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Résume

RESUME

Le virus de I'népatite B (VHB) est lI'un des différents virus responsables de I'hépatite
virale. Dans le monde, plus de 2 milliards de personnes ont été infectées par le VHB et plus
de 350 millions d'entre elles ont une infection chronique. Des marqueurs sérologiques sont
couramment utilisés pour confirmer le diagnostic et/ou aider au pronostic d'une infection
aigué ou chronique par le VHB. Le principal marqueur de l'infection par le VHB est la
présence de I'antigene d'enveloppe (AgHBS). Bien que les porteurs puissent éliminer I'AgHBs
et développer des anticorps anti-HBs, il semble qu'il y ait toujours un risque ultérieur de

complications hépatiques graves.

Par conséquent, l'utilisation de ce marqueur peut avoir un intérét limité dans la surveillance
de I'évolution de la maladie. L'ADN du VHB a une valeur pronostique pour ce qui concerne
I'évolution des infections aigués et chroniques. Cependant, dans les pays en développement,
les structures de biologie moléculaire sont quasi inexistantes. C'est ainsi que nous avons
entrepris cette étude dans le but d'évaluer l'utilisation des échantillons de sang séché sur

papier buvard, en vu de réaliser la PCR du VHB.

Nous avons realisé une étude transversale, a recueil des données prospectif, comparative
entre d'une part les conditions de conservation des échantillons (température ambiante et -
20°C) et d'autre part les types de prélevements (sang total et plasma). Ces échantillons
provenaient de 20 sujets Ag HBs positifs, sélectionnés parmi les donneurs de sang du Centre
inter departemental de Pointe-Noire.

L'extraction par la méthode au Phénol chloroforme est plus sensible que celle utilisant le kit

commercial Qiagen.

La différence n'était pas significative en ce qui concerne les rendements d'extraction par
méthode au phénol chloroforme, quel que soit le type de prélévement et quel que soit le mode

de conservation des échantillons.

L'utilisation des échantillons de sang séché sur papier buvard représente une méthode

efficace, simple et peu onéreuse dans le diagnostic moléculaire de l'infection a VHB.

Mots clés : Hépatite viral B, papier buvard, ADN viral
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Résume

Abstract

The hepatitis B virus (HBV) is one of several viruses responsible for viral hepatitis. In the
world, more than 2 billion people have been infected with HBV and more than 350 million of
them have chronic infection. Serological markers are used to confirm the diagnosis and / or
assist in the prognosis of acute infection or chronic HBV. The main marker of HBV infection
is the presence of the envelope antigen (HBsAg). Although holders can eliminate the HBsAg
and develop anti-HBs, it seems there is always a risk of serious liver complications. The
antigen HBV (HBeAg) is generally used as a marker and indicates a secondary active
replication of HBV associated with a progressive liver disease. Therefore, this marker may
have limited interest in monitoring the disease. The HBV DNA has a prognostic value with
regard to the development of acute and chronic infections. However, in developing countries,
the structures of molecular biology are almost nonexistent. Thus, we undertook this study to
evaluate the use of dried blood spot, with a view to achieving PCR HBV.
We conducted a cross-sectional study, to prospective data collection, comparing the one hand
the conditions of conservation of samples (room temperature and -20 ° C) and other types of
samples (whole blood and plasma). These samples came from 20 subjects HBs Ag positive,

selected among blood donors Center inter-departmental Pointe Noire.

The extraction method in Phenol chloroform is more sensitive than using the commercial
Qiagen kit. The difference was not significant in regard to returns extraction method using
phenol chloroform, whatever the type of sampling and whatever the method of preservation of
samples.

Key words: Viral Hepatitis B , Blotting paper, viral DNA
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Introduction

INTRODUCTION

L’infection par le virus de 1’hépatite B (VHB) constitue un probléme de santé publique
mondial majeur. D’apres les derniers chiffres de 1'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS),
actuellement 2 milliards d’individus dans le monde ont ét¢ infectés par le VHB et environ 350
a 400 millions d’entre eux ont une infection chronique et sont porteurs de I’antigéne de
surface du VHB (AgHBs), avec un risque élevé d’évolution vers la cirrhose et le carcinome
hépatocellulaire (CHC). On estime a plus de 300 000 le nombre de nouveaux cas de CHC

observés par an dans le monde.

Du fait des complications de 1’hépatite chronique et de ses conséquences, un million de
personnes décéderont chaque année de cette infection (WHO, 2002). Parmi les virus a ADN
qui infectent I’homme, le VHB est celui dont le génome est le plus petit. C’est un virus
enveloppé a ADN bicaténaire partiel dont le cycle de développement fait intervenir une
polymérase virale, qui effectue la synthése d’ADN génomique a partir d’un ARN
prégénomique(ARNpg). Le génome viral de 3 200 paires de base est caractérisé par un

chevauchement des cadres de lecture.

Malgré cette importante condensation de I’information 10 a 20% de la séquence de
I’ADN viral peut varier sans nuire a la réplication. Les régions les plus susceptibles de

variation sont la région Pré-S2 et le géne X.

La survenue de mutations permet d’expliquer les variations antigéniques et les variations
de séquence du génome ont permis de définir des génotypes. Cette classification repose sur
des divergences intergroupes supérieure a 8% de la séquence nucléotidique du génome
complet. En général, les génotypes sont déterminés a partir de la région Pré-S2, Actuellement
8 génotypes sont identifiés, classés de A a H (Okamoto et al., 1987; Norder et al., 1993;
Stuyver et al., 2000) dont la plupart a une distribution géographique plus ou moins distincte
(Kimbi et al., 2004; Hannoun et al., 2005; Kurbanov et al., 2005; Makuwa et al., 2006;
Olinger et al., 2006).

Notre travail est une contribution pour établir une épidémiologie spécifique a notre région
Tébessa et probablement a celle de notre pays Algérie. Nos objectifs principal étaient de
déterminer la séroprévalence de cette infection et de suivre 1’évolution biologique des

malades sous traitement.
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|. LE VIRUS DE L’HEPATITE B (VHB) :
| .1.Historique :

L’origine de I’hépatite virale B n’a été évidente que par Blumberg et al, 1965, qui ont
découvert dans le sang d’un aborigéne Australien, un antigéne inconnu qui réagit avec le
sérum d’un individu américain polytransfusé. La présence de cet antigéne, appelé antigene
Australien, qui sera ensuite 1ié a I’hépatite virale B dés 1967(Bayer et al.,1968; Blumberg et
al.1969). La particule virale sera ensuite décrite par Dane&Collen 1970 qui observe par
microscopie électronique dans le sérum de trois malades, des particules agglutinées par un
anticorps spécifique de D’antigéne Australien (antigéne qui n’est autre que la protéine
d’enveloppe (AgHBs). La nature virale de ces particules sera confirmée en 1973 par la
détection d’une activité ADN polymérase endogéne au sein de la particule de Dane, particule

infectieuse du VHB (Kaplan et al., 1973).

|.2.Caractéristiques générales du virus de I’hépatite B :
1.2.1. Classification :

Le virus de I’hépatite B appartient a la famille des Hepadnaviridae, virus a ADN
hépatotropes (Stéphane., 2019). Elle regroupe deux genres : Orthohepadnaviruset
Avihepadnavirus. Le genre Orthohepadnavirus comprend le virus de 1’hépatite B humain
(Belaouira&Kiniouar., 2016) ainsi que 9 autres membres; le genre Avihépadnavirus infectant
les oiseaux, comprenant 6 membres (James., 2017) leur organisation génétique est commune,

ainsi que leur cycle réplicatif (Belaouira&Kiniouar., 2016).(Tableau 01).

Genre Virus Hote naturel
HBV Homme
Hépatites B Virus
HBV cpz Chimpanzé Gorille

ChimpanzeeHepatitis B Virus

HBV gbn Gibbon

) A - Gibbon
Orthohepadnavirus Hepatites B Virus
HBYV oru
OrangutanHepatitis B Virus Orang-outan
WMHBV Singe laineux
WoolyMonkeyHepatitis B Virus g
WHV

WoodchuckHepatitis Virus Marmotte americaine

GSHV Ecureuil fouisseur
GroundSquirrelHepatitis Virus
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ASHV Ecureuil terrestre
ArcticSquirrelHepatitis Virus arctigue
DHBV Canard de Pékin
DuckHepatitis B Virus
GTHBV .
Grey TealHepatitis B Virus Sarcelle australienne
HHBV Héron cendré
HeronHepatitis B Virus
Avihepadnavirus MDHBV N
ManedDuckHepatitis B Virus Canard a criniére
RGHV .
Ross GooseHepatitis Virus Oie de Ross
SGHBV . :
Snow GooseHepatitis B Virus Oie des neiges
STHBV .
StorkHepatitis B Virus Cigogne blanc_he Grue
demoiselle
CHBV Grue royale
Crane Hépatites B Virus

Tableau 01 : Les principaux virus de la famille des Hepadnaviridae (Schaefer., 2007).

1.2.2 Structure de la particule viral B :
Le virus de I’hépatite B est de culture difficile mais il a été mis en évidence trés tot par
microscopie électronique grace a la forte concentration de particules virales dans le sérum des

malades. Trois types de structure peuvent étre observes :

e Les particules virales infectieuses de 40 a 48 nm de diamétre, appelées particules de
Dane correspondant aux virions complets. Elles sont les moins fréquentes et sont
constituées d'un core (nucléocapside contenant un ADN partiellement bicaténaire

associé a une ADN polymérase) et d'une enveloppe.

e Les particules sphériques ou sphérules, tres nombreuses, de 18 & 25 nm de diamétre et
des filaments ou tubules de 22 nm de diameétre sur 50 a 250 nm de longueur qui
pourraient étre des spheres agrégées. Ces deux derniers éléments ont la méme
structure que I’enveloppe virale et portent I’AgHBs. Ils se composent d’une enveloppe
constituée d’une bicouche lipidique et ont un diameétre de 25 a 27 nm. Ces sphérules et
filaments, non infectieux, sont produits en exces. Il peut y avoir en moyenne 3.1013
spheres pour 2.1012 filaments et 2.1010 particules de Dane dans 1 mL de sérum d’un
sujet infecté. (Dane et al., 1970; Tiollais et al., 1985).




Synthése Bibliographique Notions Générales
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Figure 01 : Visualisation en microscopie électronique du structure des particules
VHB (Duclos-Vallée et al., 2000).

1.2.2.1. Génome du VHB :

Le VHB possede le plus petit genome de tous les virus animaux connus. Ce génome de 3200
paires de bases (pb) est circulaire, partiellement double brin et non fermé de maniere covalente.
Il comporte un brin complet (brin moins) et un brin incomplet (brin plus) non codant. Le
génome du VHB posséde quatre cadres / régions de lecture ouverts ORF pour « open reading

frame » ce sont : S, C, P, et X ; situées sur le brin long (Wagner et al, 2004).

La région S : codant pour 1’enveloppe antigéene HBs de surface (Ag HBS).
La région C codant pour la capside antigene HBc et Antigéne HBe.

La région P codant pour I’ADN polymérase qui assure la réplication virale.

<N X X

La région X qui a probablement une action dans la transaction de la réplication du
virus de I’hépatite B ((Daou., 2017) (Fig.02).
v’ réplication du virus de I’hépatite B ((Daou., 2017) (Fig.02).
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Eigure 02 : Organisation du génome virale du VHB (Anne., 2010).

1.2.2.2. La capside virale :

Il s’agit d’une nucléocapside icosaédrique de 28 nm environ formée par 1’assemblage
del180 a 240 dimeres d’une protéine nommée Core (AgHBC) (Niesters et al., 2005).La partie
C terminale de la protéine Core, serait plutdt impliquée dans I’encapsidation de I’ARNpg et la
réplication de ’ADN. Une seconde protéine, nommée protéine pécore, est issue de I’ORF
préC. Cette protéine donne naissance, aprés clivage protéolytique, a une protéine nommée
(AgHBe) (Julie., 2008).

1.2.2.3. Enveloppe Virale :

L’enveloppe du VHB de nature lipoprotéique contient trois protéines : la petite protéine
d’enveloppe (S) 226 acides aminés et 24 kDa, la protéine moyenne M, 281 acides aminés
et30kDa et la grande protéine L, 389 acides aminés et 39 kDa (Khafallah et al, 2018). Les
protéines S, M et L de surface sont synthétisées au niveau de la membrane du réticulum

endoplasmique (Benzernadji., 2017).

1.2.2.4. La Protéine X :

La protéine X est un régulateur multifonctionnel qui module la transcription, la transduction

du signal, le cycle cellulaire, les voies de dégradation des protéines, I’apoptose et la stabilité
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génétique en interagissant avec des facteurs cellulaires. Elle permet d’augmenter 1’expression

des génes du VHB ainsi que la réplication virale (Charlotte., 2009).

1.2.2.5. La polymérase virale :

La polymérase posseéde 3 domaines fonctionnels impliqués dans la réplication :
v' L’extrémité N-terminale permet la liaison covalente de la protéine avec I’extrémité 5’
du brin (-) d’ADN (Charlotte., 2009).
v Larégion ADN polymérase/transcriptase inverse importante pour I’activité de
transcription inverse (Argos., 1988).
v Le domaine RNAse H est responsable de la dégradation de I’ARN pré génomique, lors
de la synthése du brin (-) de I’ADN viral (Radziwill et al., 1990).

Capsidae (<) Small surdace proteim (S)

_— Bledium surface protain
(5 + PraSz2)

-—3;— Larnga surface protain

5 %+ Pre5& + Pra51)

Drds
Polymerase (P)

Enwvalopps

Figure 03 : Structure du virus de ’hépatite B. (James A. perkins, 2002)
1.2.3. Cycle de réplication du virus de ’hépatite B :

Le cycle de multiplication du VHB se déroule a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau
des hépatocytes suivent plusieurs étape :
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1.2.3.1. Attachement :

De la particule a la surface des hépatocytes. Le virion interagit dans un premier temps avec
les héparines sulfate (HS), famille de polysaccharides complexes, a la surface des
hépatocytes, et ce avec une faible affinité, Cette étape permet ensuite au virus d’interagir avec
une forte affinité avec la protéine NTCP, transporteur d’acides biliaires exprimé dans le foie,
et ce par l'intermédiaire du domaine preS1 de la protéine L. L’entrée du VHB est
indépendante du pH, ce qui suggere la fusion de son enveloppe avec la membrane
cellulaire(Stéphane., 2019).

1.2.3.2.Transport et libération du génome :

Au cours de cette étape, la nucléocapside contenant la forme circulaire relachée de I’ADN
(ADNrc) est libérée dans le cytoplasme et transporté vers le noyau grace un signal de
localisation nucléaire (NLS) localisé au niveau de la protéine de capside via le réseau des

microtubules.

1.2.3.3. Formation et transcription de I’ADNccc :

Le génome viral est ainsi libéré dans le nucléoplasme. L’ADN circulaire relaché va étre
converti en ADNccc (covalentlyclosedcircular DNA), forme épisomale servant de matrice
transcriptonnelle a I’ARN polymérase II pour la synthése des ARN messagers (ARNm), ce
par I’action de protéines nucléaires impliquées dans la réparation de I’ADN (James., 2017).
L’ADNccce est également la forme de persistance du VHB dans les hépatocytes et est peu
sensible a I’action des antiviraux anti-VHB. Différents ARNm seront transcrits a partir de
1I’ADNccc (Charlotte., 2009).

1.2.3.4. Encapsidation :

La premiére étape d’encapsidation consiste a la reconnaissance du signal € « epsilon »
localisé a I’extrémité 5° de I’ARN pg par I’extrémité N-terminale de la polymérase virale.
Ensuite, I’extrémité C-terminale libre de la polymérase interagirait avec des protéines HBc.
Suffirait a initier I’encapsidation. Sachant que les protéines HBc s’assemblent spontanément

sous forme de capside.
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1.2.3.5. Synthése de I’ADN viral :

ARNmM subgénomiques codant les protéines structurales et de régulation et un ARN
prégénomique (ARNpg) d’une taille supérieure a la longueur du génome. L’ARNpg est
encapsidé avec la polymérase virale. 1l sert de matrice a la transcription au sein de la
nucléocapside via un processus complexe, a I’image de celui des rétrovirus avec lesquels il
partage quelques points communs. Le processus de réplication implique un mécanisme
d’initiation de la réplication trés originale que seuls les hepadnavirus utilisent : une étape de
transcription inverse et trois transpositions intramoléculaires. Aprés synthése des brins de
polarité négative et positive, la nucléocapside contient un ADN circulaire relaché
partiellement double brin qui pourra, soit acquérir une enveloppe via le réticulum
endoplasmique et/ou le compartiment intermédiaire pour €tre ensuite secrétée a 1’extérieur des
hépatocytes, soit retourner vers le noyau pour augmente le pool d’ADNccc. L’ARNpg sert
aussi d’ARNm pour la transcription de la protéine de capside et de la polymérase virale.

.(Hureaux JMet al..2003)

1.2.3.6. Assemblage et sortie :

Ces nouveaux virus sortent de la cellule par éclatement pour les virus nus, par
bourgeonnement pour les virus enveloppés. C'est lors du bourgeonnement que les virus a
enveloppe constituent leur enveloppe qui est une bicouche lipidique cellulaire hérissée de
spicules glycoprotéiques. Certains virus comme les Herpes virus s’entourent d’une enveloppe
provenant de la membrane nucléaire de la cellule infectée, d’autres comme les rétrovirus
s’entourent d’une enveloppe provenant de la membrane cytoplasmique de la cellule.

(http://www.microbes-edu.org/etudiant/multivirale.html).
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Figure 04 : Cycle de multiplication du VHB (D’aprés Zoulim & Locarnini., 2009).
1.2.4.Génotypes de virus de I’Hépatite virale B :

Les souches de VHB se répartissent en 10 génotypes (A a J), qui se distinguent les uns des
autres par une différence nucléotidique d’au moins 8% sur la totalité du génome virale et de
4% sur la région codant I’AgHBs (Figure 05). 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 (Shi et al..2013).
Parmi les 8 principaux génotypes (A-H), les génotypes A et D représentent les génotypes les
plus fréqguemment isolés en Europe et en Afrique. Les génotypes B et C circulent
majoritairement en Asie, 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
Amérique Latine et en Alaska. Le génotype G est régulierement isolé en Europe et aux Etats-
Unis. Une cartographie de la distribution des génotypes du VHB en France réalisée en 2013
auprés 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%).

Les propriétés biologiques des différents génotypes 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 (Shi et al., 2013).
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Figure 05: Répartition des génotypes du VHB (D’aprés Shi et al., 2013)

1.3. Anatomie et physiologie de foie :
1.3.1. Anatomie de foie :

1.3.2. Morphologie externe :

Le foie est le viscére le plus volumineux de 1’organisme et par conséquent un des plus
vascularisé (il contient plus de 10 % du sang total). 1l se situe sous le diaphragme, dans la
partie supérieure droite de la cavité abdominale. Il est au-dessus de 1’estomac et le recouvre
en partie. Il présente une couleur rouge brun et une surface granuleuse. Cet organe mesure en
moyenne 28 cm de large, 16 cm de haut et 8 cm d’épaisseur. Son poids propre est d’environ
1,5 kg auquel il faut ajouter les 800 grammes de sang généralement présents dans le foie
(Masson et al., 1957).

Le foie se divise en quatre lobes, tous divisés en segments (huit segments au total). Le lobe
hépatique droit est le plus volumineux. Il est separé du lobe hépatique gauche par le ligament
suspenseur falciforme, qui suspend le foie au diaphragme et a la paroi abdominale. Le lobes
carré et caudé se situent entre les lobes droit et gauche. Ils sont séparés par un sillon appelé le
hile du foie, situé au centre de la face inférieure du foie (Van Minh T et al., 1992).

10
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C’est par ce hile qu’arrivent 1’artére hépatique et la veine porte ainsi que les voies biliaires
(canal hépatique commun et conduit cystique qui forment le canal cholédoque). La vésicule

biliaire est d’ailleurs liée au lobe hépatique droit et caudé du foie (lafortune M et al., 1991).

Lobe droit Ligamentfalciformg

= s o Lobe gauche
Vesicule biliaire

Artere hepatique
Canal cholédoque

Veine cave Veine porte

Figure 06 : Anatomie externe du foie (Larousse Meédical).

1.3.3. Composition cellulaire :

Le foie est un organe complexe constitué de plusieurs types cellulaires : les
hépatocytes, les cholangiocytes, les cellules endothéliales, les cellules de Kupffer, les

cellules stellaires, les cellules a granulation et les cellules ovales.

A- Les hépatocytes : Les hépatocytes (ou cellules hépatiques) sont des cellule
représentant environ 70% la grande majorité des cellules du foie. Ce sont de véritables
usines biochimiques, assurant de nombreuses fonctions métaboliques. Elles servent par
exemple au stockage ou a la libération du glucose, dans le cadre de I'nypoglycémie ou
de I'hyperglycémie. (Jean et al. 2007) ils interviennent également dans la répanse
inflammatoire de phase aigué et la coagulation sanguine (Jean et Al., 1991).

B-Les cholangiocytes . Les cholangiocytes sont les cellules épithéliales du canal
biliaire. Ce sont des épithéliums cuboides dans les petits canaux biliaires interlobulaires,

mais ils deviennent colonnaires et du mucus sécrete dans les canaux biliaires plus gros

11




Synthése Bibliographique Notions Générales

se rapprochant de la porta hépatisé et des canaux extra hépatiques (Larousse NF et Al .,
2006).

C- Les cellule endothéliales: les cellules endothéliales bordant les différents
compartiments vasculaires du foie constituent autant de populations distinctes
caractérisees par des adaptations structurales et fonctionnelles spécifiques, I'architecture
vasculaire du foie se met progressivement en place au cours de l'organogénese
hépatique. Ce processus s'accompagne d'une différenciation progressive des-sous
population de cellule endothéliale qui joue un réle important en pathologie (Jean-Yves
Secoazec., 1999).

D-Les cellules de Kupffer : Les cellules de Kupffer sont les macrophages propres au
foie et notamment au lobule hépatique ou elles sont tres nombreuses (jusqu'a environ 30
% de toutes les cellules hépatiques chez I'étre humain). Elles se déforment et émettent
un certain nombre de prolongements cytoplasmiques (Naito et Al., 2004).Leur principal
role est de phagocyter les microbes qui auraient pénétré le foie, Elles jouent aussi un
role dans I'immunité adaptative (Larousse Médical).

E-Les cellules stellaires: Les cellules stellaires hépatiques (anciennement appelées
cellules de Ito) ou cellules étoilées, sont des cellules présentes dans le parenchyme du
foie. Elles sont localisées plus précisément dans les espaces de Disse, espaces entre les
hépatocytes et les cellules endothéliales des sinusoides veineux. Le role physiologique
des cellules stellaires hépatique est de stocker la vitamine A , mais aussi elles jouent un
role important dans la fibrinogéne hépatique Les CS proliferent et produisent du
collagéne fibrillaire caractéristiques de la fibrose et de la cirrhose (thése et Al., 1999).
F-Les granulocytes : Un granulocyte, est une cellule sanguine de type globule blanc.
Les granulocytes possédent de gros noyaux polylobés, si bien que leur observation au
microscope laissait supposer la présence de plusieurs noyaux. En réalité, il n'y en a
qu'un. Les granulocytes sont donc classés en trois catégories :les neutrophiles, les
basophiles, les eosinophiles(James., 2017).

I- Les cellules ovales : les cellules ovales présentent de hombreuses caractéristiques
des hepato blastes, qui sont des précurseurs hépatiques feetaux.la dédifférenciation
d’hépatocytes en cellules ovales semble devoir étre écartée, au moins dans certain

modeles expérimentaux (Théiste et al, 1999).
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G-La matrice extracellulaire : correspond a un ensemble de macromolécules
extracellulaire (protéines, glucides et eau) sécrétées localement par les cellules d’un
tissu et organisé en réseau complexe autour de ces cellules. Elle est constituée de deux
ensembles de molécules: des molécules essentiellement saccharidiques
(protéoglycanes) constituant la substance fondamentale. Et des protéines fibreuses,
structurent 1’ensemble. En fonction de 1’abondance relative de ces deux ensembles, on
obtient une structure plus ou moins lache qui donne sa morphologie au tissus (Masson.,
2006).
1.3.4.Physiologie de foie :

Le foie est le plus gros organe abdominal ayant un réle prépondérant dans le systéeme
digestif. 1l est impliqué dans plus de 300 fonctions vitales de notre organisme. Ses fonctions
principales restent toutefois : le transport et stockage du sang, la sécrétion de la bile et le
filtrage sanguin(Natalie.,2017) Le foie est également impliqué dans le métabolisme des

protéines, des lipides et des graisses (Marie., 2013).

A. Métabolisme des glucides :

Les glucides (glucose, fructose, galactose) sont transformés en glycogenes et stockés au sein
des hépatocytes. En fonction des besoins de l'organisme, le foie retransforme ensuite ce
glycogene en glucose, et le libére dans la circulation sanguine. Si les réserves de glycogéne
sont épuisées, les cellules hépatiques peuvent aussi synthétiser du glucose a partir d'acides

aminés notamment. On parle alors de néoglucogenése (Claire Mony et al., 2014).

B. Métabolisme des lipides :

Les lipides parvenant au foie sont transformés en triglycerides et stockés dans les cellules
hépatiques. En réponse aux besoins énergétiques du corps, ces triglycérides peuvent étre
ensuite  divisés en acides gras et utilisés.(Claire Mony et al.,2014) Le foie joue un role
fondamental dans 1’homéostasie des lipides il posséde les fonctions de catabolisme et

d’anabolisme des triglycérides et des phospholipides.( Claire&Jean-Charles., 2014).
C. Métabolisme des proteines :

A partir des protéines et acides aminés issus de la digestion, les cellules du foie synthétisent

la majorité des protéines sanguines :

e |'albumine
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e toutes les globines (hémoglobine, globuline...)
e et les facteurs de la coagulation.

En cas de dysfonctionnement hépatique, on observe donc un déficit de ces protéines dans le
sang. Le manque d'albumine entraine notamment l'ascite. Les troubles de la coagulation
donnent lieu a des hémorragies. .( Michel Marcollet.,1994), Ces protéines ne sont pas
specifiques au foie : elles sont reléguées dans la circulation générale et constituent

essentiellement les protéines plasmatiques(Haine., 2015).

D. Synthése et sécretion de la bile :

La bile est un liquide organique sécrété et recyclé par le foie.

Entre les repas, la bile s'écoule au travers du conduit hépatique commun, qui s'abouche
ensuite dans le canal cholédoque, avant de refluer vers la vésicule biliaire, par le canal

cystique, ou elle est stockée et concentrée.(Whipple G.H., 1922)

La bile assure une fonction de détoxication : les cellules du foie dégradent certains
médicaments, l'alcool, des drogues, etc. Par la bile, les principes actifs et métabolites se

retrouvent dans les feces (les cours de M.gérard chevrier).

La bile a donc un rdle essentiel dans la digestion chimique dans l'intestin gréle, et ainsi dans

I'absorption des nutriments par I'épithélium intestinal.
E. Détoxification :

Le foie joue un rdle clé dans les processus métaboliques de neutralisation des toxines.
Conservateurs, colorants alimentaires et exhausteurs de goQt, Polluants, antibiotiques
alimentaires, pesticides, gaz de combustion mais aussi d'autres Toxines d’origine organique
représentent autant de toxines auxquelles notre organisme Est confronte et qui sont de nature
a compromettre le fonctionnement de nos cellules. La Détoxication hépatique qui se déroule
en trois étapes va neutraliser et éliminer ces Toxines et toxiques. Elle nécessite la présence de
nombreux acides aminés, minéraux, antioxydants, enzymes et vitamines (surtout du groupe
B). (Christophe et al., 2014).

La detoxification hépatique se déroule en trois étapes :

» LaPhase I : les réactions de biotransformation qui introduisent des Groupements

fonctionnels dans les molécules apolaires. Les réactions de la Phase | sont
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catalysées par les systémes enzymatiques des cytochromes P450. Lors de la
biotransformation, les toxines sont converties en substances Intermédiaires, plus
actives et plus toxiques, qui doivent étre conjuguées au cours de la Phase Il
(Christophe et al., 2014).

» LaPhase Il : ou conjugaison, qui va généralement inactiver complétement la
Toxine et la rendre hydrosoluble et donc « éliminable » par les émonctoires
Physiologiques, I’urine et les selles. L’équilibre entre les activités de la phase I et
de la phase Il détermine la durée Pendant laquelle les substances intermédiaires
bio transformées persistent dans 1’organisme (Christophe et al., 2014).

» LaPhase Il : durant laquelle les substances devenues hydrosolubles Sont
¢liminées dans les urines. Une détoxication optimale dépend d’un taux adéquat
des nutriments intervenant dans les trois étapes de la détoxication (Christophe et
al., 2014).

1.4. Physiopathologie de I’Hépatite virale B :

L'homme est le seul héte naturel du virus. Le VHB pénetre par voie sanguine ou
Sexuelle et gagne le foie par voie sanguine. On ne connait pas le site de multiplication
Primaire (s’il existe). Etant peu cytolytique, ¢’est I’intensité variable du conflit entre ce virus
et les défenses immunitaires qui détermine la gravité de I’infection et le Polymorphisme
clinique de I’hépatite B. Les défenses immunitaires mettent en jeu deux Mécanismes : les
lymphocytes T qui attaquent et détruisent les cellules malades, les lymphocytes B qui
synthétisent les anticorps spécifiques neutralisant les virus circulants (claudine becondi,
2008).

En effet, les épitopes viraux portés par une molécule du complexe majeur
D’histocompatibilité (CMH) de classe I présents a la surface des hépatocytes seraient
Reconnus par les lymphocytes CD8 spécifiques entrainant la lyse cellulaire. Cette
Immunité est dirigée contre les antigenes de la protéine du core (AgHBc). Par contre les
Protéines d’enveloppe éventuellement présentes a la surface de la cellule seraient plutot la
cible de ’ADCC (anti body dépendant cellular cytotoxicity) méditée par les Lymphocytes «
Natural Killer » (NK). La neutralisation par les anticorps circulants des virions libérés et la
destruction des cellules infectées permet d’éliminer le virus de ’organisme. Si la réponse

immunitaire n’est pas adaptée une hépatite chronique peut s’installer. Si le systéme
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immunitaire réagit de facon excessive, une hépatite fulminante est observée (claudine
becondi., 2008).

1.4.1.Histoire naturelle de I’hépatite virale B chronique :

L’histoire naturelle de I’infection par le VHB est complexe et varie selon les zones
d’endémie. Elle est influencée par 1'dage au moment de l'infection, le niveau de réplication
virale et le statut immunitaire de I'hte . Dans les régions de faible prévalence, 1’infection a
lieu durant I’adolescence ou a I’age adulte et elle reste asymptomatique pour 90% des
individus mais dans 10% des cas, elle donne lieu a une hépatique aigué symptomatique apres
une incubation de deux a six mois. Excepté le cas des hépatites fulminantes, la majorité des
patients développant une hépatite aigué symptomatique ou non guérissent rapidement, mais 5
a 10% d’entre eux deviennent chroniquement infectés. En revanche dans les régions de forte
prévalence, comme 1’Asie du Sud-est et I’Afrique Sub-saharienne, la transmission se fait
principalement de la mére a I’enfant et ce dernier développe une infection chronique dans
80% des cas , conduisant a assurer le maintien d’un niveau élevé de portage du VHB. Par
ailleurs, des études épidémiologiques ont montré qu’il existe un lien trés fort entre le
développement de CHC et la persistance du virus dans le sang. En effet, le risque d’évolution
vers la cirrhose et/ou le CHC est augmenté d’environ 100 fois chez un porteur chronique du

VHB par rapport & un individu non infecté (Fattovich, 2003).

1.4.2.Formes cliniques de la maladie :

1.4.2.1.Hépatite aigue :

e Incubation : Aprés la contamination, I’incubation est longue et peut durer de 30 &
120 jours (en Moyenne 10 semaines). En fin de période, des manifestions pseudo-
grippales (fiévre, Frissons, céphalées, myalgies, douleurs articulaires) et, dans la
moitié des cas, de troubles Digestifs peuvent étre observés.

e Phase d’état : Chez 20 a 30% des patients, la phase d’état est symptomatique, avec un
ictére D’intensité variable, des urines peu abondantes et foncées, des selles normales
ou Décolorées, un prurit inconstant. Le foie est de volume normal ou légérement
augmenté. L’ictére décroit progressivement, en deux a six semaines. Fait important
pour le diagnostic d’hépatite aigué, il existe une augmentation marquée des

transaminases sériques.
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e GUErison : Chez 90 a 95 % des adultes 1’hépatite aigué guérit sans séquelle en

laissant une immunité protectrice (claudine becondi., 2008).

1.4.2.2.Hépatite fulminante

Les formes avec insuffisance hépatocellulaire grave : hépatites fulminantes ou su
fulminantes (0,1% des cas), avec nécrose hépatique massive qui s’accompagne d’un Ictére a
bilirubine conjuguée, d’une atrophie hépatique avec une transaminasémie trés Elevée et
syndrome hémorragique dd, en partie, au défaut de synthese des facteurs de Coagulation
fabriqués par le foie, et en partie a des phénomeénes de coagulation intra vasculaire. La
mortalité globale est de I’ordre de 80% en I’absence de greffe hépatique. Le VHB est a

I’origine de 70% des hépatites fulminantes virales (claudine becondi., 2008).

1.4.2.3.Hépatite B chronique :

Les cliniciens considérent que 1’infection HBV devient chronique lorsque I’AgHBs,
I’AgHBe et I’ADN viral restent détectables chez le patient 6 mois suivant I’infection

(Marion., 2013).

1.4.3.Les complications de CHB :

1.4.3.1.La Fibrose :

C’est I'accumulation excessive de matrice extracellulaire dans le parenchyme hépatique.la
fibrose hépatique est la résultante commune aux maladies chroniques du foie, caractérises par
I’accumulation anormalement élevée de constituants de la matrice extracellulaire dans le
parenchyme hépatique.sa progression peut conduire a la cirrhose (housset, geuchot., 1999) (pr
A.Mallat., 2002). Le diagnostic et I'évaluation du degré de la fibrose hépatique, essentiels a la
prise en charge des patients, ont reposé chronologiquement sur I'autopsie, la clinique, la
biologie hépatique de routine, la ponction-biopsie hépatique, I'échographie, les tests sanguins

non invasifs de fibrose et enfin de I'élastomére.

1.4.3.2.Cirrhose virale B :
La cirrhose est une forme sévére d’évolution de I’hépatite B chronique. Progressivement, les

cellules détruites sont remplacées par du tissu cicatriciel et L hépatite évolue ainsi vers la
cirrhose. Dans le parenchyme hépatique, il existe des Nodules de régenération au sein d'une
fibrose. Ces foyers pourraient provenir d'une Prolifération d’un seul hépatocyte. A un stade

tardif, les signes cliniques d’insuffisance Hépatocellulaire ou d’hypertension portale
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apparaissent. L’évolution se fait vers une insuffisance hépatique pouvant conduire au déces

(Claudine Bekondi., 2008).

1.4.3.3.VHB et carcinome hépatocellulaire :

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est une tumeur épithéliale developpée a partir
des hépatocytes. Il représente la forme majoritaire de cancer primitif du foie. Cette tumeur au
pronostic sévere vient au 5éme rang mondial pour la fréquence des cancers Humains, et au
3*™ rang pour les causes de mortalité par cancer. Le CHC constitue un Probléme majeur de
santé publique, en particulier dans les pays de forte endémie du VHB (Asie, Afrique Sub-
saharienne) ou plus de 80% du total mondial de nouveaux cas Apparaissent. En effet,
I’association du VHB au cancer du foie repose sur des arguments Epidémiologiques et
moléculaires ; de plus des facteurs environnementaux interviennent dans la carcinogenése

Méme si I’évolution vers le CHC est multifactorielle, le role du virus reste déterminant

(Sitterling et al., 2000).

Contage ————— Hépatite aigué 70 % asymptomatique
30 % symptomatique
1 % fulminante TH

90-95 % 5-10 %

V }

Ag HBs- "
Guérison 9 ‘ Infection chronique AgHBs+
AntiHBs+ et HBc+

70 % ¢ * 30 %

Hépatite chronique Portage sain

l 20 %
Cirrhose

i 20 % (3-5 % /an)

Carcinome hépatocellulaire

Figure Q07 : Histoire naturelle de ’infection virale B (Pol., 2006).
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L.5.Evolution des marqueurs sérologiques de ’infection :
1.5.1. antigenes et anticorps :

v' Ag HBs : I'AgHBs est le marqueur sérologique nécessaire a tout diagnostic d'infection
par le VHB. Il apparait dans le sang pendant la phase d'incubation, 1 a 6 semaines avant
les signes cliniques ou biochimiques. Il disparait pendant la phase de convalescence des
hépatites aigues qui guérissent. Sa disparition signe I'évolution favorable et sa
persistance pendant plus de 6 mois définit le passage a la chronicité.

v I'anticorps anti-HBs permet d'affirmer la guérison de I'népatite aigué B ; il apparait en
général 2 a 8 semaines aprés la disparition de I'AgHBs et le plus souvent aprés
amendement des signes cliniques. L'anticorps anti-HBs persiste au moins 10 ans. C'est
un anticorps neutralisant dont la présence permet d'affirmer I'efficacité d'un vaccin
(Marcellin Pet al., 2005).

v' L’Ac anti HBe : marque la fin de la réplication virale et ’entrée dans la guérison.
(Nguyen., 2014).

v" I'AgHBc : ne se fait pas en routine clinique. En effet, il est présent a la surface des
hépatocytes infectés ou il est la cible de la réponse immunitaire, responsable de la
destruction cellulaire. 1l est détectable en immuno-histochimie a des fins expérimentales.
Par contre I'anticorps anti-HBc dirigé contre la capside du VHB est le marqueur de choix
pour témoigner d'un contact avec le VHB. En effet, on le retrouve a la fois dans les
infections actives et guéries.

v" Les IgM anti-HBc : apparaissent 1 a 2 semaines apres l'apparition de I'AgHBS, signant
la primo-infection et peuvent persister plusieurs mois. Puis apparaissent les 1gG anti-
HBc, que l'infection ait été aigué et guérie ou qu'elle ait évolué vers la chronicité. Ceux-
ci persistent quasiment a vie (Marcellin P et al..2005).

v' L'anticorps anti-HBc : est un meilleur marqueur sérologique d'infection ancienne que
L’Ac anti -HBs, car il n'est pas produit par la vaccination. Il est présent lors de la fenétre
sérologique ou il y a absence de I'AgHBs et de I'anticorps anti-HBs.

v" I'AgHBe : est sécrété sous forme soluble dans le sang. Sa présence signe une réplication
active du VHB. Elle est généralement parallele a la présence d'’ADN viral dans le sang.
Cette présence est un élément important en faveur de de la contagiosité du patient.

e La disparition de I'AgHBe est plus précoce que celle de I'AgHBs. Associée a

I'apparition d'anticorps anti-HBe, elle définit la séroconversion dans le systeme HBe.
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Cette seroconversion n'est pas un signe formel de guérison, mais un élément
pronostique favorable, généralement associé a I'arrét de la réplication virale. Dans 1 a
2% des cas de séroconversion dans le systéme HBe, I'ADN viral reste détectable dans
le sérum, définissant le groupe des hépatites B chroniques a AgHBe négatif.

(Marcellin P et al..2005).

Incubation Infection aigué Infection aigué récente Guérison
s (4-12scm) (2-12sem) (2-16scm) (années)
Pac anti-HBE

BigM anti-HBe

bag HBS-

papN vasl
/AAc anti-HBs
bg HBE \ Q anti-HBé
1 . 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8 I(fn’:‘igs
Symptémes
Transaminases

Figure 08 : L’évolution des marqueurs du VHB chronique (Memobio,2012)

Les figures 9 et 10 illustrent la cinétique des marqueurs virologiques dans le sérum au cours
de I'hépatite B aigué et chronique, alors que le tableau 2 récapitule I'ensemble des situations

sérologiques qu'il est possible de rencontrer au cours de I'infection chronique par le VHB.

)

Mois apres l'exposition

Figure 09 : Cinétique de marqueurs sériques de 1’Hépatite virale B aigué¢ (Hureaux JM et
al...2003).
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Ag HBs

o Ag HBe anti HBe

lgM anti HBc
Contage

l

S -
————
Années
Heépatite B d'évolution ancienne
Ag HBs - Ag HBe - 1g anti-HBc
PAS d'anti-HBs

T
& mois - 1 an

Hepatite B d'évolution récente

Ag HBs - Ag HBe - TgM anti-HBc

Figure 10 : Cinétique de marqueurs sériques de I'Hépatite viral B chronique (Huraeux JM et

al., 2003).
ANTIGENES ANTICORPS DNA
Ag Ag Acanti || Acanti || Acanti || DNAdu

HBs HBe HBs HBc HBe virus
Hépatite aigué au début + + - - - +
Hépatite aigué phase d'état + + - + (IgM) - +
Hépatite aigué phase post-ictérique \ - \Y + (IgM) + \Y
Guérison - - + + (IgM) + -
Hépatite chronique avec virus + + - + - +
circulant
Hépatite chronique sans virus + - - + + -
circulant
Porteur asymptomatique avec virus + + - + - +
circulant
Porteur asymptomatique sans virus + - - + + -
circulant

Tableau 02 : Differentes situations sérologiques rencontrées au cours de I'infection a VHB.
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1.6. Epidémiologie de I’hépatite virale B Chronique :

1.6.1.Prévalence et répartition géographique :

Malgré I’existence d’un vaccin efficace contre I’hépatite B et de médicaments puissants et
bien tolérés, environ 250 millions d’individus sont porteurs chroniques de I’AgHBs dans le

monde. Bien que la prévalence du VHB ait tendance a diminuer en Europe depuis les années

2000, elle reste élevée dans certains pays, en particulier en Afrique Sub-Saharienne et dans

la région du Pacifique occidentale (Mongolie, Chine, Vietnam, ...) avec respectivement une
prévalence de I’AgHBs de 8,8% et 5,3% (Figure 11 ). En France, la prévalence des anticorps
anti-HBc estimée par 1’enquéte nationale de Santé publique France en 2004, était de 7,3%,
soit environ 3,1 millions de personnes ayant été infectés par le VHB au cours de leur vie
(Meffre et al., 2010) . La prévalence de I’AgHBs ( prévalence de I’infection chronique) était
estimée a 0,65%. La prévalence de I’infection chronique était 8 fois plus importante chez les
personnes nées dans un pays de forte endémicité (prévalence de I’AgHBs >8%)).

Parmi les individus testés positifs pour I’AgHBs, environ 45% ignoraient leur statut
sérologique. La surveillance des patients nouvellement pris en charge pour leur hépatite
chronique B dans les Pdles de Référence en Hépatologie (2008-2012) a montré que la grande
majorité d’entre eux étaient AgHBe-négatif, proportion plus importante que celle rapportée
dans 1’é¢tude de (Zarski et al., publiée en 2006) (72%). A la prise en charge, plus de la moitié
des patients avait un ADN du VHB inférieur a 2000 Ul/mL. Les génotypes D (34%), E (27%)
et A (26%) étaient les plus fréquents. La surveillance de I’hépatite B chez les usagers de
drogues injectables (enquéte ANRS-COQUELICOT 2011-2013) montrait une séroprévalence
de ’AgHBs de 2,1%. La surveillance de I’hépatite B chez les HSH (enquéte PREVAGAY
2009) montrait une séroprévalence de I’AgHBs de 1,4% (Sauvage et al., 2015).
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Figure 11 : Prévalence de I’infection chronique en 2013(Mahonye FJ.Update.. 1999 .)

1.6.2. Mode de transmission de Virus de I’Hépatite virale B :

Le virus de I’hépatite B est transmis par le sang ou d’autres fluides corporels (sperme et
sécrétions vaginales). Les modes d’infection les plus fréquents résultent de I’exposition a de
petites quantités de sang ou de fluides corporels, se produisant lors de la consommation de
drogues injectables, des injections a risque, de soins a risque, de la transfusion de sang ou de
produits dérivés pour lesquels il n’y a pas eu de dépistage, de rapports sexuels non protégés
ou encore de la mére a I’enfant. Il existe 3 principaux modes de transmission : la
transmission percutanée, la transmission sexuelle, la transmission de la mere a I’enfant

(transmission verticale).

A- Transmission percutanées : a I’origine de la transmission du VHB comprennent la
transfusion de sang ou de produits sanguins, 1’utilisation de matériel médical contaminé lors

de soins, 1’'usage de drogues injectables, le tatouage et le piercing. (Sangar¢ et al., 2009)

B- Transmission sexuelle : les comportements sexuels a risque représentent un mode de
transmission fréquent. Les hommes ayant des relations sexuelles avec d’autres hommes

(HSH) constituant un groupe a haut risque.

C- La transmission verticale : de la mére a I’enfant au moment de 1’accouchement a bien
été documentée, ainsi que le risque majeur de passage a la chronicité de I’infection virale B
chez I’enfant.(Nguen., 2014)
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1.6.3. Les facteurs de risque :

>
>

YV V. V V V V V

Nouveau-nés de femmes séropositives pour le VHB.
Usagers de drogues par voie parentérale (intraveineux ou per-nasal).
Personnes, hétérosexuelles ou homosexuelles, ayant des partenaires sexuels

multiples et/ou une maladie sexuelle transmissible récente.

Personnes en contact avec un sujet porteur de 1’Ag HBs, les Membres d’une Méme

famille et dans les collectivités.

Population migrante ou voyageur en provenance de pays de forte endémie.
Professionnels de santé.

Patients hémodialysés ou transfusés chroniques.

Personnes infectées par le VIH ou le VHC.

Candidats a une greffe.

Détenus.

Personnes adeptes du tatouage ou du piercing (Catrice., 2009).

1.7. Prévention des hépatites virales B :

Pour prévenir I’hépatite B, deux types d’action sont a développer : la vaccination et

I’application de mesures de réduction des risques de transmission (jeanblanc, 2009).

1.7.1. Les mesures générales :

Des personnes qui ont fréquemment besoin de sang ou de produits sanguins, des
patients sous dialyse et des bénéficiaires d’une transplantation d’un organe solide.
Des personnes en détention.

Des consommateurs de drogues injectables.

Des contacts domestiques et sexuels des personnes porteuses d’une infection
chronique par le VHB.

Des personnes ayant des partenaires sexuels multiples.

Du personnel soignant et d’autres agents susceptibles d’étre exposés a du sang ou a
des produits sanguins dans 1’exercice de leur travail.

Des voyageurs n’ayant pas recu une Série vaccinale complete contre le VHB qui
devront se voir proposer une vaccination complémentaire avant de rejoindre des

zones d’endémie.
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e Dépister I’hépatite B au cours de la grossesse pour prévenir la transmission du virus
au nouveau née grace a 1’administration des la naissance d’anticorps spécifiques et

d’un vaccin. Santé publique France. Saint—Maurice (France) ; 2019.
1.7.2. Les mesures vaccinales :

La vaccination est pratiquée de facon courante depuis les années 80 et repose sur l'injection
de I'AgHBs destinée a induire la production d'anticorps anti-HBs neutralisants. Les vaccins
actuellement disponibles sont produits par génie génétique et contiennent de I'AgHBs
recombinant et éventuellement d'autres sous unités de I'enveloppe virale (Marcellin Pet al.,
2005).

La vaccination est indiquée chez tous les nouveau-nés, tous les sujets a risque d'infection par
le VHB (toxicomanes, sujet avec multiples partenaires sexuels, acteurs des soins médicaux) et
les femmes enceintes des pays ou la vaccination anti-VHB n'est pas pratiquée (Marcellin Pet
al., 2005).

Les vaccins sont administrés par voie intramusculaire selon un schéma classique de 3 doses
(0, 1 et 6 mois). Au-dela de ces 3 injections, il n'est plus nécessaire d'effectuer des rappels
systématiques, la diminution du titre des anticorps anti-HBs sous le seuil de 10 mUl/ml ne

signant pas I'absence de protection.

1.8. Traitement des Hépatites virale B Chroniques :
1.8.1 Traitement curatif :
1.8.1.1 Principes généraux :

A la phase aigué de I'népatite virale B, le traitement antiviral spécifique est inutile. Seules
des mesures symptomatiques peuvent étre prises, associées a l'éviction de l'alcool et des
médicaments métabolisés par le foie. Une transplantation hépatique d'urgence est nécessaire

dans la forme fulminante.

Le traitement antiviral spécifique trouve sa place dans I'hépatite chronique B, I'objectif étant
d'obtenir I'arrét de la réplication virale, afin de prévenir I'évolution naturelle de la maladie

vers les complications.(Marcellin P et al., 2005).

La réponse au traitement comporte 3 phases :
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v' La Phase | : marquée par une diminution de la réplication virale, traduite par une
diminution de I'ADN viral sérique. L'activité de I'népatite chronique régresse, la
fibrose se stabilise et peut méme diminuer ;

v' La Phase Il: intervient lorsque l'activité antivirale est suffisamment forte et
prolongée, accompagnée d'une réponse immunitaire adaptée avec la clairance des
hépatocytes infectés. Une séroconversion HBe peut intervenir et le risque de
réactivation est faible.

v La Phase |11 : marquée par une réplication virale completement interrompue (I'ADN
indétectable). La séroconversion HBe est stable, I'AgHBs disparait avec ou sans
apparition des anticorps anti-HBs. Le risque de réactivation spontanée est nul et

I'activite disparait.

1.8.1.1.2. Antiviraux actuellement disponibles :

Actuellement en France, trois molécules ont l'autorisation de mise sur le marché dans le
traitement de I'népatite virale chronique B. il s'agit de l'interféron, de la lamivudine et de
I'adénofovir. (Marcellin P et al..2005)

A. Interféron :

Les interférons sont des glycoprotéines de la famille des cytokines endogénes sécrétées par
les lymphocytes et les macrophages activés, en réponse a de nombreux stimuli en particulier
les infections virales. Il en existe deux types d'activités biologiques différentes. Ce sont :

I'interféron standard et I'interféron alpha 2a sous forme pelée.
- Les interférons ont 3 types d'activité anti virale :

e Inhibition de la transcription des ARNm et de I'encapsidation du génome viral.

e Stimulation des lymphocytes TCD8+ cytotoxiques et augmentation de I'expression des
molécules HLA de classel membranaires, aboutissant a une présentation plus efficace
des antigénes viraux aux lymphocytes T cytotoxiques.

e Activité anti tumorale.

B. Interféron standard :

On distingue : l'interféron alpha 2a (Roféron A®) et I'interféron alpha 2b (Intron A®).
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L'interféron entraine une réponse virologique prolongée (séroconversion stable 24 semaines

apres l'arrét du traitement) dans 20 a 40% des cas .( Marcellin P et al..2005).

La durée du traitement est de 24 semaines dans les cas d'hépatite chronique B AgHBe

positif et au moins 48 semaines en cas d'AgHBe négatif. .( Marcellin P et al..2005)

Les effets secondaires de l'interféron sont fréquents et nombreux, mais peu graves et
réversibles a l'arrét du traitement ; le plus fréquent est le syndrome grippal, habituellement
modéré. D'autres sont plus rares mais peuvent étre graves ; tels que : le syndrome dépressif, la
décompensation d'une psychose préexistante et la dysthyroidie. Sont également possibles :
asthénie, amaigrissement, alopécie, troubles du sommeil, troubles de la concentration,
troubles de [I'humeur, sécheresse cutanée et biologiquement une neutropénie et une

thrombopénie.

C. Interféron pelé :

L'interféron pelé est l'interféron standard, conjugué a une molécule de polyéthylene glycol
(PEG). Cette conjugaison permet de diminuer la clairance rénale de I'lFN, augmentant ainsi la
demi-vie plasmatique de la molécule. La concentration plasmatique est donc plus stable,

permettant une seule injection par semaine.

L'IFN PEG administré en une injection par semaine est plus efficace, dans le traitement de

I'népatite chronique B AgHBe positive, que I'lFN standard en trois injections par semaine.

La tolérance est comparable a celle de I'lFN standard. Il existe sous le nom d'interféron alpha
2a sous forme pelée (Pegasus®) Castéra L et al., 2001).

D. Lamivudine (voie oral) :

Un puissant inhibiteur de la réplication du VHB par inhibition des activités ADN- et ARN-
dépendantes de I'ADN polymérase des hepadnavirus La durée du traitement par lamivudine et
I'adénofovir est mal connue. (Marcellin P et al ., 2005)

E. ’adéfovir (voie orale) :
L'entécavir a une activité inhibitrice de la transcriptase inverse (Wagner et al., 2004).
1.8.2.Les Objectifs thérapeutiques sont :

L'interféron standard est actuellement la molécule recommandée en premiére intention dans

le traitement de I'hépatite chronique B (De Francis R Harenguet A et al..2005). En pratique il
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est supplanté par I'INF PEG, étant donné son efficacité et sa meilleure maniabilité (Marcellin
P et al., 2005).

En cas d'échec ou de contre-indication au traitement par interféron, la lamivudine ou

I'adénofovir doivent étre utilisés.

La durée du traitement par la lamivudine et l'adénofovir est mal connue. En cas de
séroconversion HBe, la regle est de poursuivre le traitement pendant 3 a 6 mois, afin de
réduire le risque de, réactivation. En lI'absence de séroconversion dans I'hépatite chronique B
AgHBe positif ou dans le cas d'hépatite chronique AgHBe neégatif, le traitement doit étre
poursuivi tant qu'il est efficace, c'est-a-dire tant qu'il n'y a pas de réactivation due a une
résistance (LiawYF., 2003).

1.8.3.Indications du traitement antiviral :

Le traitement antiviral ne s'envisage que dans le cadre des hépatites B chroniques. Le
principal facteur a prendre en compte est la gravité de la maladie hépatique, déterminée par la
PBH.

Le traitement est indiqué chez les patients ayant une activité modérée ou sévere (activité
METAVIR= A2) et/ou une fibrose sévere (fibrose METAVIR=F2).

Les patients ayant une activité hépatique minime et/une fibrose minime ne doivent pas étre
traités, mais surveillés de facon réguliére, afin d'instaurer un traitement en cas d'apparition

d'une activité modérée ou sévere.

Les patients AgHBs positifs avec des manifestations extra hépatiques doivent étre traités si

la multiplication est active et jugée responsable de ces manifestations.

Stade des complications, les patients doivent étre traités . (Marcellin P et al..2005 ; De
Francis R, Hadengue A, et al.. 2003).

1.9. Diagnostic des hepatites virales B chroniques :

L'infection aigué par le VHB est diagnostiquée en raison de la présence de I'antigene HBs et
de I'immunoglobine M (IgM) dirigée contre I'antigéne de la nucléocapside (anticorps anti-
HBc) dans le sang. Pendant la phase initiale de I'infection, les patients sont également positifs

pour l'antigéne HBe.
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Le diagnostic en laboratoire d’une infection par le VHB repose principalement sur la
détection de ’antigéne de surface de ce virus, HBs. L’OMS recommande de tester tous les
dons de sang a la recherche du VVHB, pour contribuer a garantir la sécurité des transfusions et
éviter la transmission accidentelle de ce virus a des personnes bénéficiaires de produits

sanguins.

e Une infection aigué par le VHB est caractérisée par la présence de I’antigéne HBs et
de I’immunoglobuline M (IgM), constituée d’anticorps dirigés contre I’antigéne de
ceeur, HBc. Au cours de la phase initiale de 1’infection, les malades sont également
séropositifs pour I’antigéne e de 1’hépatite B (HBe). Cet antigéne est habituellement
un marqueur de I’intensité de la réplication du virus. Sa présence indique que le sang

et les liquides corporels de I’individu infecté sont fortement infectieux.

e Une infection chronique est caractérisée par la persistance de I’antigéne HBs pendant
au moins 6 mois (avec ou sans présence concomitante de I’antigéne HBe). La
persistance de HBsAg est le principal marqueur de risque pour ’apparition d’une
maladie hépatique chronique et d’un cancer du foie (carcinome hépatocellulaire) a un

stade ultérieur de la vie. (19 juillet 2019).

1.9.1. Principe des tests de dépistage pour la détection de I’antigéne HBs :
A. Test Rapide D’orientation Diagnostique (TROD) :

Un outil complémentaire au test sanguin classique Comme la majorité des TROD VHB
développés a ce jour, le seul TROD actuellement commercialisé en France ne détecte que 1’un
des trois marqueurs de la maladie (I’antigéne HBs). Ce TROD permet ainsi d’identifier les
personnes infectées par le virus, mais pas celles qui n’ont jamais été contaminées par le VHB
et qui pourraient bénéficier d’une vaccination (HAS., 2013) Le principe des (TROD) est
simple. Ils permettent la capture des antigénes ou anticorps sur une surface solide.
L’interaction de ces derniers, permet une observation a I’oeil nu d’un trait de couleur. Il existe
plusieurs technologies, la plus utilisée est I’'immunochromatographie sur bandelette (Florent.,
2015).

29




Synthése Bibliographique Notions Générales

B. Test ELISA :

Technigue immuno-enzymatique de détection, qui permet de visualiser une réaction

antigene-anticorps grace a une réaction colorée produite par l'action sur un substrat d'une

enzyme préalablement fixée a I'anticorps (Magniez., 2008).

11 existe différents types d’ELISA :

ELISA direct : I’analytse d’intérét (Ag ou Ac) est adsorbé sur une microplaque.
Apreés fixation,celui-ci est révélé a I’aide d’un Ac primaire ou d’un Ag marqué par une

enzyme.

ELISA indirect : I’Ag spécifique de 1’ Ac recherché est adsorbé sur une microplaque.
Apres fixation, I’Ac d’intérét est révélé a 1’aide d’un Ac secondaire marqué par une

enzyme (Anofel et al., 2017).

ELISA sandwich : cette technique fortement spécifique, consiste a isoler une protéine
que 1’on cherche a doser entre deux anticorps dirigés contre elle mais reconnaissant
des épitropes différents. Concrétement, le premier anticorps est fixé sur un support,
suivi d’une incubation de la protéine a doser. Enfin, le deuxiéme anticorps vient
reconnaitre le complexe protéine/premier anticorps, on dit alors que la protéine est
prise en sandwich entre les deux anticorps. Une coloration de plus en plus forte

indique une concentration d’antigénes croissants (Interchim., 2016).

ELISA par compétition : lorsque 1’on met en présence un anticorps, son antigéne et
ce méme antigéne marqué, il peut se créer deux types de complexe selon que
I’anticorps se fixe a I’antigéne ou a 1’antigéne marqué. Le principe de ce dosage réeside

donc dans la compétition entre les deux formes d’antigene (Klervi., 2012).

ilv"ll [.:‘;‘1.. “‘:[. ) / , %
,}kw jaie .IJL\ N e T
g ’ Capture antibody
Niract Fl1 ISA Indirect F1 ISA Sandwich FI ISA Comnatitive F1ISA

Figure 12 : les quartes type d’elisa- CUSABIO
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1.9.2.Diagnostic moléculaire par la détermination et la quantification d’ADN du VHB :

La détection et la quantification de I’ADN du VHB sont indispensables afin de poser le
diagnostic d’hépatite chronique B active, d’évaluer le risque d’évolution vers la cirrhose ou le
carcinome (Stéphane., 2019). La détection et la quantification de I’ADN du VHB dans les
liquides biologiques reposent classiquement sur un type de technique: les méthodes

d’amplification de la cible, de type polymérase chaine réaction (PCR)

e Technique de PCR en temps réel :

Des techniques basees sur le principe de la PCR (Polymérase Chain Réaction) classique
ou en temps réel. La sensibilité est meilleure avec des seuils de détection a 200 copies par
ml, voire a 64 copies par ml pour les techniques de PCR en temps réel (Coblas Taman).ll
Ya a actuellement tirée peu de donnée pour trouver une signification clinique aux
différents niveaux des charges virales cependant de nombreuses études anciennes
laissent penser que le niveau de 105 copies/ml ,seul de sensibilité des techniques
n’utilisant pas la PCR, représente le seuil au-dessous I’hépatite serait non progressive et

inactive(De Francis R,Hadengue A et al., 2003).
1.10.Suivi biochimique et hémobiologique de I’hépatites virale BChronique :

A. Principaux tests biochimiques utilisés pour le suivi de I’infection virale B
chronique :
e Lestransaminases :

Les transaminases sont des enzymes dont 1’activité sérique est augmentée au cours
de lésions principalement au niveau du foie, du coeur, des reins ou des muscles. Leur
dosage est utile dans le diagnostic de pathologies hépatiques ou du muscle cardiaque.
On distingue 2 types de transaminases : alanine aminotransférase (ALAT)
prédominante dans le foie et aspartateaminotransférase (ASAT), prédominante dans
les muscles et particulierement au niveau du myocarde. L’activité sérique de ’ALAT
est généralement augmentée de fagon importante (généralement >10 fois la limite
supérieure de la normale) au cours d’une hépatite aigiic B. Au cours de ’infection
chronique, I’activité sérique des transaminases peut étre normale, modérément

augmentée ou franchement augmentee.

31




Synthése Bibliographique Notions Générales

e Lagamma- glutamyl-transpeptidase (GGT) :

La GGT est une enzyme synthétisee par les hépatocytes. Sa concentration augmente
en cas de fibrose mais les mécanismes de cette augmentation sont inconnus (Bacq et
al., 1993).

e Bilirubine:

La bilirubine subit de nombreuses réactions au niveau hépatique. On la retrouve
également dans le sérum, mais uniquement sous forme non conjuguée. Cela permet de
cibler I’affection en fonction de la fraction augmentée : une augmentation de la
bilirubine totale et libre signe un excés de production (hémolyse), ou un défaut de
conjugaison. Une augmentation de la bilirubine totale et conjuguée oriente vers une
choléstase intra (hépatite, cirrhose) ou extra hépatique (obstruction biliaire)
(Pascal&Christiane., 2007).

e L’albumine :
L’albumine est la protéine la plus présente en quantité dans le sang. Une baisse du

taux d’albumine peut étre le signe d’une insuffisance hépatique (Pascal&Christiane.,
2007).

e Le Cholestérol :
On retrouve une hypocholestérolémie lors de I’insuffisance hépatocellulaire (Haine.,
2015).

B. Les tests non invasifs : donne des résultats indirects sur le niveau de fibrose, et de
I’activité virale, ces examens ont I'avantage de n'étre pas traumatisants et de pouvoir
étre répétés aussi souvent que nécessaire.

e Le Fibrotest :

C’est un index estimatif de fibrose hépatique établi d'apres les valeurs de dosages de 5
parameétres, et en fonction de I'age et du  sexe du patient. Les marqueurs du Fibrotest
sont les suivants : alpha-2- macroglobuline, haptoglobine, apolipoproteine-Al, bilirubine
totale, 1’aide d’une formule mathématique brevetée combinant les dosages d’une
précédemment (Boni et al., 2001).

e L'Acti-Test:
Cet index utilise les 5 marqueurs du Fibrotest auxquels est ajouté le dosage des

transaminases ALAT (SGPT). Et I'estimation est établie d'aprés les valeurs de dosages de

32




Synthése Bibliographique

Notions Générales

ces 6 paramétres et en fonction de 1'dge et du sexe. L’ Acti-T donne une estimation de

I'intensité de I'inflammation, et de I'activité de destruction des cellules hépatique (Le

dinghen et al., 2008)
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II. MATERIELS ET METHODES
IL.1. Cadre et objectifs de I’étude

Notre étude s’est déroulée en une période de 09 /01/2020 on 23/01/2020, au niveau du
Centre de Transfusion Sanguine(CTS), établissement publique hospitalier (EPH) « Alia Salah
» (wilaya de Tébessa), et au sein de Point de Transfusion Sanguine (PTS) de I’établissement
hospitalier publique (EPH) «Bouguerra Boulaaras», Bekkaria(wilaya de Tébessa). Les deux
terrains de stage déja cités ont servis d’une part, pour la réalisation de diagnostic de 1I’hépatite
virale B (Dépistage) avec son aspect prospectif pendant notre période de stage. Pour la
collecte rétrospective sur dossier des résultats de dépistage obtenues pendant les deux années
2018 et 2019.

Enfin, le service de Médecine Interne de I’Etablissement Publique Hospitalier (EPH)
« Bouguerra Boulaaras » a servi pour réaliser la deuxieme partie de notre étude
rétrospective sur dossier qui est : le suivi des malades atteint d’hépatites virales B Chroniques

sous thérapie antivirale.

»  Notre étude a pour objectif :

e [L’appréciation de la séroprévalence de 1’Hépatite Virale B Chronique dans la
population. orientée pour un diagnostic sérologique (Dépistage) d’une Hépatite virale B
chronique pendant la période de stage, et dans les deux années précédentes 2018 et
2019.

e Visualiser, la prévalence de cette atteinte chez les deux groupes hommes et femmes.

e Laprésence d’une éventuelle coinfection HBV-HCV.

D’un autre coté le suivi biologique des malades sous traitement, atteint d’une hépatite virale
B chronique confirmée, réalisée d’une fagon rétrospective sur dossier vise a montré
e La variabilité biologique (biochimique, hémobiologique) et virologique (charge

virale et profil sérologique).

I1.2.Présentation de la région d’étude

La wilaya de Tébessa se situe a I'Est de 1'Algérie ; s’étendant entre 34,75° et 36° de latitude
Nord, 8,5° et 7,25° de longitude Est, et présentant une superficie de l'ordre de 13878 km2 et
une altitude de 960 m au-dessus du niveau de la mer. La wilaya de Tébessa est limitée au

Nord par la wilaya de Souk Ahras, au Sud par la wilaya d'El Oued, a I'Ouest par la wilaya
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d'Oum EI Bouaghi et Khenchela, et a I'Est par la frontiere Algéro-Tunisienne (Figure 10). La
wilaya de Tébessa, située dans les hauts plateaux telliens, a un climat semi-aride avec un hiver

assez froid et faiblement neigeux (Bouguerra., 2020).
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Figure 13: Présentation de la région de Tébessa (Maplnfo-Pro., 2020).

I1.3. Population d’étude
11.3.1.Etude prospective (période de stage /dépistage)

Elle est constituée de tous les sujets orientés a ces deux laboratoires siége de notre stage
pratique, pour diagnostic sérologique, renfermant toute les catégories cibles qui présentent des
facteurs de risque (donneurs du sang, bilan prénuptial, hémodialysés, les femmes enceintes,
enquéte familiale, malades présentant des signes d’¢lévation des transaminases, les malades
dont le résultat de dépistage est douteux au niveau d’autres laboratoires. Cette partie de notre
étude ne présente pas de criteres d’inclusion, mais par contre on a exclu les malades déja
diagnostiqués, atteints d’hépatite virale B auparavant et qui sont orientés vers ces laboratoires.

pour controle de leur statut virologique.
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11.3.2.Etude rétrospective (sur dossier)
11.3.2.1.Dépistage :

La population prise en compte est constituée par tous les sujets orientés aux différents
laboratoires des deux établissements hospitaliers de la wilaya de Tébessa, pour dépistage
d’une Hépatite virale B chronique pendant les deux années successives 2018 et 2019.Pas de
critere d’inclusion mais par contre on a exclu les malades déja diagnostiqués, atteints
d’hépatite virale B auparavant et qui sont orientés vers ces laboratoires pour controler leur

statut virologique.

11.3.2.2.Suivi des malades sous traitement

La population prise en compte est constituée par les malades sous traitement antivirale et
présentant des bilans biologiques et virologiques exploitables (28 malades).Pas de critere
d’inclusion, par contre sont exclus les malades ne présentant pas des bilans réguliers

exploitables.

I11.4.Recueil de données

Pour le diagnostic virologique (dépistage), s’est basé¢ uniquement sur 1’age et le sexe des
malades. Toutefois la deuxiéme partie de notre étude, qui concerne le suivi des malades sous
traitement. Le recueil des données a partir des dossiers des malades, a été effectué a l'aide
d’une fiche d’exploitation (renseignement) (Annexe).

v Données épidémiologiques : age et sexe du patient, Facteurs de risques.

v Données biologiques : ASAT, ALAT, biluribine totale, biluribine direct,Gamma GT,
plaquettes,albumines sanguins.

v" Données virologiques : Profil sérologique, et charge virale.

v' Prise en charge thérapeutique : traitement Antivirale.

11.5. Explorations
11.5.1. Etude prospective pendant la période de stage

Une exploration biologique qui consiste en une recherche de ’AgHBs dans le sang des
malades, realisée avec la technique immuno-enzymatique (ELISA).

11.5.1.1.Echantillon biologique
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L’Echantillon est obtenu aprés un prélévement sanguin veineux au niveau de pli de coude.
Aprés désinfection locale. Le dépistage est effectué sur des échantillons non dilués de sérum
ou de plasma, obtenus aprés collecte du sang totale dans des tubes Contenant (EDTA,
Héparinate de Lithium, Citrate de Sodium ou ACD). Centrifugés a 2500 tours pendant 10
minutes, éviter toute hémolyse (une hémolyse trés prononceée peut affecter les performances
du test). Les échantillons seront conservés entre (2 et 8°C) si le dépistage est effectué dans
les7 jours ou ils peuvent étre conservés a -20°C pour plusieurs mois (éviter les
congélations/décongélations répétées). Les échantillons congelés et décongelés plus de 3 fois
congélations/décongélations répétees). Les échantillons congelés et décongelés plus de 3 fois
ne doivent pas étre utilisés. Les échantillons doivent étre decongelés a température ambiante

(18-30°C). 1l est recommandé de les homogénéiser avant utilisation.

Figure 14 : Préléevement et centrifugation de 1’échantillon (Photo personnelle. 2020).
11.5.1.2.Mise en évidence de I’Ag HBs

Grace a la technique Immuno-enzymatique ELISA (Dia.Pro diagnostic bioprobes)Ag HBs
Ultra de 4eme génération. Technique immuno-enzymatique de type "sandwich" en 1 temps.
La phase solide ELISA HBs Ag ULTRA est sensibilisée avec des anticorps monoclonaux de
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souris spécifiques aux déterminants "a", "d" et "y" de I’AgHBs. Les conjugués sont basés sur

I’utilisation des anticorps monoclonaux de souris, ces. . derniers sont couplés a la peroxydase.

Désignation Description Photos personnelles

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

Sérum de chévre, un tampon
phosphate 10 Mm pH
Controle négatif (-) =7.4+0.09 na-azide 0,1%GC
kathon.d’un couleur jaune
pale.

Ag HBs recombinant non
infectieux du sérum de foetal
Calibrateur (CAL) bovina 0,5 Ul / ml +10 Mm
tampon phosphate pH= 7.4,
0.02 sulfate de
gentamicine0.1% GC kathon

Solution de lavage concentré
Wash buffer concentré | (x20) contient du tampon

(WASHBUF x20) phosphate 10Mm pH 7 + S

0.05% tween 20 + 0.1% GC mvas O 1>

kathon. i e
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Solution opalescent du

Diluant de ’enzyme | tampon tris pH = 7 additionné
conjugué (DIL CONJ) | de BSA et 1 % du sérum de
souris normal

Des anticorps monoclonaux de
souris anti-Ag HBs marqués a
Substrat/chromogéne | la peroxydase de raifort

(SUBS TMB) (HRP) + tampon tris pH=6.8
Solution d’arrét Solution d’acide sulfurique
H2S040.3 M

Tableau 03 : Différents composant de kit ELISA"sandwich" (Dia.Pro diagnostic bioprobes)
Ag HBs Ultra de 4+ génération.

A- Protocole opératoire

La Technique Immuno-enzymatique ELISA (Dia.Pro diagnostic bioprobes)-HBS Ag Ultra de
45™ génération comporteles étapes suivantes (Figure 15) :
1- Laisser le puit Al vide( pour le blanc).
2- Distribuer le diluant pour échantillon : 20 ul( sauf le puit Al).
e Distribuer les échantillons :100ul
e Distribuer les controles :100 ul CP, 100ul CN en triple exemplaire

v"Incuber 60 minutes a 37°

3- Retirer la plaque de 1’étuve et ajouter 50 ul du conjugué HRP (sauf le puit Al).
v"Incuber 30 minutes a 37°

4-Effectuer I’étape de lavage 5*(2fois)
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5-Distribuer 50ul du chromogéne A et 50 ul du chromogéne B dans tous les puits
YCOMPRIS LE PUIT Al

v" Incuber 30 minutes a 37° a ’abri de la lumiére
6- Ajouter 50ul stop solution dans tous les puits YCOMPRIS LE PUIT Al.

Lecture des densités optiques dans les 10 minutes qui suivent 1’arrét de la réaction.

++ Répartition de control positif % Reépartition de control négatif

+¢ Incubation a 37°C pendant 120 minutes
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YL

+«»+ cycle de lavage du 5-6 fois ¢+ Mise en place du substrat

‘:. 2eme

incubation a 37° C % Répartition de la solution d’arrét
pendant 30 min

«» Lecture des différentes absorbances

Figure 15: Différente étapes de la chaine ELISA de type sandwich (Photo personnelle. 2020).
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B. Calcule de I’absorbance et critéres de validation

Une Vérification est effectuée sur les controles / le calibrateur, chaque fois que le Kit est
utilise, afin de vérifier que les valeurs DO 450nm ou S/co attendues ont été mises en

correspondance dans l'analyse. S’assurer que les résultats suivants sont atteints :

Parametre Conditions
Blanc <0.080. DO : 450 nm
Control négatif (CN) Moyenne de la DO aprés soustraction du
blanc<0.100 DO/450 nm
Calibrateur 0.5 UI/ML S/ICo>2
Control positif Superieur0.800 DO / 450 nm

Tableau 04 : Critéres de validation de Test ELISA sandwich (controle de qualité interne).

e Calcule de ’absorbance : la présence ou I’absence de I’Ag HBs est déterminée en
comparant pour chaque échantillon I’absorbance enregistrée a celle de la valeur seuil
calculée (Cut-Off).Pour calculer la valeur seuil en ajoute 0,05 a la valeur de la moyenne des

répliques du contréle négatif :

Valeur seuil (Cut-Off) = NC+0.06

NC : valeur moyenne de 1’absorbance de répliques négatives.

A. Interprétation des résultats
Les résultats du test sont interprétés comme un rapport entre la densité optique de
I'échantillon (S) (DO=450nm) et la valeur limite (Co).

S/ICO (sample/cut-off) Interprétation
<0.9 Négative
0.9-1.1 Douteux
>1.1 Positive

Tableau 05 : Seuil limites d’interprétation des résultats du test ELISA.

e Les échantillons dont la densité optique est inférieure a la valeur seuil sont considérés

négatifs. Les résultats situés juste au-dessous de la valeur seuil compris entre 0.9 et 1.1
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doivent étre interprétés avec prudence, il est conseillé de tester de nouveau les
échantillons correspondant en double lorsque les systemes utilisés et les procédures du
laboratoire le permettent.

e Les échantillons dont la densité optique est supérieure ou égale au seuil sont
considérés comme initialement positifs et doivent étre confirmé en répétant le test sur
I'échantillon, aprées I'avoir filtré sur filtre 0.2-0.8u pour dissiper toute interférence de
microparticules. Ensuite, s'il reste positif, I'échantillon doit étre soumis a un test de

confirmation avant qu'un diagnostic d'hépatite virale ne soit divulgué.

e Les échantillons qui ont été testés 2 fois et trouvés négatifs avec le test d’Elisa de
4eme génération *° Ag HBs une version ULTRA ’’, mais dont ’'une des deux valeurs
est proche de la valeur seuil (entre 0.9 et 1.1), doivent étre interprétés avec prudence
Il est conseillé de re-tester le patient avec un autre prélévement ou avec une autre

Technique.
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Résultats

I1l. RESULTATS
111.1.Etude prospective pendant la période de stage :

A.1.1. Dépistage selon I’age

Pendant la période de stage le nombre total des malades adresses aux deux laboratoires pour

un dépistage de L’Ag HBS ¢tait de : 37 (Figure 16).

Figure 16 : Répartition des patients orientés pour un deépistage Ag HBs selon 1’age.

A.1.2. Dépistage selon le sexe

Les nombre totaux des malades qui ont été adressés aux deux laboratoires, pour un

dépistage de I’Ag HBS sont reparties le sexe dont 23hommes et 14 femmes (Figure 17).

Figure 17 : Répartition des patients orientés pour un dépistage d’Ag HBs selon le sexe.
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A.1.3. Dépistage positif de ’Ag HBs

Parmi la totalité des malades patients ont présentés un résultat 29 positif et 8 ce sont révélés
négatifs (Figure 18 et 19).

[ Contrdle positif

5 'I e B
'ﬁ l Controle Négatif J

-

[ Résultat positif ]

Figure 18 Résultat du Test Immuno-enzymatique (ELISA) Sandwich.

mp

EN

Figure 19 : Répartition des patients selon le dépistage positif et négatif de I’Ag HBs.
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A.1.4.Test de dépistage positif selon I’age

Parmi les 37 cas de dépistage positifs 36 étaient des adultes et 0lenfant.

Figure20 : Répartition des cas positifs selon I’age.

A.1.5 Dépistage positif selon le sexe

Le dépistage a révélé une prédominance de positivité chez ’homme par rapport aux

femme 23 hommes et 14femme (Figure2l).

mH

mF

Figure 21 : Repartition des cas positifs selon le sexe.
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A.1.6.Test de dépistage positif selon ’age et le sexe :

v Les malades de 45-63 ans, représentés 16.

v’ Le pic de fréquence a été observé avec les malades de 20-44 ans 23.

v Les malades avec un Age entre 15-19 ans sont les moins touchées, représentés par4.
v' la tranche d’4ge de 74 ans et plus sont représentés par 9.

v" Aucun test de dépistage positif n’a été observé avec les sujets inférieurs a 15

ans 0 (Figure 22).

30
25
20
15
10
5 "
0
15-19 20-44 45-63 >74

Eigure 22 : Répartition des cas positifs selon les tranches d’age et le sexe

A.1.7 Co-infection HBV-HCV :

Notre étude on a noté 1’absence de tout co-infection HBV-HBC.

I11.2. Répartition des malades selon les facteurs de risques :

L’appréciation des Facteurs de risques chez les malades est difficile a établir, suiteau
décalage dans le temps entre contamination effective et dépistage biologique de ’Ag HBs.
Toutefois la notion de Soins dentaire était présente chezles actes chirurgicaux, le rapport
sexuelles multipartenaires, transmission horizontalepar contact avec des malades porteurs de

L’Ag HBs, ’hémodialyse et la toxicoma.

Facteur de risque Pourcentage

Soins dentaire 37
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Opération 15

Césarienne 12

Rapport sexuel 07

Diabéte (immunodépression) 08
Contact avec des personnes présent HBs+ 05
Hémodialyse 05

Tableau 06: Répartition des patients selon les facteurs de risque de contamination.

111.3.Profil virologique :
111.3.1.Profil sérologique des Anticorps et des Antigénes de VHB :
A.1L’Ag HBs :

La présence de I’Ag HBs a été enregistrée chez les 37 malades (100 %) dés le
début de traitement et pendant toute la durée de prise de la thérapie antivirale, cette
Présence a persisté méme chez les malades qui ont observées une disparition de la
charge virale.

A.2.1’Ag HBe :

Parmi les 37 malades qui ont déterminés ce bio marqueur : L’Ag HBe était négatif chez 23
patients L’Ag HBe était positif chez 14 patients L’Ag HBe était négatif et devenu positif chez
01 homme (100%) .(Figure 23)

70

60
50
A0 m nomber de cas positife
30 W nomber de cas positif
20 nomber de cas positif devnu
négatif
10
0 |

nombe de cas nomber de cas nomber de cas
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Figure 23 :Répartition des patients selon le marqueur sérologique Ag HBe.
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A.3.Les AC anti HBe :

Parmi les 37 malades qui ont effectuées ce biomarqueur : L’ AC anti HBe était négatif

chez 11paitient.L’ AC anti HBe est positif chez les 26 paitients.

A.4.Les AC anti HBC

Les 37 malades qui ont déterminés ce biomarqueur :L’AC anti HBc était négatif chez 2

paitient. L’ AC anti HBc est positif chez les 35 paitients .

® nomber de cas positif

B nomber de cas négatif

Figure 24 .Répartition des patients selon les marqueurs sérologiq ues (AC anti HBe).

111.4.Profil Biochimique :
A.l.Les transaminases (ALAT et ASAT)

La valeur des ALAT a été évalué par rapport a celle de la valeur Normale chez I’humain qui

est 40< Ul /ML appréciation qui a été effectuée chez 31 malades parmi les 37.

e Un taux d’ALAT normale est été noté chez 13 paitents , les ALAT étaient a
des taux supérieur a N et a< 60UI/ML chez 15 patients.
e Des taux d’ALAT supeérieur a N et a<90UI/ML ont été noté chez 03 patients.
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hil

A40<N<60 60<N<90

Figure 25:Variabilité des ALAT au cours de traitement.

La valeur des ASAT a été évalué par rapport a celle de la valeur Normale chez L humain

qui est de <40 Ul /ML, une appréciation qui a été effectuée chez 25 maladesparmi les 37.

e Untaux d’ASAT normale est été noteé chez 14 patients.
e Les ASAT étaient a des taux supérieur a N et< a 80 Ul /ML chez 06 patient .
e Des taux d’ASAT supérieur aN et< a 90 UI/ML ont été notés chez 05 paitent.

has

40<N<80 80<N<90

Figure 26 : Variabilité des ASAT au cours de Traitement.
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B.Le taux d’albumine :

La valeur de I’albumine a été évalué par rapport a la valeur normale « N »(35-75) Une

appréciation faite chez 08 malades parmi les 37.

e Un taux d’albumine normale est été enregistré chez 04 patient.
e [’albumine était a des taux supérieur a la N 75¢ett<al00g/L chez 01 patient.

e Des taux d’albumines inférieur a la valeur Normale 35g/L chez 03 patient.

25

20

10 -

N N 75<N<100 N<35

Figure 27 : Variabilité des valeurs d’albumine au cours de traitement.
C.Un taux de Gamma GT :

Les valeurs des Gamma-glutamyltransfférases (Gama GT) ont été évalués par rapport a
I’intervalle normaleN qui entre (08-50Ul/L)une appréciation fait chez 35 malades parmi
les37.

e Untaux de Gamma GT normale est été noté chez 31patient.

e le Gamma GT était a des taux supérieur a N11UI/Lchez04 patient.
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Figure 28 : Variabilité des taux Gamma GT au cours de traitement.

D .Le taux de la bilirubine direct et la bilirubine totale :

Les valeurs de la bilirubine totale ont été exprimées par rapport a I’intervalle normale “N”

qui est entre(0-12mg/ I).une apperéciation fait chez 36 malades parmi les 37.

e Un taux de bilirubine totale normale est été noté chez 28patient .
e Les bilirubines totales étaient a des taux supérieure a N 12et <a 24mg chez 06 patient.
e Des taux de bilirubine totale supérieure a 24 et inférieure a 40mg/I ont été notés chez

02ptients.

80

70

N 12<N<24 24<N<40

Figure 29 :Variabilité de la bilirubine totale au cours de traitement.
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Les valeurs de la bilirubine direct ont été exprimées par rapport a la valeur normale
“N” qui est enter (0 - 4mg/l) une appréciation fait chez 16 malades parmi les 37.

e Un taux de bilirubine direct normale est été noté chez 18 patients.
e Labilirubine direct était a des taux supérieur a N 4et <a 8 chez 08 patient .

o Des taux de bilirubine direct supérieur a 8 et inferieur a14on noté chez O6patient.
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Figure 30 : Variabilité de taux de bilirubine directe au cours de traitement.

04<N<08 08<N<14

111.5.Le profil hématologique :
A. Le taux d’hémoglobine :

La valeur de I’hemoglobinea été évaluée par rapport a 1’intervalle normale “N” qui est
entre (11-16). Une appréciation faite chez 19malades parmi les 37.
e Un taux d’hémoglobine normale a été noté chez 10patients.

e [’hémoglobine a des taux inférieur a N 10 chez 9patients.
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60
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Figure 31:Variabilité de taux d’hémoglobine au cours de traitement

B. Le taux des plaquettes :
Les taux de plaquette ont été exprimées par rapport a la valeur normale “N” qui est
entre (150-450 103 /ul). Une appréciation faite chez 19malades parmi les 37.
e Un taux de plaquette normale a été noté chez O4patients.

e Les Plaquettes a des taux inférieur a N 150 chez 15patients.
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Figure 32:Variabilité de taux des plaquettes au cours de traitement
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I11.6.Complication de I’hépatite B chronique :

Le suivi des 37 patients a montré I’évolution de maladie hépatite B chronique vers la

cirrhose chez 08 malades.

Figure 33 : Répartition des patients en fonction de I'évolution de lamaladie vers la cirrhos.

» Complication du HBC selon le sexe :

L’évolution vers la cirrhose a été¢ marquée chez 06 hommes.

Figure 34 : Répartition des patients selon le sexe en fonction de I'évolution de la maladie
vers la cirrhose
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IVV.DISCUSSION

Les infections chroniques par le virus de 1’hépatite B (VHB) demeurent un probléme
majeur de santé publique a I’échelle mondial, plus de 2 milliards de personnes ont été
infecté par le VHB dans le monde, 257 millions de personnes étaient infectées de
maniére chronique (WHO., 2017). La situation épidémiologique concernant I'hépatite B
est mal connue en Algérie. Cependant, on considere généralement que 1’Algérie est
situee dans une région intermédiaire (2-7%) selon les données de L’OMS (Nebab.,
2014). La premiere enquéte épidéemiologique, publiée en 1984, a révélé une prévalence
des porteurs d’AgHBs comprise entre 1,8 et 2,8% (Khalfa&Ardjoun., 1984).En 1998,
la prévalence nationale estimée de 1’état de porteur de I’AgHBs était de 2,2%
(Khelifa&Thibault., 2009).Dans notre étude la séroprévalence enregistrée aussi bien dans
la période de stage ainsi qu’au cours de I’étude rétrospective 2019 et 2020 a montré
une baisse importante. Cette baisse peut étre expliquée par la réussite du programme
vaccinale introduit a la naissance dans le calendrier vaccinale Algéerien depuis
2003(Bensalem et al., 2017).

D’aprés les résultats obtenus, ’orientation vers un dépistage de I’Ag HBs a ciblée
surtout les adultes par rapport aux enfants et les nouveau-née ; les femmes par
rapport aux hommes. Ceci est justifié par la politique de dépistage de 1’hépatite virale
B chronique, qui a rendu le dépistage obligatoire chez la femme enceinte vu que la
transmission verticale de la mere & I'enfant est I'un des moyens de maintien de VHB
au sein des populations (Toukan et al., 1990)et également chez les donneurs de sang
et les personnes exposées au risque de contact avec le virus de I’hépatite B(personnel

de la santé) qui sont tous des catégories adultes (Chemlal ., 2014).

La séroprévalence la plus élevée a été enregistrée a Tébessa (chef-lieu) suivie par
celle de BirElater, Chreaa, les trois communes qui renferment respectivement les plus
grandes populations dans la wilaya. La positivité de test de dépistage Ag HBs a été
prédominante chez I’homme par rapport a la femme, ce qui concorde avec les résultats
de dépistage obtenus dans d’autres régions, y compris M’sila et Ghardaia, ou cette
prédominance masculine atteint 71-78% (Bensalem et al., 2017). En revanche, le
pourcentage d’hommes n'était que de 38% a Adrar et a Bechar, dans ces régions du

sud-ouest de I’Algérie, les femmes sont plus exposées au virus que les hommes. Les
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pratiques de style de vie ou traditions propres a ces région (Ferhati., 2007; Moussa et
al., 2009; Nebab., 2014).

La tranche d'age la plus touché dans notre travail est entre 20 - 44 ans et de 45 -
63 ans, qui sont probablement les populations les plus exposée, a la fois socialement
et professionnellement et qui non pas bénéficiés de la vaccination obligatoire a la
naissance (WHO., 2005).Ce qui est intéressant, dans notre étude est la fréquence
presque nulle dans le groupe d’age de 0a 15 ans, ce qui suggere que les enfants
normalement vaccinés depuis 2003 sont actuellement bien protégés en Algérie. Ce
dernier résultat concorde avec I’étude réalisée en Maroc par (Sha et al.,, 2011) qui
non pas enregistrés des cas d’hépatites virales B dans la tranche d’age qui a été
touchée par la vaccination dés la naissance, conformément au programme marocain mis

en place en 1999 .

Dans notre étude I’Ag HBs était positif chez tous les 37 malades qui ont été sous
traitement méme chez les malades qui ont enregistrées une charge virale indétectable
suite a la thérapie antivirale, rarement, I’immunité conduit a 1’élimination de 1’Ag HBs,
voire D’acquisition des AC anti HBs qui confére un profil de guérison (Lai&Yuen.,
2007). L’Ag HBe ¢était négatif chez 23 patients , dont 26 ont déja développes des AC
anti HBe ,qui est une caractéristigue de la diminution de la multiplication virale et
d’une bonne évolution de la maladie (Nguyen., 2014).Chez 14 malades sous traitement,
I'antigéne AgHBe, était positif, ce qui témoigne d’une réplication virale significative,
donc une grande contagiosité (Elisa., 2008).Toutefois un seul malade a observé une
réapparition de I’Ag Hbe aprés sa disparition, ce qui indique une réactivation de la
multiplication virale et probablement une réactivation de I’hépatite virale B chronique
(Carole., 2008).

La valeur normale d'ALAT est inférieure a la valeur humaine normale qui est inferuer e a
40 Ul et a 13 personnes, nous avons trouvé des valeurs normales d'ALAT et a 31 personnes,
nous avons trouvé des valeurs élevées d'ALAT supérieures aux valeurs humaines normales et
inférieures a 60 lorsque 15 personnes, nous avons trouve I'ALAT supérieur aux valeurs
humaines normales Et moins de 90, et nous en concluons selon I'étude que les valeurs du

changement d'ALAT dans les changements de traitement signifient que tout ce qui augmente
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le pourcentage de traitement, les valeurs d'ALAT sont modérées et chaque diminution du

pourcentage de traitement augmente les valeurs d'/ALAT .

La valeur normale d'ASATest inférieure a la valeur humaine normale qui est inférieure a 40
Ul et a 22 personnes, nous avons trouveé des valeurs normales d'ASAT et a 14 personnes, nous
avons trouvé des valeurs élevées d'’ASAT supérieures aux valeurs humaines normales et
inférieures & 80 lorsque 6 personnes nous avons trouvé I'ASAT supérieur aux valeurs
humaines normales Et moins de 90, et nous en concluons selon I'étude que les valeurs du
changement d’ASAT dans les changements de traitement signifient que tout ce qui augmente
le pourcentage de traitement, les valeurs d'/ASAT sont modérées et chaque diminution du

pourcentage de traitement augmente les valeurs d'/ASAT.

Enfin, les perturbations biochimiques et hématologiques étaient minimes chez les
malades sous traitement, les valeurs enregistrées sont comprises entre les taux normaux
et légerement supérieur a la normale ce qui concorde avec la disparition del’Ag HBe,
I’apparition des Ac anti HBe et la diminution de la charge virale chez la majorité des
malades (26 malades parmi les 37),les malades sont rentrés dans une phase « non
réplicative », les hépatocytes infectés répliquent le génome viral a minima. La faible
expression des antigénes viraux et notamment de capside réduit donc I’attaque des

cellules infectées par la réponse immune cellulaire (Fatima., 2016).

Ce travail a permis de déduire que les facteurs de risque majeurs sont constitués par
les soins dentaires en premier lieu suivie des différents actes chirurgicaux.
L’identification des facteurs de risque devraient étre lancées sur des bases coopératives.
Avec des méthodes moléculaires précises permettant d'identifier les sous-types, les
variantes, afin de mettre en ceuvre des mesures préventives efficaces (Besalem et al.,

2007).
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Conclusion

CONCLUSION:

Les infections chroniques par le virus de I’hépatite B (VHB) demeurent un probléme
majeur de santé publique a 1’échelle mondial. L’objectif d'une éradication mondiale de
Iinfection. Peut étre atteint par une politique de prévention et de lutte adéquates.
Malheureusement La situation épidémiologique concernant [I'hépatite virale B est mal
connue en Algérie. Le dépistage et le suivi des malades atteint d’hépatites virales B
chroniques est nécessaire pour adapter les stratégies de prévention et celles thérapeutique

en Algérie.

Notre travail est une contribution pour établir une épidémiologie spécifique a notre
région Tébessa et probablement a celle de notre pays Algérie. Nos objectifs étaient de
déterminer la séroprévalence de cette infection et de suivre I’évolution biologique des

malades sous traitement.

e Les résultats montrent clairement que 1’adulte constitue la catégorie d’age la
plus orientée pour un dépistage des Ag HBS : (98.73%) période de stage,
(99.36%).

e Le pourcentage des malades orientés pour un dépistage ainsi que le pourcentage
de sérologies positifs reflétent la taille de la population de chaque commune :
Tebessa, Bekaria.

e Le dépistage positif des Ag HBs était prédominant chez ’homme par rapport a
la femme : 23 hommes (62.5%) et 14 femmes (37.5%) période de stage.

e notre étude on a noté I’absence de toute coinfection infection HBV_HBC.

e Latranche d'age la plus touché dans notre travail est de 20 - 44 ans et de 45
- 63 ans, qui sont probablement les populations les plus exposé et qui non pas
bénéficiés de la vaccination obligatoire a la naissance.

e Ce qui est intéressant, dans notre étude est la fréquence presque nulle de I’Ag
HBs dans le groupe d’age de 0 a 15 ans, ce qui suggere que les enfants
normalement vaccinés depuis 2003 sont actuellement bien protégés en Algeérie.

e Dans notre étude on a enregistré la persistance de ’Ag HBs chez tous les 37
malades qui ont été sous traitement.

A T’avenir, il serait intéressant de compléter le présent travail par :

Vérifier, la séroprévalence de I’Ag HBs chez certains groupes : les étudiants

63




Conclusion

universitaires, les hémodialysés, le personnel medicale et paramédicale
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