigs|dewsivipas de particules élent associés anirt mémkDantig@nd vikdd sucr ose for the
sucrose gr adisbfes Pariiagiescsphétiayesgimariton 75 ginzdectiigmatre, idontdes densitél ur iregradimkdesGsCl i n
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Isg\r/\T/eI;lregecms![Lz \%%Jﬁ?t réﬂésa??g é?'nzi????"?e st 8d| ed SI mul t aneously, in
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deronstrates that the 10 emc V|rus equently plays a role in

spor adi cahemstsid |s§loM\|aevelelédﬂ§r as §é?£dttﬁ§43 Qn NENiie bn Veiid! Gh Glgbift qurhlnay%ﬁtvﬁg

f aecalss saniaREERIGURE d'ine RUchE] d'tedsoﬂéﬁell\%ﬁ‘l%ﬁleﬁ \ékpa8&d 1980 Octobre 1986 sous lo numéro I-
616 auprés de la Collsction Nationale de Cultures de Microorganismes.

1 4. Procédé selon la Revendication 1, caractérisé en ce que I'on purifie un agent viral ayant los
caractéristiques d'une souche, dite "souche H-SET", déposée le 5 Février 1987 sous le numéro
40 87.02.05.02 auprés de la Collection ECACC (Grande Bretagne).

5. Procédé selon la Revendication 1, caractérisé en ce que I'extrait biologique comprenant I'agent viral est
constitué par des féces de patients atteints d*hépatite NANB.

45 6. Procédé selon la Revendication 1, caractérisé en ce que I'extrait biologique contenant I'agent viral est
constitué par une culture du virus de I'hépatite NANB, sur une lignée cellulaire continue d'hépatocytes.

7. Procédé selon l'une quelconque des Revendications 5 ou 6, caractérlsé en ce que l'extrait biologique
est préalablement soumis & une centrifugation & 5000-8000 g, & I'issue de laquelie le surnageant est
60 filtré & travers un filire de porosité 0,22 um.

8 Procédé selon la Revendication 7, caractérisé en ce que préalablement & la filtration et 3 la
centrifugation, I'extrait biologique est soumis & un traitement de dissociation physique, notamment par
ultra-sons, ou & un traitement de dissociation chimique.

56

9. Procédé de culture d'un agent viral obtenu par un procédé selon I'une quelconque des Revendications
1 2 4, caractérisé en ce que des hépatocytes, ou des lignées cellulaires continues d'hépatocytes, sont
inoculés par un extrait de féces d'un patient atteint d'hépatite NANB, ou par un extrait de foie d'un
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denonstrated by |nh|b|t|on of 20 thelr reactlon under the conditions

descri bed 2 nswe#bbfea burified viral agent according to Claim 1, called "Clamart strain”, deposited with the
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes on 30 October 1986 under the number I-617.
35
3. Strain of a purified viral agent according to Claim 1, called "Ivoirian strain" ,» deposited with the
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes on 30 October 1986 under the number 1-616.

4. Strain of a purified viral agent aocordmg to Claim 1, called "H-SET strain”, deposited with the ECACC
40 Collection (Great Britain) on 5 February 1987 under the number 87.02.05. 02

6. Process for isolating a viral agent according to any one of Claims 1 to 4, characterised in that a
biological extract containing the said viral agent is centrifuged in a CsCl gradient or in a sucrose
gradient, and in that the said agent is collected in the CsCl gradient fractions whose density is between

45 1.29 and 1.32 g/cm?® or in the sucrose gradient fractions containing between 40 and 41.5% (wh) of
sucrose, in the form of spherical particles of about 75 nm in diameter, and/or in the CsCl gradient
fractions whose density is between 1.12 and 1.19 g/cms, or in the sucrose gradient fractions containing
between 26 and 28% (w/v) of sucross, in the form of spherical particles from 25 to 30 nm in diameter.

50 6. Process according to Claim 5, characterised in that the biological extract containing the viral agent
consists of faeces from patients suffering from hepatitis NANB.

7. Process according to Claim 5, characterised in that the biological extract containing the viral agent
consists of a culture of hepatitis NANB virus on a continuous liver cell line.

8. Process according to either of Claims 8 and 7, characterlsed in that the biological exiract is subjected

beforehand to centrifugation at 5000-8000 g, at the end of which the supernatant is filtered through a
filter with a porosity of 0.22 um.
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were not 1é.j %grgﬁeﬁgc agent for the treatment of epidemic, sporadic or postiransfusional viral hepatitis NANB,
characterised in that it contains antibodies directed against a preparation of the viral antigen according
to any one of Claims 1 o 4.

ss Claims for the following Contracting States : ES, GR

) 1. Process for isolating of a viral agent associated with sporadic, epidemic and postiransfusional viral
O hepatitis NANB and capable of being obtained from the faeces of patients suffering from hepatitis
NANB, characterised in that a biological extract containing the said viral agent is centrifuged in a CsCl
40 gradient or in a sucrose gradient, and in that the said agent is collected in the CsCl gradient fractions
whose density is between 1.29 and 1.32 g/cm® or in the sucrose gradient fractions containing between
40 and 41.5% (w/V) of sucrose, in the form of spherical particles of about 75 nm in diameter, and/or in
the CsCl gradient fractions whose density is between 1.12 and 1.19 g/cm3, or in the sucrose gradient
fractions containing between 26 and 28% (w/v) of sucrose, in the form of spherical particles from 25 to
45 30 nm in diameter, both types of particles being associated with the same viral antigen:
a) spherical particles of about 75 nm in diameter whose density in a CsCl gradient is between 1.28
and 1.32 g/cm® and which sediment in the sucrose gradient fractions containing between 40 and
41.5% (wiv) of sucrose,
b) spherical particles from 25 to 30 nm in diameter whose density in a CsCl gradient is bstween
50 1.12 and 1.19 g/cm® and which sediment in the sucrose gradient fractions containing between 26
and 28% (w/v) of sucrose.

2. Process according to Claim 1, characterised in that a viral agent is purified which has the characteris-
tics of a strain, called "Clamart strain”, deposited with the Collection Nationale de Cultures de
85 Microorganismes on 30 October 1986 under the number |-617.

3. Process according to Claim 1, characterised in that a viral agent is purified which has the characteris-
tics of a strain, called "lvoirian strain”, deposited with the Collection Nationale de Cultures de
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'Of__. bl ood 11. Process for the detection of antibodies specific for hepatitis NANB and associated at the same time
' 30 with epidemic, sporadic and posttransfusional hepatitis, in a blood sample or in a sample of product
‘ derived from blood, which process is characterised in that, in a first stage, the said sample is brought
into contact with a reagent consisting of a viral agent obtained by a process, according to any one of
Claims 1 fo 4, and, in a second stage, the formation of an antigen-antibody complex betwesn the said
viral agent and antibodies specific for hepatitis NANB, which may be present in the said sampls, is

35 detected.

, 12. Application of a viral agent obtained by a process according to any one of Claims 1 to 4 in the
./ production of a therapeutic agent for the treatment of epidemic, sporadic or posttransfusional viral
hepatitis NANB.
40
Patentanspriiche
Patentanspriiche flir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1. Goreinigtes virales Mittel, assozilert mit der sporadischen, epidemischen und posttransfusionellen
45 viralen Hepatitis NANB, dadurch gekennzelchnet, daB es aus dem Stuhl von Patienten mit Hepatitis
NANB erhalten werden kann und da8 es in der Form von kugelfSrmigen viralen Teilchen von zwei
Haupttypen, die mit einem gleichen viralen Antigen assoziiert sind, vorliegt:
{a) kugelférmige Teilchen mit einem Durchmesser von ungefihr 75 nm, deren Dichte auf einem
CsCl-Gradienten zwischen 1,28 und 1,32 g/cm? liegt und die in den Fraktionen eines Saccharossgra-
50 dienten, die zwischen 40 und 41,5 % (Gewicht/'Vol.) Saccharose enthalten, sedimentisren,
{(b) kugelférmige Teilchen mit einem Durchmesser von 25 bis 30 nm, deren Dichte in sinem CsCl-
Gradienten zwischen 1,12 und 1,19 g/icm? liegt und die in den Frakiionen eines Saccharosegradien-
ten, die zwischen 26 und 28 % (Gewicht/Vol.) Saccharose enthalten, sedimentieren.

56 2. Stamm eines gereinigten viralen Mittels nach Anspruch 1 mit der Bezsichnung "Stamm Clamart”,

hinterlegt am 30. Oktober 1986 unter der Nummer I-617 bei der Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes.
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einer chemischen Dissoziationsbehandlung unterworfen wird.

se

10. Verfahren zur Zlchtung eines viralen Mittels nach einem der Ansprliche 1 bis 4, dadurch gekenn-

35 zeichnet, da8 Hepatozyten oder kontinuierliche Hepatozytenzelllinion mit einem Stuhlextrakt eines

Patienten mit Hepatitis NANB oder mit einem Extrakt der Leber eines Affen, der mit einem Stuhlextrakt

_, von Patienten, die an Hepatitis NANB leiden, inokuliert worden war, inokuliert werden und bis zum
vy Zusammenfliefen der Kultur gezlichtet werden.

40 11. Verwendung eines viralen Mittels nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur in-vitro-Diagnose der
epidemischen, sporadischen und posttransfusionellen Hepatitis NANB.

12. Verfahren zur Detektion von spezifischen Hepatitis-NANB-AntikSrpern, die gleichzeitig mit der epidemi-
schen, sporadischen und posttransfusionellen Hepatitis in Zusammenhang stehen, in einer Blutprobe
45 oder einem von Blut abgeleiteten Produkt, dadurch gekennzeichnet, daf man im ersten Schritt die
Probe mit einem Reagenz, das aus einem viralen Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 4 besteht, in
Kontakt bringt, und in einem zweiten Schritt die Bildung eines Antigen-Antik&rper-Komplexes zwischen
dem viralen Mittel und den spezifischen Hepatitis-NANB-Antikérpern, die gegebenenfalls in der Probe
vorlisgen, nachweist.
50
13. Reagenzien zur Diagnose der epidemischen, sporadischen und positransfusionsllen viralen Hepatitis
NANB, dadurch gekennzelchnet, daB sie ein Préparat eines viralen Antigens nach einem der
Ansprliche 1 bis 4 umfassen.

5 14. Therapeutisches Mittél zur Behandlung der epidemischen, sporadischen oder posttransfusionellen

viralen Hepatitis NANB, dadurch gekennzeichnet, dag es im wesentlichen ein Priparat eines viralen
Mittels nach einem der Ansprliche 1 bis 4 umfast.
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3. Vertahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB man ein virales Mittel reinigt, das die
Eigenschaften eines Stammes mit der Bezeichnung "Stamm Ivoirienne", hinterlegt am 30. Oktober
35 1986 unter der Nummer 1-616 bei der Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, besitzt.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 man ein virales Mittel reinigt, das die
N\ . Eigenschaften sines Stammes mit der Bezeichnung "Stamm H-SET", hinterlegt am 5. Februar 1987
unter der Nummer 87.02.05.02 bei der Collection ECACC (GroBbritannien), besitzt.

6. Verfahren nach Anspt'uch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 der biologische Exirakt, der das virale
Mittel enthdit, aus dem Stuhl von Patienten mit Hepatitis NANB bestsht.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB8 der biologische Extraki, der das virale
45 Mittel enthéit, aus einer Kultur des Hepatitis-NANB-Virus auf einer kontinuierlichen Hepatozytenzelllinie
besteht.

7. Verfahren nach einem der Ansprliche 5 oder 6, dadurch gekennzelchnet, daB der biologische Extrakt
zuvor bei 5000 bis 8000 g zentrifugiert wird, wonach der Uberstand Uber ein Filter mit einer PorengréBe
50 von 0,22 um filtriert wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzelchnet, daB vor der Filtration und der Zentrifugation der
biologische Exirakt einer physikalischen Dissoziationshehandlung, inshesondere durch Ultraschall, oder
einer chemischen Dissoziationsbshandlung unterworfen wird.

9. Verfahren zur Ziichtung eines viralen Mittels, erhalten nach einem Verfahren nach einem der Ansprii-

che 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB Hepatozyten oder kontinuierliche Hepatozytenzelllinien mit
einem Stuhlextrakt eines Patisnton mit Hepatitis NANB oder mit einem Extrakt der Leber eines Affen,

19



25 NANB, or with a liver extract froma nonkey inoc cal
extract *from patients suffering gp@ayrgsoli tis NANB, ;” 'ﬁ@!m Hiﬂ t he
cul ture becones confluent. 11) Application of a vilk n dGCOkdi ng
to any one 30 of Clainms 1 to 4, in the in vitro diagnosis of epidemc,
spor adi ¢ aded niosiném Bugilentsskio nanl Pétioyart, idid sn apilitis NANB leidenPrirokuliers woien twae

det ecti on iodkuliertiweten ureiisszymcAubammentiefoh dgrdwitur gezibbidtiBerden! associ ated at the
same tinme with epidemc, sporadic and posttransfusional hepatitis, in a 35
bl ood sé?er@”Qﬂ#"ng wmsanqgh gingrp Vpltabmeech@mem\ﬂ@w\ﬁsp@mem Rind efhelm%’h"fﬁﬂbvés's is
char att er | ZeiivtarDisganse dergpigerisanar, sroragigenen t"l‘f’eP°§‘HP’l§f“§'ﬂlﬂh"é’"?'%" Hapatilig NANB.nt o

contact wth a reagent conS| stl ng of a viral agent accordi n% to anX one of
d ai s 11tY? '?’ fr dig ,P%‘{ ddnegle zeitig

gRoAEShAN
‘f 9@ PB’ ‘ S'W.L ﬁt‘“ Zrrgmmenh q@%- in
e AT TR e

det ecfed.

bron 53“? G oP R gﬁf{m
pOSt”a“SfHJE ?l blg%hdﬁf r{tl en- rpef: E:Q'; ’ defh

% %&r
a prepar atmpa?en A RAN B Ol Rfa@wd&m ﬂ;@a g o
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NANB, 20 characterised in that it contains antibodies directed agai nst a
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