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Ac antiHBc : Anticorps anti-HBc
Ac antiHBe : Anticorps anti-HBe
Ac anti-HBs : Anticorps anti-HBs

AD-ANTS Atlantique-Littoral : Antenne Départementale Atlantique-Littoral de

I’ Agence Nationale pour la Transfusion Sanguine
ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCccc : ADN circulaire covalent clos

ADNrc : ADN relaché circulaire

AFP : Alpha Feeto-Protéine

AgHBe : Antigéne HBe

AgHBs : Antigéne HBs

ALAT : Alanine Amino-Transférase

ANTS : Agence Nationale pour la Transfusion sanguine
APRI : ASAT to Platelets Ratio Index

ARN : Acide Ribonucléique

ARNmM : ARN messager

ASAT : Aspartate Amino-Tranférase

BDS : Banque De Sang

CCL3 : Ligand 3 de la chimiokine

CEF : Cellules étoilées du foie

CHC : Carcinome hépatocellulaire

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
polymorphisme du géne rs3077 a Cotonou



Liste des abréviations et des sigles

CMV : Cytomégalovirus

CPA : Cellule Présentatrice d’ Antigéne

CSF-1 : Facteur de Stimulation des Colonies de macrophages
dl : Decilitres

EH : Elasticité Hépatique

ELISA : Enzyme-linked immunoabsorbent assay

GGT : Gamma Glutamyl Transpeptidase

GM-CSF : Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Facteur de

stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages)
HBSP : “Hepatite B spliced protein”

HLA : Human Leucocyte Antigen

HSPG : Heparan Sulfate Proteoglycans

IFN : Interféron

IL : Interleukine

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique

kPa : Kilopascal

LT : Lymphocytes T

miARN : micro ARN

NK : Natural Killer

NTCP : Sodium Taurochlorate Co-Transporting Peptide
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ORF : Open Reading Frame
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PCR : Polymerase Chain Reaction (Réaction de polymérisation en chaine)
PEV : Programme Elargi de Vaccination

rs : Reference SNP

SNP : Single Nucleotide Polymorphism (Polymorphisme mononucléotidique)
TDM : Tomodensitométrie

TGFp : Tumor Growth Factor 3

TLR : Toll Like Receptor

TNF : Tumor Necrosis Factor (Facteur de nécrose tumorale)

TP : Taux de Prothrombine

VHB : Virus de ’Hépatite B

VHC : Virus de ’'Hépatite C

VHD : Virus de I’hépatite D

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine
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Introduction

Le foie, carrefour métabolique majeur, est un organe vital par excellence
pouvant étre la cible de diverses pathologies, dont I’infection au virus de 1’hépatite
B. Cette affection est un probléme de santé publique par sa prévalence et son
évolution possible vers des complications engageant le pronostic vital : c’est le
cas de la cirrhose et du carcinome hépatocellulaire. Cette évolution serait la
résultante d’une interaction entre des facteurs liés a I’hdte (dge de survenue de la
contamination, sexe masculin, condition d’immunodépression, etc.) et d’autres
liés au virus [1, 2]. Néanmoins, ces facteurs de risques évoqués ne peuvent a eux
seuls expliquer tous les cas de portage chronique du virus. C’est dans 1’optique
d’explorer de nouvelles pistes que I’hypothése d’une prédisposition génétique de

I’hote est de nos jours evoquée dans des études réalisées sur des familles [3].

Dans le but d’étayer cette hypothése, il prime d’analyser les mécanismes
de défense de I’organisme contre les germes intracellulaires en général et les virus
en particulier. Il s’agit des composantes innées et spécifiques de I’immunité.
L’activation de la réponse immunitaire specifique nécessite la présentation de
déterminants antigéniques viraux reconnus par les cellules présentatrices
d’antigéne (CPA) aux lymphocytes T CD4 naifs. Cela passe par des molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1l (CMH II). Les régions du
génome humain (nommées HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR) codant pour ces
molécules du CMH 11 sont les plus susceptibles aux variations d’un individu a
I’autre [4]. Cette variabilité génétique dans le CMH Il pourrait expliquer les
différences de réponse immunitaire de I’hote. Quatre variations situées dans ces
régions et portant sur des nucléotides uniques (rs2856718, rs9275572, rs3077 et
rs92773) ont présenté une forte différence de fréquence entre I’ouest et 1’est de
I’Afrique. Cela est superposable aux données épidémiologiques de
séroprevalence du VHB [5]. Certains d’entre eux ont été étudiés afin de démontrer

leur lien avec I’infection au VHB. C’est le cas du géne rs3077 de la région HLA
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DPA1 [6-8]. Les études réalisées sur ce variant ont permis de le décrire comme

« un déterminant majeur de la clairance du VHB » [9, 10].

Par ailleurs, une fois la réaction immunitaire antivirale engagée, de
nombreux médiateurs sont produits a des fins d’immunomodulation ou d’action
antivirale directe, notamment les cytokines. Leur implication lors des diverses
phases de I’infection au VHB a été longtemps documentée. Cependant, aucune
¢tude n’a tenté de corréler les prédispositions génétiques a la production de

cytokines lors du portage chronique du VHB.

Au Bénin, avec une séroprévalence estimée a 6% en 2019 , I’infection par
le VHB est la principale cause de cirrhose hépatique et de cancer primitif du foie
[11]. Mais en dehors du train de variation est-ouest précedemment évoqué, il est
noté une insuffisance d’étude démontrant un lien formel entre le variant rs3077 et
le passage a la chronicité d’une infection par le VHB en population africaine en

genéral et Beninoise en particulier.

Le variant rs3077 est-il lié au développement d’un portage chronique du
VHB ? Existe-t-il des différences de production de cytokines d’un génotype a
I’autre du rs3077 chez les porteurs chroniques du VHB ?

L’hypothése de recherche de la présente étude est : « le variant genétique
rs3077 influe sur le passage a la chronicité de 1’infection au VHB en modifiant le

niveau de production de cytokines antivirales ».

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Objectif général

Etudier les facteurs de risque et les effets du polymorphisme du géne rs3077

dans le portage chronique du VHB a Cotonou.
Objectifs spécifiques :

= Déterminer les facteurs de risque présentés par les sujets porteurs

chroniques du VHB ;

= comparer la répartition du variant rs3077 du HLA-DPA1 entre les sujets

porteurs chroniques du VHB et ceux non-infectés ;

= comparer les taux de production de cytokines en fonction du génotype

rs3077 présenté par les porteurs chroniques du VHB.

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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1-1- Définitions
Portage chronique du virus de ’hépatite B (VHB)

La définition du portage chronique est dynamique. On considére comme
porteur chronique, un individu présentant une persistance du VHB pendant au
moins six mois. La nomenclature actuelle réalise une distinction entre « infection
chronique » et « hépatite chronique ». Cette différence est basee sur les marqueurs
d’inflammation hépatique que sont les transaminases. Ainsi, 1’« infection
chronique » au VHB est définie comme un portage chronique sans preuve
d’inflammation hépatique. L’« hépatite chronique » réalise quant a elle, une
persistance du VHB pendant plus de six mois avec elévation des transaminases
[12].

Tout au long de ce travail, nous traiterons du portage chronique en général
(qu’il s’agisse d’une infection chronique ou d’une hépatite chronique).
Gene

Le gene est le support biologique de transmission des caractéres
héréditaires. Au plan moléeculaire, il est généralement conservé dans 1’acide
désoxyribonucléique (ADN). Celui-ci est un polymére de grande taille de
molécules de désoxyribose enchainées successivement par des liaisons
phosphodiesters. Chague molécule de désoxyribose est attachée a une base azotée

(adénine, guanine, thymine, cytosine).
Locus

Un locus est la localisation précise d’un géne donné sur une sequence
d’ADN.

Alléle

Un all¢le est une version possible d’un gene. Il peut différer d’une autre

version par sa taille ou par sa composition en nucléotide.

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Polymorphisme génétique

Le polymorphisme génétique est la coexistence de plusieurs alléles d’un
géne dans une population [13]. En général, on admet qu’un géne est polymorphe

lorsque la fréquence de son allele le moins courant est d’au moins 1% [14].

On parle de polymorphisme mononucléotidiqgue (SNP pour « Single
nucleotide polymorphism ») lorsque la différence d’un alléle a un autre du géne

ne repose que sur un seul nucléotide.
1-2-  Anatomie du foie

1-2-1. Anatomie macroscopique [15]

- Anatomie de surface

Organe abdominal le plus volumineux, le foie se projette dans
I’hypochondre droit et la région épigastrique. Il présente a décrire deux faces. Une

face diaphragmatique et une autre viscérale.

La face diaphragmatique, lisse, est solidaire du versant inférieur du
diaphragme. Celle viscérale, présente de nombreux reliefs correspondant aux
empreintes des structures anatomiques avec lesquelles elle est en rapport. Cette
face est le lieu de passage du hile hépatique, ensemble constitué par la veine porte,
I’artére hépatique propre (branche terminale de 1’artére hépatique commune), et

le conduit hépatique commun.

- Moyens de fixité et subdivision lobaire du foie

Le foie est fixé a d’autres structures abdominales par un ensemble de
ligaments, qui sont des replis du péritoine. Il est notamment relié au diaphragme
par le ligament falciforme qui parcourt la face diaphragmatique et est prolongé a

la face viscérale par le ligament rond. Ces deux structures ligamentaires servent

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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de repére a la division schématique de 1’organe en deux lobes (gauche et droit).
En chirurgie digestive, une subdivision en huit lobes selon 1’anatomie interne du
foie et son irrigation vasculaire et biliaire est plus usitée (segmentation de
Couinaud). Les autres moyens de fixité sont le ligament hépato-gastrique, le
ligament hépato-duodénal, les ligaments triangulaires (droit et gauche) ainsi que

les ligaments coronaires (antérieur et postérieur).

Cranial

L» Gauche

1- Diaphragme 5- Appendice fibreux
2- Lobe droit 6- Ligament falciforme
3- Récessus phréno-hépatique droit 7- Lobe gauche

4- Récessus phréno-hépatique gauche 8- Ligament rond

Veésicule biliaire

©
1

Figure 1 : vue antérieure du foie [16]
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Ventral

L»Droit

11

6
12
13 -
8
9
1- Ligament triangulaire gauche 11- Fissure du conduit veineux
2- Ligament falciforme 12- Empreinte gastrique
3- Lobe caude 13- Processus papillaire
4- Diaphragme 14- Veine porte et artere hépatique
5- Veine cave inférieure et son ligament ~ 15- Tubercule omental
6- Empreinte de la glande surrénale droite  16- Conduit hépatique commun
7- Ligament triangulaire droit 17- Ligament rond
8- Processus caudé 18- Lobe carré
9- Empreinte du rein droit 19- Vésicule biliaire
10- Empreinte colique 20- Empreinte duodenale

Figure 2 : vue postéro-inférieure du foie [16]
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- Vascularisation hépatique

On distingue deux contingents vasculaires hépatiques :

v' Un contingent afférent composé de ’artére hépatique propre,
de la veine porte ainsi que de leurs ramifications successives,
v' et un contingent efférent constitué des 3 veines hépatiques qui

se jettent dans la veine cave inférieure.

1-2-2. Anatomie microscopique [17, 18]

D’un point de vue histologique, le foie est constitué d’unités fonctionnelles
appelées « lobules hepatiques ». Chaque lobule a une forme hexagonale et est
constitué d’une veine centrale, dite « veine centro-lobulaire », d’ou partent des
hépatocytes (cellules fonctionnelles hépatiques) imbriqués formant des travées
orientées radialement vers 1’extérieur. Dans les coins de ces lobules, se trouvent
des espaces interlobulaires (encore appelés espaces portes) contenant des
subdivisions terminales de la veine porte, de I’artére hépatique et un conduit
biliaire interlobulaire. Ces structures sont importantes a décrire parce qu’elles
véhiculent des substances afférentes et efférentes au lobule hépatique. Le conduit
biliaire interlobulaire draine la bile produite par les hépatocytes et déversée dans
les canalicules biliaires (espaces délimités par les jonctions des hépatocytes). Les
subdivisions terminales de la veine porte et de I’artére hépatique convergent en
des capillaires sanguins sinusoides qui passent entre les travées d’hépatocytes
pour rejoindre la veine centrale du lobule. Dans la paroi de ces sinusoides se
trouvent des cellules étoilées dites « de Kuppfer » qui sont des macrophages

hépatiques.

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Figure 3 : coupe histologique du foie montrant un lobule hépatique (colorée
a I’Hématoxyline-Eosine ; Objectif X 50) [18]

V : Veine centro-lobulaire, P : espace porte

1-2-3. Fonctions du foie

Le foie se retrouve au centre de la plupart des voies métaboliques et assure
la régulation de I’homéostasie. Les nombreuses fonctions de cet organe
comprennent entre autres, la détoxication des déchets metaboliques et la
biosynthese de la bile, ainsi que des protéines (protéines de transport, facteurs de

coagulation, ...) et lipoprotéines plasmatiques.

1-3- Virus de I’hépatite B

1-3-1. Structure

Le VHB appartient a la famille des Hepadnaviridae et au genre
Orthohepadnavirus. 1l s’agit d’un virus de 42 a 45 nanomeétres de diamétre dont
le matériel génétique est fait d’acide désoxyribonucléique (ADN) circulaire en
deux brins de taille inégale. Ce génome est contenu par une capside
polypeptidique doublée d’une enveloppe lipoprotéique. Le virion complet ainsi

décrit est encore appelé « particule de Dane ».

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Protéine de surface S

ADN viral
Polymérase virale

Capsule virale

D'apres James Perkin 2002

Figure 4: représentation de la structure du virus de I’hépatite B [19]

Au cours de sa réplication, ce virus a la particularité de produire de nombreuses
particules subvirales. Celles-ci sont produites en quantité plus importante que les
virions complets et semblent étre impliquées dans les mécanismes d’échappement
a la réponse immunitaire [20]. Au nombre de celles-ci, on distingue deux

principales catégories :

- Les particules non infectieuses sphériques ou en forme de filament de 20
nanometres de diametre dites « Antigéne HBs » (Ag HBs). Anciennement
dénommées « antigene Australia », elles ne sont constituées que de
protéines de surface virales. Elles ont la capaciteé de séquestrer les anticorps

anti-VHB neutralisant ainsi leur effet.

- Les particules vides dites « genome free » contenant la capside virale et

I’enveloppe protéique, mais pas le génome viral.

12
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De nombreuses autres particules subvirales sont produites mais en proportions
plus faibles. L’existence de particules formées de la capside avec en son sein de

’acide ribonucléique (ARN) viral a été récemment mise en évidence [21].

Figure 5: particules virales en microscopie électronique (échelle 50 nm) [3]
1- Virions complets ; 2- Filament (Ag HBS) ; 3- Spheres (Ag HBs)
Organisation génomique du VHB

Le géenome du VHB est fait d’ADN circulaire relaché (ADNrc). Les deux brins
sont de taille inégale. On dit que cet ADN est « partiellement double brin ». Le
brin complet est de polarité négative et celui incomplet est polarisé positivement.
Ce génome est subdivisé en 4 cadres ouverts de lecture qui sont partiellement

chevauchants :

- un géne pré-S1/pré-S2/S qui code pour les protéines constitutives de
I’enveloppe (« large » (L), « middle » (M), « Small » (S), antigene Hbs,

etc.) ;

13
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un gene pré-C/C codant pour la capside contenant 1’antigéne Hbc ainsi que

pour la protéine pré C, précurseur de I’antigene HBe ;

un géne P codant pour une ADN polymérase ayant une fonction de

transcription inverse ;

un gene X qui possederait des fonctions de régulation parmi lesquelles
figure celle d’intégration du génome viral a celui de la cellule cible [22]. Il
existe plusieurs acides ribonucléiqgues messagers (ARNmM) viraux
minoritaires produits a partir du gene X. En particulier un ARN qui code
pour une protéine non classique : la protéine HBSP (« hepatitis B spliced
protein »). Celle-ci semble étre impliquée dans la fibrose, I’apoptose et la

modulation de la voie du TGFp (« tumor growth factor  ») [23].

Plus recemment, le géne X a également été décrit comme transactivateur et

oncogene potentiel [24].

Pré-s? } ORF des protéines d’enveloppe
S
~ : ORF de la polymérase
Pre-C/C : ORF de la protéine de la capside
et de '’AgHBe
: ORF de la protéine x
: brin d’ADN de polarité négative
: brin d’ADN de polarité positive
IDR1 et DR2 : séquences directement
répétées
Enhanceur : régulateur de la transcription
3,5 kb TATAA : signal de polyadénylation

Les transcrits du VHB et leur taille sont
indiqués par des fleches noires pour les ARN
sous génomique et par une fleche marron
pour I'’"ARNpg

4

Figure 6 : structure du génome du VHB et transcrits [25]

ORF : « Open reading frame » (Cadre ouvert de lecture)

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du

polymorphisme du géne rs3077 a Cotonou
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Variabilité génétique du VHB

Le séquencage de ’ADN du VHB a permis de mettre en évidence
I’existence de dix génotypes, dont huit majeurs (hommeés de A a H) et deux
mineurs (I et J). Le génotype E est le plus frequemment rencontré en Afrique de
1’Ouest [1,25].

1-3-2. Reéplication virale

Elle a lieu en plusieurs étapes
- Attachement a la cellule hote

Le VHB est un germe hépatotrope. Son attachement a la cellule hépatique
se fait en deux temps. Il se produit d’abord un attachement de faible affinité via
les récepteurs HSPG (« Heparan Sulfate Proteoglycans ») [27]. Puis survient
I’attachement de forte affinité aux récepteurs NTCP (« Sodium Taurochlorate co-
transporting peptides »), transporteurs d’acides biliaires exprimés spécifiquement
a la surface des hépatocytes [28, 29]. Cette étape a lieu grace au domaine pré-S1

de la protéine L de I’enveloppe virale.
- Internalisation du virus

Suite a I’attachement de haute affinité, le virus est internalisé par

endocytose [25].

- Libération du génome viral dans le noyau et conversion en ADN circulaire

covalent clos.

Apres ’internalisation du virus, la nucléocapside contenant le génome viral
est transportée vers le noyau. Cela se réalise grace a I’interaction entre les
microtubules de I’hépatocyte et les séquences de localisations nucléaires de la
capside virale [30]. Les nucléocapsides traversent la membrane nucléaire via les

importines [31].

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Comme précédemment décrit, le matériel genétique du VHB est fait de
deux brins circulaires d’ADN de taille inégale (ADNrc). Afin de poursuivre le
cycle viral, cet ADNrc est converti en un ADN circulaire covalent clos (ADNccc).
Ce dernier sert de matrice pour la synthése des ARN viraux. L’ADNccc est par
ailleurs, la forme sous laquelle le VHB persiste dans les hépatocytes tout en ayant

une faible sensibilité a 1’action des molécules antivirales.
- Transcription

L’ADNccc est transcrit en de multiples ARN messagers viraux. Cette
transcription est initiée au niveau des séquences promotrices spécifiques a chaque
ARN viral et utilise les mécanismes transcriptionnels de la cellule hote (ARN
polymérase II et protéines nucléaires impliquées dans la réparation de I’ADN)).
Au terme de cette étape, deux catégories d’ARN viral sont obtenues : les transcrits
de taille génomique (3,5 kilo paire de base) et ceux de taille subgénomique (2,1
kpb ; 2,4 kpb ; 0,7 kpb).

- Traduction, réplication du génome viral et encapsidation des virions

Les transcrits sont transférés dans le cytoplasme pour la traduction en

protéine ainsi que pour la réplication du génome viral.

Une attention toute particuliere est a porter au mécanisme de réplication du
génome du VHB. En effet, bien qu’il s’agisse d’un virus a ADN, sa réplication ne
se fait pas selon un modele semi-conservatif mais passe plutdt par une
transcription inverse. La polymérase virale qui a une activité « reverse
transcriptase » est encapsidée avec I’ARN prégénomique (un des transcrits de
taille génomique). L’ARN prégénomique sert de matrice a la polymérase pour la
synthése d’un ADNrc. Au terme de la réplication, I’ADNrc encapsidé peut soit
acquérir une enveloppe et étre sécrété a 1I’extérieur de la cellule, soit étre retourné

au noyau pour reconstituer le pool d’ADNccc.

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Tableau I : les transcrits viraux, leur promoteur et leur devenir [25]

Promoteur Transcrit Devenir

ARN subgénomiques

Prés/s 2.1kpb *2  Traduction en protéines d’enveloppe S et
S M
Pré S2 2.4 kpb Traduction en protéine d’enveloppe L
0.7 kpb Traduction en protéine X

Autres ARN Formation de particules défectives par
X X issus encapsidation directe des ARN
d’épissage

alternatif
Traduction en HBSP

ARN génomiques

ARN pre- Protéine préC (Précurseur de 1’antigéne
Core (3.5 HBe)
kpb)
C - :
Transcription en protéine de la
nucléocapside
PréC/C ARN
P prégénomique Transcription en polymérase virale
(3.5 kpb)

Matrice lors de I’étape de transcription
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Figure 7 : cycle du VHB [32]
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1-3-3. Epidémiologie

1-3-3.1. Prévalence du VHB

L’infection par le VHB est trés répandue dans le monde. L’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) estimait a 296 millions, le nombre de personnes
vivant avec le VHB et a 1,5 million le nombre annuel de nouvelles infections en
2019 [33]. L’infection est endémique mais répandue de maniére irréguliére,

faisant ainsi délimiter trois catégories de zones géographiques [34] :

- les zones de forte endémicité ou plus de 8% de la population générale est
porteuse chronique du virus : Afrique subsaharienne, Asie du Sud-est,

Extréme-Orient ;

- les zones d’endémicité intermédiaire ou la prévalence du portage chronique
est comprise entre 2 et 7% : Afrique du Nord, Europe du Sud et de I’Est,

Amérique latine, Inde, Japon ;

- les zones de trés faible endémicité ou la prévalence du portage chronique

est inférieure a 2% : Amérique du Nord, I’Europe de 1’Ouest et du Nord.

En Afrique, 81 millions de personnes sont infectées de maniere chronique. Au
Bénin, la seroprévalence du VHB a éte estimée a 6% en 2019 [11]. Elle semble
étre en régression comparée aux 9,9% notés en 2013 chez les nouveaux donneurs
de sang [11].
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Prévalence de 'AgHBs
B s%-forte
. 2-7% - intermediaire
<2% - faible
Figure 8 : repartition géographique des differents génotypes du VHB selon
les données du CDC (Center Disease Control) et prévalence de I’Ag HBs

[35]

1-3-3.2. Transmission du VHB

Le VHB est présent en plus forte concentration dans le sang mais peut étre
¢galement détecté dans d’autres liquides biologiques (sécrétions vaginales,
sperme, salive, lait maternel, larmes, urine). La concentration du virus associée a

la voie d’inoculation déterminent 1’efficacité du mode de transmission [36].
Les trois principaux modes de transmissions établis sont :

- la transmission parentérale qui regroupe les expositions percutanées au
virus. Il s’agit vraisemblablement de la voie de transmission la plus
efficace. Elle a lieu via les transfusions de produits sanguins ; 1’utilisation

de matériel médical contaminé lors des soins ; 1’'usage de matériel souillé
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lors de la consommation de drogues injectables ou pendant la réalisation de

scarifications, de tatouages et de percages (piercing) [36];
- la transmission sexuelle [36] ;

- latransmission mere-enfant se produisant plus freguemment au moment de
I’accouchement (microtransfusion materno-feetale, contact avec liquide
biologique porteur du virus). Elle peut également survenir par ordre
décroissant de fréquence in utero ou au cours d’une amniocentése.
Comparé a une transmission a I’age adulte, ce mode de contamination
expose a un risque significativement élevé de survenue d’une hépatite

chronique (90% contre 5 a 10% a I’age adulte) [34, 37].

Outre les modes principaux, il existe une transmission horizontale non sexuelle
chez les personnes vivant dans le méme ménage qu’un individu infecté par le
VHB. Le risque de contamination par ce mode est plus important chez les enfants
avant 1’age de 5 ans [38, 39].

A Dinstar de la répartition géographique des génotypes du VVHB, on constate
une préséance de 1’un ou I’autre des modes de transmission. Ainsi, la transmission
verticale et celle horizontale prédominent dans les zones a forte endémicité [26,
33].

1-3-3.3. Prévention

Il existe un vaccin procurant entre 98 et 100% de protection contre la maladie.
Au Bénin la vaccination contre le VHB a été introduite au programme élargi de
vaccination (PEV) depuis 2002 sous la forme de 3 doses injectées respectivement
a 6 ,10 et 14 semaines de vie. Depuis le 02 octobre 2020, la vaccination
systématique contre I’hépatite B a la naissance, quel que soit le statut sérologique
de la mére a été introduite dans le PEV. Ceci vient renforcer les diverses mesures

prises pour faire régresser cette endemie.
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1-3-4. Immunologie et immunopathogenese

La réplication virale n’est pas directement cytotoxique pour les cellules
hépatiques [40]. Le contact initial de 1’organisme avec le VHB peut étre
totalement asymptomatique [41]. En général, I’immunité innée et celle adaptative
jouent un role important dans le contrdle et 1’élimination d’une infection virale.
L’implication de chacun de ces bras de I’immunité varie en fonction de la phase

de I’infection par le VHB.

1-3-4.1. Hépatite aigtie

- Immunité inn€e au cours d’une hépatite aiglie

La réponse immunitaire innée met en jeu des cellules phagocytaires
(neutrophiles, monocytes, macrophages), des cellules libérant des médiateurs
inflammatoires (basophiles, mastocytes, éosinophiles), des cellules NK (Natural
Killer) ainsi que de nombreuses molécules (molecules du complément, cytokines).
La reconnaissance initiale des déterminants antigeniques viraux est méediée par les
« Toll-like receptor » (TLR) exprimés par les cellules présentatrices d’antigéne
(monocytes/macrophages, cellules dendritiques). lls existent en plusieurs types
avec des localisations et des fonctions spécifiques. Lorsque ces récepteurs
reconnaissent les motifs moléculaires présents a la surface du virion, ils activent
une cascade réactionnelle cellulaire. Celle-ci aboutit a la production de médiateurs
pro-inflammatoires activant la réponse immunitaire spécifique [42]. Les cellules
présentatrices d’antigéne produisent également de I’interleukine 12 (IL-12), de
I’interleukine 18 (IL-18) ainsi que le ligand 3 de la chimiokine (CCL3). Ces
médiateurs activent les cellules NK (« Natural killer ») mais aussi les NK T, sous
population de lymphocytes T [37,38]. Les cellules NK agissent soit par
cytotoxicite directe soit par production de cytokines inflammatoires [43,44]. Ces
cytokines ont soit un réle de régulation du systeme immunitaire (IL-3, GM-CSF,
CSF 1) soit un effet antiviral direct [40]. Quant aux cellules NK-T, elles

produisent tout comme les NK de I’interféron gamma (IFN-y) et du TNF-a
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(« Tumor necrosis factor alpha ») afin d’inhiber la réplication virale et de recruter
des cellules de I’'immunité adaptative [38,41,42]. Les NKT synthétisent aussi les

interférons o et B, deux cytokines a activité antivirale directe.
- Immunité adaptative au cours d’une hépatite aigiie

Les lymphocytes T spécifiques, importants effecteurs de la réponse
adaptative, jouent un réle crucial dans le contrdle de I’infection au VHB [43,44].
Cette réponse passe nécessairement par une étape de présentation des
déterminants antigéniques et de sensibilisation des cellules effectrices. C’est la
sous population CD4 des lymphocytes T qui reconnait les déterminants
antigéniques présentés par les cellules présentatrices d’antigéne dans un contexte
de CMH de classe Il. Ainsi sensibilisés, ces lymphocytes naifs se différencient en
lymphocytes T helper de classe 1 et 2 (LTh1 et LTh2). Les LTh1 produisent de
I’interleukine 2 (IL-2) qui active les lymphocytes T cytolytiques (T CD8) mais
¢galement de I'I[FN-y. Les LTh2 quant a eux synthétisent des cytokines
essentielles pour la production d’anticorps par les lymphocytes B et pour
I’accumulation sur le lieu de I’inflammation de diverses cellules (monocytes,
lymphocytes non sensibilisés, mastocytes) [22]. Les lymphocytes CD8 jouent un
role central dans la réponse immunitaire en s’attaquant aux cellules infectées par
le VHB [49]. lls agissent par effet cytolytique direct via les perforines (molécules
inductrices de perforation de la membrane cellulaire) et/ou en induisant une
apoptose via I’interaction entre le récepteur Fas (Situé sur les hépatocytes) et le
ligand du Fas (exprimé sur les LT CD8). Les LT CD8 peuvent également agir par

des mecanismes non cytolytiques via la production d’IFN-y et de TNF-a.

Ainsi les patients ayant une infection aigte par le VHB et dont les réponses
T CD4 et TCD8 sont multispécifiques et vigoureuses éliminent le virus en fin de

compte [51]. A contrario, I’échec de cette réaction conduit a un portage chronique.
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Figure 9 : activation de la réeponse immunitaire innée antivirale [3]

Hépatite fulminante
C’est une complication peu fréquente (1%) mais potentiellement mortelle

de I’infection par le VHB [47,48]. Elle peut survenir au décours d’une primo-
infection au VHB, lors d’une réactivation virale ou en cas de surinfection par
d’autres virus hépatotropes humains (VHC, VHD, VIH, CMV). Les raisons de
cette évolution fulminante ne sont pas bien comprises. Elle pourrait étre le
résultat d’une réponse immunitaire disproportionnée de 1’hote entrainant des
lesions de nécrose heépatique. Cette réponse excessive ferait spécialement
intervenir les lymphocytes T CD8 [54]. Aussi, I’age avancé de 1’hote, la prise
d’alcool, de medicaments hépatotoxiques ou de drogues et les conditions
d’immunodépression sont autant de facteurs favorisant la survenue d’une hépatite
fulminante. Certains facteurs viraux sont également incriminés. C’est le cas des
variations génétiqgues du VHB dans les promoteurs pré-core et core qui

entraineraient une replication virale accrue [51,52].

1-3-4.2. Le portage chronique
Les mécanismes par lesquels le VHB échappe a la réponse immunitaire et

aboutit a une infection chronique sont a ce jour trés investigués. Le portage
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chronique résulterait somme toute, d’une interaction entre des facteurs liés a
I’hote et au virus.
Les facteurs liés au virus sont entre autres :

- le mécanisme transcriptionnel viral: I’ADNccc du VHB est transcrit dans
le noyau de la cellule hdte en ARNm viraux. Ceux-ci étant polyadénylés,
et coiffés ressemblent aux transcrits cellulaires normaux de I’héte et sont

donc difficiles a reconnaitre par les récepteurs de I’immunité innée [54] ;
- les mutations tolérogénes pré-core [57] ;
- I’inhibition de la réponse immunitaire adaptative par les protéines virales :

v' Inhibition de I’induction des interférons de type 1 (dont
I’IFNY) par la protéine X,

v' Inhibition de la production d’IFN-B par la polymérase virale,
v’ Séquestration des anticorps anti-VHB par I’AgHBs.
Les facteurs liés a I’hote comprennent :
- I’age de survenue de I’infection [58]

- I’état immunitaire du sujet (chez les personnes immunodeprimées, 20 a 40

% des infections aigues passent a la chronicité)
- les prédispositions génétiques
Tous ces facteurs concourent chez les sujets porteurs chroniques du VHB a :

- une réduction significative des réponses des lymphocytes T CD4 et CD8
[59];

- une hyporéactivité généralisée des lymphocytes T CD4 [60]. Celle-ci

pourrait étre attribuée a une altération fonctionnelle des cellules
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dendritiques infectées par le VHB avec une production réduite d’IFN vy, de
TNF aetd’IL 12 [61] ;

- Une augmentation de I’expression des molécules de mort programmeée par

les lymphocytes T spécifiques du VHB [62] ;

- unniveau inférieur de TLR de type 2 et une faible activité des cellules NK
[63, 64].

La fibrose hépatique

Elle est due a une fibrogenése prolongée [65]. Celle-ci est la résultante
d’une activation de cellules fibrocompétentes dont les principales sont les cellules
de Kupffer [66]. Cette activation est le fait de mécanismes complexes impliquant
entre autres des protéines virales (protéine HBX) et les hépatocytes infectés via
des médiateurs tels que le TGF B, le TNF a, le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF) et 1’angioprotéine 2. La finalité est une
destruction de 1’architecture hépatique normale ou le parenchyme est remplacé
par du tissu fibreux. Au cours de la fibrose, la matrice extracellulaire se dépose
spécifiquement a I’interface entre la circulation sanguine et les hépatocytes ; et
des changements structurels précoces s’y produisent. Ces altérations conduisent a
une « capillarisation » des sinusoides hépatiques. La barriére sinusoidale se
resserre, limitant ainsi les échanges bidirectionnels entre le flux sanguin et les
hépatocytes et provoquant leur nécrose. Une régéneration hepatique peut survenir
lors de I’installation de la fibrose et contribuer a I’oncogenése hépatique [65]. Le
stade critique de ce processus est la cirrhose, complication survenant en 5 ans chez

8 a 20% des patients porteurs chroniques du VHB présentant I’antigéne HBe [67].

La cirrhose est caractérisee par des bandes de tissu fibreux reliant la veine
porte et les structures mésenchymateuses centro-lobulaires et séparant les nodules

hépatocytaires d’aspect normal.
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Carcinome hépatocellulaire (CHC)
Il s’agit d’une tumeur maligne primitive du foie. En général, I’infection par le
VHB est la cause de 60 a 80 % des carcinomes héepatocellulaires [68]. Plusieurs

facteurs concourent a la carcinogenése médiée par le VHB, notamment :

- les propriétés oncogenes de certaines protéines virales (Protéine HBx et
AgHBsS) ;

- I’intégration du génome du VHB a I’ADN de la cellule hote a I’origine d’une
modification de I’expression des génes suppresseurs de tumeur des miARN et

des oncogenes ;
- les mutations oncogénes dans le génome du virus ;

- le potentiel oncogéne de certains composants du systéme immunitaire de 1’hote
(IL-6, IL-22, TNF a, TGF B, chimiokine CCL 22, TGF 1) [69].

1-3-5. Les cytokines intervenant dans I’infection par le VHB

Les cytokines sont des constituants essentiels de la réponse immunitaire.
Des études réalisées sur des chimpanzés suggerent que la production de cytokines
a activité antivirale via I'immunité innée et celle adaptative contribue a la
réduction du niveau d’ADN du VHB et ceci avant méme que la réponse médiée
par les lymphocytes T ne soit induite [42]. Les mécanismes antiviraux des
cytokines sont nombreux. Elles assurent des fonctions de régulation de
I’immunité ( activation, recrutement, signal de différenciation, ...) mais possedent
aussi une activité antivirale directe [70]. Le tableau suivant donne un apergu des

connaissances actuelles sur les cytokines a activité antivirale directe.
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Tableau Il : m écanisme d’action des cytokines a activité antivirale directe

Mécanisme

IL-6 et IFN-a. Inhibition de I’entrée du virus dans les hépatocytes

IFN-a, IL-6, IL-1P Régulation de la transcription virale par modifications
épigénétiques

IFN-a, IFN-y, IFN-A, Dégradation de I’ADNccc

TNF-a, TGF-$

IL-4, IL-6, TGF-B, Controle transcriptionnel
IFN-0, IFN-B, IL-1p

IFN-a, IFN-B, IFN-A, Ciblage post transcriptionnel de I’ARN et altération de
IFN-y, TNF-a, IL-13  la stabilité de la capside

IFN-a, [FN-y Altération de la traduction des protéines virales

IFN-a Inhibition de la sécrétion virale

1-3-6. Les outils de diagnostic et de suivi
De nombreux outils sont utilisés dans le diagnostic et le suivi de I’infection
par le VHB. Nous aborderons ceux qui sont les plus couramment utilisés dans

notre contexte.

1-3-6.1. La biologie

- Les tests virologiques classiques [71]

Ils regroupent des marqueurs sérologiques et un marqueur moléculaire

v’ Tests sérologiques de détection des antigénes du VHB et des anticorps anti-
VHB

Facteurs de risque de portage chronique du virus de ’hépatite B et effets du
polymorphisme du géne rs3077 a Cotonou

28



Généralités

Ils sont basés sur I'utilisation de tests immuno-enzymatiques de type ELISA
(« enzyme-linked immunosorbent-assay »). Par ce procédé, il est possible de

détecter :

e [I’antigene HBs (Ag HBs) : C’est le principal marqueur diagnostic de
I’infection par le VHB ;

e | anticorps anti-HBs (Ac anti-HBs) : Il apparait au cours d’une infection
résolutive ou au décours de la vaccination. C’est un marqueur

d’immunisation ;

e I’antigene HBe (Ag HBe) et I’anticorps anti-HBe (Ac anti-HBe) : lls
témoignent de la réplication virale, de I’infectivité et sont des marqueurs

de réponse au traitement ;

e les anticorps anti-HBc : Les anticorps anti-HBc de type IgM sont
significativement détectés au cours d’une infection aiglie, mais également
a un faible titre au cours d’un portage chronique. Ils peuvent réapparaitre
en cas de réactivation du VHB. Les 1gG anti-HBc ne témoignent que d’un
contact avec le virus. En pratique, ils ne sont pas dosés. Le dosage des

anticorps anti-HBc totaux est donc couplé a celui des IgM anti-HBc.
v Détection et quantification de I’ADN du VHB

Les techniques les plus récentes consistent en une réaction de polymeérisation

en chaine en temps réel. Cette technique a une grande sensibilite.

- Le bilan hépatique
Il comprend :
v les aminotransférases: Elles sont au nombre de deux (Alanine
aminotransférase et aspartate aminotransférase). Elles sont produites par le
foie mais également par le coeur, les reins et les muscles. Leur élévation

témoigne souvent d’une cytolyse hépatique.
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v' les phosphatases alcalines : Leur élévation représente le principal signe de

cholestase hépatique [72].

v les gamma glutamyl transpeptidases (GGT) : Elles sont élevées dans la

quasi-totalité des pathologies hépatiques.

v" la bilirubine : C’est un produit de dégradation de I’hémoglobine existant
sous deux formes. Une forme libre ou indirecte qui est transportée par
I’albumine jusqu’au foie, lieu ou elle est transformée en la deuxiéme forme
dite conjuguee ou directe. En pratique, on dose la bilirubine totale et celle
conjuguée. L’augmentation de la fraction conjuguée de la bilirubine est plus

évocatrice d’une cholestase.

v le taux de prothrombine: encore appelé temps de Quick, il évalue
partiellement la coagulation plasmatique. Puisque celle-ci dépend entre
autres de la production de facteurs de coagulation par les hépatocytes, doser

le TP est un bon reflet de leur fonctionnement ;

v le facteur V (Proaccélérine) : ¢’est un facteur de coagulation produit par les
hépatocytes. Sa diminution associée a la baisse du TP témoigne d’une
insuffisance de production par les hépatocytes et permet d’exclure une

hypovitaminose K ;

v" 1’albumine : ¢’est la principale protéine de transport dans le sang. On peut
obtenir I’albuminémie par dosage direct ou par 1’électrophorése des
protéines sériques. L’albumine étant produite par le foie, son taux sérique

baisse en cas d’insuffisance hépatocellulaire ;

v" le cholestérol : une baisse du taux de cholestérol peut étre le fait d’une

insuffisance hépatocellulaire.
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- L’alpha feeto-protéine

C’est une glycoprotéine qui est €levée dans 70 a 95 % des cas de carcinome

hépatocellulaire [73].

1-3-6.2. Les outils de morphologie [74]

L’échographie abdominale

Elle donne des informations précieuses sur 1’aspect du foie : contours;

dysmorphie ; modification de 1’échostructure ; signes d’hypertension portale.

La ponction biopsie hépatique avec examen anatomo-pathologique

C’est la méthode de référence dans I’évaluation de la fibrose hépatique mais
également dans le diagnostic du carcinome hépato-cellulaire. Mais son caractére
invasif limite son utilisation au profit de techniques non invasives. Les résultats
de I’examen anatomo-pathologique de la piece de biopsie permettent d’€valuer la

fibrose (Notée F) et I’activité hépatique (Notee A) par le score METAVIR.

v A0 : Pas d’activité v FO : Pas de fibrose

v" Al : Activité minime v F1: Fibrose portale sans septa

v A2 : Activité modérée v F2 : Fibrose portale avec septa
v A3 : Activité sévere v F3 : Fibrose septale sans cirrhose

v' F4 : Fibrose septale avec cirrhose
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1-3-6.3. Méthodes non invasives d’évaluation de la fibrose

Elles sont plus couramment utilisées et consistent soit en 1’appréciation de
marqueurs biologiques de fibrose soit en la mesure de 1’¢élasticité du foie (le plus
souvent par élastographie impulsionnelle ultrasonore). Les marqueurs biologiques
sont combinés en des scores diagnostiques tel que le score Fibrotest®, le score

APRI I’Hepascore, le score FibroMetre.

Le score APRI (ASAT to platelet ratio index)

Les marqueurs biologiques permettant le calcul du fibrotest® étant difficiles
d’accés a cause de leur cout, le score APRI reste tres utilisé. Il est déterminé a

partir de I’ASAT et du taux de plaquettes.
Score APRI = (ASAT * 100/référenceASAT) /Taux de plaquettes

Un score APRI inférieur a 0,5 signifie qu’il y a 86% de probabilité que le sujet
ait une fibrose inférieure au stade METAVIR F2. Lorsqu’il est supérieur a 1,5, il

correspond a 88% de probabilité d’un niveau de fibrose supérieur ou égal a F2.
- Score Fibrotest®

Il est calculé a partir de cing paramétres biologiques (haptoglobine, GGT,
bilirubine totale, alpha2 macroglobuline et apolipoprotéine Al) ajustés selon I’age
et le sexe. Ce score varie de 0 a 1. Comparé au score APRI, il a pour avantage de
ne pas surestimer la fibrose a cause de I’inflammation hépatique puisqu’il ne tient
pas compte de ’ALAT. Il donne une estimation beaucoup plus précise. Le taux
sérique d’ALAT associé aux cing parametres biologiques du fibrotest® définit le
score actitest®. Ce dernier permet d’évaluer ’activité nécrotico-inflammatoire
hépatique. Le tableau suivant montre la correspondance des scores fibrotest® et

actitest® avec les divers stades du score METAVIR.

- Elastographie impulsionnelle ultrasonore (Fibroscan®)
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Ses principaux atouts sont sa rapidité¢ d’exécution et son accessibilité. Il estime
I’¢lasticit¢ hépatique en mesurant la vitesse de propagation d’une onde
ultrasonore dans le foie. Celle-ci est d’autant plus rapide que le foie est dur. En
tenant compte de la médiane de 10 mesures, on en vient a une estimation en
kilopascal (kpa) de [D’¢lasticité du foie qu’on corréle au degré de fibrose

METAVIR comme suit :
o élasticitée hépatique (EH) inférieure a 7,2 kpa : FO-F1
e EH comprise entre 7,2 et 8,1 kpa : F2
e EH comprise entre 8,1 et 10,5 kpa : F2-F3
e EHentre 10,5et 11 kpa: F3
e EHentre 11 et 14,5 kpa : F3-F4

e EH supérieur a 14,5 kpa : F4

Tableau 111 : correspondance des scores Fibrotest® et Actitest® avec les
stades METAVIR
Fibrotest®
FO FO-F1 F1 F1-F2 F2 F3 F3-F4 F4

0- 0,22- 0,28- 0,32- 0,49- 0,59- 0,73- 0,75-
0,21 0,27 0,31 0,48 0,58 0,72 0,74 1

Actitest®

Al Al-A2 A2 A2-A3 A3

030- 037- 05306 061-  0,64-1
0,36 0,52 0,63
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1-3-7. Histoire naturelle de ’infection par le VHB

1-3-7.1. Hépatite aigue

Apres une période d’incubation de 4 a 10 semaines, ’AgHBs devient
détectable suivi de pres par les anticorps anti-HBc principalement de type IgM
[3]. L’ADN viral devient détectable dés le quinziéme jour apres la contamination
[75]. Dans la majorité des cas, on note une guérison spontanée avec disparition de

I’AgHBs dans un délai maximal de six mois.

1-3-7.2. Le portage chronique

Le portage chronique survient a 1’dge adulte chez moins de 5% des sujets.
Mais I’infection passe a la chronicité chez 90% des nourrissons infectés dans la
période néonatale et chez 20 a 50 % des jeunes enfants entre 1 et 5 ans [58]. Le
portage chronique est un processus dynamique passant par 5 phases non

séquentielles [12, 76].

- La phase d’infection chronique avec positivité de I’Antigene HBe
(AgHBe)

Anciennement appelée phase d’immunotolérance, elle est caractérisée par la
detection sérique de ’AgHBe, une charge virale élevée témoignant d’une forte
réplication virale mais sans cytolyse hépatique. Le niveau de fibrose et de

nécrotico-inflammation est faible.
- La phase d’hépatite chronique avec positivité de ’AgHBe

Elle correspond a une phase de clairance immunitaire. Elle se différencie de la
précédente par une réplication virale relativement moins importante, mais on y
retrouve une élévation du taux sérique d’ALAT et une augmentation des lésions
nécrotico-inflammatoires du fait de I’exacerbation de la réaction immunitaire de
I’hote. Le risque d’évolution vers la fibrose et a long terme vers la cirrhose est
plus élevé. La majorité des patients auront ensuite une suppression virale soutenue

et entreront dans le stade d’infection chronique a AgHBe négatif. Mais certains
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n’arrivent pas a controler I’infection et passent ainsi a la phase d’hépatite

chronique a AgHBe négatif pendant plusieurs années.
- La phase d’infection chronique a AgHBe négatif

Anciennement appelée « Portage inactif», elle est caractérisée par une
négativité de 1’AgHBe avec apparition d’Ac anti-HBe. A ce stade, le taux
d’ALAT est normal, et la réplication virale est nulle ou persiste a bas niveau. De
rares sujets pourraient avoir entre 2000 et 20000 copies du virus avec ’ALAT
normal, une faible activité nécrotico-inflammatoire et un bas niveau de fibrose.
La clairance spontanée de 1’AgHBs avec séroconversion HBs lors de cette phase
est de I’ordre de 1-3 % par an. A I’inverse, environ 4-20 % de porteurs inactifs
présentent une ou plusieurs réversions HBe et repassent a la phase de réaction

immune [77].
- La phase d’hépatite chronique a AgHBe négatif

Elle est caractérisée par I’absence de AgHBe, généralement associée a la
génération d’ac anti-HBe. Le plus souvent, ce profil sérologique est attribue a la
présence de mutations dans la région pré-C du génome (d’ou le terme « mutant
pré-C »), qui interfere avec la production de I’AgHBe. Ce stade se manifeste par
des fluctuations cycliques de la réplication virale, des transaminases, des lésions
nécrotico-inflammatoires et de la fibrose. Elle est associée a de faibles taux de

rémission spontanée.
- La phase de perte de I’ AgHBs

Elle est caractérisée par I’absence d’AgHBs, la présence d’anticorps anti-HBC
avec ou sans anticorps anti-HBs détectables. Cette phase est également connue
sous le nom d’"infection occulte par le VHB". Dans de rares cas, I’absence
d’AgHBs pourrait étre liée a la sensibilité du test utilisé pour la détection [78]. Au
cours de cette phase, ’ADN du VHB peut étre indétectable dans le sang

périphériqgue mais fréqguemment détecté dans le foie.
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1-3-8. Diagnostic positif d’une infection au VHB

L’infection en elle-méme présente peu de manifestations cliniques en
dehors des complications (hépatite aigiie grave, cirrhose, carcinome hépato-
cellulaire). Elle est genéralement diagnostiquée lors de I’exploration d’une

cytolyse hépatique ou au décours des complications.

1-3-8.1. Hépatite aigue
L’hépatite aiglie est asymptomatique dans 90% des cas chez I’enfant de 1 a 5
ans et dans deux tiers des cas chez I’adulte [79]. Elle reste donc trés peu

diagnostiquée. Elle peut toutefois se présenter sous certaines formes [75].
- Forme « classique »

Elle est de présentation similaire aux autres hépatites virales et evolue en deux

phases (une phase pré-ictéerique et une phase ictérique).

v" Phase pré-ictérique : Elle dure 5 a 10 jours et se manifeste par des signes
peu spécifiques. On peut retrouver un syndrome d’altération de I’état
genéral (asthénie, anorexie, amaigrissement) ; une fiévre avec un
syndrome grippal ; des signes digestifs (douleur abdominale diffuse ou de

I’hypochondre droit, nausée) ; une éruption cutanée urticarienne.

v" Phase ictérique : D’installation progressive en 4 a 8 jours, elle peut durer
entre 2 et 6 semaines. On retrouve un ictere cutanéo-muqueux d’intensité
variable, avec des urines foncées et des selles pouvant étre décolorées, un
prurit inconstant, de possibles douleurs de I’hypochondre droit avec une

hépatomegalie a la palpation.
- Forme prolongée : L’ictére se prolonge au-dela de six semaines.

- Forme anictérique : Les signes cliniques de la phase pré-ictérique sont

présents mais il n’y a pas d’ictere.
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- Forme cholestatique : L’ictére est intense et typiquement cholestatique

(prurit important, urines foncées, selles décolorées).

- Forme extra-hépatique : L’infection peut se manifester au niveau rénal sous
la forme d’une glomérulonéphrite extra membraneuse avec dépdt de

complexes immuns.

Quelle que soit la présentation d’une hépatite aiglie, la détection serique de

I’AgHBs et d’ac anti-HBc de type IgM confirme le diagnostic.

1-3-8.2. Portage chronique

Le portage chronique est genéralement asymptomatique et découvert lors
d’un dépistage systématique ou lors de I’exploration d’une élévation des
transaminases. Il peut dans une forme extra-hépatique étre associé a une
périartérite noueuse. En dehors des circonstances précedemment évoquees, la
suspicion clinique est le plus souvent faite au décours des complications. La
détection de ’AgHBs a deux reprises dans un intervalle de six mois ou sa
découverte ponctuelle associée a I’absence d’Ac anti-HBc de type IgM permettent

de poser le diagnostic.

1-3-8.3 Diagnostic positif des principales complications de I’infection au
VHB
- Hépatite aigle grave [75]

C’est une complication grave de I’infection au VHB. Elle est définie par la
baisse du taux de prothrombine en dessous de 50%. Elle peut cliniguement se

présenter de deux manieres :

v" I’hépatite fulminante qui est définie par la survenue d’une encéphalopathie
hépatique dans un délai inférieur a 2 semaines apres apparition d’un ictere,
v et I’hépatite subfulminante diagnostiquée quand 1’encéphalopathie

hépatique survient plus de deux semaines apres 1’ictere.
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- Cirrhose [74]

Le diagnostic de cirrhose est basé sur une combinaison d’arguments cliniques,

biologiques et morphologiques que 1’on peut regrouper comme suit :

v Signes de dysmorphie hépatique : A la clinique on a une hépatomégalie &
surface antérieure irréguliere dure et a bord inférieur tranchant.
L’échographie peut montrer un foie d’échostructure hétérogene, a contour
bosselé, hypertrophié a gauche et atrophié a droite avec un élargissement du

hile et des sillons hépatiques.

v" Signes d’hypertension portale : Cliniguement on peut observer une ascite,
des circulations veineuses collatérales et une splénomégalie. Cette
splénomégalie est associée a un hypersplénisme se manifestant a la
numeération formule sanguine par une thrombopénie. La splénomégalie est
egalement visible a I’échographie ou elle est associée a une augmentation
du diamétre de la veine porte (>12mm) ; a des voies de dérivation porto-
systémiques et un flux hépatofuge (au Doppler). L’endoscopie ceso-gastro-

duodénale montre des varices cesophagiennes.

v’ Signes d’insuffisance hépatocellulaire : Sur le plan clinique, on peut noter
des signes cutanéo-phanériens (érythrose palmaire, angiomes stellaires,
leuconychie), un ictére et des signes d’hypogonadisme (gynécomastie et
dépilation chez 1’homme, aménorrhée chez la femme). Les signes
biologiques sont non spécifiques et comportent entre autres, une baisse du
TP et du facteur V, une hypoalbuminémie et une hyperbilirubinémie a

préedominance conjuguée (parfois mixte).

Le diagnostic de certitude est fait par I’examen anatomopathologique d’une
piéce de biopsie hépatique qui montre une fibrose annulaire diffuse délimitant des

nodules hépatiques d’aspect normal. La biopsie étant invasive et a risque de
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complications, on privilégie les méthodes d’évaluation non invasives de la fibrose

abordées au point 1-3-6. 3.
- Carcinome hépatocellulaire (CHC) [80]

Il est souvent diagnostiqué au décours de la décompensation d’une cirrhose. 11
est également suspecté en cas de syndrome tumoral alliant une hépatomégalie
douloureuse, une altération de 1’état général (asthénie, anorexie, amaigrissement)
et une fébricule. Un CHC peut aussi étre diagnostiqué lors de I’exploration d’un

nodule hépatique suspect a 1’échographie.

Le critére diagnostique de référence est 1’examen anatomopathologique sur
piece de biopsie. A défaut, on se base sur des arguments biologiques comme
I’élévation des marqueurs tumoraux (alpha feeto-protéine principalement) et le
syndrome paranéoplasique (polyglobulie, hypercalcémie, hypoglycémie) ainsi
que sur I’'imagerie. En effet, I’échographie peut orienter le diagnostic en montrant
une thrombose porte, laquelle est également visible en Tomodensitométrie (TDM)
ou en imagerie par résonance magnétique (IRM). En cas de CHC, on constate a
la TDM une lésion spontanément hypodense qui apres injection de produit
opacifiant apparait hypervascularisée (hyperdense) au temps artériel (« wash in »)
avec une chute de contraste au temps portal (« wash out »). Le « Washout » portal
est due aux shunts artério-portes intratumoraux. On le retrouve aussi a I’IRM
aprés injection de gadolinium. Avant 1’injection, la 1ésion parait hypo et hyper

intense respectivement aux temps T1 et T2.
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1-4- Le complexe majeur d’histocompatibilité

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) est un systeme présent
dans toutes les espéces vertébrées et impliqgué dans les phénomeénes de
reconnaissance des antigenes. Chez 1’étre humain, le CMH est également connu
sous le nom de systéeme HLA (« Human leucocyte antigen »). 1l est composé de
deux ensembles de géenes (Classe I et 1) situés sur le bras court du chromosome
6 codant pour des protéines membranaires dont la fonction premiére est d’assurer
la présentation des peptides antigeniques aux lymphocytes T. Cette présentation
est une étape clé de la réponse immunitaire adaptative. Les genes du CMH sont

les plus polymorphes du génome humain.

1-4-1. Structure et fonction des protéines du CMH [81]
Les protéines du CMH de classe | et de classe 11 comportent des sous-unites
différentes mais conservent une structure générale assez proche. L’une comme

I’autre, possede un sillon extracellulaire liant un peptide.

1-4-1.1. Les protéines du CMH de classe |

Chaque molécule du CMH de classe I est constituée d une chaine a associée
de fagcon non covalente a une protéine nommée 32 microglobuline. Cette derniére
est codée par un gene situé en dehors des loci du CMH. La chaine a est faite de
trois domaines extracellulaires (al, a2 et a3), d’'un domaine transmembranaire et

d’un dernier cytoplasmique.

Les domaines al et a2 de cette chaine forment deux parois et un sillon
pouvant accueillir les peptides antigéniques longs de huit a neuf acides aminés.
Le plancher du sillon contient des acides aminés liant les peptides pour les
présenter aux lymphocytes T. Les régions variables d’un individu a un autre des
protéines du CMH de classe I se situent dans les domaines al et a2. Ces variations
sont susceptibles d’influer sur la capacité¢ de lier des ensembles distincts de

peptides.
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Quant au domaine o3, il est constant et contient un site de liaison au

corécepteur CD8 des lymphocytes T.

Sillon de liaison Peptide
/au peptide \ v/ a

o2
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Domaine | % )
g omaine Ig

Figure 10 : structure des récepteurs du CMH de classe | [81]

Les molécules du CMH de classe | sont exprimées par la quasi-totalité des
cellules nucleees. Leur fonction premiere est la présentation des peptides

antigéniques aux lymphocytes T CD8.

1-4-1.2. Les protéines du CMH de classe 11
Chaque molécule du CMH de classe Il est composée de deux chaines

dénommées a et B. Chaque chaine possede deux domaines.

Les domaines amino-terminaux de ces deux chaines nommées al et 1
forment un large sillon pouvant reconnaitre des peptides antigéniques de dix a
trente acides aminés. Ces deux domaines sont le si¢ge d’une grande variabilité

interpersonnelle.

Les domaines o2 et B2 sont constants et contiennent le site de liaison au

corécepteur CD4 des lymphocytes T.
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Figure 11 : structure des récepteurs du CMH de classe 11 [81]

Les molécules du CMH de classe Il ne sont exprimées que par les cellules
présentatrices d’antigéne. Leur fonction premicre est la présentation des
déterminants antigéniques aux lymphocytes T CD4. En plus de leur fonction dans
la présentation antigénique, les molécules du CMH de classe Il jouent un role
important dans la susceptibilité aux maladies auto-immunes telles que la
polyarthrite rhumatoide, le lupus érythémateux disseminé, le diabéte de type | et

la sclérose en plaques [4].

1-4-1.3. Apprétement et présentation des antigenes

Il existe une certaine ségrégation dans les voies d’apprétement des
antigenes selon la classe de CMH devant réaliser la présentation aux lymphocytes
T. Ainsi, les protéines dans le cytosol de toute cellule nucléee sont apprétées dans
des complexes proteolytiques appelés protéasomes. Elles sont ensuite présentées
par des molécules du CMH de classe I. Tandis que les protéines extracellulaires
qui sont internalisées par les CPA dans des vésicules d’endocytose sont apprétéees
dans les endosomes tardifs et les lysosomes et présentées par des molécules du
CMH de classe Il. La ségrégation des voies d’apprétement des antigénes assure
que differentes classes de lymphocytes T reconnaissent les antigenes provenant

de différents compartiments cellulaires.
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Figure 12 : voies d’apprétement des peptides antigéniques [81]

1-4-2. Les génes du complexe majeur d’histocompatibilité

Ils sont situés sur le chromosome 6.

- Les loci de classe |

Il existe trois loci classiques de classe | dénommés HLA- A, HLA- B et HLA-
C. Ce sont les loci principaux. Chez ’homme, chaque personne recoit 1’ensemble
des génes correspondant a ces loci de chacun de ses deux parents. Chaque cellule
peut exprimer six molécules de classe I différentes. Par ailleurs, il existe trois loci
non classiques nommés HLA- E, HLA-F et HLA-G. lls different des précédents
par leur polymorphisme limité, leur distribution tissulaire, leur expression

génetique restreinte et leur réle moindre en médecine de transplantation.
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Il existe trois principales sous-régions de classe Il : HLA-DP, HLA-DQ et

HLA-DR. Chaque sous-région porte des loci A et B codant respectivement pour

une chaine a et . Ces genes possedent un nombre variable d’alléles.

Parmi les loci de classe I le locus HLA-B est celui présentant le plus grand

nombre d’alléles. Parmi ceux de classe I, HLA-DRB est le locus présentant la

plus grande variabiliteé.

Tableau IV : nombre d’alléles répertoriés pour les principaux loci du

systeme HLA [82]

Nombre d’alleles

HLA- A

HLA-B

HLA-C
HLA-DPA
HLA-DPB
HLA-DQA
HLA-DQB
HLA-DRA

HLA-DRB

965

1543

626

28

138

35

107

855
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1-4-3. Polymorphisme du complexe majeur d’histocompatibilité et

association avec le virus de I’hépatite B

L’aveénement des nouvelles technologies de génotypage nous donne la
possibilité de detecter quasiment toutes les différences dans le génome des
individus. Le prochain challenge est de corréler ces différences génétiques a des
situations pathologiques et a la réponse a la thérapie [14]. Les différences
interindividuelles dans les genes du CMH sont a 1’origine de protéines avec des
séquences d’acides aminés différentes et par ricochet des capacités de liaison aux
peptides antigéniques toutes aussi variables. Les variations génétiques les plus
recemment mises en exergue sont celles issues de changements

mononucléotidiques.

L ’association des polymorphismes mononucléotidiques (SNP) du HLA au
virus de I’hépatite B a été evaluée a travers plusieurs eétudes. Ces travaux partaient
du constat de différences statistiqguement significatives dans les fréquences des
alleles de certains SNP d’une région géographique a I’autre. Et ces variations de
fréquences étaient superposables aux donnees épidémiologiques du VHB.
Certains alléles étaient significativement plus présents dans les zones a forte

endémicité au VHB.

En Afrique, quatre SNP ont montré une variation significative (p <
0.00001) de leurs fréquences alléliques. 11 s’agit des genes rs2856718, rs9275572,
rs3077 et rs92773 [5]. Certains de ces polymorphismes ont été étudiés afin de
démontrer leur implication dans les hépatopathies liées au VHB. C’est le cas du

gene rs3077.

Les deux alléles de ce gene différent 1’un de I’autre par un simple
remplacement de 1’adénine (A) par la guanine (G) sur 1’un des brins de la double
hélice d’ADN. Ce remplacement se produit dans la séquence 3’ non traduite du
locus HLA-DPAL [83]. Avec la complémentarité des bases, I’adénine (A) et la
guanine (G) sont respectivement toujours liées a la thymine (T) et la cytosine (C)
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sur le brin complémentaire. Le remplacement de A par G sur un brin correspond

donc a une substitution de T par C sur le brin complémentaire.

Les régions 3’non traduites contiennent des sites de fixation a des protéines
de régulation de la traduction ainsi qu’a des micro-ARN. Ces derniers sont
susceptibles de diminuer 1’expression des génes en inhibant leur traduction ou en
dégradant directement leur transcrit. Ainsi donc, bien qu’une mutation survienne
sur une région non transcrite, elle peut étre a 1’origine de modifications

transcriptionnelles et par ricochet de différences fonctionnelles.

Les études réalisées sur le géne rs3077 témoignent du réle protecteur de
I’allele A (ou T s’il s’agit du brin complémentaire) allant méme jusqu’a le décrire

comme « un déterminant majeur de la clairance du VHB » [9,10,11].

1-4-4. Particularité des études d’association génomique [85]

L’association d’un géne a une situation pathologique donnée présente
certaines particularités qu’il convient de souligner. Elle est genéralement évaluée
en faisant recours a des enquétes étiologiques (étude prospective de cohorte, étude
cas-témoins). L’effet des alléles d’un géne peut varier en fonction de leur mode
d’hérédité (dominance d’un alleéle par rapport a un autre qui est récessif ou
codominance). Ainsi, afin d’associer un géne a une situation pathologique, il est
intéressant de regrouper les données de maniéere a refléter un modele biologique
d’effet génique. Plusieurs possibilités s’offrent donc au chercheur. Prenons
I’exemple d’un geéne quelconque possédant deux alléles nommés A et a, et dont
on veut Vérifier I’association avec une maladie via une étude cas-témoins. Les
génotypes possibles sont AA, Aa et aa. L’évaluation du lien entre ce géne et la

maladie peut se faire :

- en comparant directement les fréquences des alléles A et a entre les

groupes cas et témoin ;
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- en assumant un modele génétique de transmission (dominant :
AA+Aa versus aa ; récessif : AA versus Aa +aa ; codominant : AA versus Aa
Versus aa) ;

- en reéalisant plusieurs comparaisons par paire (par exemple AA
versus aa, AA versus Aa, ...) ;

- en combinant plusieurs des méthodes suscitées au prix de multiples

comparaisons.
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Cadre et méthode d’étude

2-1- Cadre d’étude
Notre étude s’est essentiellement déroulée a Cotonou, capitale économique
de la République du Bénin. C’est la plus grande ville du pays avec une superficie

de 79 kmz?, et 143 quartiers regroupés en 13 arrondissements.

Notre étude a eu conjointement pour cadre :

La Clinigue Universitaire d’Hépato-Gastro-Entérologie du Centre
Hospitalier Universitaire Hubert Koutoukou Maga (CNHU-HKM)

L’antenne départementale Atlantique-Littoral de 1’Agence Nationale pour
la Transfusion Sanguine (ANTS) située au CNHU-HKM.

Le laboratoire de cytogénétique et de biologie moléculaire (Unité de

Biologie Humaine) de la Faculté des Sciences de la Santé de Cotonou.

L’Institut de Microbiologie, d’Immunologie et de Parasitologie de la

Clinique Universitaire de Bonn en Allemagne.

2-1-1. La Clinique Universitaire d’Hépato-Gastro-Entérologie du CNHU-
HKM
Notre ¢tude s’est déroulée avant la fusion-absorption de 1’Hopital
d’instruction des armées (HIA) avec le CNHU HKM. Le service était alors divisé

en deux blocs :

- Un bloc d’hospitalisation situé dans 1’aile B du batiment des

« Hospitalisations Médecine »

- Un bloc de consultation et d’explorations digestives qui se trouvait en face

de la salle d’accouchement du service de Gynécologie-Obstétrique

Ce service a été un des sites de recrutement des sujets de notre étude.
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2-1-2. L’antenne départementale Atlantique-Littoral de PANTS
L’ Agence Nationale de Transfusion Sanguine est organisee en trois niveaux

(central, intermédiaire et périphérique)
- Niveau central
Il comprend :
v' la Direction de la Prospective et de la Recherche ;
v' la Direction de I’Administration, des Finances et du Matériel ;
v" la Direction de la Production ;

v" la Direction de la Communication et de la Promotion du Don de Sang

v" la Cellule Assurance Qualité et Hémovigilance ;
v' le Centre de Formation Professionnelle en Transfusion Sanguine.

Ces directions techniques assurent I’encadrement des activités au niveau

intermédiaire.
- Niveau intermédiaire

Il est composé de cing antennes départementales (AD-ANTS) encadrant les

activités de transfusion sanguine dans leurs départements respectifs. Il s’agit de :
v' I’AD-ANTS Atacora-Donga a Natitingou ;
v" I’AD-ANTS Atlantique-Littoral a Cotonou ;
v" I’AD-ANTS Borgou-Alibori a Parakou ;
v" I’AD-ANTS Ouémé-Plateau a Porto-Novo ;
v" I’AD-ANTS Zou-Collines a Abomey.

- Niveau peériphérique
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Il est constitué de trente-quatre postes de transfusion sanguine qui sont
intégrés au Laboratoire d’Analyses Biomédicales des Hopitaux de Zone et qui

contribuent a la production et a la distribution des produits sanguins labiles.

L’antenne départementale Atlantique-Littoral de I’ANTS a servi de site de
recrutement pour les sujets de notre étude. Elle est située dans 1’enceinte du
CNHU-HKM et partage le méme batiment que la Banque de Sang (BDS). Elle se
charge de la collecte de sang au poste fixe situé en son sein et au niveau de divers
postes mobiles au travers de campagnes de collecte de sang organisées dans les
deux départements. L’antenne stocke et réalise la qualification des poches de sang

avant leur distribution.

L’entretien avec les sujets inclus dans 1’étude a été réalisé a 1’accueil, dans
le hall conjoint de I’AD-ANTS Atlantique-Littoral et de la BDS. Les échantillons

sanguins des participants ont été recueillis en salle de prélévement.

2-1-3. Le laboratoire de cytogenétique et de biologie moléculaire (Unité de
Biologie Humaine) de la FSS
Il est situé dans la faculté des sciences de la santé de Cotonou, plus
précisément dans 1’enceinte de 1’Institut des Sciences Biomédicales Appliquées
(ISBA). Le laboratoire est constitué de plusieurs salles dédiées a des applications

diverses :

e une salle contenant des centrifugeuses et des hottes ou sont réalisées les

extractions d’ADN et la préparation des milieux de culture.
e une salle de microscopie conventionnelle
e une salle de Cytogénétique moléculaire
e une salle polyvalente

C’est dans ce laboratoire qu’ont été réalisés, recueil de plasma sur échantillons

sanguins, extractions d’ADN et génotypage.
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2-1-4. L’Institut de microbiologie, d’immunologie et de parasitologie de la
clinique universitaire de Bonn
11 est situé¢ dans la ville de Bonn, ville fédérale de 1’ouest de 1’ Allemagne et
possede plusieurs péles fonctionnels. Les tests immunologiques de dosage de
cytokine ont été réalisés au sein du laboratoire d’immunologie humaine de

I’institut.
2-2- Meéthode d’étude

2-2-1. Type d’étude

I1 s’est agi d’une étude transversale cas-témoins avec :

- une description des parameétres socio-demographiques et cliniques

concernant les données cliniques et biologiques des sujets du groupe cas
- une partie analytigue concernant le dosage des cytokines et le génotypage
2-2-2. Période d’étude

Notre travail de recherche s’est déroulé sur une période de 4 mois allant du
5 septembre 2022 au 5 janvier 2023.

2-2-3. Population d’étude
Les sujets du groupe cas ont été choisis parmi les patients suivis au sein du

service d’hépato-gastro-entérologie du CNHU-HKM.

A ceux-ci, nous avons apparié¢ selon 1’age et le sexe des sujets témoins

choisis parmi des donneurs réguliers de sang a 1’antenne Atlantique-Littoral de

I’ANTS.

2-2-3.1. Criteéres d’inclusion

Ont été inclus dans le groupe cas, des sujets :
- mélanodermes,

- porteurs chroniques du VHB (persistance de I’Ag HBs au-dela de 6 mois),
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- suivis en consultation et en hospitalisation a la Clinique Universitaire
d’Hépato-Gastro-Entérologie du CNHU-HKM.

Les sujets du groupe témoin ont été choisis en appariant selon I’age et le

sexe des sujets du groupe cas :
- des mélanodermes,

- donneurs reguliers du site de collecte fixe de ’AD-ANTS Atlantique-
Littoral (Sis au CNHU-HKM)),

- testés deux fois négatifs a ’AgHBs au cours de 1’année 2022 lors des

contrdles de validation,

- dont le dernier test remonte a moins de 6 mois.

2-2-3.2. Criteres de non-inclusion
Nous n’avons pas inclus dans le groupe cas, les sujets dont la détection de
I’ AgHBs a été réalisée a 1’aide de tests de diagnostic rapide. Seuls les tests réalisés

sur chaine ELISA ont été pris en compte.

Dans les deux groupes, les sujets n’ayant pas donné leur consentement écrit

aprés 1’entretien n’ont pas €té pris en compte.

2-2-4. Echantillonnage
Nous avons procéde a un échantillonnage aléatoire simple des sujets
répondant aux critéres d’inclusion tout en appliquant strictement les critéres de

non-inclusion sus décrits.

Le calcul de la taille d’échantillon optimale pour chaque groupe
nécessiterait de connaitre les chiffres approximatifs de fréquences des alléles du
géne rs3077 chez les sujets porteurs chroniques du virus de I’hépatite B et chez
ceux testés negatifs [86]. Par ailleurs, le géne subit des différences de fréquence
extrémes d’une zone géographique a une autre. Ainsi les fréquences globales

mondiales ne peuvent étre appliquées a une population aussi restreinte que celle-
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ci au sud du Bénin. Qui plus est, les travaux similaires réalises dans d’autres
populations étaient pour la plupart des études d’association génomique a grande
échelle ou les tailles d’échantillons étaient définies de maniére arbitraire. Les
chercheurs avaient procédé au recrutement exhaustif de tous les sujets porteurs

chroniques du VHB disponibles sur le site et dans la période d’étude.

En ce qui nous concerne, les données spécifiques n’étant pas disponibles,
nous avons déterminé une taille d’échantillon représentative du groupe cas en
utilisant la formule de Schwartz comme suit :

pqe*

i2

n=

p : prévalence de 1’hépatite B en population béninoise = 0,06 [11]
q=1-—p =094

¢ : Ecart réduit pour un risque a 5% =1,96
i : Précision 7%
n : sensiblement égal a 45

Il nous fallait donc au moins 45 sujets pour avoir un échantillon
représentatif de porteurs chroniques du VHB.

Nous avons procédé dans un premier temps au recrutement de 48 sujets
porteurs chroniques du VHB pour le compte du groupe cas. Puis nous avons
recruté 49 sujets pour le compte du groupe témoin. Cela portait la taille totale de

notre échantillon a 97 sujets.

2-2-5.Variables
La variable dépendante de notre étude a été le portage chronique du virus

de I’hépatite B.

Les variables indépendantes étaient : 1’age, le sexe, 1’ethnie, la
consommation d’alcool, la consommation de substances hépatotoxiques (alcool,

tisane,...), les autres pathologies chroniques, les co-infections, le niveau de
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fibrose hépatique, le carcinome hépatocellulaire, le stade de 1h’istoire naturelle

de I’infection, le génotype rs307 et la concentration des 21 cytokines dosées.

2-2-6. Aspects opérationnels des variables
- Age
C’est une variable quantitative discréte exprimée en annee.

- Sexe

Il a été considéré dans notre etude comme une variable qualitative binaire. Les

deux modalités possibles étant : masculin et féminin.
- Ethnie

Il s’agit d’une variable qualitative nominale qui a été opérationnalisée en
utilisant la classification faite par le quatrieme recensement genéral des
populations et de I’habitation au Bénin. Les modalités possibles sont donc :
Yoruba et apparentés ; Fon et apparentés ; Adja et apparentés ; Yoa/Lokpa et
apparentés ; Peulh et apparentés; Gua/Otamari et apparentés; Dindi et

apparentés ; Autres.
- Consommation d’alcool

Il s’agit d’une variable quantitative continue. Elle a été évaluée en gramme

d’alcool consommé par mois.

La quantité en gramme d’alcool consommeée par boisson a été déterminée par

la formule suivante :
Quantité d'alcool = volume consommé (dl) X degré de la boisson x 0,8
0,8 correspond a la densité de 1’alcool

- Autres potentiels hépatotoxiques
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Variable qualitative nominale, elle regroupe toutes les substances
potentiellement toxiques pour le foie (Surdosage en médicaments, tisanes, ...)

autres que 1’alcool consommeées par le sujet enquété.
- Autres pathologies chroniques

C’est une variable qualitative nominale désignant les maladies chroniques
présentées par le sujet enquété (diabéte, hypertension artérielle, insuffisance

rénale chronique, ...).
- Co-infections (VIH, VHC, VHD)

Ce sont des variables qualitatives nominales. Les modalités possibles

sont : présent ; absent ; non disponible (sérologie non faite).
Les sérologies virales ont été obtenues en consultant le dossier du patient.
- Evaluation non invasive de la fibrose hépatique

Au cours de notre étude, nous avons évalué le degré de fibrose, variable

qualitative ordinale, par le fibroscan et/ou le score APRI de la maniere suivante :

v La fibrose a été jugée « Non significative » pour un score APRI
inférieur a 0,5 et/ou une élasticité hépatique inférieure ou égale a 8,1kpa.
Cette classe englobe donc les valeurs d’élasticité hépatique

correspondant a une absence de fibrose et a une fibrose minime.

v’ La fibrose a été jugée « significative » pour un score APRI compris
entre 1,5 et 2 et/ou une élasticité hépatique allant de 8,2kpa a 14,5kpa.
Ainsi, les mesures d’élasticité hépatique correspondant a une fibrose
modérée et a une fibrose sévere ont toutes été englobées dans cette

catégorie.

v Nous avons classé au stade de « cirrhose » les patients ayant un score
APRI et/ou une élasticité hépatique respectivement supérieurs a 2 et/ou

14,5 kpa. Par ailleurs les signes cliniques et paracliniques de dysmorphie
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hépatique, d’hypertension portale et d’insuffisance hépatocellulaire
venaient renforcer le diagnostic de cirrhose.

Tout sujet chez qui on ne disposait ni du fibroscan ni des examens
biologiques nécessaires au calcul du score APRI a éte systématiquement classé

« Indéterminé ».

- Carcinome hepatocellulaire

Il a été diagnostiqué sur la base d’un critére biologique (€élévation de
1’alpha feeto-protéine) associé a une hépatomégalie douloureuse ou a au moins un

des critéres morphologiques suivants :
v’ thrombose porte a 1’échographie,

v’ Lésion hépatique spontanément hypodense hypervascularisée au
temps arteriel apres injection de produit de contraste (« Wash in »),
avec une chute de contraste au temps portal (« wash-out ») ala TDM
ou a I’IRM.

Tous les patients chez qui les données cliniques et paracliniques étaient

insuffisantes pour conclure ont été systématiquement classés « Indéterminé ».
- Stade de ’histoire naturelle
Il s’agit d’une variable qualitative nominale dont les modalités sont :
v" infection chronique antigéne HBe-,
v" infection chronique antigéne HBe+,
v' hépatite chronique Antigéne HBe-,

v' hépatite chronique Antigéne HBe+,
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v" infection occulte,
v" indéterminé.
- Génotype rs3077
C’est une variable qualitative a 3 modalités :
v" Homozygote C (CC)
v’ Hétérozygote (CT)
v' Homozygote T (TT)
- Concentrations des 21 cytokines dosées

Ces 21 cytokines sont : G-CSF, GM-CSF, IFN a, IFN vy, IL-1, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8 (CXCLS), IL-10, IL-12p70, IL 13, IL-17A, IL-18, IP-10, MCP-
1, MIP-1 alpha, MIP-1 béta, TNF a, TNF 3

Les concentrations de cytokine sont des variables quantitatives continues

exprimées en picogramme par millilitre (pg/ml).
2-2-7.Déroulement de I’étude

2-2-7.1. Le recrutement des sujets du groupe cas

Sur une période de six semaines, nous avons recruté 48 sujets pour le
compte du groupe cas dont 5 en hospitalisation et 43 en consultation. Nous avons
eu un entretien avec chacun des participants afin de recueillir leur consentement
écrit. Un numéro d’identification a été attribué a chaque sujet pour conserver

I’anonymat.

A I’aide d’une fiche de collecte préétablie (confére annexe 1) nous avons
recueilli les renseignements généraux, les facteurs de risque de maladie hépatique

présentes ainsi que les données paracliniques.
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Au terme du remplissage de cette fiche, nous avons procedé au prélevement
d’au moins 5 millilitres de sang périphérique dans un tube contenant de I’acide
éthylene diamine tétra-acétique (EDTA) et étiqueté en utilisant le numéro
d’identification attribué au patient. Les prélevements ont été réalisés dans le strict
respect des regles d’asepsie a 1’aide d’aiguilles stériles a usage unique montées

sur corps vacutainer.

2-2-7.2. Le recrutement des sujets du groupe témoin

Il a été réalisé sur une période de deux semaines a la suite du recrutement
du groupe cas. Les sujets répondant aux criteres d’inclusion ont été pris en
entrevue afin de leur expliquer notre travail de recherche et d’obtenir leur
consentement ecrit. Un numéro d’identification était par la suite attribué aux

participants ayant donné leur accord.

Puisqu’il s’agissait de sujets venus pour faire un don de sang, le

prélevement était réalisé directement au cours du don dans un tube EDTA.

2-2-7.3. Acheminement des prélévements au laboratoire de cytogenétique et
de biologie moléculaire (Unité de Biologie Humaine) de la Faculté

des Sciences de la Santé de Cotonou
Les prélevements étaient convoyés de facon journaliere au laboratoire et

conservés a 4 °C s’ils ne pouvaient étre traites le méme jour.

2-2-7.4. Centrifugation des échantillons du groupe cas
Les echantillons des sujets du groupe cas ont ete centrifugés des leur arrivee
au laboratoire de cytogénétique a 1200 tours par minute pendant dix minutes afin

de séparer le culot cellulaire du plasma.

Six-cents microlitres de plasma ont été prélevés et conditionnés dans des

cryotubes a -20°C afin de servir plus tard au dosage des cytokines.
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Le contenu restant du tube EDTA était stocké a 4°C pour 1’extraction
d’ADN.

2-2-1.5. Extraction d’ADN par méthode phénol chloroforme
De I’ADN a été extrait a partir de 500 a 750 microlitres de sang des sujets
des deux groupes par la méthode phénol-chloroforme encore appelée méthode

organique.

Développée en 1987 par Piotr Chomczynski et Nicoletta Sacchi, cette
méthode est basee sur la différence de solubilité des acides nucléiques dans une

émulsion a deux phases (une phase protéique et une phase aqueuse) [87].

Les différentes €tapes suivies pour la réalisation de I’extraction d’ADN sont

notifiées en annexe 9.

2-2-7.6. Recherche des alleles du gene rs3077
Elle a été réalisée en amplifiant la séquence d’intérét par réaction de
polymérisation en chaine (PCR). La discrimination allélique a été faite par

réaction 5’ nucléase.
- Principe

Le principe de la PCR est de reproduire in vitro la réplication de I’ADN a
I’aide d’un thermocycleur. On réalise un mélange réactionnel avec I’ADN a tester,
une polymérase synthétique, des nucléotides et des courtes séquences d’amorces
sens et anti-sens spécifiques a la région génétique d’intérét. Le thermocycleur
dénature I’ADN en le portant a forte température puis les amorces s hybrident a
leur séquence complémentaire sur I’ADN a tester. La polymérase incorpore
ensuite des nucléotides pour allonger I’amorce précédemment hybridée [88]. Ce
cycle est répété plusieurs fois afin d’accroitre de maniére exponentielle la

séquence cible dans le mélange réactionnel.
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Figure 13 : principe de I’amplification génétique par PCR [88]
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La discrimination allélique par réaction 5° exonucléase encore appelée
méthode Tagman® est une forme de PCR qui en plus des amorces précédemment
évoquees fait recours a des sondes s’hybridant spécifiquement a chaque alléle.
Ces sondes sont de courtes séquences nucléotidiques possédant a leur extrémité
5” un fluorophore et a celle 3” un inhibiteur. Durant 1’étape d’élongation, le
fluorophore se dissocie de la sonde suite a I’activité 5°-3” exonucléasique de la
polymérase, permettant deés lors 1’émission de fluorescence [85,86]. Cette

fluorescence est détectée par le thermocycleur s’il dispose de capteurs adéquats.

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé des amorces sens et anti-
sens ainsi que deux sondes de fluorescence spécifiques a chacun des alleles T et
C avec respectivement comme fluorophore 1’hexachloro-fluorescéine (HEX) et
I’amidite de fluorescéine (FAM). Les références de chacun des réactifs utilisés
sont disponibles en annexe. Chaque sonde etant specifique a un alléle, on a déduit

gréce au nombre et au type de signal, le génotype de I’individu.

Figure 14 : courbes d’amplification
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La courbe A est celle d’un sujet homozygote T (seul le signal HEX est
présent). La courbe B est celle d’un hétérozygote (les deux signaux, HEX et FAM
sont présents). La courbe C est celle d’un sujet homozygote C (le signal FAM est

le seul émis).

- Préparation du mélange de génotypage pour rs3077

Les différents réactifs nous sont parvenus lyophilisés. Ils ont été remis en
solution avec un tampon T10EO,1 pour obtenir des concentrations stock de
100uM. Les concentrations finales dans le mélange étaient de 14 uM pour les
amorces et de 2 UM pour les sondes alléliques. Ainsi, pour réaliser 50 ul de
mélange de génotypage en partant de réactifs en concentration stock de 100 uM,

nous avons utilisé :
v 7 ul de chaque amorce.
v 2 ul de chaque sonde allélique
v’ 34 pl de tampon T10EO,1

- Réalisation du test

Les tests de génotypage ont éte realisés sur la plateforme de PCR en temps réel
Gentier 48E de la firme TIANLONG®. Ce thermocycleur permet de lancer
simultanément le test dans 48 puits et détecte a la fin de chaque cycle

d’amplification les fluorescences émises via des photodiodes.

Le mélange réactionnel pour chaque échantillon a analyser a été concocté dans
des tubes pour PCR. Les réactions ont été réalisées pour un volume total de 10ul

répartis comme suit :
v’ Mastermix Tagman® (Polymérase + nucléotides) : 5 pl
v" Mix de génotypage (amorces + sondes alléliques) : 0,5 pl

v' Eau sans nucléase : 2 pl
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v" ADN a tester (concentré entre 5 et 25 ng/ul) : 2,5 ul

Notons que dans un des tubes PCR, 2,5 ul d’eau sans nucléase ont été mis en
licu et place de I’ADN pour servir de controle négatif. Les tubes apprétés ont été

recouverts et posés dans les puits du thermocycleur.
Le programme d’amplification suivant a été utilisé :
v' 2 minutes a 50°C
v 10 minutes a 92°C

v" 45 cycles de 2 minutes (soit 30 secondes a 95 °C et 1 minute 30 secondes
a 60 °C).

Les courbes d’amplification ont été analysées en temps réel et en fin de

réaction.

2-2-7.7. Dosage de cytokines par la technique luminex® Xmap

- Principe du test

La technique Luminex® Xmap est un type de dosage immunologique qui
mesure avec précision plusieurs analytes dans un échantillon. C’est un immuno-
essai a base de billes capables de détecter simultanément jusqu’a 100 analytes
multiplexés. Les billes sont colorées en interne avec des rapports variables de
fluorophores rouges et infrarouges correspondants a des signatures spectrales ou
a des régions de billes spécifiques. Un anticorps spécifique de I’analyte d’intérét
est lié a une seule région de billes et incubé avec I’échantillon. Apres avoir retiré
le matériel non lié, les échantillons sont incubés avec un mélange d’anticorps de
détection biotinylé et de rapporteur streptavidine-phycoérythrine (PE). Un
instrument Luminex est utilisé pour exciter les billes via un laser et déterminer a
leur surface, les analytes associés correspondants. Un autre laser détermine
I’amplitude du signal dérivé du PE, qui est proportionnelle a la quantité d’analytes

liés [91]. Pour connaitre la concentration exacte de I’analyte, 1’amplitude obtenue
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est comparée aux signaux de référence pour des concentrations connues de ce

méme analyte. Plusieurs mesures sont effectuées sur chaque région de bille pour

assurer une détection robuste.

ETAPE 1

Analyte
e0*®
.

FtAwmOf®»

Capturer I'anticorps

s

Perie Luminex

S

L'échantillon est ajouté a un mélange
de billes codées par couleur, pré-
enduites d'anticorps de capture spécifiques

a l'analyte. Les anticorps se lient aux analytes d'intérét.

ETAPE 2
Détection ? ‘
Anticorps  glla E’
) c
-y E
T Streptavidine-P
:’ ¢ Biotine
" Anticorps de détection
Vi

Streptavidine-PE

W — Analyte cible
o Capturer 'anticorps

Perle Luminex

gﬁsg.

Des anticorps de détection biotinylés spécifiques des analytes d'intérét sont
ajoutés et forment un sandwich anticorps-antigéne. De la streptavidine
conjuguée a la phycoérythrine (PE) est ajoutée. |l se lie aux anticorps de
détection biotinylés.

ETAPE 3

Billes de polystyréne :

Ta-mone»

M —— Streptavidine-PE
——— Biotine
]

#%~  Anticorps de détection

9

\ \I :,‘ Analyte cible
° \

P
o

s

Les billes de polystyréne sont lues sur un instrument de détection
a double flux laser, tel que I'analyseur Luminex 100™, Luminex 200™
ou Bio-Rad® Bio-Plex® . Un laser classe la bille et détermine I'analyte
qui est détecté. Le deuxiéme laser détermine |'amplitude du signal
dérivé du PE, qui est directement proportionnel a la quantité d'analyte

lie.

Figure 15 : principe de la technique de dosage Luminex®Xmap [91]
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Dans le cadre de notre étude, les tests ont éte réalisés avec le “‘kit Cytokine
Storm 21-Plex Human ProcartaPlex™ Panel’” de la firme Invitrogen™
(références en annexe). Ce kit permet 1’analyse de 21 cytokines : G-CSF, GM-
CSF,IFN a, IFN y, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 (CXCLS8), IL-10, IL-12p70,
IL 13, IL-17A, IL-18, IP-10, MCP-1, MIP-1 a, MIP-1 B, TNF a, TNF B. Il
contient deux flacons de mélange standard humain A (lyophilisé) ; deux flacons
de mélange standard humain B (lyophilisé) ; deux flacons de mélange standard
humain E (lyophilisé) ; un flacon de mélange de billes de capture; un flacon de
mélange d’anticorps de détection biotinylés ; un flacon de tampon de lecture ; un
flacon de tampon de lavage ; un flacon de streptavidine-PE ; un flacon de tampon
de dosage universel ; une barrette de 8 tubes ; du film adhésif et une plagque a 96

puits a fond plat.
Ce dosage a été reéalisé sur 28 sujets du groupe cas.
- Préparation des echantillons et des réactifs

Les échantillons de plasma précédemment récupérés apres centrifugation
du sang total et conservés a -20°C ont été dégivrés. Ils ont été a nouveau
centrifugés a 10000 tours par minute pendant 10 minutes afin d’éliminer
complétement les plaquettes qui auraient pu s’y retrouver malgré la premiére

centrifugation.

Ensuite, le tampon de lavage, le mélange standard et ses sept dilutions
servant d’étalons, ont été préparés conformément aux instructions du constructeur

du kit (confére annexe).
- Déroulement du dosage
Le dosage proprement dit s’est globalement déroulé comme suit :

v" Dans un premier temps, 50ul de solution de billes de capture ont été mis

dans chaque puit de la plaque.
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v" Les billes ont été lavées avec 150 ul de tampon de lavage par puit a 1’aide
d’un laveur de plaque magnétique. Le tampon de lavage a été éliminé de

la plaque apres 30 secondes.
v 25ul du tampon de dosage universel ont été ajoutés dans tous les puits.

v’ 25 pl de plasma ont été ajoutés pour les 28 puits réservés aux échantillons

a tester.

v" 14 puits ont été remplis avec 25 pl des 7 dilutions de la solution étalon (a
raison de 2 puits pour chaque dilution). Cette duplication des étalons a

permis d’avoir des mesures plus précises.

v’ 2 puits ont été remplis avec 25ul de tampon de lavage pour servir de

contrble negatif.

v' La plaque a été scellée et posée sur un agitateur a température ambiante

pendant 2 heures.
v" Trois lavages ont ensuite été réalisés.

v Le mélange de tampon d’anticorps a été ensuite mis dans tous les puits a

raison de 25pl.

v" La plaque a de nouveau été scellée, déposée sur I’agitateur a température

ambiante pendant 30 minutes suivies de trois lavages successifs.

v L’on a ajouté 50ul de streptavidine-PE et scellé la plaque pour la poser

sur 1’agitateur pendant 30 minutes puis réalisé 3 lavages supplémentaires.

v" Les billes ont été resuspendues au sein des puits avec 120ul de tampon de
lecture et la plaque, de nouveau scellée et posée sur 1’agitateur pendant 5

minutes.

Au terme de cette préparation, la plaque a été analysée a I’aide de 1’outil

Luminex MAGPIX™. Les données d’analyses ont été exportées de
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I’instrument en format « .cSv ». Les données exportées ont été analysées avec
’application « ProcartaPlex™ analyst » de la firme Thermofisher®. Ce logiciel
a permis de déterminer des courbes de concentration standard en fonction de
I’amplitude de signal émis par les solutions étalon. Les courbes ont été
réajustées en utilisant un algorithme 4PL. L’équation régissant ces courbes a
ensuite été utilisée par le logiciel pour calculer les concentrations des analytes

des échantillons testés en fonction des amplitudes de fluorescence émises.

Standard curve for MCP-1 (CCL2)

Concentration in pg/ml!

Figure 16 : courbe standard pour la cytokine MCP-1 (CCL2)

2-2-8. Analyse statistique des données

Le dépouillement des fiches de collecte a été manuel. Les donnees ont été
saisies dans un tableur Excel 2021 et les tests statistiques ont été réalisés a 1’aide
des logiciels R (version 4.2.2) et GraphPad Prism (Version 5). Les graphiques ont

été réalisés a I’aide du logiciel Excel 2021.

Les variables qualitatives ont été présentées sous forme de pourcentage et

celles quantitatives en termes de moyenne =+ 1’écart type et/ou de médiane.
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Afin de déterminer un lien entre le gene rs3077 et le portage chronique du
virus de 1’hépatite B, nous avons dans un premier temps regroupé les génotypes
de maniere a comparer les fréguences de chacun des alléles indépendamment de
leur mode de transmission. Dans un second temps, nous avons regroupé les
génotypes en considérant les modes de transmission possibles de chaque alléle

que sont :

- le modéle dominant
v CC+CTversus TT
v TT + CT versus CC
- le modéle récessif
v CCversusCT+TT
v TTversus CC + CT
- le modéle codominant
v' CC versus CT versus TT
v" TT versus CT versus CC

Ce deuxieme regroupement nous a permis de réaliser les analyses de maniere a
refléter un modé¢le biologique d’effet génique. Le lien entre les alleles C et T du
gene rs3077 et le portage chronique du VHB a été analysé suivant les différents
regroupements suscités en adoptant le paradigme de la statistique bayésienne pour
I’inférence et en déterminant les odds ratio (OR) cas-témoins. A postériori, nous
avons éechantillonné la loi de distribution de ces OR afin de déterminer les
intervalles de confiance. Nous avons alors décrit un allele comme étant
significativement lié au portage chronique du VHB selon un regroupement donne,
lorsque I’intervalle de confiance de son OR cas-témoin ne contenait pas la valeur
1. Le sens de cette association était donné par la position de I’OR calculé par
rapport & 1. Un OR inférieur & 1 signifiait que 1’alléle concerné est un facteur
protecteur. A contrario, une valeur d’OR supérieure a 1 signifie que le génotype

ou I’allele concerné est un facteur de risque.
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Le lien entre la production de cytokines et le génotype présenté a été évalué
en comparant les moyennes et les médianes. D’une part, nous avons déterminé
des moyennes empiriques pour chaque cytokine ainsi que leur intervalle de
confiance en fonction du génotype présenté via une procédure « Bootstrap » non
paramétrique. Cette procédure a consisté a plusieurs calculs de moyennes sur des
échantillons des valeurs observées tirés aléatoirement avec remise. En nous
servant de I’algorithme de Monte-Carlo pour réaliser les rééchantillonnages, nous
avons pu déterminer les intervalles de confiance des concentrations moyennes de
cytokines. Nous avons considéré qu’il existait une différence significative entre
les concentrations moyennes de cytokines d’un génotype a un autre si
I’intersection de leur intervalle de confiance était vide. Par ailleurs, nous avons
compar¢ les médianes de concentration des cytokines d’un génotype a 1’autre par
le test de Man Whitney. Nous concluions a une différence statistiguement

significative si la valeur p du test était inférieure a 0,05.

2-2-9. Considérations éthiques

La réalisation de cette étude a recu I’avis favorable n°151 du 03 aout 2022
du Comité d’Ethique de la Recherche de I’Institut des Sciences Biomédicales
Appliquees (CER-ISBA). Le recrutement des sujets du groupe cas dans la
Clinique Universitaire d’Hépato-Gastro-Entérologie du CNHU-HKM a été
réalisé avec I’autorisation de la Direction de 1’hdpital (N°1445/MS/CNHU-
HKM/DAF/CSMR du 31 aout 2022). Le recrutement des sujets du groupe témoin
a I’AD-ANTS Atlantique-Littoral a recu I’autorisation
N°1382/MS/ANTS/DG/DAF/DPAQH/SAQHHR/SA du 24 octobre 2022.

Chaque participant (cas comme témoin) s’est vu expliquer les tenants et
aboutissants du travail de recherche et une note d’information a été remise. La
participation a 1’étude a été strictement conditionnée a 1’obtention d’un

consentement ecrit du sujet.
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Pour la conservation de I’anonymat, chaque participant s’est vu attribuer
un numéro d’identification et aucune information nominale n’a été recueillie. Les

renseignements cliniques et paracliniques obtenus dans le cadre de ce travail

resteront strictement confidentiels.
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3-1- Caractéristiques sociodémographiques des sujets du groupe cas

3-1-1. Age

Le tableau V présente la répartition des patients suivant les classes d’age.

Tableau V : répartition des sujets du groupe cas selon I’Age (année)

Effectif Pourcentage (%)
[19-31] 12 25
131-43] 16 33,3
143-55] 14 29,2
155-67] 6 12,5
Total 48

Les sujets pris en compte dans notre étude étaient agés de 19 a 67 ans. La
distribution semblait égalitaire avec une médiane (41,5 ans) proche de la
moyenne (41,208 = 12,34 ans).

3-1-2. Sexe
Nous avons noté une predominance masculine a 75% avec un sex-ratio de 3.
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3-1-3. Ethnie

Pourcentage de sujet

La figure 17 présente la répartition des sujets du groupe cas selon I’ethnie.
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Figure 17 : répartition des sujets selon les ethnies (N=48)

es “’Fon et apparentés’’ étaient les plus représentés a 45,83% des cas.

3-1-4. Ville de résidence

La figure 18 présente la répartition des sujets du groupe cas selon la ville

de résidence.
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Figure 18 : répartition des sujets selon la ville de residence (N=48)
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Les sujets du groupe cas residaient principalement a Cotonou et Abomey-

Calavi.

3-2- Consommation d’alcool chez les porteurs chroniques du VHB
Chez 62,5 % des sujets etudiés, on notait une consommation de 10 a 310 g
d’alcool par mois avec une mediane a 30 g. La distribution semblait inégale, car

la moyenne (30,625+66,86 g/mois) était eloignée de la médiane (15g/1).

3-3- Autres potentiels hépatotoxiques
En dehors de la consommation d’alcool, la population étudiée ne présentait
que la prise de tisane comme autre potentiel hépatotoxique. Celle-ci était

retrouvee chez 66,67 % des sujets.

m Pas de consommation
m Consommation occasionnelle
= Consomation quotidienne

Figure 19 : consommation de tisane chez les sujets du groupe cas (N=48)

3-4- Autres pathologies chroniques

Les pathologies chroniques étaient retrouvées en faible proportion dans
notre échantillon (8,16% ; 4/48). On notait un antécédent de diabéte de type 2
chez 8,16% (4/48) de la population parmi laquelle un sujet avait en plus une

insuffisance rénale chronique.

3-5- Co-infections
Les sérologies HIV, VHC et VHD étaient respectivement disponibles chez
85,42% (41/48), 81,25% (39/48) et 14,58% (7/48) des patients. Lorsque les
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sérologies étaient disponibles, aucune co-infection avec le VIH, le VHC ou le
VHD n’a été détectée.

3-6- Etape de I’histoire naturelle
La figure 20 montre la répartition des sujets du groupe cas selon le stade de

I’histoire naturelle de I’infection au VHB.

® Indéterminé

u Infection chronique AgHBe-

44% = Hépatite Chronique AgHBe-
Infection chronique AgHBe -

® Infection chronique AgHBe +

Figure 20 : répartition des sujets du groupe cas selon I’étape de I’histoire

naturelle de I’infection (N=48)

Les données cliniques et paracliniques recueillies nous ont permis de
déterminer 1’étape de I’histoire naturelle chez 60,42% des patients. Ceux-Ci

¢taient majoritairement au stade d’infection chronique AgHBe- (43,75%).

3-7- Evaluation de la fibrose hépatique chez les porteurs chroniques du
VHB
La figure 21 montre la répartition des sujets du groupe cas selon le degré

de fibrose hépatique.
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m Cirrhose

25,00% = Fibrose non
significative
6,25% = Fibrose significative

Indéterminé

Figure 21 : niveau de fibrose hépatique chez les porteurs chroniques du
VHB (N=48)

Nous avons pu conclure sur 1’état du foie chez 75% de la population cas en
nous basant sur le fibroscan® et/ou sur le score APRI. La fibrose était non
significative (absente a minime) chez la majorité de la population étudiée
(60,42%).

3-8- Carcinome hépatocellulaire chez les porteurs chroniques du VHB
La prévalence du carcinome hepatocellulaire dans la population étudiée était
de 6,25% % (3/48). Les cas de CHC répertoriés étaient tous survenus sur foie

cirrhotique.

3-9- Production de cytokines

Chez 28 sujets du groupe cas, nous avons dosé 21 cytokines. Les
concentrations obtenues sont présentées par leurs parameétres de tendance centrale
(moyenne et médiane) et de dispersion (maximum, minimum, écart type) dans le
tableau V1.

Nous constatons que la médiane de concentration est de zéro pour 9
cytokines : G-CSF, GM-CSF, IFN a, IL-1 B, IL-2, IL-5, IL-6, IL-17A et TNF .
En particulier, I’IL-6 présente une moyenne de concentration proche de la

médiane 0,15 pg/ml avec un écart-type de 0,78.
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Tableau VI : paramétres de position et de dispersion des concentrations de cytokine (pg/ml) chez 28 cas

G-CSF GM-CSF IFNa IFNy IL-1PB IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-8 IL-10
Moyenne 2,6 7,1 0,4 69,1 1,2 1,5 330,7 1,6 0,2 8154 55
Médiane 0 0 0 47,4 0 0 258,4 0 0 469 0,8
Max 23,7 73,5 6,2 508,5 9,4 142 24674 36,9 41 38514 889
Min 0 0 0 4,1 0 0 0 0 0 0 0
Ecart-type 5,4 16,9 1,3 96,2 2,4 3,7 465 7 0,8 10144 18

IL-12p70  IL-13  IL-17A I1L-18 IP-10 MCP-1 MIP-1a MIP-1B TNF a TNF B

Moyenne 38,8 8,1 13,7 70,1 12922 224,7 105,7 239,4 8,6 0,4
Mediane 21,2 7,3 0 62,5 6885 1417 32,2 181,2 3,8 0
Maximum  175,1 33,7 120,3 136,5 10240,7 738,2 10142 1037,1 40,1 9,9
Minimum 0 0 0 23,7 2149 0 0,3 20,2 0 0
Ecart type 42 7,5 29,2 34,2 1858,5 2194 2042 237,5 9,7 1,9
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3-10- Génotype
La répartition totale des géenotypes rs3077 dans les deux populations
d’étude est représentée dans la figure 22.

mCC
uCT
BTT

Figure 22 : répartition globale (cas + témoins) des génotypes du géne rs3077
(N=97)

On note une prédominance du génotype CT (68,04%). En considérant les

deux populations, les fréquences alléliques totales étaient de 59,79% pour 1’alléle

C et 40,21% pour lallele T.

3-10-1. Groupe cas
La figure 23 présente la répartition des génotypes rs3077 au sein de la

population cas.

mCC
uCT
=TT

Figure 23 : répartition des sujets du groupe cas selon le génotype (N=48)
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La moitié des sujets étaient de génotype CC. Au sein de ce groupe, ’all¢le

C était majoritaire, avec une fréquence de 73,9%.

3-10-2. Groupe témoin

uCC
uCT
aTT

Figure 24 : répartition des sujets du groupe témoin selon le génotype
(N=49)

Au sein de ce groupe témoin constitué de sujets testés AgHBs négatif, le
genotype le plus représenté était celui CT avec une frequence de 88%. L’alléle T

était majoritaire avec une fréquence de 54,1%.
3-11- Analyse du lien entre portage chronique du VHB et le géne rs3077

3-11-1. Evaluation du lien entre le portage chronique du VHB et le
gene rs3077 indépendamment du mode de transmission des alléles
Le tableau VI présente les odds ratios (OR) et leur intervalle de confiance
pour un risque d’erreur de 95% (IC 95%) en tenant compte des effectifs de chaque

alléle dans les populations cas et témoin étudiées.
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Tableau VII : odds ratios cas témoins et intervalles de confiance déterminés

indépendamment du mode de transmission des alléles

Cas Témoins OR 1C 95%

AlleleC 71 45 3,3 [1,8;6,1]

AlleleT 25 53 03 [0,2;0,5]

On, remarque qu’indépendamment du mode de transmission, les alleles C

et T du gene sont respectivement facteur de risque et facteur protecteur.

3-11-2. Lien entre le portage chronique du VHB et le gene rs3077 selon
un modéle dominant
Le tableau V111 présente les odds ratios déterminés pour chaque alléle selon

un modele dominant.

Tableau VIII : odds ratios cas-témoin et intervalles de confiance pour

chaque allele selon un modéle dominant

Regroupement Cas Témoins OR IC 95%

CC+CT 47 44
Alléle C 66 [0,7:29,1]
TT 1 5

TT+CT 24 48
Allgle T 0,04 [0,005 ; 0,1]
cC 24 1

Selon un mode de transmission dominant, 1’alléle T est un facteur
protecteur. En d’autres termes, comparés aux homozygotes C, les sujets ayant au
moins un allele T (hétérozygotes et homozygotes T) bénéficient d’une certaine
protection contre le portage chronique du VHB. Dans ce méme modele, nous ne
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pouvons conclure sur le réle de ’allele C, car I’intervalle de confiance de 1’odd

ratio déterminé contient la valeur 1.

3-11-3. Lien entre le portage chronique du VHB et le géne rs3077 selon
un modele récessif
Le tableau IX présente les odds ratio déterminés pour chaque allele selon

un modele récessif.

Tableau IX : odds ratio cas-témoin et intervalles de confiance pour chaque

alléle selon un modele récessif

Regroupement Cas Temoins OR 1C 95%

CcC 24 1
Allele C 47,162 [6,754 ; 203,063]
CT+TT 24 48

TT 1 >
Allele T 0,38  [0,0034 ; 1,36]
CC+CT 47 44

On constate ainsi que dans un modele récessif, 1’alléle C est un facteur de
risque. C’est-a-dire que comparé aux sujets ayant un et aucun allele C
(hétérozygotes et homozygotes T), les personnes homozygotes C sont exposées a
un risque de chronicisation d’une infection au VHB. On ne peut conclure selon ce
mode sur le statut protecteur ou a risque de 1’alléle T du fait de la présence de la

valeur 1 dans I’intervalle de confiance de 1’odd ratio.

3-11-4. Lien entre le portage chronique du VHB et le gene rs3077 selon
un modele codominant
Le tableau X présente les odds ratios cas-témoin selon le mode de

transmission codominant en précisant les intervalles de confiance a 95%.
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Tableau X : odds ratios cas-témoins selon un mode codominant

Cas Témoins OR IC 95%
CCCTTT CCCTTT
Alléle C 49,8 [7,2 ; 213,6]
(CCvsCTvsTT)
24 23 1 1 43 5
Allele T 0,4 [0,03; 1,4]
(TTvsCT vs CC)

Notons que selon ce mode de transmission, on compare simultanément les
trois génotypes possibles (CC, CT et TT) entre les deux populations d’étude. On
remarque que selon ce mode, I’all¢le C est un facteur de risque de survenue d’un
portage chronique du VHB. On ne peut néanmoins pas affirmer que 1’alléle T est
un facteur protecteur, car I’intervalle de confiance de 1’odd ratio déterminé

contient la valeur 1.

3-11-5. Analyse du lien entre la production de cytokines et le génotype
présenté au sein du groupe cas
Au sein de I’échantillon de 28 sujets du groupe cas seuls les génotypes CC
(64,29%) et CT (35,71%) étaient représentés. Le tableau VIII presente les
moyennes avec leurs intervalles de confiance déterminés par procédure bootstrap
non paramétrique ainsi que les médianes de concentration des 21 cytokines en

fonction du génotype.

On constate que les intersections des intervalles de confiance des
concentrations moyennes de cytokine sont tous « Non-vides ». Cela suggére qu’il
n’y a pas de différence significative entre les moyennes de concentration de
cytokine d’un génotype a un autre. De méme, le test de Man-Whitney réalisé pour

comparer les médianes ne note aucune différence statistiquement significative.
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Tableau XI : moyenne et médiane de concentration (pg/ml) de cytokines en fonction du génotype (CC et CT)

Génotype CC
G-CSF  GM-CSF IFN o IFN y IL-18 IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-8 IL-10
Moyenne 2,7 8,9 0,3 54,8 1,2 1,3 243,2 2,5 0,2 687,01 3,2
Médiane 0 0 0 47,4 0 0 203,3 0 0 261,4 0,8
IL- IL-13 IL-17A IL-18 IP-10 MCP-1 MIP-1 o MIP-1 B TNF a TNF B
12p70
Moyenne 41,4 8,9 17,9 65,5 8419 185,8 123,8 238 8,4 0,6
IC 95% 22,9- 49,9-82,1 4,1-354 49,9-82,1 588,3- 41,3-249  139,1-362  139,1-362  4,9-12,3 0-1,7
63,2 1141,3
Médiane 21,2 7,3 0 59,3 572,2 55,7 36,3 177,4 5,9 0
Génotype CT
G-CSF  GM-CSF IFN o IFN vy IL-18 IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-8 IL-10
Moyenne 2,1 2,2 0,1 49,1 1,3 0,9 268,2 0 0 1160,9 0,8
Médiane 0 0 0 40,4 0 0 258,4 0 0 1058 0,8
IL- IL-13 IL-17A IL-18 IP-10 MCP-1 MIP-1 o MIP-1 B TNF a TNF B
12p70
Moyenne 30,5 5,98 6,1 75,4 1198,5 297,1 79,8 256,7 7,98 0

Médiane 21,2 5,2 0 62,5 995,8 281 32,3 185,0 3,8 0
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Discussion

4-1- Intérét de I’étude

Au Bénin, I’infection par le virus de I’hépatite B est un probléme majeur
de santé publigue. En effet elle est la principale cause de cirrhose et de carcinome
hépato-cellulaire [92, 93]. Si beaucoup d’efforts sont faits dans la prévention de
la maladie, la compréhension de sa physiopathologie souffre encore de quelques
zones d’ombre. Notamment, la participation des prédispositions génétiques a la
survenue d’un portage chronique du virus ainsi qu’aux complications qui en
découlent n’a encore jamais été explorée. Or, une telle connaissance est un
préalable important a de nouvelles approches thérapeutiques. En effet, si les
prédispositions génétiques s’averent étre des facteurs de risque importants, il
serait intéressant de les corréler a la réponse au traitement et d’évaluer ’utilité de

les introduire dans les recommandations en matiere de thérapeutique.

L’étude que nous avons réalisée est un premier pas dans 1’analyse des
facteurs génétiques prédisposant au portage chronique du VHB au Bénin et en

Afrique subsaharienne.

Ce travail a également été la source de nombreux acquis. En effet, a nous
méme, chercheur, cette ¢tude a permis I’apprentissage des techniques d’extraction
d’ADN, de design d’amorces et de sondes alléliques, de réalisation et
d’optimisation d’une réaction de polymeérisation en chaine et de dosage par
technique luminex® Xmap. Nous avons également pu acquérir des compétences
en analyse statistique de données, particulicrement dans 1’utilisation de la
procédure bootstrap non paramétrique et dans les applications de 1’algorithme de
Monte-Carlo. Pour le laboratoire de cytogénétique, notre étude a été 1’occasion
d’¢largir le champ d’application de la technique de génotypage par discrimination
alleliqgue Tagman a la détection de différences mononucléotidiques sur des genes

du systeme HLA.
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4-2- Limites de I’étude

La détermination d’une taille convenable d’échantillon pour les deux
groupes aurait nécessité de connaitre par des études préalables les chiffres exacts
de fréquences des alléles du gene rs3077 chez les sujets porteurs chroniques du

virus de I’hépatite B et en population genérale.

Dans le cadre de notre travail de recherche, nous avons pris un échantillon
représentatif des sujets porteurs du virus de I’hépatite B auquel nous avons opposé
un nombre équivalent de sujets témoins. Afin d’avoir une force de comparaison
plus importante, il aurait été plus intéressant de faire un appariement de deux a 5
témoins par cas. De plus, I’obtention d’un lien significatif entre le génotype
présenté et la production de cytokine aurait nécessité un dosage immunologique
étendu a un plus large échantillon de sujets. On pourrait aller plus loin en réalisant
une comparaison des concentrations de cytokines chez des sujets de méme
génotype mais opposes par le portage du virus de 1’hépatite B. Mais les couts

éleves du génotypage ainsi que du dosage des cytokines constituaient un frein.
4-3- Meéthodologie de travail

4-3-1. Choix du type d’étude

Le type d’étude réalisé était adapté a I’atteinte de nos objectifs. En effet, les
enquétes étiologiques dont font partie les études cas-témoins ont pour avantage
de permettre d’étudier les associations entre des facteurs donnés et la survenue

d’une maladie.

4-3-2.Biais de sélection et d’information

Le choix des sujets du groupe cas et du groupe témoin ne dependait pas du
facteur d’exposition qu’est le géne rs3077 du sujet. De plus la définition de cas a
été basée sur le test ELISA dans les deux groupes. Une taille plus grande aurait
néanmoins permis de s’assurer de la représentativité du groupe témoin par rapport

a la population générale.
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Les données cliniques et biologiques des sujets du groupe cas ont toutes été
recueillies a ’aide d’une méme fiche de collecte par nos soins. Les questions de
la fiche d’enquéte étaient au maximum fermées afin de limiter les biais
d’informations liés au sujet enquété. La classification des sujets selon le stade de
I’histoire naturelle du portage chronique était basée sur les critéres du guide de
I’EASL (European Association for the Study of Liver) 2017 et tous les sujets dont
les informations étaient insuffisantes ont systématiquement été classés
« Indéterminé ». L’évaluation de la fibrose était basée sur le fibroscan et/le score
APRI. Le génotype des sujets des deux groupes a eté déterminé par PCR avec
discrimination allélique par méthode Tagman. Cette technique de biologie
moléculaire est la plus efficiente dans la détection des variations
mononucléotidiques. Le dosage des cytokines a été réalisé de maniére précise
avec la technologie Luminex® Xmap qui posséde une sensibilité similaire au test
ELISA. L’utilisation de techniques spécifiques et sensibles de génotypage ainsi

que de dosage de cytokine nous a permis de limiter les biais de mesure.

4-3-3. Validité de la méthode d’analyse des données

Nous avons choisi d’analyser le lien entre le portage chronique du VHB et
le génotype en calculant les odds ratios plutot qu’en réalisant un test chi 2 ou un
test exact de Fischer. En effet, I’odd ratio était plus adéquat, car il nous informait
sur la force, le sens et le degré de signification d’une éventuelle association. Par
contre, un test chi 2 ne nous informerait que sur le degré de significativité de

I’association.

Les cytokines ayant été dosées sur un échantillon relativement faible, la
comparaison directe des moyennes arithmétiques par des tests statistiques ne nous
aurait pas donné des informations fiables. De plus, les effectifs des différents
genotypes étaient fortement inégaux et la concentration des diverses cytokines
dans ces groupes ne semblait pas suivre une loi normale. L’usage des tests

paramétriques (ANOVA, test de Student) courants n’était donc pas justifié, car
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ceux-ci réalisent une supposition sur la loi de distribution (loi normale, loi de
poisson, etc..) de la variable étudiée. Les tests non paramétriques étaient donc plus
adéquats pour la comparaison des groupes de génotypes selon le parameétre
« concentration de cytokines ». Ainsi, la procédure bootstrap non paramétrique
et le test de Man Whitney étaient respectivement préférables pour la comparaison

des moyennes et des médianes.

4-4- Atteinte des objectifs
Le type d’étude, les techniques d’échantillonnage, de réalisation des tests
biologiques et d’analyse des données nous ont permis d’atteindre les objectifs

préalablement fixes.

Nous avons évalué les facteurs de risque présentés par les sujets porteurs
chroniques du VHB qu’étaient 1’age, le sexe, les co-infections et les maladies
chroniques. Additionnellement, nous avons décrit les habitudes de consommation
d’hépatotoxiques (alcool et tisanes essenticllement) qui, associés au terrain de
portage chronique du VHB exposent a un risque accru de survenue de

complications.

Nous avons pu déterminer les répartitions alléliques et génotypiques du
gene rs3077 chez les porteurs chroniques du VHB et chez les sujets non infectés.
En comparant ces répartitions entre les deux groupes, nous avons pu établir

I’association entre le portage chronique du VHB et le gene rs3077 a Cotonou.

S’agissant de la production de cytokines, outre la comparaison des taux de
production de cytokines d’un génotype a I’autre dans le groupe des sujets porteurs
chroniques du VHB nous avons également pu constater des tendances globales de

non-production de certains types particuliers de cytokines.
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4-5- Caractéristiques sociodémographiques des porteurs chroniques du
VHB

4-5-1. Age des porteurs chroniques du VHB

Sur notre effectif de 48 porteurs chroniques du VHB, I’age moyen était de
41,208+12,34 ans. Les sujets agés de 31 a 43 ans étaient majoritaires, représentant
33,33% de la population. On a constaté que 97,92% de notre population d’étude
était agée de plus de 20 ans (Age maximal des sujets nés apres introduction au
PEV du vaccin contre 1’hépatite B au moment de notre étude). Les constats
concernant 1’age des porteurs chroniques du VHB dans notre étude semblent se
superposer aux données de séroprévalence relevées par Kpossou et al. [11] en
2019. Dans cette étude importante ayant démontré la régression de la
séroprevalence du VHB au Bénin, les chercheurs ont constaté que sur 545 sujets
testés positifs a I’AgHBs lors d’une campagne de dépistage de masse, 527 soit
96,69% eétaient nés avant 1’introduction du vaccin. L’a4ge moyen des séropositifs
au VHB était de 35,5+12,3 et la classe la plus représentée était celle des 28 a 41
ans avec 43,12%. Ainsi la séroprévalence globale au VHB tout comme le portage
chronique du VHB semblent étre plus importants chez les sujets nés avant
I’introduction du vaccin contre 1’hépatite B au PEV. L’effort national de
vaccination contre le VHB est un facteur important pour la lutte contre I’infection.
L’introduction de la vaccination systématique a la naissance en 2020 contre le
VHB pourrait a I’avenir contribuer au recul de I’infection. Il faudrait néanmoins

en évaluer I’effet.

4-5-2. Sexe des porteurs chroniques du VHB

Nous avons retrouvé dans notre étude une forte prédominance masculine
avec un sex-ratio de 3. La méme prédominance masculine était retrouvée par
Kpossou et al.[11] en 2019 mais avec un sex-ratio de 2,01. Cette différence
pourrait s’expliquer par le fait que cette étude prenait en compte une plus grande

population. Par ailleurs, dans 1’étude de Kpossou et al. [11] tous les sujets
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séropositifs a I’AgHBs sans distinction sur le caractére aiglie ou chronique de

I’infection avaient été inclus.

4-5-3. Ethnie et ville de résidence des porteurs chroniques du VHB

Les Fons (45,83%), les Yorubas (27,08) et apparentés étaient les plus
représentés. La majorité des sujets habitaient Cotonou (41,67%) ou Abomey-
Calavi (31,25%). Cela se justifie par le fait que les porteurs chroniques du VHB
ont été recrutés au CNHU-HKM.

4-6- Consommation d’alcool et de tisanes chez les porteurs chroniques du

VHB

La consommation d’alcool, retrouvée chez 62,5 % des patients, était en
moyenne de 30,625+66,86 g/mois. Ceux-ci étaient essentiellement des patients en
début de suivi. La majorité des patients suivis depuis plus d’un mois déclaraient
ne pas consommer d’alcool. Ces résultats démontrent I’impact du counseling sur
les mesures hygiéno-diététiques dans la prise en charge du portage chronique du
VHB. Cela étant, il faut tenir compte du fait que les patients pourraient donner

des réponses socialement valorisantes.

S’agissant de la consommation de tisane, elle était retrouvée chez 64,59%
des porteurs chroniques. Et 10,42% en consommaient de maniére quotidienne. En
I’absence de recul sur I’innocuité de ces tisanes, 1’abstention de toute ingestion
serait préférable. Les affections pour lesquelles la phytothérapie était prise

n’étaient pas toujours énoncées.

4-7- Co-infections et autres maladies chroniques

Aucune co-infection avec le VIH, le VHD ou le VHC n’a été détectée.
L’absence de toute co-infection dans notre étude est attribuable a la faible taille
d’échantillon investiguée mais aussi au fait que les données de sérologie n’étaient
pas disponibles chez tous les patients, ceux-ci étant en début de suivi. Certaines

co-infections auraient donc pu passer inapercues. En 2015, Dovonou et al. [94]
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ont retrouvé 16,9 % d’infection au VHB chez les personnes infectées au VIH a
Parakou. Des co-infections avec le VHD avaient été reportées par Sawadogo et
al. [94] au Burkina Faso (3,38%) en 2016 et Kpossou et al. [95] au Bénin (3,8%)
en 2019.

En ce qui concerne les autres maladies chroniques, 1’observation de 6,38%
de sujets diabétiques au sein des porteurs chroniques du VHB semblait étre
supérieure aux 3,85% reportés chez les séropositifs a 1’AgHBs par Kpossou et al.
en 2019 [11]. La différence entre ces deux observations provient probablement

de la taille de I’échantillon enquéte.

4-8- Evaluation de la fibrose hépatique chez les porteurs chroniques du

VHB

La majorité (60,42%) des sujets inclus présentaient un niveau non
significatif de fibrose. On retrouvait une fibrose significative (modeérée ou sévere)
chez 6,25 %. Camara et al. [97] en COte d’Ivoire retrouvaient au cours de I’année
2016, une fréquence moindre de fibrose non significative (32,8%) et une
proportion plus élevée de sujets ayant une fibrose modérée ou sévéere (28,3%).
Cette différence dans les observations s’explique par I’insuffisance de données
cliniques et paracliniques pour une classification complete de tous les sujets de
notre travail, la diversité des scores diagnostiques utilisés et le type d’étude
réalisé. En effet, Camara et al. [97] avaient réalisé une étude prospective sur une
durée d’un an ou la stadification de la fibrose hépatique était basée sur

I>¢lastographie impulsionnelle et/ou le fibrotest®.

4-9- Carcinome hépatocellulaire chez les porteurs chroniques du VHB

La frequence du CHC dans notre étude était de 8,33% (4 patients). Il
survenait majoritairement sur foie cirrhotique (3/4 soit 75%). En 2016, Kpossou
et al. [92] ont noté que 54,3 % des cas de carcinome hépatocellulaire suivis dans
la Cliniqgue Universitaire d’Hépato-gastro-entérologie du CNHU-HKM

survenaient sur foie cirrhotique. Cette observation était étendue a tous les cas de
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CHC, survenant ou non sur un terrain d’hépatite virale B. Cela explique la plus
faible proportion de CHC sur foie cirrhotique comparée a notre étude qui n’a porté

que sur les porteurs chroniques du VHB.

4-10- Gene rs3077 et portage chronique du VHB

Notre étude réalisée sur population mélanoderme a conclu que le géne
rs3077 présente un lien avec le portage chronique du VHB. La comparaison
directe des fréquences alléliqgue montre que les alleles C et T sont respectivement
facteur de risque et facteur protecteur. En tenant compte des modes possibles de
transmission, 1’allele T est un facteur protecteur selon le modele dominant.
L’allele C est quant a lui un facteur de risque selon les modéles récessif et

codominant.

4-10-1. Comparaison avec des populations américaines

Thomas et al. [98] en 2012, dans une subcohorte afro-américaine cas-
témoins, ont examiné le lien entre le géne rs3077 et la séroclairance du VHB
(Groupe témoins constitué uniquement de sujets ayant eu une clairance spontanee
au VHB). Les chercheurs ont jugé ce lien faible malgré une valeur p de 0,02 et
n’ont donc pas investigué le sens de cette association, se concentrant plutét sur le
gene rs9277534 de la région HLA DPB1 qui montrait la plus forte association
(valeur p 0,0001).

Toutefois, notre observation selon laquelle D’allele T est un facteur
protecteur indépendamment du modéle de transmission concorde avec les travaux
de Trinks et al. [99] en 2017 chez des sujets caucasiens originaires du centre de
I’ Argentine, pays d’Amérique du sud (OR 0,63 ; 1C95% 0,45-0,87).

4-10-2. Comparaison avec des populations asiatiques
Nos observations concernant 1’allele T ont ét¢ également rapportées dans
de nombreuses études en Asie. En 2009, Kamatani et al. [100] dans une étude

d’association génomique a grande échelle incluant des sujets originaires du Japon
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et de la Thailande ont prouvé que 1’alléle T, minoritaire en population asiatique,
est un facteur protecteur contre le portage chronique du VHB (OR 0,56 ; 1C95%
0.51-0,61) indépendamment du mode de transmission. Ces derniers n’ont
cependant pas testé les divers modéles de transmission. En 2011, An et al. [8] ont
observé au sein d’une population chinoise, que 1’allele T est facteur protecteur
selon les modeles dominant (OR 0,62 ; 1C95% 0,47-0,83) et codominant (OR
0,68 ; 1C95% 0,55-0,84). En 2012, Nishida et al. [101] ont quant a eux rapporté
le role protecteur de 1’allele T en population japonaise et coréenne,

independamment du mode de transmission (OR 0,46 ; 1C95% 0,39-0,54).

En Chine, certains auteurs ont aussi analysé le r6le du gene rs3077 dans le
portage chronique du VHB. Le tableau XII en montre un apercu. De maniere
générale, ces travaux s’accordent sur le role protecteur de 1’allele T. Les
intervalles de confiance obtenus par ces auteurs sont plus restreints, car ceux-ci

ont investigué une plus grande taille d’échantillon.
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Tableau XII : comparaison des odds ratio obtenu dans notre étude avec
ceux d’études réalisees en Chine
Etude actuelle  Wong et al. 2013 Song et al.
[102] 2021 [103]
Comparaison C 3,3(1,8-6,1) ** 1,7 (1,4-2,02)
directedes T 0,3 (0,2-0,5) 0,7 (0,5-0,9) 0, 6 (0,5-0,8)
frequences
alléliques
Modele C 6,7(0,7-29,1) *k *k
dominant T 0,04 (0,005-0,1) 0,6 (0,5-0,9) fole
Modele C 47,2(6,8-203,1) *k *k
récessif T 0,38(0,03-1,4) *k *k
Modele C 49,8(7,2-213,6) *k *k
codominant T  0,4(0,03-1,4) 0,7 (0,5-0,9) **

**: Non renseigné dans I’article de référence

En gras : association significative

4-10-3.

Comparaison avec des populations européennes

Nos conclusions sur I’all¢le C correspondent a celles de Koukoulioti et al.

[9] et de Vermehren et al. [6] en Europe de I’Ouest. Ces derniers ont obtenu des

intervalles de confiance plus restreints du fait de la grande taille de 1I’échantillon

investigué.6
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Tableau X111 : comparaison des odds ratio obtenu dans notre étude a ceux
des travaux sur population caucasienne d’Europe de I’Ouest

Etude actuelle  Koukoulioti etal. Vermehren et al.
2019 [9] 2012 [6]

Comparaison C 3,3(1,8-6,1) 1,4 (1,1-1,9)
directedes T 0,3 (0,2-0,5) *k *k
fréequences
alléliques
Modele C 6,7(0,7-29,1) 1,5(1,1-2) 1.2 (0.8-1.8)
dominant T 0,04 (0,005-0,1) ** Hk
Modele C 47,2(6,8-203,1) 1,6 (0,7-3,6) 5,1 (1,9-13,7)
récessif T 0,38(0,03-1,4) *k *k
Modele C 49,8(7,2-213,6) ok *k
codominant T 0,4 (0,03-1,4) Hk

**: Non renseigné dans I’article de référence
En gras : association significative

Les études ouest-européennes sus citées corroborent nos conclusions.
Toutefois, en Europe de I’est , Akgollt et al [104] en 2017 dans leur étude cas-
témoin réalisée en Turquie ne rapportaient aucun lien entre le géne rs3077 et le
portage chronique du VHB. Et ceci malgré le fait que les fréquences alléliques
observées dans les deux groupes soient proches de celles reportées par les travaux
ouest-européens.  Ce constat est attribuable a la forte variabilité des géenes du

CMH de classe II d’un groupe ethnique a un autre.

4-11- Production de cytokines chez les porteurs chroniques du VHB
Indéependamment du génotype et quelle que soit ’activité hépatique et
virale, 9 cytokines (G-CSF, GM-CSF, IFN a, IL-1 B, IL-2, IL-5, IL-6, IL-17A et
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TNF B) présentaient une médiane de concentration de 0 pg/ml. Certaines de ces
cytokines comme le G-CSF et le GM-CSF sont des facteurs de stimulation des
lignées blanches normalement produits par les cellules NK lors de I’infection par
le virus de I’hépatite B. D’autres, telle que I'IFN o, IL-6,I1L-2 et L’IL1 ont fait les
preuves de leur activité antivirale [70]. L’IFN o dans sa forme pégylée est parfois
indiguée dans le traitement de I’hépatite B [12]. Cette tendance centrale a la non-
production des cytokines suscitées pourrait étre due a 1’échec de la réponse
immunitaire a contrdler I’infection. La faible taille de I’échantillon limite notre
interprétation, mais les résultats pourraient &tre un apport a la compréhension de

la physiopathologie du portage chronique du VHB.

Nous n’avons noté aucune différence statistiquement significative entre les
moyennes de concentration de cytokines d’un génotype a I’autre. Trouver un lien
statistiguement significatif entre la production de cytokine et le génotype au sein
d’une population de sujets porteurs chroniques du VHB nécessiterait une plus
grande taille d’échantillon. Néanmoins, des tendances sont particuliérement
intéressantes a noter. C’est le cas de la cytokine MCP-1 dont la concentration au
sein de I’échantillon étudié est en termes de moyenne et de médiane 1,59 fois et
4,97 fois plus élevée chez les individus de génotype CT que chez ceux de
génotype CC. Des constats similaires sont faits pour 1’IL-8 ou les rapports
(CT/CC) des moyennes et des médianes sont respectivement de 1,52 et 3,59. I
en est de méme pour la cytokine IP-10 (CXCL-10) avec un rapport (CT/CC) de

2,49 pour la moyenne et 2,33 pour la médiane
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L’infection par le virus de I’hépatite B est endémique au Bénin mais la
compréhension de sa physiopathologie souffre encore de certaines zones d’ombre.
Notre étude nous a permis d’évaluer le lien entre le portage chronique du VHB et
le gene rs3077 tout en décrivant brievement les autres facteurs de risque de

chronicisation présentés par les porteurs chroniques.

Nos travaux nous ont permis de constater que le portage chronique du VHB
est plus fréquent chez les hommes. Nous avons également noté un impact

important de I’introduction au PEV du vaccin contre ce virus.

Indépendamment du mode de transmission, les alleles C et T sont
respectivement facteur de risque et facteur protecteur vis-a-vis du portage
chronique du VHB. En tenant compte des modes de transmission possibles,
I’allele T est un facteur protecteur uniguement selon le modéle dominant. Tandis

que l’allele C est un facteur de risque selon les modeles récessif et codominant.

Toutefois, nous n’avons pas noté de différence statistiquement significative
entre les moyennes et les médianes de production de cytokine d’un génotype a

I’autre chez les porteurs chroniques.

Ce travail, réalisé pour la premiére fois dans notre pays peut étre considéeré
comme une étude pilote. Les resultats obtenus et les limites rencontrées inspirent

certaines perspectives. Les prochaines étapes pourraient consister a :

- consolider nos résultats en réalisant une étude d’association génomique a
grande échelle (plus de participant, plusieurs sites de recrutement) tout en
incluant d’autres génes de susceptibilité répertoriés tels que rs2856718,
rs9277535, rs7453920, rs9275572 ;

- etudier plus précisément le rble des facteurs genétiques dans la
séroclairance au VHB. Cela pourrait se faire au moyen d’études cas-
témoins opposant des porteurs chroniques a des sujets ayant eu une

clairance spontanée au virus;
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- réaliser des ¢études prospectives dans le but d’observer les effets des
prédispositions génétiques sur 1’évolution de I’infection mais aussi sur la

réponse a la thérapie.

L’influence du géne rs3077 sur la production de cytokines chez les porteurs
chroniques du VHB mériterait d’étre étayée dans une étude sur un échantillon de
plus grande taille. Afin de réduire les colts de recherche, on pourrait dans un
premier temps se limiter au MCP- 1, a I’'IL-8 et a I’'IP10 car ces cytokines ont
montré des tendances particulieres. Par ailleurs, la piste de la non production de
certaines cytokines (G-CSF, GM-CSF, IFN a, IL-1 B, IL-2, IL-5, IL-6, IL-17A et
TNF B) chez les porteurs chroniques du VHB devrait étre investiguée. Pour se
faire, on pourrait comparer des porteurs chroniques a des sujets presentant une
clairance spontanée. Cela permettrait d’identifier des cytokines ayant un rdle
majeur dans I’infection. Une telle connaissance est une base pour la proposition
d’essais thérapeutiques a bases d’agonistes ou d’antagonistes de ces cytokines en

fonction de I’effet qui leur sera découvert.
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SUGGESTIONS

Afin d’améliorer les connaissances actuelles sur les prédispositions
génétiques au passage a la chronicité d’une infection par le VHB, nous

suggérons :

- ala communauté scientifique béninoise
v" de mener des études d’association génomique a grande échelle afin
de vérifier avec certitude I’influence des prédispositions génétiques
sur le portage chronique du VHB mais aussi sur la réponse au
traitement ;
- aux autorités politico-administratives

v d’octroyer des fonds plus importants a la recherche scientifique

Par ailleurs, afin de renforcer la surveillance épidémiologique de I’infection au

VHB, nous suggérons également :

- aux autorites politico-administratives de rendre gratuit le dépistage de la
maladie, non pas seulement pour les populations a risque mais pour tous.
Ceci est d’autant plus important que la séroprévalence au VHB est

supérieure a celle au VIH.

Enfin, notre rbéle en tant que soignant étant entre autres de prévenir les

maladies, nous préconisons :

- a la population béninoise un dépistage systématique annuel avec

vaccination en cas de seronégativité.
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Annexe 1 : Fiche de collecte des données cliniques et paracliniques

des sujets du groupe cas

Numéro d’identification : .................

Q | Item | Propositions Réponse | Observations
I- Renseignements généraux
Q1 | Age
Q2 | Sexe
Q3 | Ethnie
Q4 | Adresse
- Facteurs de risque de maladie hépatique
Q5 | Alcool 1. Qui
2. Non
Q6 | Evaluation de la consommation
d’alcool
Q7 | Autres hépatotoxiques 1. Tisanes
2. Autres (A préciser dans la case
observation)
3. Aucun
Q8 | Mode de contamination suspecté 1. Vertical
2. Horizontal
3. Sexuel
4. Sanguin
5. Non connu
Q9 | Autres facteurs de risque 1. Condition
d’immunodépression
2. Autres (A préciser dans la case
« observation »)
3. Aucun
I1lI-  Co-infections
Q10 | VIH 1. Présent
Q11 | VHC > Absent
Q12  VHD - AADSEN

3. Non disponible

IV-  Activité virale

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
polymorphisme du géne rs3077 a Cotonou
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Q13 | Antigéne Hbe (préciser le titre dans la 1. Présent
case observation) 2. Absent
Q14 | ADN du VHB (Présent le titre dans la 3. Non disponible
case observation
V- Bilan Hépatique (Préciser le titre dans la case « Observation)
Q15 | ASAT (préciser en «n fois la|1. Normal
normale » dans la case .
« observation ») 2. Elevé
Q16 | ALAT (préciser en «n fois la 3. Non disponible
normale » dans la case
« observation »)
Q17 | Gamma-Glutamyl transférase
Q18 | Phosphatases alcalines
Q19 | Bilirubine totale
Q20 | Bilirubine Conjuguée
Q21 | Bilirubine libre
Q22 | Albuminémie 1. Normal
2. Bas
3. Non disponible
VI-  Numération formule sanguine
Q23
VII-  Bilan de coagulation
Q24 | Taux de prothrombine 1. Normal
2. Abaissé
3. Non disponible
VIII-  Marqueur tumoral
Q25 | Alpha feeto-protéine 1. Elevé
2. Normal
IX-  Evaluation de I’atteinte hépatique au Fibroscan
Q26 | Niveau de fibrose Pas de fibrose

Fibrose peu significative

Fibrose modérée ou sévere

A W nhpoE

Cirrhose

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
polymorphisme du géne rs3077 a Cotonou
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X- Phase de I’infection par le VHB

Q27

A quelle phase d’infection par le
VHB se trouve le patient ?

arONE

Infection chronique AgHbe +
Hépatite chronique AgHbe +
Infection chronique AgHbe -
Hépatite chronique AgHbe -

Hépatite b occulte

X

Atteinte hépatique

Q28

Quelle atteinte hépatique présente le
patient ?

Fibrose (Peu significative,
sévere)

Cirrhose

Carcinome hépato-cellulaire

X

Génotype RS 3077

Q29

Quel est le génotype présenté par le
patient sur le locus chr6 :33065245

AA
AG
GG

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
polymorphisme du géne rs3077 a Cotonou



Annexes

Annexe 2 : Note d’information a I’attention des sujets du groupe cas

Note explicative a I'attention des participants

Théme de 'étude : « Facteurs de risque de chronicisation d’une infection par le virus de
I"hépatite B et effet du polymorphisme du géne HLA-DPA1 (Rs3077) au sud Bénin ».

Pourquoi avez-vous été€ sélectionné ?

Vous avez été sélectionné pour participer 4 cette étude parce-que vous étes porteur
chronique du virus de I"hépatite B.

En i iste cette étude ?

Ce travail vise globalement & identifier les facteurs de risques de passage a la chronicité
d'une infection par le virus de I"hépatite B présentés par le participant puis & déterminer si ce
dernier est porteur de la variation rs3077.

Qu'impligue ma participation i ce travail ?

Pour se faire, nous aurons besoin :

e De recueillir lors d'un entretien avec le participant les données relatives & son identité
(Nom, Prénoms, fge, sexe, ethnie, adresse) ainsi qu’'a certains facteurs de risque de
maladie hépatique (Prise d'alcool ou d’autre hépatotoxique et mode de contamination
si possible)

e D'accéder au dossier médical du participant afin d'y recueillir les résultats du bilan
récent (moins de 3 mois). Ceci nous permettra de statuer sur le stade évolutif de
I'infection par le virus de I"hépatite B ainsi que sur le degré d’atteinte hépatique.

e De prélever un échantillon sanguin qui sera analysé au laboratoire & la recherche de la
variation rs3077

1l v a-t-ild ues ou des i vén rticipation ?

Douleur lors du prélévement sanguin.

1 ait onn 1l u d’ ?

Au terme de cette étude les résultats feront I'objet d'une thése qui sera soutenue a la Faculté
des Sciences de la Santé de Cotonou. Ces résultats pourraient également faire I'objet de
publications scientifiques.

Néanmoins les informations sur 'identité des participants ne seront en aucun cas
divalguées.

Un numéro d’identification sera attribué a la fiche sur laquelle les données seront
recueillies. Le méme numéro figurera sur le tube apprété pour contenir I'échantillon sanguin.

NB : Pour plus d'informations, vous pouvez contacter le +22955928847 ou envoyer
un mail & 'adresse cer_isba@yahoo.fr

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Annexe 3 : Note d’information a I’attention des sujets du groupe témoin
Note d’information a I"attention des participants
(Témoins)

Théme de I'étude : « Facteurs de risque de chronicisation d'une infection par le virus de
I'hépatite B et effet du polymorphisme du géne HLA-DPA 1 (Rs3077) au sud Bénin ».
Pourquoi avez-vous €été sélectionné ?

Vous avez été sélectionné pour participer a cette étude parce-que vous n'étes pas porteur
du virus de I"hépatite B.

En quoi consiste cette étude ?

Ce travail vise globalement a identifier un lien entre la mutation génétique Rs 3077 et
le portage chronique du virus de I"hépatite B.

Pour cela nous avons recherché cette mutation génétique chez des sujets porteurs du
virus de I"hépatite B.

Nous voulons & présent comparer la fréquence de cette mutation a celle dans une
population de sujets non porteurs du virus de I"hépatite B. Population dont vous faites partie

Qu’implique ma participation & ce travail ?

Pour se faire. nous aurons besoin :

o De recueillir des informations relatives a votre identité (Age, sexe, ethnie, adresse)

e De prélever un échantillon sanguin qui sera analysé au laboratoire de biologie humaine
de I'Institut des sciences biomédicales appliquées du Bénin (ISBA) a la recherche de la
variation rs3077

Non, car le recueil de I'échantillon sanguin ne demandera pas un prélévement
supplémentaire & celui qui vous sera fait au cours de votre don de sang.

Quel usage sera fait des données recueillies et des résultats d’analyvse ?

Au terme de cette étude les résultats feront I'objet d"une thése qui sera soutenue a la Faculté
des Sciences de la Santé de Cotonou. Ces résultats pourraient également faire I'objet de
publications scientifiques.

Néanmoins les informations sur 'identité des participants ne seront en aucun cas
divulguées.

Un numéro d’identification sera attribué au tube apprété pour contenir I'échantillon
sanguin.

NB : Pour plus d’informations, vous pouvez contacter le +22955928847 ou envoyer
un mail a 'adresse cer_isba@ vahoo.fr

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Annexe 4 : Fiche de consentement

FICHE DE CONSENTEMENT

Facteurs de risque de chronicisation dune infection par le VHB et effet du
polymorphisme du HLA-DPA1 (rs3077) au sud Bénin

Directeur de thése: Professeur SEHONOU Jean, Professeur Titulaire d'Hépato-
gastoentérologie, Université d’Abomey-Calavi, Faculté des Sciences de Santé.

Engagement du (de la) participant(e)

JC SOUSSIBNE(E), «ovvvvvunsansnrararnmmmrsssssssssstnmnsssssststinsssaasens Sasatatssastasssnssnissnannnane
déclare avoir lu et compris le contenu du présent formulaire.

Je certifie avoir discuté avec le chercheur et compris I’objectif, la modalité de participation,

les avantages, les risques et les inconvénients de I'étude en question.

J"ai eu I'occasion de poser des questions concernant cette étude et le chercheur y a répondu &

ma satisfaction.

Aprés réflexion et un délai raisonnable, je consens librement & prendre part a cette étude. Je
sais que je peux me retirer en tout temps sans préjudice.

Signature du participant........c.ccoerecererriiimimminisiasia TG, oo aonnvamansonanenves
Engagement du chercheur :
Je soussigné .. ... ................. Certifie :

a) avoir expliqué au participant les termes du présent formulaire de consentement;

b) lui avoir clairement indiqué que sa participation est libre et volontaire et que je lul

remettrai une copie signée du présent formulaire.

Je m'engage a respecter la confidentialité et tout ce qui a été convenu dans le formulaire de

consentement.

Signature du chercheur. ..., DR i iisssiesisessies

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
polymorphisme du géne rs3077 a Cotonou



Annexes

Annexe 5 : Avis éthique favorable du CER-ISBA

REPUBLIQUEDUBENIN

MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
A

INSTITUT DES SCIENCES BIOMEDICALES APPLIQUEES

1. S. B. A.

Comité d'Ethique de la Recherche
CER-ISBA

DECISION ETHIQUE FAVORABLE

N°151 duv 03/08/2022

LE PRESIDENT
A

Monsieur LALEYE Maurel Xavier
Abodunrin et Collaborateurs

Monsieur,

Votre protocole de recherche intitulé « Facteurs de risque de chronicisation d'une infection
par le virus de I'hépatite B el effet du polymeorphisme du géne HLA-DPA1 (Rs3077) av sud
Bénin » o é1é évolué par le Comité d'Ethique de lo Recherche de I'ISBA composé des
membres suivants :

DRAMANE Karim - TOFFOUN QUENUM Marie Marc
LOKO Fréderic - DOSSOU-YOVO Bonaventure
KEDOTE Marius - SOSSOU AGBOHOLOU Frangoise
GBANKOTO 8. Adam - OUINSOU 5. Edmond

NAHUM Alain - AKOHA B. Theophile

de SOUZA Léchidia Pélogle

Sur la base de :
1. documents suivants soumis le 13 julllet 2022 :
7 protocole de recherche |
budget de recherche ;
chronogramme détallié ;
note d'information ;
formuloire de consentement ;
outils de collecte de données ;

WA W Y ¥ WV Y

CVs des charcheurs principoux ;

2. de vos réponses aux commentaires du comité sur votre dossier et de la nouvelle vemgg
du formulaire de soumission et le protocole soumis le 02 aout 2022 ;

01 B.P. TélL: 21 30 55 65 E-mail : isha@intnet.bj] COTONOU (République du Bénin)
Site Web ; www.isbabenin, com

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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le comité d'éthique de lo recherche de I'SBA a évalué les aspects scientifiques et éthiques
conformément cux normes nationales en vigueur,

Par conséquent, le CER-ISBA vous accorde sa décision favorable pour lo mise en ceuvre de la
recherche cu Bénin.

Cette décision est valoble pour une période d'un (01) on a compter de so date de signature.
Par ailleurs, le CER-ISBA vous demande de :

1) Linformer de toute nouvelle information / modification, qui surviendrait & une date
ultérieure @ cette approbation-ci et qui impliquerait des changements dans le choix des
sujets, dans lo maniére d'obtenir leur consentement, les risques encourus survenant dans
le codre du déroulement de cette recherche. Le CER-ISBA doit, en effet, dans ces cas,
réevalver et donner une nouvelle approbation avant I'entrée en vigueur desdites
modifications ;

2] Utiliser les documents qu'll o validé [protocole, note d'information et formulaires de
consenfement tamponnés par le CER-ISBA, eic.) ;

3) Conserver dans vos dossiers, les versions originales des formulaires de consentement
signés par les participants de recherche ou leurs tamoins ;

4) Lui odresser un rappornt annvel de lo recherche.

Tout en vous souhaitant pleins succés pour lo réalisation de votre recherche, le CER-ISBA vous
remercle pour lo confiance & lui accordée.

Cotonou, le 03 colt 2022

Le Président

2f2

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Annexe 6 : Autorisation de collecte de donnée au service d’hépato-gastro-
entérologie du CNHU-HKM

FESON Mrumicm ou mtum i B8 (A SRS ol U_mw
M CENTAS NATIDNAL HOSP(TALIER UNIVIRSITARE winenr s Maos T (+229) 21 40 06 56 CN

WWW C e hiemong

v ws b Cnvas sde

CELLULE DE LA STATISTIQUE MEDICALE ET DE o
LA RECHERCHE Cotonou,le 31 MU A4

L : NOTE DE SERVICE
N,".(;..v.’..-f.,;.!MSICNHU-HKM/DAFIC&JR

Objet : Autorisation de collecte

Références : - sorvereau N0SOMSICNHU-HKMICSMR an date du 22 Jultit 2022
- Demande de moesicur LALEYE M.X. Aboduryin &n date du 20 piliet 2022
- Demande du Direciour da Thise et Chaf CUHGE Prol SEHONCU Jean en dale du 18 juifes 2022.

Dans le cadre de sa thése de Dactorat d'Etat en Medecine, portant sur le théme
« Facteurs de risque de chronicisation de I'infection par le virus de I'hépatite B et effet du
polymorphisme du HLA-DPA1 (rs3077) au sud du Bénin », Monsieur LALEYE Maurel Xavier
Abodunrin, étudiant en septiéme année de Médecine Générale a la Faculté des Sciences de la
Santé de Cotonou, est autorisé a effectuer une collecte de données, & la Clinique Universitaire
d'Hépato-Gastroentérologie du Centre National Hospitalier Universitaire Hubert K. MAGA.

A cet effet, le Chef Clinique et ses Surveillants sont priés de tout metire en ceuvre pour
faciliter & l'intéressé, I'acces aux sources de données.

Ladite collecte se fera sous I'encadrement du chef Cellule de la Statistique Médicale et de
la Recherche

A la fin de I'étude, l'intéressé devra transmettre 3 la Direction Générale du CNHU-HKM,
les versions électroniques du rapport d'étude et de la base de données recueillies, par mail, a

I'adresse suivante . « csmr.cnhuhkm@gmail.com ».

La présente note de service est valable & compter du 05 Septembre au 11 Novembre
2022.

NB: Les dossiers médicaux et les registres doivent étre consultés sur place. La

confidentialité des données collectées est requise.

Ampliations !
- DAF, C/SRH, PICME, C/ICSRM
CICUMGE, SurveRants,
- Intéressé, Archives, Chrono

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Annexe 7 : Autorisation de réalisation d’étude a I’AD Atlantique-littoral de

9
PANTS

Adresse postale 01 BP 511 Cotonou ,jj;l;:’},;:.
&d Tolepnone 21 32 04 38 e
=i x_‘( MINISTERE DE LA SANTE Ermail : antabenindyanos i =) . |
! Y e W S CR TR l:l l:'
TPRY  REPUBLIQUE DU BENIN SHR WD - WREMCR AN N8 "
PaTL www.antsbenin, org \!\\ﬁ—s_;f:j:.-‘

SECRETARIAT GENERAL DU MINISTERE
AGENCE NATIONALE POUR LA TRANSFUSION SANGUINE (ANTS)
Wl
N*/ 55 L/IMS/ANTS/DG/DAF/DPAGH/ISAQHHR/SA Cotonou, le /4 ::’:T \.2

NOTE DE SERVICE

Objet : Autorisation de réalisation d'étude.
Références : Correspondance N°033/MS/CNHU-HKM/CU-HGE/CED du 19/07/2022.

Dans le cadre de sa thése d'Etat en médecine portant sur le théme « Facteurs de
risque de chronicisation de linfection par le virus de [I'hepatite B et effet du
polymorphisme du HLA-DPA1 (rs3077) au sud Bénin », Monsieur LALAYE Maurel
Xavier Aboudunrin, étudiant en 7°™ année de Médecine Générale a la Faculté
des Sciences de la Santé de Cotonou, est autorisé & effectuer des collectes de
données auprés des donneurs de sang au Service de Transfusion Sanguine du
Littoral sis au CNHU-HKM de Cotonou.

A cet effet. le Chef Service Transfusion Sanguine du Littoral et ses collaborateurs,
sont priés de faciliter a l'intéressé la réalisation de son étude sur les donneurs testés
AgHBs negatifs.

Lintéressé devra prendre des dispositions pour assurer la confidentialité des
informations personnelles des sujets recrutés et transmettre a la fin de I'étude, le
rapport de son étude a la Direction Générale de ANTS.

La présente note de service est valable du 21 octobre au 31 décembre 2022.

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Annexe 8 : Matériel utilisé

» Consommables

v

v

Fiche de collecte, note d’information, Fiche de consentement
Stylos
Marqueurs

Kit de prélevement (Gants, coton, alcool, garrot, aiguilles, corps

vacutainer, tube EDTA, sparadrap)

Cone de 0,1 - 10 ul avec filtre, stérile en rack
Cone 100-1000 pl avec filtre, stérile en rack
Cone 2-200 pl avec filtre, stérile en rack
Cone 1-100 pl avec filtre, stérile en rack
Tube eppendorf de 1,5 ml

Ethanol (Ethanol absolu, Ethanol & 70°C)
Chlorure de sodium

Chloroforme

Alcool Isoamilique

Urée

Tris HCL

SDS

Acide borique

Phénol cristallisé

Facteurs de risque de portage chronique du virus de I’hépatite B et effets du
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Eau distillée

> Equipement

v

v

Réfrigérateur

Micropipette réglable de 1 a10 microlitres
Micropipette réglable de 20 microlitres
Micropipette réglable de 50 microlitres
Micropipette réglable de 100 microlitres
Micropipette réglable de 1000 microlitres
Centrifugeuse

Mélangeur rotatif

Agitateur a vortex

Agitateur orbital pour microplaque
Laveur magnétique de plague

Bain-marie

Hotte a flux laminaire

Thermocycleur

Instrument luminex MAGPIX™
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Annexe 9 : Etapes de I’extraction d’ADN par méthode phénol-chloroforme
> Préparation des réactifs pour ’extraction
v Tampon de lavage : T10E1

Pour 1 litre de T10E1, mélanger 10 millilitres de Tris HCL a 1 molaire et 2

ml d’EDTA a 0.5 molaire. Puis diluer le tout avec 88 millilitres d’eau distillée.
v" Tampon T10EOQ,1
Réalisé par dilution au 10° du tampon T10E1
v Tampon d’homogénéisation

Pour préparer 200ml de tampon, dissoudre 96.096 g d’uré¢e, 3.506 g de
Chlorure de sodium et 4 g de dodécylsulfate de sodium dans 200 ml de tampon
T10E1.

v Mélange phénol-chloroforme isoamylique

Réaliser le mélange dans des proportions de 1 ml d’alcool isoamylique, 24

ml de chloroforme et 25 ml de phénol, ceci pour un volume total de 50 ml
> Extraction proprement dite

v" Conditionnement des échantillons : Prélever 500 a 750 microlitres de

sang total dans un tube Eppendorf de 1,5 ml .

v" Fragilisation des membranes cellulaires par choc thermique : Mettre les

tubes a -20°C pendant 5 minutes puis au bain-marie pendant 3 minutes.
v’ Lavage au T10E1
e Commencer le lavage en remplissant le tube avec du T10E1.

e Apres une bréve homogénéisation, centrifuger a 16000 tours par

minute pendant 10 minutes.
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e Décanter le surnageant.

e Répéter le lavage au T10E1l jusqu’a ce que le culot de

centrifugation soit clair.
v" Digestion

e Ajouter au culot de centrifugation 600 microlitres de tampon
d’homogénéisation et laisser au bain-marie a 37°C pendant au

moins une heure.

e Homogenéiser a la sortie du bain-marie en s’assurant que le culot

cellulaire a éte bien digeré.
v’ Séparation de phase

e Ajouter 400 microlites de Phénol-chloroforme isoamylique sous

une Hotte.
e Homogénéiser le tout pendant 25 minutes au mélangeur.

e Centrifuger a 9000 tours par minute pendant 10 minutes en

prenant soin de réduire la vitesse de décélération.

e Onobtient deux phases. Une aqueuse supérieure et une deuxiéme

protéique inférieure. L’ ADN se trouve dans la phase aqueuse.
v' Précipitation de ’ADN

e Prélever la phase aqueuse supérieure en veillant a ne pas prendre
I’interface et la mettre dans un tube nouvellement apprété et
étiqueté.

e Ajouter a cette phase aqueuse décantée, 3 fois son volume en

éthanol absolu refroidit.
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e ADN contenu dans la phase aqueuse précipite sous la forme d’un

filament blanchatre.
v" Purification de I’ADN

e Laisser le filament se déposer au fond du tube puis centrifuger a
16000 tours par minutes pendant 10 minutes afin qu’il s’accole a

la paroi du tube.

e Purifier deux fois le filament avec de 1’éthanol 70% et laisser

sécher.
v' Mise en solution de I’ADN et dilutions

e Remettre en solution I’ADN séché dans les tubes Eppendorf avec
200 microlitres du tampon T10EQ.1.

e Doser I’ADN a I’aide d’un spectrometre de masse.

e Une fois les concentrations notées, réaliser les dilutions avec du
T10EO,1 de maniere a obtenir des concentrations comprises entre

5 et 25 nanogrammes/millilitre.
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Annexe 10 : Réactifs pour réalisation de la PCR

» Amorces et sondes de fluorescence

Séquence (5°a 3’)

Amorce sens TCAGCTTTTCTTCTCACTTCATGTG
Amorce anti-sens AGCTTGAAGGGTCAGCAATTC
Sonde T (HEX) HEX-AAACTACTCCAGTGGCT-EDQ

Sonde C (FAM) FAM- AAACTACCCCAGTGGC-EDQ

» MasterMix Tagman 2x: Tagman™ Fast universal PCR master mix

(2x) No amperase UNG; lot 00730474 by Applied Biosystems
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Annexe 11 : Référence du kit de dosage de cytokines et étapes de

préparation des réactifs

ProcartaPlex Human Cytokine Storm Panel 21-plex

N° Catalogue EPX210-15850-901
Numéro de lot 338280-002

Numéro de lot du mix  319076-000, 315392-000, 317739-000

standard

Analytes G-CSF (CSF-3), GM-CSF, IFN a, IFN y, IL-1B, IL-
2, I1L-4, IL-5, IL-6, IL-8 (CXCLS), IL-10, IL12p70,
IL-13, IL-17A (CTLA-8), IL-18, IP-10 (CXCL10),
MCP-1(CCL2), MIP-1 a(CCL3), MIP-1 B(CCLA4),
TNF o, TNFB

> Préparation des reactifs
v Tampon de lavage

Amener le concentré de tampon de lavage (10X) a température ambiante et
vortexer pendant 15 secondes. Mélanger 20 ml de concentré de tampon de lavage
(10X) avec 180 ml d’eau deux fois diluée. Mélanger delicatement pour éviter la

MOousse.

v Préparation du mélange standard

e Centrifuger le flacon de mélange standard a 2000

tours/minute pendant 10 secondes.

e Ajouter 250 uL de diluant au flacon de réserve.
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e Vortexer le flacon a grande vitesse pendant 30 secondes et
centrifugez a 2000 tours/minute pendant 10 secondes pour

recueillir le contenu au fond du flacon.

e Incuber sur de la glace pendant 10 minutes pour assurer une

reconstitution compleéte.

v" Préparation des dilutions du mélange standard

e Etiqueter les tubes de la barrette de 8 tubes : Std1, Std2, Std3,
Std4, Std5, Std6 et Std7.

e Ajouter 200 uL du mélange standard reconstitué dans le tube St
di.

e Ajouter 150 uL de diluant dans les tubes Std2-Std7.
e Transférer 50 uL du tube Std1 dans le tube Std2.
e Meélanger en pipettant de haut en bas 10 fois.

e Transférer 50 pL des étalons mixtes du tube Std2 dans le tube

Std3 en utilisant une nouvelle pointe de pipette.
e Meélanger en pipettant de haut en bas 10 fois.

o Reépéter les étapes 4 a 7 pour les tubes Std4-Std, en changeant les

embouts de pipette entre les étapes de dilution.

e Ajouter 150 uL de diluant au dernier tube de la barrette de 8 tub

es pour servir de fond.
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RESUME

Introduction : La contribution des prédispositions génétiques en général et du géne rs3077 en particulier n’est pas encore explorée en
Afrique subsaharienne malgré que cette partie du monde soit & forte endémicité au VHB. Le variant rs3077 est-il lié au développement
d’un portage chronique du VHB ? Existe-t-il des différences de production de cytokines d’un génotype a I’autre du rs3077 chez les porteurs
chroniques du VHB ?

Obijectif : Etudier les facteurs de risque et les effets du polymorphisme du géne rs3077 dans le portage chronique du VHB & Cotonou

Méthode : 11 s’est agi sur une période de 5 mois d’une étude transversale cas-témoin avec une partie descriptive concernant les données
cliniques et biologiques des porteurs chroniques du VHB et une autre analytique ayant trait au génotypage rs3077 et au dosage des
cytokines. La population « cas » était constituée de 48 sujets mélanodermes, porteurs chroniques du VHB, suivis a la Clinique Universitaire
d’hépato-gastro-entérologie du CNHU-HKM. Cette population a été appariée selon 1’age et le sexe a 49 sujets « témoin » recrutés parmi
les donneurs de sang a I’AD Atlantique-littoral de ’ANTS (sis au CNHU-HKM) et ayant été testés deux fois négatifs a I’AgHBS au cours
de ’année 2022. Les sujets des deux groupes ont été génotypés par PCR avec discrimination allélique par réaction 5° exonucléase.
Additionnellement, 28 sujets du groupe cas ont bénéficié du dosage de 21 cytokines par technique luminex® Xmap.

Résultats : L’4ge des porteurs chroniques du VHB était de 41,208+12,34 ans et la classe d’age prédominante était celle allant de 31 a 43
ans avec 33,33% de D’effectif. On retrouvait un sex-ratio de 3 hommes infectés pour une femme avec comme potentiel hépatotoxique
consommg, I’alcool (62,5% ; Moyenne 30,625+66,86 g/mois) et les tisanes (66,67%). La principale maladie chronique retrouvée chez ces
porteurs du VHB était le diabéte de type 2 (8,16%). Aucune co-infection avec le VHC, le VHD ou le VIH n’a été détectée et la majorité
des sujets étaient au stade d’infection chronique AgHBe négatif (43,75%). Evaluée selon le score APRI et /ou le fibroscan, la fibrose
hépatique était non significative et au stade de cirrhose respectivement chez 60,42 et 8,33% de ces sujets. Indépendamment du mode de
transmission, les alléles C et T étaient respectivement facteur de risque (OR 3,345 ; 1C95% 1,827 - 6,124) et facteur protecteur (OR 0,3 ;
1C95% 0,16-0,55). En tenant compte des modes de transmission possibles, 1’all¢le T était un facteur protecteur uniquement selon le modéle
dominant (OR 0,046 ; 1C95% 0,005 - 0,136). Tandis que I’alléle C était un facteur de risque selon les modéles récessif (OR : 47,162 ;
IC95% 6,754 - 203,063) et codominant (OR 49,782 ; 1C95% 7,218 - 213,609). La comparaison des moyennes et des médianes de
concentration des cytokines d’un génotype a 1’autre ne reflétait aucune différence statistiquement significative.

Conclusion : Les alléles C et T du géne rs3077 sont respectivement facteur de risque et facteur protecteur vis-a-vis du portage chronique
du VHB. Il ne semble y avoir aucune différence dans la production de cytokines d’un génotype & un autre chez les porteurs chroniques du
VHB.

Mots clés : Geéne, rs3077, allele, VHB, portage chronique, Cotonou
ABSTRACT

Introduction: The involvement of genetic factors in general and of the rs3077 gene in particular has not yet been explored in sub-Saharan
Africa despite the fact that this part of the world is highly endemic for HBV. Is the rs3077 variant linked to the development of chronic
HBYV carriage? Are there differences in cytokine production between rs3077 genotypes in chronic HBV carriers?

Obijective: To study the risk factors and the effects of the rs3077 gene polymorphism in chronic HBV carriage in Cotonou

Method: This was a 5-month cross-sectional case-control study with a descriptive part concerning the clinical and biological data of
chronic HBV carriers and an analytical part concerning rs3077 genotyping and cytokine assays. The "case" population consisted of 48
melanoderma subjects, chronic HBV carriers, followed in the hepato-gastroenterology department of the CNHU-HKM. This population
was matched by age and sex to 49 "control" subjects recruited among blood donors at the Atlantic-Littoral section of the ANTS (located
at the CNHU-HKM) and having been tested negative for HBsAg twice during the year 2022. Subjects in both groups were genotyped by
PCR with allelic discrimination by 5' exonuclease reaction. In addition, 28 subjects in the case group were assayed for 21 cytokines using
luminex® Xmap technology.

Results: The age of the chronic HBV carriers was 41.208+12.34 years and the predominant age group was 31 to 43 years with 33.33% of
the population. There was a sex ratio of 3 infected men to one woman. Alcohol (62.5%; mean 30.625+66.86 g/month) and herbal teas
(66.67%) were the main hepatotoxic found. The main chronic disease found in these HBV carriers was type 2 diabetes (8.16%). No co-
infection with HCV, HDV or HIV was detected and the majority of the subjects were at the stage of HBeAg negative chronic infection
(43.75%). Evaluated by APRI score and/or fibroscan, liver fibrosis was non-significant and at the stage of cirrhosis in 60.42 and 8.33%
of these subjects respectively. Independently of the transmission’s mode, the C and T alleles were respectively a risk (OR 3.345; C195%
1.827 - 6.124) and a protective (OR 0.3; CI95% 0.16-0.55) factor. Taking into account possible transmission’s modes, T allele was a
protective factor only in the dominant model (OR 0.046; CI195% 0.005 - 0.136). Whereas C allele was a risk factor according to both
recessive (OR: 47.162; C195% 6.754 - 203.063) and codominant models (OR 49.782; C195% 7.218 - 213.609). Comparison of means and
medians of cytokine’s concentration between genotypes did not reflect any significant difference.

Conclusion: C and T alleles of the rs3077 gene are respectively risk and protective factors for chronic HBV carriage. There appears to be
no difference in cytokine production between genotypes in chronic HBV carriers.
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