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RESUME

Introduction : L infection occulte par le virus de I’hépatite B (IOB) caractérisée par ['antigéne HBs indétectable dans le sérum et une présence de I’ADN viral, constitue un grand
probléme de santé publique et un enjeu majeur des formes cliniques d’hépatite dans le monde. La persistance d’IOB conduit trés souvent au carcinome hépatocellulaire (CHC) et a
'immunodéficience. Le but de cette étude était d’estimer la prévalence d’IOB et caractériser les génotypes incriminés du virus. Méthodes : Les plasmas de 252 volontaires négatifs a
1’Ag HBs, ont été utilisés pour la mise en évidence de I’ADN viral par PCR classique. La PCR multiplex utilisant des amorces spécifiques de 6 génotypes (A a F) a été utilisée pour la
caractérisation. Résultats : Une prévalence de 11,9% (30/252) de I'IOB a été obtenue avec 7,5% chez les femmes et 4,4% pour les hommes. Les génotypes E (60,0%) et A3 (23,3%)
étaient présents et les génotypes B, C, D, et F étaient absents. Une infection mixe aux génotypes E/A3 (16,7%) a été observée. L anticorps anti-HBc était présent dans 80% des cas
10B. Conclusion : La prévalence de l'infection occulte au virus de I’hépatite B est relativement élevé au Burkina Faso. Dans notre étude, elle était de 11,9%. Pour minimiser les
infections liées au virus de I’hépatite B, il est nécessaire de renforcer le plateau technique pour la détection de ces infections occultes, notamment dans les centres de transfusion
sanguine.

Mots clés : 10B, PCR Multiplex, Génotypage, Burkina Faso

ABSTRACT

Background: Introduction: occult hepatitis B virus infection (OBI) defined by DNA viral presence and surface antigen (HBs Ag) undetectable in serum, is a great issue for the public
health and a challenge for the clinical entity worldwide. The persistence of OBI can lead to hepatocellular carcinoma (HCC) and immune deficiency. The aim of this study was to
provide an estimation of OBI and to characterize the virus genotypes involved. Methods: Surface antigen (HBs Ag) negative plasmas of 252 volunteers were used for DNA viral
detection by classic PCR. Multiplex PCR with specifics primers for 6 genotypes (A, B, C, D, E, and F) has been used for characterization. Results: The prevalence of OBl was 11.9%
(30/252 and the genotypes E (60.0%) and A3 (23.3%) has bees predominant while B, C, D and F were absent. Cases of coinfection by genotype E/A3 (16.7%) have been observed too.
Conclusion: The prevalence of occult hepatitis B virus infection is relatively high in Burkina Faso. In our study, it was 11.9%. To minimize infections linked to the hepatitis B virus, it
is necessary to strengthen the technical platform for the detection of these occult infections, particularly among blood donors.
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INTRODUCTION

Les L’infection par le virus de I’hépatite B (VHB) reste
un probléme majeur de santé publique dans le monde.
Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé, environ 2
milliards de personnes sont infectées par le virus de 1'hé-
patite B (VHB). Les porteurs d’une hépatite B chronique

sont estimés a environ 350 millions dont plus de 700 000
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décedent chaque année de cirrhose et/ou de carcinome
hépatocellulaire (CHC) [1]. Le Burkina Faso (BF) est un
pays a forte endémicité avec une prévalence de VHB va-
riant entre 8% et 14,5% dans la population générale [2].
Des prévalences de 14,3% ; 17% et 12,9% ont été rap-

portées respectivement chez les donneurs de sang de
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Nouna, de Ouagadougou et du centre national de trans-
fusion sanguine du Burkina Faso [3]. La transfusion san-
guine constitue un facteur de risque majeur de transmis-
sion du virus de I'hépatite B occulte (IOB) suite au dé-
pistage de sang des donneurs sans utilisation des tests
d’amplification nucléiques [4]. L’utilisation des tests
d’amplification d’acide nucléique pour dépister les don-
neurs de sang aux VHC, VIH, VHB, et IOB, peut préve-
nir la survenue d’infections dues a ces virus [5]. La mise
en ceuvre de ces tests d’amplification nucléique n’est pas
encore un acquis pour les pays en développement. La
prévalence de I’OB parmi les donneurs de sang varie
d’un pays a un autre [6]. Au Burkina Faso, cette préva-
lence était de ’ordre de 32,8% parmi les donneurs de
sang [7]. La détection de I’antigéne de surface (Ag HBs)
dans le sérum reste I’élément de base dans le dépistage
et diagnostic de I’infection chronique du VHB dans les
pays en développement [8]. La majorité des individus
positifs a ’Ag HBs sont aussi positifs pour I’ADN du
VHB dans le sérum. L’infection occulte du VHB (I0B)
est caractérisée par la présence de I’ADN viral chez les
individus & Ag HBs indétectable, avec la présence ou
non de I'anticorps anti-HBc [9]. Les portages chroniques
des virus de I’hépatite C (VHC) et de I’'immunodéfi-
cience humaine (VIH) sont associés a une forte préva-
lence de I’IOB [10]. La coinfection IOB/VHC, accélére
la progression de 1’hépatite vers la cirrhose et augmente
le risque d’évolution vers le carcinome hépatocellulaire
(CHC) [11]. Cette coinfection diminue également la ré-
ponse au traitement de I’hépatite par 1’interféron alpha.
Les mécanismes moléculaires a la base de la survenue
de I’OB, jouent un role direct dans le développement
du carcinome hépatocellulaire (CHC) [12]. Le génome
du VHB est génétiquement variable. Des études phylo-
génétiques ont permis de classer le VHB en 10 géno-
types (A-J) [13]. Ces génotypes et leurs variantes (sous
génotypes) ont une distribution géographique distincte
et ont été associés au développement de la cirrhose et du
cancer du foie (CHC). Cette variabilité génétique du
VHB joue un role important dans la survenue de ’lOB
[14]. Au Burkina Faso, nous disposons de peu de don-
nées sur la prévalence I’infection occulte du virus de
I’hépatite B dans la population générale. Le but de cette
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étude était d’estimer la prévalence de I’infection occulte
du VHB et de caractériser les génotypes du virus incri-
minés chez des volontaires dans la population de Oua-
gadougou.

MATERIEL ET METHODES

Type, période et cadre d’étude

1l s’agit d’une étude transversale et analytique a collecte
prospective réalisée entre juin 2020 et décembre 2021.
L’étude s’est déroulée dans laboratoire de biologie et de
génétique moléculaire de I’Université Ouaga [ Pr Joseph
Ki-Zerbo au Burkina Faso.

Echantillonnage

L’étude a concerné deux-cent-cinquante-deux (252) vo-
lontaires membres de I’association de lutte contre les hé-
patites au Burkina Faso, résidents a Ouagadougou, sans
distinction d’age, de professions ou de catégories so-
ciales ayant donné leur consentement libre et éclairé.
Pour les enfants de moins de 12 ans les consentements
ont été obtenus aupres des parents ou des tuteurs. Le
recrutement des volontaires a eu lieu dans des différents
sites sentinelles de Ouagadougou apreés une campagne
de sensibilisation de plusieurs jours au dépistage de 1’hé-
patite B. La collecte des échantillons sanguin (4 ml de
sang veineux) a concerné les participants testés négatifs
aux tests rapides de 1’hépatite B.

Détection du virus de I’hépatite B (VHB)

Extraction de ’ADN

Elle a été réalisée en utilisant le kit Genomic Column
DNA Express (Sacace Biotechnologies, Como, Italy) se-
lon le protocole du fabricant. Le protocole utilise une
méthode d’extraction sur colonne basée sur un principe
de rétention des molécules d’acide nucléique sur une
membrane silicatée contenue dans une colonne.

PCR classique

L’amplification a concerné une région trés conservée
(Prés-S) de 1104 pb du génome du VHB avec I’appareil
GeneAmp PCR System 9700 ® par I'utilisation d’une
paire d’amorce spécifique a cette région. Les produits
PCR ont été soumis a une électrophorése sur un gel
d'agarose 2%, et visualisés sous lumiére UV a 312 nm
puis photographiés par I’appareil « GENE FLASH® ».
Pour I’interprétation des résultats la PCR a été déclarée
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positive si I’échantillon présente une bande correspon-
dante a la taille du fragment d’ADN attendu et négative
en absence de bande.

Caractérisation des génotypes par PCR multiplex
La PCR multiplex a été réalisée en utilisant la méthode
décrite par Chen et al, avec les modifications suivantes :
Deux PCR-Multiplex dans les mémes conditions avec
deux Mix. Le Mix 1 permettra de caractériser les géno-
types A a C et le Mix 2 les génotypes D a F. Les deux
PCR-Multiplex ont été réalisées dans un volume total de
25 pl contenant 12,5 pl de Master mix Ampli Gold Taq
Man® (Applied Biosystems, USA), 1 ul d’amorces sens
et anti-sens des 3 génotypes (Tableau I), 1,5 pl d’eau
stérile et 5 ul d’ADN.

Outils de collecte des données

Les registres d’enregistrement et d’admission des
membres de ’association et les cartes individuelles ont
été exploités pour la collecte de données. Les données
ont été saisies sur le logiciels Excel et analysées sur le
logiciel SPSS version 25. Pour la détermination des as-
sociations le test de Khi deux ou de Fisher a été utilisé.
Le taux de significativité des tests a été fixé a 5%.
Considération éthique

L’étude a obtenu I’approbation du comité technique et
scientifique du laboratoire de génétique et biologie mo-
léculaire de I’Universit¢ Ouaga I Pr Joseph Ki-Zerbo.
Les consentements éclairés et volontaires ont été élabo-
rés et soumis aux participants de I’étude. Si une per-
sonne n’acceptait pas de participer, elle n’était soumise
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a aucune contrainte.

Limites

L’étude n’a concerné que 252 volontaires membres et
sympathisants de ’association de lutte contre les hépa-
tites au Burkina Faso.

RESULTATS

La présente ¢tude s’est portée sur 252 volontaires au dé-
pistage du virus de I’hépatite virale B (VHB), tous né-
gatifs a ’antigéne de surface du VHB (Ag HBs). Parmi
ces volontaires, I’ADN viral était présent chez 30 soit
une prévalence globale de 11,9%. Chez les femmes et
chez les hommes, la prévalence était respectivement de
13,77% et 9,65%. Elle était respectivement de 9,30%,
16,39%, 3,39% et 14,29%, dans les tranches d’ages de
moins de 20 ans, 20-34 ans, 35-50 ans et plus de 50 ans.
En fonction de la provenance, elle était de 10% dans le
milieu rural et 11,98% dans le milieu urbain. Sur le plan
matrimonial la prévalence était de 12,50% et 11,43%
respectivement chez les célibataires et les mariés (Ta-
bleau I). La présence des génotypes E et A3 a été enre-
gistré avec respectivement chez 18 patients soit 60,0%
(18/30) et 7 soit 23,3% (7/30). Les génotypes E et A3
ont été retrouvés chez 5 patients soit 16,7% (5/30). La
prévalence des marqueurs sérologiques de I’infection
occulte VHB étaient respectivement de 80% ;13,3% ;
10.0% et 0.0% pour I’Ac HBc, Ac HBe, ’Ac HBs et Ag
HBe. Dans notre étude, nous n’avons pas retrouvé une
coinfection avec le VHC (Tableau II).

My

Tableau I : Répartition des cas d’IOB en fonction des caractéristiq soci graphiq
ADN HBV Total Prévalences
Absent Présent
Féminin 119 (47,2%) 19 (7,5%) 138 13,77%
Sexe Masculin 103 (40,9%) 11(4,4%) 114 9,65%
<20 ans 39 (15,5%) 4 (1,6%) 43 9,30%
20— 34 ans 102 (40,5%) 20 (7,.9%) 122 16,39%
Tranches d’agés 35 —50 ans 57 (22,6%) 2 (0,8%) 59 3,39%
> 50 ans 24 (9,5%) 4 (1,6%) 28 14,29%
Rurale 9 (3,6%) 1 (0,4%) 10 10,00%
Provenance Urbaine 213 (84,5%) 29 (11,5%) 242 11,98%
Célibataire 126 (50,0%) 18 (7,1%) 144 12,50%
Statut matrimonial Divorcé 2 (0,8%) 0 2 0,00%
Marié 93 (36,9%) 12 (4,8%) 105 11,43%
Veuve 1 (0,4%) 0 1 0,00%
Commercant 17 (6,7%) 3 (1,2%) 20 15,00%
Professions Etudiant 87 (34,5%) 12 (4,8) 99 12,12%
Fonctionnaire 46 (18,2%) 3 (1,2%) 49 6,12%
Ménagere 26 (10,3%) 2 (0,8%) 28 7,14%
Secteur informel 46 (18,2%) 10 (4%) 56 17,86%
Doumbia B et al. Prévalence de Dinfection occulte liée au VHB...
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Tableau II : Répartition des cas d’infection occulte du VHB en fonction des

génotypes et des marqueurs sérologiques

Génotypes
Effectifs (n) Pourcentage (%)
A3 7 233
E 18 60,0
E/A3 5 16,7
Total 30 100,0
Parameétres sérologiques
Négative n (%) Positive n (%)
Ac HBs 27 (90,0) 3(10,0)
Ag HBe 30 (100,0) 0(0,0)
Ac HBe 26 (86,7) 4(133)
Ac HBc 6 (20,0) 24 80,0)
DISCUSSION

Cette L’hépatite occulte B définie par la présence de
I’ ADN viral dans le sérum et/ou dans les hépatocytes et
I’absence de I’Ag HBs détectable, a été décrite depuis
les années 1970. Mais c’est durant ces dernieres décen-
nies qu’elle a pris de ’ampleur a cause du renforcement
des mesures de sécurité transfusionnelle et du dévelop-
pement des transplantations d’organe surtout dans les
pays développés.

Caractéristiques sociodémographiques

Parmi les 252 individus qui composent notre population
d’étude 138 (54,8%) étaient des femmes et 114 (45,2%)
des hommes. Le sex ratio était de 0,97 dans notre étude
et 0,62 dans celle de Oluyinka et al, au Nigeria [15]. Ce-
pendant, en 2014 au Burkina Faso, Somda et al, ont
trouvé une sex-ratio de 4 en faveur des hommes dans
leur étude [7]. La participation majoritaire des femmes
dans notre étude peut étre expliquée par une disponibi-
lité¢ beaucoup plus importante de leur part dans le dépis-
tage volontaire. La tranche d’age 20-34 ans était la plus
importante en nombre de participants dans notre étude
comme ce fut le cas dans I’étude menée par Oluyinka et
al [15]. Cependant la tranche d’age 30-60 ans était la
plus importante dans 1’étude menée par Baghbanian et
al [16] sur la prévalence de I’OB chez les hémodialysés
et les cancéreux en Iran.

Prévalences de ’infection occulte B
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Article Original

Dans la présente étude, nous avons enregistré une pré-
valence globale de 11,9% (30/252) de I’'IOB qui peut
étre liée au niveau d’endémicité de la zone d’étude a
I’infection du VHB. Les prévalences de ’infection oc-
culte par le VHB, varient en fonction de zone et de la
population d’étude ; ainsi, une prévalence de 17% (soit
72/429) a été enregistrée par Oluyinka et al [15] chez les
donneurs de sang Nigérian ; 32,8% (25/76) a été obtenue
par Somda et al [7] chez les donneurs du sang Burki-
nabé ; 0,13% (5/2972) par Hong Lin et al [21] chez les
donneurs de sang Chinois ; 4,8% et 4,3% par Baghba-
nian et al [16] en Iran respectivement chez les cancéreux
du sang et du foie. Selon Makvandi et al [17] cette va-
riabilité de prévalence d’IOB dépend de la sensibilité
des techniques moléculaires utilisées (PCR nichée, PCR
en Temps réel, ou PCR classique) pour la détection de
I’ ADN viral dans le sérum et / ou dans les hépatocytes,
de la taille de I’échantillon utilisé et de la répartition
géographique du site de I’étude. Ainsi, la prévalence de
I’IOB varie de 1% (Canada) a 87% (Mexique) dans dif-
férentes régions du monde. Cependant, ces prévalences
doivent étre interprétées avec beaucoup de prudence. En
effet, selon Samal et al [8] plusieurs facteurs peuvent in-
fluencer potentiellement le taux d’estimation de I’IOB :
les groupes a risques (infection chronique du VHC, in-
fection au VIH, cirrhose, usagers de drogues injectables,
hémodialysés, carcinome hépatocellulaire), la taille de
I’échantillon, les tests utilisés pour la détection de I’Ag
HBs mutant et les cibles d’amplification du génome du
VHB, les régions a forte et a faible endémicités.
Caractérisation des génotypes

Actuellement les génotypes retrouvés dans les cas
d’IOB dans les différentes régions du monde sont exclu-
sivement A, C, G, E et D [6]. Dans la présente étude
nous avons enregistré deux génotypes E et A3 avec res-
pectivement 23,3% et 60%. Des résultats similaires ont
été trouvés par Kurbanov et al [18] au Cameroun ou les
génotypes A et E étaient majoritaires avec 43,5% chacun.
Le taux majoritaire du génotype E (60%) de notre étude
corrobore les résultats obtenus par Oluyinka et al [15]
au Nigeria ou tous les 72 cas d’IOB étaient du génotype
E, et Yousif et al [23] au Soudan avec 21,6% de géno-
type E. Par ailleurs en 2004, Mulders et al dans une
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¢tude multicentrique concernant les pays d’Afrique de
I’Ouest, ont décrit 1’existence du génotype A et E du
VHB au Burkina Faso [19]. Le génotype E du VHB a
une faible diversité génétique selon Mulders et al [19] et
il n’existe pas de différence entre le génotype E de I’in-
fection du VHB et celui de I’infection occulte [15]. Le
sous-génotype A3 enregistré dans la présente étude est
un génotype qui est habituellement présent en Afrique
centrale (Gabon, Cameroun, RDC Congo et Centra-
frique) [20]. 11 a déja fait 1’objet d’une description en
2004 au Burkina Faso [19]. La persistance de ce géno-
type pourrait étre expliquée par le flux de migration de
populations entre les différentes zones d’Afrique de
I’Ouest et du Centre. Cependant, les génotypes A de
I’IOB a été retrouvée dans d’autres parties du monde
ainsi Escobedo et al [6] au Mexique ont enregistré un
cas parmi 24 enfants souffrant d’hépatite. Les génotypes
B, C, D, et F ont été absents dans la présente étude alors
que Hong Lin et al [21], ont enregistré uniquement les
génotypes B, C, et D chez les donneurs de sang Chinois
avec I’IOB. L’absence de ces génotypes dans notre con-
texte, pourrait étre expliquée non seulement par la répar-
tition géographique de I’infection du VHB, mais aussi
par le fait que nous n’avons pas ciblé spécifiquement des
groupes a haut risque d’IOB tels que les patients hépa-
tites chroniques, les malades CHC, les coinfectés
VHC/VIH, les hémodialysés et les immunodéprimés. En
effet, une forte prévalence des génotypes B (24%) et D
(32%) a été observée dans I’IOB en Egypte avec évolu-
tion plus rapide de I’infection vers le CHC [22]. Dans
notre étude nous avons enregistré 16,7% cas de recom-
binaison d’IOB entre génotypes A3 et E. Des résultats
similaires ont été rapportés par d’autres auteurs. Ainsi
Makuwa et al [20] au Gabon ont trouvé 1 cas sur 13, de
recombinaison entre le génotype A3 et E, Kurbanov et
al [18] ont également enregistré des cas de recombinai-
son A3/E (43,5%) au Cameroun. Cependant au Soudan,
les recombinaisons dans des cas d’infection Occulte B

concernaient surtout les génotypes E/D avec 13,5% [23].

Marqueurs sérologiques de I’OB

Nous avons enregistré 80% de cas d’IOB séropositives
contre 20% de séronégativités a I’anticorps anti HBc.
Ces données corroborent celles trouvées par Makvandi

Doumbia B et al.

Article Original

et al [9] en Iran lors d’un état de lieu sur I’IOB. Cepen-
dant le fait que I’OB soit séropositive ou séronégative,
la différence sur le plan clinique reste toujours cryptée
[24]. Le marqueur de protection anti-HBs était présent
dans des cas d’IOB a hauteur de 10%, ce phénomeéne a
déja été décrit par Pernice et al [25] a Marburg en Alle-
magne. En effet ils ont remarqué que ’apparition de
I’ Ac HBs détectable dans le sérum des patients, était cor-
rélée a la baisse ou a 1’absence totale de I’Ag HBs.
D’autres auteurs ont pu mettre en évidence I’apparition
du complexe immun Ag HBs/ anti-HBs chez les patients
atteints de carcinome hépatocellulaire avec I’TOB [25].

CONCLUSION

La prévalence de I’'IOB reste relativement élevée. Elle a
été de 11,9% dans notre étude. Les génotypes A3 et E
ont été retrouvés respectivement dans 23,3% et 60,0%
des cas chez les virus responsables de ces infections.
Une infection mixte aux deux génotypes E/A3a été re-
trouve dans 16,7% des cas. L’absence des génotypes B
et D constitue une valeur prédictive positive puisque
leur présence a été associée a une évolution plus rapide
de I’infection vers le carcinome hépatocellulaire. Les ré-
sultats de cette étude montrent la nécessité de recherche
systématique de 1’acide nucléique du virus de I’hépatite
B dans le paquet des examens de dépistage et de prise
en charge des centres de soins et de transfusion sanguine.
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