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INTRODUCTION
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L’'Hépatite virale B est une maladie inflammatoire aigiie ou chronique du foie
due au virus de I'hépatite B (VHB)Selon le rapport de juillet 2016 de
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 2 milliards de personnes sont ou
ont été infectées par le virus de I'hnépatite B, dont plus de 240 millions en sont
porteuses chroniques. Prés de 686 000 personnes meurent chaque année des

conséquences aigués ou chroniques de I'hépatit€]B [

L’Afrique subsaharienne et I'Asie orientale restent les régions les plus touchées.
La prévalence globale de I'hnépatite B est estimée a 8% en Afrique de I'Ouest et
de 5 a 7% dans les régions d’Afrique centrale, orientale et audigale [

Le virus de I'hnépatite B est responsable d’'une maladie chronique du foie et
expose les sujets atteints a un risque important de déces par cirrhose ou par

cancer du foiedl].

Le fait que I'hépatite B ne provoque aucun symptéme jusqu'a ce que surviennent
des dommages irréversibles du foie, souligne la nécessité urgente d’'un acces
universel a la vaccination, au dépistage et a la thérapie anti@fgle [

Le diagnostic biologique de I'hépatite B se fait par des tests sérologiques et par
la détection de I’ADN viralCe diagnostic revét une importance capitale car il
permet de réduire les risques de contamination d’'une part et d’autre part une

meilleure prise en charge des personnes contaminées.

Dans les pays en voie de développement ou les ressoaliouées au dépistage
du VIH et des hépatites sont limitées, I'utilisation des tests rapides pour la
détection de I'antigene de surface AgHBs du virus de I'hépatite B a donné de

bons résultats[23]

Cependant il est nécessaire de poser un diagnostic précis et d’apprécier

I’évolution de la maladie dans le temps.

Ainsi, la mise a disposition de tests rapides pour la détection du VHB possédant

différents marqueurs pourrait permettre d’adapter au mieux, dés la premiere
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consultation, I'information délivrée a la personne, en fonction de son statut au

VHB pour l'orienter vers une prise en charge thérapeutique ou préventive

Conformément aux recommandations de 'OMS, tout test doit étre évalué dans
son contexte d'utilisation avant I'obtention d’'une autorisation de mise sur le
marché[4].

C’est dans ce contexte que nous avons réalisé notre étude dont I'objectif général
était : d’évaluer les performances du test DIGAMED HBV One step (5 IN 1)
pour le dépistage de I'hépatite B

Les objectifs spécifiques étaient de :

- Déterminer les performances techniques du test DIGAMED HBV One
step (5IN 1)

- Préciser la concordance diagnostique du test DIGAMED HBV a celle des
tests de référence.

- Décrire les caractéristiques opérationnelles du test DIGAMED HBYV.
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Premiérepartie:
REVUE DE LA LITTERATURE SUR
L'HEPATITE VIRALEB
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|- EPIDEMIOLOGIE
[-1. Répartition géographique

Irrégulierement répartie au niveau mondial, l'infection chronique par le
VHB toucherait, environ 240 millions de personré@s8]. L’hépatite B est
considérée comme l'une des dix maladies infectieuses les plus meurtriéres. La
mortalité attribuable aux infections par le VHB est de 686000 d’individus
chaque année. Cette mortalité est principalement liée aux complications de
I’népatite chronique, a savoir la cirrhose et le cancer primitif du 18

L'OMS distingue, a la surface du globe, trois zones géographiques
evaluées selon le taux de portage chronique de I'AgHBs dans la population
adulte :
- zone de faible endémie (prévalence < 2 %) : Australie, Amérique du Nord,
Europe de I'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’lvoire 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'AgHBs était de 8% dans la population des
femmes enceintg®5]. En 2014 la prévalence de I'hépatite B était de 1P%h

Toutes ces études ont montré que la cote d’'lvoire est un pays a forte endémicité.

En général, I'incidence de la maladie est inversement proportionnelle au niveau

socioéconomiquél].
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Figure 1 : Prévalence du portage de I'Ag HBs dans le m¢b8e
[-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 vagijalgskinsi que la salive
[22].

Les larmes, les urines, le lait maternel, les selles bien que contenant de faibles
qguantités 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 sanl].
[-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, l'infection peut se produire pendant des actes médicaux,
chirurgicaux ou dentaires, des tatouages ou lors de l'utilisation de rasoirs ou

d’objets similaires contaminés par du sang infd@ij.
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[-2.2. Voie sexuelle

Le VHB est mis en évidence dans le sperme et les sécrétions vaginales des
sujets atteints d’'une hépatite aigué B et les porteurs chroniques symptomatiques
ou asymptomatiques. C’est donc une infection sexuellement transmigsiple [

Le nombre de partenaires, le nombre d’années d’activité sexuelle et I'existence
d’antécédents d'autres infections sexuellement transmissibles sont des facteurs
de risqug21].

La prévalence chez les partenaires sexuels de sujets infectés est estimée a 16-
40%. La transmission hétérosexuelle a été démontrée comme étant a I'origine de
plus de 40% des cas de cette infection chez les adultes aufRWSA

[-2.3. Transmission mere-enfant ou transmission verticale

Les enfants nés de meéres AgHBs 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 .En effet, 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 utef@9].

Ces nouveau-nés sont particulierement exposés a un risque de portage
chronique, une fois infectés.

[-2.4. Transmission intra—familiale ou horizontale

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

a dent ou un rasoir (0,0001ml de plasma peut assurer la transmji8kion)
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II- CARACTERISTIQUES VIROLOGIQUES

[I-1.Taxonomie

Le VHB appartient au groupe VIl des virus a ADN avec reverse transcriptase.
C’est un virus de la famille désepadnaviridaest du genrérthohepadnavirus
[34].

[1-2. Structure

[1-2.1. Formes

L'examen au microscope électronique des sérums infectés montre :
o des particules sphériques tres nombreuses de 22 nanometres,
o des tubules de méme diametre mais allongés mesurant jusqu'a 230
nm,
o 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 infectieugiggurel) [14].

) Ag HBs
Polymérase

Capside Membrane

Particule de
Dane Batonnet

Figure 2 : Différentes formes du VHB [6]
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[1-2.2. Génome

Le génome est court et constitué 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.

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 traiterj@dnt
[1-2.3. Antigenes

L'enveloppe porte I'Ag de surface AgHBs nucléocapside contient I'Ag
du core appelé AgHBc associé a un autre Ag dénommé AgHBe. Il a été
également mis en évidence dans la nucléocapside une activité enzymatique

ADN polymérase et une thymidine kind2¢.

[lI- PHYSIOPATHOLOGIE

A Tlintérieur de l'organisme hote, 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 [6].
Le VHB fait pénétrer dans I'hépatocyte son matériel génetique qui entre dans le
noyau de la cellule, &®mplété (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
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messager qui arrive au niveau des ribosomes pour subir la traduction. Les
protéines produites se regroupent en formant des particules a l'intérieur de la
cellule.

Les copies du matériel génétique du virus entrent a l'intérieur des particules
créées, se completent 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 l'intérieur de la
cellule. Le virus se multiplie trés vite, atteignant son pic le quatrieme 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 l'intérieur de l'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),
gui échappent a la défense de I'organisme et entretiennent la chronicité de la
maladie. Le nombre de virus en circulation commence a baisser avec
I'apparition des signes cliniqués).

Le virus active le systeme immunitaire a travers ses Ag. Ce sont des molécules
complexes qui sont reconnues par I'organisme et qui entrainent la production

d’Ac spécifiques (réponse humorale) et cytotoxique (réponse tumfdhie)

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

infectés par le HBV (hépatite B fulminante)

DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE DJETTY AKISSI ISABELLE VALERIE  Page 10



Evaluation du test rapide DIGAMED 5 IN 1 diagnostic pour le dépistage de I’'hépatite B en Cote d’lvoire en 2015

V- DIAGNOSTIC CLINIQUE
L’infection par le virus de Hépatite B peut étre, soit aigué, soit chronique

soit encore évoluer vers une hépatite occulte.
IV-1. Hépatite aigue

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 aprés une période d'incubation de 2 a 3

mois. L'hépatite B aigué se présente sous différentes formes:

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

- une forme symptomatique: un tiers des cas environ. Les sujets sont
ateints d'ictére, ils ont les urines foncées, des selles normales ou
décolorées. La maladie commence par une altération de I'état général, une
légere fievre, des douleurs mal systématisées, le tout évoquant un état
grippal ou le paludisme. Des troubles digestifs caractérisés par une perte
d'appétit, des nausées, des vomissements. L'ictere 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 ameélioration progressive.

. une forme fulminante: 1 a 2% des cas environ. Les patients présentent des
signes neurologiques d'insuffisance hépatique. Cette forme est Iétale dans
90% des caf33].

IV-2. Hépatite chronique

L’hépatite chronique se définit par la persistance de I’AgHBs pendant
plus de 6 mois apres la contamination virale. Le risque d’évolution vers la

chronicité dépend de I'age du patient et de son systéme immunitaire.
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Le taux d'évolution vers la chronicité 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 'hépatite évolue ainsi vers la cirrhose.

Il nN'est pas rare que la maladie ne soit découverte qu'a ce stade, lors d’'une

complication de la cirrhose (ascite, ictere 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 (CPF)
[12].

IV-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’AgHBs circulant détectable. Le plus souvent

I’Ac anti HBc est présent dans le sér{@i].

Cependant, la signification clinigue 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 l'infection a VHB occulte. Cependant, il est important de
dépister linfection a VHB occulte dans certaines situations cliniques
spécifiqgues. Par exemple, en cas de chimiothérapie pour cancer, il existe un
risque de réactivation de I'hépatite B et un traitement préventif anti-VHB peut

étre envisaggll].
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V-DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE
V-1. Diagnostic non spécifique

V-1-1. Transaminases seriques

Ce sont des enzymes ayant pour coenzyme le phosphate de pyridoxal.
Elles assurent le transfert du radical NéHun acide aminé sur un acide
cétonique. Les transaminases permettent ainsi au cours de la dégradation
oxydative des acides aminés, le transfert du radical aminé vers I'uréogeneése.
Leur élévation, méme mineure, traduit une cytolyse plus ou moins importante.
Cette élévation 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°dB2].

- 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°CB2].

V-1-2. Autres tests sanguins

D’autres tests de cytolyse hépatigue (OCT : ornithine carbamyl
transférase, LDH : lactico-déshydrogénase) et des tests d’insuffisance de
synthese hépatique (estérases, protides totaux, sérum albumine, cholestérol
estérifie, fibrinogéne et complexe prothrombinique) peuvent compléter

I'exploration biochimique des hépatites vira]2e].
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V-2. Diagnostic spécifique
V-2-1. Marqueurs du virus de I'hépatite B

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

virus dans I'organisme. Ce sont:

- I’AgHBs signe l'infection. Il est a la fois présent dans le sérum ainsi que
le cytoplasme de I'hépatocyte.

- I'AgHBc, lié a la nucléocapside, est présent uniquement dans
I'hnépatocyte.

- I'AgHBe, lié a la nucléocapside comme I’AgHBc 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 I'organisme est
I'Ac anti-HBc : c’est le marqueur du contage.

- I'ADN viral est libre dans le sérum ou dans I'hépatocyte ou il peut étre
intégré a ’ADN chromosomiquiO0].

V-2-2. Méthodes de détection

V-2-2-1 La détection/quantification de '’ADN du virus:

Différentes méthodes de biologie moléculaire permettent la détection et la
guantification de 'ADN du VHB dans les liquides biologiques afin d’évaluer le
niveau de la réplication virale. Deux types de techniques d’amplification
peuvent étre utilisés pour quantifier TADN 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 lautre d’ou l'utilité de I'expression d'un méme
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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 (Ul/ml) est indispensable afin d’homogénéiser les
résultats entre laboratoires de diagnostic et d’appliquer les résultats des essais
thérapeutiques a la pratique clinidoé

Il nexiste pas de formule de conversion des log/ml en Ul/ml ; tout dépend du

rapport de laboratoire.

V-2-2-2 La détection des antigenes et anticorps

La détection des antigénes viraux et des anticorps spécifiqgues dans les fluides
biologiques est fondée sur l'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’échantillojig.

Outre les méthodes automatisables, il existe aussi des tests rapides.

lls peuvent étre classés selon le support et le principe

SELON LE SUPPORT

Il existe 2 principaux supports :

« les supports en cassettes exemple VIKIA HBYBipMerieux);

* les supports en bandelettes exemple: Determine HBsAg Assay (Inverness

Medical Professional Diagnostics)

SELON LE PRINCIPE
Nous distinguons :

Le test d’agglutination de particules pour la détection qualitative de
HBsAg exemple Serodia HBs (fujirebio).
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Le test immunoenzymatique pour la détection de I'AgHBs exemple
HEPACARD .

la technique d'immunomarquage utilise 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 marqueur§Tableau ).

Tableau | : Interprétation des marqueurs sérologiques de I'hépatite B [21]

ANTICORPS

STADES CLINIQUES AgHBs | AgHBe Anti-

Anti- | Anti-HBcC HBc Anti-

HBe IgM totaux HBs
INCUBATION + + - - - -
HEPATITE AIGUE + + - + +/- -
HEPATITE CHRONIQUE
ACTIVE + + - - + -
HEPATITE CHRONIQUE
NON ACTIVE + - +/- - + -
CONVALESCENCE - - +/- - + -
GUERISON - - -+ - + +
VACCINE - - - - - +

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

médicaments traditionnels doivent étre proscrits.
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VI-1.Conditions de traitement

Le traitement est indiqué dans les cas suivants:

Présence de fibrose/ cirrhose
taux dALAT >2 N

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'interférom
VI-2-1. Les analogues nucléos(t)idiques
Les analogues nucléos(t)idiques (NAs) bloquent la réplication virale en inhibant
de fagcon compétitive l'incorporation des nucléotides lors de I'élongation virale
par la polymérase. Ces molécules anti-virales vont interagir avec le site
catalytigue YMDD de la polymérase virale. Ce sont aussi des inhibiteurs de la
transcriptase inverse. Deux analogues, le Ténofovir et I'Entecavir sont
actuellement utiliségl7].
VI-2-2. L'Interféron- a
L'Interférone (IFNa), molécule physiologique de défense contre les virus,
trouve une place de choix dans le traitement des hépatites chroniques B puisqu'l

associe des propriétés antivirales, immunomodulatrices et antiproliféfa®es

VI-3. Schéma thérapeutique

L’OMS préconise la prescription des analogues nucléos(t)idiques en premiére et
deuxieme intention car ces médicaments conduisent rarement a l'apparition
d’'une pharmacorésistance. L'OMS recommande aussi un traitement a vie des
personnes cirrhotiquefL7]

VI-4. Surveillance du traitement

L’efficacité des traitements doit étre appréciée par I'obtention d’une

charge virale indétectable, ainsi que par la séroconversion Ac anti-HBe. La
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recherche de I'AgHBs doit étre faite régulierement chaque 6 mois pour
apprécier une perte de ce marqueur, puis I'acquisition des Ac anti24Rs

Mais les traitements curatifs des complications de I'hnépatite chronique (cirrhose
et cancer primitif du foie) restent décevants et I'évolution nécessite parfois une
greffe hépatique. Devant cette situation, la priorité absolue doit étre a la

prévention.

VII-PREVENTION

VIl 1- Prévention de la transmission

VIl 1-1- Information

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

faire comprendre la maladie aupres du grand public.

VIl 1-2 -Prévention Transmission sexuelle

L'usage du préservatif prévient la transmission sexuelle du HBY. 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
campagnes de lutte contre le VIH, 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

préservatif48]
VII 1-3 - Sécurité des injections

Les bonnes pratiqgues de lutte contre les infections pour les injections

intradermiques, sous cutanées et intramusculaires recommandent l'utilisation de
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matériel neuf a usage unique, pour chaque injection et pour la reconstitution de
chague unité médicamenteuse. La déclaration conjointe OMS-UNICEF-
FNUAP, a encouragé l'utilisation exclusive de seringues autobloquantes dans les

services de vaccinatida8]

VIl 2 -Vaccination

L'objectif principal des stratégies de vaccination anti-hépatite B est de prévenir
I'infection a virus de I'hépatite B.

VII.2-1 Description du vaccin

Les vaccins anti-hépatite B sont des vaccins recombinants utilisant un AgHbs
produit par des levures ou des cellules de mammiféres dans lesquelles un géne
codant pour AgHBs (genes AgHBs/pré-AgHBSs) a été introduit au moyen de
plasmideg30].

VII.2.2- Immunogeénicité et efficacité clinique

L'efficacité protectrice de la vaccination anti-hépatite B est directement
liée a linduction des Ac anti-HBs. Un titre en Ac supérieur a 10 mUl par ml,
apres l'administration de la derniere dose du schéma vaccinal de
primovaccination est considéré comme protecteur.
En cas d'affection immunodépressive (infection a VIH, maladie du foie
chronique, insuffisance rénale chronique, diabete) I'immunogénicité du vaccin
est réduitg30].

VII.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), a un mois d’intervalle.

Un rappel un an apres la troisieme dose, puis un rappel au besoin chaque
cing ans (taux Ac anti-HBs <10 mUl/nji)7].
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Deuxieme partie:
ETUDE EXPERIMENTALE
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I-MATERIEL

|.1.Type et période d’étude

Il s’agit d’'une étude expérimentale d’évaluation de test qui s’est déroulée en
aolt 2015.

|.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’lvoire).
| .3.Taille de I'échantillon

La taille de I"échantillon de I'étude a été déterminée par la formule de
SCHWARTZ[26] :

n=g2xpx(1l-p)/ m?

n : Taille d'échantillon minimale pour I'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=1,962x0,12 x 0,88/0,052=162,2

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

individus.
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[.4. population d’étude

L'étude a porté sur des sujets de tout sexe. Nous avons évalué le test de
diagnostic rapide (TDR) a partir de sérums de notre panel collectés et stockés.
Le panel dévaluation comprenait 179 sérums qui ont été préalablement
caractérisés avec des tests de référence (tableau Il). Le profil des échantillons du

panel est présenté dans le tableau Il

Tableau Il : Caractéristiques du panel

MARQUEUR TEST DE REFERENCE EFFECTIF
HEPANOSTIKA HBs Ag 179
AgHBs Ultra de BIOMERIEUX®
HEPANOSTIKA Anti-HBc 179
Ac anti-HBc Uniform de Biomérieux®
VIDAS AgHBe
AgHBe 60
MONOLISA Anti-HBs PLUS
Ac anti-HBs de Biorad® 85
Ac anti-HBe VIDAS Ac anti HBe 108
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Tableau Il : Statut sérologique des échantillons

Marqueurs
Effectif
AgHBs Ac anti HBs | AgHBe Ac antiAc anti
HBe HBc
totaux

Vacciné - + - - - 01
Pas de contage

- - - - - 39
Guérison - + - + + 40
Convalescence - - - + + 40
Hépatite
chronique active

+ - + - + 11
Hépatite
chronique

+ - - + + 48
passive
TOTAL
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I.5.-appareillage, réactifs et petit matériel de laboratoire

Paur 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 & tluée & 10%
- un chronometre
- des micropipettes
- un portoir
- des embouts pour micropipettes
- des kits du test a évaluer DIGAMED HVB ONE STEP 5 IN 1 lot
numeéro 20140520 dont la date de péremption était 19/05/2016

II-METHODES
Notre étude a comporté une analyse biologique et une analyse des données.

[I.1-Analyse biologique
Pour la réalisation des tests biologiques nous avons soumis le sang total de tous
les échantillons au test DIGAMED HVB ONE STEP 5 IN 1.

“ Présentation du test DIGAMED HBV de DIGA TRADING S.A
Le test DIGAMED HVB ONE STEP 5 INekt un test de dépistage rapide de
I’Hépatite B qui se présente sous forme de cassaitéest permet de détecter
5 marqueurs AgHBs, Ac anti-HBs, AgHBe, Ac anti-HBe, Ac anti-HBc de
I'népatite B.
Le Kit comporte 25 tests & conserver entre 2 &30
Chaque kit comprend :

- une notice d'utilisation en francais
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- Vingt-cing sachets scellés renfermant une cassette préte a I'emploi. Le
sachet comprend en outre une pipette et des dessicants.
- Deux flacons compte-gouttes de tampon pour I'analyse d’échantillons de

sang totala conservea l'abri de la lumiére et de I'humidité. La période

devalidité est de 24 mois.

Le test DIGAMED est composé de 3 parties:

» un puits échantillon destiné au dép6t de I'échantillon et du tampon de

migration.

» une zone de migration comprenant le conjugué composé d’anticorps

monoclonaux couplés a l'or colloidal.

» la zone de lecture comprenant la zone test et la zone de contrdle.

Tableau IV : Caractéristiques du test DIGAMED

Marqueur Principe Zone de | Zone Test Zone Contréle
migration
(Conjugué)
IgG anti-HBs de Ac de chévre
AgHBs Sandwich souris associée @ Ac anti-HBs anti IgG de
I'or colloidal souris
AgHBs associé Ag HBs de
Ac anti-HBs Sandwich a l'or colloidal AgHBs chevre
IlgG anti-HBe de| Ac de chévre
AgHBe Sandwich souris associée ja Ac anti HBe anti Ig G de
I'or colloidal souris
Ac anti-HBe
Ac anti-HBe Compétition associé a l'or AgHBe AgHBe
colloidal
Ac anti-HBc
Ac anti-HBc Compétition associé a l'or AgHBc AgHBc
colloidal
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Figure 3: Présentation du test DIGAMED HVB One STEP 5 fN 1

¢ Principe du test
Le kit DIGAMED utilise deux principes d'immunomarquage en fonction des
marqueurs a détecter : le principe d'immunomarquage sandwich pour I'AgHBS,
AgHBe et Ac anti-HBs et le principe d'immunomarquage par compétition pour
I’Ac anti-HBc et Ac anti-HBe.

- Le principe dimmunomarquage sandwich pour la détection de
I’AgHBs, AgHBe et Ac anti-HBs

Lorsque I'échantillon est ajouté, il migre par diffusion capillaire a travers la
bande et réhydrate le conjugué. Si I'échantillon contient 'AgHBs/AgHBe/Ac
anti-HBs, ce dernier forme des complexes avec le conjugué qui migre sur la
bande pour arriver au niveau de la zone Test (T) .Ces complexes sont capturés
par les anticorps anti-HBs/anticorps anti -HBe/AgHBs immobilisés pour donner
une ligne pourpre visible. Le reste des complexes continue de migrer sur la
bande et rencontre au niveau de la zone contréle (C) des anticorps de chevre
anti-lgG de souris/ Ag HBs de chévre. Ces complexes formés font apparaitre

une ligne pourpre validant le test.
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- Le principe dimmunomarquage par compeétition pour 'Ac anti-
HBc et Ac anti-HBe.
Lorsque I'échantillon est ajouté, il migre par diffusion capillaire a travers la
bande et réhydrate le conjugué. Si I'échantillon contient I'’Ac anti-HBc/Ac anti-
HBe, ce dernier entre en compétition avec le conjugué pour la fixation avec la
guantité limitée Ag HBc/AgHBe immobilisé dans la zone test (T) et aucune
ligne pourpre n’apparait. Par contre, en lI'absence d’Ac anti-HBc/Ac anti-HBe
dans I'échantillon, le conjugué se fixe seul a 'AgHBc/AgHBe immobilisé dans
la zone test (T) et une ligne pourpre visible apparait. Au niveau du contréle, une
ligne pourpre apparait toujours dans la zone de contréle (C) indiquant la validité

du test.
% Mode opératoire

 Amener la cassette de test et les échantillons a température ambiante (20 a
30° C)

» Positionner la cassette de sorte a voir apparaitre les différents marqueurs de
gauche a droite dans I'ordre suivant : AgHBs, Ac anti-HBs, AgHBe, Ac anti-
HBe, Ac anti-HBc.

* A l'aide d'une pipette, déposer une goutte d’échantillon (sérum, plasma ou
sang total) du patient dans chacun des 5 puits de la cassette.

» Ajouter ensuite dans chacun des 5 puits une goutte de tampon.

» Observer et noter les résultats de I'expérience aprés 15 minutes et avant 30

minutes
% Résultats et interprétation

- Interprétation AgHBs, Ac anti-HBs, AgHBe
La présence d'une ligne pourpre dans la zone de contrdole « C » permet de

valider le test.
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Lorsque le test est valide, la présence d’une ligne pourpre dans la zone test signe

un résultat positif.

Lorsque le test est valide, I'absence d’une ligne de couleur pourpre dans la zone

test signe un résultat négatif.

- Interprétation Ac anti-HBe, Ac anti-HBc

- La présence d’'une ligne pourpre dans la zone de contrble « C » permet de
valider le test.

- L’absence d’'une ligne pourpre dans la zone test signe un résultat positif.
Dans les échantillons faiblement positifs, on observe la présence d'une
ligne fine dans la zone test.

- La présence d’une ligne de couleur pourpre dans la zone test signe un

résultat négatif.

. - Principe
Principe - o .
. P F 4§ &§ ¥3 immunomarquage
immunomarquage _ compétition
sandwich /f 1 1 1 [ {‘ i

e — v
Figure 4 : Présentation d’un résultat

Il.2-Analyses des données
11.2.1 détermination des performances techniques

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

calculées a partir du tableau de contingence (Tableau V).

> la sensibilité (8§ est la capacité du test évalué a détecter correctement
les échantillons contenant des anticorps ou antigenes.

> la valeur prédictive positive/PP) est la probabilité, lorsqu’un test est
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positif, que I'échantillon contienne réellement des anticorps ou antigénes.
> la spécificité (Sp) est la capacité du test évalué a détecter correctement
les échantillons ne contenant pas des anticorps ou antigéenes.

» la valeur prédictive négative/PN) est la probabilité, lorsqu’un test

est négatif, que I'’échantillon ne contienne pas réellement des anticorps ou

antigenes.

> Le taux de discordants ()[@st la proportion des faux positifs et

des faux négatifs parmi I'ensemble des sujets.

Tableau V: Calcul des performances techniques du teswalué

Test de référence
Positif Négatif Total
) ) Positif Vrai positif A Faux positifB A+B
Test évalué : _ I
Négatif Faux NégatilC | Vrai NégatifD 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/CD) x100

|l D — x 100
A+ B+C+ D
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[1.2.2-Etude des caractéristiques opérationnelles
Les caractéristiques opérationnelles des tests rapides dans un laboratoire
périphérique ont été estimées en utilisant certains criteres proposés par 'OMS.
Ces critéres tiennent compte de I'appréciation technique et de la praticabilité des
tests rapides a évaludi.
Le test est considéré comme :

* trés approprié si le score total est strictement supérieur a 23

» approprié si le score total est compris entre 17 et 23

* peu approprié si le score total est strictement inférieur a 17
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II-RESULTATS
[11.1. Performances techniques

Les performances techniques du test DIGAMED ® pour chaque marqueur

sont présentées dans les tableaux VI a XIl|

Tableau VI : Performances techniques du test DIGAMED® pour la
détection de 'AgHBs

TEST DE REFERENCE AgHBs

Positif Négatif Total
Positif 45 2 47
TESTDIGAMED® Négatif 14 118 132
AgHBs Total 59 120 179

Sensibilité = 76,2%
Spécificité = 98,3%

VPP =95,7%
VPN = 89,3%
TD =8,9%
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Tableau VIl : Performances techniques du test DIGAMED® pour la

détection de I’Ac anti-HBc

TEST DE REFERENCE Ac anti-HBc

Positif Négatif Total
Positif 92 2 94
TEST Négatif 6 37 43
DIGAMED® )
Ac anti-HBc Falble'ment 41 1 42
Positif
Total 139 40 179

*Résultats considérés positifs selon les instructions du fabricant

Sensibilité = 95,6%
Spécificité =92,5%
VPP=97,7%
VPN=86%
TD=5,0%
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Tableau VIl : Performances techniques du test DIGAMED® pour la
détection de I'Ac anti-HBs

TEST DE REFERENCE Ac anti-HBs
Positif Neégatif Total
.. 5 0 5
Positif
TEST
DIGAMED® Négatif 36 44 80
Ac anti-HBs
Total 41 44 85

Sensibilité =12,2%
Specificite = 100%

VPP =100%
VPN = 55%
TD =42,3%
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Tableau | X : Performances techniques du test DIGAMED® pour la

détection de I'AgHBe

TEST DE REFERENCE AgHBe

Positif Négatif Total
. 9 1 10
Positif
TEST -
DIGAMED® Négatif 2 48 50
AgHBe
Total 11 49 60

Sensibilité = 81,8%

Spécificité = 97,9%

VPP =90%
VPN = 96%
TD =5%
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Tableau X : Performances techniques du test DIGAMED® pour la
détection de I'Ac anti-HBe

TEST DE REFERENCE Ac anti-HBe

Positif Négatif Total
DIGAMED®
, Négatif 0 0 0
Ac anti-HBe
Total 94 14 108

Sensibilité =100%
Spécificité =0%
VPP=87%
VPN=0%

TD =12,9%
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Tableau Xl : Bilan des performances techniques des marqueurs

TAUX de
MARQUEUR SENSIBILITE SPECIFICITE | DISCORDANTS
AgHBs 76,2% 98,3% 8,9%
Ac anti-HBc 95,6% 92,5% 5,0%
Ac anti-HBs 12,2% 100% 42,3%
AgHBe 81,8% 97,9% 5,0%
Ac anti-HBe 100% 0,0% 12,9%
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Tableau XII : Concordance diagnostique entre les tests de référence et le
test DIGAMED

Hépatite Hépatite Pas
Convalescence Chronique | Chronique Guérison | contage
Active Passive
Convalescence 38 1 11 33 2
Hépatite
Chronique 5
Active
Hépatite
Chronique 1 35
Passive
TEST
DIGAMED Guérison 1 5 1
Non classable 3 1 2
Pas contage 2 1 2 34
TOTAL 40 11 48 40 39
Pourcentage
de 95,0% 45 4% 72,9% 12,5% 87,1%
concordances
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Tableau XIlII : Profil des sujets non classables au Test DIGAMED

Résultat du test DIGAMED
Numeéro AgHBs Ac anti-HBs| AgHBe | Ac anti- |Ac anti-
HBe |HBcC

totaux
94 + - - - -
26 + - + - -
491 + - + - -
504 + + + - +
380 + + + - +
121 + + - + +
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[1l.2. Caractéristiques opérationnelles
Les caractéristiqgues opérationnelles du DIGAMED HVB ONE STEP 5°IN 1

sont présentées dans le tableau XIV :

Tableau XIV : Caractéristiques opérationnelles du test DIGAMED®

Critéres Score | caractéristiques dy Score du
test test

Conditions d’incubation
Temp ambiante
Hors Temp ambiante

Température 3
ambiante

= W

Durée de vie
>1 an

6-12 mois

< 6 mois

>1an 3

PN W

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

Température 5
ambiante

= N Ol

Facilité d'utilisation
Trés simple
Simple

Peu simple

Trés simple 5

= W Ol

Rapidité d’exécution (1 test)
<10 mn

10-30 mn

> 30 mn

15 mn 2

PN W

Nécessité Agitateur/Laveur
Non nécessaire
Nécessaire

Non 3

= W

Lecture

Visuelle avec variabilité interlecture < 3%
Visuelle avec variabilité interlecture > 3%
Avec un apparell

= Ww ol

Score Total 30 26
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DISCUSSION
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L’infection au virus de I'hnépatite B est une infection trées répandue dans le
monde et reste un probleme de santé publjlig L’hépatite B est endémique

en Cote d’lvoire. Il est important de faire correctement le diagnostic étant donné
les complications possibles de la maladie.

La mise a disposition de tests rapides VHB possédant cing marqueurs pourrait
alors permettre d’adapter au mieux, des la premiére consultation, I'information
délivrée a la personne, en fonction de son statut sérologique au VHB et ainsi de
I'orienter vers une prise en charge thérapeutique ou prévehtiveaison des
limites de certains tests de dépistage, 'OMS recommande I'évaluation des tests

avant leur utilisation dans une région donfige

Nous nous sommes alors proposeé dans cette étude d’évaluer les performances du
test DIGAMED HBV ONE STEP 5 IN 1 utilisé pour le dépistage de l'infection
au VHB.

» PERFORMANCES TECHNIQUES

1- Pour 'AgHBs
Sur un panel de 179 échantillons, la sensibilité du test DIGAMED HBV était de
76 ,2% au cours de notre étude. Ce test présente donc des performances de
sensibilité non satisfaisante. Ce résultat est inférieur a celui du Determine®
HBsAg 96,1%423].

La spécificité était de 98,3%. Ce test a donc une bonne spécificité supérieure a
celle de Determine® HBsAg qui est de 93,P28], mais inférieure a celle du
test Vikia HBsAg qui est de 10009]

Une telle sensibilité, ne permet pas de diagnostiquer tous les sujets réellement
infectés par le VHB. Cette situation est tres préoccupante car elle empéchera les

praticiens de proposer un traitement.
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2- Pour I'Ac anti-HBc
La sensibilité du test DIGAMED HBYV était de 95,6% au cours de notre étude.
Ce test présente donc des performances de sensibilité insuffisante inférieure aux
directives de la commission européernigdont la norme est une sensibilité
Supérieure ou égale a%3
La spécificité était de 92,5%.Cette spécificité est bonne mais inférieure aux
directives de la commission européenipdont la norme est une spécificité
Supérieure ou égale a%6
Un tel test ne permet pas de faire la différence entre les sujets qui ont été en
contact avec le virus et ceux qui ne I'ont pas été.

3-Pour I'Ac anti-HBs
La sensibilité de notre test était de 12,2%. Cette sensibilité est trés faible. Elle

est inférieure a celle du test combiné QuickProfile® qui est de 58.6P6

La spécificité était de 100%. Ce test présente donc une spécificité tres
satisfaisante. Cette spécificité est supérieure a celle du test combiné
QuickProfile® qui est de 97, 8940].

Le test DIGAMED a révélé de nombreux faux négatifs, le risque, en utilisant ce

test, serait de vacciner a tort un sujet.

4-Pour 'AgHBe

La sensibilité du test DIGAMED HBYV était de 81,8%. Ce test présente donc des

performances de sensibilité peu satisfaisante. Ce résultat est inférieur a la
sensibilité du test Binax AgHBe qui est de 958%. Aussi, la spécificité était

de 97,9%, donc une spécificité satisfaisante. Cette spécificité est inférieure a
celle du test Binax AgHBe qui est de 99, Bea).

Au vu de ces résultats, nous pouvons affirmer que le test DIGAMED® ne
permet pas de dire avec certitude le caractere contagieux de la maladie au stade
de la réplication du virus [10].
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Au vu de ces résultats, nous pouvons affirmer que le test DIGAMED® ne
permet pas de dire avec certitude le caractere contagieux de la maladie au stade

de la réplication du virus.

5-Pour 'Ac anti-HBe
La sensibilité du tedDIGAMED HBV était de 100%. Ce test présente donc des
performances de sensibilité tres satisfaisante pour ce marqueur selon les
directives de la commission européefifie (Sensibilité supérieure ou égale a
98%)

La spécificité était de 0%. Cette spécificité est inférieure aux directives de la
commission européentfig] dont la norme est une spécificité supérieure ou égale
a 96%.

Ce test ne permet pas de détecter les vrais négatifs.

> Concordance diagnostigue des résultats

Les pourcentages de concordance que nous avons obtenus excepté celui des
sujets convalescent959%) ne sont pas en faveur d’'un bon test par rapport au

test de référence ELISA.

Ce test ne permet donc pas de préciser avec exactitude le profil diagnostic de

I'népatite B. Par conséquent, il ne permettra pas une bonne prise en charge .

> Caractéristigues opérationnelles

Notre étude a montré que le test DIGAMED HBV est d'une praticabilité
relativement simple. De plus, il est réalisable dans tous les postes de dépistage et

sa mise en ceuvre ne requiert ni personnel qualifié, ni laboratoire.

En outre, ce test se réalise en deux étapes et sa durée de réalisation lors de notre
étude était de 15 minutes ; cela confirme que ce test est un test rapide selon les
criteres de 'OMd4]
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Li mite de I'étude :

Comme limite de notre étude, nous avons une taille du panel faible pour certains

marqueurs ce qui provoque une faible précision.
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CONCLUSION
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Les objectifs de notre étude étaient de déterminer les performances
techniques du test DIGAMED HVB one step5 IN 1, de préciser la concordance
diagnostique de ce dernier a celle des tests de référence et enfin de décrire ses
caractéristiques opérationnelles.

Nous avons obtenu des résultaes performances techniques variables (peu
sdisfaisantes), de nombreuses discordances avec le test de référence. Ce test ne

peut donc pas étre utilisé pour le diagnostic de I'hépatite B.
Nous faisons donc les recommandations suivantes

> A la Direction de la Pharmacie du Médicament et des Laboratoires
(DPML)

- Le test DIGAMED HVB ONE STEP 5 IN de remplit pas les critéres de
performance technique pour I'obtention de l'autorisation de mise sur le
marché en Cote d’lvoire, en vue du dépistage de I'hépatite B sur
sérum/plasma.

» Au fabricant

- Améliorer les performances techniques du @&6AMED HVB ONE
STEP 5 IN 1.

» Programme National de lutte contre les hépatites virales et au
Laboratoire National de la Santé Publique.

-Promouvoir I'évaluation des tests combinés pour la prise en charge de
I'hnépatite B.
» Aux praticiens

- Formation continue des prestataires de santé sur I’hépatite virale B.

- Connaitre le statut sérologique avant la vaccination.
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RESUME

Le dépistage de I'infection au VHB est d’'une importance capitale pour
lutte contre I'hépatite virale B car il est le point dentrée des efforts d
prévention et de prise en charge thérapeutigue des malades du VHB.
diagnostic doit étre réalisé avec des tests performants.
L’objectif de notre étude était d’évaluer le test de diagnostic rapide DIGAME
pour la détection de cinq marqueurs du virus de I'hépatite B : AgHBs, Ac an
HBs, AgHBe, Ac anti-HBe et Ac anti-HBc, en les comparant aux tests d
référence.

L’étude s’est déroulée en Aodt 2015. Nous avons évalué le test de diagno

rapide (TDR) a partir de sérums de notre panel collectés et stockés. Le pe

d’évaluation comprenait 179 sérums qui ont été préalablement caractérisés &
des tests de référence.
Nos résultats ont montré que le test DIGAMED HVB ONE STEP 5 IN1 a un
sensibilité de 76,2%, une spécificité de 98,3% pour la détection de I'AgHB
une sensibilité de 95,6%, une spécificité de 92,5%, pour la détection de I
anti-HBc; une sensibilité de 12,2%, une spécificité de 100%, pour la détecti
de I'Ac anti-HBs; une sensibilité de 81,8%, une spécificité de 97 ,9%, pour
détection de 'AgHBe ; une sensibilité de 100%, une spécificité de 0% pour
détection de I'Ac anti-HBe .
Ce test a de bonnes caractéristiques opérationnelles.

Le test DIGAMED HVB 5 IN 1 semble étre plus performant pour lg
détection de I’Ac anti-HBc. Toutefois, il ne satisfait pas aux criteres optima
de diagnostic pour I'ensemble des marqueurs. Ce test ne peut donc pas

utilisé pour le dépistage de I'hépatite virale B.

MOTS CLES: HEPATITE B- DEPISTAGE-DIGAMED HVB 5 IN 1 -
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