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RESUME

L’épidémiologie du virus de I'hépatite B (VHB) n’est pas connue avec précision
au Maroc. L’objectif de cette étude est I'évaluation de la prévalence de l'infection par
le VHB chez une population active marocaine, I'identification des génotypes du VHB
en circulation au Maroc et la détermination des facteurs de risque chez les
personnes positives pour 'AgHBs.

Un effectif de 16 634 volontaires, dont 10 003 sont de sexe masculin et 6631 de
sexe féminin, a été dépisté pour 'AgHBs. Le dépistage du VHB a été réalisé par le
test immunoenzymatique de type Elisa de troisieme génération. Aprés le
prélevement sanguin, toutes les personnes de I'étude ont rempli un questionnaire
structuré afin d’évaluer les facteurs de risque et les modes possibles de transmission
de I'hépatite B au Maroc.

Un total de 276 personnes s’est révélé positif au test de dépistage, avec un taux
de prévalence du portage de 'AgHBs estimé a 1,66% (2,16% chez les hommes
contre 0,90% chez les femmes). Ces résultats montrent que le Maroc est un pays a
faible endémicité.

Le génotypage a été réalisé sur un échantillon de 120 sérums de personnes
infectées par le virus de I'hépatite B. La technique utilisée est basée sur le principe
de rhybridation inverse a l'aide de sondes spécifiques sur bandelettes de
nitrocellulose «LINE Probe Assay: LIPA». Le résultat a montré l'existence de deux
génotypes: le génotype D (96.6%) et le génotype A (3,4%), ce qui signifie que le
génotype D prédomine dans les échantillons analysés dans cette étude.

L’utilisation du questionnaire structuré indique que les comportements sexuels a
risque (43,84 % des 276 cas) sont parmi les principaux facteurs de risque de
transmission du VHB.

Ces résultats démontrent la situation épidémiologique actuelle de I'infection par le
VHB au Maroc, ainsi que le génotype et les facteurs de risque prédominants. Ces
données sont d’un intérét pour le diagnostic et le pronostic, ainsi que pour la décision
thérapeutiqgue, et peuvent constituer la base pour I'élaboration d'une stratégie
nationale pour la prévention de la transmission du VHB.

Mots clés : Hépatite virale B, épidémiologie, prévalence, facteurs de risque, génotypes,

Prévention



Abstract

Hepatitis B (HBV) epidemiology is not known with precision in Morocco. The
objective of this study was the evaluation of the HBV infection prevalence in a
Moroccan workers population. In addition we genotyped HBV positive patients and
we identified the risk factors for HBsAg infection

A total of 16 634 individuals chosen randomly (10 003 male and 6631 female)
were screened for HBsAg. Detection of HBV was performed using a immunosorbent
third generation. After blood sampling, all in the study completed a structured
guestionnaire to assess risk factors and possible modes of transmission of hepatitis.

A total of 276 people were found positive for HBsAg, with a prevalence rate of
HBsAg estimated at 1.66% (2.16% for men and 0.90% for women). These results
showed that the Morocco is a country with low prevalence.

Genotyping HBV was performed for 120 individuals found infected with the
hepatitis B virus. The technique used is based on the principle of reverse
hybridization with specific probes on nitrocellulose strips "LINE Probe Assay: LIPA".
The result revealed the existence of two genotypes: genotype D (96.6%) and
genotype was (3.4%).

The use of the structured questionnaire indicated that sexual behaviors were
among the main factors of risk of transmission of HBV (43.84%).

These results demonstrated the current epidemiological situation of HBV infection
in Morocco. These data are of interest for the diagnosis and prognosis, and
therapeutic decision, and can be for the development of an eventual national strategy

for the prevention of the transmission of HBV.

Key words: Hepatitis B virus, Epidemiology, prevalence, risk factors, genotypes, prevention
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Introduction

L'hépatite B représente la principale cause de pathologie hépatique aigue ou
chronique dans le monde, comme par exemple les cirrhoses ou le carcinome
hépatocellulaire. L'OMS estime a deux milliards le nombre de personnes ayant été
exposées a ce virus, soit une personne sur trois, et pres de 10 a 30 millions de
nouvelles contaminations par an. Le nhombre de porteurs chronique est estimé a plus
de 350 millions, avec pres de 1 million de déces chaque année.

La prévalence du VHB est donc de 5,4 % a I'échelle mondiale, contre 1 % pour
celle du VIH et 3 % pour celle du virus de I'hépatite C.

Le virus de I'hépatite B est un virus extrémement contagieux, il est cent fois plus
contagieux que le VIH (Virus de 'immunodéficience humaine), et peut rester stable a
25°C pendant sept jours dans du sang séché.

Le VHB se transmet par effraction cutanée ou par contact des muqueuses avec
du sang ou d’autres liquides organiques contaminés. Les concentrations les plus
élevées du virus se retrouvent dans le sang et les Iésions suintantes, alors qu’on
reléeve des concentrations modérées dans le sperme et les sécrétions vaginales, et
des concentrations plus faibles dans la salive.

Les principales voies de transmission sont :

» Transmission par voie parentérale.

» Transmission de personne a personne.

» Transmission de la mere a I'enfant au cours de la période périnatale.

L’infection par le VHB est mondialement répandue mais répartie de facon
irréguliere, délimitant trois catégories de zones géographiques: les zones de forte
endémicité (>8 % de la population générale est infectée de maniere chronique), les

zones d’endémicité intermédiaire (2 a 7 % de la population est infectée de maniére
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chronique) et les zones de faible endémicité (< 2 % de la population est atteinte
d’infection chronique).

La variabilit¢ du génome du VHB a permis de classer la population du VHB
humaine en génotypes dont la répartition a travers le monde est ubiquitaire. lls ont
été déterminés, dans la plupart des cas, a partir de la région préS2. Actuellement
huit génotypes sont identifiés, représentés de A a H. Ces différents génotypes
présentent une distribution géographique distincte.

Avant l'introduction du vaccin contre I'hépatite B dans le programme élargi de
vaccination (PEV), le Maroc était un pays considéré, Selon les données de 'OMS,
comme ayant une prévalence intermédiaire de I'hépatite B.

Actuellement, I'épidémiologie du virus de I'hépatite B (VHB) n’est pas connue
avec précision au Maroc. Ainsi, l'objectif principal de cette étude était d’évaluer la
prévalence de I'infection par le VHB chez une population active marocaine.

La présente étude a visé également l'identification des génotypes du VHB en
circulation au Maroc, ainsi que I'évaluation des facteurs de risque chez les

personnes positives pour ’AgHBs.
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I. Les hépatites

Les hépatites sont des atteintes inflammatoires du foie d’étiologies diverses:
infectieuses, médicamenteuses, toxiques ou auto-immunes. Quelle que soit I'origine
de la pathologie, des signes cliniques communs peuvent étre observes : ictere
fébrile, prurigineux, décoloration des selles, brunissement des urines et
augmentation de la concentration en transaminases dans le plasma, signes d'une
cytolyse et d’'un dysfonctionnement hépatique. Parmi les hépatites infectieuses;
celles virales tiennent une place tres importante.

Le terme “hépatite virale” est utilisé pour décrire I'atteinte hépatique causée par
les virus dont I'hnépatotropisme est dominant et exclut ceux qui n’atteignent que
secondairement ou occasionnellement le foie tels que les Herpesviridae
(Cytomégalovirus, virus d'Epstein-Barr, virus Herpes simplex), ou le virus de la fievre
jaune par exemple. Les virus ayant un tropisme hépatique quasi exclusif sont
responsables de ce qui est communément appelé «hépatites virales», ils sont
actuellement au nombre de cingq et désignés alphabétiguement de A a E (Khuroo
2003, zoulim 2006). Plus récemment, un virus dit de I'népatite G a été caractérisé
sans que son implication dans des pathologies hépatiques soit établie (Chams et al
2003, Ramezani et al 2008, Maaref et al 2009).

Il. Les virus des hépatites virales

Les hépatites virales regroupent les infections provoquées par des virus se
développant aux dépens du tissu hépatique. L'infection humaine par les virus des
I'hépatites est associée a une premiére phase d'incubation durant laquelle le virus
atteindra les hépatocytes, puis une phase de réplication et de production qui

conduisent a la libération de particules virales dans la circulation sanguine.
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Les hépatites virales sont essentiellement dues a cing virus différents
appartenant a des familles distinctes; ils sont classés schématiquement en deux
groupes sur la base de leurs modes de transmission et de leur évolution clinique
(Buisson et al 1994, Handra-Luca et al 2007):

» Le premier comprend les virus des hépatites A (VHA) et E (VHE) a
transmission oro-fécale, évoluant par épidémies et caractérisés par I'absence
d’infection chronique.

» Le second groupe inclut les virus des hépatites B (VHB), C (VHC), et D (VHD)
a transmission parentérale. Ces virus sont caractérisés par le risque
d’évolution vers la chronicité, la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire
(CHC).

A. Virus des hépatites a transmission entérique
1. Le virus de I’hépatite A (VHA)

Le virus de I'hépatite A a été identifié pour la premiére fois en 1973 par Feinstone
et ses Collaborateurs par immuno-microscopie électronique dans les selles d’un
sujet atteint d’hépatite dite "épidémique” (Cristina et al 2007). C’est un petit virus de
27 a 30 nm de diameétre, non enveloppé, appartenant a la famille des Picornaviridae,
genre Hépatovirus. Son génome est constitué d’'une molécule d’ARN simple brin,
linéaire, de 7500 nucléotides et de polarité positive. Son organisation génomique est
similaire a celle des autres picornavirus: un cadre unique de lecture ouvert codant
une polyprotéine, encadré en 5’et en 3’de régions non codantes (NTR) (Cristina et al
2007, Desbois et al 2011). La région 5’NTR, trés structurée, renferme le site interne

d’entrée des ribosomes (IRES), essentiel a la traduction de la polyprotéine virale.
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RNA
capsid

Figure 1. structure de la particule virale du VHA
L’hépatite A est la plus fréquente des hépatites infectieuses aigués dans le
monde. Sa distribution géographique, comme celle de 'ensemble des maladies du
péril fécal, varie en fonction des conditions socioéconomiques et du niveau sanitaire
du pays (Amri et al 2011).
Six génotypes sont actuellement décrits: les génotypes | a Il subdivisés chacun
en sous-types A et B infectent 'homme, tandis que les génotypes IV a VI sont

d’origine simienne (Desbois et al 2011).

2. Le Virus de I’hépatite E (VHE)

La caractérisation du virus de I'hépatite E est liee a deux dates majeures: 1983,
avec la mise en évidence par Balayan, du caractere filtrable et transmissible de
'agent infectieux responsable d’épidémies d’hépatites aigués, et 1991 avec la
caractérisation moléculaire de cet agent infectieux (Nicand et al 2009). Le VHE est
un virus & ARN monocaténaire linéaire, de polarité positive d’environ 7,2 kilobases, il
est classé actuellement dans la famille des Hepeviridae, et se présente, en
microscopie électronique, sous la forme de particules sphériques, non enveloppées
de 27 & 34 nm de diamétre avec quatre génotypes différents (I a IV). L'ARN est coiffé

en 5 (7 méthyl guanine) et polyadénylé en 3'. Il comporte trois phases ouvertes de
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lectures (ORF1, ORF2 et ORF3) flanquées de régions non codantes en 5 et 3

(Izopet 2010)

Capside

".‘

ARN simple brin

Figure 2: structure de la particule virale du VHE

La transmission du virus de I'hépatite E (VHE) se fait principalement par voie
entérale, et les conditions précaires d’hygiéne contribuent a la forte prévalence de
l'infection dans les régions endémiques. Dans les pays développés et non
endémiques, les cas sporadiques d’hépatite E sont liés a un séjour en zone
endémigque mais aussi a des cas autochtones. La présence d’un réservoir animal du
virus peut également constituer une source de contamination (Hannachi et al 2009).
B. Virus des hépatites a transmission sanguine
1. Le virus de I’hépatite B (VHB)

Le virus de I'hépatite B (VHB) fait partie de la famille des Hepadnaviridae, c’est
un petit virus composé d’'une nucléocapside entourée d’'une bicouche lipidique sur
laguelle s’insérent les protéines de surface (Wagner et al 2004). Le génome est un
acide désoxyribonucléique (ADN), sphérique, partiellement double brin, non fermé de
maniere covalente. Il existe huit génotypes distincts d’HBV ainsi que de nombreux

sérotypes.
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Ag HBs: Proteines
S, Pré S1, PréS2

* nucleocapside :
Ag HBc + Ag HBe

*Virion infectant :
Particule de DANE =

enveloppe entourant

capside + acide nucléique ADN : Ffolymerase
et nucleaire

Figure 3: Structure de la particule virale du virus de I’hépatite B (Ajana 2006)

L’hépatite B peut aller de la forme asymptomatique a la forme fulminante.
L'évolution vers une forme chronique est d'autant plus probable que la phase aigue a
été peu symptomatique exposant au risque de complications graves (cirrhose,
hépatocarcinome, maladies auto-immunes) (Chemin et al 2009).

2. Le virus de I’hépatite C (VHC)

Le virus de I'hépatite C appartient a la famille des Flaviviridae, il a été identifié en
1989 par les équipes de Michael Houghton. C’est un virus enveloppé de 55 a 65 nm
de diamétre, son génome est un ARN monocaténaire linéaire, de polarité positive
d’environ 10 000 nucléotides avec deux régions non codantes, situées aux
extrémités 5’ et 3’ du génome et nommées respectivement 5NC et 3'NC, elles
encadrent la partie codante constituée d’'un cadre unique de lecture (Thiers et al

2000, Bartenschlager et al 2007, Gaudy et al 2005). Ce virus tres variable posséede
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six génotypes et de nombreux sous-types dont la distribution varie avec le mode de
contamination et la zone géographique (Schramm et al 2008, Bennani 2002). Le
VHC est responsable de la majorité des hépatites non A non B a transmission

majoritairement parentérale.

ARN
monocaténaire

Capside a symétrie
icosaédrique

—E nveloppe

Glycoprotéines
d'enveloppe

Figure 4: Structure de la particule virale du virus de I’hépatite C

2. Le virus de I’hépatite delta (VHD)

Le virus de I'’hépatite D, habituellement appelé Delta, est le plus petit virus a ARN
connu. Il a été découvert en 1977 par Rizzetto et ses collaborateurs (Dubois et al
1990). Le VHD est un virus défectif qui dépend étroitement du virus B pour sa
réplication. Il possede un trés petit génome qui est un acide ribonucléique (ARN)
circulaire, simple brin d’environ 1680 nucléotides de polarité négative. Le VHD est un
petit virus de 37 nm de diametre. Son enveloppe est formée de membranes

lipidigues ou sont ancrées les glycoprotéines du VHB qui portent l'antigene HBs
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(AgHBSs) (figure 5). A l'intérieur, se trouvent les constituants spécifiques du VHD. La
fixation et la pénétration du VHD se fait grace aux protéines d’enveloppe dérivées du
VHB, alors que la réplication du génome du VHD s’effectue dans le noyau et elle est
indépendante du VHB. Le virus de I'hépatite D constitue un modele de réplication
unique dans le monde des virus infectant 'homme (Deny et al 1996).

La surinfection par le VHD d'une infection chronique déja établie par le VHB
induit une hépatite aigué plus sévere qu'en cas de coinfection concomitante par les

deux virus (Dubois et al 1990).

Membrane......
lipidique :

“on
s
\ C‘IM-
o

ARN delta

LHD : grande protéine HD
SHD : petite protéine HD

Ag HBs : glycoprotéines de surface
du virus de I'hépatite B

o8¢

Figure 5: Structure de la particule virale du virus de I’hépatite D
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Ill- Comparaison des principales caractéristiques des virus des hépatites :

Bien qu’ils présentent des pouvoirs pathogénes trés proches, les virus des

hépatites A, B, C, D et E appartiennent a des familles virales bien différentes et

s’individualisent par leurs modes de transmission et leurs modalités évolutives.

Les Principales caractéristiques des virus de ces hépatites virales sont réesumées

dans le tableau 1.

Hépatite A Hépatite B Hépatite C Hépatite D Hépatite E
Famille Picornaviridae | Hepadnaviridae Flaviviridae Viroidsviridae Hepeviridae

3 génotypes 8 génotypes 6 génotypes 3 génotypes 4 génotypes
génotypes (ranmm (AaH) (1a6) (ratm (raiv)
Acide ARN ADN circulaire ARN ARN satellite de ARN
nucléique monocaténaire | partiellement monocaténaire | ’'HBV monocaténaire

lineaire bicaténaire linéaire Linéaire
Enveloppe non oui Oui oui (celle de Non
I’HBV)
Transmission | oro-fécale sanguine, sexuelle, | sanguine sanguine oro-fécale
materno-feetale

Chronicité Jamais Souvent Trés Souvent Tres Souvent Jamais

Tableau 1: Principales caractéristiques des virus des hépatites virales
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IV. L’Hépatite virale B
A. Historique

Le virus de I'hnépatite B a été découvert en 1963, quand B.S. Blumberg a mis en
évidence une réaction inhabituelle entre le sérum d’individus polytransfusés et celui
d’'un aborigéne australien. Il a alors désigné I'antigéne découvert sous le nom
d’antigéne « Australia » (Alter et al 1966). En 1967 le nom d’antigéne HBs, c'est-a-
dire antigéne de surface de I'hépatite B, fut imposé pour désigner cet antigéne
(Blumberg et al 1967) dont la découverte a valu a B.S. Blumberg le prix Nobel en
médecine en 1976.

En 1970, D.S. Dane identifiait en microscopie électronique, dans le sérum de
malades porteurs de l'antigéne Au, des particules “en cocarde” de 42 nm de
diamétre (les particules de Dane), qui devaient ultérieurement étre considérées
comme les particules virales infectieuses du virus de I'hépatite B (Denis 1999).

B. Biologie du virus de I’hépatite B
1. Taxonomie

La famille des Hepadnaviridae constitue avec celle des Caulimoviridae le groupe
des “para rétrovirus” dont le génome est constitué d’'un ADN circulaire, partiellement
double brin. lls possédent une polymérase qui est une ADN polymérase ARN
dépendante et ADN dépendante (transcriptase inverse) associée a une ARNase H
(Wagner et al 2004).

La famille des Hepadnaviridae regroupe deux genres: orthohepadnavirus et
Avihepadnavirus (Schaefer 2007).

» Le genre orthohepadnavirus comprend le virus de I'hépatite B humain ainsi

que le virus des rongeurs: Woodchuck Hepatitis virus (WHV) chez la

marmotte, Ground Squirrel Hepatitis virus (GSHV) chez les tamarins, Arctic
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Squirrel Hepatitis Virus (ASHV) chez I'Ecureuil terrestre arctique, et les virus
des singes HBVcpz (chimpanzés, gorille), HBVoru (orang-outang), HBVgbn
(gibbon), WMHBYV (singe laineux).

Le genre Avihepadnavirus regroupe les virus du canard de Pékin (Duck
Hepatitis B virus : DHBV), du héron (Heron Hepatitis B virus HHBV) et de l'oie
des neiges (Ross’'s Goose Hepatitis B virus : SGHBV). lIs different des

mammiféres par I'absence du géne X.

HBVCPZ Ligvgbn
HB\.];'EE‘JV E., / ~HBVoru

\\ V —HBVY-G
HBV-A ——

HBV-C / \ HBV-F

HBV- E '. HBWV-H
AN

ASHVY ‘ WHV

0.05

Figure 6: Arbre phylogénétique des orthohepadnavirus.

Les génomes complets des génotypes du VHB : A (X02763), B (D00330), C(M12906), D
(V01460), E (X75657), F (X69798), G (AF160501), H (AY090454), VHBcpz (D00220), VHBoru
(NC002168) et VHBgbn (U46935), ont été alignés aux génomes du WMHBYV (AF046996), du WHV
(J02442), du GSHV (K02715) et du ASHV (nc_001719) en utilisant : “clustal w” (Schaefer et al

2007).

27



Revue bibliographique

2-Structure du VHB

Le virus de I'hépatite B, posséde une structure trés complexe dont la
connaissance est nécessaire, car le diagnostic virologique indirect repose sur
I'identification des Ag et des Ac correspondant aux différentes parties de sa structure
(Zoulim 2000, Ayari et al 2006).

L’examen du sang infecté par le VHB a 'aide du microscope électronique montre
I'existence des trois formes suivantes (Patient et al 2008): (figure 7)

» Des particules dites subvirales qui sont de formes sphérique ou filamenteuse.

» Des particules virales complétes ou particules de DANE qui représentent le

virion complet.

Wirus Particules sous-virales

| ' .

ADN
gEnomigque
(partiellement
double brin)

) ) Glycoprotéine de
ADN-polymérase surface (AgHBs)
(transcriptase inverse)
>
42 4 47 nm 22 nm

Figure 7: Représentation schématique de la structure des particules du VHB (Patient et al 208).
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a. Particules subvirales

Les particules subvirales sont des enveloppes lipoprotéiques vides constituées
de lipides d’origine cellulaire et d’antigénes viraux de surface (AgHBs)(Gerlich et al
1993), elles peuvent étre de formes sphériques ou filamenteuses :
» Les particules sphériques de 22 nm de diameétre constituant I’AgHBs
synthétisés en exces.
» Les particules filamenteuses résultants des particules sphériques mises bout
a bout, elles sont de 40 a 400 nm de diamétre, composé d’une nucléocapside
entourée d’une bicouche lipidique dans laquelle sont insérés des protéines de
surface.
Le titre des particules subvirales dans le sérum des patients peut atteindre un
niveau 10000 fois supérieur a celui des virus complets (Bruss 2007).
b. particules virales complétes

Le virion complet ou particule de DANE est une particule sphérique de 42 a 47
nm de diameétre (Seitz et al 2007, Patient et al 2008), il est constitué : (figure 8)

» D’une enveloppe formée d’'une bicouche lipidique d’origine cellulaire, a la
surface de laquelle sont ancrées trois protéines virales de taille croissantes ; S
(protéine majeure), M (protéine moyenne) et une grande protéine dite “L”.

» D’une nucléocapside centrale de 27 nm de diamétre, que I'on peut extraire par
des détergents (Tween 80), elle est formée de protéines antigéniques portant
L’Ag de capside, AgHBc et 'AgHBe et a l'intérieur on trouve le génome du
VHB.

» D’une polymérase virale du VHB qui possede une activité de transcription
inverse et une activité d’ADN-polymérase. L’activité de 'enzyme ne s’exprime

dans la cellule infectée, qu’a I'intérieur de nouvelles capsides virales
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Figure 8: Schémas du virion du VHB (Gerlich et al 1993)

c. Génome du VHB :

Le VHB est un virus enveloppé qui possede le plus petit génome de tous les virus
animaux connus. Ce génome est un acide désoxyribonucléique (ADN), de 3200 paires
de bases (pb), circulaire, partiellement double brin et non fermé de maniére covalente.
Cette configuration circulaire est maintenue par un appariement des extrémités 5 des
deux brins, de longueur différente: un brin long et complet (brin moins) qui contient la
totalité du patrimoine génétique du virus et un brin incomplet (brin plus) non codant
et de taille variable, allant de 50 a 80 % de la longueur du brin long. Cette structure
particuliere est liee au mécanisme de réplication spécifique de ce virus. Son
organisation génétique est trés compacte avec quatre cadres de lecture ouverts: S,

C, P, et X (figure 9) (Hilmer et al 2008, Raimondo et al 2007).
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Cadre de lecture P

Cadre de lecture S

Cadre de lecture C

Cadre de lecture X

Figure 9: Organisation du génome du VHB et phase de lecture (Dény et al 2010).

Le chevauchement des genes et I'utilisation de codon d’initiation de transcription
alternatifs permettent la synthése de 7 protéines virales distinctes et expliquent la
petite taille du génome du virus.

» Le cadre S code pour les protéines d’enveloppe: il est composé du gene S, de

la région pré S1 et de la région pré S2. le géne S code pour I'Ag de surface
HBs, et les régions préS1 et S2 codent pour les antigenes de surface préS1 et
préS2. Ces protéines d’enveloppe se présentent sous trois formes: petite,
moyenne et grande, de 24, 33 et 39 kDa, selon qu'elles viennent de
I'expression du géne S, de pré-S2 + S, ou pré-S1+ pré-S2 + S (figure 8). Les

protéines de surface sont synthétisées largement en excés par les
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hépatocytes infectés, seule une faible proportion participe a la formation des
nouvelles particules virales infectieuses (Ben Slama et al 2010), la majorité
d’entre elles formant des particules vides (Fig. 7)

» Le cadre C code deux protéines: les protéines "précore” (Ag HBe) et "core”
(protéine de capside ou AgHBc de 21 kDa).

» Le cadre P code la polymérase et plus précisément 'ADN polymérase, de 90
kDa qui possede un domaine transcriptase inverse et un domaine RNase H.

» Le géne X code pour la protéine X impliquée dans l'initiation et le maintien de
la réplication du VHB apreés l'infection d’hépatocytes (zoulim et al 2010).

c.1l. L’Ag HBs et les Protéines PréSi1, PréS2

L’antigéne HBs (AgHBSs), longtemps appelé Antigéne Australia, est la protéine
majeure de I'enveloppe du virus de I'hépatite B (fig 8) commune aux 3 protéines de
surface assurant leur ancrage dans la bicouche lipidique de I'enveloppe virale ou
dans la membrane du RE, la ou elles sont synthétisées (Bruss et al 1991)

L’Ag HBs est présent dans le sang et dans les hépatocytes, et il est le marqueur
sérologique le plus couramment utilisé pour le diagnostic des infections aigués et
chroniques dues au VHB, et pour le dépistage des donneurs de sang et d’organes
(Roque-Afonso et al 2005).

En ce qui concerne sa structure antigénique, l'antigene HBs est une protéine de
226 acides aminés qui se subdivise en sous types ayant un déterminant commun " a
". Ce dernier est classiquement situé entre les positions 124 et 147 au sein de la
région hydrophile majeure (résidus 100-170), exposée a la surface des virions
(Roque-Afonso et al 2005), et il est commun a toutes les souches, donc spécifique
de groupe. S'ajoutent a cela deux paires de déterminants de sous-type, exclusifs en

principe I'un de l'autre: d/y et w/r. on obtient quatre molécules différentes: adw, adr,
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ayw, ayr, et a lintérieure méme du déterminant w; il existe des variations
phénotypiques ou de sous groupes: wl, w2, w3 et w4.

La protéine pré S2 est constituée de 55 acides aminés et forme avec I'Ag HBs la
protéine moyenne (protéine M) de I'enveloppe du VHB (281 aa). Quant a la protéine
pré S1 elle est de longueur variable et constitue avec 'Ag HBs et la protéine pré S2
la grande protéine de I'enveloppe ou la protéine L (figure 8).

Les trois protéines d’enveloppe sont présentes en quantités différentes a la
surface des particules virales avec prédominance de la protéine S. La protéine
moyenne (M) est un composant mineur des trois types de particules virales; elle est
présente a un taux d’environs 10%, alors que la grande protéine est abondante dans
les filaments (10%) et les virions (25%), mais rare dans les sphéres (1%) (Mahoney
1999, Roingeard 1997). Elle a en outre I'étonnante propriété d'adopter deux
topologies transmembranaires: I'une, en exposant les domaines pré-S1/pré-S2 sur la
face cytoplasmique du réticulum endoplasmique, permet le bourgeonnement du
virus; l'autre, en exposant ces mémes domaines sur la face interne du réticulum
endoplasmique, est essentielle a la reconnaissance du récepteur du VHB a la
surface des hépatocytes (Dubois et al 1998).

c.2. L'antigéne HBc et I'antigéne HBe
c.2.1. L'antigéene HBc

La protéine « core » ou antigéne HBc (AgHBCc) est la protéine structurale majeure
de la capside, c’est une protéine de 183-185 a.a, avec un poids moléculaire apparent
de 22 kDa. Elle posséde une extrémité C-terminale basique permettant sa liaison a
'ADN (Gallina et al 1989). Les protéines HBc sont capables de s’organiser

spontanément pour former une capside, méme en absence d’ARN prégénome.
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L'antigene HBc est exprimé a la surface des hépatocytes ou il induit des
réactions de cytolyse de la part des lymphocytes T CD8+. Cependant, contrairement
a l'antigene HBs, il n'apparait pas dans le sérum.

c.2.2. L'antigéne HBe

La protéine « pré-core » ou antigene HBe (AgHBe) proprement dit est une
protéine de 17 kDa, détectée dans le sérum des patients infectés par le VHB lorsque
celui-ci se multiplie. Cette protéine n'est nécessaire ni au pouvoir infectieux du virus
ni a sa multiplication (Messageot et al 2001, Tong et al 1990), puisqu'il existe des
virus incapables de la synthétiser.

Plus petit que l'antigene HBc, 'AgHBe est aussi codé par le gene C, mais il lui
mangue 34 a 36 acides aminés de I'extrémité carboxy-terminale de I'antigéne HBc et
il a, a 'opposé, 10 acides aminés de la région pré-C qui manquent a l'antigéne HBc
(Hadziyannis et al 2001). Cette séquence supplémentaire est un peptide signal qui
rend compte du passage de l'antigene HBe dans le systeme réticulo-endothélial et
de son excrétion dans le sérum (Wang et al 1991). On peut donc conclure que HBe
est synthétisé sous la forme d'un précurseur (protéine de capside) qui subira une
maturation protéolytique avant d'étre sécrété. L’antigéne HBe est aussi présent dans
le core du virus et on ne le détecte que lorsque le sérum contient de 'AgHBs.

c.3. L'ADN polymérase

L'ADN polymérase codée par le cadre de lecture P est une protéine d’environ
850 acides aminés, elle posséde plusieurs fonction : une fonction d’ADN polymérase
ADN-dépendante, une fonction de transcriptase inverse (ADN polymérase ARN-
dépendante) et en fin une activité RNase H.

La polymérase posséde 3 domaines fonctionnels impliqués dans la réplication et

un domaine non essentiel : (figure 10)
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»I'extrémité N-terminale ou TP (Terminal Protein) permet la liaison covalente
de la protéine avec I'extrémité 5’ du brin (-) d’ADN (Zoulim et al 1994).

»le domaine SPACER n’est pas indispensable aux activités de la polymérase
car lintroduction de substitutions, délétions et insertions dans cette région
n’affecte en rien son fonctionnement (Radziwill et al 1990).

»la région ADN polymérase / transcriptase inverse contient un motif
peptidique (YMDD) important pour l'activité de transcription inverse (Stuyver
et al 2001). Le domaine RT est divisé en au moins 5 sous-domaines désignés
de AaE.

»Le domaine « RNaseH » posséde une activité enzymatique de type
RNaseH, c’est-a-dire qu’il est capable de digérer TARN prégénome lors de la
synthese du brin (-) de I’ADN viral (Radziwill et al 1990, Stuyver et al 2001,

Halfon et al 2003).
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Figure 10: Représentation schématique de la structure de I'ADN polymérase du VHB (Zoulim
et al 2006)

c.4. La protéine X
Le gene X code pour une protéine multifonctionnelle de 145 a 154 acides
aminés, selon le sous type. La protéine X est dotée d’une faible activité oncogénique,
et elle joue un rdle clé dans l'activation de I'expression des génes du VHB, ainsi que
la réplication virale en agissant comme un coactivateur transcriptionnel collaborant

avec des facteurs de transcription cellulaire (Kim et al 2008, Wei et al 2010). La
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protéine X pourrait avoir des implications importantes en ce qui concerne le pouvoir
évolutif de certaines infections a VHB, le passage a la chronicité, voire I'évolution
vers le carcinome hépatocellulaire (Zoulim et al 1991).

3. Réplication du Virus de I’hépatite B

La réplication virale, élément capital dans la décision thérapeutique pour
'hépatite B (Wagner et al 2004) se caractérise par la positivité de I'ADN du virus.
Les cellules permissives sont les hépatocytes, bien que de I'ADN viral ait été trouve
en faible quantité dans des sites extra hépatiques, monocytes, lymphocytes B,
lymphocytes T CD4+ et CD8+. C'est sans doute a mettre en rapport avec les
réinfections du greffon, observées apres transplantation de foie, en particulier chez
les patients atteints d'hépatite chronique sévere.

Le cycle d’infection par le VHB comporte deux phases:

» Phase de réplication compléte, qui se déroule dans les cellules hépatiques
avec libération de virion dans le sérum. Elle se traduit par une double
antigénémie AgHBs et AgHBe. A cette phase ; le sujet atteint est tres
contaminant.

» Phase de réplication incompléte ou phase d’intégration ; au cours de laquelle
'ADN du virus s’intéegre a 'ADN chromosomique hépatocytaire, une recombinaison
génétigue est alors réalisée avec reprogrammation des hépatocytes qui deviennent
capables de produire 'AgHBs. Cette phase ne s’accompagne plus de production de
virion complet ni de I'expression d’AgHBe/c sur les membranes hépatocytaires ; donc
I'infection est absente.

La multiplication du VHB (Dubois et al 1998)(figure 11), commence
par L’attachement du virus sur la cellule cible (hépatocyte), et la fixation se fait par

interaction entre I'antigéne préS1 c6té virus et par 'albumine humaine polymérisée
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c6té hépatocyte. La nature du récepteur de 'HBV n’est, toutefois, pas encore
déterminée (Le Duff et al 2009).

Lors de son entrée dans I'hépatocyte le virus perd son enveloppe. La capside
rejoint le noyau de I'hépatocyte et désassemble pour libérer son ADN.

Dans le noyau, 'ADN polymérase virale associée au virion ; compléte 'ADN
génomique partiellement bicaténaire en ADN bicaténaire circulaire sur-enroulé
appelée ADNccc. Celui-ci est transcript par l'appareillage cellulaire en ARN
messagers, traduits en 4 protéines (AgHBs, AgHBc, ADN polymérase et protéine X),
et en ARN prégénomique, particularité de I'HBV, qui est rétrotranscript par I'ADN
polymérase en nouvel ADN génomique.

L’encapsidation s’effectue dans le cytoplasme et seul 'ARN prégénomique,
associé a la polymérase P, est encapsidé car il est le seul a posséder le signal
d’encapsidation. L’ARN prégénomique est copié en un ADN (-) de 3182 nucléotides,
grace a la transcriptase inverse virale, La synthése du second brin d’ADN (+), a partir
du brin néo-synthétisé s’interrompt prématurément donnant des brins courts, de
tailles variables.

La nucléocapside acquiert ensuite son enveloppe. Cette étape se passe dans un
compartiment prégolgien (post-réticulum endoplasmique) correspondant au site de
maturation des protéines d’enveloppe. Le virion ainsi formé par bourgeonnement de
la membrane du Réticulum Endoplasmique (RE) est libéré dans la voie exocytique.

Certaines nucléocapsides ne sont pas enveloppées et retournent dans le noyau,
avec libération du génome viral et redémarrage d’un nouveau cycle de multiplication
transcript (Werle et al 2001). Cette étape permet le maintien d'un "pool" d’ADNccc
dans le noyau de I'hépatocyte, ce qui rend difficile I'élimination totale du virus par les

traitements antiviraux.
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Figure 11: Schémas illustrant la multiplication du VHB dans I'hépatocyte (Huraux 2007)

Le cycle de réplication des hépadnavirus fait intervenir une transcriptase inverse,
qui ne possede pas d’activité 3’ 5’ exonucléasique et ne corrige donc pas ses erreurs
de transcription. Le taux d’erreur de cette enzyme, favorisé par I'important niveau de

production du VHB (environ 10 virions par jour), est estimé a

par jours (Wagner et al 2004).

4. Variabilité du génome du VHB

Le VHB est caractérisé par une hétérogénéité génomique générée par les

erreurs de la transcriptase inverse virale, par un niveau de réplication tres important
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et par la persistance du virus sous forme d’ADN superenroule” (ADNccc) dans le
noyau des hépatocytes (Ducancelle et al 2011).

La majorité des variants du VHB sont défectifs et ne peuvent se multiplier.
Cependant, Il arrive que certaines mutations influencent peu la biologie du virus et
aboutissent a 'émergence de variants dont la séquence ne difféere que légérement
de celle de la population maijoritaire (“souche sauvage”). Ces “quasi —espéces”
coexistent avec la souche sauvage et sont dans un état d’équilibre, mais leur
composition peut étre changée par toute modification de leur environnement.
Généralement moins viables que la souche sauvage, ces variants ne peuvent
évoluer en population majoritaire ou significative qu’en présence d’'une pression
sélective qui défavorise la souche sauvage.

Les patients contaminés chroniques par le VHB sont infectés par plusieurs quasi-
espeéces, avec la présence simultanée de la population prédominante correspondant
a la souche sauvage et d’autres variants génétiquement distincts. Le terme «
variants génotypiques» est généralement utilisé pour désigner les souches de la
variabilité génomique spontanée qui apparaissent en l'absence de pression de
sélection connue, alors que le terme « mutants » serait plus adapté aux souches qui
émergent sous pression de sélection telle que la vaccination ou le traitement viral
(Ajana 2006).

a. Variants génotypique du VHB

La variabilité génotypique est stable et refléte I'évolution des hépadnavirus. Elle
fut d’abord évaluée par sérotypage, et les souches de VHB étaient classées en
“sérotypes” ou “sous-types”. Cette classification était essentiellement utilisée pour
des études épidémiologiques, elle est basée sur I'hétérogénéité de I'Ag HBs au

niveau de la boucle antigénique majeure ou "major hydrophilic loop (MHL), définie
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entre les acides aminés 100 et 160 (Linda et al 1998, Lieven et al 2000, Kramvis et al
2005).

Trois déterminants antigéniques majeurs ont été établis :

eLe déterminant “a” est commun a presque toutes les souches de VHB et
il est composé d’épitopes immunodominants situés entre les résidus 124 et

147 de la MHL.

elLes déterminants “d/y” et “r/iw” qui sont mutuellement exclusifs (c’est-a-

“y 9

dire qu’'un AgHBs de sous-type “d” ne peut pas étre aussi de sous-type “y

[l [{? 2!

comme un AgHBs de sous-type “r’ ne peut étre aussi “w”). La présence d’'une
Lysine ou d’une Arginine en position 122 ou 160 détermine respectivement

les sous-types “d/y” et “r/w” (tableau 2).

Résidu 122 Résidu 160
Lys Arg
Lys dw dr
Arg yw yr

Tableau 2: Résidus impliqués dans les déterminants "d/y" et "r/w" de I'AgHBs (Wagner et al
2004)

D’autres déterminants mineurs localisés aux positions 127, 144, 145, 158, 159,
177 et 178 ont été identifiés et, au total, 9 sous-types différents ont été définis : aywl
a 4, ayr, adw2, adw4, adrg- et adrqg+.

Une nouvelle classification dite génotypique a été établie, elle est fondée sur la
comparaison des seéquences nucléotidiques des souches de VHB, et prend en
compte la totalité du patrimoine génétique. Cette classification fait actuellement état
de 8 génotypes, de A a H (tableau 3). Deux autres types génomiques | et J, ont

récemment été assignes (Désiré et al 2011). La divergence intergroupe doit étre d’au
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moins 8% dans tout le génome, et d’au moins 4.1 % dans le géne S (Roque-Afonso
et al 2005).
Bien qu’il existe une certaine corrélation entre sérotypes et génotypes, elle est

loin d’étre parfaite (tableau 3).

Génotype | Sérotype Génome | PréS1/PréS2/S

(nt) (aa)
A adw2 ayw1? 3221 400
5 adw2 aywl 3215 400
c adr, ayr, adrq- | 3215 400
D ayw2,3et 4 3182 389
E ayw4 adw?2? 3212 399
c adw4 3215 400
G adw?2 3248 399
o adw4 3215 400

Tableau 3: Les génotypes du VHB (Wagner et al 204)
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b. Mutants du VHB
b.1. Mutations au niveau du gene S

Dans le génome viral du VHB, la région S est subdivisée en régions S, préS1 et
préS2 qui codent pour les protéines de I'enveloppe virale (Ag HBs, protéine pré S1 et
protéine pré S2).

Les mutants affectant ’AgHBs sont souvent appelés “mutants d’échappement a
la vaccination”. lls sont responsables de phénoménes d’échappements a la
vaccination, et a la sérothérapie préventive utilisée pour éviter l'infection du greffon
chez les transplantés de foie (Ozaslan et al 2007, Emile 2009).

L’AgHBs du premier mutant du VHB identifié possédait a la position 145 une
substitution d’un résidu glycine par un résidu arginine (G145R). Ce mutant est
aujourd’hui le mutant d’échappement le plus fréquent, méme si d’autres ont été

identifiés depuis (tableau 4).

Position | Résidu normal Mutant
120 Pro Ser
126 lle/Thr Asn/Ala/Ser
129 GIn His
133 Met Leu
144 Asp Ala
145 Gly Arg
159 Ala Val
183 Phe Cys

Tableau 4: Mutants de I'AgHBs échappant a la vaccination (Wagner et al 204)

Les mutations affectant les protéines pré S1 et pré S2 sont généralement des
délétions. Une mutation modifiant le codon initiateur de la protéine préS2, et

eliminant donc I'expression de cette protéine, a été décrite (Francois et al 2001).
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b.2. Les mutants "précore” ou pré-C, au niveau du géne C

La région C se compose de deux séquences dénommeées respectivement pré-C
et C. L'extrémité 3’ du géne C code pour la protéine de capside (Ag HBc) .Les deux
séquences pré-C et C sont nécessaires pour la synthése de la protéine Ag HBe (Li et
al1993) . En effet, Les premiers nucléotides de la région pré-C codent pour 19 acides
aminés qui correspondent a un peptide signal facilitant la sécrétion de I'antigéne Hbe
dans le sérum apres passage dans le réticulum endoplasmique cellulaire.

Etant donné qu'il n’y a pas de chevauchement d’'une grande partie du cadre de
lecture ouvert (ORF) de la région pré-core/core par un autre ORF (figure 9), il peut se
produire plus de mutations du génome viral dans cette région. La mutation la plus
courante et la plus souvent étudiée est la substitution de la guanine (G) par I'adénine
(A) au niveau du gene pré-C (en position 1896). Cette mutation transforme le codon
28 de TGG en un codon stop TAG, qui termine la transcription a cet endroit
entrainant un arrét de lecture et I'arrét de I'expression de 'AgHBe. En revanche, la
protéine de capside peut toujours étre synthétisée et donc la réplication virale peut
se poursuivre (Lebarbier et al 2004, Bourliére 2005).

Les personne infectées sont donc AgHBe négatifs mais continuent a répliquer
activement ce virus a mutation pré-C, avec une abondance d'ADN viral dans le
sérum, et donc une évolution possible vers I'hépatite fulminante ou vers une hépatite
chronique sévere, répondant mal a linterféron. Dans ces cas, une recherche
d’AgHBe négative chez un malade ne signifie pas qu’il est guéri et cette recherche
ne peut étre utilisée comme marqueur pour suivre I'évolution de la maladie (Ratziu et
al 2002).

Cette méme mutation apporte une plus grande stabilité au génome viral, étant

donné que le site nucléotidique 1896 qui est maintenant occupé par A se fixe plus
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avidement au nucléotide T correspondant a la position 1858, ce qui assure une plus
grande stabilité, une encapsulation prégénomique et linitiation de la synthése de
I’ADN.

Les autres mutations les plus communément décrites sont la transversion A a T
en position 1762 et la transition G a A en position 1764 situées dans la région du
promoteur basal du core (BCP). Ces mutations entrainent une altération de la

production de 'AgHBe au niveau transcriptionnel (Lebarbier et al 2004).
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Figure 12: Mutants pré-core du virus de I'hépatite B
(A. Mutants de la région pré-core. B. Mutants du promoteur du core).

b.3. Mutations du gene de la polymérase virale
Le plus souvent, les mutations décrites touchent le site catalytique de
transcriptase inverse, en particulier le motif peptidique YMDD (résidus 551 a 554) du

domaine C de la polymérase virale (figure 10). Ces mutations sont sélectionnées par
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les traitements antiviraux de type analogues nucléosidiques tels que la lamivudine
(LAM) et le famciclovir.

Du point de vue de la nomenclature, les mutations sont identifiées et nommées
en désignant la région de la mutation, l'acide aminé original, sa position relative au
début de la région et l'acide aminé muté (Stuyver et al 2001). Par exemple, la
mutation rtM2041 décrit une mutation de la rt avec en position 204 un remplacement
de la méthionine par l'isoleucine.

Les mutations les plus fréequemment a l'origine d'une résistance a la LAM
affectent le centre catalytique de la rt (domaine C:. YMDD) entrainant le
remplacement de la méthionine en position 204 par une valine, isoleucine ou sérine
(rtM204V, rtM2041, rtM2045S) (figure 13). Souvent, une mutation au sein de la rt induit
de maniere transitoire une diminution du pouvoir de réplication viral. De telles
mutations sont alors accompagnées par des mutations compensatrices qui
restaurent une réplication virale efficace. Pour la résistance a la LAM, la mutation
compensatrice la plus reconnue est rtL180M qui se trouve dans le domaine conservé
B. Seule, cette mutation n'induit pas de résistance virale a la LAM. Si la mutation
rtM2041 peut étre isolée, les mutations rtM204V et rtM204S sont toujours associées a

d'autres mutations compensatrices de type rtL180M ou rtV173L.
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Figure 13: Les principales mutations du géne de la polymérase virale responsable de
résistance aux antiviraux (LAM : lamivudine, ADV : Adéfovir, ETV : Entécavir, LdT : Telbivudine )
(Zoulim et al 2006).

b.4. Mutation au niveau du géne X

Des études de mutation de ce géne ont montré que la protéine X interagit avec
plusieurs systemes de signalisation intra-cellulaire et posséde un réle anti-
apoptotique.

Il a été suggéré que certaines mutations dans le géne X pourraient jouer un role
dans la transformation cellulaire (Rosmorduc et al 1999). Enfin une corrélation entre
le type de mutation du géne X et I'état clinique des patients atteints d’'une hépatite B
chronique a été récemment décrite (Eun Young et al 2011).

C. Réponse immunitaire liée a I'infection par le VHB

L'infection humaine par le virus de I'hépatite B est associée a une premiere
phase d'incubation (de 4 a 12 semaines) durant laquelle le virus atteindra les
hépatocytes, puis une phase de réplication et de production virales qui conduisent,
sans atteinte de lintégrité cellulaire, a la libération de particules virales dans la

circulation sanguine. Chez l'adulte, une réponse immune adaptée mettra un terme a
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la réplication virale dans plus de 90 % des cas alors que l'infection dans I'enfance
sera frequemment associée a un portage chronique du VHB (Thibault 2001).

Le VHB n’est pas cytopathique, c’est la réponse cellulaire dirigée contre les
antigénes viraux exprimés a la membrane qui est responsable de la nécrose
cellulaire et de linflammation. Les Iésions histologiques sont, donc, dues a une
réponse immunitaire de I'hnéte vis a vis des cellules hépatiques infectées et a une
réponse inflammatoire non spécifique. La réponse immunitaire cellulaire contribue
également a la clairance du virus. Ces deux fonctions opposées sont attribuées aux
mémes cellules.

Lors de linfection aigué résolutive, les réponses cellulaires T cytotoxiques et T
auxiliaires sont puissantes, polyclonales et spécifiques de la majorité des protéines
virales (enveloppe, nucléocapside et polymérase). Au contraire, lors de l'infection
chronique cette réponse est faible, de spécificité plus restreinte et difficilement
détectable en périphérie.

Les cellules T CD8+ spécifiqgues ont la capacité de détruire les hépatocytes
infectés mais également d’éliminer le virus en inhibant sa réplication via la sécrétion
de cytokines de type Thl comme linterféron gamma. Par contre, lors de l'infection
chronique, contrairement a ce que I'on observe lors de l'infection aigué, la production
de cytokines nécessaires au contrble viral par les lymphocytes T stimulés par
I'antigéne, est faible ou absente (Bourliére et al 2008).

La gravité des lésions hépatiques varie selon le statut immunitaire: une réponse
immunitaire adaptée entraine la nécrose des hépatocytes infectés et I'élimination du
virus (hépatite aigué beénigne), une réponse immunitaire trop forte induit une
destruction hépatocytaire massive (hépatite aigué fulminante), 'immunotolérance est

marquée par une multiplication virale abondante mais asymptomatique sans atteinte
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hépatocytaire ; et enfin lors d’'un portage chronique du virus avec hépatite chronique;
la réponse immunitaire existe mais, elle est insuffisante pour éliminer le virus.
D. Epidémiologie du VHB

L'hépatite B représente la principale cause de pathologie hépatique aigue ou
chronique dans le monde, comme par exemple les cirrhoses ou le carcinome
hépatocellulaire. L'OMS estime a deux milliards le nombre de personnes ayant été
exposees a ce virus, soit une personne sur trois, et pres de 10 a 30 millions de
nouvelles contaminations par an. Le nombre de porteurs chronique est estimé a plus
de 350 millions, avec pres de 1 million de décés chaque année (Zanetti et al 2005,
Muszlak et al 2007).

La prévalence du VHB est donc de 5,4 % a I'échelle mondiale, contre 1 % pour
celle du VIH et 3 % pour celle du virus de I'hépatite C (Flash Info 2006).
1. Séro-épidémiologie

L’infection par 'HBV est mondialement répandue mais répartie de facon
irréguliere, délimitant trois catégories de zones géographiques: (Hou et al 2005,
Rizzetto et al 2008, Read et al 2008, Leggat et al 2009)

» Les zones de forte endémicité (> 8 % de la population générale est infectée
de maniere chronique), sont essentiellement les pays en voie de
développement telles I'Afrique sub-saharienne, I'’Asie du Sud-Est, 'Extréme-
Orient. la transmission s'effectue le plus souvent par voie verticale (de la mére
a l'enfant, en Asie principalement) mais aussi de fagcon horizontale (d'enfant a
enfant, en Afrique Noire principalement). La dissémination intrafamiliale du
virus est le plus souvent aggravée par les mauvaises conditions d’hygiéne et

la promiscuité importante.
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» Les zones d’endémicité intermédiaire (2 a 8% de la population est infectée de
maniere chronique), recouvrent le pourtour méditerranéen, I'Europe de I'Est et
I'’Amérique Latine. La transmission est surtout horizontale.

» Les zones de faible endémicité (<2% de la population est atteinte d’infection
chronique), Elles sont représentées essentiellement par I'Europe de I'Ouest,
I'Amérique du Nord et le Japon. Dans ces pays linfection virale n’est pas

endémique et se transmet principalement par les rapports sexuels et les

toxicomanies (Liaw et al 2009).

ENDEMICITE DE L'ANTIGENE HBS

| ]z 8% Elevee
. 2% - B% Intermadiaire
. 22% Faible

Figure 14: Distribution géographique de I'HBV dans le monde (Kew 2010)

2. Epidémiologie moléculaire

Neuf sous-types sont définis pour I'antigéne HBs: adw2, adw4, adrg+, adrg-,
aywl, ayw2, ayw3, ayw4 et ayr (Linda et al 1998, Lieven et al 2000, Kramvis et al
2005). lls sont de répartition géographique distincte. Par exemple, adw prédomine
dans le Nord de I'Europe, en Amérique du Nord et en Amérique du Sud, en Australie,

tandis que ayr se rencontre dans le Nord et I'Est de ['Afrique, I'Est de la
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Méditerranée, I'Est de I'Europe, le Nord et le Centre de I'Asie, I'Inde (Messageot et al
2001).

La variabilité du génome du VHB a permis de classer la population du VHB humaine
en génotypes dont la répartition a travers le monde est ubiquitaire. lls ont été
déterminés, dans la plupart des cas, a partir de la région préS2. Actuellement huit
génotypes sont identifiés, représentés de A a H (Campos et al 2005, Ajana 2006,
Fattovich et al 2008, Khan et al 2008). Comme le montre la figure 15, ces différents
génotypes présentent une distribution géographique distincte ; par exemple, le
génotype E prédomine en Afrique et le génotype B en Asie du Sud-Est alors que le

génotype D est majoritairement dominant dans le bassin méditerranéen.

Figure 15 : Répartition géographique des génotypes du virus de I’hépatite B dans le monde
(Ducancelle et al 2011)
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Néanmoins, les mouvements de populations favorisent le brassage des génotypes
ainsi que les infections multiples par plusieurs génotypes. Des co-infections ont été

décrites avec plusieurs génotypes dont la fréquence pourrait étre de I'ordre de 10 %

Quant aux mutants pré-core, Leur distribution est ubiquitaire et particulierement
fréquente a travers le monde avec une prévalence de 7 & 30 % des malades
porteurs d'infection chronique par le VHB. Ces mutants sont essentiellement trouves
en Méditerranée avec une prévalence de 50 a 80 % et en Asie avec une prévalence
de 40 a 55 %, Leur distribution semble intimement lice a celle des différents
génotypes existants dans les différents continents (Halfon et al 2002).

E. Transmission et facteurs de risque du VHB

Le virus de I'hépatite B est un virus extrémement contagieux, il est cent fois plus
contagieux que le VIH (Virus de 'immunodéficience humaine), et peut rester stable a
25°C pendant sept jours dans du sang séché. Le HBV est effectivement tres
résistant puisque ni l'alcool ni I'éther ne le détruisent, pour l'inactiver dans le sérum il
faut une concentration d'hypochlorite de soude de 5 % (eau de Javel pure), alors que
d'habitude la plupart des virus sont détruits par I'hypochlorite de soude a 0,5 %. Le
HBV se conserve au moins 20 ans au congélateur a -20°C, supportant trés bien les
cycles de congélation-décongélation. Des sérums laissés 6 mois a 30-32° C restent
infectieux (Buffet 2003, Flash Info 2006).

Le HBV se transmet par effraction cutanée ou par contact des muqueuses avec
du sang ou dautres liquides organiques contaminés (Sulkowski 2008). Les
concentrations les plus élevées du virus se retrouvent dans le sang et les Iésions
suintantes, alors qu’on reléve des concentrations modérées dans le sperme et les
sécrétions vaginales et des concentrations plus faibles dans la salive. Le HBV ne se

transmet pas par l'air, 'eau ou les aliments (OMS 2001).
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Les principales voies de transmission sont :

» Transmission par voie parentérale.

» Transmission de personne a personne.

» Transmission de la mére a I'enfant au cours de la période périnatale.

1. Transmission parentérale

Le virus de I'hépatite B peut étre transmis par transfusion de sang ou de produits
sanguins provenant de porteurs de I'HBV ; surtout apres transfusions répétées. Mais,
cette transmission est devenue rare depuis l'introduction obligatoire du dépistage de
'Ag HBs dans le sang des donneurs en 1971. Le trés faible taux du risque
transfusionnel rencontré actuellement, pourrait étre di soit a une transmission
pendant la fenétre sérologigue au cours d'une infection aigué, soit a une
transmission par des individus porteurs chroniques du virus sans antigene HBs
détectable par certaines techniques (Hillaire 2006, Niederhausera et al 2008).

La transmission parentérale est aussi représentée par la toxicomanie par voie
veineuse qui est actuellement I'un des modes principaux de transmission du VHB,
ainsi que la manipulation par le personnel soignant de seringues, aiguilles ou autres
instruments ayant pu étre contaminés et mal stérilisés, sans oublier toutes les
interventions chirurgicales méme sans transfusion de sang (Thibault 2001),
interventions dentaires, examens médicaux exigeant un cathéter, acupuncture,
tatouage et " body piercing " (Ajana 2006).

2. Transmission de personne a personne

La contagiosité de I'HBV est liée a la présence du virus dans la plupart des
liquides biologiques, notamment salive (Hui et al 2005) et sécrétions génitales (Sifer
et al 2003), et ce & des titres infectieux souvent trés élevés, pouvant atteindre 10°

virus/ml (Kammerlander et al 1998). Le virus peut par exemple se transmettre si la
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salive entre en contact avec le sang lors de Iésions cutanées, ou apres rapports
sexuels non protégés. L’hépatite B est ainsi la maladie sexuellement transmissible la
plus fréquente.

Etant donnée la résistance du virus en milieu extérieur, les transmissions intra-
familiales sont assez fréquentes et favorisées dans des situations aussi bénignes
que I'échange de coupe ongles, de brosses a dents ou de rasoirs.

Il faut noter que La transmission de I’ HBV d’'un enfant a un autre est le cas le
plus fréquent. Cette transmission se produit habituellement a domicile, mais aussi
dans les créches et a I'école. Elle résulte le plus souvent du contact de lésions
cutanées ou de muqueuses avec du sang ou des sécrétions de plaies. Le virus peut
également étre transmis par contact avec la salive a la suite de morsures ou autres
effractions cutanées et a la suite de la prémastication des aliments. En outre, le virus
peut étre transmis par des objets, comme des serviettes ou des brosses a dents
partagées, car il peut survivre au moins sept jours hors de I'organisme et se déposer
en forte concentration sur les objets, méme en l'absence de sang visible (OMS
2001).

3. Transmission périnatale

Le principal mode de contamination de I'enfant se fait par transmission verticale
au moment de l'accouchement par microtransfusions materno-foetales, ou par
contact avec des liquides biologiques porteurs de virus. La transmission in utero est
trés rare, hormis dans le contexte d’'une infection aigué de la mére au cours du
troisieme trimestre, mais quand elle existe elle se ferait selon deux modes : par voie
hématogene par infection des cellules endothéliales des capillaires du placenta, ce

qui représenterait le principal risque de transmission intra-utérine, ou par voie
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cellulaire par transmission transplacentaire de cellule a cellule (Ranger-Rogez et al
2002).
F. Histoire naturelle de l'infection par le VHB et signes cliniques

Lorsqu'un sujet entre en contact avec le virus de I'hépatite B, il est soumis a un
double risque, celui de survenue d'une hépatite fulminante et celui d'évolution vers la
chronicité.

1. Hépatite aigué

Aprés une incubation variant de 10 semaines a 6 mois l'infection par le VHB
entraine une hépatite aigué (Emile 2009), Les formes asymptomatiques de l'infection
a VHB sont les plus fréquentes et représentent 70 % des hépatites B, cependant,
'absence de symptdbmes n’empéche pas le virus de s’attaquer au foie. La forme
symptomatique de I'hépatite aigué se caractérise par un ictére, une grande fatigue
(asthénie), une perte d’appétit (anorexie), des nausées et parfois de la fievre, ainsi
gue des taux tres élevés de transaminases sériques (Pol, 2006).

La proportion de cas symptomatiques de I'hépatite aigué B augmente avec I'age,
alors que le risque de passage a une infection chronique diminue. En effet,
lorsqu’elle a lieu a la naissance ou durant la petite enfance, I'infection par le VHB
entraine en regle générale une hépatite aigué asymptomatique mais associée a un
risque élevé (de 90 % a la naissance a 30 % a quatre ans) d’évolution vers une
infection chronique. Inversement, lorsqu’elle a lieu aprés cing ans, l'infection par le
VHB peut entrainer une hépatite aigué symptomatique et elle est associée a un
risque faible d’évolution vers une infection chronique (5%) (Asselah et al 2008).

Passée la phase aigué, 90 a 95 % des patients connaissent une gueérison

spontanée (Pol 2006).
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2. Hépatite fulminante

La gravité immédiate de I'hépatite B aigué est liée au risque d'hépatite fulminante
qui est de l'ordre de 1% des formes symptomatiques (Pol 2006). Elle est définie par
I'apparition d’'une encéphalopathie hépatique associée a une diminution du facteur V,
le patient sombre dans le coma, présente des hémorragies cutanées et des
mugueuses, et une forte hypoglycémie. Sans une transplantation hépatique rapide,
quatre malades sur cinq décedent en quelques jours, voire en quelques heures. Pour
ceux qui en guérissent, il N’y a en général aucune séquelle (Flash Info 2006).
3. Hépatite chronique

Cing a dix pour cent des sujets contaminés deviennent des porteurs chroniques
du virus de I'hépatite B. L'infection chronique du VHB est définie par une élévation
chronique des transaminases; observée classiqguement 6 mois aprés ['épisode
d'hépatite aigué, par une persistance de l'antigene HBs et d'ADN viral détectable
dans le sérum avec présence d'antigene HBe, ainsi que par des données
histologiques.

Le portage chronique évolue sur plusieurs décennies, trois phases distinctes ont

été décrites (Asselah et al 2008, Emile 2009)

» Une premiere phase dite d'immuno-tolérance (le virus est toléré par
'organisme), caractérisée par une réplication intense du virus, une normalité
ou la quasi-normalité des transaminases et des Iésions histologiques
hépatiques de nécrose et d’'inflammation absentes ou minimes.

» Une seconde phase dite de «clairance immunitaire» caractérisée par une
réplication moins importante du virus mais des lésions histologiques
importantes, actives, s'accompagnant d'une élévation importante et chronique

des transaminases.
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» Une troisieme phase dite «faible réplication» correspond au statut de «porteur
inactif de 'Ag HBs». Elle se détermine par la présence de 'Ag HBs, et par la
survenue d'une rémission spontanée avec une réplication virale faible ou absente
suivie dans le cas du virus «sauvage» de la perte de I'AgHBe, de l'apparition de
I'anti-HBe et de la normalisation des transaminases, aboutissant a un portage inactif
du virus avec des anomalies des Iésions histologiques caractérisées le plus souvent
par une cirrhose non active.

Le tableau suivant résume les principaux profils observés lors d’une infection par

le VHB.
Ag HBs | Anticorps | Ag HBe [ Anticorps | Anticorps ADN Interprétation
anti-HBs anti-HBe Anti-HBc HBV
+ - + - + (IgM) + Hépatite aigué
+ - + +(IgG) - Hépatite aigué guérie
- - + + - Porteur inactif de ’Ag HBS
- + - + + Hépatite chronique (virus
sauvage)
+ - - + + + Hépatite chronique (mutant
pré-C)
+ - + - + + Cirrhose active
+- +- - + + - Cirrhose inactive

Tableau 5 : Principaux profils observés dans différentes situations cliniques au cours de
I'infection par le VHB (Pol 2006).

A tout moment, les réactivations virales sont possibles (chez les porteurs
chroniques et chez les porteurs inactifs) : la réplication virale redémarre, les ALAT
(Alanine Amino Transférase ) s’élevent, 'Ag HBe réapparait chez des sujets qui
étaient Ag HBe négatifs. Les réactivations virales sont spontanées ou iatrogenes,
survenant aprés traitement cytotoxique ou immunosuppresseur (corticoides,
rituximab, infliximab...) ces épisodes de réactivation peuvent évoluer vers une
cirrhose ou un cancer du foie (Emile 2008).

4. Le virus de I’hépatite B et cancer du foie
Le virus de I'hépatite B est responsable de la premiére maladie virale chronique.

Chez I'adulte, il est a l'origine d’hépatites aigués, parfois fulminantes, mais aussi de
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formes chroniques pouvant évoluer vers la cirrhose (20% des hépatites chroniques)
et le cancer du foie (CHC) (Chemin et al 2009), ce qui est prouvé par plusieurs
études épidémiologiques qui ont montré une superposition entre les zones de forte
prévalence du carcinome hépatocellulaire et celles ou le VHB est présent (Buffet
2003).

Le risque de développer un carcinome hépatocellulaire est de l'ordre de 20%
chez les patients cirrhotiques soit un effectif de 3 a 5 % par an. Il arrive que le VHB
induise un carcinome sans cirrhose préalable, mais cette situation est tres rare. Dans
ces cas, la seule issue est alors la transplantation hépatique. Le taux de charge
virale, a savoir la quantité de virus dans le sang, ainsi que l'ancienneté de la
contamination sont deux facteurs prédictifs de I'évolution vers une chronicisation, et
donc du développement d’une cirrhose ou d’'un cancer (Flash Info 2006).

Comme d’autres cancers, le CHC résulte d’'un processus multifactoriel impliquant
des facteurs a la fois d’environnement et de I'héte. Le virus de I'hépatite B n’étant a
priori pas directement oncogene ; des éléments péjoratifs d’évolution ont été
déterminés : age, sexe, tabagisme, consommation d’alcool et certains facteurs
hormonaux. Le VHB est par ailleurs, la deuxieme cause mondiale de cancer apres le
tabac (Barraud et al 2000).

Le résumé de I'histoire naturelle de l'infection par le VHB est représenté dans la

figure suivante :
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Figure 16 : Histoire naturelle de I'infection virale B (Pol 2006)

G. Diagnostic virologique de I’hépatite virale B

Les outils virologiques utiles pour le diagnostic, le suivi et la prise en charge
thérapeutique des hépatites virales liées au virus de I'hépatite B (VHB) sont a la fois
sérologiques et moléculaires. A c6té des tests classiques de détection des antigénes
viraux et des anticorps dirigés contre eux, de nouvelles techniques de biologie
moléculaire permettent aujourd’hui une quantification plus sensible et plus précise de
'’ADN virale. De nouveaux marqueurs, comme le génotype du VHB ou le profil des
substituons amino-acidiques associées a la résistance du VHB aux analogues
nucléos(t)idiques, pourraient également trouver une indication en pratique clinique
(Ajana 2006, Pawlotsky 2008).

1. Marqueurs sériques utilisés en routine

Sept marqueurs virologiques ont une utilité en pratique clinique, dont six

marqueurs sérologiques et un marqueur moléculaire (’ADN VHB).
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a. tests de détection des antigenes du VHB et des anticorps anti-VHB

Les méthodes de détection utilisées sont toutes basées sur des tests
immunoenzymatiques de type ELISA. Ces tests sont appelés “sandwich” car
'antigéne ou l'anticorps recherchés sont pris en “sandwich” entre deux anticorps
lorsqu’il s’agit d’'un antigéne et deux antigénes lorsqu’il s’agit d’'un anticorps. Les
méthodes immuno-enzymatiques sont faciles a utiliser, automatisables et, de ce fait,
permettent de traiter un grand nombre d’échantillons. Elles sont en outre peu
colteuses.

Six marqueurs seérologiques peuvent étre cherchés par les méthodes immuno-
enzymatiques: L’antigéne de surface du VHB (AgHBs), les anticorps anti-HBs,
I'antigene “e” du VHB (Ag HBe), les anticorps anti-HBe, les anticorps dirigés contre
la protéine de capside de VHB (anticorps anti-HBCc).

Depuis 1968, le diagnostic de portage du HBV (infection aigué ou chronique)
repose toujours sur la recherche de 'antigene HBs dans le sérum des patients, il est
le témoin d’'une infection récente ou ancienne par le VHB selon la présence ou
'absence d’autres marqueurs sérologiques (Ag HBe, anticorps anti-HBs, Ig totales et
IgM anti-HBc et anticorps anti-HBe) mais ne nous renseigne pas sur I'état de la
réplication virale (Ayari et al 2006).

La sensibilité et la spécificitt des tests de détection de I'AgHBs ont été
récemment améliorées. Les résultas faussement positifs sont trés rares, mais une
premiere détection de L’Ag HBs doit toujours étre confirmée par un test de
neutralisation.

La détection de l'antigene HBe sérique est un marqueur d'une réplication virale
active du VHB. Cependant, des facteurs peuvent intervenir et moduler le profil

d'expression du systeme HBe, rendant l'interprétation du diagnostic sérologique plus
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délicate. En effet, la présence d'anticorps anti-HBe ne permet plus d'affirmer la
disparition complete de la réplication virale puisque les virus « mutants pré C »
peuvent émerger spontanément au cours de la chronicité de linfection virale. La
confirmation de la présence d'une souche virale mutante peut étre révelée par des
tests de biologie moléculaire (Ajana 2006).
b. Recherche d’ADN viral

La détection et la quantification du génome du VHB peuvent étre réalisées dans
le sérum, le tissu hépatique ou dans les cellules mononuclées sanguines. Elles
reposent classiqguement sur deux types de techniques (Pawlotsky 2008): les
méthodes d’amplification de la cible, de type Polymérase Chain Reaction (PCR), et
les méthodes d’amplification de signal, comme la capture d’hybrides ou la technique
des ADN branchés. Ces techniques sont progressivement remplacées dans les
laboratoires de virologie par les techniques de PCR dites «en temps réel». Celles-ci
sont plus sensibles que les techniques classiques et bénéficient d’un intervalle de
guantification linéaire plus étendu. Celui-ci permet une quantification précise des
charges virales élevées comme des charges virales basse observées sous
traitement, faisant de ces techniques l'instrument de choix du suivi de la réponse
virologiqgue a la thérapeutique. Enfin, les techniques de PCR en temps réel
n‘’exposent pas au risque de faux positifs liés a des contaminations et sont
partiellement ou entierement automatisées. Les résultats sont exprimés en Ul/ml,
indispensable pour la standardisation des résultats et 'émission de recommandation
pratiques largement applicables.

On peut amplifier différentes régions du génome avec des amorces appropriées
(préS, S, C). Chez les sujets porteurs chroniques d'antigénes HBs cette recherche

sert a déterminer le degré d'infectiosité, l'intensité de la réplication et I'opportunité
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d'un traitement antiviral. En effet I'ADN viral est un meilleur marqueur de réplication
virale que l'antigéne HBe.
2. Les nouveaux marqueurs virologiques

Un certain nombre de nouveaux marqueurs virologiques ont été utilisés dans des
essais thérapeutigues chez des malades infectés par le VHB. Principalement
moléculaires, ils ne sont pas toujours disponibles dans les laboratoires de virologie,
leur intérét et leur utilisation optimale en pratique clinique restent a établir.
a. Les méthodes de génotypage

Les progrés des techniques d'analyse des génomes viraux favorisent désormais
I'exploitation de la variabilité génétique du VHB, et la différenciation de ses différents
génotypes. Ces techniques sont comparées a la technique de séquencage et a
I'analyse phylogénétique qui constitue la méthode de référence. Ce sont: I'analyse
par polymorphisme de restriction, l'utilisation d'amorces spécifiques de type lors
d'une réaction par amplification génomique de PCR ou les techniques d'hybridations
différentielles le «reverse dot blot», technique relativement simple en cours de
commercialisation par la firme Innogenetics (Gand, Belgique). Des techniques
sérologiques permettent également de sérotyper le VHB avec une bonne
concordance avec le génotypage (Halfon et al 2002).
a.l. Séquencage et analyse phylogénétique

Le séquencage, méthode de référence, consiste a amplifier par PCR puis
séquencer la région d’intérét du virus du patient, en l'occurrence la RT.
L’interprétation des résultats demande une contribution humaine importante, y
compris un contrdle visuel de la qualité de la séquence obtenue de chacun des brins
d’ADN, une décision concernant les résultats ambigus ou ceux qui different de la

séquence de référence, I'assemblage des séquences partielles de chaque amorce
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pour former une séquence compléte, la traduction en acides aminés, I'établissement
d’un rapport et I'enregistrement dans une base de données. Cette méthode présente
'avantage de détecter toutes les mutations d’intérét et comme inconvénient de ne
détecter que les especes majoritaires. La sensibilité de caractérisation des mutants
est dépendante de celle de la PCR qui a permis d’amplifier initialement les fragments
(Halfon et al 2003).

Actuellement, le séquengage du génome entier du VHB et lanalyse
phylogénétique constituent la méthode de référence pour le génotypage des souches
de VHB (Wagner et al 2004). Toutefois, la comparaison des séquences obtenues sur
le génome entier et dans la région du gene S a montré que les séquences dans la
région S permettaient également d’identifier précisément les génotypes de A a F.
Une région intéressante pour le génotypage est la région du géne P chevauchant le
gene S (figure 9), dont 'amplification puis le séquencage permet l'identification du
génotype dans le cadre de lecture du gene S et la détection simultanée des
mutations de résistance au traitement dans le cadre de lecture du gene P. Une
trousse standardisée ciblant cette région du génome est commercialisée par Bayer
Diagnostics (Trugene HBV Kit). Si la région S est la plus fiable pour le génotypage,
elle ne permet cependant pas de détecter les éventuelles recombinaisons entre les
souches de VHB. Aucune souche de référence n’est a ce jour disponible pour la
standardisation ou les contrdles de qualité des tests de génotypage.

a.2. Analyse par polymorphisme de restriction

L’analyse par polymorphisme de restriction (restriction fragment length
polymorphism : RFLP) repose sur la différence de taille d’'amplicons du géne S aprés
digestion enzymatique (Wagner et al 2004). Aprés une étape d’amplification, les

séquences sont digérées par plusieurs endonucléases (Hphl, Ncil, Alwl, Earl et
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NlalV) et les fragments obtenus sont séparés par électrophorese. La taille des
différents fragments est caractéristique de chaque génotype. Toute mutation portant
sur la région analysée peut entrainer la suppression ou, au contraire, la création d’un
site de restriction et fausser les résultats du génotypage.
a.3. Utilisation d’amorces spécifiques de type

Cette méthode repose sur l'existence d’une divergence intergroupe de la
séquence nucléotidique au niveau d'une région conservée des genes préS1/S.
L’ADN du VHB est amplifié par PCR nichée : alors que les amorces utilisées lors de
la premiere PCR permettent 'amplification de tous les génotypes de A a F, les
amorces de la seconde PCR sont spécifiques de chacun. L'identification des
génotypes est fondée sur la différence de taille des amplicons (Wagner et al 2004).
a.4. Hybridation sur support solide

Des techniques d’hybridation a l'aide de sondes spécifiques sur bandelettes de
nitrocellulose (line probe assay : LiPA) ou, récemment, en microplaque (genotype
specific probe assay : GSPA) sont des méthodes rapides, standardisées: le test
INNO-LIPA HBV Genotyping (Innogenetics) différencie les génotypes A a F, et la
trousse Smitest HBV genotype detection (Genome Science Laboratories) identifie les
génotypes A a G. Dans un premier temps, ’ADN du VHB est amplifié par PCR dans
la région préS1. Ensuite, les produits de PCR sont mis en contact avec des sondes
marquées, spécifiques de chaque génotype, fixées sur des bandelettes de
nitrocellulose (LiPA) ou au fond des puits d’'une microplaque (GSPA). Le résultat de
I'hybridation est révélé par réaction colorimétrique (Wagner et al 2004, Zoulim 2006).
a.5. Tests sérologiques
Des techniques sérologiques permettent également de déterminer les sérotypes du

VHB avec une bonne concordance avec le génotypage. Un panel d’anticorps
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monoclonaux dirigés contre sept épitopes de la région préS2 permet de différencier
les génotypes selon leurs réactivités antigéniques. Les protéines préS2 fixées au
fond des puits d’'une microplaque sont testées avec les anticorps monoclonaux
marqués, reconnaissant les épitopes b (commun a tous les génotypes), k, m, s, u et
g. Chaque génotype est caractérisé par une combinaison différente des épitopes :
bsu pour le génotype A, bm pour le B, bk pour le F. Les génotypes D et E possedent
la méme spécificité antigénique bks, mais seul le génotype D réagit avec I'anticorps
dirigé contre I'épitope g. Le génotype G est caractérisé par un sérotype préS2
identique a celui du génotype D et un AgHBs de sous-type adw (Wagner et al 2004).
La difficulté de ces différentes méthodes de génotypage réside dans l'interprétation
des mutations associées a la résistance vis-a-vis d'un médicament, Leurs avantages

et inconvénients sont rapportés dans le tableau 7.

Méthodes de génotypage Avantages Inconvénients

Séquencage et analyse Fiabilité et Détection des - Durée

phylogénétique nouveaux génotypes et des - Maitrise des logiciels d’analyse
recombinants phylogénétique

- Défaut de détection des
mélanges de génotypes

RFLP Facilité d'utilisation Mutation affectant le résultat
Amorces spécifiques de type Rapidité et facilité d’utilisation Mutation affectant le résultat
INNO-LiPA Genotyping Kit Test standardisé Codt

Mutation affectant le résultat
Sensibilité de détection des co-
infections

Sérotypage / génotypage - codt réduit
- utilisation pour des études a Mutation affectant le résultat
grande échelle

- Pas d’amplification par PCR

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des différentes méthodes de génotypge du VHB et de leurs
avantagers et inconvénients (Wagner et al 2004)
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b. Profil des substitutions amino-acidiques associées a la résistance au
traitement de I’hépatite B

Des tests sensibles peuvent aujourd’hui identifier les variants viraux portant des
substitutions amino-acidiques associées a la résistance aux analogues
nucléos(t)idiques.

L’analyse de la séquence amino-acidique de la transcriptase inverse du VHB,
cible des analogues nucléos(t)idiques, reste la méthode de référence. Le test INNO-
LiPA HBV DR (Innogenetics), fondé sur I'hybridation inverse, permet également de
mettre en évidence les substitutions amino-acidiques connues pour étre associées a
la résistance, a la lamivudine et a l'adéfovir, ainsi que celles associées a la
résistance a I'entécavir (Pawlotsky 2008).

De nouvelles techniques sont en développement, comme la spectrométrie de
masse ou les technologies utilisant des puces a ADN, qui présenteront 'avantage de
détecter simultanément un grand nombre de substitutions et d’identifier des variants
viraux trés minoritaires au sein des populations virales circulantes.

c. Quantification de ’ADNccc intra-hépatique et de ’Ag HBS sérique

La persistance de l'infection virale B est liée a la présence, au sein du noyau des
hépatocytes, d’ADN viral superenroulé (covalently closed circular DNA, cccDNA). La
décroissance de la quantité de 'ADNccc dans le foie semble étre un marqueur
prédictif de séroconversion HBe et HBs. Il est possible de quantifier 'ADNccc intra-
hépatique a I'aide de méthodes de PCR quantitative. Ces techniques sont cependant
lourdes, non standardisées, et nécessitent la réalisation de biopsies hépatiques

itératives (Pawlotsky 2008).
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H. Traitement de I’hépatite virale B

Le traitement s’adresse aux patients porteurs d’'une hépatite B associée a une
réplication virale (AND-VHB positif), une cytolyse (transaminases élevées) et a la
présence sur la biopsie d’une activité nécrotico-inflammatoire et/ou d’une fibrose
significative. Il n’y a pas de bénéfice a traiter un patient en état d’'immunotolérance
(ADN-VHB positif, transaminases normales, histologie hépatigue sans activité
nécrotico-inflammatoire) ou porteur inactif du VHB (ADN-VHB indétectable ou faible
<10* copies/ml, transaminases normales, histologie hépatique sans activité
nécrotico-inflammatoire) (Vochelle et al 2007).

L’objectif du traitement de l'infection chronique virale B est de réduire le risque
d’évolution vers la cirrhose, et l'incidence du carcinome hépatocellulaire. Cet objectif
ne peut étre atteint qu’en faisant régresser les lésions inflammatoires hépatiques par
un contréle de la réplication virale B (Ajana 2006, Kahloun et al 2010).

Les approches thérapeutiques de I'hépatite B ont connu plusieurs évolutions
successives depuis le repos au lit des années 1950 et le traitement aux corticoides
des années 1960, jusqu’a I'apparition des premiéres molécules réellement efficaces
a la fin des années 1970 : d’abord, I'interféron en 1976, initialement leucocytaire puis
recombinant au début des années 1990, puis l'interféron pégylé en 2004 (Trépo et al
2009).

Le traitement de I'hépatite B chronique peut actuellement reposer sur plusieurs
options incluant l'interféron sous forme pégylé, et des analogues de nucléosides,
inhibiteurs de la polymérase virale, d’administration orale et bien tolérés, comme
'adéfovir, I'entécavir, la telbivudine, le ténofovir et la combinaison de ténofovir et
d’emtricitabine (non approuvée pour le traitement de I'hépatite B chronique mais

approuvee en cas de co-infection VIH—VHB). Ces agents antiviraux induisent une
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virosuppression efficace qui s'accompagne d’'une amélioration des transaminases et
de I'histologie hépatique (Zoulim 2008).

Chaque traitement présente des avantages et des inconvénients :

> Le traitement par interféron pégylé est la seule option permettant une durée
de traitement définie qui est habituellement d’'un an, et entrainant le plus
souvent une séroconversion HBs. Cependant, environ 70 % des patients
traités ne présentent pas de réponse prolongée.

» L'utilisation des analogues nucléosidiques ou nucléotidiqgues constitue une
véritable avancée dans le traitement de I'hépatite chronique B. Ces molécules
ont une efficacité antivirale supérieure a celle de I'lFN, ont un meilleur profil de
tolérance et sont administrées par voie orale. lls permettent une viro-
suppression optimale, définie par une indétectabilité de ’'ADN viral B aprés 48
a 96 semaines de traitement, chez la plupart des patients quel que soit le type
de virus (sauvage ou mutant pré-C), d’hépatopathie sousjacente (cirrhose ou
non) ou de statut immunitaire (mono- ou co-infection VIH/VHB) (Pol et al
2010). Cependant, les taux de séroconversion HBe et HBs restent faibles
nécessitant une administration a long terme (Zarski 2010). En effet, lors de
I'arrét de la thérapie, on observe chez la majorité des patients une reprise de
la réplication du virus. Le probleme majeur lié a I'utilisation prolongée de ces
traitements est 'émergence de virus mutants résistants nécessitant donc un
suivi clinique et virologique rapproché pour dépister les résistances de fagon
précoce et adapter le traitement antiviral, avant la détérioration de la maladie
hépatique. L’apparition de ces virus résistants constitue un facteur limitant
pour l'utilisation de ces molécules antivirales. Par rapport a la lamivudine,

I'incidence de la résistance est plus faible pour I'adéfovir et trés faible pour
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I'entécavir, mais I'apparition de mutations reste a prévoir et la question des
combinaisons thérapeutiques reste ouverte (Asselah et al 2008, Fournier et al
2008, Zarski et al 2008, Marcellin et al 2008).

Les marqueurs sanguins de réponse thérapeutique sont la baisse de la charge
virale, la normalisation des transaminases, ainsi que les séroconversions Ag HBe/Ac
anti-HBe et Ag HBs/Ac anti-HBs, cette derniére traduisant la guérison virologique
(Vochelle et al 2007).

La réponse thérapeutique parait différente en fonction des génotypes du VHB.
Une étude a récemment montré une moins bonne réponse au traitement par
interféron alpha des malades infectés par le génotype C comparé a ceux infectés par
le génotype B (Halfon et al 2002).

Avant tout traitement, le patient atteint d’hépatite chronique B doit avoir un
génotypage viral et une charge virale ; une bonne réponse a l'interféron pégylé étant
associée a une charge virale inférieure a 107 copies/ml et un génotype A ou B (et
des transaminases a trois fois la normale). En cas de traitement par les analogues
nucléosidiques, la réponse thérapeutique est identique quel que soit le génotype
viral. Dans le cas de l'entécavir récemment ajouté dans l'arsenal thérapeutique
contre ce virus, les informations sont encore insuffisantes pour déterminer I'existence
ou non d’une relation traitement—génotype (Lamoril et al 2007).

Malgré [I'évolution récente des thérapeutiques antivirales, le traitement de
'hépatite B chronique est difficile et colteux, et la prévention de linfection par le
VHB par une politique vaccinale systématique reste actuellement la meilleure option
pour réduire la morbidité et la mortalité par insuffisance hépatique et cancer du foie

(Muszlak et al 2007).
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I. Vaccination contre I’hépatite virale B

Le vaccin a été produit a partir d’antigeéne HBs purifié (vaccin dérivé du plasma)
puis par biologie moléculaire permettant la synthése d’anticorps dirigés contre les
protéines du géne de surface du virus de I'hépatite B. ces deux types de vaccin
(plasmatiques et recombinants) ont une immunogénicité comparable induisant
I'apparition d’anticorps anti-HBs a un titre protecteur (>10 mU/mL) dans 90 a 95 %
des cas (Degos 2006, Pol 2009).

Le vaccin du VHB porte le déterminant HBs (Engérix) ou HBs (+) pré S2
(Génhévac B). La forme adulte est de 20 pg, enfant 10 pg, nouveau-né 5 ug. Le
protocole standard recommandé chez I'adulte est de trois injections a des intervalles
d'un mois, avec une dose de rappel un an plus tard. Le calendrier pour les
nourrissons et les adolescents comprend trois injections administrées a 0, 1 et 6-12
mois (Michel et al 2010). L’efficacité vaccinale se définit par I'aptitude du vaccin a
réduire significativement l'incidence de [I'hépatite B chez les sujets vaccinés
comparativement a des sujets n’ayant pas recgu le vaccin (Hanslik et al 2006).

Le vaccin contre I'hépatite B est le premier et actuellement le seul vaccin contre
un cancer humain qui est celui du foie (Pineau et al 2010).

Les personnes concernées par la vaccination sont le personnel de santé, les
sujets devant étre transfusés (en particulier les polytransfusés), les toxicomanes,
toute personne vivant sous le méme toit avec un porteur chronique du VHB et Les
enfants nés de meres positives pour 'Ag HBs.

La protection conférée par la vaccination contre I'hépatite B peut étre objectivée
directement par la détermination des titres d’anticorps anti-HBs. La présence d’un
titre d’anticorps supérieur a 10 Ul/l a été démontrée comme protectrice, établissant

ainsi un seuil minimal de protection des anticorps. La durée de persistance de ces
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anticorps est directement liée au taux atteint un a trois mois apres la troisieme dose
vaccinale, dose indispensable a [linstallation de la mémoire immunitaire. Les
lymphocytes T mémoire et les lymphocytes B mémoires ne sont réactivés que
lorsqu’ils sont a nouveau mis au contact de I'antigéne dont ils sont spécifiques. En
réponse a une exposition infectieuse (ou vaccinale en cas de rappel), les cellules
mémoires proliferent tres rapidement et se différencient en 3 a 5 jours en
plasmocytes producteurs de taux élevés d’anticorps ou en lymphocytes T CD4/CD8
capables d’éliminer particules virales et/ou cellules infectées.

Grace a linduction de cellules mémoires, les sujets répondeurs sont
vraisemblablement protégés toute leur vie, méme aprés la disparition des anticorps
anti-HBs protecteurs ou le passage de leur taux en dessous du seuil de 10 U/
(Gaudelus 2010).

En plus de la vaccination préventive contre I'’hépatite virale B on distingue (Ajana
2006) :

»La vaccination post-accident
Elle est recommandée dans les 72 heures qui suivent I'exposition au risque
infectieux au VHB (rupture de préservatifs, par exemple ou exposition au sang
contaminé par le VHB).

»La vaccination post-exposition du nouveau-né
Elle est depuis longtemps efficace a plus de 75 %. La transmission materno-foetale
de 'HVB est de loin la plus élevée (30 a 90 %) de toutes les infections acquises au
cours de la grossesse, avec une fréquence aussi élevée de la chronicité chez

I'enfant.
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Il s’agit d’'une étude prospective, qui a été menée au laboratoire de biologie
moléculaire a l'institut Pasteur du Maroc (Casablanca), entre Mars 2006 et Juillet
2009. Elle a intéressé 16 634 personnes qui se sont fait dépistées pour la premiere
fois pour une infection éventuelle par le VHB.

A. Etude épidémiologique
1. Population étudiée

Les individus ayant participés a cette étude étaient recrutés suite au lancement
d’'une campagne de dépistage gratuit de I'hépatite B dans les 15 villes marocaines
suivantes : Rabat, Salé, Kenitra, Casablanca, Eljadida, Mohammedia, Khouribga,
Benslimane, Berrechid, kalaat sraghna, Safi, Settat, Béni Mellal, Marrakech et
Agadir.

Au niveau de chaque ville, cette compagne de dépistage du VHB, a été menée
par l'Institut Pasteur de Casablanca en collaboration avec les établissements de
santé, et les médecins de travail de différentes entreprises (Sociétés, banques,
administrations...). La participation a cette étude était donc entiérement volontaire.

Des prélévements sanguins ont été effectués chez ces participants, pour étre
dépistés pour le VHB. Sont exclues de I'étude les personnes déja connues porteuses
de ce virus.

2. Prélevements

Les prélevements de sang ont été recueillis stérilement dans des tubes a EDTA.
Le plasma sanguin obtenu, apres centrifugation pendant 20 min a 600g, est le
matériel biologique utilisé dans cette étude.

Les plasmas non destinés a étre utilisés dans les 72h, ont été congelés a - 20°C
sous formes de parties aliquotées stérilement, de 800 a 1000uL dans des tubes en

polypropyléne avec bouchon a vis (de type Sarstedt).
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Les cycles de congélation et décongélation répétés ont été eévités, et apreés
décongélation, les échantillons étaient soigneusement homogéneéisés avant leur
analyse.

3. Dépistage du VHB

L’antigéne de surface (AgHBs) est le marqueur sérologique le plus couramment
utilisé pour le diagnostic et le dépistage du VHB.

Dans la présente étude, le test utilisé pour la recherche de 'AgHBSs, est le test
immunoenzymatique de type ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) de
3% génération. La technique ELISA est réalisée a I'aide du Kit « Murex HBs Ag
version 3 » (ABBOTT Diagnostics), qui est d’'une grande sensibilité et d’'une grande
spécificité.

3.1. Principe de la méthode

La technique ELISA utilisé se fait par le Kit « Murex HBs Ag version 3 »
(ABBOTT Diagnostics). Dans ce test I'’échantillon est préincubé dans des cupules
recouvertes d’'un meélange d’anticorps monoclonaux de souris spécifiques de
différents épitopes du déterminant “a” de '’'AgHBs. Des anticorps de chéevre purifiés
dirigés contre I'AgHBs conjugués a la peroxydase de raifort sont alors ajoutés a
I'échantillon contenu dans la cupule. Lors des deux étapes d’incubation, tout AgHBs
présent dans I'échantillon, forme un complexe anticorps-antigene-anticorps-enzyme
dans la cupule.

S’il n’'y a pas d’AgHBs, le conjugué ne sera pas lié. Une solution contenant le
substrat TMB (3,3’, 5,5'-tétraméthylbenzidine) et de I'eau oxygénée est ajoutée dans

les cupules.
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Les cupules qui contiennent de 'AgHBs, et donc du conjugué lié, développeront
une couleur violette qui vire a 'orange lorsque la réaction enzymatique est stoppée
par de I'acide sulfurique.

L’intensité de la coloration est déterminée par spectrophotométrie et elle est

directement proportionnelle a la quantité d’AgHBs présent dans I'’échantillon.

Antigéne Anticorps congués Substrat
a la peroxydase

® o Substrat Coloration
® e
Enzyme e 0@
® ® ® u. ®
Anticorps E E E
— —

Figure 17: Principe du test Elisa

3.2. Procédure du dosage

Une plaque (9F80-01) de 96 cupules, recouvertes d’anticorps monoclonaux de
souris dirigés contre 'Ag HBs, est utilisée pour ce dosage.

Vingt cing microlitres (25uL) de diluant pour échantillon sont ajoutés dans chaque
cupule. Ce diluant est un tampon vert/brun avec des détergents et des protéines de
chévre et de beceuf. Aprés addition de I'échantillon ou du contréle, cette couleur vire
au bleu/vert, ce changement de coloration peut varier d’'un échantillon a I'autre mais
doit toujours étre visible.

En suite, 75uL d’échantillon a tester ou de contréle sont ajoutés dans les

cupules. Le contréle négatif est un sérum humain normal, alors que le positif est un
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sérum humain inactive. Chacun des deux sérums est dilué dans du tampon
contenant des protéines d’origine bovine.

Le contréle négatif est déposé dans les puits Al et B1, et le positif dans le puits
C1. L’ajout des contréles dans les puits indiqués sur chaque plaque se fait apres
avoir distribué les échantillons a tester. L’utilisation d’un fond blanc est utile pour
visualiser l'addition des échantillons. Ces derniers doivent étre soigneusement
homogénéisés avec le diluant pour échantillon.

La plaque est ensuite recouverte d’'un couvercle et incubée pendant 1 heure a
37°C dans des conditions d’humidité.

A la fin du temps d’incubation on ajoute immédiatement dans chaque puits 50uL
de conjugué. Ce dernier est de couleur brune, il contient des AC (monoclonaux de
chévre) lyophilisés, marqués a la peroxydase de raifort dans une base protéique
bovine.

Aprés incubation de la plaque, recouverte, pendant 30min a 37°C dans des
conditions d’humidité, cette derniére est lavée, automatiquement, par un liquide de
lavage qu’on prépare par la dilution de la Glycine/Borate au 1/20 a 'eau distillée. Ce
systéme automatique est programmeé sur 5 cycles de lavage, le role de ce dernier est
d’éliminer tous les éléments non fixés.

Apres lavage de la plaque, 100uL de solution substrat sont immédiatement
ajoutés dans chaque cupule. Cette solution est préparée par I'ajout d’'un volume de
diluant du substrat incolore a un volume égal de concentré de substrat rose
contenant de la 3,3’,5,5-tétraméthylbenzidine « TMB »et des stabilisants. La solution

substrat devient pourpre au contact les puits positifs.

75



Matériel et méthode

La derniére incubation de la plague se fait pendant 30 min a I'abri de la lumiére.
Une couleur pourpre proportionnelle a la quantité d’AC devrait apparaitre dans les
puits contenants des échantillons positifs.

Cinquante microlitre (50uL) de solution d’arrét (acide sulfurique) sont ajoutés
dans chaque cupule. Enfin, la lecture de la densité optique est effectuée dans les 15
min a la longueur d’'onde 450nm.

3.3. Résultats et interprétation

Les échantillons fournissant une densité optique inférieurs a la valeur seulil
(CN1+CN2 /2 +0,05) sont considérés comme initialement nom réactifs dans le
dosage.

Les échantillons fournissant une densité optique élevée sont considérés comme
initialement réactifs dans le dosage. Ces échantillons ont été réanalysés en double
en utilisant le prélevement d’origine. Les échantillons réactifs pour au moins une des
réanalyses sont considérés comme réactifs de maniere reproductible et présumeés
contenir ’Ag HBS et doivent étre confirmée par le test de confirmation. Les
échantillons non réactifs dans les deux puits lors de la réanalyse sont considérés
comme non réactif.

4. Test de confirmation

Tous les sérums trouvés positifs au premier test, subissent un test de
confirmation par le Kit Murex HBsAg confirmatory Version 3, dont le fonctionnement
est basé sur l'utilisation d’'un AC spécifique de neutralisation des échantillons trouves
réactifs par le test Murex HBsAg. Contrairement au test Ag HBs qui utilise des AC de
chévre et de souris, le réactif de confirmation utilise un AC spécifique dérivé du

cheval (qui est génétiquement plus proche de I’homme que la chévre ou la souris),
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ce qui minimise le risque de confirmation d’échantillon faussement positifs contenant
des AC anti-espeéce.
4.1. Principe de la méthode :

Deux cupules sont attribuées a chaque échantillon a analyser, le test Murex
AgHBs est effectué selon la procédure habituelle (ELISA AgHBSs), a la différence
prés que le diluant échantillons est remplacé par le réactif contrdle (sérum de cheval,
de cheévre, du sérum bovin et humain (non réactif a 'AgHBs) dans la cupule controle
et par le réactif spécifique (anticorps spécifique de cheval dirigés contre I’ AgHBS)
dans la cupule spécifique.

Au cours de la premiére incubation, 'Ac anti-HBs de cheval du réactif spécifique
entre en compétition avec I'’Ac de souris immobilisés sur la cupule pour se fixer sur
'AgHbs présent dans I'échantillon et réduire ainsi la quantit¢é d’Ag HBs lié a la
cupule, dans la cupule contréle, aucune compétition n’a lieu et 'Ag HBs se lie
normalement, le conjugué est ensuite ajouté et le test est effectué de maniere
normale. Dans les échantillons contenant I'Ag HBs, il y aura une différence
significative entre la DO obtenue dans la cupule de contréle et celle obtenue dans la
cupule spécifique, si I'inhibition dans la cupule spécifique dépasse 50% I'’échantillon
est considéré comme confirmé réactif.

4.2. Procédure du test :

Vingt cing microlitres (25uL) de réactif contrble ou de réactif spécifique sont
ajoutés dans les cupules appropriées.

Le réactif controle est un tampon de couleur jaune contenant du sérum de
cheval, de chévre, du sérum bovin et humain non réactifs pour 'Ag HBs ainsi que

des détergents conservateur : ProClin R 300 (0.05 %).
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Le réactif spécifique est un tampon de couleur rouge contenant des anticorps
spécifiqgues de cheval dirigés contre I'Ag HBs, ainsi que des détergents
conservateur : ProClin R 300 (0.05 %).

Soixante quinze microlitres (75uL) de contréle Mureex Hbs Ag et d’échantillon a
analyser sont ajoutés dans les cupules.

La plague est ensuite remuée a l'aide d’un agitateur pour plaques pendant 10
secondes. Elle peut également étre agitée manuellement en tapotant doucement sur
le coté pendant 10 secondes.

A partir de cette étape le test est effectué d’une maniere normale (méme

procédure que ELISA).
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Figure 18: Configuration du test de confirmation pour la détection des AgHBs
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4.4. Lecture des résultats :
Pour la lecture des résultats, on calcul d’abord la densité optique moyenne du contrdle
négatif incubé, avec le réactif spécifique et le réactif controle.
Exemple : DO du contrdle négatif avec le réactif spécifique (NS) =0.08
DO du contrble négatif avec le réactif contréle (NC) = 0.086
La moyenne du contrdle négatif = 0.083
La valeur seuil est ensuite calculée comme étant égale a la densité optique
moyenne des contréles négatifs + 0.05.
Le pourcentage d’inhibition du contrbéle positif avec le réactif spécifique est
calculé comme suit :
Exemple : DO du contrdle positif avec le réactif contréle (PC) = 1.061
DO du contrble positif avec le réactif spécifique (PS) = 0.121
Inhibition par le réactif spécifique : (PC- NC) - (PS- NS) x100 / (PC- NC) = 95.8%
L’inhibition des échantillons réactifs se calcule selon 'exemple suivant :
DO de I'échantillon avec le réactif contréle (EC) = 0.648.
DO de I'échantillon avec le réactif spécifique (ES) = 0.099.
L’inhibition par le réactif spécifique = (EC —NC) — (ES- NS) x100 / (EC- NC) =96.6%
4.5. Interprétation des résultats
Pour qu’un échantillon puisse étre considéré comme confirmé réactif par le test
MurexHbsAg, les critéres suivants doivent étre remplis :
-la densité optique avec le réactif contrle doit étre supérieure ou égale a la
valeur seuil.
-Iinhibition par le réactif spécifique doit étre supérieure ou égale a 50%.
Pour I'échantillon fortement réactif, les pourcentages peuvent parfois

dépasser les 100%.
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Si la densité optique dans la cupule controle est inférieure a 2, les échantillons
fournissant une inhibition inférieure a 50% par le réactif spécifique sont considérés
comme négatifs et donc faussement réactif par le test Murex HbsAg.

Un pourcentage d’inhibition négatif peut étre obtenu et doit également étre
considéré comme un résultat négatif (le contrdle et le spécifique seront tous
négatifs).

5. Recherche de I’ ADN viral

La détection de I’ADN viral par la réaction de polymérisation en chaine (PCR),
constitue la méthode de référence pour un dépistage moléculaire. Plusieurs
améliorations et automatisations ont facilité I'utilisation de cette technique a des fins
de recherche.

Dans cette étude, 200 échantillons confirmés AgHBs positifs par le test
immunologique, sont testés par PCR en temps réel, en utilisant la plate forme
automatisée de Roche Diagnostics : Cobas AmpliPrep et Cobas TagMan 48, pilotés
tous les deux par le logiciel AmpliLink.

5.1. Extraction automatisée par le COBAS AmpliPrep :

L’extraction de 'ADN viral est effectuée a partir des sérums infectés par le VHB
et confirmés positifs en sérologie. Ces sérums sont AgHBs(+) et peuvent étre
AgHBe(-) ou (+). Le but de I'extraction est d’obtenir des acides nucléiques plus ou
moins purs et plus ou moins concentrés.

Le systéme d’extraction des acides nucléiques par le Cobas Ampliprep, utilise la
technologie en billes magnétiques entourées de silicate.

Les particules virales du VHB sont lysées par un tampon de lyse permettant la
libération des acides nucléiques qui se fixent sur les billes magnétiques entourées de

silicate. Le systeme est composé d’un aimant qui permet I'accrochage des acides

80



Matériel et méthode

nucléiques pendant les étapes de lavages. Les acides nucléiques sont libérés par la
suite en utilisant un tampon d’élution.

5.2. Amplification et détection de I’ADN viral par PCR en temps réel
(Cobas TagMan 48) :

L’analyseur COBAS TagMan 48 est un systéme entiérement automatisé pour
'amplification et la détection d’acides nucléiques en utilisant la technologie de la 5’
exonucléase utilisant les sondes TagMan. Les tests aujourd’hui développés
garantissent des performances inégalées, notamment en termes de linéarité et de
sensibilité ou I'on atteint des seuils exceptionnels pour tous les paramétres.

5.2.1. Principe de la méthode :

La sonde TagMan présente deux fluorophores: un a I'extrémité 5' de la sonde
(fluorophore donneur) et l'autre a I'extrémité 3' de la sonde (fluorophore "extincteur"
ou quencher). "L’extincteur" étant a proximité du donneur, inhibe I'émission de
fluorescence par ce dernier. Au cours de I'amplification, I'activité 5 exonucléase de
la Tag DNA polymérase dégrade la sonde (dans la direction 5'—3'). Le fluorophore
donneur sera dégagé de l'action de I'extincteur et émettra un signal fluorescent
mesurable par l'instrument. Le suivi en temps réel de la fluorescence accumulée
permet la quantification du produit PCR.

5.2.2. Sélection de la cible :

La sélection de la séquence d’ADN cible pour le VHB dépend de l'identification
des régions qui, a lintérieur du génome et sur 'ensemble des génotypes du VHB,
ont le plus fort taux de conservation de la séquence. De la méme maniere, la
sélection appropriée des amorces et de la sonde est essentielle pour permettre au
test de détecter tous les génotypes. On a montré qu’une région de 'ADN génomique

circulaire partiellement monocaténaire du VHB présente une conservation maximale
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de la séquence d’ADN entre les génotypes du VHB connus. Le test COBAS TagMan
HBV utilise des amorces d’amplification PCR qui définissent une séquence a
I'intérieur de la région hautement conservée du pré-noyau/noyau du génome du
VHB.

5.2.3. Amplification de la cible :

Les échantillons traités ainsi que des standards de quantification (SQ) sont
ajoutés au mélange d’amplification dans des tubes d’amplification (tubes K), dans
lesquels se produit 'amplification PCR. Le SQ permet de quantifier la charge virale
mais sert également de témoin de la PCR. Le thermocycleur de I'analyseur chauffe
le mélange afin de dénaturer ’ADN bicaténaire et d’exposer les séquences cibles de
I'amorce spécifique sur ’TADN génomique circulaire du VHB et sur TADN du SQ VHB.
Au fur et a mesure du refroidissement du mélange, les amorces s’hybrident a 'ADN
cible. L'ADN polymérase thermostable Thermus specie Z05 ADN, en présence de
Mn2+ et d'un excés de désoxyribonucléotides triphosphate (dNTP), dont la
désoxyadénosine triphosphate, désoxyguanosine triphosphate, désoxycytidine
triphosphate et la désoxyuridine triphosphate (au lieu de la thymidine), étend les
amorces hybridées le long de la matrice pour produire une molécule d’ADN
bicaténaire appelé amplicon. L’analyseur TagMan répete automatiquement cette
opération au cours d’'un nombre défini de cycles préprogrammé dans l'analyseur,
chacun devant doubler la quantité d’amplicons ADN produits. L’amplification ne
concerne que la région du génome VHB située entre les amorces ; le génome VHB
entier n’est pas amplifié.

5.2.4. Amplification sélective :
Dans le test COBAS TagMan HBV, L’amplification sélective d’'un acide nucléique

a partir d’'un échantillon est obtenue au moyen de I'enzyme AmpErase ( Uracile — N—
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glycosylase) et de désoxyuridine triphosphate (dUTP). L’AmpErase reconnait et
catalyse la destruction de brins d’ADN contenant de la désoxyuridine, mais non celle
des brins d’ADN contenant de la désoxythimidine. L’ADN naturel ne contient pas de
désoxyuridine, mais les amplicons en contiennent toujours en raison de ['utilisation
de désoxyuridine triphosphate comme dNTP dans le mélange réactionnel. Ainsi,
seuls les amplicons renferment de la désoxyuridine. La désoxyuridine permet la
destruction des amplicons contaminants par 'AmpErase avant I'amplification de
I’ADN cible.

L’AmpErase détruit également tout produit non spécifique formé apres
I'activation initiale du mélange réactionnel par le manganése, ce qui améliore la
sensibilité et la spécificité. L’AmpErase contenue dans le mélange réactionnel,
catalyse le clivage de désoxyuridine renfermant de 'ADN au niveau des résidus de
désoxyuridine en ouvrant la chaine de désoxyribose en position C1. Au cours du
réchauffage de la premiére étape du cycle thermique, la chaine d’ADN (amplicons)
se brise a hauteur de la désoxyuridine, rendant ainsi 'ADN non amplifiable.
L’AmpErase est inactive a une température supérieure a 55 °C (c’est-a-dire, pendant
toutes les étapes du cycle thermique) et ne détruit donc pas I'amplicon cible formé
pendant 'amplification.

5.2.5. Détection des produits PCR dans un test COBAS TagMan 48 :

Le test TagMan utilise une technologie PCR en temps réel, I'utilisation de sondes
fluorescentes a double marquage permet une détection en temps réel de
'accumulation des produits PCR en surveillant I'intensité de I'émission des colorants
fluorescents rapporteurs libérés pendant le processus d’amplification. Les sondes
consistent en oligonucléotides spécifiques du VHB et du SQ VHB marqués par un

colorant rapporteur et par un colorant extincteur. Dans ce test, les sondes du VHB et
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du SQ sont marquées par différents colorants rapporteurs de fluorescence. Lorsque
les amorces a colorants a double fluorescence sont intactes, la fluorescence du
rapporteur est supprimée en raison de la proximité du colorant extincteur en raison
des effets Forster de transfert d’énergie. Pendant la phase PCR, la sonde hybride
une séquence cible et se trouve clivée par I'activité de la nucléase 5—3’ de 'ADN-P
Z05 thermostable. Une fois que les colorants rapporteur et extincteur sont libérés et
séparés, l'extinction ne se produit plus et la fluorescence du colorant rapporteur
augmente. L’amplification de I'ADN VHB et ADN du SQ est mesurée
indépendamment a des longueurs d’ondes différentes. Ce processus est répété
pendant le nombre de cycles préprogrammés dans l'analyseur, augmentant ainsi
l'intensité de I'émission des colorants rapporteurs individuels, permettant une
identification indépendante de 'ADN VHB et ADN du SQ. L’intensité des signaux est
fonction de la quantité initiale du matériel au commencement de la PCR.
B. Génotypage VHB

Le génotypage a été réalisé sur des plasmas de patients infectés par le virus de
I'hépatite B et positifs pour ’ADN. La technique utilisée est basée sur le principe de
I'hybridation inverse a I'aide de sondes spécifiques sur bandelettes de nitrocellulose
« LINE Probe Assay : LIPA» ; c’est une méthode rapide et standardisée. Le test
INNO-LIPA HBV Genotyping (Innogenetics) différencie les génotypes de A a G.
Pour ce faire. On a commencé par I'extraction de 'ADN du VHB a partir des sérums
des échantillons a analyser, avant de procéder a 'amplification génique pour étudier
les génotypes.

1. Extraction de I’ADN :
La technique d’extraction utilisée dans cette étape se fait par le Kit « High Pure

Viral Nucleic Acid » de Roche Diagnostics.
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1.1. Principe de la méthode :

L’extraction et la purification de 'ADN par le kit « High Pure Viral Nucleic Acid »
se fait a travers de petites colonnes de silice adaptées a des tubes de 1,5 a 2 ml.

Les particules virales du VHB sont lysées par incubation a température élevée
(72°C) pendant 10 min, en présence de la protéinase K et d’'un tampon a base de
guanidine.

Cette méthode est basée sur la propriété qu’ont les particules de silice d’adsorber
les acides nucléiques en présence de fortes concentrations en sels de guanidine, qui
en milieu acide et alcoolique, attirent les molécules d’eau permettant une réaction
d’adsorption des acides nucléiques sur les particules de silice disposées en colonne.

Le tampon de lyse (fourni avec le kit) a été choisi de telle sorte que les débris
cellulaires, les protéines et les molécules indésirables (inhibiteurs de PCR) restent en
solution alors que 'ADN se fixe sur la silice.

Pendant la centrifugation, les acides nucléiques se fixent spécifiguement sur le
filtre de silice. Les substances non liées comme les sels, les protéines et d’autres
imputées cellulaires sont éliminées pendant la centrifugation.

Les acides nucléiques adsorbés sont lavés et élués dans la solution d’élution
(elution buffer) pour le stockage et I'analyse.

1.2. Procédure du test :

Dans des tubes Eppendorf stériles sont déposés : 200 pL de plasma, 50 uL de la
solution protéinase K et 200 yL de la solution de travail (WS).

- La solution protéinase K est préparée suite a la dissolution de 100 mg de la
protéinase K lyophilisée dans 5 mL d’elution buffer (eau stérile doublement
distillée) et agitation immédiate au vortex. Elle est en suite aliquotée par volume

de 50 ul et conservée a - 20°C
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- La solution de travail (WS) est préparée suite au mélange de 50 pL de poly

A avec 2.5 mL de binding buffer (tampon a pH 4.4 qui contient 6 M de la

guanidine-HCI et 10mM de Tris-HCI).

Les tubes sont immédiatement agités au vortex et déposés au bain marie
pendant 10 minutes a 72 °C.

Cent microlitre (100 uL) de binding buffer sont ajoutés dans chacun des tubes.

Les tubes a filtre sont déposés dans les tubes collecteurs et le contenu de
chaque tube eppendorf est pipeté dans le réservoir supérieur. En suite une
centrifugation d’'une minute a 8000xg est effectuée.

Les tubes a filtre sont déposés doucement dans de nouveaux tubes collecteurs et
500 uL de la solution d’inhibitor removal buffer y sont ajoutés. Cette solution est
obtenue suite a 'ajout de 20 mL d’éthanol absolu a 33 ml d’inhibitor removal buffer (5
M de la guanidine-HCI et 20mM de Tris-HCI) et agitation du mélange pour obtenir un
pH final de 6,6.

Aprés une centrifugation d’'une minute a 8000xg, les tubes a filtre sont déposés
dans de nouveaux tubes collecteurs. Ensuite, 450uL du tampon de lavage sont
ajoutés. Ce dernier est obtenu par addition de 40 mL d’éthanol absolu a 10 ml de
wash buffer (20 Mm NaCl et 2 mM Tris-HCI), le pH final est de 7.5 aprés agitation.

Une centrifugation d’'une minute a 8000xg est réalisée.

L’étape précédente est refaite puis une centrifugation de 10 secondes a 13000xg
est effectuée.

Les tubes a filtre sont déposés doucement dans de nouveaux tubes ependorff
stériles, 50 uL de tampon d’élution (elution buffer) sont ajoutés et une centrifugation
d’'une minute a 8000xg est réalisée.

On obtient a la fin 50 L d’acides nucléiques purifiés.
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2. Amplification de ’ADN

La deuxiéeme étape est I'amplification de I'ADN, purifi¢ du VHB, par PCR
(Polymerase Chain Reaction ) dans la région pré S1.
2.1. Choix des amorces :

L’amplification a été réalisée en utilisant la paire d’amorce P;P, précédemment
décrite par Lindh et al en 1998. P1 est l'amorce sens (nt. 2823-2845:
5 TCACCATATTCTTGGGAACAAGA-3)) ; P2 est I'amorce anti-sens (nt. 80—-61: 5’-
TTCCTGAACTGGAGCCACCA-3’). Les amorces sont situées dans des régions
génomiques conservées de maniére a assurer une haute sensibilité pour
I'amplification de tous les génotypes du VHB.

2.2. Principe de la méthode :

Vingt microlitres (20 pyL ) d’ADN sont ajoutés a 30 yL de PCR Mix contenant : 0.4
puL de dNTPs (25mM), 1 puL de 'amorce P1, 1 uL de 'amorce P2 , 3 uL de MgCL,, 5
ML de tampon, 1 yL de Taq polymérase (2Ul/uL) et 19.3 pL d’eau distillée stérile.

Le mélange réactionnel d’'un volume de 50uL est placé dans un thermocycleur
préprogrammeé a 40 cycles de PCR (dénaturation : 1min a 95 °C ; hybridation : 1 min
a 55 °C et polymérisation : 2 min a 72 °C).

Le mélange est chauffé (95°C) afin de dénaturer 'ADN double brin et d’exposer
les séquences cibles de I'amorce. Alors que le mélange refroidit (55°C), 'amorce
sens et anti-sens s’hybrident spécifiquement au brin d’ADN. A une température de
72°C, la Taq polymérase étire 'amorce et un second brin d’ADN est synthétisé.

Ceci termine le premier cycle de PCR, aboutissant a une copie de 'ADN
bicaténaire de la région cible de 'ADN du VHB. Le mélange réactionnel est chauffé
une deuxiéme fois pour séparer 'ADN bicaténaire obtenu et exposer les séquences

cibles des amorces. Au fur et a mesure que le mélange refroidit, les amorces se
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fixent & ’ADN cible. En présence de manganése (Mn?*) et de dNTPs en exceés, la
polymérase permet I'extension des amorces hybridées le long des matrices cibles
pour produire une molécule d’ADN bicaténaire appelée amplicon.

L’opération se répéte un nombre défini de cycles, chaque cycle doublant la
quantité d’amplicons d’ADN. Le nombre de cycles nécessaires est programmé dans
le thermocycleur (40 cycles). L'amplification exponentielle a lieu dans la région du
génome du VHB située entre les amorces.

2.3. Révélation des produits de PCR :

La technique de I'électrophorése en gel d'agarose est basée sur la séparation
des acides nucléiques chargés négativement sous l'effet d'un champ électrique.

Cette séparation s'effectue a travers la matrice du gel d'agarose. Les molécules
de plus petites tailles se déplacent plus rapidement et migreront plus loin que les
molécules de tailles supérieures.

La méthode de révélation la plus utilisée est la révélation au tampon de bromure
d'éthidium (BET). Le BET est un agent d'intercalation, entre les bases de I'ADN,
couramment utilisé comme marqueur d'acide nucléique dans les laboratoires de
biologie moléculaire. Lorsqu'il est exposé a des rayonnements ultraviolets, il devient
fluorescent avec une couleur rouge orangée, 20 fois plus intense lorsqu'il est lié a
I'ADN.

2.3.1 Préparation d’un gel d’agarose a2 % :

Deux grammes d’agarose sont dissous dans 100 ml de tampon Tris Borate EDTA
(TBE) 0,5X (0,045 M Tris-borate, 0,001 M EDTA). Le mélange est chauffé au four a
micro-onde jusqu'a dissolution compléte, ensuite 6 pl de BET (10 mg/ml) sont

introduits dans I'agarose fondu.
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2.3.2 Préparation de la cuve a électrophorese :

Pour la préparation de la cuve a électrophorése, les joints fournis avec la cuve
sont placés pour fermer le support de gel, et le peigne est positionné a 1 mm du fond
et a environ 1 cm de I'extrémité du support.

Ensuite, le niveau est réglé pour que le support de gel soit horizontal ; le gel est
coulé lentement sur 3 a 5 mm d'épaisseur en veillant a ce qu’il entoure bien les dents
du peigne.

Aprés polymérisation, le peigne et les joints sont enlevés, le gel est prét pour le
dépbt des échantillons.

Un volume de 15 pl de chaque ADN amplifié, mélangée avec 2 ul de bleu de
charge, est déposé dans les puits correspondants sur le gel d’agarose.

Le bleu de charge est concu pour faciliter le dép6t et le suivi de la migration des
échantillons d’ADN dans le gel d’agarose.

Le marqueur de poids moléculaire 100 pb (ADN Ladder) mélangé avec 2ul de
bleu de charge est également déposé dans le puit correspondant. Il est utilisé pour
calibrer les fragments d’ADN double brin de 100 a 1500 pb.

Le support est placé avec le gel chargé dans la cuve d'électrophorése en
positionnant les puits du coté de la cathode (pble noir).

La cuve est remplie de tampon TBE en versant délicatement et trés lentement
lorsque le gel commence a étre recouvert pour éviter les fuites d’ADN vers le
tampon.

Apres fermeture de la cuve, les fils sont branchés et mis sous tension. Et enfin,
I'alimentation est coupée aprés 1 H de migration a 92 V et le gel est récupéré dans

son support.
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2.3.3. Lecture des résultats

Les bandes d’ADN amplifiées sont visualisées sur le transilluminateur a lumiere
ultra violette (U.V.). La lecture du gel d’électrophorése se réalise sur une plaque UV,
soit en lecture directe, soit avec une prise d'images.
3. Test INNO LIPA genotyping
3.1 Principe du test INNO LIPA genotyping

Le test INNO-LIPA est basé sur le principe d’hybridation inverse (figure 18).
L'ADN biotinylé amplifié est hybridé a une membrane de nitrocellulose sur laquelle
ont été préalablement déposés en bandes paralléles des sondes oligonucléotidiques
spécifiques de chaque génotype. Apres hybridation, 'ADN non fixé est lavé de la
bandelette. De la streptavidine, marquée a une phosphatase alcaline, est ensuite
ajoutée, elle se fixe aux hybrides biotinylés précédemment formés. L'incubation avec
un chromogéne BCIP/NBT entraine un précipité brun/violet et les résultats peuvent

étre visuellement interprétés (figure 19).
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Chromogeéne Précipité
(NBTIBCIP) Pourpre
N,

Phosphatase Alcaline

___ Streptavidine
Biotine

Cible Amplifiee

Sonde d'ADN

Bandelettes de Nitrocellulose

Figure 19: Principe du test INNO LIPA genotyping (MICROLAB 2005).

3.2.Procédure du test :

Tous les réactifs sont maintenus entre 2 et 8°C, y compris les bandelettes, et
sont stables jusqu’a la date de péremption du Kit. Ce dernier doit étre stocké isolé de
toute contamination.

Tous les réactifs y compris le tube contenant les bandelettes sont ramenés a
température ambiante (20 a 25°C), 30 minutes avant emploi et replacés au
réfrigérateur immeédiatement aprés utilisation.

Avant de commencer la technique, le bain marie a agitation est équilibré ; sa

température doit étre a 49 °C+0,5° C.
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La solution d'hybridation et la solution de lavage sont placés dans un bain
marie a 37 a 49 ° C pour dissoudre tous les cristaux. Les flacons sont secoués avant
utilisation.

3.2.1. Dénaturation des échantillons

En utilisant une pince en plastique, le nombre requis de bandelettes INNO-LIPA
est retiré, et un numéro d'identification est inscrit, au crayon, au dessus de la ligne
du repére rouge sur la bandelette. Une bandelette pour le contrdle négatif (produit
amplifié d'un échantillon VHB négatif) est toujours incluse.

Le nombre requis de compartiments (un par échantillon) est placé sur le support.

Un volume de 10 pl de solution de dénaturation (solution alcaline contenant de
I'EDTA) est déposé dans le coin supérieur de chaque compartiment. Le flacon
contenant cette solution est immeédiatement refermé aprés usage, car une exposition
prolongée a I'aire conduit a une rapide détérioration du pouvoir dénaturant.

Dix microlitre (10 pul) du produit amplifié sont ajoutés dans la solution de
dénaturation et mélangés soigneusement par pipetage.

Les bandelettes sont incubées 5 minutes a température ambiante (20 a 25°C).

3.2.2. Hybridation des échantillons :

Un volume de 2ml de solution dhybridation (tampon SSC avec des
détergents et des conservateurs) est ajouté soigneusement dans chaque
compartiment, en prenant soin de ne pas contaminer les compartiments voisins. a
cuvette est agitée doucement pour mélanger les réactifs.

Une pince en plastique est utilisée pour placer, immédiatement, chaque
bandelette dans le compartiment approprie, avec le c6té marqué (ligne repére
rouge) de la membrane orienté vers le haut, en s’assurant que les bandelettes

sont completement immergées dans la solution.
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La plaque n’est pas couverte pour éviter toute contamination.

Le support est placé dans le bain marie a 49°C % 0,5°C, en mettant en marche
I'agitation a environ 80 tours par minute. Le couvercle est ensuite fermé et une
incubation est réalisée pendant 60 minutes.

3.2.3 Le lavage des bandelettes

Le support est retiré du bain marie apres I'étape d’hybridation, et le liquide de
chaque compartiment est aspiré (en inclinant léegerement le support) a l'aide d’une
pipette, de préférence branchée sur une pompe a vide.

Deux millilitres (2 ml) de solution de lavage (tampon phosphatase dilué au 1/5
en eau distillée) préchauffée sont ajoutés dans chaque compartiment. Le rincage est
réalisé par agitation de la plaque pendant 10 & 20 secondes a température ambiante,
et la solution de lavage est ensuite aspirée de chaque compartiment.

Le lavage est répété une deuxiéme fois, un volume de 2 mlde solution de
lavage est mis dans chaque compartiment et le support est placé dans le bain marie
a 49 ° C +0,5 ° C en mettant en marche I'agitateur.

Une incubation de 30 min est ensuite réalisée, pendant laquelle la solution diluée
de conjugué est préparée par dilution du conjugué (streptavidine marquée a la
phosphatase alcaline en tampon Tris contenant des protéines stabilisatrices) au
1/100 avec le diluant conjugué (Tampon phosphatase contenant du NacCl, triton®,
protéines stabilisatrices et 0,01% MIT /0,1% CAA comme conservateur).

3.2.4 Révélation:

Aprés I'étape de lavage et I'aspiration du liquide de chaque compartiment a
l'aide d'une pipette, deux ringages sont successivement réalisés par agitation du
support pendant 1 minute a température ambiante, suite a I'ajout de 2ml de solution

de rincage.
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Un volume de 2 ml de la solution de conjugué diluée est ajouté dans
chaque compartiment, le plateau est placé sur un agitateur orbitala 160 rpm a
température ambiante, et une incubation est réalisée pendant 30mn.

La solution de substrat diluée est préparée environ 10 mnavant la fin
de lincubation du conjugué. Cette solution est préparée par dilution du substrat BCIP
/ NBT (5-bromo-4-chloro-36indolylphosphat et 4-nitro-bleu de tétrazolium) au 1/100
avec le tampon substrat (tampon tris contenant Nacl, Mg cl, 0,01% MIT
/0,1% CAA comme conservateur)

A la fin de lincubation, la solution du conjugué est aspirée de chaque
compartiment, et deux lavages successifs sont réalisés en ajoutant 2 ml de solution
de ringcage dans chaque compartiment avec agitation du support pendant 1mn.

Aprés aspiration de la solution de ringcage, un dernier lavage est réalisé avec
2 ml de tampon substrat dans chaque compartiment et agitation du support pendant
1 mn a température ambiante.

Le tampon substrat est aspiré de chaque compartiment, et 2ml de solution
substrat sont distribués avant une incubation sous agitation pendant 30 minutes a
température ambiante.

La révélation colorée est arrétée par le lavage des bandelettes dans 2 ml
d'eau distillée pendant au moins 3 mn sous agitation.

A I'aide d’une pince en plastique, les bandelettes sont retirées des compartiments
et déposées sur un papier absorbant.

Les bandelettes développées seches sont collées sur les feuilles de résultat, et

conservées a I'obscurité et a température ambiante.
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3.3. Interprétation des résultats :
L’interprétation des résultats se fait a 'aide du guide de lecture fourni (figure 19),
qui montre la localisation des différentes sondes oligonucléotidiques sur les

différentes bandelettes.

ligne de marqueur
1. = contrale conjugué
L -controle d'amplification
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Figure 20: Représentation graphique de la bande du Test INNO-Lipa HBV Genotyping
(Osiowy 2003)
(Les bandes représentant les sondes oligonucléotidiques spécifiques pour les contréles et chaque
génotype du VHB sont présentées comme elles sont disposées sur la bandelette.)

Chaque bandelette du test INNO-Lipa HBV genotyping, contient 14 sondes
spécifiques de génotype déposées en lignes paralleles, en plus d’une ligne de
marqueur rouge située en haut de la bandelette permettant son orientation, et en fin

deux bandes de contrble:
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»La bande de contréle conjugué fournit un contrdle de développement de
la coloration. Elle doit toujours étre positive et d’intensité similaire d’'une
bandelette a 'autre.

»la bande de contrdle d'amplification contient des sondes HBV
universelles permettant de vérifier la présence du matériel génomique
amplifié. Les intensités des autres bandes devant lui étre comparées (figure
19).

La présence d’une bande clairement visible est considérée comme une réaction
positive de la sonde. Et le contrble négatif doit étre parfaitement négatif, excepté
pour la bande contréle conjugué.

Une réaction positive pour au moins l'une des bandes 3, 4, ou 5 correspond au
génotype A .

La positivité des bandes 6 et/ou 7 correspond au génotype B, celle des bandes 8
et/ou 9 indique le génotype C.

Le génotype D est identifié par une réaction positive des sondes correspondant
aux bandes 10 et/ou 11.

Une réaction positive pour les bandes 12 et/ou 13 correspond au génotype E,
guant au génotype F, il est reconnu par la positivité des bandes 14 et/ou 15.

Et en fin, la positivité de la bande 16 correspond au génotype G.

C. facteurs de risque de l'infection par le VHB

Le virus de I'hépatite B se transmet par tous les liquides et sécrétions
biologiques, le plus souvent par contact sexuel et par le sang. L'hépatite B est
considérée comme une maladie infectieuse extrémement contagieuse dont les

principales voies de transmission sont les contacts sexuels, les injections a risques,
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la transmission de la mere a I'enfant a I'accouchement et le contact étroit avec une
personne infectée.

Pour évaluer d’éventuels facteurs de risque et les modes possibles de
transmission de I'hépatite B au Maroc, un questionnaire inspiré des facteurs de
risque habituellement décrits pour I'hnépatite B a été élaboré. Nous avons, ensuite,
réalisé une étude cas-témoins en se basant sur ce qui a été rapportés dans ce
guestionnaire.

Les facteurs de risque traités dans cette étude varient selon le mode d’exposition.
Ainsi pour les expositions liées aux soins de santé, on note les antécédents
médicaux tels que: I'hospitalisation, usage de seringues en verre, les soins
dentaires, la chirurgie et la transfusion sanguine.

Pour les expositions portant sur les pratiques personnelles qui pourraient étre
associés a l'infection, on cite : le comportement sexuel, I'histoire de piercing ou de
tatouage, et la vie en ménage commun avec une personne infectée par le VHB.

Ainsi, apres prélevement de sang, tous les participants a cette étude ont rempli
un questionnaire structuré pour recueillir les caractéristiques démographiques (nom,
sexe, age), et des données permettant d’évaluer les facteurs de risque éventuels
recherchés dans cette étude auxquels I'exposition a eu lieu six mois avant.

Le questionnaire a été congu pour que tous les participants puissent le compléter
rapidement ; les questions étaient courtes et simples sous forme de questions a
choix multiples.

Pour les sujets analphabétes, le formulaire a été lu et rempli par un médecin,

pour les autres, il a été remis et rempli apres le prélévement de sang.
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D. Analyse statistique
L’étude statistique a été effectuée en utilisant le test khi 2 (x?).
La probabilité inférieure a 0,05 (p<0,05) a été considérée comme seuil de

significativité statistique.
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A- Prévalence de I’AgHBs

La présente étude a porté sur 16634 personnes : 10003 de sexe masculin et
6631 de sexe féminin, ayant une moyenne d’age de 39 ans. Ces individus ont été
recrutés suite au lancement, par lInstitut Pasteur du Maroc,d’'une compagne de
dépistage gratuit de I'hépatite B dans 15 villes marocaines, et ce en collaboration
avec les établissements de santé, et les meédecins de travail de différentes
entreprises (Sociétés, banques, administrations...). La participation a cette étude
était donc entierement volontaire.

Des prélévements sanguins ont été effectués chez ces participants, pour étre
dépistés, pour le VHB. Le dépistage a été réalisé par la recherche de 'AgHBs dans
le plasma obtenu apres centrifugation de prélevement de sang pendant 20 min a
600g.

1. Traitement et analyse de données :

Les plasmas des différents prélevements sont accompagnés d'un listing sur

papier a partir duquel, les données ont été saisies dans une base de données et

exploités sous Excel.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Age Age Age Ecart type | Variance Mode Médiane
minimal maximal moyen
2 ans 80 ans 39 ans 11.97 143.22 26 ans 39 ans

Tableau 7 : Premiers résultats obtenus aprés exploitation des données

L’étude statistique a été effectuée en utilisant le test khi 2 (x?). La probabilité

inférieure a 0,05 (p<0,05) a été considérée comme seuil de significativité statistique.
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2. Dépistage de I’'Ag HBs :

Le test utilisé pour la recherche de '’AgHBs, est le test immunoenzymatique de
type ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) de 3°™® génération.

La technique ELISA utilisée a été faite par le Kit « Murex HBs Ag version 3 »
(ABBOTT Diagnostics), qui est d’'une grande sensibilité et d’'une grande spécificité.

Les échantillons ayant fourni une densité optique inférieurs a la valeur seuil (CN1
+CN2 /2 +0,05) sont considérés comme initialement nom réactifs dans le dosage.

Les échantillons fournissant une densité optique élevée sont considérés comme
initialement réactifs dans le dosage. lls sont réanalysés en double en utilisant le
prélevement d’origine .les échantillons réactifs pour au moins une des réanalyses
sont considérés comme réactifs de maniére reproductible et présumés contenir I'Ag
HBS et doivent étre confirmée par le test de confirmation. Les échantillons non
réactifs dans les deux puits lors de la réanalyse sont considérés comme non réactif.

Parmi les 16634 échantillons dépistés, 281 sont révélés AgHBs positifs par ce
premier test, ils ont alors subit un test de confirmation.
3. Test de confirmation

Afin d’éliminer d’éventuels faux positifs pour 'Ag HBs, les 281 sérums trouves
positifs au premier test subissent un test de confirmation par le Kit Murex HBsAg
confirmatory Version 3, dont le fonctionnement est basé sur lutilisation d’'un AC
spécifique de neutralisation des échantillons trouvés réactifs par le test Murex
HBsAQ.

Un exemple de quelques résultats trouvés lors du dépistage de 'AgHBs et lors

du test de confirmation est présenté dans le tableau 9.
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AgHBs Murex Confirmation Murex Inhibition par
DO1 | DO2 DO1 Test de le réactif Résultat
neutralisation | spécifique (%)

3,737 | 3,953 | 3,636 0,054 96.22 positif
3,666 | 3,995 | 3,486 0,09 95.00 positif
4,424 | 4,118 | 4,041 1,12 71.67 positif
4,058 | 4,545 | 3,898 1,236 65.47 positif
1,492 | 1,218 | 1,359 0,074 - 3.37 Négatif
4,058 | 4,545 | 3,898 1,236 65.47 positif
4,013 | 4,021 3,76 0,129 89.92 positif
3,853 | 4,172 | 3,861 1.081 69.24 positif
1,902 | 1,137 | 0,288 0,074 23.76 Négatif
3,952 | 4,328 | 3,707 1,298 61.94 positif
3,668 | 4,068 | 3,204 0,285 88.29 positif
3,691 | 4,144 | 3,416 1,181 65.13 positif
3.391 | 3.218 | 4,579 0,601 84.84 positif
4.022 | 4.450 | 4,578 0,156 94.74 positif
3.357 | 3.628 | 3,726 1,575 54.43 positif
3.128 | 2.998 | 3,145 0,153 92.38 positif
3.854 | 3.770 | 3,861 0,387 87.62 positif
4.027 | 3.999 | 3,831 0,252 91.13 positif
3.725 | 3.524 | 2,756 0,258 87.34 positif
3.879 | 4,026 | 3,990 1,833 50.99 positif
4,229 | 3,939 | 0,664 0,077 72.83 positif

Tableau 8 : Exemple de résultat de dépistage de I’AgHBs et du test de confirmation

Parmi ces 281 sérums, 276 ont été confirmés porteurs de '’'AgHBs soit 98.22 %.
Les cing autres sérums confirmés négatifs avaient au premier test Elisa des densités
optiques proches du seuil de positivité.

Donc parmiles 16634 personnes dépistés, 276 sont trouvés positifs pour I'Ag
HBs (216 hommes et 60 femmes), soit une prévalence générale de I'hépatite B de

1.66%, avec un sex-ratio H/F de 1.51.
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Les résultats trouvés sont résumés dans le tableau suivant :

Effectif Positif Négatif Prévalence
Homme 10003 216 9787 2,16 %
Femme 6631 60 6571 0,90 %
Total 16634 276 16358 1,66 %

Tableau 9: Prévalence générale de ’AgHBs chez les sujets dépistés.
(Chi 2= 38. 46; p<0.05)

La prévalence obtenue (1.66%) situe le Maroc parmi les pays a faible endémicité.
4. Prévalence de ’AgHBs en fonction de la tranche d’age

Pour I'étude de la prévalence de 'Ag HBs en fonction de la tranche d’age, et
comme il a été décrit dans plusieurs études, nous avons opté pour une tranche d’age
de 10 ans.

La prévalence de la sérologie positive a ’'AgHBs a I'intérieur de chaque tranche

d’age est présentée dans la figure 20.
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Figure 21 : prévalence de I’Ag HBs selon les tranches d’age

L’analyse de cet histogramme montre que la répartition de la prévalence de
'’AgHBs chez la population dépistée, est hétérogéne selon les cing tranches d’ages
étudiées (<20 ans, 20-29 ans, 30-39 ans, 40-49 ans et >50 ans) :

Aucune infection par le VHB n’a été détectée chez les sujets agés de moins de
20 ans. Ce ci peut étre expliqué par le fait que cette tranche d’age regroupe dans sa
majorité les enfants ayant bénéficié d’'une vaccination systématique dés leur jeune
age selon le programme de 'OMS.

La prévalence de 'Ag HBs a été significativement plus importante, chez les
sujets agés de 30 a 39 ans (3. 85%), suivis de trés pres par les personnes agées de
40 a 49 ans (3. 02%). Ce résultat concorde avec celui de I'étude faite en France par

I'Institut de veille sanitaire entre 2003-2004 ( Antona 2006).
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Pour les tranches d’age 20-29 ans et >50ans les prévalences sont
respectivement 2.71% et 2.6%. Ce résultat montre une diminution de la prévalence
du VHB chez les personnes ageées, ce qui est similaire a celui d’'une étude réalisée
en 2008 au Togo (Agbenu et al 2008).

La prévalence du VHB chez les 16 634 personnes dépistées est, donc, de 1.66%
avec des extrémes allant de 0 a 3.85% selon les tranches d’age étudiées.

5. Prévalence de I’AgHBs en fonction du sexe

Sur les 16634 personnes recrutées dans la présente étude, il y a plus d’hommes
(60.14%) que de femmes (39.86%). les résultats du dépistage du VHB montrent une
prévalence plus élevée de I'Ag HBs chez les hommes (figure 21).

La forte prévalence chez les hommes par rapport aux femmes a été décrite en
France en 2005 par Antona et al. Elle suscite des questions sur la susceptibilité a

I'infection selon le genre et/ou la différence de réponse immunitaire a I'infection.
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Figure 22: Répartition de la prévalence de I’Ag HBs selon le sexe

Comme le montre la figure 22, I'étude de la prévalence de 'AgHBs selon les
criteres d’age et du sexe montre que la classe d’age prédominante pour les deux
sexes est celle de 30-39 ans avec une prévalence de 2,55 % chez les hommes et
1,33 % chez les femmes.

Chez les personnes ageées entre 20 et 29 ans, la prévalence de I'AgHBs est de
1.89% chez les hommes contre 0.83% chez les femmes.

Pour la tranche d’dge comprise entre 40 et 49 ans, la prévalence chez les
hommes est de 2. 27% contre 0.75% chez les femmes. Quant aux sujets agés de
plus de 50 ans, on trouve toujours une prévalence élevée chez les hommes (1.83%)

par rapport aux femmes (0.76%).
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Donc I'étude de la prévalence de I'AgHBs selon I'age et le sexe a montré une
prédominance masculine quelle que soit la tranche d’age avec un sex-ratio H/F de
1,5 (x* = 38.46, p < 0.05). Ces résultats réaffirment les constatations antérieures et
confirment que les hommes sont plus touchés par le VHB que les femmes. En effet,
des résultats similaires ont été trouvés en 2003 par Alter et al aprés une étude faite
en Europe, en 2009 par Romano et al en Italie et en 2010 par Ben Alaya et al suite a

une étude réalisé en Tunisie.
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Figure3: prévalence de I’Ag HBs selon I’age et le sexe
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Figure 23: Prévalence de I'Ag HBs selon I'age et le sexe

6. Recherche de I’ ADN viral

Pour estimer la réplication virale chez les personnes confirmées auparavant
AgHBs positif, la recherche de 'ADN viral (PCR qualitative) et sa quantification par
PCR en temps réel, a été effectuées pour 200 échantillons.

Cette recherche n’a pas été réalisée chez les 76 autres personnes confirmées
positives pour le VHB, a cause du manque ou de l'insuffisance des échantillons.

Ce test a été effectué en utilisant la plate forme automatisée de Roche
Diagnostics : Cobas AmpliPrep et Cobas TagMan 48, pilotés tous les deux par le

logiciel AmpliLink.
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Un exemple de résultat trouvé pour 30 sérums est présenté dans le tableau

suivant :
N° PCR PCR N° PCR PCR
d’échantillon qualitative quantitative d’échantillon | qualitative guantitative
(Ul/mL) (copies/mL)
1 Négative 0,531.10" 16 Négative 9,45.10"
2 Négative <1,20.10" 17 Positive 3,42.10°
3 Positive 8,83.10° 18 Négative 3,76.10"
4 Négative <1,20.10" 19 Négative <1,20.10"
5 Négative <1,20.10" 20 Positive 9,26.10°
6 Positive 1,82.10° 21 Négative 2,64.10"
7 Positive 1,95.10° 22 Positive 2,26.10°
8 Négative < Seuil * 23 Positive 4,59.10°
9 Positive 2,00.10° 24 Positive 1,27.10°
10 Positive 4,83.10 25 Positive 1,50.10°
11 Positive 4,23.10 26 Positive 1,95.10°
12 Positive 4,38.10° 27 Positive 1,28.10°*
13 Négative 0,15.10" 28 Négative < Seuil *
14 Négative <1,20.10" 29 Positive 1,29.10°
15 Positive 1,59.10° 30 Positive 6,5110°

Tableau 10 : Exemple de résultat de la recherche de I’ADN viral (PCR qualitative) et sa quantification par
PCR en temps réel

* : seuil de sensibilité : 12 Ul d’ADN VHB/mL (Soit 69,84 copies/mL).

Facteur de conversion : 1 Ul = 5,82 copies.

L’analyse des résultats montre que parmi les sérums analysés, 120 (soit 60 %)
ont révélé la présence d’une réplication virale active avec une charge virale comprise

entre 1,59.10l et 1,26 108 UI/mL.
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B. Génotypage VHB

Pour lidentification des génotypes du VHB, le génotypage a été reéalisé sur les
120 sérums de personnes infectées (69 hommes et 51 femmes) par le virus de
I'hépatite B et positifs pour ’ADN.

La technique utilisée est basée sur le principe de I'hybridation inverse a I'aide de
sondes spécifiques sur bandelettes de nitrocellulose « LINE Probe Assay : LIPA».
Elle a été réalisée par le test INNO-LIPA HBV Genotyping (Innogenetics) qui
différencie les génotypes de A a G.

Pour ce faire, on a commencé par I'extraction de 'ADN du VHB a partir des
sérums des échantillons a analyser, avant de procéder a I'amplification génique pour
étudier les génotypes.

La technique d’extraction dans cette étape a été réalisée par le Kit « High Pure
Viral Nucleic Acid » de Roche Diagnostics.

La deuxiéme étape est 'amplification de '’ADN purifié du VHB, par PCR dans la
région PréS1. Elle a été réalisée en utilisant la paire d’amorce P1P2.

P1 estl'amorce sens (nt. 2823-2845: 5 -TCACCATATTCTTGGGAACAAGA-3’)
; P2 est I'amorce anti-sens (nt. 80-61: 5-TTCCTGAACTGGAGCCACCA-3’).

Aprés l'achévement du test INNO-LIPA HBV Genotyping, les résultats sont
visuellement interprétés en confrontant les bandelettes obtenues au guide de lecture
fourni, (figure 19) qui montre la localisation des différentes sondes
oligonucléotidiques sur les différentes bandelettes.

La présence d’'une bande clairement visible est considérée comme une réaction
positive de la sonde. Et le contrble négatif doit étre parfaitement négatif, excepté

pour la bande contrdle conjugué.
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Des exemples de bandelettes obtenues sont illustrées dans la figure 23 ; les
bandelettes 1, 3, 4, 5 et 7 représentent le génotype D, avec la présence (en plus des
bandes de controle) de la bande 10 pour la premiere et la quatrieme bandelette, et
par la présence a la fois des bandes 10 et 11 pour les bandelettes 3, 5 et 7.

Quant a la deuxieme et la sixieme bandelette, elles représentent le génotype A,

avec la présence, respectivement, des bandes 3 et 4, et de la bande 3.

Marker line

Conj. control - 1

Figure 23: Exemples de résultats du test INO-LIPA trouvés dans cette étude. Les bandes 1, 3, 4, 5 et
7 illustrent le génotype D. Les bandes 2 et 6 montrent le génotype A.

Les résultats obtenus, apres l'interprétation de toutes les bandelettes, ont montré
I'existence de deux génotypes : le génotype D qui a été trouvé chez 116 personnes
avec une prévalence de 96.6%, et le génotype A qui a été identifié chez 4 individus

avec une prévalence de 3.4%.
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Nous allons procéder a la comparaison de nos résultats concernant le
génotypage du VHB avec ceux dautres études marocaines, maghrébines et
internationales.

Les premieres données marocaines concernant le génotype du VHB en
circulation au Maroc étaient celles rapportées par notre premiére étude en 2007
apres génotypage effectués chez 40 personnes positives pour le VHB (25 hommes
et 15 femmes). Nous avons identifié 39 génotypes D (97.5%) et 1 génotype A
(2.5%).

La seconde étude marocaine a été menée en 2008 par Ezzikouri et al qui ont
effectué le génotypage du VHB chez 77 patients (40 hommes et 37 femmes) atteints
d’'une hépatite chronique B. lIs étaient tous de génotype D.

En 2011, Kitab et al ont pu identifier chez des marocains, atteints d’hépatite
chronique B, la présence du génotype D et du génotype A avec, respectivement, une
prévalence de 90% et 10%.

Récemment, une étude (Baha et al 2012) a porté sur 221 marocains atteints
d’'une hépatite B chronique, les résultats ont révélé 200 génotypes D (90.45%), 13
génotypes A (5.9%), 1 génotype E (0.5%) et 7 génotypes mixtes (3.17%) (5 A/D et 2
D/F).

Une étude algérienne (Khelifa et al 2009) a inclus 75 malades (48 hommes et 27
femmes) atteints du VHB, 70 étaient de génotype D, quatre étaient de génotype A et
un malade de génotype E.

Les résultats rapporté par une étude tunisienne (Ayed et al 2007) a révéle, aprés
génotypage effectué chez 164 porteurs du VHB (117 hommes et 47 femmes), la
présence d’un génotype A (0,6%), un génotype B (0,6%) , trois génotypes C (1,82%),

139 génotypes D (84,75%) et 20 génotypes mixtes (12,2%).
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Les résultats rapportés par ces différentes études sont représentés par le tableau

12.
Nombre Age Sexe Génotypes identifiés
total moyen | (H/F) .
A B C D E F | G | Hl mixte

Shai et al
(2007) 40 40 25/15 1 0 0 39 0 0] 010 0
Maroc 2.5% 97. 5%
Ezzikouri
et al 77 41 40/37 0 0 0 77 0 01010 0
(2008) 100%
Maroc
Kitab et
al 134 40.5 89/45 14 0 0 120 0 0] 010 0
(2011) 10% 90%
Maroc
Baha et
al (2012) 221 - - 13 0 0 200 1 00 |0 7
Maroc 5. 9% 90.45% | 0.5% 3.17%
Khelifa et
al (2008) 75 35 48/27 4 0 0 70 1 0] 010 0
Algérie 5% 93% 2%
Ayed et
al (2007) 164 285 | 117/47 1 1 3 139 0 00 |0 20
Tunisie 0.6% 0.6% | 1.82% | 84.75% 12.2%
Notre 120 39 69/51 4 0 0 116 0 0] 010 0
étude 3.4% 96.6%

Tableau 11 : Comparaison des résultats de génotypage rapportés par différentes études
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Les résultats de ces différentes études montrent une prédominance du génotype
D dans les échantillons analysés.

Ces données concordent avec celles de la littérature qui indiquent que le
génotype D est fréquent au niveau des pays du pourtour méditerranéen (Miyakawa
et al 2003, Norder et al 2004, Kramvis et al 2008). En effet, la prédominance du
génotype D a été confirmée en Egypte (Khaled et al 2011), en Albanie (Kondili et al
2005), en Espagne (Rodriguez-Frias et al 2006), en Italie (Medici et al 2006) et au
sud de la France (Tamalet et al 2006) avec des prévalence respectives de 87%,
100%, 48.1 %, 80.4% et 45. 7% chez les population étudiées.

A part I'étude de Ezzikouri et al, le génotype A a été retrouvé dans toutes les
études maghrébines suscitées (tableau 12). Sa prévalence variait entre 0.6% (Ayed
et al 2007) et 10% (ktab et al 2011). La présence de ce génotype serait expliquée
par son introduction a partir des pays ou il est prédominant (Europe du Nord,
Ameérique du Nord, Afrique subsaharienne, Inde).

La présence d’autres génotypes, notamment un B et trois C en Tunisie (Ayed et
al 2007), un E en Algérie (Khelifa et al 2008) et au Maroc (Baha et al 2012) pourrait
correspondre a des cas isolés importés des zones ou ils seraient largement
répandus. En effet, le génotype E retrouvé en Algérie par Khelifa et al, a été isolé
chez une personne originaire du Mali ou prédomine ce type de virus.

C. Facteurs de risque de l'infection par le VHB

Pour évaluer d’éventuels facteurs de risque et des modes possibles de
transmission de I'hépatite B au Maroc, un questionnaire inspiré des facteurs de
risque habituellement décrits pour I'hépatite B a été élaboré.

Apres prélevement de sang, toutes les personnes ayant participé a cette étude

ont rempli un questionnaire structuré pour recueillr les caractéristiques
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démographiques (nom, sexe, age), les antécédents médicaux (hospitalisation,

injections, soins dentaires, chirurgie, transfusion sanguine), le comportement sexuel,

I'histoire de piercing ou de tatouage, l'usage de seringues en verre, et la vie ou non

en ménage commun avec une personne infectée

Nous avons réalisé une étude cas-témoins en se basant sur ce qui a été

rapportés dans les questionnaires.

Les individus inclus ont été répartis en deux

groupes: un groupe (G1) qui comprend les 276 patients Ag HBs positif, et un groupe

témoin (G2) constitué de 276 personnes choisies parmi celles trouvées négatives

pour I'Ag HBs. Le groupe témoin (G2) a été apparié selon le sexe et I'age au groupe

G1.

Les facteurs de risque de l'infection par le VHB évalué chez les deux groupes

(G1 et G2) sont résumés dans le tableau 13.

Facteurs de risque

Groupe cas (G1)

Groupe témoin (G2)

Nombre | Pourcentage(%) | Nombre | Pourcentage(%) | Khi2 p
Comportements sexuels 121 43. 84 40 14. 49 57.53 | <0.01
arisque
Seringues en verre 115 41. 66 91 32. 97 4.46 | <0.05
a usage multiple
Séjour a I’hopital 73 26. 44 61 22.10 1.42 | <0.30
Membre de la famille HBs 28 10. 10 18 6. 52 2.37 | £0.20
positif

Transfusion sanguine 8 2.89 2 0.72 3.67 | <0.10
Traitement dentaire 25 9. 06 30 10. 86 0.5 | =0.50
Tatouage ou piercing 22 7.97 34 12.31 2.86 | <0.10

Facteur de risque non 19 6. 88

identifié

Tableau 12: Facteurs de risque de l'infection par le VHB chez le groupe G1 (patients positifs
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1- Portrait global :

Chez le groupe G1 regroupant les 276 personnes retrouveées positives pour le
VHB, 101 ont présenté plus d’un facteur de risque (tableau 14). Le comportement
sexuel a risque est le facteur de risque le plus fréquemment rapporté, et il est
également présent chez plusieurs personnes identifiant d’autres modes possibles de
transmission.

En effet, parmi les personnes ayant déclaré avoir eu un ou plusieurs
comportement sexuel a risque ; 16 (5.79 %) rapportent avoir utilisé des seringues en
verre a usage multiple et avoir subi au moins un traitement dentaire, vingt et un
individus (7.61%) soulévent le facteur de risque lié a la transfusion sanguine, deux
personnes (0.72%) rapportent avoir été transfusés et tatoués ou percés et enfin, huit
personnes (2.91%) indiquent avoir été exposées a trois autres facteurs de risque qui
sont : I'utilisation des seringues en verre a usage multiple, un séjour a I'hpital et un

traitement dentaire.
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Comportements
sexuels arisque

Seringues en
verre ausage
multiple

Séjour a
I’hopital

Membre de la
famille HBs
positif

Transfusion
sanguine

Traitement
dentaire

Tatouage ou
piercing

Facteur de
risque non
identifié

Nombre
d’individu

16

06

74

20

28

21

18

63

02

08

01

19

Total
276

Proportion (%)

5.79

2.19

26.81

7.24

10.15

7.61

6.52

22.82

0.72

291

0.36

6.88

100%

- Presence du risgue |:| Absence du risque

Tableau 13 : Concomitance des risques d’infection par le VHB chez la population étudiée

2- Comportements sexuels a risque

Sur les 276 personnes trouvées positives pour le VHB, 121 ont déclaré avoir eu

un ou plusieurs comportements sexuels a risque, soit 43.84% contre 40 personnes

(14.49%) chez le groupe témoin (tableau 13).

Donc, La différence entre les taux des facteurs de risque pour la transmission du

VHB, associé a un comportement sexuel a risque est trés significative entre G1 et

G2 comme le montre I'analyse statistique en utilisant le Khi 2 (x2 = 57.53, p < 0,01).

Un résultat similaire a été décrit en 2009, par Romano et al, présentant

I'exposition sexuelle a des partenaires multiples comme le facteur de risque le plus

important concernant I'infection par I'népatite B en Italie.
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En 2006, Alter a précisé qu’en Europe occidentale, l'activité sexuelle a haut
risque représente la plupart des cas de I'hépatite B nouvellement acquise.

La transmission sexuelle de I'népatite B est une source majeure d'infection dans
toutes les régions du monde, en particulier dans les zones a faible endémicité (Hou
et al 2005), elle est liee a la présence du VHB dans le liquide séminal et les
sécrétions vaginales. Le risque de contamination par voie sexuelle peut varier de 30
a 80 % pour le VHB, contre 0,1 a 10 % pour le VIH (Buffet 2005)

Hersh et al (1971) ont été les premiers a fournir la preuve de la transmissibilité du
VHB par voie sexuelle, suite a I'étude de huit cas de contamination par le VHB chez
des femmes, qui étaient associées a un contact sexuel avec six hommes infectés.

Le risque de transmission du VHB suite a un contact sexuel unique non protégé
avec une personne infectée est de 1 a 3 % (Hadler et al 1993).

La transmission du virus d'un homme infecté a une femme est environ trois fois
plus grande que dans le sens inverse, c'est-a-dire d'une femme infectée a un homme
(Roumeliotou-Karayannis et al 1985).

En fin, il a été constaté que des antécédents d'infection par d'autres agents de
MTS (maladies sexuellement transmissibles) ou une fréqguence accrue de telles
infections est un facteur de risque d'infection a VHB. Inversement, des tests
sérologiques témoignant d'une infection a VHB passée ou actuelle peuvent étre une
indication d'autres MTS, en particulier l'infection a VIH (Hart, 1993)

3- Seringues en verre a usage multiple

Dans notre étude I'utilisation de seringues en verre a usage multiple a été décrite
comme un facteur de risque important. On note que 115 (41.66%) personnes chez le
groupe G1 et 91 (32.97%) chez le groupe G2 avaient utilisé ce type se seringue avec

X2 =4.46, p <0,05.
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Le probleme d’infection, par le VHB, lié aux injections a risque a été reconnu
pendant plusieurs années au sein des pays en voie de développement (Simonsen et
al 1999, Hauri et al 2004).

Une étude menée par 'TOMS a montré qu’environ une injection sur trois est
administrée par un matériel non stérile dans les pays en voie de développement. Ce
chiffre est passé a 75% dans certaines parties du Moyen-Orient et du Sud Asiatique
(Hutin et al 2003).

Pour les facteurs de risque suivants, la variation n'est pas statistiquement
significative entre les deux groupes (G1 et G2) étudiés dans notre étude.

4- Séjour a I’hopital :

Un séjour a I'hépital a été noté chez 73 (26.44%) personnes positives pour le
VHB, contre 61 (22.10%) appartenant au groupe témoins avec un Khi 2 =1.42 et p
<0.30.

La possibilité de contracter le virus de I'hépatite B lors d'un sé€jour a I'hépital a été
soulevée en 2001 par Thibault et al, qui ont expliqué qu’une infection nosocomiale
par le VHB, peut étre due soit a une transmission directe du personnel soignant au
patient, soit a une contamination par l'intermédiaire d'objets souillés ou mal stérilisés.

En effet, il a été estimé que, sur une période de 7 ans, un chirurgien porteur de
I'Ag HBe avait un risque de 57 a 100 % de contaminer au moins un patient (Ross et
al 1999).

Des cas de transmission du VHB ont été notifiés dans un protocole thérapeutique
durant lequel des prélevements sur des volontaires étaient réaliseés a partir de
cathéters intraveineux. La transmission s'est effectuée de patient a patient lors des

prélevements (Vickers et al 1994).

119



Résultats et discussion

La contamination de patient a patient a cause d’un objet souillé a été, également,
décrite dans les unités d’hémodialyse (Froio et al 2003) qui en constituent des sites
privilégiés, car plusieurs patients se succedent durant une méme journée partageant
la méme chambre et le méme matériel (Alavian 2010), et malgré les précautions
d'hygiene, des foyers sont régulierement décrits sans que l'on puisse toujours
préciser l'acte précis qui a permis la contamination

Enfin, les biopsies sont des gestes pouvant, aussi, entrainer des contaminations
nosocomiales virales du fait de leur caractére invasif (Petzold et al 1999). La
contamination par le VHB a été confirmée chez 63 patients transplantés cardiaques
au cours de biopsies myocardiques (Drescher et al 1994), et ce, suite a des biopsies
effectuées dans une méme salle successivement sur un patient porteur du VHB puis
sur une personne réceptive en utilisant le méme matériel.

5. Membre de la famille HBs positif

Pour le facteur de risque lié a un séjour en ménage commun avec un membre de
la famille infecté par I’hépatite B, nous avons trouvé 28 (10.10%) cas chez le groupe
G1 contre 18 (6.52%) chez le groupe G2, le Khi 2 dans ce cas est de 2.37 et P
<1.20.

Dans des études précédentes, la transmission intrafamiliale de I'hépatite B a été
décrite précisant la possibilité de transmission du VHB entre les personnes qui
partagent le méme ménage.

En effet, une étude coréenne a été realisée (Kim et al 1993) suite a I'évaluation
de l'infection par le VHB chez 137 membres des familles de 51 porteurs chroniques
de I'AgHBSs et chez 111 personnes appartenant aux familles de 38 témoins négatifs
pour les marqueurs sérologiques de I'hépatite B (VHB). La prévalence de I'AgHBs

chez les individus appartenant aux familles des porteurs du VHB était de 14.1%
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contre 0,0% chez ceux des témoins. La descendance des transporteurs a montré un
risque significativement plus élevé d'infection par le VHB. Le partage des serviettes
et mouchoirs, et récipients utilisés pour boire a été associé a un risque accru
d'infection par le VHB par transmission intrafamiliale en Corée (risque relatif 11,5
pour les serviettes et mouchoirs, 12,1 pour les récipients a boire).

Nous rapportons I'observation d’'une famille d’origine africaine vivant en France
(Mouterde et al 1999), composée de 17 enfants, un pére et deux méres. A I'occasion
d’'une hépatite B aigue chez un des enfants, une enquéte familiale a montré que 15
enfants et les trois parents avaient été contaminés, 9 des enfants étaient porteurs
d’'une hépatite chronique, un enfant une hépatite aigue documentée, survenue en
cours de vaccination. Un nouveau-né a pu étre vacciné des la naissance. Une
transmission horizontale a donc été prouvée pour deux cas au moins dans cette
famille et les enfants ne partageaient pas les coupe-ongles et les rasoirs, ne se
baignaient pas dans la méme eau, n’avaient pas subi de scarifications rituelles, et ne
possédaient pas de brosses a dents. La seule explication paraissant pouvoir étre
retenue, était le partage de l'alimentation prise avec les mains dans le méme plat,
exposant a une contamination salivaire répétée. La transmission de I'hépatite B par
la salive est encore controversée, cette observation apporte des arguments pour ce
mode de contamination, favorisé par les habitudes de vie de cette famille.

Les marqueurs sérologiques de I'hépatite B (VHB) ont été déterminés chez 266
membres du ménage (G1) d’une population de femmes brésiliennes positives pour
le VHB (Lobato et al 2006) et 395 membres du ménage (G2) d’une population de
femmes négatives pour 'AgHBs. La prévalence globale de porteurs du VHB (HBsAQ)
était 21.1% pour G1 et 2.8% pour G2. La frequence de I'AgHBs était élevée chez les

freres et sceurs du groupe G1 (75%) par rapport au groupe G2 (0%).
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La transmission intra-familiale du VHB est évidente dans la présente étude et est
possiblement associé a la présence de plus d'un porteur du VHB dans la famille et
l'utilisation partagée des brosses a dents parmi les contacts familiaux. Cette
transmission intrafamiliale a été confirmée par L'analyse génotypique.

Le taux et le mode de transmission intrafamiliale de I'hnépatite B (VHB) ont été
récemment étudiés dans le Nord-Est de I'Egypte (Ragheb et al 2012).

L’infection par le VHB a été étudiée par des tests sérologiques et confirmée par
I'analyse de I'évolution moléculaire chez les membres de la famille (N = 230) de 55
porteurs chroniques de I'hépatite B.

Le taux de 'AgHBs était plus élevé de maniére significative chez les enfants des
meres infectées (26,5 %) que ceux des peres infectés (4,7%) (P = 0,0006).

La transmission familiale du VHB a été confirmée chez cinqg familles sur six, avec
trois modes de transmission; maternelle, paternelle, et sexuelle.

La transmission intrafamiliale de I'hépatite B a été également décrite en Grece
(Zervou et al en 2005) et a Taiwan (Lin et al 2005 et 2007)

Il a été, aussi, montré que linfection par le VHB est plus susceptible de se
produire au sein des familles nombreuses (Alter 2006).

6- Transfusion sanguine :

Huit individus (2.89%) positifs pour le VHB et deux autres (0.72%) chez le groupe
témoin, ont soulevé le facteur de risque lié a une transfusion antérieur. Mais, la
variation des taux entre ces deux groupes n'est pas statistiquement significative : le
Khi 2 est de 3.67 avec p <0.10.

Malgré I'amélioration technique continue pendant le dépistage des dons de sang,
I'hépatite B reste un risque majeur de transmission de I'infection virale suite a une

transfusion sanguine (Candotti et al 2009).
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En effet, le risque de transmission du VHB par transfusion des produits sanguins
labiles a été estimé en France a 1 pour 400 000 dons sur la période 2000—-2002 , soit
six dons potentiellement infectés par an (Pillonel et al 2004).

Aux Etats-Unis, le risque résiduel de transmission du VHB calculé sur la période
2000-2001 a été estimé a 1 pour 205 000 dons de sang (Dodd et al 2002).

Quant au Sénégal, cette transmission a été estimée a un pour 976 dons sur la
période 2003 a 2005, soit 14 dons infectants chaque année (Touré-Fall et al 2009).
7. Traitement dentaire

Dans cette étude, la différence entre les taux des facteurs de risque pour la
transmission du VHB, associé aux soins dentaires n’est pas significative entre les
deux groupes G1 et G2 comme le montre l'analyse statistigue. Dans ce cas, on a
noté 25 cas chez le groupe G1 soit 9.06% et 30 cas chez G2 soit 10.86 %. Le Khi2
est de 0.5 avec p=<0.50.

Le risque potentiel de transmission du VHB suite a un traitement dentaire a été
décrit dans la littérature, mais les causes de cette transmission étaient different es
d’'une étude a l'autre.

Selon une étude réalisée par Rimland et al en 1977, cinquante-cing patients ont
été contaminés par un dentiste positif pour le VHB et qui ne portait pas de gants
durant son travail. La notion de coupures répétées sur ses mains évoque un mode
de transmission directe de sang dans la cavité buccale. Aucun cas n'a pu étre
dépisté apres que le port de gants ait été recommande.

En France, Le risque individuel moyen d’avoir contracté une infection au VHB,
suite a des soins dentaires, a cause de l'absence de stérilisation des porte-
instruments rotatifs entre chaque patient, a été estimé en 2009 a 1/516 000 contre

1/420 millions pour le VIH (Thiolet 2009)
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Un cas de transmission du VHB, de patient a patient, lors des soins dentaires a
éte identifié aux Etats-Unis. Selon les auteurs, cette transmission était probablement
due au non respect des bonnes pratiques de stérilisation (Redd et al en 2007).

En fin, d'aprés l'étude réalisée par Arboleda et al en 1995, aucun cas de
transmission du VHB n’a été identifié en dehors du traitement par un dentiste non-
professionnel. Les personnes ayant été traitées par des dentistes non-professionnels
étaient 2,6 fois plus souvent infectées par le VHB que celles qui avaient recu un
traitement dentaire par des professionnels qualifiés.

8. Tatouage et/ou piercing

Concernant le facteur de risque pour la transmission du VHB, associé aux
tatouage et/ou piercing, 22 cas (7.97%) ont été décrit dans notre étude, mais la
différence entre les deux groupes étudies Gl et G2 est statistiguement non
significative.

La transmission du VHB, lors du tatouage et du piercing, est essentiellement liée
a l'usage de matériel souillé par le sang d’'une personne infectée et sa réutilisation
sur une personne jusqu’alors indemne. La pratique de tatouage et de piercing peut,
donc, représenter un facteur de risque si les conditions d'hygiéne n'ont pas été
respectées.

Le tatouage et le piercing ont été décrits comme facteurs de risque importants
(46 %) pour la transmission de I'hépatite B lors d’une étude réalisée en 2000 par
Michault et al chez 100 détenus.

Pour 'évaluation de I'association entre le tatouage et le risque de transmission du
virus de I'hépatite B, Jafari et al ont procédé a un examen systématique et a une
meéta-analyse par la recherche systématique dans les bases de données MEDLINE,

EMBASE, PubMed, DARE (Database of Abstracts of Reviews of Effects), ACP
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Journal Club et BIOSIS Previews jusqu’en mars 2011 (Jafari et al 2012). Quarante-
deux études observationnelles étaient comprises dans I'examen systématique, dont
31 ont été incluses dans la méta-analyse. Les résultats de 'examen systématique et
de la méta-analyse montrent que le tatouage est associé a la transmission de
I'hépatite B dans tous les sous-groupes analysés, avec une plus forte association
entre le tatouage et le risque d’hépatite B dans les populations s’adonnant a des
comportements a risque.
9. Facteurs de risque non identifiés

Dans la population étudiée, aucun facteur de risque n’a été identifié chez 19
(6.88%) personnes infectées par le VHB.

Suite a une étude antérieure, il a été décrit que les facteurs de risque ne peuvent
pas étre déterminés pour prés de 25 % des infections aiguies par le VHB (Boulos et

al 2005).
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L'hépatite virale B est trés contagieuses, en moyenne 10 fois plus que I'hépatite
C et 100 fois plus que I’ HIV, comptant pour 1,2 million de déces chaque année dus
a I'hépatite chronique, cirrhose et carcinome hépatocellulaire (Abedi et al 2011).
C’est la maladie sexuellement transmissible la plus répandue dans le monde : on
estime a deux milliards le nhombre de personnes ayant été exposées au virus de
I'hépatite B. Chaque année, pres de 10 a 30 millions de nouvelles contaminations se
produisent. Des deux milliards de personnes infectées, au moins 350 millions sont
des porteurs chroniques constituant un réservoir permettant la continuité de la
transmission virale (Denise 2006).

La répartition géographique mondiale de I'hépatite B est trés variable, elle
délimite trois catégories géographiques en fonction de la prévalence de 'AgHBs.

Les zones de forte endémicité correspondent a une prévalence de I'AgHBs
supérieur a 8 % telle I'Afriqgue sub-saharienne, I'’Asie du Sud-Est et 'Extréme-orient.

Les zones d’endémicité intermédiaire ou la prévalence de 'AgHBs est comprise
entre 2 et 8%, elles recouvrent le pourtour méditerranéen, I'Europe de I'Est et
I'’Amérique Latine.

Les zones de faible endémicité ou la prévalence de 'AgHBs est inférieure a 2%,
elles sont représentées essentiellement par I'Europe de I'Ouest, I'Amérique du Nord
et le Japon.

Les enquétes de séroprévalence sont d'un grand intérét pour mesurer la
prévalence d'une infection chronique par le VHB, et déterminer le nombre de
personnes touchées qui devront étre prises en charge par le systeme de soin et/ou
qui représentent une source potentielle de transmission.

Rares sont les études qui ont été faites pour estimer la prévalence du VHB au

Maroc. Ces études ont été réalisées chez les donneurs de sang (Mrani et al 2002) et

127



Discussion géneérale

chez les professionnels de santé (Djjeriri et al 2008), avec des prévalences estimée
respectivement a 2.5% et 1%.

Egalement, deux études ont été réalisées en 2005 et 2009 (Boulaajaj et al 2005,
Atitar et al 2009) chez des malades a risque ; les prévalence d’infection par le VHB
trouvées sont respectivement ; 2% et 15.8%.

Cependant, les différents groupes étudiés durant ces études ne représentent
pas I'ensemble de la population Marocaine. C’est pour cette raison que I'objectif
principal de la présente étude était d'estimer le niveau d'infection a VHB au Maroc
par le dépistage d’'un nombre élevé de personnes pour I'AgHBs.

C’est dans ce sens qu'une campagne de dépistage gratuit de I'hépatite B a été
lancée, dans 15 villes marocaines (Rabat, Salé, Kenitra, Casablanca, Eljadida,
Mohammedia, Khouribga, Benslimane, Berrechid, kalaat sraghna, Safi, Settat, Béni
Mellal, Marrakech et Agadir).

Au niveau de chaque ville, cette compagne de dépistage du VHB a été menée
par I'lnstitut Pasteur de Casablanca en collaboration avec les établissements de
santé, et les médecins de travail de différentes entreprises (Sociétés, banques,
administrations...). La participation a cette étude était entierement volontaire.

Suite au lancement de cette compagne de dépistage, 16634 personnes ont pu
étre recrutées pour I'étude. Des prélevements sanguins ont été effectués chez ces
participants pour étre dépistés, pour une infection éventuelle par le VHB. Sont
exclues de I'étude les personnes déja connues porteuses de ce virus.

Les résultats du dépistage de I'antigene HBs et celui de la confirmation réalisés
par le test immunoenzymatique de type Elisa de troisieme génération, montrent que

seules 276 personnes sont trouvées positives pour le VHB.
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Ces resultats obtenus situent le Maroc parmi les pays a faible endémicité avec
une prévalence du portage de I'AgHBs estimée actuellement a 1,66% dans la
population active.

Or, avant l'introduction du vaccin contre I'hépatite B dans le programme élargi de
vaccination (PEV), le Maroc était un pays considéré, Selon les données de 'OMS,
comme ayant une prévalence intermédiaire de I'hépatite B.

En plus, 'étude comparative réalisée par André en 2000, entre différents pays
du monde (Moyen Orient, Japon, Chine, Afrique subsaharienne et Afrique du Nord) a
montré que la plupart des pays africains, tel que le Sénégal et I'Egypte, ont une
endémicité élevée sauf le Maroc et la Tunisie qui font partie des zones d’endémicité
intermédiaire.

Donc, les résultats rapportés dans cette étude montre que le Maroc est passé
d’'une endémicité intermédiaire pour I'hépatite B, a une faible endémicité.

Cette baisse de la prévalence de I'hépatite B peut étre expliquée par le succes du
programme national de vaccination contre le VHB. En effet, le Maroc fait partie des
pays qui ont adhérés au programme de 'OMS pour la vaccination contre le VHB
depuis 1999. En plus, il a été décrit, qu’au Maroc, la couverture vaccinale des
enfants de moins de 1 an est passée de 33% en 2000 a 93% en 2005 (Barkat et al
2008).

Le résultat de notre étude est en accord avec les données rapportées en Tunisie,
qui montrent une baisse de la prévalence de I'AgHBs en raison de I'amélioration des
conditions sanitaires locales et la systématisation de la vaccination contre I'hépatite B
depuis 1995 (Ben Amora et al 2009).

Une baisse spectaculaire du taux d’infection par le VHB a été, également,

réalisée en Asie Pacifique et en Afrique subsaharienne suite a lintroduction du
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vaccin contre I'hnépatite B dans le programme national de vaccination. Le taux
d’infection dans ces pays est passé de 8% a 1% (Lavanchy 2004).

De méme pour les Etats-Unis ou lincidence a diminué de 78% entre 1990 et
2005 passant de 8,5 a 1,9 pour 100 000 habitants (Mast et al 2006).

Dans la présente étude, la prévalence de 'AgHBs selon les critéres d’age et du
sexe (figure 22), montre que la classe d’age prédominante pour les deux sexes est
celle de 30-39 ans (2,55 % chez les hommes et 1,33 % chez les femmes).

Chez les personnes agées entre 20 et 29 ans, la prévalence de 'AgHBs est de
1.89% chez les hommes contre 0.83 chez les femmes.

Pour la tranche d’age 40-49 ans, la prévalence chez les hommes est de 2. 27%
contre 0.75% chez les femmes. Quant aux sujets agés de plus de 50 ans, on trouve
toujours une prévalence élevée chez les hommes (1.83%) par rapport aux femmes
(0.76%).

Donc, I'étude de la prévalence de 'AgHBs selon I'age et le sexe a montré une
prédominance masculine quelle que soit la tranche d’age avec un sex-ratio H/F de
1,5 (x> = 38.46, p < 0.05). Ces résultats sont en concordance avec ceux obtenus par
une étude menée en Italie (Romano et al 2009), ce méme résultat a été trouvé
auparavant par Alter et al en 2003, par shepard et al et par Zarski en 2006.

Mais, on note surtout que la répartition de la prévalence de 'AgHBs chez la
population dépistée, est hétérogéne selon les cing tranches d’ages étudiées (<20
ans, 20-29 ans, 30-39 ans, 40-49 ans et >50 ans).

Aucune infection par le VHB n’a été détectée chez les sujets agés de moins de
20 ans. Ce ci peut étre expliqué par le fait que cette tranche d’age regroupe dans sa
majorité les enfants ayant bénéficié d’'une vaccination systématique des leur jeune

age selon le programme de 'OMS.
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La prévalence de 'Ag HBs a été significativement plus importante, chez les
sujets ageés de 30 a 39 ans (3. 85%), suivis de trés pres par les personnes agées de
40 a 49 ans (3. 02%). Pour les tranches d’age 20-29 ans et >50ans les prévalences
sont respectivement 2.71%et 2.6%

On conclu donc, que la classe d’age prédominante pour les deux sexes est celle
de 30-39 ans (figure 20), ce qui concorde avec les résultats de I'étude faite en
France par I'Institut de veille sanitaire entre 2003-2004 (Antona 2006). Une étude
faite en 2001 a soulevé, également, notre constatation en rapportant que la
prévalence de l'infection par le VHB est plus élevée chez les patients jusqu'a I'age de
40 ans (Castolo et al 2001). En 2007 Alam et al ont noté une infection
significativement plus élevée chez les personnes agées entre 21 et 40 ans,
suivie par 41 a 60 ans.

Par ailleurs, nous avons montré que la prévalence du VHB diminue chez les
personnes agées, cette diminution est probablement due a une moindre activité
sociale et limite des contacts personnels. Nos résultats sont cohérents avec ceux de
Khan et al qui ont confirmé en 2011, que le taux d'infection par le VHB est plus
élevé chez les jeunes, en raison de leurs plus grandes expositions et leur
interaction au sein de la société par rapport aux enfants et aux personnes ageées.
Nos résultats sont aussi en concordance avec I'étude de Abedi et al en 2011 qui
suggerent un réle important de la transmission horizontale.

Le génotypage réalisé sur les 120 sérums de patients infectés par le virus de
'hépatite B et positifs pour 'ADN, par le test Lipa (Line Probe Assay) basé sur le
principe d’hybridation inverse, a montré I'existence de deux génotypes: le génotype
D (96,6%) et le génotype A (3,4 %). Ce résultat montre que le génotype D prédomine

dans les échantillons analysés dans cette étude, ce qui confirme les résultats trouves
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lors de notre étude en 2007, et rejoint ceux de Kitab et al en 2011 qui ont pu identifier
chez des marocains atteints d’hépatite B chronique la présence du génotype D et du
génotype A avec, respectivement, une prévalence de 90% et 10%.

Ces données concordent aussi avec celles de la littérature qui indique que le
génotype D est fréquent au niveau des pays du bassin méditerranéen (Norder et al
2004, Kramvis et al 2005).

La répartition des types de VHB a travers le monde est ubiquitaire. Mais puisque
les génotypes reflétent I'évolution du VHB, leur distribution géographique n’est pas
homogene. Les mouvements de populations, qui tendent a s’accroitre favorisent les
mélanges de génotypes. Ainsi, vu la zone géographique qu’occupe le Maroc, les
génotypes A retrouvés chez quatre de nos patients nous amenent a explorer
I'hypothése d’une possible importation du virus de I'hépatite B de 'une des zones ou
prédomine ce génotype (tableau 5).

Les génotypes du VHB ont une distribution géographique distincte et influencent
le résultat clinique de I'hépatite B y compris le risque du CHC (McMahon 2009).

Dans la littérature, le role des génotypes A et D dans la progression de la
maladie reste controverseé ; certaines études ont suggéré que le génotype D était
associé a une évolution plus grave de l'infection, alors que d’autres suggérent qu’il
évolue plus lentement vers I'’hépatite chronique.

En effet, selon une étude réalisée par Mayerat et al en 1999, le génotype D avait
un faible pouvoir cancérigene. Cependant, des résultats tout a fait différents ont été
trouvés par d’autres études (thakur et al 2002, Toan et al 2006) selon lesquelles, le
génotype D était associé a une atteinte hépatique sévere par rapport au génotype A

et serait un facteur prédictif d’évolution vers le CHC.
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Au Maroc, ou le génotype D est prédominant, seulement 12.8% des malades qui
ont une tumeur hépatique sont porteur d’Ag HBs (Zekkouri et al 2007).

Et en fin, aucun lien n’a été retrouveé entre les génotypes A et D, et la sévérité de
I'infection d’aprés une étude transversale réalisée par Halfon et al en 2002.

De maniére générale, I'impact exact des génotypes A et D sur I'évolution de
I'hépatite B est loin d’étre établi, ce qui nécessite beaucoup plus d’études dans ce
sens.

Par contre, en Asie qui est une zone de forte endémie, la majorité des études ont
porté sur les génotypes B et C, puisqu’ils y sont les plus dominants. Suite a ces
études, il a été démontré d’'une fagon pertinente et bien fondée qu’il existe une
corrélation entre ces deux génotypes et I'évolution de I'hépatite virale B.

En effet, suite a deux études (chinoise et japonaise), il a été montré que le
génotype B progresse plus lentement vers la cirrhose et le CHC que le génotype C
(Ding et al et Orito et al, 2001).

Une autre étude chinoise (Chan et al 2009), ayant porté sur la comparaison du
degré de fibrose dans les deux génotypes (B et C), a montré que 42% des malades
de génotype C contre 55% de génotype B avaient une fibrose minime alors que 25%
contre 19% avaient une fibrose avancée.

Il a été, aussi, démontré qu’au Taiwan (Kao et al 2000), la survenue du CHC est
associée a un age précoce dans le génotype B et tardif dans le génotype C qui est
caractérisé par une atteinte hépatique plus sévere.

Par ailleurs, le suivi régulier, sur plusieurs années, de 1536 malades porteurs du
VHB (Livingston et al 2007) a montré que le génotype peut avoir un effet important

sur I'évolution de la maladie. En effet, on a remarqué que le génotype C garde, au fil
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du temps, un risque de développement de CHC plus élevé, alors que le génotype F
était associé a la survenue de CHC a un age précoce.

En conclusion, on peut dire qu'’il s’avére évident que le génotype a un effet non
négligeable sur le profil évolutif de I'hépatite virale B.

L'influence des génotypes du VHB sur la réponse au traitement antiviral
a eté également étudiée. Les génotypes A et Bont été associés aune
meilleure réponse a linterféron par rapport au génotypes C et D (Raimondi et al
2010).

Le virus de I'hépatite B se transmet par tous les liquides et sécrétions
biologiques, le plus souvent par contact sexuel et par le sang. L'hépatite B est
considérée comme une maladie infectieuse extrémement contagieuse. Les
principales voies de transmission sont les contacts sexuels, les injections et
transfusions a risques, la transmission de la mere a I'enfant a I'accouchement et le
contact étroit avec une personne infectée.

En se basant sur ces différents critéres, un questionnaire inspiré des facteurs de
risque habituellement décrits pour I'hépatite B a été élaboré dans le but d’évaluer les
facteurs de risque et les modes possibles de transmission de I'hépatite B au Maroc.

Ce questionnaire structuré a permis de recueillir, chez tous les participants a
cette étude, les caractéristigues démographiques (nom, sexe, age), ainsi que des
facteurs de risques liés aux soins de santé (hospitalisation, usage de seringues en
verre, soins dentaires, chirurgie, transfusion sanguine), et ceux liés a des pratiques
personnelles (le comportement sexuel, histoire de piercing ou de tatouage, et la vie
Oou Nnon en ménage commun avec une personne infectée par le VHB).

D’aprés la réponse a ce questionnaire, aucune personne des 276 positives pour

le VHB n’a été infectée suite a une exposition prénatale.
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Comme il a été trouvé dans d'autres études (Siegel et al 1995, Alter 2006,
Odusanya et al 2007, Romano et al 2009), nous avons constaté que le
comportement sexuel a risque est un facteur de risque important pour la
transmission de l'infection par le VHB (43.84% pour G1 et 14. 49 % pour G2, x?=57.
53, p<0.01).

En 2000, Meheus a affirmé qu'en Europe occidentale, la transmission de
I'hépatite B se fait principalement par voie sexuelle, qui est un mode de transmission
du VHB caractérisant les zones de faible endémicité, mais qui est de plus en plus
important, dans les zones de fortes endémicités ou les jeunes commencent a
adopter un mode de vie occidental.

Un autre facteur de risque important est l'utilisation de seringues en verre a
usage multiple, nous avons noté dans cette étude que 115 personnes (41,66%)
chez le groupe G1 et 91(32. 97%) chez le groupe G2 (x°= 4. 46, p<0.05); avaient
utilisé ce type de seringues pour 'administration des injections thérapeutiques; ils
étaient tous agés de plus de 40 ans. L'utilisation de seringues en verre a usage
multiples non stérilisées, peut expliquer la présence de linfection par le VHB au
cours des derniéres décennies, avant une disponibilité suffisante de seringues a
usage unique.

Cette étude indique que le facteur de risque lié a la vie en ménage commun avec
une personne infectée méme sans contacts sexuels est de 10,1 % chez le groupe
G1. Dans des études précédentes, il a été montré que le virus de I'hépatite B peut
étre transmis entre personnes vivant sous le méme toit (Dumpis et al 2001, Kao et al
2002, Chakravarty et al 2005),

Outre la transmission intra-familiale, d'autres facteurs de risque non identifiés a

ce jour doivent étre responsables du nombre élevé de cas d'hépatite B (Roggendorf
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et al 2003), c’est le cas dans la présente étude des 19 personnes (6,88%) qui ne
présentaient pas de facteur de risque identifiable.

Etant donné que le VHB peut survivre sur les surfaces de l'environnement
pendant plus d'une semaine, I'exposition indirecte au virus peut se produire par
I'intermédiaire d'objets contaminés inanimés. Le risque du partage des objets réside
dans la possibilité que les objets a usage personnel contaminés; par exemple:
brosses a cheveux, peignes, rasoirs et brosses a dents, peuvent endommager la
peau ou des muqueuses et transmettre le VHB. Ce type de transmission horizontale
se produit principalement dans les zones de forte endémicité et dans des conditions
d'hygiene insuffisantes (Ben-Alaya-Bouafif et al 2010). Cela Peut survenir a la
maison ou a l'extérieur, par exemple avec des amis ou dans des camps sportifs
(André 2000).

Dans la pratique quotidienne, la salive n'est pas considérée comme un important
mode de transmission de I'hépatite B. Cependant, la transmission du VHB aprés une
morsure ou un crachat dans I'ceil est décrite et la salive peut étre une source de
guantités considérables de I'ADN du virus (Van der Eijk et al 2004). En plus, d’autres
études ont confirmé la présence de I'AgHBs dans plusieurs autres fluides corporels
tels que le sperme (Yang et al 2009), l'urine, le pancréas, les sécrétions biliaires
(Kidd-Ljunggren et al 2006) et le lait maternel (De Oliveira et al 2009).

Un long séjour a I'hdpital représente également un facteur de risque important de
transmission du VHB; c'est le cas de 73 personnes (26,44%) dans la présente
étude. En effet, il y a plusieurs aspects qui déterminent le risque de transmission du
VHB par les travailleurs des soins de santé aux patients pendant les procédures
chirurgicales invasives, parmi lesquels on note la prévalence du VHB dans le

personnel meédical (Roggendorf et al 2003) et le non-respect des techniques
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aseptiques et des pratiques de contrble recommandées qui ont été congues pour
prévenir les infections post-opératoires, en raison de la contamination croisée de
I'équipement et des dispositifs médicaux.

Les données disponibles indiquent que le risque de transmission du VHB du
personnel médical infecté aux patients est beaucoup plus élevé que pour d'autres
virus tel que I'hépatite C ou le VIH (Roggendorf et al 2003).

L’hépatite B peut aussi étre transmise via des pratiques d'injection
thérapeutigues dangereuses, y compris les aiguilles et les instruments médicaux mal
stérilisés, la réutilisation d'aiguilles et seringues jetables, en plus de la contamination
des flacons de médicaments a doses multiples (Alter 2006). Toutefois, ces pratiques
sont actuellement interdites au Maroc.

Dans cette étude, un antécédent de transfusion a été retrouvé chez 8 personnes
(2,89%), mais la variation des taux entre les deux groupes étudiés G1 et G2 n'est
pas statistiquement significative (Khi 2 =3.67, p <0.10).

Cependant, la transfusion sanguine n’est pas un acte anodin, elle doit obéir a des
regles particulieres de sécurité. Ainsi, tout produit sanguin labile (PSL) administré
doit répondre aux normes de sécurité virales des PSL. Cette sécurité virale n’a cessé
de s’améliorer au cours des 15 dernieres années. Toutefois, il persiste encore un
risque résiduel (RR) de transmission des virus dont les marqueurs sont
systématiquement dépistés.

Selon des études antérieurs, ce risque résiduel de transmission du virus de
I'hépatite B est de 1 pour 400 000 dons en France sur la période 2000-2002 (Pillonel
et al 2004), de 1 pour 205 000 dons de sang aux Etat Unis sur la période 2000—
2001(Dodd et al 2002) et de 1 pour 976 dons au Sénégal sur la période 2003 a 2005

(Touré-Fall et al 2009).
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Actuellement, la transmission du VHB via la transfusion ou la transplantation a
éteé virtuellement éliminée dans les pays dont les donneurs sont dépistés pour
I'AgHBSs (Alter 2006); c’est le cas du Maroc. Mais il est possible que, dans une phase
tres récente d'infection par le VHB, les donneurs de sang AgHBs négatifs soient
capables de transmettre le virus. Ce risque est lié aux dons prélevés pendant la
fenétre silencieuse qui précéde I'apparition des marqueurs biologiques de l'infection,
ou pendant la phase de pré-séroconversion d'une infection récente qui se
caractérise par un taux d’AgHBs, présents dans la circulation, inférieur aux limites de
détection. La mise en ceuvre de tests moléculaires (test d'acide nucléique) ou d’une
plus grande sensibilit¢é des tests AgHBs pourrait réduire davantage le risque de
transmission du VHB par transfusion sanguine (Busch 2004, Almeida et al 2006, Liu
et al 2006, Niederhausera et al 2008).

Enfin, de nombreux cas de transmission du VHB lors de greffes rénales ou
hépatiques ont été décrits, lorsque le donneur était porteur de I'Ag HBs, mais on
retrouve aussi des cas de transmission alors que le donneur ne présentait que des
Ac anti-HBc (Salvadori et al 2011).

Dans la présente étude, 22 (7.97%) personnes atteintes de VHB étaient tatouées
ou percées ; le tatouage et lI'acupuncture sont aussi des voies possibles d'infection
sauf si les aiguilles utilisées sont stériles. Des flambées occasionnelles de I'hépatite
B, ont été associées a l'acupuncture et le tatouage (Limentani et 1979, Kent et al
1988).

Ce résultat est confirmé par une étude réalisée sur 100 détenus pendant laquelle,
le tatouage et/ou piercing a été décrit comme facteur de risque important pour la

transmission de I'’hépatite B (Michault et al 2000).
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Autres sources de transmission probable de VHB trouvées dans des études
précédentes, étaient les interventions dentaires (Mast et al 1999, Wu et al 1989).
Une association positive entre I'histoire d'un traitement dentaire avec un chirurgien
dentiste non qualifié a été trouvé (Arboleda et al 1995), ce qui peut expliquer le cas
probable des 25 personnes (9.06%) de notre étude.

En I'absence de stérilisation des porte-instruments rotatifs entre chaque patient
lors des soins dentaires, le risque individuel moyen d’avoir contracté une infection au
VHB a été estimé en France a 1/516 000 contre 1/420 millions pour le VIH (Thiolet
2009)

Enfin, Il n'y a pas de preuves fiables que des infections aéroportées se
produisent, et les excréments ne sont pas du tout une source d'infection par
I'hépatite B. Le VHB n'est transmis ni par les aliments contaminés ni par I'eau ni par

les insectes (Hou et al 2005).
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L'épidémiologie du virus de I'népatite B (VHB) n'est pas connue avec précision
au Maroc. La présente étude a permis d'estimer le niveau d'infection a VHB par le
dépistage d’'un nombre élevé de personnes (16 634) pour 'AgHBs. Cette approche
est dimportance pour la détermination des porteurs chroniques du VHB qui va
permettre de détecter la maladie a un stade précoce, augmentant ainsi les chances
de guérison ou de stabilisation, car plusieurs personnes séropositives ne présentent
aucun symptéome pendant des années, alors que le virus continue a se multiplier et a
induire des lésions dans le foie, jusqu’a un stade de complications parfois graves qui
se manifesteront tardivement.

Ce dépistage va, aussi, permettre d’éviter d’autres contaminations en incitant les
individus identifiés porteurs de ce virus, de prendre des dispositions pour éviter de
contaminer d’autres personnes.

L’évaluation de la prévalence du VHB va permettre aussi de suivre I'évolution du
virus a I'échelle nationale. Cette prévalence est estimée actuellement, d’aprés cette
étude, a 1,66% ce qui situe le Maroc parmi les pays a faible endémicité.

Notre étude indigue aussi que le génotype D prédomine au Maroc, ces données
sont d'un grand intérét pour le diagnostic et le pronostic ainsi que pour la décision
thérapeutique.

La présente étude s'est penchée également sur I'évaluation des facteurs de
risque de I'hépatite B chez les personnes positives pour 'AgHBs. L’utilisation du
guestionnaire structuré indique que les comportements sexuels a risque sont parmi
les principaux facteurs de risque de transmission du VHB.

Ce résultat est d'une grande importance pour les stratégies de prévention, d’ou la

nécessité de renforcer les programmes d’information d’éducation et de
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communication en matiere de VHB et de toutes les maladies sexuellement
transmissibles.

La prévention de I'hépatite B doit faire I'objet d’actions d’amélioration qui
nécessitent une stratégie nationale et une mobilisation pluridisciplinaire et pluri-
professionnelle pour organiser les filieres de prise en charge.

La stratégie devrait inclure un programme de ciblage des efforts de
prévention du VHB, y compris la sensibilisation du public et la définition des
exigences en matiere de sécurité et de la promotion des normes de contréle des
infections dans les établissements de soins.

La surveillance de I'hépatite B est complexe en raison de la diversité des sources
de contamination par le VHB, de la fréquence des infections asymptomatiques, de la
variabilité du tableau cliniqgue de la maladie et du colt élevé des tests diagnostiques.
Malgré ces difficultés, la surveillance peut étre utile pour définir I'épidémiologie de
toutes les formes de I'hnépatite virale B et identifier les groupes a haut risque, qui
bénéficieront des mesures de prévention, ce sont: les nouveau-nés de femmes
séropositives pour le VHB, les personnes en contact avec un sujet porteur de I'Ag
HBs, les professionnels de santé, les hémodialysés, les polytransfusés, les candidats
a une greffe, les personnes ayant des partenaires sexuels multiples, la population
migrante ou voyageur en provenance de pays de forte endémie, les usagers de
drogues par voie parentérale (intraveineux ou per-nasal), les détenus et les
personnes infectées par le VIH ou le VHC ou une autre infection sexuellement
transmissible. .

Le traitement actuel de I'’hépatite chronique B a une efficacité relativement faible

a long terme et un prix tres élevé. Ainsi, La prévention demeure la méthode la plus
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efficace pour contréler avec succes l'infection par le VHB, et la vaccination reste le
meilleur moyen de prévention contre cette infection.

En effet, le vaccin contre le VHB est efficace a 95 % pour éviter I'apparition
de I'hépatite chronique B, c’est le premier vaccin permettant de prévenir la survenue
d'un cancer, et il est aujourd’hui 'un des vaccins les plus largement utilisés dans le
monde (OMS 2003).

Ce vaccin est maintenant inclus dans les programmes nationaux de vaccination
dans la majorité des pays. Sa généralisation a I'’échelle mondiale devrait aboutir a un
intervalle de temps approprié a la disparition de linfection par le VHB et par
conséquent a la disparition du carcinome hépatocellulaire induit par ce virus (Chang
et al 2009).

Donc, lintroduction en 1999 de la vaccination contre I'hépatite B dans le
calendrier national de vaccination, pourra résoudre dans l'avenir le probleme de

I'infection a VHB au Maroc (Chakravarty et al 2005, André 2000).
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