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1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS ET PHARMACIENS

PROFESSEURS DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR :

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif

Décembre 1989
Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. KHARBACH Aicha
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

Pr. AZZOUZI Abderrahim
Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZAD Rachid

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed
Pr. SOULAYMANI Rachida
Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992
Pr. AHALLAT Mohamed
Pr. BENSOUDA Adil

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza

Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. EL OUAHABI Abdessamad
Pr. FELLAT Rokaya

Pr. JIDDANE Mohamed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr. BENJAAFAR Noureddine
Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Pr. EL AMRANI Sabah

Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

*Enseignant militaire

Meédecine Interne - Clinique Rovale
Anesthésie -Réanimation

Pathologie Chirurgicale

Meédecine Interne —Doyen de la EMPR
Neurologie

Gynécologie -Obstétrique
Anesthésie Réanimation

Anesthésie Réanimation

Néphrologie

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique Méd, Chef Maternité des Orangers
Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie- Dir. du Centre National PV Rabat
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale Doven de EMPT
Anesthésie Réanimation
Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie

Cardiologie

Anatomie

Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la FMPA

Gynécologie Obstétrique

Chirurgie Générale - Directeur du CHUIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique



Pr. IFRINE Lahssan
Pr. RHRAB Brahim
Pr. SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. EL MESNAQOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila

Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia

Pr. SEFIANI Abdelaziz

Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim

Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BIROUK Nazha

Pr. FELLAT Nadia

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

Pr. TOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. BENKIRANE Majid*

*Enseignant militaire

Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie Inspecteur du SSM
Pédiatrie

Traumatologie - Orthopédie
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Ophtalmologie
Génétique

Réanimation Médicale

Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Néphrologie

Cardiologie Directeur HM| Mohammed V

Gynécologie-Obstétrique
Neurologie

Cardiologie

Chirurgie Pédiatrique

Urologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Psychiatrie Directeur Hop.Ar-razi Salé
Gynécologie Obstétrique

Neurologie Doyen de la FM Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale

Hématologie



Janvier 2000

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABID Ahmed*
. AIT OUAMAR Hassan

. BENJELLOUN Dakhama Badr Sououd

. BOURKADI Jamal-Eddine

. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

. ECHARRAB EI Mahjoub

. EL FTOUH Mustapha

. EL MOSTARCHID Brahim*
. TACHINANTE Rajae

. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AIDI Saadia

. AJANA Fatima Zohra
. BENAMR Said

. CHERTI Mohammed

. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma

. EL HASSANI Amine

. EL KHADER Khalid

. GHARBI Mohamed El Hassan
. MDAGHRI ALAOUI Asmae

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

*E

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN EI Hassane*
CHAT Latifa

EL HIURI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine

nseignant militaire

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie - Directeur Hop,Cheikh Zaid
Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie

Anesthésie-Réanimation

Neurologie

Néphrologie

Pneumo-phtisiologie

Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie

Anatomie

Radiologie

Radiologie

Anesthésie-Réanimation

Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique Directeur Hop. Des Enfants Rabat
Chirurgie Générale

Pédiatrie - Directeur Hop, Univ, International (Cheikh Khalifa)
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale Directeur Hopital 1bn Sina
Chirurgie Thoracique

Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique Vv-D chargé Aff Acad. Est.
Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie



Pr. SABBAH Farid
Pr. SEFIANI Yasser
Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr. AMEUR Ahmed*

Pr. AMRI Rachida

Pr. AOURARH Aziz*

Pr. BAMOU Youssef*

Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*
Pr. BENZEKRI Laila

Pr. BENZZOUBEIR Nadia
Pr. BERNOUSSI Zakiya

Pr. CHOHO Abdelkrim*

Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL Fellous Sidi Zouhair
Pr. FILALI ADIB Abdelhai
Pr. HAJJI Zakia

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RAISS Mohamed

Pr. SIAH Samir*

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH El Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*
Pr. CHAGAR Belkacem*
Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima
Pr. KHARMAZ Mohamed
Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre*
Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. THAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah
Pr. AL KANDRY Sif Eddine*

*Enseignant militaire

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENYASS Aatif*
DOUDOUH Abderrahim*
HAJJI Leila
HESSISSEN Leila
JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
SBIHI Souad

ZERAIDI Najia

AVRIL 2006

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.

ACHEMLAL Lahsen*
BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika
BOUHAFS Mohamed El Amine
BOULAHYA Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*

ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

*E

. ABIDI Khalid

. ACHACHI Leila

. AMHAJJI Larbi*

. AOUFI Sarra

. BAITE Abdelouahed*

. BALOUCH Lhousaine*
. BENZIANE Hamid*

. BOUTIMZINE Nourdine

nseignant militaire

Rhumatologie

Ophtalmologie

Rhumatologie Directeur Hop, Al Avachi Salé
Pédiatrie

Cardiologie

Biophysique

Cardiologie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Rhumatologie
Hématologie

O.R.L

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio - Vasculaire. Directeur Hopital 1bn Sina Marr,
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie - Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie

Pneumo - Phtisiologie
Biochimie

Pneumo - Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie



Pr. CHERKAOUI Naoual*
Pr. EL BEKKALI Youssef*
Pr. EL ABSI Mohamed

Pr. EL MOUSSAOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GHARIB Noureddine
Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*
Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TACHFOUTI Samira
Pr. TAJDINE Mohammed Tarig*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGADR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna*

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya
Pr. LAMSAQOURI Jamal*

*Enseignant militaire

Pharmacie galénique
Chirurgie cardio-vasculaire
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie
Microbiologie
Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Biochimie-chimie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Médecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neuro-chirurgie
Radiologie

Rhumatologie
Neuro-chirurgie Directeur Hop.des Spécialités
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie-orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Médecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique



Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha*

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani*

Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem

Pr. ERRABIH lkram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Decembre 2010
Pr. ZNATI Kaoutar

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Eevrier 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr. BENCHEKROUN Laila

*Enseignant militaire

Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-Phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine Interne Directeur ERSSM
Physiologie

Microbiologie

Médecine Aéronautique
Biochimie- Chimie

Radiologie

Chirurgie Pédiatrique

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique et Réparatrice
Urologie

Gastro-Entérologie

Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Anatomie Pathologique

Anatomie Pathologique

Chirurgie pédiatrique
Anesthésie Réanimation
Traumatologie-orthopédie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie Pathologique

Pharmacologie
Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie-Réanimation
Biochimie-Chimie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
. MAAMAR Mouna Fatima Zahra
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

BENKIRANE Souad
BENSGHIR Mustapha*
BENYAHIA Mohammed*
BOUATIA Mustapha
BOUABID Ahmed Salim*

BOUTARBOUCH Mahjouba
CHAIB Ali*

DENDANE Tarek

DINI Nouzha*
ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali
ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa
ELFATEMI NIZARE

EL GUERROUJ Hasnae

EL HARTI Jaouad

EL JAOUDI Rachid*

EL KABABRI Maria

EL KHANNOUSSI Basma
EL KHLOUFI Samir

EL KORAICHI Alae
EN-NOUALI Hassane*
ERRGUIG Laila

FIKRI Meryem

GHFIR Imade

IMANE Zineb

IRAQI Hind

KABBAJ Hakima

KADIRI Mohamed*

LATIB Rachida

MEDDAH Bouchra
MELHAOQUI Adyl
MRABTI Hind
NEJJARI Rachid
OUBEJJA Houda
OUKABLI Mohamed*
RAHALI Younes
RATBI Ilham
RAHMANI Mounia
REDA Karim*
REGRAGUI Wafa
RKAIN Hanan
ROSTOM Samira
ROUAS Lamiaa
ROUIBAA Fedoua*
SALIHOUN Mouna
SAYAH Rochde
SEDDIK Hassan*
ZERHOUNI Hicham
ZINE Ali*

*Enseignant militaire

Hématologie

Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chimie Analytique et Bromatologie
Traumatologie orthopédie

Anatomie

Cardiologie
Réanimation Médicale
Pédiatrie

Anesthésie Réanimation
Radiologie
Neuro-chirurgie
Médecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique
Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie
Endocrinologie et maladies métaboliques
Microbiologie
Psychiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Pharmacologie
Neuro-chirurgie
Oncologie Médicale
Pharmacognosie
Chirugie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Pharmacie Galénique Vice-Doyen a la Pharmacie
Génétique

Neurologie
Ophtalmologie
Neurologie

Physiologie
Rhumatologie
Anatomie Pathologique
Gastro-Entérologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Chirurgie Pédiatrique
Traumatologie Orthopédie



AVRIL 2013
Pr. EL KHATIB MOHAMED KARIM*

MARS 2014

Pr. ACHIR Abdellah

Pr. BENCHAKROUN Mohammed*
Pr. BOUCHIKH Mohammed

Pr. EL KABBAJ Driss*

Pr. EL MACHTANI IDRISSI Samira*
Pr. HARDIZI Houyam

Pr. HASSANI Amale*

Pr. HERRAK Laila

Pr. JEAIDI Anass*

Pr. KOUACH Jaouad*

Pr. MAKRAM Sanaa*

Pr. RHISSASSI Mohamed Jaafar
Pr. SEKKACH Youssef*

Pr. TAZI MOUKHA Zakia

DECEMBRE 2014

Pr. ABILKACEM Rachid*

Pr. AIT BOUGHIMA Fadila

Pr. BEKKALI Hicham*

Pr. BENAZZOU Salma

Pr. BOUABDELLAH Mounya
Pr. BOUCHRIK Mourad*

Pr. DERRAIJI Soufiane*

Pr. EL AYOUBI EL IDRISSI Ali
Pr. EL GHADBANE Abdedaim Hatim*
Pr. EL MARJANY Mohammed*
Pr. FEJJAL Nawfal

Pr. JAHIDI Mohamed*

Pr. LAKHAL Zouhair*

Pr. OUDGHIRI NEZHA

Pr. RAMI Mohamed

Pr. SABIR Maria

Pr. SBAI IDRISSI Karim*

AOUT 2015

Pr. MEZIANE Meryem
Pr. TAHIRI Latifa

*Enseignant militaire

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Chirurgie Thoracique
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Thoracique
Néphrologie
Biochimie-Chimie
Histologie- Embryologie-Cytogénétique
Pédiatrie

Pneumologie

Hématologie Biologique
Génycologie-Obstétrique
Pharmacologie

ccv
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Introduction




-L’infection par le virus de I’hépatite B (VHB) représente un probléeme de santé
publique & I’échelle mondiale avec une morbi-mortalité importante. [1]

-Malgré I’existence d’un vaccin, on estime qu’au moins 240 millions de personnes dans
le monde sont des porteuses chroniques du VHB et sont exposées a un risque d’évolution vers
la cirrhose et par consequent vers le carcinome hépatocellulaire (CHC). [2]

-Un dépistage sérologique de I’hépatite aigue est donc nécessaire pour I’indentification
et la prise en charge rapide des sujets infectés par le VHB.

-Le virus de I’hépatite B est un virus a ADN (Acide désoxyribonucléique) enveloppé
appartenant a la famille des Hepadnaviridae. Son enveloppe lipoprotéique porte I’antigéne de
surface du virus de I’hépatite B ou Ag HBs qui est un marqueur sérique d’infectiosité précoce
et extrémement sensible pour le dépistage des sujets infectés par le VHB.

-La détection de I’Ag HBs implique de compléter par d’autres examens a titre
d’exemple : les Anticorps anti-HBc totaux et IgM, I’Antigene HBe et I’ Anticorps anti-HBe,
ainsi que la charge virale du VHB.

-La disponibilit¢ de méthodes trés sensibles pour détecter I'Ag HBs entraine une
augmentation inévitable des résultats faussement réactifs (Faux positifs), le test de dépistage
de I’Ag HBs doit étre confirmé par un test de séroneutralisation.

-Cependant, le test de séroneutralisation reste un test colteux et non disponible dans
tous les laboratoires de virologie d’ou I’importance d’une valeur positive prédictive pour

rendre I’utilisation de ce test plus efficient.



ODbjectifs




Les objectifs de ce travail sont de :

- Examiner la place et l'importance du test de neutralisation de I'Ag HBs dans
l'algorithme diagnostic de I'infection par le virus de I’hépatite B.

- Trouver une valeur seuil (Cut-off) a partir de laquelle I’Ag HBs est considéré positif

sans passer par un test de confirmation.

- Evaluer la place de I’Anticorps anti-HBc comme marqueur indirect de la
confirmation de I’Ag HBs.



Matéeriels et methodes




1. Lieu de I’étude :

-Notre étude s’est déroulée au laboratoire central de virologie (LCV) qui se situe au sein
de I’Hépital des Spécialités de Rabat (HSR) du Centre Hospitalier Ibn Sina de Rabat.

-Le LCV draine tous les prélevements de virologie des différents hopitaux du CHU Ibn

Sina ainsi que les prélevements des patients externes.

-Les activités de virologie au sein du laboratoire sont organisées en deux secteurs : La
sérologie virale et la biologie moléculaire (les techniques de PCR (Polymerase chain
reaction) en temps réel). Pour assurer ses activités, le LCV est automatisé, informatisé et doté
d’un matériel a la pointe de la technologie.

2. Type et période de I’étude :

-Nous avons réalisé une étude transversale rétrospective portant sur la place du test de
séroneutralisation dans la confirmation de I’Ag HBs qualitatif, de la période allant de mars
2015 a novembre 2020.

3. Population cible et critéres d’inclusion :

-Les prelévements inclus dans cette étude sont ceux dont la recherche de I’Ag HBs est
positive (valeur > 1) de facon répétable c.a.d. contr6lée aprés centrifugation a une vitesse de
10.000 x g et dont la valeur d’Ag HBs est inférieure a 1000 et pour qui on a effectué un test
de neutralisation de I’Ag HBs.

-Les données nécessaires a cette étude ont été extraites du Systéeme Informatique du
LCV (e-LABS) et du Middleware EVM.



4. Critéres d’exclusion :

-Ne sont pas concernés par cette étude :
— Les prélevements dont la recherche d’Ag HBs est négative (valeur < 1)

— Les prélevements dont la recherche d’Ag HBs est positive (valeur >1000) avec

des Anticorps anti-HBc positifs (valeur > 1)

5. Méthodes d’analyse :

-Les tests effectués au LCV, indispensables a cette étude sont au nombre de deux: Le
test ARCHITECT HBs Ag Qualitative Il et le test ARCHITECT HBs Ag Qualitative Il
Confirmatory (Abbott diagnostics).

-Les échantillons utilisés pour ces deux tests sont réalisés sur du sérum prélevé sur tube

sec avec gel séparateur ou sur du plasma prélevé sur tube EDTA.

-Apres la phase pré-analytique comprenant le tri des tubes non conformes, la saisie des
examens demandés et I’étiquetage des prélevements, les tubes primaires sont centrifugés a

une vitesse de 4000 x g pendant 15 min.

-Les échantillons nécessitant un contr6le sont transférés dans des tubes de centrifugation

Eppendorf et centrifugés a une vitesse de 10000 x g pendant 10 min.

a) Principe du test de dépistage de I’Ag HBs :

-Dans notre étude, le dépistage de I’Ag HBs au LCV est réalisé par le dosage
ARCHITECT HBs Ag qualitative 11 sur I’automate Architect i 1000 sr ou sur Architect i 2000
sr d’ABBOTT. (Figure 1 et 2)



Figure 1: Automate ABBOTT Architect i 1000 sr [3]

Figure 2: Automate ABBOTT Architect i 2000 sr [4]



-1l s’agit d’une technique de dosage immunologique microparticulaire utilisant la
technologie de chimiluminescence (CMIA) pour la détection qualitative de I’Ag HBs dans le

sérum et le plasma humains. (Figure 3)

Principe du dosage* Lavage Lavage . (Y I-( '\

M| J ¢ ¢
, n ) )4 0
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recombinants

*sauf indication contraire sur la nobice d'utlisabion

Figure 3: Principe général de la technique de dosage immunologique microparticulaire

par chimiluminescence (CMIA) [5]

-En pratique, dans le dosage ARCHITECT HBs Ag Qualitative 1I, les échantillons
(Sérum ou plasma humains), les microparticules paramagnétiques recouvertes d'Anticorps
anti-HBs (Ac anti-HBs de souris), et le conjugué d’Anticorps anti-HBs marqué a
l'acridinium (Conjugué d’Ac anti-HBs de souris et de chévre marqué a I’acridinium) sont

combinés pour créer un mélange réactionnel.

-L’Ag HBs présent dans I’échantillon se lie aux microparticules recouvertes

d’Anticorps anti-HBs et au conjugué d’Anticorps anti-HBs marqué a l'acridinium.

-Aprés lavage, le tampon de lavage supplémentaire est ajouté au mélange réactionnel.
Apres un autre cycle de lavage, les solutions de préactivation (PRE-TRIGGER : 1.32%
d’eau oxygéné) et d’activation (TRIGGER : 0.35 N d’hydroxyde de sodium) sont ajoutées
au mélange réactionnel. (Figure 4)



-La réaction chimiluminescente qui en résulte est mesurée en unités relatives de lumiére
(URL) par le systeme optique ARCHITECT i system. Il existe une relation directe entre la

quantité d’Ag HBs présente dans I’échantillon et les URL détectées.

-La présence ou I’absence de I’Ag HBs dans I’échantillon est précisée en comparant le
signal chimiluminescent de la réaction au signal de la valeur seuil déterminée par une

calibration antérieure.

-L’ARCHITECT i system calcule la valeur seuil a partir de I’'URL moyenne des
calibrateurs puis calcule les résultats en se basant sur le rapport de la valeur URL de
I’échantillon sur la valeur URL seuil (Ratio S/CO: ‘Signal to cut-off’) pour chaque

échantillon de contréle.

Valeur URL seuil = (0.0575 x valeur URL moyenne du calibrateur 1) + (0.8 x
valeur URL moyenne du calibrateur 2)

S/CO = Valeur URL de I’échantillon / valeur URL de la valeur seuil

-L’échantillon est dit réactif pour I’Ag HBs si le signal chimiluminescent de la réaction

est plus intense que le signal de la valeur seuil. [6]
-Interprétation des résultats :

— Les échantillons dont la valeur S/CO est inférieure a 1 sont considérés comme

non réactifs, la réanalyse dans ce cas est inutile.

— Les échantillons dont la valeur S/CO est supérieure ou égale a 1 sont considérés
comme réactifs et doivent étre réanalysés. Ces échantillons doivent étre
transférés dans des tubes pour centrifugeuse puis centrifugés a une vitesse >

10.000 x g pendant 10 minutes.

— Apres réanalyse, les échantillons retrouvés réactifs de facon répétable doivent
étre confirmés par un test: le test de séroneutralisation par le dosage
ARCHITECT HBs Ag Qualitative 11 Confirmatory sur I’automate ARCHITECT
i 1000 sr ou i 2000 sr avant de communiquer au patient son statut vis-a-vis de
I’Ag HBs.
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b) Principe du test de neutralisation de I’Ag HBs :

-Le dosage ARCHITECT HBs Ag Qualitative 1l Confirmatory est un dosage
immunologique microparticulaire par chimiluminescence (CMIA) recommandé pour
confirmer la présence d’Ag HBs dans les échantillons réactifs de facon répétable et aprés
centrifugation a une vitesse de 10.000 x g en utilisant le principe de la neutralisation par des
anticorps spécifiques.

-Le dosage ARCHITECT HBs Ag qualitative Il Confirmatory est constitué de deux
analyses effectuées par I’ARCHITECT i system qui sont des dosages immunologiques en une
étape avec prétraitement : Le dosage HBs Ag Q2 C1 et HBs Ag Q2 C2.

-En pratique, I’échantillon (Sérum ou plasma humain) et le réactif de prétraitement 1

(Ac anti-HBs humain) sont mis en présence dans une cupule réactionnelle et incubés.

-Si I’Ag HBs est présent dans I’échantillon, il sera neutralisé par I’ Anticorps anti-HBs
(humain) dans le réactif de prétraitement 1.

-Une partie aliquote de I’échantillon prétraité (Ag HBs + Ac anti-HBs humain), les
microparticules paramagnétiques recouvertes d’Ac anti-HBs (Ac anti-HBs de souris) et le
conjugué d’Ac anti-HBs marqué a I’acridinium (Conjugué d’Ac anti-HBs de souris et de

chevre marqué a I’acridinium) sont mis en présence pour former un mélange réactionnel.

-L’Ag HBs non neutralisé preésent dans I’échantillon se lie aux microparticules
recouvertes d’Anticorps anti-HBs de souris et au conjugué d’Anticorps anti-HBs marqué a
I’acridinium.

-Aprés lavage, le tampon de lavage supplémentaire est ajouté dans la cupule

réactionnelle et incubé. Apres un autre cycle de lavage, les solutions de préactivation et
d’activation sont ajoutées au mélange réactionnel. (Figure 5)

-La réaction chimiluminescente qui en résulte est mesurée en unités relatives de lumiére
(URL) par le systeme optique ARCHITECT i system. Il existe une relation directe entre la
quantité d’Ag HBs présente dans I’échantillon et les URL détectées.
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- Le dosage HBs Ag Q2 C1 de I’échantillon incubé avec le réactif de prétraitement

1 (ou échantillon neutralisé) donne la valeur C1.

. L
o® o Incubste ol T b
T min [ ) L]
*gp r - e =
a™® e ©
HEBsAg in Addition of Fretreatment 1 Anti - HEBs binds Addition of Microparticles
Fatient Sampile (Anti -HBs pos. plasma) to HEsAg coated with two Monockonal
2 Amibodies to HEsAg
(hurmain) y
(Ac anti-HBs de
souris)
g ES
-
£ L = Wash 3 x
@
® Add
i ® . 1) Add Ancillary
- &

_.4' _{H— },._ Wash Buffer F'r: Tngger
ad i o IR ngges
".__ B = & 2 ) Incubate (4 min ) *

A * A " 3) Wash (x3)
~{ f- 3 - Read
Addition of Polyclonal Anti- HBs of Pretreatment 1 prevants HEsAg and NO'SI

Ant- HBs Conjugate

(Conjugue d'Ac anti-HBs
de souris et de chévre

margué a Facridinium)

Conjugsts bindng tocoated Microparticle

Figure 4: Etape d’incubation de I’échantillon du patient avec le réactif de prétraitement

1 utilisant la technique de dosage immunologique CMIA : [7]
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-Cette séquence est répétée pour I’échantillon et le réactif de prétraitement 2 contenant
du plasma humain recalcifié sans anticorps neutralisants, ce réactif ne neutralise donc pas
I’Ag HBs présent dans I’échantillon.

- Le dosage HBs Ag Q2 C2 de I’échantillon incubé avec le réactif de prétraitement
2 (ou échantillon non neutralisé) donne la valeur C2.

L
e
8 . L L
L 8 Inc ubate £-] [ ]

® [ ] —|— 7 min _I...

¢ L

HBsAg in Additon of Pretreatment 2 Mo specific AbfAg binding Addition of Microparticles
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Anbbodies 1o HBsAgQ
(Ac anti-HBs de souris)

(Absence d'Ac anti-HBs
humain)

Wash 3 x
4 Ackd
-'f’.— -{" ,"' Incubate 1.) Add Anciliary Fre- Trigger
+ £ £ & e bstistacd Trigger
- }- 2 ) Incubate (4 min )
£ 3.) Wash (x3)
Read
Addition of Polyclonal HBsAQ captured on salid phase Y
Arti- HBs Conjugate Conjugate binds 1o caplures HESAG Signal

(Conjugué d"Ac anti-HEs de souris
et de chévre margue d Facridinium)

Figure 5: Etape d’incubation de I’échantillon du patient avec le réactif de prétraitement
2 utilisant la technique de dosage immunologique CMIA : [7]
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-Le résultat du dosage ARCHITECT HBs Ag Qualitative 1l Confirmatory est basé sur le
rapport de la valeur de I’échantillon sur la valeur seuil (S/CO) et le pourcentage de

neutralisation de I’échantillon.

-L’ARCHITECT i system calcule la valeur seuil a partir de I’'URL moyenne des
calibrateurs puis calcule les résultats en se basant sur le rapport de la valeur URL de

I’échantillon sur la valeur URL seuil (S/CO) pour chaque échantillon et contréle.

Valeur URL seuil = (0.0575 x valeur URL moyenne du calibrateur 1) + (0.8 x
valeur URL moyenne du calibrateur 2)

S/CO = Valeur URL de I’échantillon / valeur URL de la valeur seuil

-L’ARCHITECT i system calcule également le pourcentage de neutralisation a I’aide
des résultats des dosages HBs Ag Q2 C1 et HBs Ag Q2 C2 pour chaque échantillon et

contrdle en utilisant I’équation suivante : [8]

-Pourcentage de neutralisation =

(Valeur URL de I' échantillon HBs Ag 02 €2)—(Valeur URL de I échentillon HBs Ag 02 €1)
(Valeur URL de [ échantillon HEs Ag 02 c2)—(Valeur URL moyenne du calibrateur 2 HBs Ag (02 €Z)

x100

-Interprétation des résultats :

— Si la valeur S/CO de I’échantillon non neutralisé (incubé avec le réactif de

prétraitement 2) est < 0.70, le pourcentage de neutralisation n’est pas valide.

— Si la valeur S/CO de I’échantillon non neutralisé (incubé avec le réactif de
prétraitement 2) > 0,70 et que I'URL de I'échantillon neutralisé (incubé avec le
réactif de prétraitement 1) est réduite d'au moins 50% par rapport a I'échantillon

non neutralisé, I'échantillon est considéré comme confirmé pour I'Ag HBs.
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Pourcentage de

Dilution : S/CO HBs Ag Q2 C2: — Interpretation finale:
- neutralisation:
Sans dilution <0.70 Non applicable Non confirmé
<10 <50 % Non confirmé
>0.70 >50 % Confirmé positif
>10 <50 % Recommencer I’analyse en utilisant une
dilution au 1/500
1/500 <0.70 Non applicable Non confirmé
>0.70 >50 % Confirmé positif
>0.70 <50 % Recommence I’analyse en utilisant une
dilution au 1/20.000
1/20.000 <0.70 Non applicable Non confirmé
>0.70 >50 % Confirmé positif
>0.70 <50 % Non confirmé

Tableau 1: Tableau récapitulatif indiquant les différentes interprétations des résultats
du dosage ARCHITECT HBs Ag Qualitative Il Confirmatory avec et sans dilution : [8]
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6. Place de I’Anticorps anti-HBc dans la confirmation indirecte
de I’Ag HBs :

-ldéalement, le dépistage de I’hépatite B doit reposer sur 3 marqueurs sériques [9] :
I’Ag HBs marqueur d’infectiosité, les Anticorps anti-HBs marqueurs d’immunisation et les

Anticorps anti-HBc marqueurs de contact, non protecteurs.

-1l existe 2 types d’Anticorps anti-HBc : les Anticorps anti-HBc de type IgM qui
témoignent généralement d’une infection récente et les Anticorps anti-HBc de type IgG qui

vont persister qu’elle que soit I’évolution de I’infection. [9]

-En pratique, on ne recherche pas les Anticorps anti-HBc a proprement dit, mais les
Anticorps anti-HBc totaux (IgG + IgM). Apres le contact avec le VHB, les Anticorps anti-
HBc apparaissent rapidement apres I’Ag HBs (environ 2 semaines apres) et persistent a vie ce

qui en fait un excellent marqueur épidémiologique du contact avec le VHB. [10]

-Leur présence témoigne donc d’un contact avec le VHB lors d’une infection aigue ou

chronique ou d’une infection résolue.

-Pour cette partie, nous allons inclure en plus des prélévements répondant aux critéres
d’inclusion (c.a.d. dont I’Ag HBs est réactif de facon répétable, contr6lé par centrifugation a
10.000 x g et dont la valeur est inférieure a 1000), les prélévements ayant eu une
séroneutralisation et une détection de I’ Anticorps anti-HBc.

-Pour interpréter les résultats, il est nécessaire de définir les échantillons vrais positifs
(VP), faux positifs (FP), vrais négatifs (VN) et faux négatifs (FN).

VP Ag HBs positif Neutralisation positive Ac anti-HBc positif
FP Ag HBs positif Neutralisation négative Ac anti-HBc positif
VN Ag HBs positif Neutralisation négative Ac anti-HBc négatif
FN Ag HBs positif Neutralisation positive Ac anti-HBc négatif

Tableau 2: Tableau récapitulatif définissant les échantillons VP, FP, VN et FN
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7. Analyse statistique des données :

-On a utilisé dans notre étude Microsoft Excel 2007 pour regrouper et trier I’ensemble

des informations recueillies de la base de données e-LABS et EVM.

-Les données regroupées dans le fichier Excel ont été transférées dans le logiciel
d’analyse statistigue SPSS 25.0 (Statistical Package For The social Science) pour étre

traitées.

-On a calculé la moyenne, la médiane, les extrémes (Min et Max) et les intervalles
interquartiles des valeurs d’Ag HBs ainsi que la moyenne, la médiane, les extrémes, les
intervalles interquartiles et le pourcentage des vrais positifs (VP) et des faux positifs (FP).

-La valeur prédictive positive (VPP) a été également calculée. La VPP est définie par la
probabilité que le patient, dont le test est positif, soit réellement malade. Elle correspond donc
au nombre de préléevements positifs (VVP) parmi tous les prélevements positifs au test.

VPP=—"%_ x 100
VF+FFP

-Dans notre étude on a considéré comme VP, les personnes ayant un Ag HBs positif
avec un test de neutralisation positif et comme FP, les personnes ayant un Ag HBs positif

avec un test de neutralisation négatif.

-Pour déterminer si la différence entre les médianes des vrais et des faux positifs d’Ag

HBs est statistiquement significative, on a utilisé le test de Mann-Whitney U sur SPSS.

-On a utilisé comme outil la courbe ROC (Receiver Operating Characteristics), qui est
une représentation graphique de la relation existante entre la sensibilité et la spécificité a
toutes les valeurs seuils possibles, pour évaluer la place et la valeur seuil optimale de
I’ Anticorps anti-HBc comme marqueur indirect de la confirmation de I’Ag HBs.

-Le seuil de signification statistique est fixé a p <0.05.

17



Reésultats
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1.Place du test de séroneutralisation de I’Ag HBs dans
I’algorithme de diagnostic de [I’infection par le virus de
I’hépatite B :

-Sur un total de 54.649 échantillons testés au LCV de la période allant de mars 2015 a
novembre 2020 pour la recherche de I’antigéne de surface de I’hépatite B (Ag HBs), 1282
(2.34%) etaient positifs selon I’interprétation de I’ARCHITECT (Cut-off ‘S/CO’ > 1).

-Toutefois, seul 223 échantillons testés sur les 1282 étaient réactifs de fagon répétable
pour I’Ag HBs et répondent aux critéres d’inclusion de notre étude (Echantillons réactifs de
facon répétable c.a.d. contrblés apres centrifugation a une vitesse de 10.000 x g et dont la
valeur d’Ag HBs est inférieure a 1000).

-Ces 223 échantillons ont été analysés avec le dosage ABBOTT ARCHITECT HBs Ag
Qualitative Il Confirmatory selon la technique CMIA pour confirmer la présence de I’Ag
HBs.

-Parmi les 223 échantillons positifs de facon répétable, 173 (77.57%) étaient confirmés

positifs avec le test de séroneutralisation et 50 (22.42%) étaient des faux positifs.

-La valeur médiane de I’indice de I’Ag HBs était de 1.45 versus 44.46 (p < 0.001) pour

le groupe des faux positifs et des vrais positifs respectivement.

-Pour mieux visualiser les paramétres de distribution de I’Ag HBs: la médiane,
I’intervalle interquartile et la valeur maximale et minimale nous avons créé un Box Plot (ou

Boite a Moustache). (Figure 6)

-La visualisation dans le méme schéma des vrais et des faux positifs par I’intermédiaire
d’un box plot, donnant des résultats inexploitables pour les faux positifs en raison de leur
échelle (Vrais positifs varient entre 0 et 1000 et faux positifs entre 0 et 12.50), nous les avons
représentés sur deux box plots différents. (Figure 7 et 8)
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Figure 7: Box plot des résultats des vrais positifs d’Ag HBs
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Figure 8: Box plot des résultats des faux positifs d’Ag HBs
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2.Valeur seuil de I’Ag HBs (Cut-off) corrélée a la confirmation de
I’Ag HBs :
-Les différentes valeurs de I’Ag HBs ont été réparties par tranches pour trouver la
valeur seuil a partir de laquelle aucun faux positif n’est retrouvé. (Tableau 3)

-Cependant, nous avons observé que le nombre d’échantillons faussement positif
diminue lorsque le S/CO augmente avec une VPP de 100% lorsque le S/CO est supérieur ou
égal a 15.

-Les échantillons dont le S/CO est inférieur a 5 ont une VPP de 50 % versus 71.42% et

87.50% pour les échantillons dont le S/CO est entre 5 et 10 et 10 et 15 respectivement.

-Dans notre étude, la valeur seuil d’Ag HBs a partir de laquelle aucun faux positif n’est
retrouvé est de 15 (valeur > 15) avec une VPP de 100%.

Par tranche l1ab[ [5a10] [10a15] [15 a 1000
N° de sérums 86 21 8 108

FP 43 (50%) 6 (28.57%) 1 (12.50%) 0 (0%)
VP 43 (50%) 15 (71.42%) 7 (87.50%) 108 (100%)
VVP 50% 71,42% 87,50% 100%

Tableau 3: Tableau récapitulatif des résultats de la répartition des différentes valeurs

22

d’Ag HBs par tranches : VP, FP et VPP




-L’ensemble des données sont résumées dans le tableau ci-dessous :

Nombre global d’Ag HBs realisés entre 2015 et

2020

54649

Nombre global et pourcentage d'Ag HBs positif

1282 (2,34%)

Ag HBs positifs avec test de séroneutralisation

223

Moyenne des valeurs d’Ag HBs (Moyenne,

Médiane, Intervalles interquartiles et Extrémes)

-Moyenne : 139.9
-Médiane : 12.06 [2.15, 178.19]

-Extrémes (Min : 1, Max : 977,53)

Vrais positifs (VP), Faux positifs (FP) : nombre

et pourcentage

-FP : 50 (22,42%)

-VP : 173 (77,57%)

FP : Moyenne, Médiane, Intervalles

interquartiles et Extrémes

-Moyenne : 2,50
-Médiane : 1,45 [1.24, 2.50]

-Extrémes (Min : 1, Max : 13,46)

VP : Moyenne, Médiane, Intervalles

interquartiles et Extrémes

-Moyenne : 179,68
-Médiane : 44,66 [5.10, 302.54]

-Extrémes (Min : 1,09, Max : 977,53)

Tableau 4: Tableau récapitulatif des résultats d’Ag HBs obtenus
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3.Place de I’Anticorps anti-HBc dans la confirmation indirecte de
I’Ag HBs :

-La recherche de I’ Anticorps anti-HBc a été réalisée sur 204 des 223 échantillons testés

par séroneutralisation. Les résultats obtenus sont les suivants :

VP 145
VN 38
FN 18
FP 3

Tableau 5: Tableau résumant les résultats obtenus des échantillons VP, VN, FN et FP

-Pour évaluer la place et la valeur seuil optimale de I’Anticorps anti-HBc comme
marqueur indirect de la confirmation de I’Ag HBs, nous avons utilisé la Courbe ROC (The

Receiver Operator Characteristic).

Courbe ROC
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Sensibilité

0.4

0.2
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1 - Spécificité

Figure 9: Courbe ROC des valeurs de I’Anticorps anti-HBc basée sur les résultats du

test de séroneutralisation de I’Ag HBs
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-Résultats :

Erreur standard# Sig. Intervalle de confiance
asymptotique® asymptotique a 95 %
Borne
Zone Borne inférieure superieure
,939 ,016 ,000 907 971

Tableau 6: Tableau des résultats de la courbe ROC obtenus par le logiciel SPSS

-L’air sous la courbe ROC (The Area Under The Curve ‘AUC’) est de 0.939 avec un
intervalle de confiance [0.907 ; 0.971] (Statistiquement significatif) ; sa valeur est optimale

vue qu’elle est supérieure a 0.8.

-Sur le tableau des résultats fournis par la courbe de ROC, nous avons choisi pour les
valeurs d’Anticorps anti-HBc, la valeur de 7,94 qui donne une spécificité de 100% et une
sensibilité de 76.7%.
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I. Synthése bibliographique sur I’hépatite B :
1. Historique :

-En 1964, Baruch S. Blumberg mis en évidence un nouvel antigéne (antigéne Australia)
dans le sérum d’un aborigene australien au cours d’une étude sur le polymorphisme génétique

des protéines sériques.

-A partir des années 1970, S Blumberg, son équipe et Alfred M. Prince montrent que cet
antigéne est un marqueur d’une hépatite virale post-transfusionnelle et I’identifient comme

étant la protéine de surface du virus de I’hépatite B (Ag HBs).

-En 1975, I’équipe de Philipe Maupas a Tours publie les 1°*° résultats d’une vaccination
contre le VHB utilisant comme source vaccinale I’antigéne Australia purifié a partir de

plasmas de porteurs chroniques de VHB.

-En 1986, le 1* vaccin mondial obtenu par génie génétique et commercialisé est un

vaccin contre I’hépatite B. [9]

2. Caracteres virologiques du virus de I’hépatite B :

a. Taxonomie et classification virale :

-Le VHB est un virus enveloppé a ADN, a tropisme hépatique, appartenant a la famille
des Hepadnaviridae qui contient 2 genres : [11]

— Orthohepadnavirus infectant humains, singes et rongeurs
— Avihepadnavirus infectant les oiseaux
-Ainsi que 8 génotypes (A a H), ayant de nombreux sous types [9]

-C’est un virus caractérisé par sa variabilité génétique et antigénique, qui a un intérét a

la fois épidémiologique, diagnostique et pronostique. [11]
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b. Structure du VHB :

-Trois types de particules virales de morphologie distincte sont visualisés au microscope
électronique dans le sérum du sujet infecté : (Figure 10 et 11) [12]

-Les particules infectieuses ou particule de Dane : sphérique, de 42nm, correspondant
au virion complet, constituée d’une enveloppe lipoprotéique et d’une nucléocapside [9]

— Enveloppe lipoprotéique faite de 3 proteines enchéssées dans la bicouche
lipidique : petite protéine HBs ou Small ou forme majeure, moyenne protéine
HBs, Medium ou forme M, grande protéine HBs, Large ou forme L et qui porte
le déterminant antigénique du VHB, I’Ag HBs.

— Nucléocapside icosaédrique (ou core) : de 22nm, contenant le génome du VHB
qui est un ADN circulaire partiellement double brin lié de maniére covalente a

une polymérase virale.

-Les particules non infectieuses (spheres et batonnets) : de 22nm, enveloppes vides
constituées uniquement d’Ag HBs et produites en grand excés dans le sérum du sujet infecté

par rapport aux particules infectieuses. [13]

Grande protéine HBs
"
< @Q)‘]gJL ((/ Moyenne protéine HBs
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Polymérase
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f [Particule de Dane J

Figure 10: Représentation schématique du virus de I’hépatite B et des formes virales

vides (Spheéres et batonnets) [9]
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Figure 11: Photographie en microscopie électronique des particules du VHB [9]

c. Génome du VHB :

-C’est le plus petit génome viral humain a ADN, il s’agit d’un ADN circulaire,
partiellement double brin ayant une taille de 3.2kb [13], lié¢ de facon non covalente a une

polymérase virale. [9]

-Cette configuration circulaire est maintenue par un appariement des extrémités 5’ des 2

brins, de longueur différente : [13]

— Un brin de polarité négative codant, complet, qui contient la totalité du

patrimoine génétique du virus.
— Un brin de polarité positive non codant, incomplet, de taille variable.

-L’organisation du génome du VHB est extrémement compacte et le brin de polarité
négative comporte 4 cadres ouverts de lecture (4 ORF : Open Reading Frames: S, C, P, X),
se chevauchant dans la méme orientation transcriptionnelle et recouvrant la totalité du

génome. (Figure 12)

— ORF S: code 3 protéines de surface a partir de 3 codons d’initiation différents
qui sont en phase : pré S1/pré S2/S pour la grande protéine (L-HBs), pré S2/S
pour la protéine moyenne (M-HBs) et S pour la petite protéine ou Ag HBs
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— OREF pré C/ C: code la protéine structurale de la capside ou Ag HBc lorsque la
traduction est initiée a partir de la région C (Core) et code la protéine précurseur
de I’Ag HBe lorsqu’elle est initiée a partir de la région pré C (pré core)

— ORF P: code la polymérase virale, qui est formée de 4 domaines suivant cet

ordre :

= Domaine N-terminal de la protéine attaché de maniére covalente a I’extrémité 5 du
brin de polarité negative de I’ADN

= Domaine espaceur (Spacer) : non essentiel aux activités de la polymérase, de fonction

mal connue
= Domaine transcriptase inverse / ADN polymérase
= Domaine ribonucléase H

— ORF X: code la protéine régulatrice X, ayant de multiples fonctions :
transduction de signal, activation de la transcription, réparation de I’ADN et
inhibition des protéines de dégradation. Cette protéine pourrait contribuer au

pouvoir oncogéne du VHB. [14]
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Figure 12: Organisation du génome du virus de I’hépatite b [9]
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d. Réplication du VHB :

-L’entrée du VHB dans I’hépatocyte se fait en plusieurs étapes, la phase initiale
implique I’interaction aspécifique et a faible affinité de I’enveloppe virale avec les
protéoglycanes de sulfate d’héparane (HSGP) sur la membrane hépatocytaire, le changement
de conformation de I’enveloppe virale consécutif a cette interaction permet la liaison
specifique et a forte affinité du domaine préS1 de I’Ag HBs avec le domaine extracellulaire
du récepteur NTPC (polypeptide co-transporteur du sodium taurocholate), déclenchant ainsi
I’entrée du virus dans la cellule par endocytose.

-Apres I’entrée du virus et perte de son enveloppe, la nucléocapside virale migre le long
des microtubules vers le noyau de I’hépatocyte et libére I’ADN génomique en son sein.

-Dans le noyau, I’ADN est modifié par des facteurs cellulaires et transformé en ADN
circulaire, double brin, refermé sous forme surenroulée (Supercoiled) ou ADNccc qui sert de
matrice a la transcription des genes viraux et qui se lie a des protéines cellulaires (histones et
facteurs de transcription) et virales (HBx, HBc), c’est cette forme qui persistera dans
I’hépatocyte toute la vie de I’individu.

-La transcription est initiée dans le noyau et produit, a partir du brin de polarité négative
de I’ADNccc, des ARN prégénomique et précore et des ARNm subgénomiques qui codent les
protéines de capside, d’enveloppe préS2-S, préS1-préS2-S, mais aussi la polymérase virale P
et la protéine X. Les différentes protéines virales sont produites en utilisant la machinerie de

traduction cellulaire.

-Apreés encapsidation dans le cytoplasme de I’ARN prégénomique, il est rétrotranscrit
en ADN monocaténaire de polarité négative qui sert de matrice pour la synthese du brin
complémentaire de polarité positive.

-Une fraction des nucléocapsides néoformées acquiert son enveloppe dans un
compartiment pré golgien correspondant au site de maturation des protéines, le virion ainsi
formé par bourgeonnement de la membrane du réticulum endoplasmique (RE) est libéré dans

la voie exocytique.
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-Une autre fraction n’acquiert pas d’enveloppe mais est recyclée vers le noyau pour
réalimenter le stock d’ADNccc. Ceci 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.

-Par ailleurs, les Ag HBs produits a partir des ARNm peuvent étre adressés vers le
réticulum endoplasmique (RE) et le compartiment intermédiaire de I’appareil de Golgi
(Endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment, ERGIC) au sein duquel ils seront

assemblés en éléments particulaires de différentes natures : spheres, batonnets, filaments). [9]
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Figure 13: Cycle viral de multiplication du VHB [9]
e. Variabilité genétique :

-Le VHB est un virus & ADN caractérisé par une grande variabilité génétique. [15] Son
processus réplicatif se fait par I’intermédiaire d’une enzyme de type transcriptase inverse, ce
qui est a I’origine d’un taux de mutations plus €levé que celui rencontré lors de la réplication
du génome des virus a ADN classiques [16] et expliquerait également I’apparition de variants
du VHB. [9]
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-Selon I’homogénéité de séquences des souches du VHB, 8 génotypes (A a H) avec
pour certains plusieurs sous types, ont été définis par divergence dans I’ensemble des
séquences du VHB. [17]

-Les différents génotypes témoignent, en partie, de I’origine géographique des sujets
infectés mais sont aussi associés a des différences dans la pathogenese. [9]

-Par conséquent, en raison particulierement des différences de séquences génomiques,
certains génotypes favorisent I’émergence de variants ne produisant plus d’Ag HBe (mutants
précore), I’infection par ses variants peut étre a I’origine des formes plus séveres voire

fulminantes d’hépatite aigue. [9]

-Cependant, a I’échelle individuelle, ces différences ne permettent pas de proposer des
prises en charge différentes en fonction du génotype. [9]

-Sur le plan protéique, une variabilité importante a la base de la classification en sous-
types (ayw, ayr, adw, adr...) est présente dans la séquence du déterminant «a» (acides
aminés 121 a 149) porté par I’Ag HBs. [9]

3. Aspects épidémiologiques de I’infection par le VHB :
a. Répartition géographique du VHB :

-L’hépatite B est une maladie infectieuse a diffusion mondiale. Dans le monde, I’'OMS
estime a 2 milliards le nombre de personnes qui ont déja été en contact avec le VHB et a 257
millions le nombre de personnes porteuses chroniques de I’Ag HBs avec un risque important
d’évoluer vers la cirrhose et le CHC. [18] Par ailleurs, le VHB est directement responsable de
pres de 900.000 déces/an dans le monde. [9]

-On distingue schématiquement selon I’OMS, 3 zones en fonction de la prévalence de

I’Ag HBs dans la population : [19]
— Zone a forte prévalence : Afrique sub-saharienne, Asie du Sud-est

— Zone a prévalence intermédiaire : Italie, Afrique du Nord, Espagne du Sud,

Gréce, Japon
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— Zone a faible prévalence : Australie, Europe du Nord et de I’Ouest, Amérique du

Nord, Une partie de I’Amérique du Sud : Uruguay, Chili, Argentine

-Le Maroc est considéré selon I’OMS comme ayant une prévalence intermédiaire [19]
b. Mode de transmission et populations exposées au VHB :

Mode de transmission du VHB :

-Chez les sujets atteints d’hépatite aigue ou chronique (a différents stades de
I’infection), le VHB est présent dans le sang a une concentration élevée.

-1l est aussi détecté dans la plupart des fluides biologiques comme les sécrétions
génitales et le sperme, mais aussi dans la salive, le lait maternel, les urines, la sueur et les

larmes.

-1l existe 3 modes de transmission principaux du VHB. Sur le plan mondial, la
contamination est principalement due a la transmission de la mére a I’enfant (ou transmission

verticale).

-La transmission verticale est un facteur important de dissémination du VHB, elle
s’effectue essentiellement a partir des femmes porteuses chroniques du virus au moment de
I’accouchement par I’intermédiaire du sang maternel contaminé ou les sécrétions cervicales
ou vaginales. Le risque de transmission verticale augmente avec le niveau de charge virale au
3éme

moment de I’accouchement, d’ou I’intérét de traiter au trimestre toutes les femmes ayant

de fortes charges virales.

-Le 2°™ mode de transmission du VVHB est la transmission parentérale lors des contacts
avec le sang ou des dérivés de sang non testés pour I’absence du virus, lors d’actes médicaux
(Transfusion sanguine, Hémodialyse, Chirurgie, Soins dentaires), toxicomanie intraveineuse
(Echange de seringues) ou actes percutanés mal contrélés (Tatouage, Piercing)

-La transmission sexuelle (par le sperme ou les sécrétions vaginales) représente le 3°™

mode de transmission, elle est favorisée par les comportements sexuels a risque. [9]
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Populations exposées au risque de VHB :

-Les sujets a haut risque d’infection par le VHB sont :
— Personnels soignants exposés a du sang ou a des produits sanguins

— Personnes susceptibles de recevoir des transfusions massives et/ou itératives

(Hémodialysés, Transplantation d’un organe solide)
— Voyageurs dans les pays ou zones a risque d’exposition au VHB
— Consommateurs de drogues en intraveineuse
— Des partenaires sexuels d’un porteur d’une infection chronique par le VHB
— Des personnes ayant des partenaires sexuels multiples

— Les détenus [20]

4. Histoire naturelle de I’infection par le VHB et manifestations

cliniques :

-L’histoire naturelle de I’infection par le VHB dépend de I’interaction entre le statut et
la réponse immunitaire de I’h6te, le niveau de réplication viral ainsi que les facteurs

environnementaux. [21]

-Aprés un contage avec le VHB a I’dge adulte, les sujets infectés développent une
hépatite aigue résolutive spontanément grace au contréle du systéme immunitaire dans plus de
90% des cas. [22]

-Par ailleurs, I’age au moment de la contamination par le VHB est le facteur le plus
important qui affecte la chronicité. Le risque de passage de I’infection aigue au portage
chronique du VHB est de 95% si I’infection se produit pendant la période périnatale et de 5 a
10% chez I’adulte. [21]
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-On estime que parmi les porteurs chroniques 30% sont des porteurs sains, c'est-a-dire
ayant une activité normale des transaminases avec absence de marqueurs de réplication virale
et d’atteinte histologique et 70% développeront une hépatite chronique, dont 15% évolueront
vers une cirrhose. Cette derniere expose a un risque annuel de développement d’un carcinome
hépatocellulaire de I’ordre de 3 a 5%. (Figure : 14)
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Figure 14: Histoire naturelle de I’infection par le VHB [9]

Hépatite aigue :

-L’intensité des symptdmes d’une infection aigue varie en fonction des individus.

-Dans 70% des cas I’infection aigue chez I’adulte est asymptomatique et passe
inapercue et dans 30% des cas symptomatique.
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-Apres la contamination par le VHB, il existe une période d’incubation longue de 30 a
120 jours (10 semaines en moyenne), suivie chez les sujets symptomatiques d’une phase pré-
ictérique de 3 a 7 jours inconstamment marquée par des symptémes pseudo-grippaux : fievre
ou fébricule, frissons, céphalées, arthralgies, parfois des troubles digestifs a type de nausées,
douleurs abdominales et plus rarement des manifestations cutanées a type d’urticaire. [14]

-La phase pré-ictérique est suivie de la phase d’état, symptomatique dans 20 a 30% des
cas et caractérisée par un ictere d’intensité variable, des urines peu abondantes et foncées, des
selles normales ou décolorées, un prurit inconstant, un foie de taille normal ou Iégérement
augmenté. L’ictere décroit progressivement, durant 2 a 6 semaines. Il existe également un

taux augmenté des transaminases sériques prédominant sur les ALAT. [14]

-Aprés la phase aigué 90 a 95 % des adultes se rétablissent de I’hépatite aigué et
acquiérent une immunité protectrice. Cependant, une proportion de patients seront infectés de
maniére chronique et environ 1% développeront une hépatite fulminante. [23]

Hépatite chronique :

-Apres la phase aigué, la persistance depuis plus de 6 mois de I’Ag HBs dans le sérum
du sujet infecté définie I’infection chronique, les chances d’éliminer spontanément le virus

deviennent alors faibles. [9]

-En dehors d’une asthénie chronique, I’hépatite chronique reste en générale
asymptomatique (jusqu’au stade de complication : cirrhose décompensée, carcinome
hépatocellulaire), cela explique le retard diagnostique et thérapeutique chez les porteurs
chroniques du VHB. Ainsi, la maladie évolue le plus souvent silencieusement et est
découverte tardivement soit de maniére fortuite soit au stade de cirrhose a I’occasion d’une

complication. [24]

-L’histoire naturelle de I’infection chronique par le VHB a été schématiquement divisée
en cing phases, définies en fonction de la présence ou non de I’Ag HBe, le niveau de
réplication virale, I’activité sérique des transaminases, et la présence ou non d’une

inflammation hépatique. [25]

37



— Phase 1: Infection chronigue par le VHB a Ag HBe positif : anciennement

appelée phase d’immunotolérance

-Caractérisée par la présence d’Ag HBe sérique, une réplication virale élevée reflétée
par un niveau trés élevé d’ADN viral et taux sérique normal de I’ALAT. Sur le plan
histologique, le niveau de nécro-inflammation et de fibrose est minime voire nul. C’est une

phase fréquente et prolongée qui caractérise les sujets infectés durant la période périnatale.

— Phase 2 : Hépatite chronigue B & Ag HBe positif : anciennement appelée phase

de clairance immunitaire

-Caractérisée par la présence d’Ag HBe sérique, une réplication virale plus faible par
rapport a la phase d’immunotolérance et une élévation du taux sérique de I’ALAT. Dans le
foie, on observe une activité nécrotico-inflammatoire modérée ou sévere et une progression
rapide de la fibrose. C’est une phase qui peut se produire plusieurs années apres la phase

précédente et concerne surtout les sujets infectés a I’age adulte.

— Phase 3 : Infection chronique par le VHB & Aqg HBe néqatif : auparavant appelée

portage inactif du VHB

-Dans cette phase, I’Ag HBe est négatif, les Anticorps anti-HBe sont positifs, le taux
sérique de I’ALAT est normal et la réplication virale est faible voire nulle.

-La perte d'’Ag HBs et/ou la séroconversion peut se produire spontanément dans 1 a 3 %

des cas par année avec ou sans apparition des Anticorps anti-HBs.

— Phase 4 : Hépatite chronigue B & Ag HBe néqgatif :

-Caractérisée par I’absence d’Ag HBe, la présence d’Anticorps anti-HBe, un taux
d’ADN viral persistant ou fluctuant ainsi qu’un taux sérique de I’ALAT fluctuant ou élevé.
Sur le plan histologique, le foie présente une activité nécrotico-inflammatoire associée a une

fibrose.

-Cette phase est associee a un faible taux de rémission spontanée de la maladie.
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— Phase 5 : Phase d’Ag HBs néqatif :

-Caractérisée par la perte de I’Ag HBs, la présence d’Anticorps anti-HBc, avec ou sans

Anticorps anti-HBs détectable, un taux d’ADN viral indétectable et un taux sérique de

I’ALAT normal. Cette phase est également connue sous le nom d’infection occulte par le

VHB.

-En raison de la perte de I’Ag HBs, les patients restent exposés au risque de CHC, d’ou

I’importance de la surveillance. [25]

Ag HBe Positive

Infecpon Hépatite chronique
chronique
Ag HBs Eleve Elevé/Intermédiaire
Ag HBe Positive Positive
ADN VHB >10" Ul/ml 10* - 10" Ul/ml

ALAT Normal** Elevé
Malad_le Non existante a Modérée 3 sévére
du foie minime

Ag HBe Négative

Infection chronique Hépatite chronique

Faible Intermédiaire
Négative Négative
<2000 Ul/ml* > 2000 Ul/ml
Normal Eleve

Non existante Modérée a sévéere

* Les taux dADN du VHB peuvent étre compris entre 2 000 et 20 000 Ul / ml chez certains patients

sans signes d’hépatite chronique.

**ALAT dans la plage normale selon les valeurs limites traditionnelles [limite supérieure de la

normale (LSN), environ 40 Ul / L].

Tableau 7: Evaluation des patients infectés chroniquement par le VHB en fonction des

marqueurs du VHB et de la maladie hépatique [25]
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5. Diagnostic et suivi de I’infection par le VHB :

-L’infection par le VHB est a I’origine d’un large spectre de maladies hépatiques allant
de I’hépatite aigue (y compris I’hépatite fulminante) a I’hépatite chronique, la cirrhose et le

carcinome hépatocellulaire (CHC).

-Le diagnostic de I’infection au VHB et des maladies qui lui sont associées se base sur
un faisceau d’arguments cliniques, biochimiques et sérologiques.

-Un certain nombre d’antigénes viraux et leurs anticorps respectifs peuvent étre détectés
dans le sérum apres infection par le VHB et une bonne interprétation des résultats est
essentielle pour poser le diagnostic des différentes formes cliniques de I’infection au VHB.
[12]

a. Circonstances du diagnostic virologique :
-Parmi les circonstances du diagnostic virologique, les principales sont :

— La découverte fortuite lors d’un dépistage, en l'absence de symptomatologie

évocatrice.

— La découverte lors d’un dépistage systématique (don de sang/organes, bilan de
surveillance lors d’une grossesse) ou lors d’un dépistage orienté par des criteres
épidémiologiques (population a risque d’exposition au VHB).

— L’existence de signes cliniques évocateurs.

— La constatation d'une élévation de l'activité sérique des transaminases dans le
cadre d'un bilan biologique systématique. [26]
b. Diagnostic biologique non spécifique :

-Le diagnostic biologique non spécifique repose sur le dosage des transaminases
(Alanine-aminotransférase (ALAT), Aspartate aminotransférase (ASAT)), le dosage des
Gamma-glutamyl transpeptidases (GGT), des phosphatases alcalines (PAL) et de la bilirubine
conjuguée (BC) pour rechercher des perturbations du bilan hépatique.
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-Au cours d’une hépatite aigue symptomatique, on retrouve une cytolyse hépatique
prédominant sur les ALAT (ALAT > 10 N), une cholestase avec une augmentation de la
bilirubinémie conjuguée (BC) est frequente. Une NFS- PLT (Numération formule sanguine-
Plaquettes) a la recherche d’une anémie hémolytique et une surveillance du TP (Temps de
prothrombine) et du facteur V sont nécessaires.

-Le plus souvent au cours de I’hépatite chronique, la cytolyse est < 10 N, (Si > 10 N,
suspecter une réactivation virale B, une réactivation par virus delta ou autre virus). Dans ce

cas, il est necessaire de rechercher des signes biologiques de cirrhose (NFS, PLT, TP). [27]
c. Méthodes du diagnostic virologique :

-Les outils virologiques a la fois sérologiques et moléculaires sont nécessaires pour
poser le diagnostic, la mise en place d’un traitement antiviral et le suivi de la réponse

virologique du traitement administré.

-A coté des tests classiques de détection des antigénes viraux et des anticorps dirigés
contre eux, les techniques de biologie moléculaire permettent une quantification sensible et
plus précise de I’ADN viral. [28]

Marqueurs sérologiques :

-Les méthodes utilisées pour la détection sont basées sur des tests immuno-
enzymatiques de type ELISA (Enzyme-Linked Immuno Assay) et apparentées qui sont peu
codteuses, faciles a utiliser et automatisables permettant ainsi de traiter un nombre important
d’échantillons. [29]

-Les marqueurs sérologiques qui peuvent étre recherchés par les méthodes immuno-
enzymatiques de type ELISA sont : Ag HBs, Anticorps anti-HBc totaux et IgM, Anticorps
anti-HBs, Ag HBe, Anticorps anti-HBe.

-Le diagnostic de portage aigu ou chronique du VHB repose sur la recherche de I’Ag
HBs dans le sérum des patients, sa présence témoigne d’une infection récente ou ancienne par
le VHB selon la présence ou I’absence des autres marqueurs sérologiques mais ne nous

renseigne pas sur I’état de la réplication virale. [13]
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-La sensibilite et la spécificité de la détection de I’Ag HBs ont été récemment
améliorées. Les résultats faussement positifs sont devenus rares grace a la confirmation de la

1% détection de I’Ag HBs par le test de séroneutralisation. [29]

-1l existe également un test sérologique permettant la quantification de I’Ag HBs, Ag
HBs monitoring qui permet le suivi des patients porteurs d’une hépatite chronique.

Recherche d’ADN du VHB :

-La détection et la quantification de I’ADN du VHB dans le plasma, se fait le plus
souvent par des techniques d’amplification génique : PCR (Polymerase Chain Reaction) en
temps réel quantitative.

-Les techniques d’amplification sont les plus sensibles pour détecter une infection par le
VHB et bénéficient d’un intervalle de quantification linéaire plus large, permettant ainsi une
quantification plus précise des charges virales élevées et des charges virales basses observées
sous traitement. De plus, elles n’exposent pas au risque de faux positifs et sont partiellement

ou entiérement automatisées. [30]
d. Cinétique des marqueurs virologiques du VHB :

Hépatite aigue résolutive :

-Aprés un délai de 1 a 3 mois en moyenne apres le contage, le 1% marqueur sérique
détectable est I’Ag HBs. Sa détection précede parfois de 2 a 4 semaines les signes clinico-
biologiques de I’hépatite aigue (Ictere, Elévation des transaminases).

-Les anticorps anti-HBc apparaissent apres I’Ag HBs, initialement, ce sont des
Anticorps anti-HBc de type IgM qui apparaissent durant la primo-infection et peuvent
persister longtemps apres le contage.

-La présence d’Ag HBe signe la multiplication virale, il disparait avant I’Ag HBs.

-Une évolution favorable est caractérisée par la normalisation du taux de transaminases,
la disparition de I’Ag HBe, de I’Ag HBs, I’apparition successive de I’Anticorps anti-HBe et
Anticorps anti-HBs ainsi que la négativation de la charge virale. [9]

42



_Incubation Symptémes Convalescence | Guérison
20% des adultes

< 5% des nourrissons

e
Fenétre
sérologique

seuil de détection/quantification x

s
-

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 12 10 20

L
SF } Mois Années

Figure 15: Cinétique de I’évolution des marqueurs virologiques au décours d’une
infection aigue par le virus de I’hépatite B d’évolution favorable [9]
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Hépatite chronique :

-Le profil sérologique de I’hépatite chronique est caractérisé par la persistance de I’Ag
HBs au-dela de 6 mois, de I’Ag HBe et des anticorps anti-HBc. L’Ag HBe peut rester
détectable plusieurs années. Sa disparition associée a la détection de I’Anticorps anti-HBe
définit la séroconversion HBe. Cette séroconversion du systéme HBe est un marqueur de

diminution voire d’arrét de la réplication virale et par ailleurs un des objectifs du traitement.

[9]
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Figure 16: Cinétique de I’évolution des marqueurs virologiques au cours d’une infection

chronique par le virus de I’hépatite B [9]
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e. Interprétation des différents profils diagnostic et cinétique des

marqueurs :

Interprétation des résultats sérologiques :

Ag HBs | Ac anti HBc Ac anti-HBs Interprétation
(totaux)

- - - Sérologie virale B négative.
-Sérologie virale B positive
-Profil sérologique en faveur d’une hépatite virale B

+ + i aigué ou chronique.
-A compleéter par la recherche des Anticorps anti-HBc
IgM, I’Ag HBe, I’Anticorps anti-HBe et la PCR VHB.
-A compléter par une sérologie du virus Delta.

i * * Immunisation par contact avec le virus de I’hépatite B.

- - +
Immunisation par vaccination contre le virus de
I’hépatite B.
-Contact antérieur avec le virus de I’hépatite B.

i + i -Patient(e) non immunisé(e).
-Sérologie a contrbler sur un second prélévement apres 3
semaines et a compléter par une PCR VHB.
-Séroconversion HBs en cours.
-Profil ne pouvant exclure une infection chronique avec

+ + + , . . . .
présence d’Anticorps anti-HBs (situation
exceptionnelle).

Tableau 8: Tableau d’interprétation des profils sérologiques du VHB au LCV
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Marqueurs

Signification

Ag HBs+; Ac anti-HBs-; IgM anti-HBc+

Hépatite virale B aigue (ou dans certains cas
particuliers réactivation virale B)

Ag HBs-; Ac anti-HBs-; IgM anti-HBc+

Hépatite virale B aigue en voie de guérison (avant
I'apparition des Ac anti-HBs)

Ag HBs-; Ac anti-HBs+; Ac anti-HBc +

Hépatite virale B ancienne et guérie

Ag HBs-; Ac anti-HBs+; Ac anti-HBc -

Sujet vacciné contre I'népatite B (ou hépatite B guérie
tres ancienne)

Ag HBs+; Ag HBe+; Ac anti-HBe-; IgM anti-
HBc-; ADN VHB + > 2000 Ul/ml

Hépatite chronique B en phase de réplication

Ag HBs+; Ag HBe-; Ac anti-HBe+; IgM anti-
HBc-; ADN VHB - (ou< 2000 Ul/ml)

Porteur inactif de I'Ag HBs

Ag HBs+; Ag HBe-; Ac anti-HBe+; IgM anti-
HBc-; ADN VHB +

Hépatite chronique B en phase de réplication a virus
mutant

NB : il est important de déterminer s'il existe une surinfection par le virus Delta ; I'Ag Delta est rarement
retrouvé et I'infection est donc affirmée par la présence d'Ac anti-Delta

Ag Delta + ou Ac anti-Delta + ; IgM anti-HBc +

Co-infection VHB et virus Delta

Ag Delta + ou Ac anti-Delta + ; IgM anti-HBc -

Surinfection a virus Delta chez un porteur chronique
du VHB

Tableau 9: Signification des résultats sérologiques de I’hépatite B [31]

f. Suivi des hépatites chroniques :

-Les patients diagnostiqués pour une hépatite B chronique doivent bénéficier d’une

surveillance réguliere notamment un suivi biologique, qu’ils soient sous traitement ou non.

-Chez les patients non traités, le suivi comporte une mesure quantitative de I’ADN du

VHB, tous les 6 mois chez les porteurs inactifs et tous les 6-12 mois chez les patients qui

présentent une hépatite chronique de faible activité et une fibrose minime.

-Chez les patients sous interféron pégylé :

— Ag HBe positif : le suivi repose sur la détermination de la charge virale du VHB

avant le traitement puis a 12, 24 et 48 semaines du traitement puis 6 et 12 mois

apres I’arrét du traitement et sur le dosage des transaminases.
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— Ag HBe négatif : le suivi repose sur la détermination de la charge virale 6 et 12
mois du traitement et 6 et 12 mois apreés I’arrét du traitement et sur le dosage des

transaminases.

-Chez les patients sous antiviraux (analogues nucléosidiqgues ou analogues

nucléotidiques)

— Ag HBe positif : le suivi repose sur I’évaluation au cours du traitement, du statut
Ag HBe et des transaminases tous les six mois et le suivi trimestriel lors de la
1% année de traitement puis tous les 3 & 6 mois de I’ADN du VHB.

— Ag HBe négatif : le suivi se base la mesure de la charge virale du VHB tous les
3 mois pendant la 1°® année du traitement puis tous les 3 & 6 mois. [32]

6. Traitement:

-A ce jour, aucune thérapeutique antivirale n’est indiquée dans les hépatites aigues. La
transplantation hépatique reste indiquée dans les hépatites aigues fulminantes engageant le

pronostic vital, comme traitement de dernier recours. [33]

-Le traitement antiviral est en général indiqué chez les porteurs chroniques avec
réplication virale (recherche d’ADN viral positive). Pour poser I’indication du traitement, il
est essentiel d’évaluer avec précision la phase de I’infection, I’activité des transaminases, la

réplication virale et le degré d’activité et de fibrose (atteinte histologique hépatique). [9]

-1l est évident que I’age du malade, I’état général, I’existence de tares associées sont a

prendre en considération.

-Le principal objectif de ce traitement est d’améliorer la survie et la qualité de vie en
prévenant la progression de I’atteinte hépatique vers les stades les plus avances notamment le
développement du carcinome hépatocellulaire (CHC). [25]

-Les objectifs supplémentaires du traitement antiviral chez les porteurs chroniques
reposent sur la prévention de la transmission mere-enfant, de la réactivation de I’hépatite B
ainsi que la prévention et le traitement des manifestations extra-hépatiques associées au VHB.
[25]
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-Deux options thérapeutiques sont actuellement disponibles : [28]

-La 1% se base sur I’utilisation de I'interféron pégylé qui a un mode d’action double :
antiviral et immunomodulateur. Ce traitement est de durée limitée (1an) et vise a atteindre une

réponse virologique soutenue apres arrét du traitement.

-La 2°™ option se base sur les analogues nucléosidiques ou nucléotidiques, les 2
molécules les plus récentes sont I’entécavir et le ténofovir qui agissent sur la réplication virale

et sont administrés sur une longue durée.

-Les analogues nucléos(t)idiques sont mieux tolérés que I’interféron pégylé et ne

sélectionnent que rarement des variants résistants.
-La réponse thérapeutique est évaluée sur les critéres suivants : [9]

— Virologiques : contr6le de la réplication virale, la perte de I’Ag HBe et
acquisition des Anticorps anti-HBe, disparition de I’Ag HBs, voire acquisition
des Anticorps anti-HBs

— Biochimiques : retour a la normale du taux de transaminases sériques

— Histologiques : amélioration des scores de fibrose et/ou d’inflammation

7. Prévention :

-Mesures de prévention générales non vaccinales :

-Pour prévenir efficacement I’infection par le VHB, il est primordial de connaitre ses
différentes voies de transmission [34]

-Immunothérapie passive par les immunoglobines spécifiques anti-HBs :

-Les immunoglobulines spécifiques anti-HBs issues des donneurs immunises contre le
VHB, conférent une immunité passive si elles sont administrées rapidement en post-

exposition, notamment : [35]

-En cas d’exposition accidentelle (piqQre, blessure) a du sang ou des produits sanguins
d’individus non vaccinés, sources d’Ag HBs positifs.
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-Chez les nouveaux nés de mére porteuse de I’Ag HBs, associé a la vaccination.

-Apres transplantation hépatique chez un porteur du VHB afin de prévenir la réinfection
du greffon.

-Chez les sujets non répondeurs a la vaccination, les immunoglobines spécifiques anti-

HBs sont la seule prophylaxie possible. [35]

-La protection est transitoire, ces immunoglobines sont généralement administrées en

association & la vaccination pour une protection prolongée.
-Vaccination :

-La vaccination reste toujours la seule mesure efficace pour se protéger contre
I’infection par le VHB, contre une éventuelle infection par le VHD et contre la survenue d’un
CHC.

-Les 1°"° vaccins d’origine plasmatique (Ag HBs purifié a partir du plasma de porteurs
chroniques du VHB) ont été remplacés par des vaccins obtenus par génie génétique (Ag HBs
synthétisé par des levures ou les cellules CHO : lignée cellulaire issue d’ovaires de hamster de
Chine). [9]

-L’OMS recommande de vacciner systématiquement tous les nourrissons contre le
VHB, en administrant la 1% dose le plus tot possible aprés la naissance, de préférence dans
les premiéres 24 heures, suivie de 2 ou 3 autres doses. [20]

-Au Maroc, le Programme National d’Immunisation (PNI) recommande d’administrer 4
doses du vaccin contre I’hépatite virale B : la 1*®dose (HB1n) aprés la naissance dans les 24
heures par le vaccin monovalent, si non fait, il faut I’administrer avec le BCG au cours du ler
mois. Puis, 3 autres doses & base de vaccin pentavalent : avec une 2°™ dose a I’age de 2 mois,
une 3*™ dose & I’age de 3 mois et enfin, une 4°™ dose & I’age de 4 mois. [36]

49



I1. Discussion des résultats :

-Bien que des programmes de vaccination contre I’hépatite B soient disponibles depuis
1982, I’hépatite B reste toujours un probléme majeur de santé publique dans le monde.

-Malgré I’amélioration constante et la diversification des Kits diagnostic pour le
dépistage de I’Ag HBs, les résultats faussement positifs de I’Ag HBs sont toujours présents.

-L’objectif de notre étude est de déterminer un cut-off approprié de I’indice de I’Ag
HBs du test Abbott HBs Ag Qualitative 1l a partir duquel une confirmation par un test de
séroneutralisation est inutile, réduisant ainsi le colt et le temps au laboratoire et facilitant le
processus du test.

-Dans notre étude, sur un total de 223 échantillons d’Ag HBs réactifs de fagon
répétable, contrdlés apres centrifugation a une vitesse de 10.000 x g, qui ont été analysés par
le dosage ARCHITECT ABBOTT HBs Ag Qualitative 1l selon la technique CMIA, 173
étaient confirmés positifs par le test de séroneutralisation soit 77,57% et 50 étaient des faux
positifs soit 22,42%. En se basant sur la répartition des différentes valeurs d’Ag HBs par
tranche, on a abouti au résultat selon lequel, tous les échantillons d’Ag HBs réactifs de fagcon
répétable, contrdlés et dont le cut-off est supérieur ou égale a 15, auront un test de
séroneutralisation positif dans tous les cas et une VPP de 100%.

-La valeur des médianes des faux positifs et des vrais positifs d’Ag HBs était de 1,45
versus 44, 46 respectivement, une différence statistiquement significative (p < 0.001).

-Dans I’étude faite par Soo-Kyung Kim et al sur la place du test de séroneutralisation
dans la confirmation de I’Ag HBs, un total de 133 échantillons ont été analysés par le dosage
ELECSYS HBs Ag Il (Roche diagnostics), 94 (70.7%) étaient positifs avec le test de
confirmation et 39 étaient non réactifs (29.3%), dans cette étude les auteurs ont proposé que
seuls les échantillons d’Ag HBs dont le cut-off est inférieur a 6 nécessitent un test de
séroneutralisation. [37]

-La valeur des médianes des faux positifs et des vrais positifs d’Ag HBs était de 1.45
versus 2.34 respectivement, montrant une différence statistiquement significative (p < 0.001).
[37]
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-Dans une autre étude faite par Sherly Purnamawaty al, tous les échantillons dont le
résultat initial d’Ag HBs est supérieur a 0.17 (Cut-off > 0.17), ont été inclus et confirmés par
un test de séroneutralisation. [39]

-Le nombre total d’échantillons analysé par la technique ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay) (VIDAS® HBs Ag Ultra Confirmation) dont le seuil de positivité est de
0.13 [39] et inclut dans I’étude était de 80, 51 (63.8%) echantillons étaient réactifs et 29
(36.2%) etaient non réactifs. Sur la base des résultats obtenus, les auteurs ont choisi un cut-off
de 1.08 comme seuil d’Ag HBs nécessitant une confirmation par test de séroneutralisation. Il
y avait une différence statistiquement significative entre la médiane des vrais positifs qui est
de 2,76 et celle des faux positifs qui est de 0.32 (p <0.001) [38]

-Certaines études se sont intéressées aux résultats faussement réactifs de I’Ag HBs.
Rysgaard et al a conclu que I’'une des causes des faux positifs de I’Ag HBs était la vaccination
contre I’hépatite B, malgré que les résultats faussement réactifs n’apparaissent qu’aprées 14
jours en post-vaccination. [40] Fletcher et al a mentionné que les faux positifs d’Ag HBs
peuvent étre retrouvés chez les patients ayant recu le facteur de stimulation des colonies de
granulocytes (G-CSF), [41] ou ayant regu le vaccin trivalent contre la grippe saisonniere
comme a reporté I’étude faite par Mark Bigham et al. [42]

-Aprés avoir déterminé la valeur seuil d’Ag HBs a partir de laquelle le test de
confirmation par séroneutralisation est non nécessaire, on a évalué la place de I’Anticorps

anti-HBc comme marqueur indirect dans la confirmation de I’Ag HBs.

-Sur les 223 échantillons d’Ag HBs analysés, seuls 204 échantillons ont été testés pour
la recherche d’Anticorps anti-HBc, les résultats obtenus étaient de : 145 échantillons vrais
positifs, 38 échantillons vrais négatifs, 18 échantillons faux négatifs et 3 échantillons faux
positifs.

-Les échantillons faux négatifs peuvent étre expliqués par une infection récente par le

VHB, une vaccination récente contre le VHB ou une immunodépression majeure.
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-Les échantillons faux positifs peuvent témoigner de :

— Un contact antérieur avec le VHB en cas d’Anticorps anti-HBc isolés avec perte
des anti-HBs (Ag HBs et Ac anti-HBs négatifs) qui peut se compliquer d’une

possible réactivation virale en situation d’immunodépression.

— Une immunisation par contact antérieur avec le VHB en cas de positivité des

Anticorps anti-HBs, c’est le cas des 3 échantillons faux positifs obtenus.

-Pour répondre a I’objectif sur la place de I’Anticorps anti-HBc, la courbe ROC (The
Receiver Operator Characteristic) de I’Anticorps anti-HBc basée sur les résultats du test de
séroneutralisation de I’Ag HBs, montre que I’aire sous la courbe (ou Area Under the
Curve, AUC) est de 0.939 avec un intervalle de confiance [0.907 ; 0.971], statistiquement
significatif.

-Les résultats de la courbe ROC ont montré que lorsque le cut-off de 7,94 d’Anticorps
anti-HBc est utilisé comme seuil, la spécificité est de 100%. Ce qui signifie que tout
échantillon d’Anticorps anti-HBc dont le cut-off est supérieur ou égal a 7.94, sera dans tous

les cas, positif au test de confirmation par séroneutralisation.
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Conclusion
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-L’hépatite B est une maladie infectieuse a distribution mondiale: on estime 257
millions le nombre de porteurs chroniques du VHB. Ce dernier est directement responsable de
pres de 900.000 décés dans le monde. [9] L’hépatite B reste donc toujours un probléme
majeur de santé publique malgré I’existence d’un vaccin, seule mesure efficace pour prévenir

I’infection par le VHB.

-Au laboratoire central de virologie (LCV), le dépistage de I’hépatite B repose dans un
premier temps sur la recherche de I’Ag HBs par le dosage ARCHITECT HBs Ag Qualitative
Il selon la technique CMIA puis dans un deuxieme temps sur la confirmation de la présence
de I’Ag HBs par le test de séroneutralisation selon la méme technique afin de detecter les
résultats faussement positifs.

-Notre travail était une étude transversale rétrospective allant de mars 2015 a novembre
2020 dans le LCV de I’hopital des spécialités-Rabat qui a concerné 223 échantillons.
L’objectif principal de cette étude était d’évaluer la place du test de séroneutralisation dans la
confirmation de I’Ag HBs qualitatif et ceci en déterminant une valeur seuil (ou cut-off) a

partir de laquelle une confirmation était non nécessaire.

-Le 2°™ objectif de notre travail était d’évaluer Iintérét de I’ Anticorps anti-HBc comme
marqueur indirect dans la confirmation de I’Ag HBs qualitatif pour les 204 échantillons
analysés en se basant sur les résultats du test de séroneutralisation.

-Au terme de notre étude, on a conclu que :

— Tous les échantillons dont la valeur d’Ag HBs est supérieure ou égale a 15 sont de

vrais positifs et ne nécessitent pas le test de confirmation par séroneutralisation.

— Tous les échantillons Ag HBs positifs avec des Anticorps anti-HBc supérieure ou
égale a 7.94 sont positifs et ne nécessitent pas le test de confirmation par séroneutralisation.
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Résumeé

Titre : Place du test de séroneutralisation dans la confirmation de I’AgHBs qualitatif (Etude
transversale rétrospective au laboratoire central de virologie de I’Hopital des
Spécialités, Rabat de la période allant de 2015 a 2020)

Auteur : Hoda ZAHI
Encadrant : Pr KABBAJ HAKIMA

Mots clés : Virus de I’hépatite B(VHB), AgHBs qualitatif, Test de neutralisation, Valeur seuil

Introduction : L’antigéne de surface de I’hépatite B (AgHBs) est un marqueur sérique
d’infectiosité précoce et sensible pour le dépistage de I’infection par le VHB. La disponibilité de
méthodes sensibles pour sa détection entraine une augmentation des faux positifs de sorte qu’un test
de confirmation est nécessaire, mais il reste colteux et non disponible dans tous les laboratoires.

Obijectifs : Déterminer une valeur seuil a partir de laquelle I’AgHBs est considéré positif sans
passer par un test de confirmation, puis évaluer la place de I’Anticorps anti-HBc comme marqueur
indirect de la confirmation de I’ AgHBs qualitatif.

Matériels et méthodes : Tous les échantillons avec un indice de I’AgHBs positif (S/CO >1),
répétable, controlé et < 1000 ont été confirmés par le dosage ABBOTT ARCHITECT selon la
technique de chimiluminescence. Ont été inclut en plus des échantillons répondant aux critéres
d’inclusion, ceux ayant eu une neutralisation et une détection de I’ Anticorps anti-HBc.

Résultats : 223 échantillons ont été confirmé par neutralisation.173 (77.57%) étaient confirmés
positifs et 50 (22.42%) étaient des faux positifs. Il avait une différence statistiquement significative (p
< 0.001) entre la valeur médiane de I’indice de I’AgHBs pour les faux positifs (1.45) et celle pour les
vrais positifs (44.46). En répartissant les différentes valeurs d’AgHBs par tranche, la valeur seuil a
partir de laquelle aucun faux positif n’est retrouvé était de 15 avec une valeur prédictive positive de
100%.

La recherche de I’Anticorps anti-HBc a été réalisée sur 204 des 223 échantillons. La courbe
ROC a montré une aire sous la courbe de 0.939, statistiquement significative. Une spécificité de 100%
a été obtenue a partir d’une valeur d’Anticorps anti-HBc de 7.94 et est considérée comme valeur seuil.

Conclusion : Tous les échantillons répétables dont la valeur d’AgHBs est > 15 sont de vrais
positifs et ne nécessitent pas de confirmation, de méme pour tous les échantillons d’Ag HBs positifs
avec des Ac anti-HBc dont la valeur est > 7.94.
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Summary

Title: Place of the neutralization test in the confirmation of qualitative HBsAg (Retrospective
cross-sectional study at the central laboratory of virology of the Hospital of Specialties,
Rabat from 2015 to 2020)

Author: Hoda ZAHI
Supervisor: Pr KABBAJ HAKIMA

Keywords: Hepatitis B virus (HBV), Qualitative HBsAg, Neutralization test, Cut-off value

Introduction: Hepatitis B surface antigen (HBsAQ) is an early and sensitive serum marker of
infectivity for the detection of HBV infection. The availability of sensible methods for its detection
leads to an increase in false positives so that a confirmatory test is needed, but it remains expensive

and not available in all laboratories.

Objectives: To determine a cut-off value at which HBsAg is considered positive without a
confirmatory test, and then to evaluate the place of anti-HBc Antibody as an indirect marker for

qualitative HBsAg confirmation.

Materials and methods: All samples with a positive (S/CO >1), repeatable, controlled, <1000
HBsAg index were confirmed by the ABBOTT ARCHITECT assay using the chemiluminescence
technique. In addition to the samples meeting the inclusion criteria, those with neutralization and

detection of anti-HBc antibody were included.

Results: 223 samples were confirmed by neutralization. 173 (77.57%) were confirmed positive
and 50 (22.42%) were false positive. There was a statistically significant difference (p < 0.001)
between the median HBsAg index value for false positives (1.45) and for true positives (44.46). By
classifying the different HBsAg values into groups, the cut-off value at which no false positives were

found was 15 with a positive predictive value of 100%.

Anti-HBc antibody testing was performed on 204 of 223 samples. The ROC curve showed an
area under curve of 0.939, statistically significant. A specificity of 100% was obtained from an anti-

HBc antibody value of 7.94 and is considered a cut-off value.

Conclusion: All repeatable specimens with HBsSAg values > 15 are true positives and do not

require confirmation, as do all HBsAg positive specimens with anti-HBc antibody values > 7.94.
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