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RESUME

Les maladies du foie liées a I’infection par le VHB constituent un probléme de santé publique.
L’objectif de I’étude était de dresser le profil sérologique de I’hépatite B de I’enfant a Bobo -
Dioulasso. Il s’agissait d’une étude prospective descriptive et analytique allant de Mars 2012
a Mai 2013. Des échantillons de plasma sanguin de 2 016 enfants avaient fait I’objet de
recherche des différents marqueurs sérologiques (Ac anti-HBc totaux, AgHBs, Ac anti-HBs,
AgHBe, Ac anti-HBe, Ac IgM-anti-HBc totaux) du VHB par la méthode ELISA avec des kits
Monolisa® de Bio-Rad. Sur ces 2 016 enfants, 54 soit 2,67% portaient I’Ag HBs. Parmi les
54 porteur de I’AgHBs, 37 soit 68,51% avaient une hépatite B chronique avec I’AgHBe en
réplication, 4 enfants soit 7,40% avaient une hépatite B aigué¢ et 13 enfants présentaient
d’autres profils de I’hépatite B caractérisant une infection par un mutant ou une infection
guérie ou ancienne. Le dépistage de I’infection par le VHB chez les enfants demeure un
impératif majeur a I’instar du VIH. Une politique adéquate de vaccination devra étre mise en

place afin d’éviter les complications redoutables a type de cirrhose ou de cancer de foie.
Mots clés : Hépatite B, enfants, profil sérologique
Abstract

Liver diseases associated with HBV infection are a public health problem. The aim of this
study was to establish the children serological profile of hepatitis B in Bobo-Dioulasso. This
was a descriptive and analytical prospective study from March 2012 to May 2013.A number
of 2016 children plasma of blood samples were used in order to look for HBV serological
markers (anti-HBc Ab total, HBs-Ag, Ac anti-HBs, HBe-Ag, anti-HBe Ab, Ab IgM anti-HBc
total) by ELISA method, with kits Monolisa® Bio-Rad. Out of these 2 016 children, 54
(2.67%) were positive to HBs-Ag. Among the 54 positive for HbsAg , 37 (68.51%) had
chronic hepatitis B with HBe-Ag replication, 4 (7.40% ) had acute hepatitis B and 13
children had other profiles of hepatitis B characterizing a infection by a mutant, a cured or old
infection. HBV infection screening in children remains a major imperative like HIV. Proper
vaccination policy should be implemented to prevent the dreaded complications like cirrhosis

or liver cancer.

Keywords: Hepatitis B, Children, serological profile



INTRODUCTION

Les hépatites sont des maladies inflammatoires du foie, elles se manifestent par des signes
cliniques polymorphes et leur diagnostic est confirmé par les examens biologiques. Elles sont
d’origine virale dans 95 %, médicamenteuse ou toxique dans 4% et bactérienne pour 1% des
cas (1). Selon le rapport de I’'OMS 2014, les hépatites virales sont responsables d’environ 1,4
millions de décés par an, et 500 millions de personnes souffrent d’une hépatite virale due a

I'un des 5 types: A, B, C, D, E (1; 2).

Les hépatites virales B et C, les deux types qui peuvent évoluer vers la chronicité, sont un
probléme majeur de santé publique. Sur une population mondiale de 7.2 milliards d’habitants,
environ 2 milliards sont infectés par le virus de I’hépatite B (VHB) dont 350 millions
développent une hépatite B chronique et 130 a 170 millions de personnes sont atteintes de
fagon chronique par le virus de I’hépatite C (VHC). Chaque année S millions de personnes

meurent d’une hépatite B aigué, contre 600 000 décés pour la forme chronique (2; 3).

La présence du VHB chez le nouveau né, le nourrisson ou I’enfant est souvent la conséquence
d’une transmission périnatale ; in utéro, pendant I’accouchement, peu aprés par contact avec
le sang et les autres liquides organiques de la mére ou pendant I’allaitement (4 ; 5). Elle peut
aussi étre d’origine horizontale lors de contact entre enfants ou avec un parent infecté (6). Le
risque de transmission meére- enfant du VHB est plus important (70-90%) chez les meéres

porteuses de I’AgHBe que chez les méres négatives pour cet antigéne (10-40%) (4 ; 7 ; 5).

L’infection demeure silencieuse sur le plan clinique pendant I’enfance mais accroit le risque
de cirrhose et de cancer du foie a I’4ge adulte (8). La probabilité qu’une infection par le virus
de I’hépatite B devienne chronique dépend de 1’age auquel est contractée I’infection. Lorsque
I'infection est acquise précocement dans l’enfance, elle est asymptomatique et évolue dans
90% des cas vers la chronicité. Seulement 5 a 7% des enfants feront une hépatite B aigué
symptomatique et de rares cas exceptionnels d’hépatites fulminantes (9). Ce sont les enfants
de moins de 6 ans infectés par le VHB qui ont la plus forte probabilité de devenir porteurs
chroniques. En effet entre 80 et 90% des nourrissons infectés au cours de leur premiére année
de vie et 30 a 50% des enfants infectés entre un et quatre ans seront atteints d’une infection
chronique (11). Selon ’OMS, la couverture mondiale du vaccin contre le VHB chez les

nourrissons (79%) est encore inferieure a la cible fixée au départ (90%) (2).



La situation épidémiologique du VHB est particuliérement préoccupante en Asie et en
Afrique. En effet, 75% des porteurs du VHB vivent en Asie et environ 50 millions de
personnes sont infectées en Afrique (12). L’ Afrique sub-saharienne appartient a la zone de
forte endémie avec une prévalence variant de 8 a 20% pour I’Ag-HBs et de 70 a 95% pour
I’Ac anti HBc suivant les zones (13 ; 14). En Afrique de I’Est (Ouganda), environ 1,4 millions
d’adultes sont porteurs chroniques (15). Le Burkina Faso se situe dans la zone de forte
endémicité avec une prévalence du VHB supérieure a 8%. (2) et une faible prévalence du
VHC (1,2 - 2,5 %) (16). Le pays a introduit en 2006 le vaccin contre I’hépatite B dans son
Programme Elargi de Vaccinations (PEV) chez les enfants de 0 a Sans. Ce vaccin est
administré aux nourrissons a partir de 2 mois en 3 injections @ 1 mois d’intervalle. La

vaccination est le seul moyen de prévenir I’infection par le VHB.

Quels profils sérologiques peut-on s’attendre & retrouver ? Qu’en est t-il de la prévalence du
VHB dans la population pédiatrique au Burkina Faso 9 ans aprés I’introduction du vaccin

contre le VHB dans le PEV?

Le but de notre étude est de dresser le profil sérologique de 1’hépatite B chez les enfants au
CHUSS de Bobo-Dioulasso, par la recherche des marqueurs de I’hépatite B (anticorps,

antigénes) et leurs prévalences dans des échantillons de plasma sanguin d’enfants.



Premiére partie

-




I. Généralités sur les virus

Le virus provient du mot latin VIRUS qui veut dire : POISON. Ce sont des assemblages plus
ou moins complexes de protéines et d’acide nucléique. A partir des années 30 de nouvelles
technologies, biochimiques, cristallographiques, puis la microscopie électronique, permettent
d’élucider la structure des virus. Ce sont des parasites obligatoires de cellules vivantes, dont

ils détournent les mécanismes pour se multiplier. Ce sont de petites particules constituées de :
» Un génome viral :

Le génome viral est une structure tres simple se résumant en un acide nucléique qui peut €tre
soit un acide désoxyribonucléique (ADN) soit un acide ribonucléique (ARN). Le génome
viral code pour 3 a plus de 100 protéines différentes (structurales et non structurales) selon les
virus. L’ADN viral est en général bicaténaire, linéaire. L’ARN viral est en général

monocaténaire, linéaire ou segmenté
» Une capside

La capside est une coque protéique qui assure la protection et le transport du génome viral.
Elle est formée par ’assemblage de capsoméres : unités de structure constituées de protéines.

La capside peut suivre un modele cubique ou hélicoidal.
» Une enveloppe ou peplos pour les virus enveloppés

C'est une structure glucido-lipido-protéique qui entoure la capside virale, pour les virus
enveloppés. Elle est acquise par bourgeonnement de la particule virale lors de la

multiplication qui entraine avec lui, une membrane de la cellule hote infectée.

I.1. Classification des virus

David Baltimore, lauréat du prix Nobel de médecine en 1975 classifie les virus suivant le type
de génome (ADN ou ARN), la forme (symétrie particularité) de la capside et la présence ou
non d’une enveloppe. Le comité International de Taxonomie des Virus (en anglais
International Committee on Taxonomy of Viruses ICTV), classifie les virus par ordre, famille,

sous-famille, genre et espéce.

Exemple : le virus de ’hépatite B appartient a la famille des Hepadnaviridae et au genre

Orthohepadnaviridae.



II. Le virus de I’hépatite B (VHB)

IL.1. Historique

Pendant la seconde guerre mondiale, les hépatites virales se propageaient chez un grand
nombre de victimes transfusées. Cela a occasionné le développement de projets de recherche
sur la maladie aux Etats-Unis et en Angleterre (17). Les premiers résultats de ces études,
survinrent a la fin de la deuxiéme guerre mondiale. Ils établirent la différence entre les
infections aigués transmises par le virus de «hépatites A» a travers les aliments souillés, et les
hépatites «hépatites B», sériques dont le temps d’incubation est de plusieurs mois et qui
conduisent parfois a la chronicité (18 ; 19 ; 20 ; 21; 22). Une étude réalisée par Baruch S.
Blumberg et son équipe , 1964 sur le polymorphisme génétique des protéines sériques, a
permis d’isoler et d’étudier pour la premiere fois le virus de I’hépatite B (23).Vers 1969,
’analyse des dons de sang et le rejet des lots contaminés par 1’antigéne (Au) ont permis de
réduire considérablement le développement d’hépatites «post-transfusionnelle» (24 ; 69). En
1970, les premiéres images de virus provenant de sérum de patients présentant une hépatite
virale due a ’antigéne «Australia» sont publiées par Dane et ses collaborateurs (25). On y
observe trois types de particules viraux : des petites sphéres et des batonnets de 20 nm de
diametre environ, ainsi que des particules plus grosses de 42 nm, depuis lors, appelées
particules de Dane, correspondant au virus complet et contenant une capside de 30 nm
environ. Des découvertes s’enchainent alors rapidement puis permettent d’établir la structure
des virions et du génome viral. En 1975, I’équipe de P. Maupas, de Tours, publie les premiers
résultats d’une vaccination contre le VHB utilisant [’antigéne Australia purifié a partir de
plasma de porteurs chroniques, comme source vaccinale (26). En 1986, on obtient le premier
vaccin mondial obtenu par génie génétique et commercialisé : il s’agit du vaccin contre
I’hépatite B (27). En 2002, Blumberg donna le nom «Australia antigen » (Au) a I’antigéne
ciblé (connu aujourd’hui sous le nom d’antigene de surface du VHB: AgHBs) (28; 23)

IL.2.Définition du VHB

Le VHB est un virus qui différe des autres virus & ADN de par sa structure, son pouvoir
pathogene. Ce virus expose la personne infectée au risque d’hépatite fulminante, d’hépatite
chronique active, de cirrhose et de cancer primitif du foie (29). Le génome viral peut subir des

mutations entrainant la formation de nouveaux virus génétiquement différents. Au total, sept



(8) génotypes peuvent découler des mutations subites par ce virus : les mutants A, B, C, D, E,

F, G, H (30)

I1.3. Classification

Le virus de I’hépatite B  appartient a la famille des Hepadnaviridae, Genre
Orthohepadnaviridae, a4 cause de son tropisme hépatique et la nature de son génome.
(31).C’est un virus enveloppé a capside icosaédrique, il a un génome & ADN partiellement

double brin (32)

11.4. Morphologie et structure du VHB

L’ADN du VHB est circulaire, partiellement bicaténaire, mesurant 3 200 paires de bases. Le

génome virale présente 4 génes importants qui codent pour quatre (4) types de protéines dont :

- le géne S constitué de 3 domaines (protéines pre-S1, pre-S2 et S) et qui code pour les

protéines de I’enveloppe avec production d’Ag-HBs

- les génes C constitué de 2 domaines (pre-C et C) qui codent pour deux types de protéines
antigéniques, une constitutive de la particule virale appelée protéines du core ou de la capside
C I’Ag-HBs et une protéine soluble non constitutive de la particule, I’ Ag-HBe, excrétée lors

de la phase de réplication virale.

-Un gene P qui code pour I’ADN polymérase. (33)



Gene S code pour 3 protéines

Me-52 d enveloppe :

pre-&1

- Protéine S—— AgHBs

- Protéine S pre-S2
w221 - Protéine S pre-S2. pre-Sl
(J:tnad, 2 4D
T+ ztnad, 7.45d
Genes X et P
- Protéine X et P
non structuraux
I Gene du core
-Protéme pre-C —» AgHBe

-Protémme C — AgHBc

Figure 1 : Génome viral du VHB des mammiféres (34)

IL.5. Multiplication du VHB

Les virions du VHB se fixent a la cellule hote (cellules hépatiques) en se liant a des récepteurs
de surface. Les particules de noyau viral sont alors libérées et migrent vers le noyau des
hépatocytes, ou leurs génomes vont subir un arrangement pour former un ADN circulaire
covalente fermé (ADNccc : covalentely closed circular DNA),

Une ARN polymérase 1l utilise cet ADNcce comme matrice pour la transcription de I'ARN
messager viral (ARNm) et de I’ARN pré-génomique. L’ARNm viral synthétisé est traduit
dans le cytoplasme afin de produire des éléments pour I’assemblage des futures capsides
virales. Il s’agit des protéines virales de surface, des protéines virales de base, de la protéine X
et de la polymérase (petite sphére de couleur sombre a l'intérieur de la particule ; figure 2)

L’ARN pré-génomique migre dans le cytoplasme et sert de matrice 4 la synthése de I’AgHBc



et de la polymérase. L’incorporation de I'ARN viral pré-génomique dans la capside
(encapsidation de I"’ARN), puis sa rétro-transcription en ADN viral, aboutissent a la formation
de nouveaux virions. La majeure partie des nouveaux virions élaborés est libérée par
bourgeonnement dans le réticulum endoplasmique de la cellule hote emportant ainsi la
membrane de cet organite comme enveloppe virale. L’autre partie sera conservée dans le

noyau cellulaire sous forme d’ ADNcce(70).
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Figure 2: Cycle de réplication du virus de "hépatite B (35)

Le virus s’attache a ’hépatocyte par le domaine pré-S1 de la grande protéine d’enveloppe. La
polymérase virale associée au virion vient compléter I’ADN viral partiellement bicaténaire
pour donner un ADN bicaténaire, circulaire clos de fagon covalente (ADNcce) et
superenroulé sur toute la longueur du génome. 11 est transcrit en ARN messagers et en ARN
pré-génomique. Ce dernier est incorporé dans les nouvelles capsides ot la polymérase virale,

fonctionnant comme transcriptase inverse, le rétro-transcrit en ADN génomique. Les



protéines d’enveloppe produites en grand exces s’assemblent dans le sérum en particules sous
formes de sphéres et batonnets, a coté des particules de Dane, minoritaires, qui sont les seules
particules infectieuses .( D’aprés Gordien E, Cours Virus de I’hépatite B : Actualités

virologiques, Institut Pasteur, Paris. Mai 2006).

11.6. Mode de transmission

Les modes de transmission du VHB peuvent étre regroupés en trois catégories : parentérale,

sexuelle et verticale,

La transmission du VHB par voie parentérale est la transmission du virus par contact avec le
sang et les liquides biologiques (la salive, le sang, les secrétions génitales, le sperme) d’une
personne infectée. Elle est trés importante car le titre trés élevé du virus dans les liquides
biologiques augmente le potentiel de contamination. Ainsi, de faibles quantités de liquides
biologiques peuvent transmettre I’infection. Lors d’un accident d’exposition au sang (AES),
risque de contamination percutanée par un patient en phase de réplication du VHB est 30%
(ce risque est de 3% pour le VHC et de 0,3% pour le VIH dans les mémes conditions) (29).Le
VHB est aussi transmissible par usage d’une méme lame souillée de rasage et par
I'utilisation de seringues intraveineuses contaminées (36). En effet, 90% des toxicomanes
utilisent des seringues communes pour l’administration de leur drogue. Cela rend la

transmission du VHB, VHC et du VIH trés importante dans cette population. (37)

La transmission par voie sexuelle est le principal mode de transmission chez les jeunes
adultes et les adolescents dans les pays occidentaux. Le sperme, la salive et les sécrétions
vaginales peuvent transmettre I’infection. Cette transmission se fait principalement lors des
rapports sexuels non protégés chez les hétérosexuels comme chez les homosexuels, ensuite

lors de jeux sexuelles, les contacts bucco-génitaux, anaux et bucco-anaux (38).

Chez les nouveaux nés, la transmission verticale est la plus importante notamment pendant
I’accouchement et durant la période de 1’allaitement. Il a été confirmé que le lait maternel

contient I’Ag-HBs, I’Ag-HBe, I’ADN du VHB (39).

Le VHB peut infecter les personnes de tout 4ge. Il est aussi considéré comme une maladie
professionnelle pour le personnel de laboratoire et le personnel médical. II est absent dans les
urines mais présent dans les selles au début de la phase ictérique et disparait trés rapidement

apres cette phase (40).



I1.7. Pathogénése et histoire naturelle du VHB

La pathologie hépatique liée au VHB est causée par le mécanisme & médiation immune, avec
une action accentuée des lymphocytes T cytotoxiques sur la clearance virale. Cette
¢limination spontanée des virus se fait par lyse des cellules infectées, par apoptose, ou par
’action des cytokines. La force de la réponse immunitaire de 1’hdte aussi cruciale soit-elle
pour éliminer le virus, cause simultanément une insuffisance hépatique (par exemple, une
forme « d’hépatite » se manifestant par un accroissement des transaminases qui survient avant
que la clearance du virus ne soit achevée). Les patients chroniquement infectés sont
incapables de fournir une réponse immunitaire au VHB et souffrent donc de destruction

épisodique hépatocytaire (41).

Le VHB peut se révéler étre un virus, capable d’échapper a la détection précoce de I’infection.
Un enfant né de mére AgHBe-positive peut développer une tolérance immunitaire a I’antigéne
e. Cet antigéne est une solution protéinique virale soluble capable de traverser le placenta et
d’atteindre 1’utérus (42). Cette phase de tolérance immunitaire peut continuer pendant des
années ou des décennies. Les enfants nés de meres AgHBe négatives développent le plus
souvent une hépatite aiglie pendant la période néonatale. Cependant I’infectivité de
nombreuses femmes AgHBe-négatives est souvent trés basse, si bien que seulement 20 %
environ transmettent I’hépatite B a leurs enfants. (41). L’infection par le VHB dépend donc de
I’interaction héte-virus, avec une intervention de la réponse immunitaire adaptée. La réponse
des cellules T spécifiques du virus contribue & la formation de la plupart des Ilésions
hépatiques. C’est seulement trés rarement (quand il y a une suppression immunitaire

profonde) que le virus de I’hépatite B devient directement cytopathique (43).

IL.8. Marqueurs sérologiques du VHB

Les marqueurs sérologiques du VHB sont les marqueurs que 1’on peut retrouver dans le sérum
et qui marquent la présence du virus dans I’organisme. Il s’agit des marqueurs directs et
indirects de la réplication virale. Ce sont des protéines produites par les particules virales et
des marqueurs indirects liés & la réponse immunitaire. Ces protéines sont produites par

’organisme pour se défendre contre le virus.
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IL.8.1. Marqueurs sérologique directs et indirects de la réplication virale

Le marqueur sérologique direct de présence du VHB est ’AgHBs. C’est une protéine de
surface constitutive de la particule virale qui apparait trés rapidement autour de la 4°™
semaine et disparait au début de la 24°™ semaine dans le cas d’une hépatite aigué suivie d‘une
guérison. Cette protéine reste présente dans le sérum tout au long de la vie dans le cas d’une

hépatite B chronique.

Le marqueur sérologique indirect de la réplication virale est I’AgHBe. C’est une protéine
soluble non constitutive de la particule virale et qui est secrétée lors de la réplication virale.
Elle apparait trés rapidement dés I’infection puis disparait autour du 4° mois laissant place a
I’Ac anti-HBe dans le cas d’une hépatite aigué. Elle a un taux élevé au début qui baisse au fil
des années aprés I’apparition des Ac anti-HBe mais reste présente encore des années dans le
cas d’une hépatite B chronique avec réplication persistante, elle disparait et fait entiérement
place aux Ac anti-HBe dans le cas d’une hépatite chronique lorsque la multiplication de la

particule virale s’arréte.

I1.8.2. Marqueurs sérologiques indirects liés a la réponse immune

IIs sont produits par I’organisme lors d’une infection par le VHB, Il s’agit des anticorps anti-
HBc de type IgG, des anticorps anti-HBc de type IgM observés lors d’hépatites B aigués, les
anticorps anti-HBs qui apparaissent en réponse aux Ag-HBs et les anticorps anti-HBe qui

apparaissent en réponse a I’Ag-HBe.

11.8.3. Les différents profils sérologiques lors d’une hépatite B aigué
La présence des Ac anti-HBc de type [gM permet de poser le diagnostic d’une hépatite aigué.
La combinaison et I’interprétation des différents autres marqueurs observés chez le patient

permettent de définir le stade de I’infection et d’établir des profils (Tableau I).
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Tableau I : Les différents profils en cas d’hépatite B aigué (44)

Les différents profils
Précoce | Aigué | Etat | Conv | Conv | Guérie | Ancienne | Ancienne
AgHBs +++ +++ +++ |+ - - - -
Ac Hbe + + + + + + + +
Ac anti Hbc IgM | - ++ ++ |+ + - - -
Ac anti HBs - - - - - + + +
AgHBe ++ ++ ++ |+ - - - -
Ac anti Hbe - - - + + + n _
ADN ++ ++ ++ ++ ++ + - -

I1.8.3.1. Cinétique des marqueurs en cas d’une hépatite B aigué avec guérison

Lors de la phase aigiie, on observe une premiére phase dite : Phase précoce. Cette phase est
marquée par la présence de I’AgHBs, des Ac anti-HBc, de [’antigéne de réplication (AgHBe)
et de I’ADN viral. Ensuite vient la phase d’Etat ou phase Aigue ol apparaissent les Ac IgM-
anti-HBc. Apres cette phase, intervient la phase de convalescence marquée par une disparition
progressive de I’AgHBs, de I’AgHBe, des Ac IgM-anti-HBc et I’apparition progressive des
Ac anti-HBe plus un arrét de la réplication. La guérison vient a la suite de cette phase et est
marquée par la présence des Ac anti-HBc indiquant le contact ancien avec le VHB. Cette
phase est aussi marquée par |’apparition des Ac anti-HBs, la disparition totale de I’AgHBs,
I’AgHBe, des Ac IgM-anti-HBc, des Ac anti-HBe et méme des Ac anti-HBs si la guérison est
définitive. Cependant au lieu de la guérison, le portage du virus(VHB) peut passer de 1’état
aigu de I’infection a la chronicité. La figure 3 présente la cinétique des marqueurs dans le cas

d’une hépatite B aigué.
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Figure 3 : Cinétique des marqueurs dans le cas d’une hépatite B aigué (32)

I1.8.4. Les différents marqueurs en cas d’une hépatite B chronique

La chronicité est marquée par la présence permanente des IgG a la place des IgM. Lors de

cette phase, le malade peut passer par des phases intermédiaires comme la réactivation. Il peut

aussi connaitre des mutations.

Tableau 11 : Les différents marqueurs en cas d’une hépatite B chronique ( 44)

Marqueurs Les différentes étapes
Immuno- | Immuno- latence Réactivation | Mutant Mutant
tolérance | élimination pre-core HBs
AgHBs ++ + ++ ++ ++ 5
Ac anti HBc + + + + + +
Ac anti HBe [gM | - + i + - .
Ac anti HBs - - - - - +
AgHBe # + - + _ +out
Ac anti HBe - - - - + + +ou+
ADN i+ e - G + ++
Transaminases normales | élevées normales | élevées élevées variable




11.8.4.1 Cinétique des marqueurs dans le cas d’une hépatite B chronique

La premiére phase de la chronicité est marquée par la tolérance du virus par I’organisme.
L’AgHBs et I'’AgHBe sont les marqueurs de présence et de réplication du virus. Ensuite
I’élimination du virus se caractérise par I’apparition des [gM-Ac HBc. La phase de latence est
marquée par la disparition des IgM et I'apparition des AcHBe signe que les défenses de
I’organisme se mettent en place. A I'issue de la phase de latence, il y’a trois phases qui
peuvent suivre : soit la réplication virale recommence. En ce moment, on parle de
réactivation. Soit, les AcHBe persistent et les AgHBe disparaissent, on parle d’une hépatite a
mutant pre-core. Soit les Ac anti HBs apparaissent en méme temps que les AgHBs, on parle

de mutant HBs.

Infectivity
|

v

HBeAg anti-HBe

 Total anti-HBc

IgM anti-HBc

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52

Weeks after infection Years after infection

Levels HBV antigens and antibodles

Inthe blood

Figure 4 : Cinétique des marqueurs dans le cas d’une hépatite B chronique (32)

11.9.Technique de diagnostic du VHB au laboratoire

11.9.1 Test rapide

Ce sont des techniques d’analyses biologiques qui permettent de confirmer rapidement la
suspicion diagnostic du médecin. Ils sont simples a réaliser et ne demandent pas d’étre

exécutés dans un laboratoire spécialisé. Ainsi, ils sont moins couteux et accessibles  tous les
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patients. En général, ils sont de type immunochromatographique. Ces tests sont facilement

réalisables.
e Leur stockage se fait généralement a température ambiante
¢ Is sont réalisables en tout lieu, tout endroit

¢ Les résultats sont satisfaisants en termes de sensibilité et de spécificité lors de la

phase chronique de I'infection et les résultats obtenus ici sont qualitatifs.

I1.9.2 Test ELISA

Les tests ELISA sont des tests exécutés uniquement dans les laboratoires spécialisés car ils
requierent I’existence d’appareils spécialisés pour la réalisation des étapes qui composent la
chaine ELISA. Les résultats obtenus dans ce test peuvent étre qualitatif ou quantitatif. Ces

tests ont :
¢ Une grande sensibilité y compris en primo-infectio
¢ Une excellente spécificité
e Facilement évaluable sur les panels congelés
e Automatisables a haut débit
e Réalisés a 37 °C.
¢ Le colt est supportable
¢ On aune tragabilité et un enregistrement informatique des résultats
I1.9.3.Polymerase Chain Reaction : PCR virale

La "Polymerase Chain Reaction” n’est réalisable que dans de grands centres d’analyses
hautement spécialisés. C’est un examen couteux, qui prend du temps mais qui fourni des
résultats de pointe. Il exige 1'usage d’appareils (exemple : thermocycleur) et de techniciens
spécialisés et expérimentés. Il donne des résultats quantitatifs et des valeurs caractéristiques
dont la charge virale : c’est la quantité de virus contenu dans un millilitre de sang et cela

permet de donner approximativement la quantité de virus dans 1’organisme du malade.
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IL.10. Surveillance a long terme et dépistage de I’hépatite B chronique

Les individus présentant une infection chronique du VHB récemment découverte doivent étre
suivis durant une longue période pour éviter I’avénement d’une cirrhose ou d’un carcinome
hépatocellulaire. Cette surveillance se fait via une série d’examens cliniques et de tests de
laboratoire, méme pour des patients asymptomatiques. Il est important de vérifier le stade de
I’hépatite B chronique afin de décider de la fréquence des examens de suivis nécessaires et de
la mise sous traitement. L’examen initial doit inclure les points suivants :

o Une étude sociodémographique du patient et un examen physique, spécialement de la
peau (ictére) et de ’abdomen (gonflement).

o Larecherche de marqueurs tels que les AgHBe/anti-HBe et ADN VHB pour identifier
I’étape de l'infection chronique et le génotype du virus si on prévoit une thérapie
antivirale avec interféron. .

o Une évaluation de la fonction hépatique

e Une numération formule sanguine

e Une échographie abdominale pour dépister le carcinome hépatocellulaire.

o Le diagnostic d’autres infections virales comme VHC et VHD, en particulier si
I’ALAT est élevé, mais I’ADN VHB peut étre bas ou indétectable.

e Une sérologie VIH du patient avant tout thérapie antivirale orale.

¢ Une ponction biopsie du foie peut étre faite si nécessaire

I1.11.Traitement

Il n’est réalisé que lorsque I’individu infecté par le virus présente une réplication virale. Pour
le traitement du patient, on peut utiliser certains interférons, ou des antiviraux inhibiteurs de
la polymérase virale : la lamivudine, ’adefovir, I’entecavir, la telbivudine et le ténofovir. Le
type de traitement proposé par le médecin traitant dépendra de la charge virale du VHB, de
I’existence d’une co-infection notamment par le VHC, le VIH ou tout autre virus
hépatocytaire. Il va dépendre aussi de 1’élévation des taux de transaminases (ALAT, ASAT)

dans le sérum qui reflétent I’intensité de la nécrose hépatocytaire.

I1.12.Vaccination

La vaccination contre le VHB est une démarche de santé publique pour réduire la

morbidité et la mortalité liée a cette infection. En effet, le passage a la chronicité lors
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de cette infection serait de 5% a 10% chez les adultes immunocompétents, 30% a 40%
chez les adultes immunodéprimés, 45% a 60% chez les adultes hémodialysés et
diabétiques, 50% a 70% chez les nourrissons de 1 & 12 mois, 80% chez les enfants de 1
a 4 ans et 90% chez les nouveaux nés (45). La vaccination contre le VHB a montré son
efficacité dans certaines zones hyper- endémiques ou la prévalence de I’Ag-HBs a
fortement chuté. Elle a chuté de 5,2 a 0 en Alaska, de 5,4 a 0,8 en Thailande, de 6,2 a
2, en Indonésie de 8,8 a 0,5 a Shangai(en Chine), de 9,8 & 0,7 en Taiwan, de 12 4 0,9
en Gambie, de 14,6 a 1,4 en général en Chine (45). Selon le haut conseil de santé
publique de la France, la vaccination contre le VHB devrait s’appliquer en priorité et
de fagon systématique chez tous les nouveaux nés. Le rattrapage de la vaccination chez
les enfants et les adolescents devrait étre poursuivi jusqu’a 1’age de 15 ans (46). La
recherche d’Ag-HBs doit étre obligatoire chez la femme enceinte. Elle se fait au
sixieme mois de la grossesse et la vaccination des nouveaux nés doit se faire le premier
jour de naissance pour les femmes porteuses chroniques d’Ag-HBs (47). Le succés de
la vaccination peut étre constaté par le dosage du titre des Ac anti-HBs. Il doit €tre
supérieur ou égale a 10U/l pour garantir une bonne protection. La persistance de ces
anticorps dépend du titre atteint un mois aprés la troisi¢éme dose de la vaccination (48).
Chez un individu immuno- compétent ayant regu les trois doses de vaccination, les
anticorps anti-HBs peuvent persister plus de 10 ans et leur disparition sous le seuil de
10UI/l n’entraine pas la perte de protection contre la maladie. L’efficacité a long terme
est ensuite assurée par les lymphocytes B mémoires induites par la vaccination (45).
Le tableau III ci-dessous illustre le temps de persistance des Ac anti-HBs en fonction

du titre d’Ac anti-HBs produits par I’organisme aprés la vaccination

Tableau III : Vaccination contre I’hépatite B, balance bénéfice risque (45)

Pic en Ac anti-HBs en Ul /1 (1 a 2 mois | <100 500 1000 2000
apres la vaccination)

Durée pendant laquelle Ac anti-HBs > | <5 > 15 > 20 > 40
10UI/1
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Tableau IV : Connaissance de L’infection par le VHB chez les enfants

N° Auteurs Objectifs Méthodologie Résultats Message tiré
Date
1 Nacro B, et al 2001 Evaluer la prévalence de | Recherche des AgHBs | 39,8% étaient positif en | La prévalence de ’Ag
I’AgHBs chez les et le génome du VIH AgHBs et 57,3% HBs est trés élevée dans
enfants soupgonnés chez 103 enfants par le avaient un statut VIH le groupe d’enfants
d’une infection par le test ELISA positif infecté par le VIH. Elle
VIH a Bobo-Dioulasso, est de 39,8%
Burkina Faso
2 S. Qamer, 2004 Estimer la période Recherche de I’AgHBs 4,35% portaient Forte prévalence de
spécifique de chez 460 enfants I’AgHBs I’AgHBs en zone
séroprévalence de indépendamment du endémique
I’ AgHBs chez I’enfant sexe et de la zone :
de plus de 14 ans en rurale ou urbaine
Inde
3 Décrire les résultats de 99 enfants blancs Au bout de 14,6 ans Le suivi des enfants

Bortolotti F et al, 2006

29 ans d’étude sur le
VHB chronique chez les

enfants en Caucase

atteints d'hépatite B
chronique,
principalement acquis
horizontalement: 91

avaient AgHBe (4

d’observation, 4 enfants
avaient subit une
réactivation virale B.
Deux des 4 enfants

avaient une cirrhose et

présentant une hépatite
B chronique est
important. De fagon
silencieuse, I’infection

peut entrainer une
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cirrhose et un cancer

présentaient une
cirrhose), et 8 étaient

AgHBe négatif.

deux présentaient un
Carcinome-hépato-

cellulaire.

La prise en charge du

primitif du foie.

Frangois Rouet et al

2008

Etudier I’évolution du
VHB chez les enfants
co-infectés par le VIH-1

en Cote d’Ivoire

infectés par le VIH-1 et

Cohorte de 280 enfants

co-infectés par le VHB

12,1% des enfants

avaient ’AgHBs ; le

taux le plus élevé
d’hépatite B chronique
chez les enfants. 82,4%

avaient ’AgHBe

10,02% des femmes

VIH-1 des enfants co-
infectés par le VHB est
trés difficile. La 3TC
provoque souvent des
réactivations de
I’AgHBe.

La prévalence de

Ilboudo D et al 2007

Evaluer la Prévalence
du virus de I'herpés
humaine 8 et le virus de
I'hépatite B chez les
femmes enceintes
séropositives VIH
inscrites dans le
programme de

Prévention de la

Transmission Mére-

379 femmes enceintes
fréquentant les
consultations prénatales
au centre médical Saint

Camille étaient
soumises aux tests :
anticorps
HHV-§, AgHBs et la
détection du VIH

étaient infectées par le
HHV-8 et 7,91%

avaient I’AgHBs. En
dépit de I'application du
protocole de PTME, 5
femmes soit (10,42%)
VIH positif ont
transmis le VIH a leurs

enfants. Parmi ces 5

femmes infectées par le

Enfant du VIH au

I’hépatite B chez les
femmes enceintes co-
infectés par le VIH est
tres élevée et cette co-

infection favorise la

transmission meére

enfant du VIH.
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Centre médical Saint
Camille au Burkina

Faso

| VIH, une meére (20,0%)
avait le VHB et deux
(40,0%) HHV-8 positif

Xuejun Chen et al 2006 Déterminer les Recherche des 5 Prévalence des La distribution des
2010 différents profils marqueurs spécifiques | différents marqueurs du différents profils
sérologiques du VHB du VHB chez 33187 VHB, les différents sérologique est fonction
par la technique de enfants par la méthode profils observés en de I 4ge mais
I’electrochemiluminesce | electrochemiluminescen | fonction du sexe et de indépendant du sexe
nce et distribution de ce immunoassay I’age
ses profils chez les (ECLIA)
enfants et adolescents
hospitalisés a Zhejiang,
en Chine entre 2006 et
2010.
Takako Utsumi et al Etudier le statut 229 enfants en bonne 3,1% avaient I’AgHBs La Prévalence de
2010 sérologique et les santé ont été inclus dans et 23,6% avaient les I’ AgHBs était élevée

caractéristiques
virologiques de
'hépatite B chez les
enfants a I’Est de JAVA

cette étude.

anti-HBs. L’ ADN du
VHB a été détecté chez
5 sur 222 négatifs pour
I’AgHBs, évoquant des

cas d’infection par le

chez les enfants en

Indonésie
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VHB occulte

G.Escobedo Melendez
etal, 2012

Evaluer les marqueurs
sérologiques de
I’Hépatite A, Bet C
chez les enfants a

I’ouest de Mexico

Recherche des
différents marqueurs du
VHB chez 31 818
enfants admis dans un
hopital supérieur de
Mexique de 2005 a
2009.

Le VHB a été trouvé
chez 215 soit 0,7% des
enfants. Les
échantillons positifs en
AgHBs ont été ciblés
pour la recherche des
IgM VHA, des anti-
HBc et anti-VHC

La Prévalence de
I’AgHBs était de 3,1%
chez les enfants a

I’Ouest de mexico

Livia Melo Villar et al,
2014

Déterminer la
prévalence du VHB et
du VHC chez les
enfants et les
adolescents qui
fréquentent les écoles et
les garderies de Rio de
Janeiro Etat, situé dans

le sud du Brésil

Des échantillons de
sérum de 1 217
personnes agéesde 0 a
18 ans ont été recueillis
de 1999 42012 et testés
pour anti-HBc, anti-HBs
et anti-VHC par ELISA.

L’ADN a été détecté
chez 18 des 51
individus qui
présentaient AgHBs ou
anti-HBc isolés. Trois
personnes avaient les
Ac anti-VHC et I'ARN
du VHC. Deux d'entre
eux ont été infectés par
le génotype 1, et l'autre
a été infecté par le

génotype 3

La Prévalence d’une
hépatite B guérie était

de 1,2%
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Deuxieme partie
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TI1. Objectifs

I11.1 Objectif général

» Etudier le profil sérologique de I’hépatite B de I’enfant a Bobo-Dioulasso

II1.2 Objectifs spécifiques

» Décrire les caractéristiques de la population d’étude a I’inclusion
Présenter les résultats du dépistage sérologique a partir de ’algorithme d’étude
Déterminer la prévalence de I’AgHBs en fonction des tranches d’ages

Identifier les différents profils sérologiques observés et déterminer leurs prévalences

YV V V V¥V

Evaluer I’impact du vaccin contre le VHB sur le portage des marqueurs sérologiques

étudiés et selon les tranches d’ages

IV- Matériels

1V-1 Cadre d’étude

Notre étude s’était déroulée au Centre Hospitalier Universitaire Souro Sanou (CHUSS) et au
Centre MURAZ de Bobo Dioulasso. Deuxieme ville, et capitale économique du Burkina

Faso, Bobo-Dioulasso se situe dans la région des Hauts Bassins, province du Houet.

Le CHUSS est le plus grand centre de soin public de Bobo Dioulasso. Il est situé au cceur de
la ville, non loin du palais de la justice. Le Département de pédiatrie est dirigé par un
Professeur de Médecine. Ce département  abrite un hopital de jour (hopital de jour

pédiatrique du CHUSS) qui assure un suivi et la prise en charge du VIH pédiatrique.

Le Centre MURAZ a été créé en 1939, il se dénommait alors "Service Général Autonome de
la Maladie du Sommeil (SGAMS)". En 1956, le SGAMS prend la dénomination de "Centre
MURAZ" en I'honneur de son premier Directeur, le médecin militaire frangais Gaston
MURAZ. Le centre est devenu un Etablissement public de la Santé (EPS) depuis 2001. Il est
situé non loin de la gare ferroviaire. En plus des grandes maladies endémiques, il s'intéresse
essentiellement & des maladies telles que le paludisme, les IST/VIH/SIDA et maladies

associées (telle que la tuberculose), la fiévre jaune et la méningite.

Les Prélévements ont été faits a I’hopital de jour du CHUSS et les analyses biologiques des

échantillons ont été réalisées au laboratoire de virologie du Centre MURAZ
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IV.2 Type et période de ’étude
» il s’agissait d’une étude descriptive et analytique. Les données cliniques et les

échantillons avaient été collectés de mars 2012 a mai 2013.

IV.3.La population d’étude
Notre population d’étude était composée d’:

o Enfants hospitalisés ou fréquentant le département de pédiatrie du CHUSS durant la

période de I’étude
¢ Enfants nés de meres infectés par le VHB
IV.3.1. Les critéres d’inclusion
e Ont été inclus dans cette étude, les enfants 4gés de 0 a 15ans

e Avoir I’approbation et la signature du formulaire de consentement par les parents ou le

tuteur de 1’enfant

1V.3.2. Les variables de I’étude

» Données sociodémographiques
o Age
o Sexe

» Données biologiques (marqueurs du VHB)
e AgHBs, AgHBe, Ac anti-HBe, Ac anti-HBc totaux, Ac anti-HBs, IgM anti HBc
» Données cliniques

¢ Statut vaccinal contre le VHB
V. Méthodes

V.1.Collecte et acheminement des prélévements sanguins

Les échantillons de sang ont été prélevés a 1’hopital de Jour du département de la pédiatrie du
CHUSS dans le cadre d’une étude de 1’Agence Nationale de Recherche sur le Sida et les
hépatites (ANRS) 12191. Le sang était recueilli dans des tubes EDTA étiquetés. L’étiquette

comportait les inscriptions suivantes: un numéro d’identification du participant et la date de
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prélévement. Au laboratoire, un numéro laboratoire était attribué suivant 1’ordre de

prélévement et/ou de transmission.

V.2. Analyse des échantillons
+» Conditionnement et acheminement des échantillons

Dans un premier temps, le sang total était récupéré centrifugé a 3000 tours/mn pendant 10
mn, afin de séparer le plasma. Au plus 4 aliquots de 400 microlitres de plasma avaient été
réalisés pour chaque échantillon dans des cryotubes. Les cryotubes bien étiquetés étaient

transmis au laboratoire de virologie du Centre Muraz en respectant la chaine du froid

Par la suite les prélévements de sang total étaient transmis directement au laboratoire de
virologie pour le traitement et le conditionnement dans un congélateur a -80°C du Centre

Muraz.

¢ Techniques d’études : Test ELISA

Le diagnostic sérologique du VHB était réalisé au laboratoire de Virologie du Centre
MURAZ. Pour ce faire, nous avons utilisé les réactifs BIORAD MONOLISA, basés sur la
mise en évidence par ELISA dans le plasma des marqueurs biologiques suivants : anticorps
anti-HBc totaux, AgHBs, anticorps anti-HBs, anticorps IgM-anti-HBc, AgHBe/anti-HBe
conformément a |’algorithme prévu dans le protocole de I’étude. Tous les tests avaient été
réalisés conformément aux instructions du fabriquant (en annexe). Pour tous les échantillons,
la recherche des anticorps anti-HBc totaux était faite en premiére intention. Les échantillons
trouvés positifs était testés pour la présence ou non de I’AgHBs. Le caractére chronique de
I’hépatite B avait €té confirmé par [’absence des anticorps IgM-anti-HBc dans les échantillons
positifs pour I’AgHBs. Ces échantillons & Ac IgM-anti-HBc négatifs avaient par la suite été
testés par le couple Ag HBe/Anti-HBe. Les échantillons avaient été testés suivant 1’algorithme

d’analyse ci-dessous.
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Figure S: Algorithme d’analyse des échantillons

V.3.Traitement et analyse des données

Les critéres de validation des différents tests sont configurés sur le lecteur de plaque. Ce
lecteur est connecté a un ordinateur qui permet de lire les résultats des tests sur I’écran de
lordinateur et de les stocker. La procédure de lecture de plaque intégre le logiciel EPI info.
Les résultats obtenus sur ce logiciel ont été saisis sur le logiciel Excel. Ensuite ces données
ont été traitées et analysées par le logiciel STATA, XLSTAT 2015.1.01. Le calcul des p-
values et des coefficients de corrélation (r) nous ont permis de porter un jugement sur la
significativité de certains résultats et de pouvoir comparer d’autres résultats. La p-value =

0,05 était retenu comme seuil de significativité.

Si p-value < 0,05; elle est significative

Si p-value > 0,05; elle est non significative

Sirtend vers 0, alors il n’y a pas de corrélation, les deux hypothéses ne sont pas liées

Sirtend vers 1, alors la corrélation existe, alors les deux hypothéses sont liées.
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Pour le calcul des fréquences, nous avons utilisé la formule suivante :
Effectif du groupe concerné

%= *100

Population total

V.4 .Considérations éthiques

Notre étude a été réalisée dans le cadre du projet ANRS 12191 qui a regu un avis favorable du
Comité¢ d’Ethique pour la Recherche en Santé (CERS) du Burkina Faso. Pour chaque
participant, un consentement éclairé a été recueilli pour la participation a I’étude, a la collecte

des échantillons biologiques et a I’administration d’un questionnaire.

VI. Résultats

VI.1.Description de la population étudiée

Notre étude a porté sur 2 016 enfants recrutés dans le département de pédiatrie du CHUSS de
la ville de Bobo-Dioulasso : une population d’enfants dgés de deux (2) semaines a 186 mois
(2 semaines a 15,5 ans) dont la majorité avait un dge compris entre 1 mois a 2 ans. L’4ge
médian était de 58 mois + 48,82. La population comprenait 1 027 enfants de sexe masculin
soit 50,94% et 989 enfants de sexe féminin soit 49,05%. Le sexe ratio est de 1,03. Le tableau

V illustre la constitution de la population.
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Tableau V : Distribution de la population par tranche d’ages et selon le sexe

Effectifs par tranche | Masculin Féminin
d’ages

AGE (mois) | Total P% nombre P% nombre P%
1 [0-12] 294 14,58 154 52,38 140 47,61
2 112-24] 228 11,31 117 51,31 111 48,68
3 124-36] 205 10,16 108 52,68 97 42,54
4 136-48] 137 6,79 73 53,28 64 46,71
5 148-60] 178 8,82 86 48,31 92 51,68
6 160-72] 128 6,34 65 50,78 63 4921
7 ]72-84] 118 5,85 51 4322 67 56,78
8 1 84-96] 128 6,34 60 46,87 68 53,12
9 ] 96-108] 107 5,30 60 56,06 47 43,92
10 | ]108-120] 121 6,00 68 56,19 53 43,80
11 | ]1120-132] 110 5,45 54 49,09 56 50,90
12 | ]1132-144] 83 4,11 43 51,80 40 48,19
13 | ]144-156] 77 3,81 37 48,05 40 51,94
14 | 1156-168] 77 3,81 37 48,05 40 51,94
15 | ]1168-180] 22 1,09 12 54,54 10 45,45
16 ] 180+ 3 0,14 1 33,33 2 66,66

TOTAL 2016 1027 989
50,91 49,08

Les effectifs des tranches d’ages de 0 a 72 mois sont élevés comparativement aux effectifs des

tranches d’4ges de plus de 72 mois.
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Tableau VI : Distribution de la population d’étude en fonction du statut vaccinal par
tranche d’dges

AGE Effectifs par tranche | Couverture vaccinale Taux d’enfants ayant
(mois) d’ages par tranche d’4ges regu 3 doses de vaccin
Total P% Total P% P%
1 [0-12] 294 14,58 134 45,57 6,64
2 112-24] 228 11,31 119 52,19 5,90
3 ]124-36] 205 10,16 94 45,85 4,66
4 136-48] 137 6,79 60 43,97 2,97
5 ]148-60] 178 8,82 81 45,50 4,01
6 160-72] 128 6,34 37 28,90 1,83
7 ]172-84] 118 5,85 25 21,18 1,24
8 ] 84-96] 128 6,34 22 17,18 1,09
9 196-108] | 107 5,30 17 15,88 0,84
10 | 1108-120] | 121 6,00 26 21,48 1,28
11 |]1120-132] | 110 5,45 14 12,72 0,69
12 |]132-144] | 83 4,11 13 15,66 0,64
13 | ]144-156] | 77 3,81 16 20,77 0,79
14 | ]1156-168] | 77 3,81 16 20,77 0,79
15 |]1168-180] | 22 1,09 1 4,54 0,04
16 |]180+ 3 0,14 0 0 0
TOTAL 2016 100 675 33,48

Sur un total de 2016 enfants de 0 & 15,5 ans, seulement 675 avaient regu les trois doses de

vaccin suivant les recommandations de I’OMS correspondant & une couverture vaccinale de

33, 48%.

Dans les tranches d’4ges de 0 & 72 mois, les pourcentages de participants vaccinés décroissent

de 6,63 a 1,84.

Dans les tranches d’ages de plus de 84 mois, les pourcentages décroissent également de 1,28 &
0.
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V1.2. Résultats du screening sérologique suivant I’algorithme

/ﬁ N \
N T

Positif Négatif Positif Douicus Négatif — Positif Négatif Positif Négatif

nﬁcﬁ@f‘@‘ i
l

IHB chronique réplicative] g

-

Figure 6 : Distribution des différents marqueurs suivant ’algorithme
4 participants sont restés douteux pour le test Ac anti-HBc¢ totaux.

| participant était resté douteux aprés le test AgHBs.

2 participants €taient restés douteux pour I'Ac anti-HBe

La prévalence des différents marqueurs sérologiques observés : 11,56% pour les anticorps
anti-HBc totaux ; 2,63% pour I’AgHBs ; 5,50% pour les anticorps anti-HBs ; 1,83% pour
I’AgHBe ; 0,75% pour les anticorps anti-HBe et 0,19% pour les anticorps IgM anti-HBc.
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Tous les échantillons douteux ont étés considérés comme positifs pour la réalisation du test

suivant.
Quatre enfants soit (7,40%) portant I’AgHBs présentaient un profil aigu de I’hépatite B et 37

(68,51%) porteurs de I’ AgHBs avaient le profil d’une hépatite B chronique.

VL.3. Prévalence de ’AgHBs dans les tranches d’ages

Tableau VII : Prévalence de ’AgHBs en fonction des tranches d’ages

AGE (mois) Nombre enfants par Nombre d’enfants Ag-HBs
tranche d’ages Positif

Total P% Total P%
1 [0-12] 294 14,58 1 0,04
2 ]12-24] 228 11,31 4 0,19

3 124-36] 205 10,16 0 0
4 136-48] 137 6,79 2 0,09
5 148-60] 178 8,82 2 0,09
6 160-72] 128 6,34 2 0,09
7 ]172-84] 118 5,85 4 0,19
8 ] 84-96] 128 6,34 6 0,29
9 ] 96-108] 107 5,30 6 0,29
10 ] 108-120] 121 6,00 7 0,34
11 ]120-132] 110 5,45 4 0,19
12 1132-144] 83 4,11 5 0,24
13 ] 144-156] 77 3,81 2 0,09
14 ] 156-168] 77 3,81 6 0,29
15 ] 168-180] 22 1,09 2 0,09

16 ] 180+ 3 0,14 0 0
TOTAL 2016 100 53 2,62

La prévalence générale dans la population était de 2,62% et le portage de I’AgHBs était plus

important dans les tranches d’ages de 84 4 168 (7 ans & 14 ans)
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V1.4 Les différents profils sérologiques observés

Tableau VIII : Distribution des différents profils de la population

Ac anti- | AgHBs | Acanti- | AgHBe | Ac anti- Ac IgM- | Effectif | % par rapport

Profil HBc HBs HBe anti-HBc a la population
totaux total
1 + - - - - - 72%! 3,52
2 + - + 111+ 5,40
3 + + - - - 05*¢ 0,14
4 + + + - - 31 1,54
5 + + + + - 04*¢ 0,14
6 + + - + - 10° 0,44
7 T T + - + 02 0,099
8 + + - + + 02 0,099
9 - ? ? ? ? ? 1779 0,882

*? = Jech Ac anti-HBc douteux, AgHBs positif ; *% = 2 ech Ac anti-HBc douteux, Ac anti-HBs positif ;
*¢ = Jech AgHBs douteux, **=lech Ac anti-HBe douteux ; ° =leh Ac anti-HBe douteux, AgHBs négatif.

NB : ech = échantillon

Conformément a 1’algorithme de dépistage, 9 profils sérologiques se dégagent de cette étude.

Les profils les plus représentatifs dans notre population d’étude par ordre décroissant sont :

profil 2 (5,40%), profil 1(3,52%), profil 4 (1,54).

Le profil 1 :"Ac anti-HBc isolé¢" implique que les participants ont ét¢ en contact avec le VHB

Le profil 2 : profil signifie une hépatite B ancienne (guérie)

Le profil 3 : profil caractérisant le portage chronique de I’AgHBs

Le profil 4 : Hépatite B chronique avec réplication virale

Le profil 5: Hépatite B chronique avec une réactivation de 1’Ag-HBe ou étape

séroconversion en cours.
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Le profil 6 : Hépatite B chronique avec une séroconversion ou a2 mutant précore
Le profil 7 : Hépatite B aigué en phase d’état
Le profil 8 : Hépatite B aigué en phase de convalescence.

Tableau IX : Distribution des différents profils en fonction du sexe

profil Masculin Féminin
AcHBct | AgHBs | AcHBs | AgHBe | AcHBe | IgM | nombre p | nombre |P
1 |+ - - - - - 37 1,78 |35 1,68
2 |+ - + 61 2,92 |50 2,48
3|+ + - - - 0 0 5 0,14
4 |+ + + - - 20 0,94 |12 0,59
5 |+ + + + - 0 0 3 0,14
6 + + - + - 6 0,29 |4 0,14
7 |+ + + - + 2 0,09 |0 0
8 |+ + - + 0 0 2 0,09
9 |- ? ? ? ? ? 901 44,69 | 878 43,55

Les profils les plus représentatifs tant chez les enfants de sexe masculin que de sexe féminin
comprennent par ordre décroissant : le profil 2 (2, 92% vs 2,48%), le profil 1 (1,78%vs
1,68%), le profil 3 (1,38%, 1,19%). La probabilit¢ d’apparition des différents profils est

indépendante du sexe.

VLS.L’impact du vaccin sur le portage des différents marqueurs du VHB

Six cent soixante quinze (675) sur 2016 soit 33,49% des participants avaient regu les trois
doses de vaccin contre le VHB. Certains parmi eux avaient les marqueurs spécifiques du VHB

(Ac anti-HBc totaux, I’AgHBs, I’AgHBe, les Ac anti-HBe).

L’algorithme ci-dessous illustre bien ces observations ou résultats.
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@5 (trois doses)

TN

61(dose de rappel) 614 (sans dose de rappel)

l l

Iél(Ac anti-HBc Totaux) 67 (Ac anti-HBc Totaux)

|

e

9(AgHBe) R(AgHBe-AcHBe) [6(Ac anti-HBe)|

Figure 7 : Impact de la vaccination et le portage des marqueurs sérologiques du VHB

chez les enfants
Sur les 675 enfants ayant regu trois doses de vaccin :
Un (1) seul enfant avait recu la dose de rappel et portait quand méme I’AgHBs

17 enfants n’avaient pas regu la dose de rappel et portaient I’AgHBs.

Tenant compte des trois doses de vaccin uniquement, les effectifs des enfants sont importants
dans les tranches d’ages de] 84-96] et ] 108-120].
En tenant compte ensuite des trois doses de vaccin plus la dose de rappel, seulement un enfant

de la tranche d’4ge de]108-120] (7 ans) est porteur de I’ AgHBs selon le tableau suivant.
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Tableau X : Distribution des prévalences de I'AgHBs chez les enfants ayant regu les trois doses de vaccin et la dose de rappel par
tranches d’ages.

Tranches |Effectif | AgHBs |Effectif |Effectif ayant |Effectif ayant |Effectif ayant |Effectif ayant requ | Effectif ayant regu
d’ages Total Positif |ayant regu les 3doses {regu 3doses et |regu 3doses+ |(3doses +ladose |3doses + ladose
regu et négatifs pour | positifs pour la dose de de rappel et de rappel et positif
3doses |I’AgHBs I’AgHBs rappel négatifs pour pour I’AgHBs
I’AgHBs
A [[0-12] 294 1 134 133 1 1 1 0
B []12-24] 228 4 119 118 1 9 9 0
C |]124-36] 205 0 94 94 0 12 12 0
D |]136-48] 137 2 60 59 1 7 7 0
E []48-60] 178 2 81 80 1 10 10 0
F 160-72] 128 2 37 37 0 5 5 0
G |]72-84] 118 4 25 24 1 6 6 0
H |]84-96] 128 6 22 19 3 5 5 0
I 196-108] 107 6 17 16 1 1 1 0
J ] 108-120] 121 7 26 22 4 3 2 1
K |]1120-132] 110 4 14 13 1 0 0 0
L |]132-144] 83 5 13 12 1 1 1 0
M |]144-156] 77 2 16 14 1 0 0 0
N []156-168] 77 6 16 15 1 0 0 0
O |]168-180] 22 2 1 0 1 0 0 0
P ] 180+ 3 0 0 0 0 0 0 0
Total 2016 53 675 656 18 61 60 1

35




VII. Discussion

VIL 1. Les limites
Notre étude connait quelques limites. En effet, nous avons fait les différents tests biologiques

en fonction d’un algorithme qui avait été préétabli.
e Tous les enfants auraient pu étre testés en Ac HBs. Cela nous aurait permis de :

v' Déterminer d’autres profils et d’avoir la situation réelle de la vaccination pendant la

période d’enfance et d’adolescence a Bobo Dioulasso.

v" Faire un point intéressant sur la situation de la vaccination des enfants dans la localité

de Bobo.

o [’absence des données sur le statut VIH des enfants ne nous permettra pas d’évaluer
la prévalence de la coinfection VIH — VHB et son impact sur les profils d’infection par

le VHB.

o [’absence des données sur le statut VIH des parents ne nous permettra pas d’évaluer
Ieffet des traitements administrés aux méres infectées par le VIH bénéficiaires du
programme PTME VIH et co-infectées par le VHB, sur la transmission mére enfant

du VHB.

¢ L’absence des mesures des ALAT ne donnera pas la possibilité de voir I’atteinte réelle

du foie par ’infection virale B.

¢ L’absence des résultats de la recherche de I’ADN virale par la PCR ne nous permettra
pas de confirmer ou d’infirmer certains profils sérologiques.
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VIL.2. Caractéristiques de la population d’étude a ’inclusion

2016 enfants dont 1027 enfants (50,94%) de sexe masculin et 989 enfants (49,05%) de sexe
féminin , 4gés de deux (2) semaines & 186 mois (2 semaines a 15,5ans). La majorité des
enfants avaient un 4ge compris entre 1 mois & 2 ans. L.’dge médian était de 58 mois + 48,82 et

le sexe ratio était de 1,03.

Dans cette population d’étude, la proportion d’enfants ayant été vaccinés était plus élevée
dans Ia tranche d’dge de moins de 7 ans. Cette observation pourrait se justifier par le coft
élevé de 7 S00F (CFA) pour la dose du vaccin qui n’est pas accessible a la majorité de la
population dont 43,9% vit en dessous du seuil de pauvreté estimé a 108 454f CFA par mois
(MS 2011). Une vaccination systématique au frais des parents serait alors difficilement
envisageable dans ce contexte de dénuement sans une politique forte de santé tant au niveau
national qu’international. L’intégration du vaccin contre le VHB dans le Programme Elargi de
Vaccination (PEV) en 2006 au Burkina Faso a €té suivie d’une sensibilisation de masse sur
les réalités de cette infection longtemps méconnue et négligée par la population générale.
Ainsi, les enfants nés a partir de 2006 ont donc bénéficié gratuitement du vaccin anti-VHB
dans le PEV. Ce qui expliquerait que les enfants de moins de 7 ans soient les plus nombreux a

avoir recu le vaccin anti-VHB.

VIL. 3. Dépistage sérologique suivant ’algorithme d’étude
Sur un total de 2016 enfants dépistés pour le VHB, 53 portaient I’AgHBs, marqueur

sérologique de la présence du VHB dans I’organisme.

La prévalence des différents marqueurs sérologiques observés était estimée a : 11,56% pour
les anticorps anti-HBc totaux ; 2,63% pour I’AgHBs ; 5,50% pour les anticorps anti-HBs ;
1,83% pour I’AgHBe ; 0,75% pour les anticorps anti-HBe et 0,19% pour les anticorps IgM
anti-HBc. Seulement 4 enfants soit (7,40%) des 53 enfants portant I’ AgHBs présentaient un
profil aigu de I’hépatite B ; 37 enfants soit (68,51%) présentaient un profil d’une hépatite B
chronique active. Quelques échantillons sont restés douteux malgré un second test dont 4 pour
les Ac anti-HBc totaux; 1 pour ’AgHBs; 2 pour les Ac anti-HBe. Sont dits douteux, les
échantillons dont les densités optiques sont restées dans un intervalle ol leurs valeurs n’ont
pas pu atteindre la norme positive mais qui ont quand méme dépassé la norme négative. Ces
échantillons restés toujours douteux aprés deux tests consécutifs pourront étre attribués a des
problémes techniques (des erreurs de pipetage, une contamination lors de 1’aliquotage des

sérums, lors des dépdts des sérums ou contrdles positifs dans les puits, pendant les lavages,
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...). Dans de telles situations, la réalisation d’un second prélévement permettrait de rendre un
résultat définitif. Par conséquent, les échantillons douteux ont été considérés comme positifs

pour la suite des analyses.

VIL.4. La prévalence de ’AgHBs en fonction des tranches d’ages

L’ AgHBs, principal marqueur sérologique reflétant la présence du virus de ’hépatite B dans
’organisme a été mise en évidence chez 53 enfants sur les 2016 soit une prévalence de
2,62%. Cette prévalence de I’AgHBs retrouvée chez les enfants a Bobo-Dioulasso dans le
cadre de notre étude est inférieure 4 celle trouvée en 2000 dans la méme localité par Nacro et
son équipe chez des femmes enceintes en consultation prénatale estimées a 10,7% (49). Elle
est également inférieure a 12,1% retrouvé par Pietra et son équipe en 2008 chez les adultes,
comprenant le personnel du district sanitaire de Nanoro ( 50). De méme, Ilboudo et ces
collaborateurs ont trouvé dans une autre étude réalisée chez les femmes enceintes en
consultation périnatale au centre médical Saint Camille de Ouagadougou une prévalence de
I’AgHBs de 7,9% (51). Les infections bactériennes, ou parasitaires, survenant durant la
grossesse pourraient de fagon indirecte augmenter la réplication virale du VHB par
l'intermédiaire de différentes cytokines. Dans de nombreux pays d’Afrique et d’Asie, les
systémes de soins sont peux performants suite aux moyens tres limités mis a leur disposition.
Ainsi, le suivi des femmes enceintes n’est pas régulier et en conséquence, plusieurs femmes
au cours de leurs grossesses contractent des IST ou des mycoses génitales qui ne sont pas
identifiées a temps et prises en charge. Ceci pourrait expliquer en partie (plus I’ignorance) le

taux de transmission plus élevée du VHB observée dans les cohortes africaines. Les infections

virales associées comme I’infection par le Cytomégalovirus (CMV), le Virus de ’Hépatite B
(VHB), Virus T-lymphotropique humain (HTLV-1), Virus de I'herpés humain 6 (HHV-6),

Virus de ’hépatite C (HCV) peuvent aussi étre des cofacteurs a cette transmission (52).

Dans une autre étude réalisée en 2006 par Collemberg et ses collaborateurs dans la zone
rurale 8 Nouna et dans la ville de Ouagadougou chez des femmes enceintes et des donneurs
de sang, il a été observé respectivement des prévalences en AgHBs de 14,3% et 17,3% (53).
A ce jour, il s’agit des prévalences les plus élevées observées au Burkina Faso. Par ailleurs,
des prévalences en AgHBs de 3,1%, de 4,35% et de 3,1% ont été respectivement observées
chez des enfants par Utsumi et son équipe en 2010 en Indonésie, Qamer et son équipe en 2004

en Inde et Melendez en 2012 & Mexico (Amérique) (54, 55,56).
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Dans les pays développés comme la plupart des pays de ’Europe, la prévalence en AgHBs est
<1 et les plus forts taux se situent entre 5 et 7% en général (57). Dans la population d’origine

italienne, la prévalence de I’ AgHBs était estimée a 1,5% en 2010 (58).

La prévalence en AgHBs était plus faible chez les enfants de moins de 5 ans (< 0, 19%), que
chez les enfants de plus de 10 ans (> 0, 29). Notons que le vaccin contre le VHB a été
introduit dans le PEV en 2006 et que la plupart des enfants dans notre étude ont moins de 7
ans. L’introduction du vaccin contre le VHB explique certainement la faible prévalence dans
cette tranche d’4ge. Dans une étude réalisée chez les enfants et les adolescents hospitalisés a
Zhejiang, Chen et ses collaborateurs ont noté¢ qu’avec I’introduction du vaccin dans le PEV
en 1992 en Chine, la prévalence de I’ AgHBs avait baissé¢ de 9,75% en 1992 a 7,18% en 2006

aussi bien dans cette population que dans la population générale de Chine (§9).

VILS. 1dentification et description des différents profils observés
Dans notre étude et conformément a I’algorithme utilisé pour le diagnostic sérologique, 8

profils sérologiques ont été identifiés.

Le profil 1 « Ac anti-HBc isolé » retrouvé chez 3,52% des participants est autant présent
chez les gargons que chez les filles. L’antiHBc isolé (la présence des Ac anti-HBc totaux
isolés dans le sang) peut correspondre & quatre situations. Premiérement, on peut constater ce
profil durant la période de latence sérologique de I’infection aigué & VHB, ce sont surtout des
anticorps de types IgM. Deuxiémement, ce profil peut étre observé plusieurs années aprés la
guérison de I’hépatite B alors que les antiHBs sont devenu indétectable (60). Cependant il n’a
pas été prouvé que le foie subisse une grande souffrance lorsque ce profil est observé chez un
patient (61). Troisiémement, ce profil peut étre observé dans le cas d’une hépatite chronique
B occulte lorsque les titres d’AgHBs ont diminué sous le seuil détectable (62). En 2011 Chen
et ses collaborateurs ont également retrouvé ce profil dans leur étude & une proportion de

0,85% qui selon eux, signifierait une probable infection active.

Le profil 2 observé a 5,35% dans la population soit 1,72% chez les gargons et 1,73% chez les
filles, évoque une hépatite B guérie, ancienne. En 2014, Livia et son équipe ont retrouvé ce
profil dans leur étude a une prévalence de 1,2%. Ils suggérent une guérison due probablement
par ’élimination du virus de fagon naturelle ou lors d’une prise en charge thérapeutique d’un

ictére causé par une hépatite B aigué méconnue (63).
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Les profils 3; 4; 5; et 6 sont typiques de I’hépatite B chronique observée a une proportion
moyenne de 2,26%. Les profils 3 et 4 caractérisent une hépatite B chronique active. Ils sont

observés & des pourcentages respectifs de 0,14 et 1,54.

Le profil 4 est une hépatite B active réplicative. La positivité de I’AgHBe caractérise cette

réplication.

Le profil 5, ot ’on observe 1’AgHBe et les Ac anti-HBe de fagon simultanée est un profil rare
en pratique courante. Ce profil est observé & une prévalence de 0,14%. Pendant la
séroconversion de I’AgHBe en Ac anti-HBe, une reprise de la réplication virale peut survenir:
la réactivation. Elle indique le début d’une nouvelle réplication virale. Elle peut €tre
spontanée, due a un probléme d’immunosuppression. En effet, des causes pathologiques de
déficience immunitaire primitive ou acquise (par exemple : I’infection & VIH) peuvent étre a
Iorigine de I’incapacité de I’organisme a éliminer le VHB. Les AgHBe persistent alors et s’en
suit une reprise de I’infection active pouvant conduire trés rapidement a une cirrhose (64). La
déficience immunitaire peut étre d’origine iatrogéne (médicamenteuse), lors de
chimiothérapie, de greffe d’organes, la prise de médicament contenant des corticoides ou aux
Ac monoclonaux. Il a été observé que le traitement par les antirétroviraux lors de la co-
infection par le VIH provoquait une réactivation virale B. Et qu’en général, chez le sujet
immuno-compétant la séroconversion AgHBe en AcHBe se fait efficacement et I’AgHBe

laisse completement la place aux anti-HBe (65)

Le profil 6 caractérise une hépatite B chronique observé chez 0,44% des enfants pouvant
s’expliquer par deux situations possibles. La premiére situation, une séroconversion de
I’AgHBe en Ac anti-HBe marquant la fin de la réplication. Selon une étude menée en 1994
par Gary et ses collaborateurs, la présence des antigénes viraux a la surface des cellules
hépatiques lors de la réplication virale serait a I’origine de I’alerte lancée a I’organisme pour
se défendre (66). Alors on parlera de séroconversion si cette mission de défense est assurée et
que les AgHBe ont disparu au profit des Ac anti-HBe. La deuxiéme situation est qu’il peut
s’agir d’une infection par un mutant pre-core. Dans ce cas, on note aussi une absence de
I’ AgHBe avec une présence ou pas de I’Ac anti-HBe mais la recherche de I’ADN indique une
élévation de la réplication virale. Ce deuxiéme cas conduit & une infection de longue durée
avec une fréquence de cirrhoses élevée. Cependant la sévérité de I’infection n’a pas été

prouvée (67).
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Les profils 7 et 8 signifient une hépatite B aigué. Ces deux profils sont observés dans notre
étude chez 4 enfants & des proportions égales et estimées a 0,09% pour chacun des deux
profils. Seulement 4 enfants soit 7,40% des enfants portant ’AgHBs présentaient une
hépatite B aigué. L’infection B aigué est présente dans notre population totale d’étude a une
prévalence de 0,19%. L’infection & VHB passe trés rapidement a la chronicité surtout quand
I’infection est acquise dans I’enfance. L’4ge au moment de I’infection constitue donc un

grand facteur de risque pour le passage a la chronicité.

VIL6. Evaluation de ’impact de la vaccination

Quand a I’impact de la vaccination, 33,48% de la population avaient regu au moins 3 doses de
vaccin. Les Ac anti-HBs issus de la vaccination devraient protéger contre I’infection par le
VHB. Cependant, parmi les enfants qui ont regu les trois doses (675), sur les 711 enfants
vaccinés, 18 soit (2,66) avaient I’AgHBs positif et 11 avaient AgHBe. Quelles hypothéses
pourraient expliquer cette présence simultanée de marqueurs d’infection du VHB chez les
enfants ayant été vaccinés? En 2011, Chen et ses collaborateurs dans leur étude réalisée chez
les enfants et les adolescents hospitalisés a Zhejiang en Chine avaient fait les mémes
observations. Ils ont émis une premiére hypothése selon laquelle, les AgHBe retrouvés
seraient ceux de la mére infectée, en réplication du virus (59). Les AgHBe étant capables de
traverser la membrane placentaire (5). Comme deuxiéme hypothése, ils ont suggéré des
erreurs techniques lors des analyses biologiques. Il s’agirait donc de faux positifs survenus par

contamination de cones lors de dépdt des échantillons ou par le mécanisme de lavage.

Concernant notre étude; et dans notre contexte, nous suggérons une premiére hypothése selon
laquelle, les enfants auraient regu le vaccin a tord. En effet, au cours de la collecte des
données, conformément aux informations consignées sur les carnets de vaccination certains
enfants avaient regu le vaccin bien plus tard ; 2,3 et 4 ans aprés leur naissance. Nous pensons
donc que ces enfants auraient ¢été préalablement en contact avec le virus lors d’une infection
acquise par voie verticale ou parentérale. Sans dépistage préalable ils auraient donc regu le
vaccin suivant le programme. Cela pourrait expliquer la présence des marqueurs d’infection
(AgHBs) malgré le vaccin. Autrement dit, nous pensons que " le vaccin est venu trouver
I’infection déja existante " Ces enfants seraient déja porteur du virus lors de leur vaccination.
Ensuite comme deuxiéme hypothese, nous pensons que cela pourrait étre di & une mauvaise

réponse vaccinale. Enfin, ce type de profil peut étre aussi le fait d’une mutation
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d'échappement ou mutation au niveau du géne S, apparaissant lors de traitement préventif de

la transmission mére-enfant du VIH ou des campagnes de vaccination de masse (68).

Cependant, nous avons noté qu’ il existait une corrélation positive entre le fait d’avoir regu les
trois doses de vaccin ou le fait d’avoir requ la dose de rappel en plus des trois doses de vaccin
et celui d’étre négatif pour I’AgHBs ( r= 0,99 soit 1). L’interprétation de ces résultats nous
améne donc a confirmer I’hypothése selon laquelle la vaccination contre le VHB a un effet
protecteur. Dans la population d’enfants porteurs de I’Ag HBs (n=53), en comparant la
proportion des enfants ayant regu les trois doses de vaccin et porteurs de ’AgHBs (n=18) a la
proportion des enfants qui ont regu la dose de rappel en plus des trois doses et porteurs de
I’AgHBs (n=1), nous observons que cette protection est considérable avec 1’administration de
la dose de rappel (0,01<0,33). En effet la dose de rappel vient booster I'immunité de
’organisme qui reste active vis-a-vis du virus. Une étude similaire faite par Ni YH a Taiwan a
montré que la prévalence de I’AgHBs dans le groupe d’enfants nés aprés I’introduction du
vaccin dans le PEV dans cette ville avait baissé de 9,8% en 1984 4 0,7% en 1999 ; tandis que
la prévalence de I’AgHBs retrouvé dans le groupe d’enfants nés avant ’année de

I'introduction du vaccin (1984) dans le programme était de 7%. (71)

CONCLUSION

Les résultats de cette étude, la premiére au Burkina Faso nous a permis de décrire les
différents profils sérologiques liés au VHB chez les enfants. Il s’agit des mémes profils
retrouvés dans la population adulte. Huit profils sérologiques ont été observés chez des
enfants de 0 a 16 ans et ces profils se retrouvent autant chez les gar¢ons que chez les filles.
La chronicité s’installe trés rapidement a I’enfance. Il est donc important d’évaluer 1’état du
foie des enfants par le dosage de PALAT dés I’établissement du profil sérologique de
Iinfection et suivre I’évolution de I’inflammation car ils peuvent développer & long terme une
cirrhose et/ou un cancer de foie. Des tests sanguins et une biopsie hépatique doivent étre faits
afin de savoir si un traitement doit étre initié immeédiatement ou s’il peut étre retardé. Aussi, il
est capital de renforcer la couverture vaccinale et mettre un accent particulier sur le dépistage

des femmes enceintes afin d’annihilé la transmission meére enfant du VHB.
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SUGGESTIONS

Au ministére de la santé, nous leur demandons de :

v’ Sensibiliser la population sur le vaccin contre le VHB et plus précisément les femmes
enceintes qui doivent obligatoirement recevoir le vaccin au deuxiéme trimestre de

grossesse.

v' Renforcer de fagon efficace la prise en charge des enfants présentant une hépatite B

chronique. Cela pourrait empécher la survenue d’une cirrhose ou d’un cancer.

v Travailler a accroitre la couverture vaccinale contre le VHB qui est & ce jour loin de
’objectif de 90% au niveau national, avec au moins 80% de couverture dans chaque
district sanitaire suivant les recommandations de I’OMS adopté dans la résolution
45.17 de I’Assemblé Mondiale de la Santé ( WHA 45.17) en 1992 pour tout étar

membre .

v" Renforcer la communication sur I’administration de la dose de rappel qui est un gage

d’une immunité efficace et durable
Aux personnels de santé

v’ Faire le controle du titre d’anticorps chez les enfants exposés au virus et les enfants
immunodéprimés, aprés la vaccination pour s’assurer que la dose administrée offre

toujours une bonne protection a la personne vaccinée.

v' Répéter le dosage des Ac anti-HBc totaux, des AgHBs et des Ac anti-HBs chez une
personne présentant un profil du type : Ac anti-HBc isolés. Lorsque cette situation
persiste, il faut vérifier la présence des IgM anti-HBc et ’ADN-VHB par PCR afin

d’exclure respectivement les cas d’infections récentes et occultes.

v’ S’assurer par des tests moléculaires qu’une mutation pre-core ou de type S n’est pas a

I’origine d’une reprise de I’activité virale.
A la communauté scientifique

v' Mettre en place des vastes projets de recherche sur le VHB
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Organise des conférences sur des themes en rapport avec le VHB

Mettre en place des groupements d’intérét public ( GIP comme I’ANRS) et des ONG
de lutte contre le VHB.

A la communauté
Exiger le dépistage chez les femmes notamment pendant la grossesse
Faire vacciner les enfants, si possible dés la naissance

Vulgariser les connaissances sur la maladie par les malades.
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Annexes

Test ELISA
o Pour la réalisation des différents tests, nous avons utilisé :
¢ Eau distillée.
e FEaude javel.
e Papier absorbant.
¢ Gants a usage unique.
e Tubes polystyréne (12 x 75 mm) a usage unique.

o Pipettes automatiques ou semi-automatiques réglables ou fixes pouvant distribuer

50ul, 100ul, 200 pl et 1 ml
e Eprouvettes gradudes de 10 ml, 50 ml, 100 ml, 1000 ml
e Agitateur type vortex
¢ Papier aluminium
e Film adhésif
o Conteneur de déchets contaminés
o Systéme de lavage automatique pour microplaque
¢ Incubateur sec, thermostaté a 37°C = 1°C
e Appareil de lecture pour microplaques, équipé de filtres de 450 et 620 nm

e Les prélévements sont contenus dans des cryotubes gardés au congélateur a — 80°C



Test Monolisa Anti HBc

Principe du test Monolisa Anti-HBc¢

Monolisa ™ anti-HBc¢ PLUS est un dosage immunoenzymatique (ELISA de type indirect)
pour la détection simultanée des anticorps totaux dirigés contre le virus de I'hépatite B dans le
sérum ou le plasma humain.

Monolisa anti-HBc ™ PLUS est basée sur |'utilisation d'une phase solide préparée avec des
AgHBc recombinant.

Etapes de la manipulation:

1 .Les sérums a tester et les sérums de contrdle sont déposés dans les puits. Si des anticorps
HBc sont présents, ils se lient aux antigénes immobilisés de la phase solide.

2. Aprés une étape de lavage, les anticorps marqués a la peroxydase de I'lgG humaine et IgM
sont ajoutés. Ils vont se lier a leur tour aux anticorps spécifiques capturés sur la phase solide.
3. Apres élimination du conjugué enzymatique non li¢, le complexe antigéne-anticorps est
révélé par ajout du substrat.

4. Aprés arrét de la réaction, les valeurs d'absorbance sont lues a I'aide d'un
spectrophotometre a 450/620-700 nm. L'absorption mesurée pour un échantillon permet
d’observer la présence ou l'absence d'anticorps anti-HBc. L'intensité de la coloration est

proportionnelle a la quantité d'anticorps anti-HBc liés a la phase solide.
Protocole

1) Etablir le plan de distribution des échantillons, et identifier les échantillons & déposés, de

sorte que chaque cupule de la microplaque corresponde a un seul échantillon.

2) Préparer le tampon de lavage en diluant 50ml de la solution de travail R2 et 950ml d’eau

distillée, pour 1litre de solution de lavage.

3) Préparer soigneusement la microplaque

4) On dépose directement dans les cupules de la microplaque, et sans lavage de la plaque:
4.1 200 ul du diluant (R6) dans chaque puits

4.2 20 pl du contrdle négatif (R3) dans A1, Bl

20 pl du contréle positif (R4) dans C1, D1, E1

20 pul du premier échantillon en F1 si ce puits n’est pas utilisé pour un contréle.
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20 ul du second échantillon en G, etc.

Ensuite, homogénéiser le mélange par aspiration et reflux ou agiter la microplaque pendant 5
secondes. Si la distribution d'échantillons dépasse 10 mn, il est recommandé de déposer les
contrles apres les échantillons.

Selon le systéme utilisé, vous pouvez changer la position ou I'ordre de la distribution de
contrdles.

Aprés le dépot des échantillons on remarque que le conjugué de coloration violette au départ,
passe au bleu. Cela permet donc de vérifier la présence des échantillons dans les puits.

5) On couvre la microplaque avec un film adhésif sur toute sa surface en s’assurant de son
étanchéité.

6) Mettre & incuber dans un incubateur de microplaque pendant 30 min =+ 5 min a 37°C £ 1°C
7),Ensuite retirer le film adhésif ,aspirer le contenu des puits et ajouter la solution de lavage.
Le lavage est répété au moins 4 fois. Le volume résiduel de solution de lavage qui n’a pas pu
étre aspiré est éliminé pas tapage de la microplaque.

8) Déposer rapidement, apres agitation 200 ul de la solution de conjugué 2 (R7) dans tous les
puits, recouvrir avec un film adhésif et incuber pendant: 60 + 5 minutesa 37°C+1°C. Le

conjugué est de couleur verdatre.

9) Aprés I’incubation, retirer le film adhésif et vider tous les puits par aspiration et procéder
a une étape de lavage : 4 fois comme décrit ci-dessus.

10) Préparer la solution de révélation (R8 + R9).

11) Distribuer rapidement 100 pl de la solution enzymatique de révélation (R8 + R9) préparé
a I'avance. Recouvrir cette préparation avec du papier aluminium. Ensuite, laisser incuber a
l'obscurité pendant 30 + 5 minutes a température ambiante (18 a 30 ° C). Apres ’incubation,
on remarque que la solution de révélation qui avait une coloration rose, vire au bleu dans les
puits ou il y’a eu une activité enzymatique. A ce stade on peut nettement distinguer les puits a
échantillons positifs de coloration bleue des puits a échantillon négatifs rose.

12) ajouter 100 pl de solution d'arrét (R10) de coloration incolore. A ce stade également on
faits la différence entre les puits positifs de couleur jaune et les puis négatif de couleur
incolore.

1 3) Attendre au moins 4 minutes aprés la distribution de la solution d'arrét, et dans les 30
minutes qui suivent l'arrét de la réaction, lire au spectrophotométre la densité optique a
450/620 a 700 nm.

14) Avant la transcription des résultats on vérifie la corrélation entre la lecture
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du plan de distribution de la microplaque et ’identification des échantillons.
Remarque : Il est essentiel de respecter les procédures de lavage pour obtenir de bons
rendements. Pour certains instruments, il peut étre nécessaire d'augmenter le nombre de

cycles de lavage pour atteindre une élimination acceptable de bruit de fond.
Validation du test

Chaque valeur d’absorbance négative doit respecter la validation :
DOR3<0,100

Chaque valeur d’absorbance positive doit étre tel que

1,00< DOR4 <£2,900

Si l'un de la valeur de controle positif est hors de ces normes ou différe de plus de 30% de la
valeur moyenne, effectuer le calcul a nouveau avec les deux autres valeurs des contrdles
positifs. Le test doit étre répété si plus d'une valeur de contrdle positif est en dehors des

limites fixées ci-dessus
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Test Monolisa Ag-HBs:
- Principe du test Monolisa™ HBs Ag ULTRA

Monolisa™ HBs Ag ULTRA est une technique immunoenzymatique de type "sandwich"
utilisant des anticorps monoclonaux et des anticorps polyclonaux sélectionnes pour leur
capacité a se lier aux différents sous-types de I'Ag HBs actuellement reconnus par 'OMS et la
plupart des souches variantes de [’hépatites B. La phase solide de Monolisa™ HBs Ag
ULTRA est sensibilisée avec des anticorps monoclonaux. Les conjugués de Monolisa™ HBs
Ag ULTRA sont constitués des anticorps monoclonaux de souris et des anticorps polyclonaux

de chévre. Ces anticorps sont couplés a la peroxydase.
Mode opératoire
Suivre strictement le protocole proposé.

Utiliser les controles positif (R4) et négatif (R3) pour chaque série pour valider les résultats

du test.
Suivre les bonnes pratiques de laboratoire.
1) Etablir soigneusement le plan de distribution et d'identification des échantillons.

2) Préparer la solution de lavage R2 (950 ml d’eau distillée +50ml de solution concentrée de

solution de lavage).
3) Préparer la solution de conjugue (R6 + R7).

4) Sortir de I'emballage protecteur le cadre support et le nombre de barrettes nécessaires (R1).

Remettre les barrettes non utilisées dans 'emballage et refermer ce dernier.
5) Distribuer dans les cupules dans l'ordre suivant (plan de plaque conseille) :
* Cupules A1, BI, C1 et D1 : 100 pul de contréle négatif (R3)

* Cupule E1: 100 pl de contrdle positif (R4)

* Cupule F1:100 pl du premier échantillon a tester si cette cupule n'est pas utilisée comme

cupule témoin pour la validation du dépét des échantillons et du conjugue (optionnel)

* Cupules G1, H1,... etc.: 100 pl d'échantillons a tester.



En fonction du systéme utilise, il est possible de modifier la position ou I’ordre de distribution

des témoins..

6) Secouer la solution du conjugue avant utilisation. Homogénéiser et distribuer rapidement
50 pl de la solution reconstituée de conjugué (R6 + R7) dans toutes les cupules.

Homogénéiser le mélange réactionnel.

7) Lorsque cela est possible recouvrir d'un film adhésif et incuber pendant 1 heure et 30+ 5

minutes a 37£1°C.

8) Retirer le film adhésif, aspirer le contenu de chaque cupule et laver au moins 5 fois. Veillez
4 ce que le volume résiduel n'excéde pas 10 ul (éventuellement, sécher la plaque par

retournement sur une feuille de papier absorbant).

9) Distribuer rapidement dans toutes les cupules 100 pl de la solution de révélation de
l'activité enzymatique (R8 + R9) préalablement préparée. Recouvrir avec un papier

aluminium et laisser la réaction se développer a l'obscurité pendant 30 £5 minutes.

10) Ajouter 100 ul de la solution d'arrét (R10) en adoptant la méme séquence et le méme
rythme de distribution que pour la solution de révélation. Homogénéiser le mélange

réactionnel.

11) Attendre au moins 4 minutes aprés la distribution de la solution d'arrét avant la lecture et
dans les 30 minutes qui suivent 'arrét de la réaction, lire la densité optique a 450/620 nm a

l'aide d'un lecteur de plaques.

12) S’assurer avant la transcription des résultats de la concordance entre la lecture et le plan

de distribution et d’identification des plaques et des échantillons.

Remarque: Il est indispensable de respecter les procédures de lavage afin d’obtenir les
performances maximales du test. Pour certains laveurs, il peut étre nécessaire d’optimiser la
procédure de lavage (augmentation du nombre de cycle de lavage et/ou du volume de tampon
de lavage pour chaque cycle, temps de trempage) pour obtenir un niveau acceptable de bruits

de fond (DO) pour les échantillons négatifs.

Conditions de validation du test
Toutes les valeurs du contréle négatif : DOR3 < 0,080 UI de densité optique.
La valeur du contréle positif : DO R4 > 1.000.
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Si la valeur du contréle négatif ne respecte pas la norme ou est supérieure de plus de 40 % par
rapport a la moyenne des contrdles négatifs (DO R3), éliminer la et refaire le calcul de la
moyenne de contrdle négatif sur les 3 autres valeurs. Une seule valeur peut étre éliminée.
Dans le cas de bruit de fond trés bas pour le contrble négatif R3 (moyenne des valeurs
négatives R3 < 0,010) ne pas utiliser le critére de rejet pour le contrdle négatif R3.

Le test est a recommencer si tous les contrdles sont hors de ’intervalle des valeurs ci-dessus
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Test Monolisa Anticorps anti HBs:

Monolisa Anti-HBs PLUS permet la détermination qualitative et quantitative par technique
immun enzymatique des anticorps dirigés contre I’antigéne de surface du virus de I’hépatite B
(anti HBs) éventuellement présent dans le sérum ou le plasma humain. C’est un test
immunoenzymatique (EIA) direct de type sandwich dirigé contre les anticorps utilisant des
microplaques sensibilisés a 1’antigéne de surface de ’hépatite B comme phase solide et un

conjugué contenant de la peroxydase de raifort marqué & I’antigéne de surface HBs Ag.
Principe du test Monolisa Anti-HBs

Echantillons et contrdle sont incubés dans des cupules sensibilisées a ’antigéne de surface de
I’hépatite B. Les anticorps anti-HBs éventuellement présents dans I’un des échantillons ou des
contrdles se lient avec les antigénes formant ainsi un complexe antigéne /anticorps. L’excés
d’échantillon est éliminé par une phase de lavage .Le conjugué ajouté se lie au complexe
antigéne /anticorps formés précédemment dans des cupules .L’exces de conjugué est éliminé
par une phase de lavage puis une solution de révélation enzymatique est ajoutée dans chaque
cupules. Il s’en suit une phase d’incubation. Si un échantillon contient des anticorps anti- HBs
I’enzyme li¢ HPR entraine une coloration du TMB de la solution chromogéne qui devient
bleue. Aprés addition de la solution d’arrét la coloration du substrat bleu tourne au jaune.
Pour les échantillons ne contenant pas d’anticorps anti HBs, la coloration du substrat disparait
des cupules qui deviennent incolores pendant la phase d’incubation et aprés addition de la
solution d’arrét.les valeur d’absorbance mesurées par spectrophotométrie pour chaque

échantillon est comparée a une valeur seuil (Vs) déterminée a partir du calibrateur 10ml.

Mode opératoire
1. Etablir soigneusement le plan de distribution et d’identification des échantillons.
2. Amener tous les réactifs a la température du laboratoire avant la mise en ceuvre du test.

3. Préparer la solution de conjugué (R7a+R7b), la solution de révélation enzymatique

(R8+RY) et 1a solution de lavage diluée R2.

4. Sortir le cadre support et les barrettes (R1) de ’emballage protecteur. Enlever les barrettes

non nécessaires a I’essai et les remplacer avec des barrettes vides.
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5. Diluer les échantillons, calibrateurs et controles aux 3/4 dans le diluant R6 selon [’une des

deux méthodes suivantes :

a. Directement dans la cupule (ajouter 25 pl de diluant dans chaque cupule puis 75 pl
d’échantillon ou contrdle, mélangé par aspiration refoulement 2 fois, doucement pour éviter la

formation de mousse).

b. Avant addition dans les cupules (diluer 150 pl d’échantillon dans 50 pl de diluant
échantillon, mélanger doucement pour éviter la formation de mousse, et transférer 100 pl dans

la cupule).

N.B: Apres addition de 1’échantillon, le diluant va passer du pourpre au bleu. Il est possible de

vérifier la présence de 1’échantillon dans les puits par lecture spectrophotometrique a 620 nm

6. Déposer directement, sans prélavage de la plaque, successivement (plan de plaque

suggéré),

Suivant la méthode choisie:

Méthode Qualitative

- Contréle négatif Anti-HBs (C0) en Al,

- Calibrateur 10 mUI/ml (C1) en B1, C1, D1,

- Calibrateur 100 mUI/ml - Contréle Positif (C2) en E1,
- Echantillons en F1, G1, etc....

Méthode Quantitative

- Contrédle négatif Anti-HBs (C0) en Al,

- Calibrateur 10 mUI/ml (C1) en B1, C1,

- Calibrateur 100 mUI/ml — Contrdle Positif (C2) en D1,
- Calibrateur 400 mUI/ml (C3) en E1,

- Calibrateur 1000 mUI/ml (C4) en F1,

- Echantillons en G1, etc.
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En fonction du systéme utilisé, il est possible de modifier la position ou I’ordre de distribution

des controles.

7. Couvrir avec un film adhésif en appuyant bien sur toute la surface pour s’assurer de

I'étanchéité.
8. Incuber la microplaque 60 + 5 minutes a 37°C + 1°C.

9. Retirer le film adhésif. Aspirer le contenu de toutes les cupules dans un conteneur pour
déchets contaminés et ajouter immédiatement dans chacune d'elles un minimum de 0,375 ml
de solution de lavage. Respecter un temps de trempage (temps d'attente) minimum de 30
secondes et maximum de 60 secondes. Aspirer de nouveau. Répéter le lavage au moins 4 fois
(soit un minimum de S lavages au total). Le volume résiduel doit étre inférieur a 10 pl (si

nécessaire sécher la plaque par retournement sur une feuille de papier absorbant).
10. Si l'on dispose d'un laveur automatique, respecter le méme cycle opératoire. .

11. Distribuer rapidement 100 pl de la solution de conjugué (R7a+R7b) dans toutes les

cupules.
Recouvrir, si possible, d'un film neuf et incuber sans attendre 60 + 5 minutes a 37°C + 1 °C.

N.B: Le conjugué est de couleur verte. Il est possible de vérifier la présence de conjugué dans

les puits par lecture photométrique a 620 nm

12. Retirer le film adhésif. Aspirer le contenu de toutes les cupules dans un conteneur pour
déchets contaminés et ajouter immédiatement dans chacune d'elles un minimum de 0,375 ml
de solution de lavage. Respecter un temps de trempage (temps d'attente) minimum de 30
secondes et maximum de 60 secondes. Aspirer de nouveau. Répéter le lavage au moins 4 fois
(soit un minimum de 5 lavages au total). Le volume résiduel doit étre inférieur a 10 ul (si

nécessaire sécher la plaque par retournement sur une feuille de papier absorbant).
13. Si I'on dispose d'un laveur automatique, respecter le méme cycle opératoire.

14. Distribuer rapidement dans toutes les cupules 100 ul de solution de révélation de I’activité

enzymatique (R8+R9).

Laisser la réaction se développer a I'obscurité pendant 30 + 5 minutes 4 température ambiante

(18 230°C). Lors de cette incubation, ne pas utiliser de film adhésif.



N.B.: La solution de révélation est de couleur Rose.

15. Ajouter 100 pl de la solution d'arrét (R10) en adoptant la méme séquence et le méme
rythme de distribution que pour la solution de révélation. Homogénéiser le mélange

réactionnel.

16. Essuyer soigneusement le dessous des plaques. Aftendre au moins 4 minutes apres la
distribution de la solution d'arrét, et, dans les 30 minutes qui suivent l'arrét de la réaction, lire

la densité optique a 450/620-700 nm et 405/620-700 nm a I'aide d'un lecteur de plaques.

S'assurer, avant la transcription des résultats, de la concordance entre la lecture des plaques, le

plan de distribution et d'identification des échantillons.

Validation du test

Pour le Contréle Positif (C2)

L’absorbance mesurée (DOC2) doit étre tel que : DOC2 > 0,400

Pour les Contrdles Négatif (C0) et Positif (C2), si I’'un des ces critéres n’est pas observé dans
les méthodes qualitative et quantitative, le test est invalidé et doit étre recommencé.

Pour le Calibrateur 10 mUI/ml (C1)

(0,050 < DOC1 £0,200) et DOC1 > (1,5 x DOCO).

Dans le cas de la méthode qualitative, si I’'une des trois valeurs de DOC1 mesurée sort de
’échelle des valeurs de validation (0,050<DOC1<0,200), la moyenne sera calculée a partir
des deux valeurs restantes. Le test sera donc validé.

Si plusieurs valeurs de DOC1 mesurées sortent de 1’échelle des valeurs de validation, le test
est invalidé et doit étre recommencé.

Dans le cas de la méthode quantitative, si ’une des deux valeurs de DOC1 mesurée sort de
I’échelle des valeurs de validation (0,050<DOC1<0,200), le test est invalidé et doit étre

recommence
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Test Monolisa Hbe-Ag/Ab PLUS,

Monolisa™ Hbe Ag-Ab PLUS permet la détermination qualitative par technique
immunoenzymatique de I’antigéne du virus de ’hépatite B (Ag Hbe) et/ou des anticorps
dirigés contre I’antigéne du virus de I’hépatite B (Anti-HBe) éventuellement présents dans le

sérum ou le plasma humain).
-Principe du test Monolisa HBe-Ag/Ab PLUS
a) Détection de I’antigéne Hbe

La détection de I’Ag Hbe repose sur une technique immunoenzymatique du type “sandwich”
en deux temps, utilisant un anticorps Anti-HBe humain et un couple d’anticorps monoclonaux

Anti-HBe marqués (Acm1 et Acm2) d’origine murine reconnaissant des épitopes différents.

La phase solide est constituée par 12 barrettes de 8 cupules en polystyréne sensibilisées avec

’anticorps Anti-HBe humain. Les deux anticorps monoclonaux sont couplés a la peroxydase.
Le dosage comprend les étapes réactionnelles suivantes :

1. Incubation des échantillons et des contrdles en présence du premier anticorps Anti-HBe

humain fixé sur la phase solide.

2. Lavage, puis incubation des complexes insolubilisés avec le couple d’anticorps

monoclonaux marqués a la peroxydase.

3. Elimination, par lavage, du conjugué resté libre, puis révélation de I’activité enzymatique

liée a la phase solide par addition du substrat.

4. Arrét de la révélation, puis lecture des densités optiques a 450/620 nm et interprétation des
Résultats.

b) Détection des anticorps anti-HBe

Pour la détection des anticorps anti-HBe, la trousse utilise la méme phase solide que pour
I’ Anti-HBe. Le test est basé sur le principe de la compétition entre 1’anticorps insolubilisé et
Panticorps présent dans 1’échantillon vis-a-vis d’une quantité limitée d’antigéne Hbe,

d’origine plasmatique, utilisé comme réactif de neutralisation. La révélation se fait ensuite a
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I’aide d’un autre mélange du couple d’anticorps monoclonaux (Acml et Acm?2) marqués a la

peroxydase.
Le test comprend les étapes réactionnelles suivantes :

1. incubation des échantillons et des contrles en présence du premier anticorps Anti-HBe

humain immobilisé sur la phase solide et de I’antigéne de neutralisation.

2. Lavage, puis incubation des complexes insolubilisés avec le couple d’anticorps

monoclonaux marqués & la peroxydase.

3. Elimination, par lavage, du conjugué resté libre, puis révélation de I’activité enzymatique

liée a la phase solide par addition du substrat.

4. Arrét de la révélation, puis lecture des densités optiques a 450/620 nm et interprétation des

résultats.

- Composition de la trousse

Tous les réactifs sont destinés a I’'usage du diagnostic «in-vitro»

Les réactifs sont fournis en quantité suffisante pour réaliser 2 x 96 déterminationsen 1 a
12 manipulations indépendantes et selon les combinaisons suivantes :

* soit 96 déterminations d’Ag Hbe et 96 déterminations d’Ac Hbe

* soit 2 x 48 déterminations d’Ag Hbe et 2 x 48 déterminations d’ Anti-HBe simultanément
Mode opératoire

Les tests Ag HBe et Anti-HBe peuvent s’effectuer sur la méme plaque. Dans ce cas, nous

conseillions :

» Test Anti-HBe : Colonnes 1 a 6

» Test Ag HBe : Colonnes 7 4 12

Pour les lavages, le volume minimum et de 0.55 ml par lavage et par puits.
a) Protocole du test Anti-HBe

1. Préparer la solution de lavage.
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2. Sortir de I’emballage protecteur le cadre support, et le nombre de barrettes nécessaires.

Remettre les barrettes non utilisées dans ’emballage et refermer ce dernier.
3. Distribuer dans les cupules successivement (plan de plaque suggéré) :

* Al, B1, CI : 100 pl de contrdle négatif (R3)

* D1 : 100 pl de contréle positif (R4)

* E1, F1, G1 : 100 pl d’échantillon inconnu.

En fonction du systeme utilisé, il est possible de modifier la position ou l'ordre de distribution

des contréles.

NB : Visuellement, une nette différence de coloration peut étre observée entre une cupule vide

transparente et une cupule contenant un échantillon (jaune péle).
4. Ajouter rapidement 50 pl d’antigéne neutralisant (R6) par cupule. Homogénéiser.
Recouvrir d’un film adhésif, laisser incuber 3 heures + 10 minutes a 37°C + 1°C.

NB : Visuellement, une coloration rose peut &€tre observée apreés addition de 1’antigéne

neutralisant R6.
5. Préparer la solution de conjugué R7a avant la fin de la premiére incubation.

6. Retirer le film adhésif, vider par aspiration le contenu de chaque cupule puis faire quatre

lavages.

7. Distribuer rapidement 100 ul de la solution de conjugué R7a dilué avec le R2 pré-dilué par
cupule ou, déposer dans 1’ordre 80pl de R2 dilué puis 20ul de conjugué R7a par cupule.
Homogénéiser ; Couvrir d’un film adhésif, et laisser incuber 30 minutes (minimum 25
minutes, maximum 40 minutes) a 37°C £ 1°C. Retirer le film adhésif, vider par aspiration le

contenu de chaque cupule puis laver cing fois.
NB : Visuellement, une coloration violette peut étre observée aprés addition du conjugué R7a.

Il est possible de vérifier par lecture photométrique & 620 nm la présence du conjugué R7a

dans les cupules.

8. Préparer la solution de révélation enzymatique (R8 + R9).
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9. Distribuer rapidement 80 ul de la solution de révélation par cupule et placer la plaque 30

minutes + 5 minutes & ’obscurité et a température ambiante (+18-30°C).

N.B.: La distribution de la solution de révélation, qui est colorée en rose, peut étre contrdlée
visuellement a ce stade de la manipulation : Il y a une différence de coloration significative

entre une cupule vide et une cupule contenant la solution de révélation rosée.
13 pour la vérification automatique
10. Ajouter rapidement 100 pl de la solution d’arrét (R10) dans chaque cupule.

N.B.: La distribution de la solution d'arrét, qui est incolore, peut étre contrélée visuellement a
ce stade de la manipulation. La coloration du substrat, rosée (pour les échantillons négatifs)
ou bleue (pour les échantillons positifs), disparait des cupules qui deviennent incolores (pour
les échantillons négatifs) ou jaunes (pour les échantillons positifs) aprés addition de la

solution d'arrét.
11. Attendre 4mn avant la lecture,

12. Essuyer soigneusement le dessous de la plaque, et lire la densité optique & 450/620 nm,

dans les 30 minutes qui suivent I’arrét de la réaction.

b) Protocole du test Ag HBe

1. Préparer la solution de lavage.

2. Sortir de I’emballage protecteur, le cadre support, et le nombre de barrettes nécessaires.
Remettre les barrettes non utilisées dans ’emballage et refermer ce dernier.

3. Distribuer dans les cupules, successivement (plan de plaque suggéré) :

* Al, B1, C1: 100 pl de controle négatif (R3)

* D1 : 100 pl de controle positif (RS5)

* El, F1, GI : 100 pul d’échantillon inconnu

En fonction du systéme utilisé, il est possible de modifier la position ou l'ordre de distribution

des contrdles.
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NB : Visuellement, une nette différence de coloration peut étre observée entre une cupule vide

transparente et une cupule contenant un échantillon (jaune péle).
4. Recouvrir d’un film adhésif, laisser incuber 3 heures + 10 minutes a 37°C £+ 1°C.
5. Préparer la solution de conjugué R7b avant la fin de la premiére incubation.

6. Retirer le film adhésif, vider par aspiration le contenu de chaque cupule dans le conteneur

de déchets, puis laver quatre fois.

7. Distribuer rapidement 100 ul de la solution de conjugué R7b dilué avec le R2 pré-dilué
dans toutes les cupules ou, déposer dans I’ordre 80ul de R2 dilué puis 20pl de conjugué R7b
par cupule. Homogénéiser ; Couvrir d’un film adhésif et laisser incuber 30 minutes (minimum

25 minutes, maximum 40 minutes) & 37°C + 1°C.

NB : Visuellement, une coloration bleue turquoise peut étre observée aprés addition du

conjugué R7b.

8. Retirer le film, vider le contenu de chaque cupule, dans le conteneur de déchets puis laver

cinq fois.
9. Préparer la solution de révélation enzymatique (R8 + R9).

10. Distribuer rapidement 80 pul de la solution de révélation par cupule et placer la plaque 30 +

5 minutes a ’obscurité a température ambiante (+18 - 30°C).
N.B: La distribution de la solution de révélation, qui est colorée en rose, peut étre contrdlée

visuellement a ce stade de la manipulation : Il y a une différence de coloration significative

entre une cupule vide et une cupule contenant la solution de révélation rosée
11. Ajouter rapidement 100 pl de la solution d’arrét (R10) dans chaque cupule.
12. Attendre 4mn avant la lecture.

13. Essuyer soigneusement le dessous de la plaque, et lire la densité optique a 450/620 nm,

dans les 30 minutes qui suivent I’arrét de la réaction.

¢) Protocole des tests Anti-HBe et Ag HBe sur la méme plaque
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Les protocoles sont identiques a ceux décrits précédemment. Seule la disposition est modifiée

sur la plaque.
* Test Anti-HBe : Colonnes 1 2 6
* Test Ag HBe : Colonnes 7 a 12

S'assurer, avant la transcription des résultats, de la concordance entre la lecture et le plan de

distribution et d'identification des plaques et des échantillons.

Remarque : Il est essentiel de respecter les procédures de lavage pour obtenir de bons
rendements. Pour certains instruments, il peut étre nécessaire d'augmenter le nombre de cycles

de lavage pour atteindre un bruit de fond
Validation du test

Validation du test Ag HBe
DO R3 <0.060
DO R5 > 0,800

Validation du test anti-HBe

DO R3 > 0,900
DO R4 <0.150
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Test Monolisa IgM anti HBc

Monolisa™ HBc¢ IgM PLUS est une technique immunoenzymatique de type “sandwich” pour
la détermination qualitative des anticorps de classe IgM diriges contre 1’antigéne du “core” du
virus de I’Hépatite B. Les anticorps anti-HBc sont les premiers anticorps a apparaitre au cours
d’une infection par le virus de I’Hépatite B et sont souvent détectes a la phase initiale de
’infection en association avec 1’antigéne HBs. Au cours des primo-infections virales sont
synthétises des anticorps de classe IgM puis des anticorps de classe IgG. Ces anticorps de
classe IgM persistent en général quelques semaines ou quelques mois et vont diminuer
progressivement au cours de la convalescence. Les anticorps de classe IgG peuvent persister
plusieurs années apres la guérison. La détection des anticorps de classe IgM spécifiques de
l'antigéne HBc permet d'établir le diagnostic d'Hépatite B aigue et se montrera
particulierement utile lorsque 1’antigénemie HBs a cess€ et que les anticorps Anti-HBs ne sont
pas encore apparus. Dans certains cas, il est possible de détecter des anticorps IgM anti- HBc

a titre faible au cours d’hépatite chronique.

Principe du test

Monolisa™ HBc IgM PLUS est une technique immunoenzymatique de type “sandwich” en 2
temps avec capture des anticorps IgM sériques sur la phase solide puis addition du conjugue

(protéine recombinante de I’antigéne HBc originaire de levure et couplée a la peroxydase).

La phase solide est constituée par 12 barrettes de 8 cupules sensibilisées avec un anticorps de

cheévre anti-IgM humaine.

L’antigene HBc est directement couple a la peroxydase.
Mode opératoire

1. Préparer la solution de lavage R2.

2. Diluer les échantillons au 1/101 dans le diluant(R5). (10 pl de sérums + 1000 ul de réactif
R5). Les contrdles négatifs (R3) et positifs (R4) sont fournis sous forme pré-diluées. IIs ne

doivent pas étre dilues comme les échantillons.

3. Sortir de ’emballage protecteur le cadre support et le nombre de barrettes nécessaires (R1).

Remettre les barrettes non utilisées dans I’emballage et refermer ce dernier.
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4, Remplir toutes les cupules avec 0,370 ml de solution de lavage. Vider par aspiration le
contenu des cupules dans le conteneur de déchets. Répéter le lavage une fois, puis sécher la
plaque par retournement sur du papier absorbant. Si I’on dispose d’un laveur automatique,

respecter le méme cycle opératoire.

5. Distribuer dans les cupules les sérums de contrdle non dilues et les échantillons dilues au

1/101 dans I’ordre suivant :

* Cupules A1, B1, C1 : 100 pl de contrdle négatif (R3)

* Cupules D1, E1, F1 : 100 pl de contréle positif (R4)

* Cupules G1, H1 ...etc. : 100 pl d’échantillons inconnus.

En fonction du systéme utilise, il est possible de modifier la position ou I'ordre de distribution

des controles.
6. Recouvrir d’un film adhésif, et incuber 30 £ Smna 37+ 1°C
7. Préparer la solution de conjugue (R6 + R7)

8. Retirer le film adhésif, vider par aspiration le contenu de chaque cupule dans le conteneur

de déchets puis laver 3 fois comme a I’étape 4.

9. Distribuer 100 pl de la solution de conjugue par cupule. Couvrir d’un film adhésif et

incuber 60+ S5mna37+ 1°C

N.B : La distribution de la solution de conjugue, qui est colorée en rouge, peut tre controlée
visuellement a ce stade de manipulation : Il y a une différence de coloration significative entre

une cupule vide et une cupule contenant la solution de conjugué rouge.

10. Retirer le film adhésif, vider par aspiration le contenu de chaque cupule dans le conteneur

de déchets, puis laver 6 fois comme a I’étape 4.
1 1. Préparer extemporanément la solution de révélation enzymatique (R8 + R9)

12. Distribuer rapidement dans toutes les cupules 80 pl de la solution de révélation de
l'activité enzymatique (R8 + R9) préalablement préparée. Laisser la réaction se développer a
l'obscurité pendant 30 = 5 minutes a température ambiante (18 a 30°C). Lors de cette

incubation, ne pas utiliser de film adhésif.
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N.B: La distribution de la solution de révélation, qui est colorée en rose, peut étre controlée
visuellement a ce stade de manipulation : Il y a une différence de coloration significative entre
une cupule vide et une cupule contenant la solution de révélation rosée

13. Ajouter 100 ul de la solution d'arrét (R10) en adoptant la méme séquence et le méme
rythme de distribution que pour la solution de révélation. Homogénéiser le mélange
réactionnel.

N.B: La distribution de la solution d'arrét, qui est incolore, peut étre contrdlée visuellement &
ce stade de la manipulation. La coloration du substrat, rosée (pour les échantillons négatifs)
ou bleu (pour les échantillons positifs), disparait des cupules qui deviennent incolores (pour
les échantillons négatifs) ou jaunes (pour les échantillons positifs) dpres addition de la
solution d’arrét.

14. Essuyer soigneusement le dessous des plaques.

Attendre au moins 4 minutes apres la distribution de la solution d'arrét et dans les 30 minutes
qui suivent l'arrét de la réaction, lire la densité optique a 450/620-700 nm a I'aide d'un lecteur
de plaques.

15. S'assurer avant la transcription des résultats de la concordance entre la lecture et le plan de
distribution et d'identification des plaques et des échantillons.

1l est possible de vérifier la présence de la solution de révélation rosée par lecture automatique
a 490 nm : une cupule contenant la solution de révélation doit avoir une densité optique
supérieure a 0.100 (une DO plus faible indique une mauvaise distribution de la solution de
révélation).

Validation du test

La moyenne des valeurs du contrdle positif (DO R4) doit étre supérieure ou égale a : 0,4 unité
de densité optique : DO R4 > 0,400.

La moyenne des valeurs du contrdle négatif (DO R3) doit étre inferieure ou égale a : 0,1 unité

de densité optique : DO R3 <0,100.
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