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Que Dieu vous bénisse.

—

XXVII
These d’Etat de Docteur en Pharmacie BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan

T




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B A
ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

SOMMAIRE
LISTE DES ABREVIATIONS ET ACRONYMES........coooiiiiiiiiniiene. XXX
LISTE DES FIGURES .......ooiiiiiiiieete ettt XXXII
LISTE DES TABLEAUX ..ottt XXXIII
INTRODUCTION .....coiiiiiiiiiiiiteitenee ettt ettt 1
[- EPIDEMIOLOGIE .......ooioiiiiiiiieee et 5
II- CARACTERISTIQUES VIROLOGIQUES. ........ccccooiiiiiiiiiiiieeeeeee 7
[I- PHYSIOPATHOLOGIE........coooiiiiiii e 9
IV- DIAGNOSTIC CLINIQUE ..ottt 10
V. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE .......ccocoiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 13
VI- TRAITEMENT ..ot 17
VII-PREVENTION ..ottt s 18
DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE ........cccooiiiiiiiiiiicee 21
LMATERIEL ....cooiiiiiiiiiieeee e s s 22
II-METHODES ..ot 24
HI-RESULTATS ...ttt 36
VI-DISCUSSION ...ttt 45
RECOMMANDATIONS ...ttt 50
REFERENCES ......oiiiiiii ettt 52

These d’Etat de Docteur en Pharmacie BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B A
ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

LISTE DES ABREVIATIONS ET ACRONYMES

Ac Anticorps

ADN Acide Désoxyribonucléique
Ag Antigene

ALAT  Alanine Aminotransférase
ASAT  Aspartate Aminotransférase
ASB Albumine de Serum Bovin
CDC Center for Desease Control
CPF Cancer Primitif du Foie

CeDReS Centre de Diagnostic et de Recherche sur le Sida et les autres
maladies infectieuses

CHU Centre Hospitalier Universitaire

ELISA  Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
FNUAP Fonds des Nations Unies pour la Population
IFN Interféron

IgG Immunoglobuline de type G

IgM Immunoglobuline de type M

OCT Ornithine Carbamyl Transférase

OMS Organisation Mondiale de la Santé

PCR Polymerase Chain Reaction

These d’Etat de Docteur en Pharmacie BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan

|




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B A

ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

Se

D
TDR
TGO
TGP
USA
VHB
VPN
VPP

These d’Etat de Docteur en Pharmacie

Sensibilité

Spécificité

Taux de discordant

Test de diagnostic rapide

Transaminase Glutamique Oxaloacétique
Transaminase Glutamique Pyruvique
Etats Unis d’ Amérique

Virus de I’hépatite B

Valeur prédictive négative

Valeur prédictive positive

BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B A

ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :

Figure 5 :

Figure 6 :

Figure 7 :

Figure 8 :

These d’Etat de Docteur en Pharmacie

LISTE DES FIGURES

Différentes formes du VHB...............o
Présentation du test Determine® AgHBs de ALERE.........
Résultats du test Determine® AgHBs de ALERE............
Répartition de la population d’étude selon le sexe...........

Répartition de la population d’étude selon la situation
matrimoniale. ...

Répartition de la population d’étude selon le niveau
dPétude. ...

Répartition de la population d’étude selon la nationalité....

Répartition de la population d’étude selon I’age.............

Numéro
Page

26
28
36

36

37
38

39

BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan

|




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B A
ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

LISTE DES TABLEAUX
Numéro
Page

Tableau I Interprétation des marqueurs sérologiques de I’hépatite B.............. 16
Tableau I1 Calcul des performances techniques du test évalué..................... 35
Tableau III'  Comparaison entre les tests Determine® AgHBs et DIA.PRO

HBsAg one version ULTRA.........coooiiiiiiii e, 40
Tableau IV Profil des 20 échantillons discordants.....................c.oooeiein..n. 41
Tableau V Performances techniques du test Determine® AgHBs de ALERE... 42
Tableau VI  Caractéristiques opérationnelles du test Determine® AgHBs de

ALERE. ., 43
Tableau VII  Facilité d’utilisation du test Determine® AgHBs de ALERE......... 44

—

XXXII

These d’Etat de Docteur en Pharmacie BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan

T




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B
A ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

O

INTRODUCTION

These d’Etat de Docteur en Pharmacie BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan

|




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B
A ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

L’hépatite B est une atteinte inflammatoire aigue ou chronique du foie due au
virus de I’hépatite B (VHB). Elle représente un probléme de santé publique

majeur.

Le virus peut, en effet, entrainer une maladie chronique du foie et exposer les
sujets atteints a un risque important de déces par cirrhose ou par cancer du foie

[31].

Selon le rapport de juillet 2016 de 1’Organisation mondiale de la santé, 2
milliards de personnes sont infectées par le virus de ’hépatite B dont plus de
240 millions en sont porteuses chroniques. Pres de 686 000 personnes meurent
chaque année des suites d’une infection par 1’hépatite B notamment de cirrhose

ou de cancer du foie [19].

C’est en Afrique subsaharienne et dans I’Est de I’Asie que la prévalence de
I’hépatite B est la plus forte, avec une proportion de la population adulte

chroniquement infectée comprise entre 5 et 10% [19].

Une étude menée en Cote d’Ivoire en 2014 rapporte une prévalence de 12%

[15].

Le diagnostic biologique de I’infection par le VHB revét une importance
capitale pour la lutte contre 1’épidémie. Ce diagnostic sérologique de 1’hépatite
B permet de garantir la sécurité des dons de sang, de suivre I’évolution de
I’épidémie et de déterminer le statut infectieux de la population notamment par
la recherche d’antigénes de surface (Ag HBs). Mais bien souvent, le colt élevé
des tests de dépistage, la mise a disposition d’un personnel qualifié, de

laboratoires équipés sont des obstacles majeurs a un dépistage de masse.

Dans les pays sous-développés ou les ressources allouées au dépistage du
VIH et des hépatites sont limitées, il est nécessaire de faciliter 1’utilisation des

tests rapides qui constituent une bonne alternative.
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Ces tests de dépistage rapide présentent un grand intérét pour la vulgarisation du
dépistage du fait de leur simplification de réalisation, de leur cotlit moindre, de la
mise a disposition rapide des résultats, facilitant la prise en charge précoce des
personnes contaminées. Cependant, ces tests doivent étre évalués par des
laboratoires de référence pour vérifier leurs performances et garantir la fiabilité
des résultats lors de leur utilisation pour le dépistage de 1’hépatite B en Cote
d’Ivoire.
C’est dans ce contexte que nous avons réalisé notre étude dont 1’objectif général
¢tait d’évaluer les performances du test Determine® AgHBs de ALERE pour le
dépistage de I’hepatite virale B.
Les objectifs spécifiques ¢taient de :

» Déterminer les performances techniques de dépistage du test Determine®

AgHBs de ALERE
» Décrire les caractéristiques opérationnelles du test Determine® AgHBs de

ALERE.
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PREMIERE PARTIE :

REVUE DE LA LITTERATURE
SUR L'HEPATITE VIRALE B
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I- EPIDEMIOLOGIE
I-1. Répartition géographique

Irrégulierement répartie au niveau mondial, 1’infection chronique par le
VHB toucherait, environ, 240 millions de personnes [19]. L’hépatite B est
considérée comme 1'une des dix plus meurtrieres de toutes les maladies
infectieuses. La mortalité attribuable aux infections par le VHB est de 686000
individus, chaque anné¢e. Cette mortalité est principalement li¢ée aux
complications de 1’hépatite chronique, a savoir la cirrhose et le cancer primitif

de foie [19].

L°OMS distingue, a la surface du globe, trois situations épidémiologiques
¢valuées d’apres le taux de portage chronique de I’Ag HBs dans la population

adulte :

- zone de faible endémie (prévalence< 2 %) : Australie, Amérique du Nord,

Europe de 1’Ouest,

- zone de moyenne endémie (prévalence comprise entre 2 % et 7 %) : Europe de

I’Est, Union Soviétique, pays méditerranéens et Proche-Orient,

- zone de haute endémie (prévalence comprise entre 8 % et 20 %) : Afrique sub-

saharienne, Asie du Sud- Est, Chine méridionale.

Une étude réalisée en Cote d’Ivoire au centre régional de transfusion sanguine
de Bouaké en 2001 rapportait une prévalence de 12,5 % chez les donneurs de
sang [13]. En 2004, la prévalence de I’Ag HBs était de 8% dans la population
des femmes enceintes [26]. En 2014, la prévalence de I’hépatite B était de 12%
[15]. Toutes ces ¢études ont montré que la Cote d’Ivoire est un pays a forte

endémicité.

En général, I’incidence de la maladie est inversement proportionnelle au niveau
socio-économique [1].
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I-2. Modes de transmission

Le virus de I’hépatite B se transmet directement ou indirectement par les
liquides biologiques provenant d’individus infectés. Ces liquides sont : le sang,
les sécrétions sexuelles (sperme, sécrétions vaginales) [22].

La salive est une voie de transmission de ce virus [23].

Les larmes, les urines, le lait maternel, les selles bien que contenant de faibles
quantités de virus ne transmettent pas le virus. La contagiosité de ces liquides
n’est pas démontrée car la charge virale y est 100 a 1000 fois plus faible que

dans le sang [1].
I-2.1. Voie sanguine

Le virus peut se transmettre lors de la réutilisation d’aiguilles ou de seringues en
milieu de soins ou parmi des personnes consommatrices de drogues par
injection. En outre, I’infection peut se produire pendant des actes médicaux,
chirurgicaux ou dentaires, des tatouages ou lors de I’utilisation de rasoirs ou

d’objets similaires contaminés par du sang infecté. [19].
I-2.2. Voie sexuelle

Le VHB est mis en évidence dans le sperme et les sécrétions vaginales des sujets
atteints d’une hépatite aigu€ B et les porteurs chroniques symptomatiques ou

asymptomatiques. C’est donc une infection sexuellement transmissible [22].

Le nombre de partenaires, le nombre d’années d’activité sexuelle et 1’existence
d’antécédents d’autres infections sexuellement transmissibles sont des facteurs

de risque [22].

La prévalence chez les partenaires sexuels de sujets infectés est estimée a 16-
40%. La transmission hétérosexuelle a ¢t¢ démontrée comme étant a 1’origine de

plus de 40% des cas de cette infection chez les adultes aux USA [22].
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1-2.3. Transmission verticale ou transmission meére-enfant

Les enfants nés de méres Ag HBs positifs sont exposés a un risque particulier de
contamination par voie sanguine car le virus de I’hépatite B franchit la barriere
placentaire du fait de sa trés petite taille. Ce mode prédomine en Asie, 95% des
enfants sont contaminés au moment de la délivrance, par contact direct avec le
sang et les sécrétions de la filiere génitale maternelle et 5% sont contaminés in

utero [30].

Ces nouveau-nés sont particulierement exposés a un risque de portage

chronique, une fois infectés [30].
I-2.4. Transmission horizontale ou intra-familiale

Cette voie est fréquente chez les jeunes enfants et les adolescents, mais peut
exister a tout age. Elle est fréquente dans la vie quotidienne d’une famille. La
moindre excoriation cutanée ou muqueuse libérant du sang peut assurer la
contamination du virus B soit par contact direct, soit par une brosse a dent ou un

rasoir (0,0001ml de plasma peut assurer la transmission) [4].

II- CARACTERISTIQUES VIROLOGIQUES

II-1. Taxonomie

Le VHB appartient au groupe VII des virus a ADN avec reverse transcriptase.
C’est un virus de la famille des hepadnaviridae et du genre Orthohepadnavirus

[35].
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II-2. Structure
11-2.1. Formes

L'examen au microscope ¢électronique des sérums infectés montre :

e des particules sphériques trés nombreuses de 22 nanometres,

e des tubules de méme diamétre mais allongés mesurant jusqu'a 230 nm,

e des particules sphériques plus rares mais plus grandes (42 nm) qui
représentent le virus lui-méme. Elles comportent une partie centrale ou
"core" de 27 nm correspondant a la nucléocapside et une partie périphérique
correspondant a I'enveloppe. Ces particules, dénommées particules de Dane,

sont infectieuses (figure 1) [14].

Capside

Particule de
Dane Batonnet

Figure 1 : Différentes formes du VHB [7]
I1-2.2. Génome

Le génome est court et constitu¢ de 3200 nucléotides. C'est un ADN circulaire
bicaténaire sur deux tiers de sa longueur. Il possede donc un brin long et un brin

court.
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Huit génotypes différents, désignés par des lettres de A a H, sont identifiés sur
des variations portant sur la séquence nucléotidique de I'ensemble du génome.
Répartis selon des zones géographiques précises, les génotypes influent sur

I'évolution de la maladie et sur I'efficacité du traitement [7].
I1-2.3. Antigénes

L'enveloppe porte I'Ag de surface Ag HBs. La nucléocapside contient I'Ag du
core appelé Ag HBc associ¢ a un autre Ag dénommé Ag HBe. 1l a été également
mis en ¢évidence dans la nucléocapside une activité enzymatique ADN

polymérase et une thymidine kinase [3].

II- PHYSIOPATHOLOGIE

A Tintérieur de 1’organisme hdte, le virus se fixe sur la paroi de la cellule
hépatique a travers des récepteurs spécifiques qui sont encore mal connus.
Comme tous les virus hépatotropes, le VHB a une affinité particuliere pour le
foie, mais son matériel génétique se retrouve dans d’autres organes (rein,
pancréas, peau) ainsi que dans certains globules blancs du sang et de la moelle
osseuse. Cette présence pourrait expliquer la réinfection du greffon hépatique

chez les patients transplantés pour une cirrhose hépatique due a I’hépatite B [7].

Le VHB fait pénétrer dans I’hépatocyte son matériel génétique qui entre dans le
noyau de la cellule, se ®mpleéte (les deux chaines de I’ADN viral sont
incompletes) en se transformant en ADN double brin super enroulé et se met a
produire des copies sous la forme d’ADN. Cet ADN est transcrit en ARN
messager qui arrive au niveau des ribosomes pour subir la traduction. Les
protéines produites se regroupent en formant des particules a I’intérieur de la

cellule.
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Les copies du matériel génétique du virus entrent a I’intérieur des particules
créées, se complétent en deux chaines d’ADN pour donner un nouveau virus. Ce
dernier peut prendre deux chemins différents : s’envelopper et sortir de la cellule
sous la forme d’un nouveau virus ou continuer a se reproduire a 1’intérieur de la

cellule.

Le virus se multiplie trés vite, atteignant son pic le quatriéme mois apres
I’infection, avec environ 100 milliards de copies pour 1 millilitre de sang. Une
cellule du foie peut produire entre 200 et 1000 virus par jour et au plus haut de
I’infection a D’intérieur de 1’organisme peuvent se créer jusqu’a 100 000
milliards de copies par jour. Dans cette masse de virus en multiplication
permanente, il y a régulierement des "défauts de production" (des mutations),
qui échappent a la défense de 1’organisme et entretiennent la chronicité de la

maladie.

Le nombre de virus en circulation commence a baisser avec ’apparition des
signes cliniques [7]. Le virus active le systéme immunitaire a travers ses Ag. Ce
sont des molécules complexes qui sont reconnues par l’organisme et qui
entrainent la production d’Ac spécifiques (réponse humorale) et cytotoxique

(réponse tumorale) [7] :

Lorsque la réaction immune de I'hote est trés forte, correspondante a la
destruction massive et rapide (réponse immune T cytotoxique) des hépatocytes

infectés par le HBV (hépatite B fulminante)
IV- DIAGNOSTIC CLINIQUE

L’infection par le virus de Hépatite B peut étre soit aigué, soit chronique ou

évoluer vers une hépatite occulte.

These d’Etat de Docteur en Pharmacie BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan

l




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B

A ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

IV-1. Hépatite aigué

L’ hépatite B aigué est peu fréquente, elle se caractérise par un syndrome pré-

ictérique (coloration jaune de la peau et des muqueuses par défaillance d’une

enzyme hépatique). Elle survient apres une période d'incubation de 2 & 3 mois.

L'hépatite B aigué€ se présente sous différentes formes:

These d’Etat de Docteur en Pharmacie

une forme asymptomatique ou anictérique : deux tiers des cas environ.

une forme symptomatique: un tiers des cas environ. Les sujets sont
atteints d'ictére, ils ont les urines foncées, des selles normales ou
décolorées. La maladie commence par une altération de 1’état général, une
légere fievre, des douleurs mal systématis€es, le tout €voquant un état
grippal ou le paludisme. Des troubles digestifs caractérisés par une perte
d'appétit, des nausées, des vomissements. L’ictére apparait plus tard
permettant d’affirmer le diagnostic. Nous notons parfois un prurit comme
dans toutes les formes d’hépatite dont il peut étre le premier signe. La
maladie dure quelques semaines, puis la plupart des personnes touchées
présentent une amelioration progressive.

une forme fulminante: 1 & 2% des cas environ. Les patients présentent des
signes neurologiques d'insuffisance hépatique. Cette forme est 1étale dans

90% des cas [34].
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IV-2. Hépatite chronique

L’ hépatite chronique se définit par la persistance de I’Ag HBs pendant plus de
six mois apres la contamination virale. Le risque d’évolution vers la chronicité

dépend de 1’age du patient et de son systéme immunitaire.

Le taux d’évolution vers la chronicit¢ de 5-10%, concerne [’adulte
immunocompétent. Il est beaucoup plus élevé chez les nouveau-nés infectés

(90%) ou chez les sujets immunodéprimés plus de 10%.

Apres quelques mois, les trois quarts de ces formes chroniques se transforment
spontanément en hépatites chroniques persistantes. En revanche, un quart évolue
en hépatites chroniques actives s’accompagnant d’une destruction massive des
hépatocytes. Progressivement, les hépatocytes détruits sont remplacés par du
tissu cicatriciel et I’hépatite évolue ainsi vers la cirrhose. Il n’est pas rare que la
maladie ne soit découverte qu’a ce stade, lors d’une complication de la cirrhose
(ascite, ictére ou hémorragie digestive).

A un stade tardif, nous trouvons des signes cliniques d’insuffisance
hépatocellulaire ou d’hypertension portale. Le foie ne remplit plus son role de
synthése et d’épuration, ce qui aboutit a la mort du malade. A long terme,

certaines cellules se transforment et initient un cancer primitif du foie [12].
I'V-3. Hépatites occultes

L’infection occulte par le virus de I’hépatite B est définie par la présence
d’ADN du virus de I’hépatite B dans le sang détecté par la biologie moléculaire
chez des patients n’ayant pas d’Ag HBs circulant détectable. Le plus souvent

1I’Ac anti HBc est présent dans le sérum [28].

Cependant, la signification clinique de I’hépatite B occulte est inconnue.
Actuellement, il n’y a pas de preuve qu’il soit nécessaire de détecter ou de traiter

systématiquement ’infection a VHB occulte Cependant, il est important de
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deépister D'infection a VHB occulte dans certaines situations cliniques
spécifiques. Par exemple, en cas de chimiothérapie pour cancer, il existe un
risque de réactivation de ’hépatite B et un traitement préventif anti-VHB peut

étre envisagé [11].
V. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE
V-1. Diagnostic non spécifique
V-1-1. Transaminases sériques

Ce sont des enzymes ayant pour coenzyme le phosphate de pyridoxal.
Elles assurent le transfert du radical NH, d’un acide aminé sur un acide o-
cétonique. Les transaminases permettent ainsi, au cours de la dégradation

oxydative des acides aminés, le transfert du radical aminé vers 1’'uréogencse.

Leur ¢lévation, méme mineure, traduit une cytolyse plus ou moins importante.

Cette ¢lévation est un signe présomptif d’une hépatite virale.
Il en existe deux types:

» la Transaminase Glutamique-pyruvique (TGP) ou Alanine Amino-
Transférase (ALAT) qui est essentiellement cytoplasmique apparait plus
vite, en grande quantité et est plus spécifique du foie.

Taux normal: 5-28 Ul/ml (37°C) [33].

» la Transaminase Glutamique-oxaloacétique (TGO) ou Aspartate Amino-
Transférase (ASAT): son taux précede toujours la phase ictérique et suit
I’évolution du taux d’ALAT.

Taux normal: 7-35 Ul/ml (37°C) [33].
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V-1-2. Autres tests sanguins

D’autres tests de cytolyse hépatique Ornithine Carbamyl Transférase (OCT),
Lactate Déshydrogénase (LDH) et des tests d’insuffisance de synthése hépatique
(estérases, protides totaux, sérum albumine, cholestérol estérifi¢, fibrinogeéne et
complexe prothrombinique) peuvent compléter 1’exploration biochimique des

hépatites virales [21].
V-2. Diagnostic spécifique
V-2-1. Marqueurs du virus de I’hépatite B

Les marqueurs sont des ¢léments qui signent la présence ou le passage du

virus dans I’organisme. Ce sont:

» I’Ag HBs signe l’infection, il est a la fois présent dans le sérum et le
cytoplasme de I’hépatocyte,

» 1’Ag HBc, li¢ a la nucléocapside, est présent seulement dans 1’hépatocyte.

» I’Ag HBe, li¢ a la nucléocapside comme 1’Ag HBc dont il représente une
forme dégradée, n’est décelé que dans le sérum,

» les Ac anti-HBc, anti-HBe et anti-HBs sont retrouvés dans le sérum. Le
témoin biologique le plus fidele du contact du virus avec 1’organisme est
I'Ac anti-HBc: ¢’est le marqueur du contage,

» I’ADN viral est libre dans le sérum ou dans 1’hépatocyte ou il peut étre
intégré a I’ADN chromosomique [21].

V-2-2. Méthodes de détection

V-2-2-1. La détection et la quantification de PADN du

virus :

Différentes méthodes de biologie moléculaire permettent la détection et la

quantification de I’ADN du VHB dans les liquides biologiques afin d’évaluer le

These d’Etat de Docteur en Pharmacie BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan

l




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B
A ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

niveau de la réplication virale. Deux types de techniques d’amplification

peuvent étre utilisés pour quantifier ’ADN du VHB :

Les méthodes d’amplification de la cible, de type Polymerase Chain Reaction
(PCR) et les méthodes d’amplification du signal, comme la capture d’hybrides
ou la technique des ADN branchés. L’expression des résultats se fait en copie/
ml. Les copies ne sont pas une unité internationale. Elle ne permet pas
d’équivalence d’un pays a Pautre d’ou I'utilit¢ de I’expression d’'un méme
résultat en logarithme (log) log/ml. Les logs sont une expression mathématique
donc un langage international.

Quelle que soit la technique utilisée, I’expression des résultats en unités
internationales par millilitre (UIl/ml) est indispensable afin d’homogénéiser les
résultats entre laboratoires de diagnostic et d’appliquer les résultats des essais

thérapeutiques a la pratique clinique [6].
V-2-2-2. La détection des antigenes et anticorps

La détection des antigenes viraux et des anticorps spécifiques dans les fluides
biologiques est fondée sur 1’utilisation des tests immuno-enzymatiques de type
Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA). Ces méthodes immuno-
enzymatiques sont faciles a utiliser, automatisables et, de ce fait, permettent de

traiter un grand nombre d’échantillons [6].

Outres les méthodes automatisables, il existe aussi des tests rapides, ils peuvent

étre classés selon le support et le principe.
v" SELON LE SUPPORT
Il existe 2 principaux supports :
Les supports en cassettes, exemple : VIKIA HBsAg® BioMerieux
Les supports en bandelettes, exemple: Determine HBsAg® Assay (Inverness
Medical Professional Diagnostics)
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v" SELON LE PRINCIPE

Nous distinguons :

% Les techniques d’agglutination de particules pour la détection

qualitative de HBsAg, exemple :Serodia HBS (fujirebio).

% Les techniques immuno-enzymatiques pour la détection de

I’AgHBs, exemple :HEPACARD-J.Mitra & Co.Pvt Ltd.

¢ Les techniques d’immuno-marquage utilisent les dérivés colloides

pour révéler les réactions Ag-Ac.

V-2-2-3. Interprétation des marqueurs

Les différentes formes de I’infection par le VHB peuvent étre définies par

les marqueurs (Tableau I).

Tableau I : Interprétation des marqueurs sérologiques de 1’hépatite B [22].

ANTICORPS
STADES CLINIQUES Ag HBs Ag HBe Anti-HBc Anti-HBc
Anti- HBe | IgM IgG Anti-HBs
INCUBATION + + - - - -
HEPATITE AIGUE + + - + +/- -
HEPATITE CHRONIQUE
ACTIVE + + - - + -
HEPATITE CHRONIQUE
NON ACTIVE + - +/- - + -
CONVALESCENCE - - +/- - + +/-
GUERISON - - +/- - + +
VACCINE - - - - - +
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VI- TRAITEMENT

Les formes aigués ne nécessitent aucune prescription médicamenteuse. Le
repos au lit est préférable en cas d'asthénie. L'alcool, I’automédication et les

médicaments traditionnels doivent €tre proscrits.

VI-1. Conditions de traitement

Le traitement est indiqué dans les cas suivants:
- Présence de fibrose/ cirrhose

- taux ’ALAT>2N

- Charge virale >20000 copies /ml

- antécédents familiaux de cancer primitif du foie

VI-2. Traitements disponibles
Le traitement curatif repose essentiellement sur les analogues
nucléos(t)idiques et I’interféron a.
VI-2-1. Les analogues nucléos(t)idiques
Les analogues nucléos(t)idiques (NAs) bloquent la réplication virale en inhibant
de fagon compétitive I'incorporation des nucléotides lors de I'élongation virale
par la polymérase. Ces molécules anti-virales vont interagir avec le site
catalytique YMDD de la polymérase virale. Ce sont aussi des inhibiteurs de la
transcriptase inverse. Deux analogues, le Ténofovir et 1’Entecavir sont
actuellement utilisés [18]
VI-2-2. L'Interféron-a
L'Interféron-o. (IFNa), molécule physiologique de défense contre les virus,
trouve une place de choix dans le traitement des hépatites chroniques B puisqu'il

associe des propriétés antivirales, immunomodulatrices et antiprolifératives [16].

VI-3. Schéma thérapeutique
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L’OMS préconise la prescription des analogues nucléos(t)idiques en premiere et
deuxieéme intention car ces médicaments conduisent rarement a |’apparition
d’une pharmacorésistance. L’OMS recommande aussi un traitement a vie des
personnes cirrhotiques [18].

VI1-4. Surveillance du traitement

L’efficacité des traitements doit €tre appréciée par 1’obtention d’une
charge virale indétectable, ainsi que par la séroconversion Ac anti-HBe. La
recherche de 1’Ag HBs doit étre faite réguliecrement chaque 6 mois pour
apprécier une perte de ce marqueur, puis 1’acquisition des Ac anti-HBs [25].
Mais les traitements curatifs des complications de I’hépatite chronique (cirrhose
et cancer primitif du foie) restent décevants et 1’évolution nécessite parfois une
greffe hépatique. Devant cette situation, la priorité absolue doit étre a la

prévention.

VII-PREVENTION

VII 1- Prévention de la transmission

VII 1-1- Information

La sensibilisation a tous les types d’hépatite virale aide a réduire leur
transmission a 1’échelle des communautés. Depuis 2011, 1’Alliance Mondiale
contre I'hépatite, 'OMS et ses partenaires, organisent le 28 juillet de chaque
année la Journée mondiale de 1’hépatite, afin de sensibiliser I’opinion et mieux

faire comprendre la maladie aupres du grand public.

VII 1-2 -Prévention Transmission sexuelle
L'usage du préservatif prévient la transmission sexuelle du HBV. Comme
pour les autres infections sexuellement transmissibles (IST), son utilisation est

recommandée si le statut du partenaire n’est pas connu. La large diffusion des
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campagnes de lutte contre le HIV, concernant la transmission sexuelle du virus,
sont tout aussi bénéfiques pour les autres IST dont fait partie le HBV. Les
messages sont aussi axés sur l'abstinence, la fidélité, et l'utilisation des

préservatifs [10]
VII 1-3 - Sécurité des injections

Les bonnes pratiques de lutte contre les infections pour les injections
intradermiques, sous cutanées et intramusculaires recommandent I’utilisation de
matériel neuf a usage unique, pour chaque injection et pour la reconstitution de
chaque unit¢ médicamenteuse. La déclaration conjointe OMS-UNICEF-
FNUAP, a encouragé I'utilisation exclusive de seringues autobloquantes dans les

services de vaccination [29]

VII 2 -Vaccination

L'objectif principal des stratégies de vaccination anti-hépatite B est de prévenir

I’infection a virus de 'hépatite B.

VIIL.2-1 Description du vaccin
Les vaccins anti-hépatite B sont des vaccins recombinants utilisant un Ag Hbs
produit par des levures ou des cellules de mammiféres dans lesquelles un geéne
codant pour Ag HBs (génes Ag HBs/pré-Ag HBs) a été introduit au moyen de
plasmides [32]. Les vaccins anti-hépatite B se présentent sous diverses
formulations : vaccins monovalents, qui protégent uniquement contre 1’hépatite
B, et vaccins associés qui protegent contre 1’hépatite B et d’autres maladies.

VIIL.2.2- Immunogénicité et efficacité clinique

L'efficacité protectrice de la vaccination anti-hépatite B est directement
liée a l'induction des Ac anti-HBs. Un titre en Ac supérieur a 10 mUI par ml,
apres l'administration de la derniere dose du schéma vaccinal de

primovaccination est considéré comme protecteur.
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En cas d'affection immunodépressive (infection a VIH, maladie du foie
chronique, insuffisance rénale chronique, diabéte) I'immunogénicité du vaccin

est réduite [32].
VII1.2.3- Schéma de la vaccination anti-VHB

Le schéma actuellement recommandé est de trois injections par voie
intramusculaire (dans la région deltoidienne pour les adultes et dans la cuisse

pour les nourrissons), & un mois d’intervalle.

Un rappel un an apres la troisieme dose, puis un rappel au besoin chaque cinq

ans (taux Ac anti-HBs <10 mUI/ml) [18].
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DEUXIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE
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I.MATERIEL

I.1. Type et période d’étude

Il s’agit d’'une étude expérimentale d’évaluation de test qui s’est déroulée de
septembre 2014 & décembre 2015.
I.2. Cadre de I’étude

L’¢étude s’est déroulée au laboratoire d’immunologie du centre de diagnostic et
de recherche sur le SIDA et les autres maladies infectieuses (CeDReS) sis au
sein du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Treichville d’Abidjan Cote

d’Ivoire.
1.3. Taille de I’échantillon

La taille de I’échantillon de 1’étude a été déterminée par la formule de schwartz

[27]
n=gxpx(l-p)/m?

n : Taille d'échantillon minimale pour 1'obtention de résultats significatifs

pour un événement et un niveau de risque fixé

€ : Niveau de confiance (la valeur type du niveau de confiance de 95 %

sera 1,96)

p : prévalence de la population qui présente la caractéristique

m : Marge d'erreur (généralement fixée a 5 %)

Ainsi, pour une prévalence de 12%, en prenant un niveau de confiance de

95 % et une marge d'erreur de 5 %, la taille d'échantillon devra étre de
n=1,96*x 0,12 x 0,88 /0,052 =162,3

Pour que notre étude soit validée ; nous devions inclure au minimum 162

individus.
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1.4. Population d’étude

L’¢étude a porté sur des sujets de tout sexe et I’évaluation a été conduite sur un

¢chantillon de 955 patients qui venaient en consultation dans les sites suivants :

e au Service des Maladies Infectieuses et Tropicales (SMIT) du CHU de
Treichville (n=353),
e 3 la clinique CONFIANCE de Bietry (n=602).
Chaque participant dont le statut sérologique VIH était connu et documenté
(VIH positif) était un adulte 4gé d’au moins 18 ans qui a donné son accord €écrit
pour participer volontairement a cette recherche (annexe 1). L’anonymat a

permis de garantir la confidentialité lors de I’évaluation.
L.5.Appareillage, réactifs et petit matériel de laboratoire
Pour la réalisation de notre étude, nous avons utilisé le matériel suivant :

- une blouse,
- des gants a usage unique,
- du papier absorbant,
- une solution d’hypochlorite de sodium a 12° diluée a 10%,
- un chronométre,
- des micropipettes,
- un portoir,
- des embouts pour micropipettes,
- des cryotubes,
- des Cryoboites,
- une centrifugeuse,
- une chaine ELISA regroupant :
e un incubateur sec réglé a 37°C,

e un lecteur de microplaques (spectrophotometre),
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e un laveur de microplaques,
e un agitateur de microplaques,
- des kits du test a évaluer Alere Determine® AgHBs du lot numéro
55627k100 a conserver entre 2-30°C et expirent le 06/07/15,
- les kits du test de référence DIA.PRO HBsAg one version ULTRA de
Diagnostic Bioprobes Srl du lot C3T3/3 et expirent le 01/09/16,
- des kits du test de référence MONOLISA AgHBs ULTRA de BIO RAD
du lot numéro 235443.

II-METHODES

Notre ¢tude a comporté une analyse biologique et une analyse statistique.

I1I-1. Analyse biologique

Les échantillons ont €té obtenus par ponction veineuse sur des tubes avec
I’anticoagulant éthyléne Diamine tétra acétate (EDTA). Les prélévements ont
¢té transportés au CeDReS en respectant les regles d’hygiene et de biosécurite.
Apres centrifugation du sang total a 3000 tours/s pendant 5 minutes, nous avons
réalisé un aliquote de 1 ml de plasma pour chaque échantillon, conservé a -20 ou

-80°C au CeDReS.

Pour la réalisation des tests biologiques, nous avons soumis le sang total de tous
les échantillons au test Determine® AgHBs de ALERE et le plasma de ces
mémes échantillons a été testé en utilisant un algorithme séquentiel constitué des
tests de référence DIA.PRO HBsAg one version ULTRA et MONOLISA
AgHBs ULTRA de BIO RAD. Tous les échantillons ont été testés avec le test
DIA.PRO HBsAg, ensuite tous les échantillons positifs au test DIA.PRO
HBsAg et les échantillons discordants entre les tests Determine® AgHBs de
ALERE et DIA.PRO HBsAg ont été testes au test MONOLISA AgHBs
ULTRA.
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II-1-1. Le test DETERMINE® AgHBs

% Présentation
Le test Determine® AgHBs de ALERE est un test qualitatif de diagnostic rapide
du VHB a usage unique qui se présente sous forme de bandelette. Il est utilisable
avec les échantillons suivants:
-sang total (ponction digitale, ou ponction veineuse)
-plasma (EDTA, héparine sodium, Héparine lithium et citrate de sodium)
-sérum.

Le Kit du test contient:

-le dispositif de test Determine® AgHBs de ALERE,
-un paquet de déshydratant,
-un flacon (2,5 ml) de tampon de migration préparé dans du tampon
phosphate.
Le test Determine® AgHBs de ALERE est composé de 3 parties:

» la zone de dépdt destinée au dépot de 1’échantillon et du tampon de
migration,
» une zone de migration comprenant le conjugué composé d’anticorps
monoclonaux anti-HBs de souris couplé au colloide de s€lénium,
» la zone de lecture subdivisée en deux parties :
e la zone test comprenant les anticorps anti-HBs monoclonaux de
souris.
e la zone de contrdle ou sont immobilisés les anticorps anti-

sélénium.
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Zone de controle

Zone test

Zone de lecture

Zone de migration

Bomadiomad
Zone de dépot ’—H

Figure 2 : Présentation du test Determine® AgHBs de ALERE.

¢ Principe

Le test Determine® AgHBs de ALERE utilise une réaction de type sandwich
pour la détection de I’antigene de surface AgHBs.

L’¢échantillon est introduit au niveau de la zone de dépdt et migre par capillarité
le long de la bandelette. Si I’échantillon contient des antigénes HBs, ceux-ci se
lient au conjugué (anticorps anti-HBs de souris fixés aux colloides de sélénium)
au niveau de la zone de migration pour former des immuns complexes antigéne-
anticorps-sélénium (Ag-Ac-Se).

Ces complexes migrent vers la zone de lecture et se fixent aux anticorps
anti-HBs monoclonaux de souris immobilisés au niveau de la fenétre-patient de

la bandelette induisant ’apparition d’une bande de couleur rouge.
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La bande controle est obtenue par la réaction entre les anticorps anti-sélénium
immobilisés au niveau de la fenétre-controle qui captent les particules de

sélénium libres (non fixés aux Ac anti-HBs de souris).

% Mode opératoire
- Enlever la protection plastique de chaque test.
- Pour les échantillons de sérum ou de plasma :

o distribuer 50 pl d’échantillon (a ’aide d’une pipette de précision)
sur la zone de dépdt de 1’échantillon,

o attendre au moins 15 minutes (maximum : 24 heures) et lire le
résultat.

- Pour les échantillons de sang total (ponction veineuse) :

o distribuer 50 pl d’échantillon (a ’aide d’une pipette de précision)
sur la zone de dépdt de 1I’échantillon

o attendre une minute, puis distribuer une goutte de tampon de
migration sur la zone de dép6t de I’échantillon,

o attendre au moins 15 minutes (maximum : 24 heures) et lire le
résultat.

- Pour les échantillons de sang total (bout du doigt) :

o distribuer 50 ul d’échantillon (avec un tube capillaire contenant de
I’EDTA) sur la zone de dépot de 1’échantillon.

o attendre que le sang soit absorbé par la zone de dépdt, puis
distribuer une goutte de tampon de migration sur la zone de dépot
de I’échantillon.

o attendre au moins 15 minutes et lire le résultat. Coloration stable 24

heures.
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¢ Résultats et interprétation
- POSITIF (deux barres)
Les barres rouges apparaissent dans la fenétre-contrdle (annotée “Control”)
et la fenétre-patient (annotée “Patient”) sur la bandelette. Toute couleur
rouge visible dans la fenétre-patient doit étre interprétée comme un résultat
positif.
- NEGATIF (une barre)
Une barre rouge apparait dans la fenétre-controle (annotée “Control”), la
barre rouge de la fenétre-patient (annotée “Patient”) n’apparaissant pas sur la
bandelette.
- NON VALIDE (pas de barre)
Si la barre rouge n’apparait pas dans la fenétre-controle de la bandelette et
méme si une barre rouge apparait dans la fenétre-patient de la bandelette, le

résultat n’est pas valide et le test doit €tre recommencé

Positif Négatif Non valide

Contréle — ———

Patient

Figure 3 : Résultats du test Determine® AgHBs de ALERE.
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I1.2-1. Le test DIA.PRO HBsAg One version ULTRA
% Présentation
Le test DIA.PRO HBsAg One version ULTRA est un test immuno-enzymatique
utilisé pour la détermination en une étape de I’antigéne de surface du virus de
I’hépatite B dans le plasma et sérum humains.

Il se présente sous forme de kit composé comme suit :

- une microplaque composée de micropuits revétus chacun d’anticorps
monoclonaux de souris anti- HBs,

- un controle positif et négatif,

- un ¢talon constitu¢ de sérum de veau feetal, d’Ag HBs recombinant non
infectieux a 0,5UI/ml et de tampon phosphate a 10mM ph 7,4 +/- 0,1,

- une solution de lavage contenant du tampon phosphate a 10mM ph 7,0+/-
0,2, du Tween 20 a 0,05% et du Kathon GC a 0,1%,

- le conjugué enzymatique constitué¢ d’Ac monoclonaux de souris anti-HBs
associé¢s a la peroxydase de raifort,

- le diluant pour conjugué enzymatique,

- le mélange chromogene/substrat constitu¢ d’un tampon de citrate-
phosphate a 50 mM, de diméthhylsulfoxyde a 4%, de tétraméthyl-
benzidine TMB a 0.03% et de peroxyde d’hydrogeéne (H202) a 0.02%,

- la solution d’arrét de la réaction : acide sulfurique a 0,3M,

- des couvre-plaques.

% Principe
L’Ag HBs de I’échantillon est pris en sandwich entre Ac anti-HBs fixé dans les
puits des microplaques et le conjugué (Ac anti-HBs associé a la peroxydase de
Raifort HRP).
Apres lavage, le double immun-complexe sandwich est révélé par le mélange

chromogene/substrat.
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L’intensité de la coloration proportionnelle a la quantité d’Ag HBs présente dans
I’échantillon.

% Mode opératoire
1. Placer le nombre requis de puits dans le support de la microplaque. Laisser le
premier puits vide pour le blanc.
2. Déposer 150 ul de témoin négatif dans les trois puits suivants, puis 150 ul de
calibrateur dans deux autres puits et 150 ul de contréle positif dans le puits
d’apres.
3. Distribuer 150 pl de chaque échantillon dans les différents puits restants.
4. Distribuer 100 pl du conjugué préalablement dilué au 20°™ dans tous les
puits a I’exception du blanc.
5. Sceller la microplaque avec la feuille plastique adhésive fournie dans le kit et
la laisser incuber a 37°C pendant 2 heures.
6. Retirer la feuille plastique et effectuer 5 cycles de lavage en utilisant 350ul de
solution de lavage.
7. Apres le séchage de la microplaque, introduire 200 pl de substrat dans tous
les puits y compris le blanc. Sceller a nouveau.
8. Incuber la microplaque a I’obscurité pendant 30mn.
9. Laver la microplaque comme dans 1’étape 6.
10. Ajouter 100ul de la solution d’arrét (acide sulfurique) dans tous les puits y
compris le blanc pour arréter la réaction enzymatique. L’addition de I’acide fait
changer la coloration du témoin et des échantillons positifs qui passe du bleu au
jaune.
12. Lire la densité optique (DO) a 450 nm dans les 15 minutes.

% Critéres de validation du test
Puits blanc DO a 450nm <0,100
Controle négatif DO a 450 nm< 0,050
Etalon 0,5 Ul/ml E/S >2
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Controle positif DO a 450nm >1,000
% Interprétation

Pour chaque échantillon, calculer le ratio :

DO échantillon
T T e —
VS
C’est le rapport de la densité optique de 1’échantillon sur la valeur seuil

La valeur seuil est déterminée d’aprés la moyenne de la DO a 450nm du
contrdle négatif(CN)

VS=CN + 0,050

Le résultat est négatif si le ratio DO/VS est inférieur a 0,9. Cela signifie qu’il
n’y a pas d’infection.

Le résultat est positif si le ratio DO/VS est supérieur a 1,1. Cela signifie qu’il y
a une infection au VHB.

Le résultat est ambigu si le ratio DO/VS est compris entre 0,9 et 1,1. Dans ce
cas 1l faut réaliser un nouveau prélévement 1 a 2 semaines apres le premier

prélevement et tester I’échantillon obtenu.

I1-1-3.MONOLISA® HBsAg ULTRA
¢ Présentation
Le test Monolisa® HBsAg ULTRA est un test immuno-enzymatique utilisé pour
la détection de l'antigene de surface du virus de 1'Hépatite B (Ag HBs) dans le
sérum ou le plasma humain.

I1 se présente sous forme de kit composé de :

- Microplaque : 12 barrettes de 8 cupules sensibilisées avec des anticorps
monoclonaux anti-HBs (souris),

- solution de lavage : tampon tris NaCl concentrée (20X),

- controle négatif : tampon tris HCI, contenant de la SAB,
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- contrdle positif : tampon tris HCI, contenant de la SAB, additionné d'un
mélange d’Ag HBs purifiés des sous-types ad et ay,

- diluant conjugué: Tampon Tris HCl pH 7.4 additionné¢ de BSA, de
Tween® 20, d'immunoglobulines de boeuf et de souris et d'un indicateur
coloré témoin de dépot,

- conjugué Anticorps monoclonaux anti-HBs de souris et anticorps
polyclonaux anti-HBs de chévre couplés a la peroxydase.

- tampon substrat de la peroxydase : Solution d'acide citrique et d'acétate
de sodium pH 4,0 contenant 0,015% d'H202 et 4% de diméthylsulfoxyde
(DMSO0),

- chromogene coloré en rose : solution contenant du tétraméthyl benzidine
(TMB),

- solution d'arrét : Solution d'acide sulfurique 1 N.

¢ Principe
L’Ag HBs de I’échantillon est pris en sandwich entre Ac anti-HBs fixé dans les
puits des microplaques et le conjugué (Ac monoclonaux anti-HBs de souris et
Ac polyclonaux anti-HBs de chévre associé a la peroxydase.).
La révélation se fait par le mélange chromogene/substrat et I’intensité de la
coloration obtenue est proportionnelle a la quantit¢ d’Ag HBs présents dans le

sérum.

** Mode opératoire
1) Distribution des échantillons et des sérums de contrdle dans les cupules de la
microplaque. Cette distribution peut étre controlée visuellement. En effet, il y a
une nette différence de coloration entre une cupule vide et une cupule contenant
un ¢échantillon. Elle peut étre aussi controlée par lecture spectrophotométrique a

450 nm.

2) Distribution du conjugué. Apres rajout du conjugué initialement rouge, la
cupule se colore en rouge. Elle peut étre controlée par lecture
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spectrophotométrique a 450 nm, la distribution des échantillons peut aussi étre
controlée a ce stade de la manipulation par lecture spectrophotométrique a 450

nm.

3) Apres incubation pendant une heure et demi a 37°C, le conjugué non lié¢ est

¢liminé par lavage.

4) Distribution de la solution de révélation de I’activité enzymatique. Il y a une
nette différence de coloration entre une cupule vide et une cupule contenant le
substrat de couleur rose. Elle peut étre controlée par lecture

spectrophotométrique a 450 nm.

5) Apres 30 minutes d’incubation en présence du substrat a I’obscurité et a
température ambiante (18-30°C), la présence du conjugué est révélée par un

changement de couleur.

6) Distribution de la solution d’arrét. La coloration du substrat rosée (pour les
¢chantillons négatifs) ou bleu (pour les échantillons positifs), disparait des
cupules qui deviennent incolores (pour les échantillons négatifs) ou jaunes (pour

les échantillons positifs) apres addition de la solution d'arrét.
7) Lecture des densités optiques a 450 nm et interprétation des résultats.

% Validation du test
Contrdle négatif DO a 450 nm< 0,080
Contréle positif DO a 450nm >1,000
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¢ Interprétation
R<0,9 Négatif

0,9<R<1 Retester
R>1 Positif retester
Apreés retest, interpretation
R<0,9 Négatif
0,9<R<I restester sur un autre prélévement
R>1 Positif
I1.2-Analyses des données

I1.2.1-détermination des performances techniques

Ces performances techniques que sont la sensibilité, la valeur prédictive
positive, la spécificité, la valeur prédictive négative et le taux de discordants ont

¢été calculées a partir du tableau de contingence (tableau II).

» La sensibilité (Se) est la capacité du test évalué a détecter correctement les
échantillons contenant des antigenes HBs.

» La valeur prédictive positive (VPP) est la probabilité, lorsqu’un test est
positif, que I’échantillon contienne réellement d’antigénes HBs.

» La spécificité (Sp) est la capacité du test évalué a détecter correctement
les échantillons ne contenant pas des antigénes HBs.

» La valeur prédictive négative (VPN) est la probabilité, lorsqu’un test est
négatif, que I’échantillon ne contienne pas réellement d’antigenes HBs.

» Le taux de discordants (TD) est la proportion des faux positifs et des faux

négatifs parmi I’ensemble des sujets.
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Tableau I1: Calcul des performances techniques du test évalué.

Test de référence

Positif Négatif Total
Positif Vrai positif A | Faux positif B A+B
Test évalué
Neégatif Faux négatif C | Vrai négatif D C+D
Total A+C B+D A+B+C+D

Se = [A/ (A+C)] x 100

Sp=[D/ (B+D)] x100

VPP = [A/(A+B)] x 100

VPN=[D/(D+C)] x 100

TD=[(B+C)/(A+B+C+D)] x 100

I1.2.2-Etude des caractéristiques opérationnelles

Les caractéristiques opérationnelles des tests rapides dans un laboratoire

périphérique ont été estimées en utilisant certains critéres proposés par I’OMS.

Ces criteres tiennent compte des performances techniques, [’appréciation

technique et la praticabilité des tests rapides a évaluer [5]

Le test est considéré comme:

e « tres approprié » si le score total est strictement supérieur a 30,

e «approprié€ » si le score total est compris entre 23 et 30,

e « peu appropri€ » si le score total est strictement inférieur a 23
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III-RESULTATS

III.1. Caractéristiques de la population d’étude

Les répartitions de la population d’étude selon le sexe et la situation

matrimoniale sont présentées respectivement par les figures 4 et 5

34% n=325

® Masculin
B Féminin

66% n=630

Figure 4 : Répartition de la population d’étude selon le sexe.

Notre population d’étude était majoritairement de sexe féminin (66%) avec un
Sex-ratio de 0,51.

ey WT% 03%
,270

0,
12,2% H Célibataire

m Concubinage
= Marié
Divorcé

m Veuf/ve
75,6%

Figure 5: Répartition de notre population d’étude selon la situation
matrimoniale

Notre population d’étude €tait majoritairement célibataire avec 75,6%
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La répartition de la population d’étude selon le niveau d’étude est présentée dans
la figure 6

35
30 29%
27%
25
20 19%
15 -+
()
LS 12%
10
5 -
0 1 T T T T
Non scolarisé Primaire Secondaire Supérieur Non précisé

Figure 6 : Répartition de la population d’étude selon le niveau d’étude

Notre population d’étude a un niveau d’étude majoritairement dans le secondaire
et dans le primaire.

[
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La répartition de la population d’étude selon la nationalité est présentée par la

figure 7

M Ivoirien

= Non ivoirien

Figure 7 : Répartition de la population d’étude selon la nationalité.

Notre population d’étude était majoritairement de nationalité ivoirienne avec un

pourcentage de 81%.

These d’Etat de Docteur en Pharmacie

BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan

|




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B

A ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

La répartition de la population d’étude selon 1’age est présentée par la figure 8

40

35

Pourcentagea(%)

15

10 -
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25-35 ans
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Tranche d'age

15

47-57 ans >57ans

Figure 8 : Répartition de la population d’étude selon 1’age

L’age moyen de notre population était de 36,8 ans IC 95% [28,5-45 ans] et la
tranche d’age prédominante était de 25-35 ans.
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I11.2. Performances techniques

L’¢valuation du test Determine® AgHBs par rapport au test DIA.PRO HBs Ag

one version ultra est présentée dans le tableau III.

Tableau III : Comparaison entre les tests Determine® AgHBs et DIA.PRO

HBsAg one version ULTRA
Test DIA.PRO HBsAg one
version ULTRA
Positif Négatif Total
Positif 81 0 81
Test Determine®
Négatif 20 854 874
AgHBs de ALERE
Total 101 854 955

Apres avoir soumis tous les échantillons aux tests Determine® AgHBs et

DIA.PRO HBsAg, nous avons obtenu 20 discordants entre ces deux tests avec

un taux de discordant de 2,1%.
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Les résultats de I’évaluation des échantillons discordants au test MONOLISA

sont présentés dans le tableau IV.

Tableau IV : Profil des 20 échantillons discordants

Numéro des Résultats Résultats Résultats
échantillons Determine® DIAPRO MONOLISA®

Ag HBs HBsAg HBsAg Conclusion
s064 Négatif Positif Négatif Négatif
s087 Négatif Positif Positif Positif
s180 Négatif Positif Négatif Négatif
s199 Négatif Positif Négatif Négatif
$226 Négatif Positif Positif Positif
s345 Négatif Positif Négatif Négatif
c018 Négatif Positif Négatif Négatif
c025 Neégatif Positif Négatif Negatif
clo7 Neégatif Positif Neégatif Neégatif
cl22 Négatif Positif Négatif Négatif
c226 Négatif Positif Négatif Négatif
c251 Négatif Positif Négatif Négatif
c321 Neégatif Positif Positif Positif
c460 Neégatif Positif Neégatif Négatif
c461 Négatif Positif Neégatif Neégatif
c462 Neégatif Positif Neégatif Négatif
c486 Négatif Positif Négatif Négatif
c493 Négatif Positif Négatif Négatif
c494 Négatif Positif Négatif Négatif
c504 Négatif Positif Négatif Négatif
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Sur les 20 échantillons qui ont été testés au MONOLISA® HBsAg ULTRA,

nous avons obtenu 17 négatifs superposables aux résultats du test Determine®

Ag HBs et 03 autres positifs.

Les performances du test Determine® AgHBs sont présentées dans le

Tableau V

Tableau V: Performances techniques du test Determine® AgHBs de ALERE

Algorithme séquentiel de

référence
Positif Négatif Total
Positif 81 0 81
TEST Determine®
Négatif 03 871 874
AgHBs de ALERE
Total 84 871 955

» Sensibilité (Se) = 96,4%
» Spécificité (Sp) = 100%
» Valeur prédictive positive (VPP) = 100%

» Valeur prédictive négative (VPN) = 99,7%

» Taux de discordants (TD) = 0,3%
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IT1.3. Caractéristiques opérationnelles

Les caractéristiques opérationnelles du test Determine® AgHBs de ALERE sont

présentées dans le tableau VI

Tableau VI: Caractéristiques du test Determine® AgHBs de ALERE.

Caractéristiques

Determine” AgHBs de ALERE

Nécessité de préparation: (0= oui ; 1= non)
- antigénes

- Substrat

solution de lavage

conjugué

prédiction du sérum

Stabilité apres dilution / ouverte :
(date d’expiration = 1 ; avant= ()
- antigéne

- Controle

- diluant

- substrat

- solution de lavage

- tampon

- lavage (oui=1 ; non=0)

Article nécessaire et non fournis dans le kit :
(0=oui ; 1=non)

-tampon

- micropipette

- tubes dilution,
- eau distillée

- pipette graduée

- acide sulfurique/ hydroxyde de sodium

Appréciation technique/ 11

11
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La facilité d’utilisation du test Determine est présentée dans le tableau VII

Tableau VII : Facilité d’utilisation du test Determine® AgHBs de ALERE.

Criteres

Score

Performances du
test

Score du test

Sensibilité
100%
98-100%
< 98%

96,43%

Spécificité
> 98%
95-98%
<95%

100%

Conditions d’incubation
Temp ambiante
Hors Temp ambiante

Température
ambiante

Durée de vie
> 1 an

6-12 mois

< 6 mois

N W

>1 an

Conditions de conservation
Temp ambiante (kit ouvert)
Temp ambiante (kit non ouvert)
2-8°C

[\ IRV,

Température
ambiante

Coiit du test en CFA
<1000 (2)

1000-2000 (2-4)

> 2000 (4)

N W

2000

Facilité d’utilisation
Tres simple

Simple

Peu simple

—_

Treés simple

Rapidité d’exécution (1 test)
<10 mn

10-30 mn

> 30 mn

— N W

15 mn

Nécessité Agitateur/Laveur
Non nécessaire
Nécessaire

p—

Non

Lecture

Visuelle avec variabilité interlecture< 3%
Visuelle avec variabilité interlecture> 3%

Avec un appareil

—_ U W

Score Total

40

33

Le test Determine® AgHBs de ALERE est trés approprié vu les critéres qu’il

présente lui permettant ainsi une facilité d’utilisation confirmée.
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VI-DISCUSSION

Bien que la recherche médicale avance et que des traitements efficaces
permettent aux malades de mieux vivre, I’hépatite virale B est toujours présente
en Afrique, précisément en Cote d’Ivoire ou elle touche toutes les catégories de
la population. Trop souvent encore, I’infection est diagnostiquée tardivement et
ce retard de dépistage a I’origine de la mortalité élevée, empéche les personnes

infectées de bénéficier pleinement des traitements [19].

Mettre a la disposition de la population des techniques de dépistage rapides,
fiables et a moindre colt constitue un point marquant dans la prévention de
I’infection au virus de I’hépatite B. Ces tests rapides présentent donc un intérét
pour les pays a ressources limitées du fait de leur facilité d’utilisation et de leurs
colits plus abordables par rapport aux autres tests de depistage. En raison des
limites de certains tests de dépistage, ’OMS recommande 1’évaluation des tests

avant leur utilisation dans une région donnée [5].

Nous nous sommes alors propos¢ dans cette étude d’évaluer les
performances du test Determine® AgHBs de ALERE utilisé dans le dépistage

de I’infection au virus de I’hépatite B.
VI-1. Performances techniques
v’ sensibilité

Sur un panel de 955 échantillons, la sensibilité du test Alere Determine®
AgHBs était de 96,4% au cours de notre étude. Ce test présente donc des

performances de sensibilité peu satisfaisantes (Se<99 %). [8]

Ce résultat est superposable a ceux obtenus par Randrianirina et coll en
2008 et Aubry en 2007, qui ont rapporté respectivement 97,8% de sensibilité
pour Determine Ag HBs sur sérum [24] et 96,1% [2].
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Il est également superposable a la sensibilité d’autres tests sur plasma tels que
les tests Cypress HBsAg Dipstick® (96,7%) [24] et Hexagon® HBsAg (95,6%)
[24].

La sensibilité du test Determine lors de notre étude est supérieure a la sensibilité

du test HBsAg teste rapido (93,2%) [9]

Ce résultat est inférieur a la sensibilité obtenue lors d’une étude ménée par Cruz

et coll sur les performances du test Vikia HBsAg en 2015 (100%) [9].
v’ spécificité
Notre étude a montré que le test Determine® AgHBs de ALERE avait une
spécificite de 100%.
Ce test présente donc une spécificité tres satisfaisante (Spécificité supérieure a
99%).

Ce résultat est superposable a celui rapporté par 1’équipe de Randrianirina en
2008 sur les performances du test Determine® HBsAg (100%) [24] et a celui
obtenu par Cruz et coll sur les performances du Vikia HBsAg en 2015 (100%)

[91.
La spécificité obtenue lors de notre ¢tude est meilleure que celle d’autres tests

tels que le test SD Bioline® HBsAg (87,8%) [2], Cypress HBsAg Dipstick®
(96,3%) [24] et Hexagon® HBsAg (96,3%) [24].
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VI-2. Caractéristiques générales et opérationnelles, facilité

d’utilisation

Notre étude a montré que le test Determine® AgHBs de ALERE est d’une
praticabilité relativement simple. De plus, il est réalisable dans tous les postes de
dépistage. Sa mise en ceuvre ne requiert pas de personnel qualifi¢ de laboratoire.
En outre ce test se réalise en deux étapes et sa durée de réalisation lors de notre
¢tude était de 15 minutes, ce qui confirme que ce test est un test rapide selon les
criteres de ’OMS (inférieur a 30 minutes) [5].
Par ailleurs, le test Determine® AgHBs de ALERE pose trés peu de problémes
de lecture.

VI-3. Limite de notre étude
Le nombre d’¢chantillons positifs lors de 1’¢tude était relativement faible moins

de 9% du nombre total des échantillons.
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CONCLUSION
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Les objectifs de notre ¢étude étaient de déterminer les performances
techniques et les caractéristiques opérationnelles du test Determine® AgHBs de
ALERE.

Nous avons obtenu comme résultats de performances techniques sur 955
¢chantillons, une sensibilité¢ de 96,4% et une spécificité de 100%.

A I’évaluation des caractéristiques opérationnelles, nous pouvons dire que le test
Determine® AgHBs est facile d’utilisation et possede 1’avantage d’étre conserveé
a température ambiante.

Cependant du fait de sa sensibilité¢ (Se<99%), le test Determine® AgHBs ne

peut pas étre utilisé pour le dépistage de I’hépatite virale B.
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RECOMMANDATIONS

These d’Etat de Docteur en Pharmacie BOTTI Yoro Clotaire Arnaud Komenan

l




EVALUATION DU TEST RAPIDE DETERMINE® AgHBs DE ALERE POUR LE DEPISTAGE DE L’HEPATITE VIRALE B
A ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

Au terme de cette évaluation nous suggérons les recommandations suivantes :
» Au fabricant
Améliorer les performances techniques du test Determine® AgHBs

» A la Direction de la Pharmacie, du Médicament et des Laboratoires

de Cote d’Ivoire (DPML)

Accorder I’ Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) et ’'importation de tests
de diagnostic rapide (TDR) répondants aux normes internationales pour le

diagnostic de I’hépatite virale B.

» Au Programme National de Lutte contre les Hépatites Virales

(PNLHYV) et au laboratoire national de la santé publique

Promouvoir I’évaluation de différents tests de dépistage pour la prise en charge

de I’hépatite virale B.
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ANNEXE 1 : Formulaire de consentement

Fiche de Consentement « étude fibrose hépatique»

J’ai lu et compris ou bien, on m’a lu et traduit dans la langue que je comprends, les objectifs,
les avantages et les risques liés a cette étude. Apres avoir posé toutes les questions de
compréhensions et obtenu les réponses satisfaisantes, je consens librement a participer a ladite
¢tude. Je sais que je peux me retirer en tout temps sans préjudice et sans devoir justifier ma
décision.

J’accepte que 1’enquéteur remplisse la fiche de recueil de données, que du sang soit prélevés

au bout de mon doigt pour la recherche de plusieurs virus (VIH, virus des hépatites B et C) et
enfin j’accepte que soit réalisé une recherche de fibrose hépatique par Fibroscan®.

J’accepte également qu’un préleévement veineux soit effectué. Ce prélévement étant conservé
dans un réfrigérateur pour analyse complémentaire (charges virales du virus de 1’hépatite B).

Personne participant a 1’étude
Nom: .o
Prénom: ...

NOM & oo

Je soussigné D
déclare avoir expliqué le but, la nature, les avantages, les risques et les inconvénients de
1'étude et avoir répondu au meilleur de ma connaissance aux questions posées.

Signature du médecin Date :

Pour toute question relative a la recherche, ou pour vous retirer de la recherche, vous pouvez
communiquer avec :

le Dr , au numéro de téléphone suivant: 22 /  /  / /

ou le Pr , au numéro de téléphone suivant:22 / /| /
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RESUME

Le dépistage de I’infection au virus de I’hépatite B (VHB) est d’une
importance capitale pour la lutte contre 1’épidémie car il est le point d’entrée des
efforts de prévention et de prise en charge thérapeutique de 1’infection au VHB.
Ce diagnostic doit étre réalis¢ avec des tests performants.

L’objectif de notre étude était de déterminer les performances techniques et de
décrire les caractéristiques opérationnelles du test Determine® AgHBs de
ALERE.

L’¢étude s’est déroulée de Septembre 2014 a Décembre 2015 sur un panel
de 955 échantillons de plasma provenant de sujets recrutés dans deux centres (le
SMIT et la clinique CONFIANCE). Les résultats du test Determine® AgHBs de
ALERE ont été comparés a ceux d’un algorithme séquentiel constitué des tests
de référence DIA.PRO HBsAg one version ULTRA et MONOLISA AgHBs
ULTRA de BIO RAD et a d’autres tests rapides de dépistage de 1’hépatite virale
B.

Nos résultats ont montré que le test Determine® AgHBs de ALERE a une
sensibilité de 96,4% et une spécificité de 100%. Ce test a des caractéristiques

opérationnelles satisfaisantes, cependant du fait de sa mauvaise sensibilité

(Se<99%) ; ce test n’est donc pas approprié pour le dépistage de 1’hépatite virale

B en Cote d’Ivoire.

MOTS CLES: VHB — DEPISTAGE — ABIDJAN — DETERMINE® AgHBS
DE ALERE.




