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Tesumeé

Le virus de I’hépatite B (VHB) est le plus petit virus animal enveloppé a acide
désoxyribonucléique (ADN de 3200 paires de bases). Le VHB constitue le prototype de la famille des
Hepadnaviridae . Les caractéristiques de ce virus sont sa haute spécificité d’espeéce (I’homme et le
chimpanzé) et de type cellulaire (I’hépatocyte), et sa structure génomique particuliere (partiellement
double brin) avec un mécanisme de réplication asymétrique impliquant une activité transcriptase

inverse.

La méthode immuno-enzymatiques de type ELISA constitue une technique de base pour le
diagnostic de la maladie. Dans notre étude, sur 14 sérums testés, un cas a montré un resultat positif
(présence des anticorps anti-VHB). Dans notre travail également nous avons réalisé une étude
statistique sur 6 malades qui ont été pris en charge par le service d’épidémiologie du EPH Oued
Rhiou (d’une période allant du 2019- 2020). Les résultats de 1’étude montrent que les malades ayant
un age entre 29 ans et 40 ans sont les plus touchés par le VHB, une dominance masculine est
enregistrée. Les soins dentaires et I’hospitalisation constituent les principaux modes de contamination

par le virus VHB.

Finalement les préventions restent toujours les meilleurs moyens pour lutter contre cette
maladie infectieuse tels que la sensibilisation et I’information de la population pour réduire les risques

de transmission de cette maladie.

Mots clés : Hépatite, virus de I’HBV, transmission, diagnostic, Epidémiologie.



Ulistvact

Hepatitis B virus (HBV) is the smallest enveloped animal virus with deoxyribonucleic acid
(3200 base pair DNA). HBV is the prototype of the Hepadnaviridae family. The characteristics of
this virus are its high specificity of species (man and chimpanzee) and cell type (hepatocyte), and its
particular genomic structure (partially double-stranded) with an asymmetric replication mechanism

involving transcriptase activity. reverse.

The ELISA-type enzyme-linked immunosorbent assay constitutes a basic technique for
diagnosing the disease. In our study, out of 14 sera tested, one case showed a positive result
(presence of anti-HBV antibodies). In our work we also carried out a statistical study on 6 patients
who were taken care of by the epidemiology service of EPH Oued Rhiou (from 2019-2020). The
results of the study show that patients aged between 29 and 40 years are the most affected by HBV,
male dominance is recorded. Dental care and hospitalization are the main modes of infection with the
HBV virus.

Finally, prevention is still the best way to fight this infectious disease, such as raising
awareness and informing the population to reduce the risk of transmission of this disease.

Keywords: Hepatitis, HBV virus, transmission, diagnosis, Epidemiology.
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Introduction :

Le terme hépatite est utilisé pour désigner toute inflammation du foie, il vient du greché par
signifiant foie. L hépatite est généralement causée par une infection virale, mais elle peut également
étre due a des agents ou a des poisons chimiques, a des médicaments, a des bactéries ou toxines

bactériennes, a une maladie amibienne et a certaines infections parasitaires .

L’hépatite B est une maladie infectieuse grave, extrémement contagieuse, qui provoquerait plus
de 600 000 déces par an dans le monde [1], En 2010, On estime a 2 milliards le nombre de personnes
touchées par cette maladie, dont 65 millions en Afrique [2] ; et plus de 350 millions sont des
porteurs chroniques capables de transmettre le virus pendant des années [3], Entre 15 et 40 % de ces
derniers développent des complications hépatiques de type cirrhose, lésion du foie et

hépatocarcinome [4], ce dernier constituant le cinquiéme cancer le plus fréguent dans le monde [5].

Le virus présent dans de nombreux fluides corporels tels que le sang, la salive, le sperme et la
sueur des individus infectés [6] est facilement transmis par contact avec ces fluides et est 50 a 100

fois plus infectieux que le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH) [7] .

Depuis plus de 20 ans, il existe un vaccin contre I'hépatite B dont I'efficacité et I'innocuité sont
reconnues. La prévention vaccinale permettrait d'éviter au moins 85% a 90% des déces liés a
I'infection a VHB. L'objectif principal de la vaccination contre I'népatite B vise & prévenir les
infections chroniques qui entrainent plus tard des pathologies hépatiques. La prévention des
infections chroniques a VHB vise a réduire également le réservoir principal pour la transmission de

nouvelles infections .

L’objectif de notre travail porte sur une étude rétrospective au sein du laboratoire de Sérologie
du EPH Oued rhiou afin de mettre en évidence des malades atteints du virus de I’hépatite B. Un
diagnostic de la maladie est réalisé par ’application de la technique immunologique ELISA. Et nous
avons évalué certains parametres qui semblent étre liés avec 1’apparition et I’évolution de la maladie

(I’age, sexe, mode transmission) on effectuant une étude statistique descriptive.
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_ Etude Bibliographique

|. Virus de L’hépatite B :
1. Généralité :

Les hépatites virales sont des infections systémiques atteignant préférentiellement le foie et
entrainant des altérations hépatocytaires, des lésions inflammatoires et une élévation des
transaminases seriques. Outre I'Epstein Barr Virus, le cytomégalovirus et certains arbovirus qui
n'atteignent que secondairement ou occasionnellement le foie, six virus répondent a cette définition :
le Virus de I'Hépatite A (VHA), Virus de I'Hépatite B (VHB), Virus de I'Hépatite C (VHC), Virus de
I'Hépatite Delta (VHD), Virus de I'Hépatite E (VHE) et le TTV (Transfusion Transmitted
Virus) ,Parmi ces virus hépato tropes, seuls le VHB, le VHC et le VHD associé au VHB peuvent

entrainer une hépatite virale chronique, pouvant se compliquer de cirrhose et de Carcinome
Hépatocellulaire (CHC)[8].

Certains auteurs ont signalé que l'aptitude a détecter I'ADN du VHB dans le sérum a une valeur
pronostique en ce qui concerne I'évolution des infections aigués et chroniques dues au VHB [9,10] ,
La méthodologie peut permettre la détection de I'ADN du VHB apreés clairance de I'AgHBs [11] ou la
détection du VHB en I'absence de marqueur sérologique , Cependant, on n'a pas encore établi de

relation entre les marqueurs sérologiques et les taux d'/ADN du VHB [12].

L'efficacité du traitement antiviral utilisé pour les patients porteurs du VHB peut aussi étre
évaluée grace aux marqueurs sérologiques ou par une mesure de la fonction enzymatique du foie.
Néanmoins, le dosage quantitatif de I'ADN viral du VHB dans le sérum ou le plasma est considéré
comme la mesure la plus directe et la plus fiable de la réplication virale [13], On a montré qu'une
chute rapide et persistante des taux d'/ADN du VHB chez des patients recevant un traitement a base
d'interféron alpha, de lamivudine ou de Ganciclovir est un facteur prédictif d'évolution favorable sous
traitement [14].

La surveillance des taux d'’ADN du VHB permet de predire le developpement d'une résistance a
la lamivudine. Par conséquent, un test quantitatif offrant un dosage de I'ADN du VHB est un outil
utile que I'on peut utiliser en association avec d'autres marqueurs sérologiques lors de la prise en

charge d'une infection par le VHB.
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2.Découvert de Virus de L hépatite B :

La premiere epidémie enregistrée d'hépatite B est observée par Lurman en 1885 : un foyer de
variole a été signalé a Bréme en 1883 et 1 289 employé des chantiers navals ont été vaccinés avec la
lymphe d'autres personnes ; aprés plusieurs semaines, et jusqua huit mois plus tard, 191 des
travailleurs vaccinés sont tombés malades et ont présenté un ictére, une hépatite sérique a alors été
diagnostiquée. Les autres employés, inoculés avec des lots de lymphe différents, sont restés en bonne
santé. La publication de Lurman, aujourd’hui considérée comme un exemple classique d'étude
épidémiologique, prouve que la contamination lymphatique était a 1'origine de 1’épidémie. Plus tard,
de nombreux cas similaires sont signalés a la suite de l'introduction, en 1909, des aiguilles
hypodermiques, utilisées et réutilisées de nombreuses fois pour I'administration de Salvarsan dans le

traitement de la syphilis [15].

L’existence d’un virus est soupgonnée des 1947 [16] , mais le virus n'est découvert qu'en 1963
quand Baruch Blumberg, un généticien travaillant alors au NIH américain, met en évidence une
réaction inhabituelle entre le sérum d’individus polytransfusés et celui d’un aborigéne australien. Il
pense avoir découvert une nouvelle lipoprotéine dans la population autochtone, qu’il désigne sous le
nom d’antigéne « Australia » (connu plus tard sous le nom d’antigéne de surface de I'hépatite B, ou
AgHBs) [17], En 1967, Blumberg publie un article montrant la relation entre cet antigene et
I’hépatite. Le nom HBs s'imposera par la suite pour désigner cet antigene. Pour la découverte de
l'antigene et pour la conception de la premiere génération de vaccins contre 1’hépatite, Blumberg

recevra le prix Nobel de médecine en 1976 [18].

Les particules virales sont observées en 1970, au microscope électronique [19] , Le génome du
virus est séquencé en 1979 [20] et les premiers vaccins sont expérimentés en 1980 [21] , Différents
génotypes (au moins neuf, notés de A a I) sont identifiés, et leur répartition géographique étudiée
[22.23] , L'étude en 2018 de 12 génomes du virus dans des ossements vieux de 800 a 4 500 ans,
combinee a des résultats moins complets sur 304 autres squelettes anciens, retrace I'évolution du virus
et sa parenté avec des virus de I'népatite B chez les grands singes, La répartition géographique des
génomes anciens n'est pas identique a la répartition actuelle mais elle est compatible avec ce qu'on
sait des migrations humaines a I'age du bronze et a I'age du fer. La dérive genétique est estimée a 8—
15 x 10—6 substitutions de nucléotides par site et par an, ce qui implique pour la racine de l'arbre

généalogique des virus de I'népatite B un age compris entre 8 600 et 20 900 ans.
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3. Structure de la particule Virale :

Apres la découverte de I’Ag Australia par Blumberg dans le plasma d’un aborigéne australien
au début des années 1960, la présence de cet antigéne sera identifiée comme marqueur de certaines
des hépatites virales post transfusionnelles. La notion de virus de 1’hépatite B et d’antigéne HBs
(AgHBs) apparaitra quelques années plus tard [24]. En 1970, Dane identifie en microscopie

¢lectronique des particules virales dans le sérum d’un patient atteint d’hépatite [25] .

Les particules de Dane (Fig.01) sont des structures sphériques ayant un diamétre externe
d’environ 42 nm qui circulent dans le sang a une concentration pouvant atteindre 1010 particules par

ml chez certains patients. Elles correspondent aux virions complets infectieux et se composent :

e d’une enveloppe lipoprotéique acquise lors du bourgeonnement a partir du réticulum
endoplasmique et contenant trois protéines virales de surface : L (pour « large »), M (pour
« middle ») et S (pour « small »). Ces protéines L, M et S sont présentes dans 1’enveloppe

du virus selon un ratio 1:1:4 [26].

e d’une nucléocapside icosaedrique de 27 nm environ formée par I’assemblage de 120

diméres d’une protéine nommée Core (ou AgHBC).

e une copie unique du génome viral associée de facon covalente a la polymérase virale. Des
études montrent également la présence de protéines cellulaires telles que des protéines

sérines kinases dans ces virions complets [27].
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Protéine majeur du surface
Protéine moyenne du surface

Capside icosaédrique

. Grande protéine du surface
"~ (S+ preS2+PreS1)

ADN

Polymérase Virale

Figure 1 : Représentation schématique du VHB.

L’assemblage des protéines HBc en homodimeéres forme la capside
icosaédrique qui enferme le génome et la polymérase virale. Les différentes
formes de protéines de surface (AgHBs) s’assemblent et se lient a la

membrane du RE cellulaire pour former 1’enveloppe virale.
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4. Génomes et Protéines :

4.1. Organisation du génome :

4.1.1. Constitution du génome viral :

Le génome du VHB est extrémement compact étant donnée sa petite taille (3221 pb maximum
pour le génotype A qui est le plus long) et la présence de 4 cadres de lecture et de nombreux éléments
de régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle [28] .

Le génome du VHB est un ADN circulaire, partiellement double brin et non fermé de maniére
covalente, La numérotation du génome est artificiellement commencée au site de restriction EcoRI
dans la région préS2. Les 2 brins sont inégaux et I’ADN circulaire est fermé de fagcon non covalente.
Le brin de polarité négative (-) est le plus long. Une polymérase est liée de fagon covalente a son
extrémité 5°. Le brin de polarité positive (+) est incomplet. Son extrémité 5’ est complémentaire de
I’extrémité 5 du brin (-) sur quelques paires de bases afin de garantir la forme circulaire du génome
[29,30].

4.1.2. Cadres de lectures ouverts :

Une autre particularité du VHB est que le génome viral possede quatre cadres de lecture

ouverts chevauchants Tous situés sur le brin (+) [31] (Fig.02) :

S : les 3 protéines de surface : Small (SHBs : domaine S), Medium (MHBs : domaines S et préS2) et
Large (LHBs : domaines S, préS2 et préS1)

C : la protéine core et I’Antigéne HBe (AgHBe : domaines core et précore).

P : la polymérase.
X : protéine X.

Le géne P qui code pour la polymeérase virale (Pol) a activité transcriptase inverse couvre 80 %
du génome et chevauche, au moins partiellement, tous les autres cadres de lecture ; la fin du géne X
qui code pour la protéine X chevauche le début du cadre C. Cette capacité génétique est aussi
augmentée par le fait que les quatre cadres de lecture codent en fait pour sept protéines virales
distinctes. Le virus augmente sa complexité génétique en jouant sur les sites d’initiation de la

transcription des acides ribonucléiques messagers (ARNm) et 1’utilisation de codons d’initiation
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(ATG) alternatifs de la synthese protéique pour générer plusieurs protéines a partir du méme cadre de
lecture. Ainsi, le cadre S code pour trois protéines, la grande protéine de surface (L ou PréSl), la

moyenne protéine de surface (M ou PréS2) et la protéine de surface majeure (AgHBS).

Le cadre C code pour deux protéines, la protéine pré-C/C (qui générera I’AgHBe) et la protéine

C (protéine de capside ou AgHBC).

Chaque nucléotide du VHB participe donc au codage d’au moins une protéine virale et parfois
jusqu’a quatre protéines distinctes. De plus les éléments de régulation chevauchent eux aussi des
cadres de lecture. Cette extréme complexité est expliquée par la petite taille du génome du VHB,

mais impose également des contraintes quant aux variations que le génome peut tolérer [32].

Prés2 S

PréS1

Proteine d’envlope

Brin(-) f"-‘__ -8 —— Polymérase Virale
GRE \
Brin(+) :
ENH
- C
AgHibc AdnRc
AgHbe Pré-
. X

AgHbx el

Figure 02 : Organisation génomique du virus de I’hépatite B (VHB, Hepatitis B Virus). Le
génome VHB est un génome a acide désoxyribonucléique (ADN) de 3200 nucléeotides
comportant quatre phases de lecture ouverte codant pour les principales proteines virales :
protéine C (AgHBc), protéine pré-C/C (AgHBe), protéines d’enveloppe (AgHBs, préS2,
préS1), polymérase virale (Pol) a activité transcriptase inverse, protéine X (AgHBX). La
position des éléments de régulation est indiquée. GRE : glucocorticoid responsive element
ou ¢lément de réponse aux glucocorticoides ; Enh : enhancer ou amplificateur d’expression
; DR : direct repeat ou répétition directe ; TATAA : boite « TATA ». Le déterminant « a »
code pour les anticorps neutralisants anti-HBs induits par la vaccination. Le motif YMDD

est situé au niveau du site actif de la Pol.
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4.1.3. Eléments regulateurs :

La transcription de I’ADN est médiée par la présence de séquences régulatrices virales (Fig.02)
Parmi celles-ci, les séquences EN1 et EN2 pour Enhancer I et II qui permettent d’activer la
transcription de I’ensemble des ARN viraux via différentes cytokines hépatiques notamment, et de
certains genes hétes intervenant dans la régulation du cycle cellulaire [33] , La séquence GRE
(Glucocorticoide Responsive Element), située dans le géne S, permet d’augmenter jusqu’a cinq fois
I’activité transcriptionnelle via EN1 [34] , Enfin une séquence PRE (Post-transcriptionnal Regulatory
Element) est probablement impliquée dans la régulation de I’épissage des ARN viraux et ’export des

ARNM viraux non épissés vers le cytoplasme [35].

VHB posséde quatre promoteurs et deux enhancers de la transcription :

e Le promoteur Core régule la transcription de deux ARN de 3,5 kb. Ces transcrits ne different que
d’une vingtaine de nucléotides mais ils ont des propriétés trés différentes [36] ,Son réle est
primordial puisque I’ARNpg est la matrice pour la réplication du génome viral et pour la synthése
des ARNm des protéines HBc et pol. Son activité, maximale dans le foie, est principalement

modulée par EN2.

e Le promoteur PréS1 contrdle la transcription de I’ARNm de la protéine PréS1 correspondant a un
ARN de 2,4 kb. C’est un promoteur a faible spécificité hépatique. Il a pour particularité d’étre le
seul promoteur des hépadnavirus a posséder une TATA box, élément retrouvé chez la plupart des
promoteurs eucaryotes. [37] La régulation de I’expression de PréS1 est un point essentiel du cycle
viral car 1’exces de protéine PréS1 par rapport a la protéine S inhibe la sécrétion des particules
virales [38].

e Le promoteur S contrdle la transcription des ARNm (2,1kb) de la protéine PréS2 et S. Ce promoteur

est régulé positivement par I’Enh 2 et plus faiblement par I’Enh 1.

e Le promoteur X contrdle la transcription d’un petit ARNm de 0,7 kb codant pour la protéine HBX.
La fonction, la position, le ré6le du promoteur X sont mal connus. In vitro c’est un promoteur fort,

mais son activité apparait régulée négativement dans le foie pour la protéine HBx [39].
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4.2. Les proteines virales :

4.2.1. Polymérase virale :

L’ADN polymérase est codée par la plus grande partie du génome, I’ORF P. Cette protéine a
plusieurs activités et comporte 4 domaines protéiques [40,41] (Fig.03) :

le domaine « protéine terminale » qui se lie a I’extrémité 5 du brin (=) d’ADN dans la particule

virale et sert également d’amorce a I’initiation de sa synthése (primase).

le domaine « espaceur » ou « charniére » qui ne correspond a aucun peptide mais dont la taille et le
repliement permettent une interaction des différents domaines avec le génome viral. Elle est

¢galement indispensable pour assurer 1’encapsidation de 1’acide nucléique.

le domaine « transcriptase inverse/ADN polymérase » qui est une transcriptase inverse et qui assure
la synthese de I’ADN génomique puis, celle du 2éme brin d’ADN complémentaire a partir de I’ARN
pré-génomique. Ce domaine contient au site actif le motif peptidique YMDD qui est également
présent dans la transcriptase inverse du VIH.

le domaine « RNaseH posséde une activité enzymatique de type RNaseH, c’est-a-dire qu’il est

capable de digérer

RNaseH

1 179180 348 349 692693 845"

(rt1) (rt 344)
GVGLSPFLLA  YMDD

1 i 47 75 01 163 189 200 210 230 141 M7 257

Figure 03: Schema de la région codant la polymérase du VHB.

Les quatre régions (protéine terminale, espaceur, transcriptase inverse et RNAse H)
de la polymérase sont indiquées. La transcriptase inverse comporte différents
domaines (A-G) impliqués dans ’activité enzymatique. On trouve dans le domaine
catalytique C, le motif YMDD (souligné) commun au VIH et dont la mutation

confere la résistance a la lamivudine [42].
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4.2.2. Protéines HBc et HBe :

Ces deux protéines sont codées par le cadre de lecture C, La protéine HBc constitutive de la
capside virale codée par la région C Elle posséde une partie C-terminale basique, composée de quatre
motifs de plusieurs résidus arginine a la suite. Ce domaine basique permet des interactions entre la
capside et ’ARN ou I’ADN viral encapsidé. Elle contient plusieurs sites de phosphorylation, et son
état de phosphorylation régule les interactions avec les acides nucléiques. Elle contient également des
sites de localisation nucléaire, ce qui permet de diriger I’ADN viral vers le noyau lors de I’infection
d’un hépatocyte. L’AgHBc (capside virale) est trés immunogene, et 1’apparition d’anticorps anti-HBcC

est le premier marqueur de I’infection virale B aigué [43,44] .(Fig 04).

Figure 04: Structures des complexes d’AgHBc [45]. Un dimére d’AgHBc.
(B) Une capside de symétrie T=4 principalement retrouvée chez les patients
(environ 95% des virions), constituée de 120 dimeres d’AgHBc. La capside

de symétrie T=3 est construite a partir de 90 diméres d’AgHBc.

La protéine pré-C/C, précurseur de I’AgHBe, est une protéine codée par la région pré-C/C,
comprenant en N-terminal 29 acides aminés supplémentaires correspondant a la région pré- C qui est
tres hydrophobe [46] ,Cette région constitue un peptide signal permettant de cibler I’AgHBe naissant
vers le réticulum endoplasmique et les voies de sécrétion. La protéine pré-C/C subit alors une
maturation par élimination de la partie N-terminale basique de la protéine HBc, clivage du signal
peptide et sécrétion de 1’AgHBe L’antigénicité HBe est distincte de 1’antigénicit¢ HBc. L’AgHBe

n’est pas essentiel pour le cycle réplicatif du VHB [47] , Néanmoins, sa présence dans le sérum est un

10
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marqueur de réplication active du virus. La séroconversion vers un état anti-HBe marque, en général
mais pas toujours, la fin de la réplication virale active et le début de la résolution de I’hépatite (Fig
05).

ADN VHB : ORF PC/C (636 pb)

Transcription

— o w mm w o o o ow oy mm s o d Em w Em E E ARMm PC 13,5 k)

Traduction

taturation pratéolytique
T

———— AgHBe (16kDa)

Figure 05: Etapes de la synthése de I’AgHBe.

L’ ARNmM PC est le plus long des ARN viraux transcrits. La maturation
protéolytique a lieu dans le RE grace au peptide signal en N-terminale (19
nucléotides) qui est clivé par la suite[48].

4.2.3. Les protéines d’enveloppe :

Un seul cadre ouvert de lecture (région PréS/S) code les trois protéines de surface de tailles
differentes mais qui ont la méme extrémité carboxyle. 1l contient trois codons d’initiation en phase
qui divisent cette séquence codante en trois régions Pré-S1, Pré-S2 et S. Les trois protéines
synthétisées sont partiellement glycosylées dans la cellule et existent sous deux formes et six

protéines différentes sont ainsi produites :

e La protéine S ou AgHBs, , représente 85% des protéines de surface. Elle présente un site de

glycosylation et sa synthese est médiée par le promoteur S.

e La protéine moyenne M comporte une extension en N-terminale qui sera présente dans la lumiére du
RE donc a la surface des particules virales. Son expression est également sous 1’influence du

promoteur S et elle posséde un deuxieme site de glycosylation par rapport a ’AgHBs.

11
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e La troisiéme protéine, L, est issue de son propre ARNm dont I’expression est médiée par le
promoteur préS1. La protéine L est présente sous 2 formes. Dans la premiére, la partie N-terminale
(préS1 particulierement) est complétement orientée dans la lumiére du RE et donc exprimée a la
surface des particules virales. Cette disposition est un élément essentiel pour la reconnaissance des
virions par les hépatocytes, La seconde expose la partie N-terminale (régions préS1 et préS2) dans le
cytosol et est indispensable pour la fixation de la capside virale et 1’assemblage des virions [49]
(Fig 06).

preS1 preS2 S
107 aa 55 aa 226 aa
2 108 100 163 18 [ ] 89
L ! ) (") ()
%
M __0 iLx ()
%)
S ) (") ()

Figure 06 : Schéma de la région codant les trois protéines d’enveloppe (L, M,
S) Les quatre domaines transmembranaires et les sites de glycosylation et de
reconnaissance des hépatocytes sont représentés.

4.2.4. Protéine HBx :

C’est une petite protéine de 154 acides aminés, sans caractéristique biochimique particuliére.
La protéine HBXx est codée par le cadre de lecture X [50] , L’AgHBx est instable avec un temps de
demi- vie tres court et il est difficile de le mettre en évidence lors des infections virales B. La réalité

de son existence a été démontrée par le fait qu’un grand nombre de patients ont des anti-HBX [51].

Récemment : la protéine virale serait associée a une hyper phosphorylation de p53 qui
entrainerait une modification de la régulation de la mort cellulaire gérée par la protéine cellulaire [52]
, Egalement, la diminution de I’expression de la voie cellulaire TRIF induisant I’interféron (IFN) par
la protéine HBx permettrait au virus d’échapper au systéme immunitaire et ainsi d’établir une
infection chronique [53]. Cependant, cette protéine est absente chez le DHBV alors que I’infection
chronique est possible chez le canard. Le role de cette protéine est aujourd’hui encore exploré,

notamment son implication dans les processus oncogenes [54].
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5.Le cycle Virale :

Une fois la cellule cible reconnue grace a une interaction entre le domaine pré-S1 et des
récepteurs membranaires, le virion pénétre dans la cellule. Libéré de la nucléocapside, I'ADN viral,
partiellement double brin, est importé dans le noyau ou une ADN polymérase cellulaire le transforme
en une forme dite « super-enroulée » totalement bicaténaire. Cet ADN « super-enroulé » sert de
matrice pour la transcription, par une ARN polymérase cellulaire, des ARN messagers (ARNm) et de
I'ARN pré génomique. La persistance de I'ADN « super-enroulé » dans les cellules infectées, assurée
par un retour d'une partie des nucléocapsides dans le noyau, joue un réle important dans I'évolution
chronique de l'infection par le VHB , A l'extrémité 5' de I'ARN pré génomique, une structure
secondaire en épingle a cheveux (appelée €) permet une encapsidation spécifique de cet ARN,
excluant les ARNm viraux et cellulaires. Cette encapsidation est déclenchée par une interaction entre
la structure e et I'ADN polymérase virale, suivie d'un assemblage multimérique de la protéine de

capside autour de ce complexe [55].

Une fois les nucléocapsides formées, I'ARN pré génomique sert de matrice au processus de
transcription inverse donnant un brin moins d'ADN. La synthese commence dans la zone DR1. Le
signal d'encapsidation a I'extrémité 5' de I'ARN pré génomique joue un réle dans le déclenchement de
cette transcription inverse. Parallelement au processus d'élongation du brin moins d'’ADN, une

activité ARNaseH de la polymérase dégrade I'ARN pré génomique qui a servi de matrice [56].

Cette synthese commence dans la zone DR2 du brin moins. Elle est déclenchée par un
oligoribonucléotide de I'extrémité 5' de I'ARN pré génomique. L'ADN se circularise et devient
bicaténaire avec I'élongation du brin plus. Dans le méme temps, les capsides contenant I'ADN viral
en cours de réplication poursuivent un processus de maturation. Le virion se forme par
bourgeonnement de la nucléocapside a travers la membrane d'un compartiment pré golgien contenant
les protéines d'enveloppe du VHB, avant d'étre sécrété. Le bourgeonnement a pour effet de stopper
I'¢longation du brin plus. Ce phénoméne explique le caractére partiellement bicaténaire de I'ADN

viral avec un brin plus de longueur variable (Fig 07) [57].
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Figure 07 : Cycle virale de I’hépatite B (VHB) [58].
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Il1. La variabilité du VHB :

Classiquement, la variabilité des virus a ADN est inférieure a celle des virus a ARN.
Cependant, pour le VHB et I’ensemble des Hepadnavirus, on observe une variabilité génétique
particulierement élevée qui peut s’expliquer par trois mécanismes principaux. : Reverse transcription

- Réplication virale élevée - Persistance virale [59].

Ces trois mécanismes associés font du VHB un des virus les plus variables : statistiquement,
chaque nucléotide du génome peut subir une mutation chaque jour. Cependant, la plupart de ces
variants sont défectifs et sont éliminés. D’autres présentent des mutations silencieuses sans
conséquence sur la fonction ou la structure des protéines virales. Enfin, considérant la particularité du
génome du VHB qui comporte quatre cadres de lectures chevauchants, une mutation en un point peut

affecter plusieurs genes alors que le fitness de la particule virale doit étre conserveé [60].

1. La Variabilité Génotypique :
1.1. Génotype :

Les souches virales sont classées en génotypes et en sous-types en fonction du pourcentage
d’homologie nucléotidique sur I’ensemble du génome. Les souches ayant une divergence inférieure a
8% sont du méme génotype et celles ayant une divergence inférieure a 4% sont du méme sous-type
[61]. Au sein des génotypes A a D et F, il existe un nombre varié de sous-génotypes. Une
cartographie de la distribution mondiale des génotypes montre qu’il existe des différences entre les
régions du monde et les ethnies .Parmi les 8 principaux génotypes (A-H), les génotypes A et D
représentent les génotypes les plus frequemment isolés en Europe et en Afrique. Les génotypes B et C
circulent majoritairement en Asie [62], tandis que le génotype E est le génotype majoritaire en
Afrique Centrale et en Afrique de I’Ouest. Les génotypes F et H sont quasi exclusivement retrouvés
en Amerique Latine et en Alaska [63]. Le génotype G est régulierement isolé en Europe et aux Etats-
Unis [64]. Une cartographie de la distribution des génotypes du VHB en France réalisée en 2013
aupres des centres experts en hépatologie montrait que le génotype D (34,5%) était majoritaire, suivi
respectivement des génotypes E (27,4%), A (25,8%), C (6,3%), B (5,2%), G (0,5%) et F (0,3%). (Fig

08).
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Figure 08 : Répartition des génotypes du VHB

Le VHB s'est probablement disséminé dans la population humaine et a suivi les mouvements
migratoires des populations. Ainsi, les différentes souches ont évolué indépendamment les unes des

autres.

Les propriétés biologiques des différents géenotypes pourraient influencer la progression de la
maladie hépatique vers la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire, et la réponse virologique au

traitement par I’interféron alpha.

1.2. Sérotype :

Il existe deux autres déterminants au sein de I'Ag HBs en plus du déterminant "a" qui sont a
I'origine de la classification des différents sérotypes. Il s'agit des déterminants d/y et w/r qui sont
définis selon la nature des acides aminés en position 122 et 160. Quatre sous-types principaux sont
ainsi décrits : ayr, adr, adw, ayw La connaissance de ces sérotypes n'a qu'un intérét épidémiologique
[65].
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2.La Variabilité Phénotypique :

Une pression de sélection peut étre a l'origine de [l'apparition de certains mutants
phénotypiques. La majorité des variants sont défectifs et ne peuvent se répliquer. Certaines mutations
sont donc sans influence. Il existe tout de méme au sein de l'organisation compacte du génome des
points chauds de mutation comme le déterminant "a" de I'Ag HBs, le géne de la polymérase, et le
promoteur du gene C et la région préC. Cela participe a la formation de quasi-especes du VHB
capables d'évoluer selon la pression de I'immunité et/ou des actions thérapeutiques. Les variants les
plus adaptés sont donc sélectionnés et peuvent étre transmis le plus souvent de facon verticale
(mere/enfant et hote/greffe) [66].

2.1. Lavariabilité du géne Pol :

Du fait de sa longueur, le géne de la polymérase est soumis a des variations importantes qui
peuvent retentir non seulement sur l'activité polymérase mais aussi sur I'expression des génes dont il
partage la séquence génomique. Ainsi, suite a l'utilisation d'analogues nucléos(t)idiques, Une
mutation au site actif peut entrainer une résistance a un antiviral tout en conservant la capacité
réplicative. Par exemple la modification du motif YMDD en YVDD ou YIDD entraine une apparition
d’une résistance a la lamivudine [67] Une autre mutation qui se traduit par la modification L528M est
associée aux précédentes [68] A I’arrét du traitement par lamivudine, une réversion vers le motif
YMDD peut étre observée [69].

2.2. Lavariabilité du géne x :

Du fait du chevauchement des ORF, les mutations du PBC impactent la protéine X qui est alors
tronquée en partie C-terminale et présente une altération de sa fonction transactivatrice , Malgré tout,

I'impact de celles-ci reste encore mal déterminé [70] .

2.3. La variabilité du gene préS/s :

Les mutations concernant les régions préS sont souvent des delétions qui peuvent étre stables et
associees a certains genotypes. Le génotype D a une délétion de 33 nt sur le domaine préS1 sans que
cela affecte son pouvoir infectieux. La région préS2 peut subir de nombreuses mutations sous forme
de délétions, substitutions, ou autres qui peuvent altérer les épitopes des lymphocytes B et T et étre
ainsi responsables d'un échappement immunitaire [71] .Enfin, certaines délétions au niveau de la
zone préS entrainent une accumulation de particules au niveau du réticulum endoplasmique, avec

stress oxydatif et un risque accru de CHC [72].
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2.4. Lavariabilité du géene PréC/C :

Le cadre de lecture préeC/C possede deux codons d'initiation en position 1814 et 1901 qui sont a
I'origine de la synthése de I'Ag HBe et de I'Ag HBc sous le contrdle du promoteur basal du core. Des
mutations dans cette zone peuvent affecter I'expression de I'Ag HBe. De plus en plus de patients
présentant une sérologie type Ag HBe - /Ac anti-HBe + ainsi qu'une réplication virale sont retrouvés.
On parle alors de mutants pré-Core. La mutation G1896A est a I'origine d'un codon Stop qui va abolir
la synthese de I'Ag HBe . alors que les mutations A1762T et G1764A situées sur le promoteur vont
diminuer fortement I'expression de I'Ag HBe [73] , On peut retrouver ces mutants en phase aigué
lorsque le virus a l'origine de la contamination est un tel variant, ou en phase chronique apres

sélection du variant par le systeme immunitaire.
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I11.L’infection et traitement de L’hépatite B :
1. Les caracteristique pathogene du virus du VHB :

1.1. Modes des transmissions :

Le VHB est présent a une concentration élevée dans le sang des sujets ayant une hépatite B
aigué ou chronique (108 a 109 virions/mL dans le sang et ses derivés, le sérum et les plaies). 1l est
également présent dans les secrétions genitales, dans le sperme (107 virions/mL) et & concentration
plus faible dans la salive, le lait, les urines et les larmes. Quatre principaux modes de transmission du

VHB permettent de définir les populations a risques (Tableau 01).

1.1.1. Transmission Parentérale :

La transmission parentérale est la transmission par voie sanguine (transfusion de sang, par
injection ou piqgare accidentelle avec du matériel mal stérilisé). La transmission par voie parentérale
existe dans toutes les zones d’endémie, Les usagers de drogues sont largement exposés aux hépatites
B. Par voie intraveineuse ou par voie nasale, le virus se transmet lors des échanges des seringues ou

de pailles entre personnes contaminées [74] .

L’hépatite B est considérée comme 1’une des infections professionnelles les plus importantes
dans le monde médical et paramédical. Le risque de contracter I’hépatite B est 2 a 5 fois supérieur a
celui de la population générale [75] , Le risque augmente avec la fréquence d’exposition au sang ou
aux dérivés sanguins, et la durée de 1’exercice professionnel [76].

Le VHB peut également étre transmis lors des soins [77] , notamment suite a :
e Un acte chirurgical ou un soin dentaire avec du matériel souillé,
e Des injections réalisées avec les aiguilles réutilisées,
e Une hémodialyse réalisée avec du matériel souillé,
e Une transfusion sanguine utilisant du sang contaminé,

e Un contact des muqueuses avec du matériel mal désinfecté,

e Une séance d’acupuncture réalisée avec des aiguilles réutilisées non sterilisees.
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En cas de non-respect des régles d’hygiéne et de décontamination des matériels souillés, le
tatouage et le piercing (percage d’oreille ou d’autres) constituent également un facteur de risque dans

la transmission du virus, mais ceux-ci restent des facteurs mineurs [78].

1.1.2. Transmission Sexuel :

L’hépatite B est une maladie sexuellement transmissible. Elle se transmet au cours de pratiques
sexuelles non protégées, si I’'une des deux personnes est infectée [79]. C’est I'une des principales
voies d’infection dans les pays de faible endémie. On estime qu’elle est a I’origine d’environ 50% des

nouveaux cas d’infection chez les adultes dans ces pays [80].

Les personnes a haut risque de transmission sexuelle sont [81] :

Hétérosexuels avec de multiples partenaires sexuels,

Hommes qui ont des relations avec des hommes (rapports anaux réceptifs),

Personnes ayant déja d’autres infections sexuellement transmissibles (IST),

Travailleurs et travailleuses du sexe.

1.1.3. Transmission Vertical :

La transmission verticale de meére atteinte d’une infection chronique a son nouveau-né se
produit habituellement au moment de la naissance. La transmission in utéro est relativement rare et
représente moins de 2% des infections périnatales dans la plupart des études. Rien n’indique que le

VHB se transmette par I’allaitement maternel [82] .

Si une femme est porteuse de ’Ag HBe, il y a 90% de risque que I’enfant soit infecté et
devienne porteur, dont 25% mourront de maladie hépatique ; si I’Ag Hbe est négatif, il y a 10 a 20 %

de risque de transmission [83,84].

La prévalence de ’Ag HBe chez les meéres porteuses d’Ag HBs est plus importante en Asie

(40%) qu’en Afrique (15%) [85].

Les enfants nés de mére Ag HBs positif qui n’ont pas été infectés pendant la période périnatale
ont un haut risque d’infection durant ’enfance. Dans une étude, 40 a 60% des enfants nés d’une mere

Ag HBs positif Ag HBe négatif, ont été contaminés avant 5 ans [86,87].
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1.1.4. Transmission Horizontal :

La transmission horizontale du VHB est importante étant donné le taux élevé du virus au niveau
des plaies et de la salive chez un sujet infecté. La transmission du VHB entre enfant est trés
fréquente. Elle se produit habituellement en milieu familial, mais aussi dans les créches et a 1’école.
Elle résulte le plus souvent du contact étroit des lésions cutanées ou des muqueuses avec du sang ou
des sécrétions de plaies au cours des jeux d’enfants, ou de pratique de sports de combat. Le virus peut
étre transmis par contact avec la salive a la suite des morsures ou d’autres effractions cutanées. La
transmission par la salive est également favorisée par les mauvaises conditions d’hygiéne et la
promiscuité En effet, le VHB peut étre transmis par des objets partagés tels que les brosses a dents ou

des rasoirs ou il peut étre présent a forte concentration [88,89].

Parentérale Vertical
-Transfusion : sang et ses dérivés -a ’accouchement
-Activité professionnelle -en période néonatale
-Greffes d’organe ou de tissu -allaitement

-Toxicomanie par voie veineuse

-Tatouage ou piercing

-Acupuncture

Sexuel Horizontale
-Hétérosexuel -Enfant-enfant
-Homosexuel -Transmission intrafamiliale

- personnes a personnes

Tableau 01 : Principaux modes de transmission du virus de I’hépatite B
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1.2. Evolution de la maladie :

Etude Bibliographique

Le VHB n’est pas un virus cytopathogéne. Les 1ésions hépatiques sont provoquées par le

systéme immunitaire qui, en réponse a 1’agression virale, détruit les cellules infectées. C’est lorsque

le systéme immunitaire s’emballe que la cytolyse hépatique est amplifiée et que les lésions deviennent

séveres. Lorsque le patient est contaminé par le VHB a I’age adulte, 1’évolution de I’infection est

résolutive dans environ 94% des cas. Dans environ 6% des cas, la maladie évolue vers une infection

chronique avec une persistance virale chez 1’hote et 1’établissement d’un équilibre entre le virus et le

systeme immunitaire. Cette phase, auparavant nommée « phase de tolérance immune », est

aujourd’hui appelée « infection chronique B AgHBe positive » selon les recommandations de

1’ Association Européenne pour I’Etude du Foie (EASL) Rarement (moins de 1% des cas), on observe

une hépatite fulminante qui méne au décés dans 80% des cas en 1’absence de transplantation

hépatique [90]. (Fig 09).
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Figure 09 : Histoire naturelle de I’infection par le VHB
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L’infection résolutive est caractérisée par la disparition de I’AgHBs et 1’apparition des Ac anti-
HBc et anti-HBs. L’infection chronique est définie par la persistance de I’AgHBs plus de 6 mois dans
le sang du patient. La cirrhose et le carcinome hépatocellulaire sont les conséquences a long terme
d’une infection chronique non maitrisée. L’hépatite fulminante est rare mais I’issue est fatale dans
80% des cas. L’histoire naturelle de I’infection par le VHB est différente selon le moment de

I’infection (naissance, petite enfance ou age adulte) [91,92].

1.2.1. Hépatite aigue :

Une hépatite aigué symptomatique est retrouvée dans 10% des cas et se traduit par un ictere,
des urines foncées, une asthénie, des nausées et vomissements et des douleurs abdominales. Ces
signes cliniques sont la conséquence de l'inflammation aigué du foie. La symptomatologie est
directement liée a I'age et l'infection est le plus souvent asymptomatique chez le jeune enfant et chez
les adultes [93] .

Le marqueur biologique qui apparait le premier est I’AgHBs, qui disparait dans le cas d’une
infection résolutive en moins de 6 mois. L’ADN viral et I’AgHBe sont également transitoirement
détectables. Puis les Ac anti-HBc, IgM puis IgG, apparaissent et sont conservés par le systeme
immunitaire du patient. Ils témoignent du contact avec le virus et restent stables au cours de la vie.
Enfin, I’infection résolutive est marquée par la séroconversion HBs, avec 1’apparition des Ac anti-

HBs. (Fig 10). Les symptomes cliniques sont liés a I’augmentation du taux d’AgHBs.

133 mois Moins de 6 mois

AgHBs

ADN viral

e AgHBe
e |EM anti-HBC

AcHBc totaux

e AC ANti-HBe

Ac anti-HBs

K

-« > -« -
Fenétre » Phase
sérologique phase [Ctérique
Contage pré-ictérique
i

Figure 10 : Cinétique des marqueurs du VHB au cours de I’infection aigué.
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Des symptomes cliniques peuvent apparaitre au cours de I’infection aigu€, comme une
augmentation des transaminases qui signe une cytolyse hépatique liée & la réaction du systeme
immunitaire envers le virus. La fenétre sérologique correspond au délai apres le contage pendant

lequel aucun marqueur sérologique n’est détectable.

1.2.2. Hépatite Fulminante :

Dans de tres rares cas (0,1%), si la réponse immunitaire a médiation cellulaire est trop
excessive, une hépatite fulminante peut survenir. Elle se traduit par une nécrose hépatique massive
avec des signes d'insuffisance hépatocellulaire grave. La mortalité est de 70% en I'absence de greffe
hépatique [94].

1.2.3. Hépatite Chronique :

L'hépatite chronigue se développe au décours d'une hépatite aigué, symptomatique ou non, qui
échappe au contrle par le systeme immunitaire. Elle est définie par la persistance au-dela de six mois
de I'Ag HBs. La présentation clinique est trés variable d’une personne a une autre, avec une majorité
de porteurs totalement asymptomatiques. L’évolution naturelle se fait vers une destruction plus ou
moins rapide du parenchyme hépatique avec risque de cirrhose et de carcinome hépatocellulaire
(CHC) aboutissant au déces du patient , Le virus de I'hépatite B va évoluer par 4 phases lorsqu'il est
dans l'organisme entrainant une atteinte du foie plus ou moins importante [95]. Cette atteinte du foie
est caractérisée par la formation d'une fibrose [96]. En effet, le virus va occasionner une réaction

inflammatoire sur le tissu hépatique qui va se fibroser par la suite.

La réaction immune de I'h6te est faible et inadéquate. Ainsi I'népatite B chronique peut évoluer

en plusieurs phases qui ne sont pas nécessairement successives [97]:

e La phase de tolérance immunitaire :

Correspond a une multiplication active du virus sans réaction immunitaire (ou minime) de
I’organisme. Le foie a une activité normale, il n’y a pas ou peu de lésions hépatiques, les
transaminases sont normales ou peu ¢levées, le taux d’ADN dans le sang est trés élevé (reflétant la

multiplication d’un grand nombre de virus) et I’ AgHBs est positif [98].
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e La phase immunoactive :

Correspond a une attaque du systéme immunitaire contre les cellules du foie infectées. C’est a
cette phase qu’est en général découverte 1’hépatite B. Les transaminases sont ¢levées et I’ADN viral

diminue dans le sang [99].

e La phase non réplicative :

Est la phase inactive de la maladie qui suit la seroconversion HBe pour le virus sauvage. Elle
est marquée par 1’absence de multiplication virale dans I’organisme (taux d’ADN viral négatif ou
inférieur a 105 copies/ml, AgHBe négatif, AcHBe positif), un taux normal de transaminases dans le

sang et une absence de lésions significatives du foie [100].

e La phase de réactivation :

20 a 30 % des porteurs non réplicatifs peuvent présenter une réactivation spontanée de
I’hépatite B, avec une ¢lévation des transaminases et un taux élevés d’ADN viral, avec ou sans
réapparition de I’AgHBe pour le virus sauvage. Cette réactivation est habituellement
asymptomatique. Elle peut cependant prendre la forme d’une hépatite aigué, avec ou sans ictére
(Jaunisse) [101].
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2. Traitement et vaccin contre Le virus de I’hépatite B :

2.1. Traitement Préventif (Vaccin) :

2.1.1. Découvert du vaccin :

Intéressé par les pathologies infecticuses, c’est I’lhomme de sciences Philippe Maupas qui
découvre le premier vaccin contre I’hépatite B en 1976 et s’attache a favoriser la prévention de la
maladie chez I’homme. Il confirme par ailleurs la relation étiologique entre le virus de I’hépatite B et

la maladie de la cirrhose [102].

L’antigéne vaccinal rend le vaccin contre 1’hépatite B trés spécifique. Celui-ci comporte
uniquement 1’enveloppe extérieure du virus, produite en laboratoire sur des levures ou des cultures de
cellules. Des conservateurs et des stabilisants ainsi qu’une substance adjuvante qui augmente la
réponse du systéme immunitaire composent en outre le vaccin. L’objectif a atteindre est de faire

produire des anticorps par la personne vaccinée [103].

2.1.2. Le mode de ’emploi du vaccin :

Plusieurs doses de vaccins (en général de 2 a 4 doses), réparties sur une durée pouvant aller
jusqu’a un an, sont nécessaires pour se protéger contre le virus de 1’hépatite B. Cela dépend de I’age

de la personne qui se fait vacciner, ainsi que du schéma vaccinal choisi [104].

On estime que plus de 95% des jeunes sont durablement protégés lorsque la vaccination
complete est effectuée. Dans la mesure ou 80% des infections par le virus de I’hépatite B ont lieu
entre 15 ans et 40 ans, la vaccination généralisée contre 1’hépatite B est recommandée au plus tard
entre 11 et 13 ans [105].Notons également que cette vaccination est conseillée aux adultes a risque
¢levé d’exposition, autrement dit, ’entourage d’une personne infectée, les personnes a partenaires

sexuels multiples et celles exercant dans les secteurs sanitaires, ou éducatifs [106].

2.2. Traitement Curatif :
Plusieurs molécules sont disponibles pour le traitement de I'népatite chronique virale B.

e Interféron alpha (injectable) : L’action de I’interféron (IFN) est d’abord antivirale, il inhibe
I’ ADN du virus et active les enzymes antivirales. Elle est aussi immunomodulatrice, il augmente

I’activité de certaines cellules du systéme immunitaire [107].

e Interféron pegylé (injectable) : Les inconvénients de l'interféron sont I'administration sous-

cutanee et la fréquence des effets secondaires [108].
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e Lamivudine (voie orale) : un puissant inhibiteur de la réplication du VHB parinhibition des
activités ADN- et ARN-dépendantes de I'ADN polymérase des hepadnavirus [109].

e Adéfovir (voie orale) : L'adéfovir inhibe I'action des ADN polymérases et des transcriptases
inverses

[110].
e Entécavir (voie orale) : L'entécavir a une activité inhibitrice de la transcriptase inverse [111].

e Telbivudine (voie orale) : La telbivudine est un analogue de nucléoside dont les premiéres études
cliniques ont montré une efficacité antivirale supérieure a la lamivudine en terme de réduction de

la charge virale

e Ténofovir (voie orale) : initialement indiqué dans le traitement du VIH, le ténofovir est le dernier

antiviral ayant prouvé une efficacité dans le traitement de I'hépatite B [112].
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1. Diagnostic :

1.1. Patient:

L’antigéne de surface du virus de I’hépatite B(HBS) est le marqueur sérologique essentiel a
tout diagnostic d’infection par le virus de I’hépatite B, 1’études sérologique a porté sur des patient lors
d’un bilan opératoire, bilan prénuptial, des patients présentant des signes évocateurs de maladie ,et

des sujets présentant des facteurs de risque (donneurs de sang, hémodialysés, dépistage familiale...).

Le diagnostic sérologique est basé sur le test Enzyme Linke dimmuno sorbant Essay (ELISA).
Dans notre étude, 14 sérums des patients sont traités au sain du laboratoire de Sérologie du EPH

Oued rhiou

1.2. Définition et principe du teste Elisa :

Monolisa AgHbS est une technique immuno-enzymatique pour la détection de 1’anticorps ou

I’antigéne de surface du virus de 1’hépatite B (AgHbs) dans le sérum ou le plasma humain (Fig 11).

Pour la détection de L’ AgHBs, ce kit utilise une méthode ELISA d’anticorps dans laquelle les
micropuits de polystyréne sont préalablement revétus d’anticorps monoclonaux spécifiques
d’AgHBs. Un échantillon de sérum ou de plasma du patient est ajouté aux micropuits . lors de
I’incubation, I’immuncomplexe spécifique formé en cas de présence de I’AgHBs dans 1’échantillon
est capturé sur la phase solide. Apres le lavage pour éliminer les protéines sériques de 1’échantillon,
le second anticorps est conjugué a I’enzyme peroxydase de raifort ( le conjugué HRP) et dirigé contre
un ¢épitrope différent de ’AgHBs est ajouté dans les puits . au cours de la deuxiéme étape
d’incubation, ces anticorps conjugués a la HRP seront liés a tous les complexes anti- HBs-AgHBSs
précédemment formés au cours de la premiere incubation, puis le conjugué HRP non lié est éliminé
par lavage . apres lavage pour éliminer le conjugué HRP non lié ,des solutions de chromogene
contenant de la tétrameéthy-lbenzidine (TMB) et du peroxyde d’urée sont ajoutées aux puits . en
présence de I’immunocomplexe (sandwich) anticorps — antigene — anticorps (HRP) , les chromogénes
incolores sont hydrolysés par le conjugué HRP lié en un produit coloré en bleu . la couleur bleue vire
au jaune apres 1’arrét de la réaction avec 1’acide sulfurique, I’intensité de la couleur peut étre mesurée
et elle est proportionnelle a la quantit¢ d’antigéne capturée dans les puits et a sa quantité dans
I’échantillon , respectivement . les puits contenant des échantillons négatifs pour I’AgHBs restent

incolores .
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Sérum du patient
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Figure 11: Le principe de la technique ELISA
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2. Les échantillons :

e ECHANTILLONS Prélever un échantillon de sang selon les pratiques en usage.

o Les tests sont effectués sur des échantillons non dilués de sérum ou de plasma (collectés avec des
anticoagulants comme ’EDTA, 1’héparine, le citrate, I’ACD). Extraire le sérum ou le plasma du
caillot ou des globules rouges des que possible pour éviter toute hémolyse. Une hémolyse trés
prononcée peut affecter les performances du test.

e Les échantillons présentant des agrégats doivent étre clarifiés par centrifugation avant le test. Les

particules ou agrégats de fibrine en suspension peuvent donner des résultats faussement positifs.

e Les échantillons seront conservés a + 2 - 8°C si le dépistage est effectué dans les 7 jours ou
peuvent étre conservés congelés a -20°C pour plusieurs mois. Eviter les congélations/
décongélations répétées. Les échantillons ayant été congelés et décongelés plus de 3 fois ne
doivent pas étre utilisés. Si les échantillons doivent voyager, les emballer selon la réglementation

en usage pour le transport des agents étiologiques et les transporter préférablement congelés.

3. Matériels :

e Centrifugeuse.

e Pipettes automatiques ou semi automatique réglable ou fixes pouvant distribuer des
volumes de : 10ul, 100ul, 1000ul.

e Eprouvettes graduées de 100ml et 2000ml.

e Conteneur de déchets contaminés.

e Incubateur (réglé a 37°c £1°c).

e Systéme de lavage, automatique, semi

e Appareil de lecteur pour microplaques équipés de filtres 450, 490, 670 et 700nm.
e Papier absorbant.

o Eau distillée.

e Hypochlorite de Sodium (eau de javel).

e Gans.
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4. Reéactifs :

Etiquetage

Nature et réactifs

R1

Microplaque : 12 barrettes de 8 cupules
sensibilisées avec des anticorps
monoclonaux anti HBS (souris).

R2

Solution de lavage concertée (20folis) :
tampon tris, Nacl, PH=7

R3

Contrdle négatif : tampon tris, HCL,
contenant de la SAB

R4

Controle positif : tampons tris HCL,
contenant de la SaB, additionné d’un
mélange d’Ag HBS purifiés des sous types
ad etay, (humain)

R6

Diluant conjugué : tampon tris HCL, ph=7
additionne de BSA, de tween 20,
d’immunoglobulines de boeuf et de souris,
et d’un indicateur coloré témoin de dépot.

R7

Conjugué : Anticorps monoclonaux anti
HBS de souris et anticorps polyclonaux anti
HBS de chevre couplés a la peroxydase,
lyophilise.

R8

Tampon substrat de la peroxydase : solution
d’acide citrique et d’acétate de sodium,
ph=u, contentant 0,015% d’H202 et 4%de
diméthylsulfoxyde (DMSO)

R9

Chromogeéne : coloré en rose, solution
contenant du tetramethyl benzidine (TMB)

R10

Solution d’arrét : solution d’acide Sulfurique

Feuilles adhésives

Tableau 02 : Les différents réactifs utilisés
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5.Mode d’emploi :

5.1. Les étapes d’ELISA :

1- Le test ELISA se fait sous I’action des étapes suivantes : Prélavage un cycle.
2- Laissez la premiére capsule a blanc.

3-  Mettre 150ml contrdle négatif R3 (3 capsule).

4- Mettre 150ml contr6le positif R4 (1 capsule).

5- 150 ml calibrateur (2 capsule)

6- 150 ml sérums des malades.

7- Ajoutez 100ml conjugué R6+R7 (950ml conjugué dilué +500ml (conj x20)) dans toutes

les capsules sauf la lere capsule.
8- Incubation 2h a 37°C.
9- Lavage (4cycles).
10- Ajoutez 200ml substrat R8 dans toutes les capsules
11- Incubation 30min a 18 -24°C (a labris de la lumiére).

12- Ajoutez 100ml solution d’arrét R10 et faire la lecture.

5.2. Lecture :

- Lecture Visuel :
On place la plagque sur une surface blanche :

e Coloration jaune, orange correspond a celle des controles positifs (Ag HBs positif) et les
échantillons positifs

e Coloration incolore correspond a celle négatifs (Ag HBs négatif) et les échantillons négatifs.

- Lecture Photométrique :

Lire la densité optique a 490/620-700 nm dans un spectrophotométre.
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a. Calcul de la densité optique moyenne du contréle négatif : DO R3 Exemple

Contrdle négative R3 DO
Al 0,027
B1 0,029
C1 0,034
D1 0,030

Total DO R3=0,120
Total DO R3 /4 = 0,030= moyenne DO R3
b. Calcul de la valeur seuil :

Pour chaque plaque, la valeur seuil est égale a : DO R3 + 0,050
Exemple DO R3 = 0,030

Valeur seuil(Vs) : Méthode de Murex : Vs= moyenne DO R3+0,05
Vs =0,030+0,05= 0,080

Conditions de validation du test :

» Toutes les valeurs du contréle négatif doivent étre inférieures ou égales a 0,080 unité de

densité optique.
» Lavaleur du contr6le positif (DO R4) doit étre supérieure ou égale a 1.

» Si la valeur du contréle négatif ne respecte pas la norme ou est supérieure de plus de 40 %
par rapport a la moyenne des contréles négatifs (DO R3), éliminer la et refaire le calcul de la

moyenne de contréle négatif sur les 3 autres valeurs. Une seule valeur peut étre éliminée.

» Dans le cas de bruit de fond tres bas pour le controle négatif R3 (moyenne des valeurs

négatives R3 inférieures a 0,010) ne pas utiliser le critere de rejet pour le contréle négatif R3.

> Le test est a recommencer si tous les contrdles sont hors de 1’intervalle des valeurs ci-dessus.
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c. Calcul des ratios :

Pour chaque échantillon, calculer le ratio : Ratio= DO échantillon /Vs

e Interprétation des résultats :
Les échantillons dont le ratio est inférieur a 1 sont considérés négatifs d’apres le test
Monolisa™ HBs Ag ULTRA.

Les échantillons dont le ratio est compris entre 0,9 et 1 doivent étre interprétés avec prudence.
Il est conseillé de retester les échantillons correspondants en double lorsque les systemes utilisés et
les procédures du laboratoire le permettent.

Les échantillons dont le ratio est égal ou supérieur a 1 sont considérés comme initialement
positifs et doivent étre retestés en double avant l'interprétation finale. Si aprés répétition de 1’essai,
pour un échantillon, le ratio des 2 doublets est inférieur a 1, le résultat initial est non reproductible et
I’échantillon est déclaré négatif selon le test Monolisa™ HBs Ag ULTRA.

Pour les échantillons initiaux réactifs ou douteux (0,9< ratio < 1), aprés répétition de ’essai, si
au moins un ratio des 2 doublets est égal ou supérieur a 1, le résultat initial est reproductible et
I’échantillon est déclaré positif selon le test Monolisa™ HBs Ag ULTRA, en tenant en compte des

limites du test décrites ci-apres.

Les échantillons qui ont été retestés en double et trouvés négatifs selon le test Monolisa™ HBs
Ag ULTRA, mais pour lesquels une des valeurs est proche de la valeur seuil (ratio entre 0.9 et 1)
devraient étre considérés avec prudence. Il est conseillé de retester ces patients avec une autre

méthode ou sur un autre prélevement.

Dans le cas de DO tres basses pour les echantillons testés (DO négative) et quand la présence
des échantillons ainsi que des réactifs est contrdlée, les résultats peuvent étre interprétés comme

négatifs.

Pour verifier la spécificité de la réaction, tout échantillon positif selon les criteres
d’interprétation du test Monolisa™ HBs Ag ULTRA devrait étre confirmé par une technique de

neutralisation de I’Ag HBs.
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e Les réactions non-répétables sont souvent causees par :

» Lavage des microplaques inadéquat.

» Contamination des échantillons négatifs du sérum ou du plasma avec une concentration forte

en Ag HBs.

» Contamination de la solution de révélation par des agents oxydants (eau de javel, ions

métalliques, etc.).

» Contamination de la solution d’arrét.

(D’apres le test Monolisa™ HBs Ag)
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_ Résultat et discussion

1. Résultats du test ELISA :

14 sérums de patients ont été adressés par une charge virale. Une anti sérologie par test ELISA
a été réalisée afin de confirmer la séropositivité du prélevement. Dans notre cas Un sérums seulement

ont montré un résultat positif.

Figure 12 : Présentation d’un résultat positif du VHB

Aprés une comparaison entre les cupules qui comportent les échantillons des sérums avec les
réactifs de contrdles on remarque une certaine cupule avec une couleur bleu similaire a celle des

réactifs de contréles ce qui explique que ce sérum est positif et contient des anticorps anti-VHB.

D’autre part I’absence de la coloration dans les autres cupules signifie un résultat négatif.
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2.L’étude statistique :

2.1. Répartition selon le sexe ratio (Figure 13 et tableau Al)

La répartition selon le sexe ratio de 6 patients retrouve :

64.28%

B Homme

B Femme

Figure 13 : Répartition selon le sexe ratio

On remarque dans la (Fig 13) qu’il existe une dominance masculine parmi les malades infectés.

Ou on enregistré 64.28% pour les hommes contre 35.72% des femmes infectés.
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2.2. Répartition selon I’age :

Résultat et discussion

La répartition selon I’age de 6 patients retrouve que 1’age des patients est compris entre 29 — 76

avec une moyenne d’age 39 ans. L’ensemble de ces données est illustrée dans la (Fig.14):

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

50%

30%

29-40

20%

41-52

53-64

65-76

Figure 14 : Répartition des patients selon les tranches d’age

Les résultats présentés dans la (Fig. 14) montrent que Les classes d’age les plus touché par le
VHB sont [29-40] et [65-76] soit ( 30 %) et (50%) respectivement. Alors que les sujets Entre [41-52]

et [53-64] sont les moins touchés.
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2.3. Répartition selon les modes de transmission :

90%

83,34%

80%

70%

60%

50%

W Absence (-}
40%

W Présence (+)

30%

20%

10%

0%

Hospitalisation Risque sexuel Soin dentaire

Figure 15: répartition des patients selon les modes de transmission.

Dans notre éetude les résultats montrent (Fig. 15) que les personnes ayant bénéficiés de soin
dentaire ou d’une hospitalisation ont plus de risque d’étre contaminé par le VHB (33.33%, 50% des

cas), que lors d’un rapport sexuel vers les zones a risque.
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3. Discussion :

1- Les sujets du sexe masculin sont plus touchés dans notre population 64.28% par rapport au

sexe féminin 35.72%, il serait d0 a :

e Les hormones sexuelles jouent un réle dans le cancer du foie lié a 1’hépatite B, le
génome du virus contient une sequence particuliere d’ADN qui interagit
specifiquement avec le récepteur aux hormones sexuelles méles, les androgenes.
Dans les cellules hépatiques, une cascade de réactions nocives pour le tissu hépatique
est déclenchée lorsque le récepteur se lie a cette séquence ; ce qui pourrait enfin
expliquer pourquoi les hommes infectés par le virus sont beaucoup plus nombreux

que les femmes a déclarer ce cancer selon une nouvelle étude publiée [113].

e |l est aussi plus fréquent chez les hommes car est genéralement le résultat d'une

association entre des troubles métaboliques dus a I'alcool, ou a1’obésité.

2- L’infection chronique par le VHB est souvent vu tardivement parce qu’elle est
asymptomatique ou silencieuse : les personnes infectées peuvent rester sans symptémes pendant 10 a
15 ans ; ceci explique la découverte tardive de I’infection chronique a un adge avancé notamment entre
65-76 ans et entre 29 - 40 ans . L’age moyen d’un patient présentant une hépatite chronique active est
de 39 ans [114].

Il est cependant intéressant de remarquer qu’a partir de nos résultats, le taux d’infection par le
VHB chez les enfants est faible par rapport a celui des adultes qui est élevé.Cette faible proportion
peut avoir une explication raisonnable du fait de rareté de transmission materno foetale et de trés

faible exposition aux autres modes de transmission a cet age [115].

3- I’hospitalisation occupent la premiere place dans le risque de contamination par le VHB
communément appelé infection nosocomial (ce déclare au minimum 48 h apres I’admission) le risque
est augmenté a cause des interventions invasives que subit le malade (sonde urinaire, catheter

vasculaire, intubation) et vu la persistance du virus de 1’hépatite B qui peut garder son pouvoir
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infectant apres plus de 7 jours dans le milieu extérieur. La contagiosité du virus est lié a sa présence

dans la plus part des liquides biologiques des sujets infectés.

Concernant la contamination par le VHB lors Les soins dentaires du fait du grand nombre
d’actes de chirurgie dentaire réalisés et pour des raisons d’insuffisance de stérilisation, surtout du
matériel rotatifs (turbine, contre angle et piéce a main) qui ne sont pas systématiquement

décontaminés ou stérilisés entre chaque patient.

% Ces résultat rejoins les données et concorde avec ceux de la littérature de le travaux de
(BELGHAOUTI,R ;BENDEHIBA,S .2017) ainsi On observe une augmentation de nombre masculin
par rapport au sexe féminin, et La prévalence de VHB a été significativement plus importante, chez

les sujets agés de 30 a 40 ans , Finalement les deux résultats est similaire.

% En général, d’apres les statistiques, on peut dire que 1’hépatite B reste probléme de la santé

publique.
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Conclusion :

e L’hépatite B représente un véritable probleme de santé mondiale. L'hépatite B est considérée

comme une maladie infectieuse extrémement contagieuse.

e Le diagnostic sérologique est basé sur la technique Elisa qui est une méthode enzymatique
spécifique pour mettre en évidence I’infection par le virus de 1’hépatite B par la détection de
I’antigéne de surface du virus de I’hépatite B (AgHbs) dans le sérum ou le plasma humain en

utilisant des anticorps monoclonaux.

e Au cours de notre stage, Les résultats du dépistage de 1’ Antigéne-Hbs par 1’application de cette
technique montrent que un seul personnes sont trouvées positives pour le VHB parmi les 14

sérums.

e D’aprés I’¢tude épidémiologique réalisée au sein du EPH Oued Rhiou y compris les
caractéristiques démographiques (sexe, age), ainsi que des facteurs de risques liés aux soins de
santé (hospitalisation, usage de seringues en verre, soins dentaires, transfusion sanguine), et ceux

liés a des pratiques personnelles (le comportement sexuel, les voyages aux zone a risque).

e On a suggérer que la région de Oued Rhiou n’est pas considérée comme une zone a risque et

donc elle est considéré parmi les pays a faible endémicité

e Ce résultat est d'une grande importance pour les stratégies de prévention, d’ou la nécessité de
renforcer les programmes d’information d’éducation et de communication en matiere de VHB et

de toutes les maladies sexuellement transmissibles.

e Le traitement actuel de I’hépatite chronique B a une efficacité relativement faible a long terme et
un prix trés éleve. Ainsi, La prévention demeure la méthode la plus efficace pour contréler avec
succes I’infection par le VHB, et la vaccination reste le meilleur moyen de prévention contre cette

infection.
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Unnexe

Tableau Al : les résultats d’un bilan sérologique chez les deux sexes selon ’age.

Numéro | Age Sexe Mode de Résultat
Dossier transmission

152/19 40 Homme / -
153/19 32 Homme Soin dentaire +
154/19 65 Femme Hospitalisation +
155/19 55 Femme / -
156/19 29 Homme / -
157/19 76 Homme Risque sexuel +
158/19 43 Homme / -
159/19 38 Femme / -
160/19 29 Homme Soin dentaire +
161/19 34 Homme / -
162/19 39 Femme / -
163/19 41 Homme Hospitalisation +
164/19 57 Homme / -
165/19 68 Femme Hospitalisation +
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