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N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
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2. | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
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19| KOTUE TAPTUE Charles Maitre de Conférences | En poste

20| LUNGA Paul KEILAH Maitre de Conférences | En poste

21| MANANGA Marlyse Josephine Maitre de Conférences | En poste

22| MBONG ANGIE M. Mary Anne Maitre de Conférences | En poste

23| MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences | Doyen FS / UDs
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26| Palmer MASUMBE NETONGO Maitre de Conférences | En poste
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29. | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
30. | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
31.| BEBOY EDJENGUELE Sara N. Chargé de Cours En poste
32. | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
33.| FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba | Chargé de Cours En poste
34.| KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En poste
35. | MBOUCHE FANMOE Marceline J. Chargé de Cours En poste
36. | OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En poste
37.| WILFRED ANGIE ABIA Chargé de Cours En poste
38. | BAKWO BASSOGOG Christian Bernard Assistant En Poste
39.| ELLA Fils Armand Assistant En Poste
40. | EYENGA Eliane Flore Assistant En Poste
41. | MADIESSE KEMGNE Eugenie Aimée | Assistant En Poste
42. | MANJIA NJIKAM Jacqueline Assistant En Poste
43.| WOGUIA Alice Louise Assistant En Poste

| 2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (49)

|

1. | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS
2. | DIMO Théophile Professeur En Poste
3. | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
4. | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste
, CD et Vice
5 ESSOMBA née NTSAMA MBALA | Professeur Doyen/FMSB/UYI
6. | KEKEUNOU Sévilor Professeur Chef de Département (a.i)
7. | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
8. | NOLA Moise Professeur En poste
9. | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
. Inspecteur de service /
10. | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert | Professeur Coord.Progr /MINSANTE
11. | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
e - , Vice Doyen/
12 ALENE Désirée Chantal Maitre de Conférences Uté Ebwa
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13. | ATSAMO Albert Donatien Maitre de Conférences | En poste
14. | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences | En poste
15. | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences | En poste

GOUNOUE KAMKUMO Raceline
16. | épse FOTSING
JATSA BOUKENG Hermine épse

Maitre de Conférences | En poste

17. MEGAPTCHE Maitre de Conférences | En Poste
18. | KANDEDA KAVAYE Antoine Maitre de Conférences | En poste
19. | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Maitre de Conférences | En poste
20. | MAHOB Raymond Joseph Maitre de Conférences | En poste
21. | MBENOUN MASSE Paul Serge Maitre de Conférences | En poste
22. | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences | En poste
23. | MOUNGANG Luciane Marlyse Maitre de Conférences | En poste
24. | NOAH EWOTI Olive Vivien Maitre de Conférences | En poste
25. | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences | En Poste

26. | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Maitre de Conférences | En poste
27. | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences | En poste

28. | NGUEMBOCK Maitre de Conférences | En poste

29. | TAMSA ARFAQ Antoine Maitre de Conférences | En poste

30. | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences | En poste

31. | AMBADA NDZENGUE GEORGIA ELNA | Chargé de Cours | En poste
32. | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Chargé de Cours | En poste
33. | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours | En poste
34. | FEUGANG YOUMSSI Francois Chargé de Cours | En poste
35. | FOKAM Alvine Christelle Epse KENGNE | Chargé de Cours | En poste
36. | GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours | En poste
37. | KOGA MANG DOBARA Chargé de Cours | En poste
38. | LEME BANOCK Lucie Chargé de Cours | En poste
39. | MAPON NSANGOU Indou Chargé de Cours | En poste

METCHI DONFACK MIREILLE FLAURE

40. | EPSE GHOUMO Chargé de Cours | En poste

41. | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours | En poste

42. | NJUA Clarisse YAFI Chargée de Cours | SMef DIV Ute
Bamenda

43. | NWANE Philippe Bienvenu Chargé de Cours | En poste

44. | TADU Zephyrin Chargé de Cours | En poste

45. | YEDE Chargé de Cours | En poste

46. | YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours | En poste

47, KODJOM WANCHE Jacguy Joyce Assistante En poste

48, NDENGUE Jean De Matha Assistant En poste

49/ ZEMO GAMO Franklin Assistant En poste

[ 3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (32) |

| 1.| AMBANG Zachée | Professeur | Chef de Département |
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2. | DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En poste
3. | MBOLO Marie Professeur En poste
4. | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
5. | NDONGO BEKOLO Professeur En poste
6. | ZAPFACK Louis Professeur En poste
7. | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences | En poste
8. | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences | En poste
9. | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel | Maitre de Conférences | En poste
10. | MALA Armand William Maitre de Conférences | En poste
11. | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences | DAAC/UDIa
12. | NGALLE Hermine BILLE Maitre de Conférences | En poste
13. | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences | CT/MINRESI
14. | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences | En poste
15. | TSOATA Esaie Maitre de Conférences | En poste
16. | ONANA JEAN MICHEL Maitre de Conférences | En poste
17. | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste
18. | GONMADGE CHRISTELLE Chargé de Cours En poste
19. | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
20. | MANGA NDJAGA JUDE Chargé de Cours En poste
21. | NNANGA MEBENGA Ruth Laure | Chargé de Cours En poste
22. | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
23. En
Zil?\ll}/llzchl\_l\,gﬁgllzz PSEPIAL Chargé de Cours ﬁ/(lé"&al_clhement/UNESCO
24. | GODSWILL NTSOMBOH Chargé de Cours En poste
NTSEFONG
25. | KABELONG BANAHO Louis- Chargé de Cours
En poste
Paul-Roger
26. | KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste
27. | LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En poste
28. | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En poste
29. | TAEDOUNG Evariste Hermann Chargé de Cours En poste
30. | TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En poste
31. | DIDA LONTSI Sylvere Landry Assistant En poste
32. | METSEBING Blondo-Pascal Assistant En poste
\ 4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (27) |
1.| GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Charge de
Mission PR
2. NANSEU NJIKI Charles Péguy Professeur En poste
3.| NDIFON Peter TEKE Professeur CT/MINRESI
4. NENWA Justin Professeur En poste
5. NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
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6. NJIOMOU C. épse DJANGANG Professeur En poste
7.| NJOYA Dayirou Professeur En poste
8. | ACAYANKA Elie Maitre de Conférences | En poste
9. | EMADAK Alphonse Maitre de Conférences | En poste
10. | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences | En poste
11. IJE:ErI:AC':\A EGNE MBOUGUEM Maitre de Conférences | En poste
12. | KENNE DEDZO GUSTAVE Maitre de Conférences | En poste
13.| MBEY Jean Aime Maitre de Conférences | En poste
14. | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences Chef de
Département
15. NEBAH Née NDOSIRI Bridget Maitre de Conférences | Sénatrice/SENAT
NDOYE
16. | NYAMEN Linda Dyorisse Maitre de Conférences | En poste
PABOUDAM GBAMBIE - .
17. AWAWOU Maitre de Conférences | En poste
18. | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé | Maitre de Conférences | En poste
19. | BELIBI BELIBI Placide Désiré | Maitre de Conférences | 51y oo 1o ENS
20. | CHEUMANI YONA Arnaud M. | Maitre de Conférences | En poste
21.| KOUOTOU DAOUDA Maitre de Conférences | En poste
22.| MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
23.| NCHIMI NONO KATIA Chargée de Cours En poste
24. | NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En poste
25. | PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste
26. | SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En Poste
27.| BOYOM TATCHEMO Franck W. | Assistant | En Poste
6- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (34)
1] Alex de Théodore ATCHADE Professeur Vice-Doyen / DPSAA
2, DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI
3] NGOUELA Silvere Augustin Professeur Chef de Département UDS
. . Recteur UBertoua/
n PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Chef de Département
5/ MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste
6, MKOUNGA Pierre Professeur En poste
7] TCHOUANKEU Jean-Claude Professeur Doyen /FS/ UYI
8. | AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences | En poste
9. | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences | En poste
10. | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences | En poste
11. | KAMTO Eutrophe Le Doux Maitre de Conférences | En poste
12. | KENMOGNE Marguerite Maitre de Conférences | En poste
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13. | KOUAM Jacques Maitre de Conférences | En poste
14. | MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences | En poste
15. | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences &Tel\lféjésfe”me
16. glecr;_é)eNo BIKOBO Dominique Maitre de Conférences | C.E.A/ MINESUP
17.| NOTE LOUGBOT Olivier Placide | Maitre de Conférences g;tlci)lI:f/Ute
18. | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences | En poste
19. | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences | En poste
20. | TAGATSING FOTSING Maurice | Maitre de Conférences | En poste
21. | OUAHOUO WACHE Blandine M. | Maitre de Conférences | En poste
22.| ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences | En poste
23.| MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En poste
24. | MUNVERA MFIFEN Aristide Chargé de Cours En poste
25. | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
26. | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
27.| NONO NONO Eric Carly Chargé de Cours En poste
28. | OUETE NANTCHOUANG Judith | Chargée de Cours En poste
Laure
29. | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
30. | TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste
31.| TSAFFACK Maurice Chargé de Cours En poste
32.| TSAMO TONTSA Armelle Chargé de Cours En poste
33. | TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En poste
34.| NDOGO ETEME Olivier Assistant En poste

6- DEPARTEMENT DES ENERGIES RENOUVELABLES (ER) (1)

| BODO Bertrand

| Professeur

| Chef de Département

7- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (22)

. | ATSA ETOUNDI Roger Professeur g;egSeMDl'&l’Eg‘ij‘P
Inspecteur Général
FOUDA NDJODO Marcel Laurent | Professeur Académique/
2. MINESUP
3. | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences | En poste
4. | TSOPZE Norbert Maitre de Conférences | En poste
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5 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours a:eNflng?;X“'e
AMINOU HALIDOU Chargé de Cours Chef de
6. Deépartement
7. | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI | Chargé de Cours En Poste
8. | DOMGA KOMGUEM Rodrigue | Chargé de Cours En poste
9. | EBELE Serge Alain Charge de Cours En poste
10. | HAMZA Adamou Chargé de Cours En poste
11. | IOMEKONG AZANZI Fidel Charge de Cours En poste
12. | KOUOKAM KOUOKAM E. A. | Chargé de Cours En poste
13. | MELATAGIA YONTA Paulin Charge de Cours En poste
14. | MESSI NGUELE Thomas Chargé de Cours En poste
15. | MONTHE DJIADEU Valery M. | Chargé de Cours En poste
16. | NZEKON NZEKO'O ARMEL Chargé de Cours En poste
JACQUES
17. | OLLE OLLE Daniel Claude Chargé de Cours Directeur Adjoint
Georges Delort ENSET Ebolowa
18. | TAPAMO Hyppolite Charge de Cours En poste
19. | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
20. | EKODECK Stéphane Gaél Raymond | Assistant En poste
21. | MAKEMBE. S. Oswald Assistant Directeur CUTI
22. NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. | Assistant En poste
\ 8- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (33) |
| 1.| AYISSI Raoult Domingo | Professeur | Chef de Département |
2. | KIANPI Maurice Maitre de Conférences | En poste
3. | MBANG Joseph Maitre de Conférences | En poste
4. | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences | Chef de Division/ENSPY
Chef de Département de
MBELE BIDIMA Martin - . modélisation et
Maitre de Conférences N
Ledoux applications
5. industrielles/ENSPY
6. | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences | VDRC/FS/UYI
7. | TAKAM SOH Patrice Maitre de Conférences | En poste
TCHAP.NDA NJABO Maitre de Conférences | Directeur/AIMS Rwanda
8. | Sophonie B.
9. | TCHOUNDJA Edgar Landry | Maitre de Conférences | En poste
10, | AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard | Chargé de Cours ﬁ?ﬂéﬂ'ﬁ'e
11.| BOGSO ANTOINE Marie Chargé de Cours | En poste
12. | BITYE MVONDO Esther Claudine Chargé de Cours | En poste
13. | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours | En poste
14. | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours | En poste
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15. | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours | En poste
16. | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours | En poste
17.| LOUMNGAM KAMGA Victor Chargé de Cours | En poste
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Cl 7 (01) 14 (04) 5 (01) 1 (00) 27 (06)
co 7 (01) 15 (05) 11 (05) 1 (00) 34 (11)
ER 1 (00) / / 1(0)
IN 2 (00) 2 (00) 14 (01) 4 (00) 22 (01)
MAT 1 (00) 8 (00) 19 (02) 5 (01) 33 (03)
MIB 3(01) 7 (03) 9 (05) 5 (02) 24 (11)
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ST 10 (00) 17 (03) 13 (03) 3(01) 43 (07)
Total 74 (07) 124 (42) 121 (35) 31(11) 350 (95)
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- Professeurs 74 (07)

- Maitres de Conférences 124 (42)

- Chargés de Cours 121 (35)
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() = Nombre de Femmes 95
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RESUME

Contexte : La recherche des biomarqueurs pour le diagnostic précoce du carcinome
hépatocellulaire (CHC) représente un grand enjeu dans la mise en évidence d’outils nouveaux
capables d’étre utilisés concomitamment avec 1’Alpha feetoprotéine (AFP) et 1’imagerie
médicale dans le diagnostic du CHC. L’objectif principal de cette étude était d’identifier les
biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques pertinents dans le diagnostic du

CHC chez les participants atteints d’hépatopathies chroniques.

Méthodes : Nous avons utilisé une évidence basée sur les preuves pour déterminer I’association
entre les infections aux VHB/VHC et le développement du CHC par la méthode effet aléatoire.
Par la suite, chez les participants atteints d’hépatite chronique, de cirrhose du foie et du CHC,
nous avons prélevé Sml d’échantillon de sang ou nous avons recherché dans le plasma quelques
biomarqueurs virologiques (AgHBs, Anticorps antiVHC/AgVHC), a I’aide des techniques
immunochromatographie et ELISA, puis nous avons quantifié quelques biomarqueurs
immunologiques (12 cytokines) par LUMINEX et quelques biomarqueurs biochimiques
(ALAT, ASAT et AFP) par dosage enzymatique et immunochromatographie de fluorescence.
Nous avons déterminé les performances diagnostiques de certains de ces biomarqueurs
quantifiés a 1’aide de la courbe ROC. Toutes les valeurs de p< 0,05 étaient considérées

statistiquement significatives.

Résultats : Globalement la méta-analyse a confirmé que les témoins infectés par le VHB/VHC
avaient un risque élevé de développer le CHC. Dans cette étude, les participants ayant un CHC
présentaient des taux d’ALAT, ASAT et AFP plus élevés par rapport aux participants atteints
d’hépatopathies chroniques. Nous avons également observé des variations significatives des
cytokines pro-inflammatoires (IL-2 et IL-6) et le facteur de croissance angiogénique (VEGF)
(p<0,0001 ; p=0,050 et p<0,0001) chez les trois groupes étudiés. Pour le diagnostic du CHC, le
VEGF (Se=80% et Sp=70%), I’AFP (Se=80% ; Sp= 35%) et I’11-6 (Se=60% ; Sp= 80%), ont

montré de meilleures performances diagnostiques.

Conclusion : Les résultats de cette étude montrent la nécessité d’associer a I’AFP et a
I’imagerie médicale, I’IL-6 et le VEGF pour espérer diagnostiquer précocement le CHC chez

les personnes ayant une hépatopathie chronique infectées par le VHB ou VHC.

Mots-clés : Biomarqueurs, Diagnostic, Hépatopathies Chroniques, CHC
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ABSTRACT

Background: The search for biomarkers for the early diagnosis of hepatocellular carcinoma
(HCC) represents a major challenge in the identification of new tools capable of being used
concomitantly with Alpha fetoprotein (AFP) and medical imaging in the diagnosis of HCC.
The main objective of this study was to identify relevant immunological, virological and

biochemical biomarkers in the diagnosis of HCC in participants with chronic liver disease.

Methods: We used evidence-based evidence to determine the association between HBV/HCV
infections and HCC development by random effect method. Subsequently, in participants with
chronic hepatitis, liver cirrhosis and HCC, we took 5 ml of blood sample where we looked for
some virological biomarkers in the plasma (HBsAg, anti-HCV/HCVAg), using
immunochromatography and ELISA techniques, then we quantified some immunological
biomarkers (12 cytokines) by LUMINEX and some biochemical biomarkers (ALAT, AST and
AFP) by enzymatic assay and fluorescence immunochromatography. We determined the
diagnostic performance of some of these biomarkers quantified using the ROC curve. All values

of p<0.05 were considered statistically significant.

Results: Overall, the meta-analysis confirmed that controls infected by HBV/HCV had a high
risk of developing HCC. In our study, participants with HCC had higher ALT, AST and AFP
levels compared to participants with chronic liver disease. We also observed significant
variations in pro-inflammatory cytokines (IL-2 and IL-6) and angiogenic growth factor (VEGF)
(p<0.0001; p=0.050 and p<0.0001) in the three groups studied. For the diagnosis of HCC,
VEGF (Se=80% and Sp=70%), AFP (Se=80%; Sp= 35%) and II-6 (Se=60%; Sp= 80%),

showed better diagnostic performance.

Conclusion: The results of this study show the need to combine AFP and medical imaging, IL-
6 and VEGF to hope for early diagnosis of HCC in people with chronic liver disease infected
by HBV or HCV.

Keywords: Biomarkers, Diagnosis, Chronic Liver Disease, HCC
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INTRODUCTION

Contexte

L’homme et son environnement constituent une niche écologique ou les
microorganismes peuvent trouver des conditions de vie favorables & leur prolifération (Sauvé
& Godmaire, 2004). En fonction des conditions de vie du milieu, le microorganisme peut
s’établir ou pas de fagon permanente et causer progressivement des dommages a son hote. Au
niveau cellulaire, ces dommages peuvent engendrer la transformation cellulaire et & long terme
développer un cancer. Ce schéma est potentiellement celui emprunté par les virus de I’hépatite
B (VHB) et de I’hépatite C (VHC) pour promouvoir la survenue du Carcinome Hépatocellulaire
(CHC) (Chen et al., 2021). Le CHC est la tumeur maligne du foie, il occupe le sixieme rang
des cancers et la troisieme cause de mortalité par cancer dans le monde, son incidence avoisine
900 000 nouveaux cas mondiaux par an (Sung et al., 2021). Les taux de CHC varient
considérablement a travers le monde et les pays en développement supportent prét de 17% de
sa morbi-mortalité (GLOBOCAN, 2020). Le CHC survient le plus souvent chez les patients
atteints d’hépatopathies chroniques telles que 1’hépatite chronique et la cirrhose, liée aux VHB
et/ou VHC (McGlynn et al., 2021) dont les prévalences au Cameroun sont respectivement de
11,2 % et 6,5 % (Bigna et al., 2017a Bigna et al., 2017b), mais également a la consommation
excessive d’alcool, a I’exposition a I’aflatoxine B1 et aux maladies rares (Garrido & Djouder,
2021). Les facteurs étiologiques du CHC varient considérablement dans le monde et justifient
la forte disparité des incidences du CHC (Spearman & Sonderup, 2015). Les zones de forte
prévalence aux VHB/VHC sont intuitivement celles ou les taux de CHC sont les plus élevés
(Li & Lan, 2016). Ainsi, I'Afrique qui est une région a forte endémicité pour les VHB et VHC
affiche plus de 15 cas incidents de CHC pour 100 000 habitants par an (Bray et al., 2021).
L’OMS Afrique estime que le VHB et le VHC sont responsables a 96 % de la mortalité des
individus atteints de cirrhose et carcinome hépatocellulaire en Afrique (OMS régionale
Afrique, 2018). Pourtant, il existe des traitements tels que les Antiviraux a Action Direct
(AAD) qui ont pour but I’obtention de la réponse virologique. Cependant, cette réponse
virologique est rarement atteinte, que ce soit spontanément ou par le traitement (Lee et al.,
2010). Apreés l'arrét du traitement, une rechute a différentes periodes de temps est couramment
observée et un traitement sur du long terme facilite I’émergence des génotypes viraux résistants

(Kangbai, 2017).
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Problématique

Un nombre croissant de données cliniques et expérimentales a montré que 1’activité du
VHB et/ou VHC était associée a une réponse inflammatoire chronique susceptible d'augmenter
la probabilité de cancer (Sukowati et al., 2016). En réponse a ’activité de ces virus oncogénes,
le systéme immunitaire produit différents types de cytokines dont les réles ont été démontrés
d’une part, dans I’inhibition de la réplication virale et d’autre part, dans I’inhibition de la
transformation cellulaire. Ces roles pourraient étre exploités dans le diagnostic du CHC, le suivi
et le traitement des personnes atteintes d’hépatopathies chroniques (Mondal et al., 2020). Des
synthéses systématiques clés, qui comprenaient tres peu d'études africaines, ont rapporté
I'importance des VHB/VHC et certaines cytokines comme biomarqueurs pour l'identification
précoce de la progression vers le CHC (An et al., 2020).

Au Cameroun, les chercheurs qui se sont penchés sur la question des hépatites virales
se sont appesantis sur la surveillance épidémiologique (Bigna et al., 2017a ; Bigna et al.,
2017b ; Ndifontiayong et al., 2021 ; Eyong et al., 2019 ; Kowo et al., 2019 ; Tsague et al.,
2019) pour ne citer que les études les plus récentes. Actuellement aucune étude locale a notre
connaissance ne s’est intéressée a la recherche des biomarqueurs sensibles a 1’installation du
CHC chez les populations a risque de développer le CHC. Pourtant 1’alpha feetoprotéine (AFP)
et les transaminases ont montré leurs limites dans le diagnostic et la surveillance du CHC mais
plus encore la biopsie du foie qui est I’examen de référence pour le diagnostic du CHC est de
moins en moins utilisée en pratique médicale. Ces limites sont a 1’origine de 1’augmentation du
fardeau du CHC dans le monde en général et en Afrique Subsaharienne en particulier (Sung et
al., 2021). Chez les individus atteints d’hépatopathies chroniques ou de CHC, 1’accés aux
cellules hépatiques n’étant envisageable que lors d’une biopsie du foie, il nous parait indiqué
d’investiguer dans le sang périphérique, les performances diagnostiques des biomarqueurs
immunologiques, virologiques et biochimiques produits respectivement par les cellules

immunitaires, I’agent infectieux et les cellules cibles de 1’agent infectieux.
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Question et Hypothese de recherche

e Question de recherche

Parmi les biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques étudies,
lesquels sont pertinents dans le diagnostic du CHC chez les participants atteints d’hépatopathies

chroniques ?
e Hypothese de recherche

Il existe des biomarqueurs immunologiques (pro-inflammatoires) et virologiques
capables de rentrer dans le diagnostic du CHC chez les participants atteints d’hépatopathies

chroniques.
Objectifs de la recherche
e Objectif général

Identifier les biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques pertinents

dans le diagnostic du CHC chez les participants atteints d’hépatopathies chroniques.
e Obijectifs spécifiques
1- Etudier I’association entre le VHB, le VHC et le développement du CHC ;

2- Décrire le profil de quelques marqueurs virologiques, biochimiques et cytokiniques des

participants a I’étude ;

3- Identifier les biomarqueurs pertinents dans le diagnostic du CHC chez les participants atteints

d’hépatopathies chroniques.
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I.1. Biomarqueurs immunologiques : les cytokines

Au cours de la derniére décennie, le domaine de I'immunothérapie anticancéreuse a
connu des progrés impressionnants. L’immunothérapie telle que l'inhibition du point de
contréle immunitaire, les thérapies engageant les lymphocytes T, des anticorps monoclonaux a
démontré son efficacité. Cette partie de la revue de la littérature fournit les généralités sur

quelques cytokines cibles que nous avons recherché dans la population étudiée.

1.1.1. Cytokines pro-inflammatoires

% Interleukine-2 (IL-2)

L'IL-2 est un facteur de croissance essentiel pour la prolifération des lymphocytes T et
la génération de cellules effectrices et mémoires. Sur la base de cette activité, la premiere
application thérapeutique de I'lL-2 est de stimuler les réponses immunitaires chez les patients
cancéreux. L’IL-2 est essentielle pour favoriser la génération, la survie et l'activité
fonctionnelle des cellules Treg qui stimulent, maintiennent et contrélent les réponses
immunitaires des cellules T (Abbas et al., 2018 ; Kolitz et al., 1985).

®,

% Interleukine 6 (IL-6)

L'IL-6 est une cytokine multifonctionnelle qui joue un réle clé dans régulateur primaire
des inflammations aigués et chroniques. Lors de la stimulation antigénique de cellules T CD4
+ naives indifférenciées, I'IL-6 dirige ces cellules pour qu'elles expriment le facteur de
transcription Roryt, qui est nécessaire a la différenciation Th17. Dans certaines conditions, I'lL-
6 présente un réle anti-inflammatoire dans les cellules myéloides, telles que les cellules
dendritiques et les macrophages (Hirano, 2021 ; Kleiner et al., 2013).

% Interleukine 12 (IL-12)

L'IL-12 est une cytokine pro-inflammatoire produite par les cellules dendritiques, les
macrophages et les lymphocytes B en réponse a des agents pathogénes microbiens. L'IL-12
induit la production d'IFNy par les lymphocytes T, les cellules tueuses naturelles. L'IL-12 est
une puissante cytokine pro-inflammatoire de type 1 qui a longtemps été étudiée comme

immunotheérapie potentielle contre le cancer (Ethuin et al., 2004 ; Yan et al., 2018).
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+« Interleukine 17 (IL-17)

L’IL-17 est la cytokine signature du sous-ensemble de cellules T helper 17 (Th17)
récemment identifie. En effet, I'lL-17 est une cytokine inflammatoire impliquée dans le
recrutement des neutrophiles en induisant I'expression des cytokines pro-inflammatoires telles
que : Tumor Necrosis Factor (TNF), IL-1, IL-6, Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-
CSF), et le Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), les chimiokines
(CXCL1, CXCLS5, IL-8, CCL2 et CCL7) (Eyerich et al., 2017 ; Kawaguchi et al., 2004).

+« Tumor Necrosis Factor (TNF- a)

TNF-o est une cytokine proinflammatoire puissante, pléiotrope, produite par les
macrophages, les neutrophiles, les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules NK, T et B, ainsi
que par les cellules tumorales. Le TNF-a présente un double effet dans le développement des
tumeurs. 1l est cytotoxique pour les cellules tumorales a forte dose. Mais a faible dose, il est
également impliqué dans la formation tumorale et I'angiogenese dans I'environnement tumoral
(Camussi et al., 1991 ; Salomon et al., 2018).

1.1.2. Cytokines anti-inflammatoires

% Interleukine 4 (IL-4)

L'IL-4 est une cytokine pléiotrope et glycoprotéique. L'IL-4 est une cytokine principalement
produite par des cellules T auxiliaires de type 2 (Th2). Mais, plusieurs types de cellules
immunitaires innées, notamment les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles, produisent
aussi I’IL-4. L’IL-4 a une capacité a supprimer la production de TNF-a et d'TL-1, elle induit
également la production de l'antagoniste du récepteur de I'lL-1 (IL-1ra). Il est maintenant
reconnu que I'lL-4 dirige un programme d'activation alternatif des macrophages. Contrairement
aux macrophages classiquement activés, qui participent a la production de cytokines pro-
inflammatoires, les macrophages activés alternativement neutralisent l'inflammation via la
libération d'lIL-1ra, et IL- 10 (Dubin et al., 2021 ; Noma, 1992).
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+« Interleukine-10 (I1L-10)

L'IL-10 est une cytokine immunosuppressive produite par de nombreuses cellules de la
réponse immunitaire innée et adaptative, notamment les macrophages, les cellules dendritiques,
les cellules B et les cellules T. le role majeur de I'lL-10 est d'agir comme un régulateur de
rétroaction de la réponse immunitaire en inhibant la production de cytokines pro-
inflammatoires par les cellules innées telles que les macrophages et les cellules dendritiques.
Dans les cancers, I'IL-10 peut jouer un réle dans I’immunosuppression et les réponses
immunitaires antitumorales en supprimant lI'angiogenese qui est un processus nécessaire au
développement d'un apport sanguin a la tumeur et par ricochet, supprimer I'établissement d'une
tumeur (Donnelly et al., 1999 ; Wei et al., 2019).

1.1.3. Cytokines antivirales

< Interféron

Découverts dans les années 1950 et nommés pour leur capacité a « interférer » avec la
réplication virale, les IFN forment une famille diversifiée de cytokines. Chez I'hnomme, on
distingue les IFN de type I composeés d'IFN-a, d'IFN-B, d'IFN-¢ et d'IFN-wo. Les IFN de type Il
et I1I comportent respectivement I’IFN- y et I'IFN- A. Les d'IFN-o et IFN- y sont principalement
associés a une réduction de la réplication du VHC et du VHB. La croissance, la maturation et
la migration des cellules impliquées dans la réponse immunitaire spécifique est facilitée par
I'IFN-y (Lazear et al., 2019 ; McNair & Kerr, 1992).

1.1.4. Facteurs de croissance

+¢ Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF)

Le VEGF est un régulateur clé du développement des vaisseaux sanguins et lymphatiques
au cours de la croissance tumorale. L'angiogenese soutient la croissance tumorale en fournissant
une source d'oxygene, de nutriments, de facteurs de croissance, d'enzymes protéolytiques et de
facteurs de coagulation et fibrinolytiques. La surexpression du VEGF a été associée a la
progression tumorale et & un mauvais pronostic dans plusieurs tumeurs malignes humaines,
notamment les carcinomes du sein, du cdlon, du rein, du foie, du poumon, du pancréas, de la
prostate et de I'estomac (Melincovici et al., 2018 ; Plate & Warnke, 1997).
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+ Granulocytes Colonies Stimulating Factor (G-CSF)

La G-CSF est une glycoprotéine qui stimule la granulopoiése et conduit a la prolifération,
la maturation et la mobilité des neutrophiles. La G-CSF est fortement produit dans plusieurs
cancers, tels que le cancer du c6lon, du sein, de la thyroide, du pancréas, de la vessie, du poumon
et du foie. Des études ont montré que la présence de la G-CSF dans le microenvironnement
tumoral peut favoriser la progression de la malignité, les métastases, un mauvais pronostic et
une diminution de la survie globale des patients. Diverses études ont démontré une corrélation
entre les taux plasmatiques élevés de G-CSF et une progression tumorale aberrante (Hamilton,
2020 ; Rapoport et al., 1992).

1.1.5. Cytokines de régulation des réponses immunitaires

“ Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted
(RANTES)/CCL5

CCL5/RANTES appartiennent a la sous-famille des chimiokines C--C, dont les chimiokines
présentent des cystéines adjacentes et comprend la majorité des chimiokines. Bien
gu'initialement considérée comme une cytokine spécifique des lymphocytes T (d'ou son hom
original, RANTES), CCL5 est produite par les plaquettes, les macrophages, les éosinophiles,
les fibroblastes, les cellules endothéliales, épithéliales et endométriales. Cette chimiokine médie
de multiples processus biologiques pour le contrdle des agents pathogenes et I'amélioration de
I'inflammation dans plusieurs troubles, tels que le cancer et l'athérosclérose. Les
polymorphismes du géne CCL5 ont montré que CCL5 est protecteur contre VHC et le VHB
(Aldinucci et al., 2020 ; Olbrich et al., 1999).

% Interleukine 15

L'IL-15 est une cytokine multifonctionnelle qui cible de nombreux types de cellules et relie
le systeme immunitaire inné au systeme immunitaire adaptatif. 1l agit comme un facteur de
croissance et favorise également la survie des cellules T, B et NK en empéchant I'apoptose par
larégulation a la hausse des facteurs anti-apoptotique et a la baisse des facteurs pro-apoptotique.
L'IL-15 joue un rdle crucial dans le développement, I'noméostasie et la fonction des cellules T,
NK et NK-T, et est en outre nécessaire pour diverses fonctions des cellules B, des cellules
dendritiques (DC), des macrophages et des mastocytes (Cosman et al., 1995 ; Fiore et al.,
2020).
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I.2. Biomarqueurs virologiques : Virus de I’hépatite B et C
1.2.1. Virus de I’hépatite B
1.2.1.1. Epidémiologie du Virus de I’hépatite B

L’OMS estime I’incidence de 1’hépatite virale aigué a plus de 4 millions de nouveaux
cas par an dans le monde (Petruzziello, 2018). Dans les Régions OMS du Pacifique occidental
et I'Afrique, on observe respectivement 116 millions et 81 millions de personnes infectées par
le VHB (WHO, 2021). (Figure 1) La morbidité et la mortalité liées au VHB sont principalement
corrélées aux maladies chroniques du foie. (Gentile & Antonelli, 2019). Environ 20 a 25% des
patients ayant une hépatite chronique développeront une cirrhose, parmi ceux-ci 5 a 10%
développeront le CHC. La mortalité liée au VHB affecte pres de 255 000 en Afrique
subsaharienne (Badawi et al., 2018). Selon une enquéte réalisee 2017, la prévalence du VHB
au Cameroun est de 11,2 %. Cette prévalence varie en fonction des régions au Cameroun. Nous
pouvons classer la prévalence entre ces régions en trois groupes : les régions a forte prévalence
(> 15 % ; régions de I’Extréme-Nord, du Nord et du Sud), les régions a prévalence moyenne (8
% a 15 % ; Centre, Est et Sud-Ouest) et les régions a faible (<8%, Littoral, Nord-Ouest et
Ouest). Nous constatons une absence de données pour la prévalence du VHB dans la région de
I’Adamaoua. (Bigna et al., 2017b)

Prévalence Hépatite B

,4/'

Elevé = 8%

Intermédiaire élevé 3%-7%
Faible intermédiaire 2%-4%
Faible <2%

Pas de données

Figure 1 : Prévalence de I'infection par le virus de I'"hépatite B (CDC, 2019a)
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1.2.1.2. Histoire et Biologie du VHB

C’est en 1969 que BLUMBERG et ses collaborateurs ont découvert un marqueur
antigénique dans le sérum d'un aborigene australien, qu'ils ont nommé antigene Australia et
connu aujourd’hui sous le nom d'antigéne de surface du VHB (AgHBs). En 1970, DANE et ses
collaborateurs ont identifié la particule virale. En 1976, MAUPAS et collaborateurs publient

les premiers essais d’un vaccin (Gerlich, 2013).
e Taxonomie

Le VHB appartient & la famille des Hepadnaviridae et au genre Hepadnavirus. A ce
niveau taxonomique regroupe deux sous genres : Orthohepadnavirus et Avihepadnavirus. Le
genre Orthohepadnavirus comprend le VHB humain et mammifeéres. Le genre Avihepadnavirus
regroupe le VHB des oiseaux qui differe de celui des mammiferes par I'absence du géne X
(Schaefer, 2007).

e Structure

En microscopie électronique, trois formes différentes du VHB ont €té identifiées a
savoir, les particules de Dane (particules infectieuses), les particules sphériques et les particules
allongées. La particule de Dane mesure 42 a 43 nm de diamétre, elle est composée d’une
nucléocapside icosaédrique de 22 a 24nm, d’un ADN associé aux protéines core du HBV
(AgHBC), et d’une enveloppe lipidique dans laquelle sont insérées les protéines de surface du
HBV (AgHBs) (Tsukuda & Watashi, 2020). L’ADN du VHB est circulaire partiellement
double brin, disposant de quatre fenétres de lectures ouvertes. La région S code pour les
protéines d’enveloppe (I’antigéne HBs). La région C code pour deux protéines : la protéine
core et une protéine non structurale (antigéne HBe). La région P code pour I’ADN polymérase
virale. La région X code pour un transactivateur du génome viral et cellulaire. C’est ce dernier
polypeptide qui dispose d’un pouvoir oncogéne (Tong & Revill, 2016). A ce jour huit
génotypes sont connus, de A a H, qui se distinguent par leur distribution géographique. Certains
génotypes de VHB sont également subdivisés en sous-génotypes ou sous types (Schaefer,
2007). Les particules sphériques et filamenteuse sont non infectieuses car elles sont composées
uniquement d’une enveloppe lipidique sur laquelle sont insérées les protéines de surface
(Tsukuda & Watashi, 2020) (Figure 2) page 10.

These de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge n



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

Particules sub-virales Particules de Dane

preSt
¥ Domaines
Sl ), pres2

Sphériques

) ¢~ Protéine M
4 «—— Protéine S
& «— Protéine L

Protéine Core

Filamenteuse

ADN partielle double brin

Figure 2 : Structure du virus de I’hépatite B (Herrscher et al., 2020)

1.2.1.3. Modes de transmission

Le VHB est présent dans la plupart des liquides biologiques (sang, sperme, sécrétions
vaginales, la salive, lait maternel et les urines). La contagiosité du VHB est liée a la résistance
du virus dans le milieu extérieur, sa capacité de garder son pouvoir infectieux pendant plus de
7 jours a température ambiante (Nguyen et al., 2020). On distingue 2 modes de transmission :
la transmission horizontale (la voie sexuelle, la voie parentérale par voie intraveineuse ou per-
nasale etc....) transmission verticale (se produit habituellement au moment de la naissance, par

allaitement, la transmission in utéro est rare) (WHO, 2021).

1.2.1.4. Diagnostic de ’hépatite B

Le diagnostic du VHB se fait par la recherche des antigénes (Ag), de ’ADN du VHB et
des anticorps (Ac). L’Ag HBs indique la présence du virus. L’Ag HBe indique la réplication
virale I’infectiosité. L’Ac Anti HBc indique un contact avec le VHB. L’Ac Anti HBs indique
une réponse immunologique soit naturelle soit a la vaccination. L’Ac Anti HBe permet de
différentier le VHB « sauvage » du « mutant de la région pré-C ». L’ADN du VHB indique la

présence du virus et la réplication virale (Moretto et al., 2020).
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« Hépatite virale B aigué

Le diagnostic du VHB aigué repose sur la présence simultanée de I’Ag HBs et des IgM
Anti HBc. La disparition de I’Ag HBs de I’apparition des Ac Anti HBs (séroconversion HBs)
est un critére sérologique de guérison du VHB aigué. En cas de persistance de ’Ag HBs, la
recherche de ’ADN du VHB et de I’Ag HBe est indiquée pour un cas d’évolution chronique

(Tsai et al., 2015), la figure 3 (page 11) nous montre 1’évolution de ces marqueurs.
% Hépatite B chronique

Au cours du VHB chronique, plusieurs phases peuvent étre décrites. Au cours de la phase de
tolérance immunitaire, 1’Ag HBe est positif, ADN VHB est positif (réplication virale active)
les transaminases sont normales (lésions hépatiques minimes) et la contagiosité est élevée.
Pendant la phase de clairance immunitaire, I’Ag HBe est positif, la réplication virale diminue
les transaminases et les lésions hépatiques augmentent. La phase de portage inactif, I’Ag HBs
est positif, I’Ac Anti HBe est présent, nous observons de trés faible taux d’ADN VHB et des
transaminases normales. La phase améliorative, I’Ag HBs négatif, ADN VHB indétectable, Ac
Anti HBc, plus ou moins les Ac anti HBs. L’Ag HBe positif, I’Ac Anti HBe négatif, indique la
présence s VHB « sauvage ». L’Ag HBe négatif, I’ Ac Anti HBe positif, indique le VHB mutant
dans la région pré-C (figure 3) (Li et al., 2020 ; Tang et al., 2018).

Incubation = | Infection aigué Infection aigué récente Guérison
4-12sem 2-12sem 2-16sem années
Taux ¢ ) ( ) ( ) ( )
MAc anti-HBE

BigM anti-HB¢

BanN v :,,,,‘{VAC anti-HBs
bag 1iBd JAc anti-HBé| |
- S \- L A L -
1 2 3 4 5 6 7 8 T;ilrggs

Figure 3 : Evolution des marqueurs au cours de I’hépatite B (Chen & Tian, 2019).
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1.2.1.5. Prévention de I’hépatite B

«+ Mesures non vaccinales

Les mesures non vaccinales consistent a la sensibilisation des populations, a la promotion
du préservatif, aux examens dépistages de routines, aux respects des régles d’hygiéne, a
stérilisation du matériel médical, & la sélection et I’exclusion des donneurs de sang porteurs du
VHB, a la prescription des prophylaxies aux porteurs du VHB (Broussard & Kahwaji, 2021 ;
Gentile & Antonelli, 2019).

«» Mesures vaccinales

La vaccination contre le VHB est le moyen le plus efficace pour prévenir 1’hépatite B. Son
mécanisme repose sur 1’induction d’anticorps neutralisants, qui ont pour réle de bloquer la
pénétration des Ag viraux dans les cellules cibles. On considere que si le systeme immunitaire,
est apte a produire des Ac protecteurs contre le VHB (10 mUI/ml) apres la prise du vaccin sera,
capable d’induire une protection a 1’organisme a 1’aide de la mémoire immunitaire (Posuwan
et al., 2020 ; Soriano et al., 2020).
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1.2.2. Virus de I’hépatite C
1.2.2.1. Epidémiologie Virus de I’hépatite C

L’infection par le VHC est un probleme de santé publique majeur, elle affecte
sensiblement 3% de la population mondiale, soit environ 170 millions d’individus. Mais la
prévalence varie en fonction des zones géographiques, ainsi de nombreux pays d’Afrique,
d’Asie et d’Amérique du Sud sont les plus affectés (CDC, 2019b). Selon une enquéte réalisée
2017, la prévalence du VHC au Cameroun est de 6,3 %. Cette séroprévalence varie selon les
régions. Cette prévalence varie en fonction des régions. La région de I'Est vient en téte avec la
séroprévalence la plus élevée 21,1%, suivie par la région du Centre 4,1% tandis que les taux les
plus bas sont enregistrés dans la région de I'Ouest 0,4%, le sud-ouest 1,7%, la région du Nord-
Ouest 1,9% et la région du Littoral 2,2. 1l est important de noter que les régions de I'Adamaoua
et du Nord manquent de données pour la prévalence du VHC (Bigna et al., 2017a). La figure 4

décrit la répartition du VHC dans le monde.

Prévalence Hépatite C
. Elevé >5%
- Elevé intermédiaire 2%-<5%
[ Basintermédiaire 1,5%-<2%
Bas 1%-<1,5%
Trés bas 0-<1%

Figure 4 : Prévalence mondiale de I’hépatite chronique C (CDC, 2019b)
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1.2.2.2. Structure, classification et variabilité génomique du VHC

Le VHC a été découvert dans les années 1970 par I’équipe de Feinstone et collaborateurs
(Simmonds, 1995). Mais c’est en 1989 que ses caractéristiques moléculaires ont été mises en
évidence et baptisé VHC. LeVHC est un virus a ARN monocaténaire linéaire de polarité
positive, doté d'une capside icosaédrique et d'une enveloppe lipidique dans laquelle sont ancrées
les glycoprotéines d’enveloppe El et E2 (figure 5). Le VHC appartient a la famille des
Flaviviridae, du Genre Hepacivirus (Le Guillou-Guillemette & Apaire-Marchais, 2019). Les
génotypes sont au nombre de six (1 & 6) divisés eux-mémes en sous-types (a, b, c...) Figure 6,
décrit I’arbre phylogénique et les différents génotypes du VHC (Bukh, 2016).

Enveloppe Capsomeére

Capside

Glycoprotéines
E1etE2

Figure 5 : Structure du VHC (Le Guillou-Guillemette & Apaire-Marchais, 2019)
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6 % de toutes les infections par le VHC.
Prévalent dans le sud-est Asie.
Sous-type 6a se propage a Hong Kong et
le Viét Nam.

4

46 % de toutes les infections par le VHC. Distribution
mondiale. Les sous-types la et 1b sont les plus
répandus. Sous-type 1b — propagation iatrogéne. Les
sous-types la et 1b sont les plus répandus. Sous-type
1b — propagation iatrogéne

v

9 % de toutes les infections par le VHC.
Distribution mondiale.

Tres répandue en Afrique occidentale.

Les sous-types 2a et 2b sont les plus répandus.
Sous-types 2a et 2b — propagation iatrogéne.

8 % de toutes les infections par le VHC.
Tres répandu au Moyen-Orient et I'Afrique du
Nord et centrale.

Sous-type 4a propagation iatrogéne,
principalement en Egypte.

Sous-type 4d - propagation dans Villes
européennes.

1 % de toutes les infections par le VHC.

" [ 30 % de toutes les infections par le VHC.
" Distribution mondiale

Tres répandu dans le nord

" Europe et Asie du Sud.

A Trouvé seulement chez quelques individus
d'Afrique centrale.

Figure 6 : Arbre phylogénique du VHC (Bukh, 2016)

1.2.2.3. Cycle viral

Le VHC a un tropisme particulierement restreint, les seules cellules cibles du virus sont

les hépatocytes et les cellules mononuclées qui constituent ses réservoirs. L’étre humain et le

chimpanzé peuvent étre infectés par le VHC (Pol & Corouge, 2014). La traduction des

protéines virales et la réplication de I’ARN virale ont lieu au niveau du réticulum

endoplasmique, puis les particules virales sont assemblées et maturées dans ’appareil de Golgi

avant d’étre relarguées a I’extérieur de la cellule. Les virions nouvellement formés peuvent

alors infecter de nouvelles cellules cibles (Pol & Corouge, 2014). Le VHC est présent dans la

circulation sanguine de 1’hote sous différentes formes. Il peut circuler sous forme libre, et sous

forme associé a des Low-Density Lipoproteins (LDL), des Very-Low-Density Lipoproteins

(VLDL) ou des immunoglobulines. Les associations virus-LDL ou virus-VLDL, appelées lipo-

viroparticules (LVP) sont davantage infectieuses que le virus sous forme libre (Walic, 2010).

La figure 7 ci-dessus décrit le cycle viral du VHC.
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1. Entrée du VHC par
d via ses ré

Inhibiteurs d’entrée
Anticorps neutralisants

Figure 7 : Cycle viral du VHC (Gozlan, 2016)

Apreés attachement a la cellule cible (1), le VHC interagit avec des récepteurs membranaires pour étre endocyté
(2). Apres décapsidation (3), I’ARN viral est relargué dans le cytoplasme puis traduit (4) et répliqué au niveau du
RE (5) ou il va étre assemblé (6). Sa maturation a lieu dans I'appareil de Golgi (7), puis le virion nouvellement
Jformé est exocyté dans [’espace extracellulaire (8) pour linfection de nouvelles cellules. GL, gouttelette lipidique

; RE, réticulum endoplasmique.

1.2.2.4. Transmission du virus, physiopathologie et diagnostic

a) Modes de transmission entre cellules

Deux modes de transmission des particules virales nouvellement formées entre les cellules
existent, la transmission du virus libre ou la transmission directe de cellule & cellule. Lors de la
transmission du virus libre, le virus est exocyté de la cellule infectée et relargué dans
I’environnement extracellulaire, puis peut infecter une cellule naive par un mécanisme d’entrée
classique en utilisant les récepteurs spécifiques du virus a la surface de la cellule cible. Lors de
la transmission cellule a cellule, le virus est transmis directement a la cellule naive grace aux
jonctions cellulaires. Ce mode de transmission permet au virus d’échapper aux réponses
immunitaires et notamment aux anticorps neutralisants, ainsi qu’aux drogues antivirales ciblant
le virus libre présent dans ’espace extracellulaire. La transmission cellule a cellule serait la

voie dominante pour la persistance virale au niveau hépatique chez les patients chroniquement
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infectés (Carloni et al., 2012). La figure 8 présente la transmission entre cellule, en ressortant

les récepteurs et ligands impliques.
b) Modes de transmission chez I’homme

La transmission du VHC peut se faire par voie parentérale, intraveineuse, sexuelle,
transfusion sanguine, par transplantation d’organe. On peut aussi avoir la transmission mere-
enfant. De nombreux facteurs de risque non-négligeables sont a I’origine du maintien de la
prévalence élevée du VHC suite a 1’utilisation du matériel chirurgical mal aseptisé, la montée

des piercing et tatouage et consommations de drogues des facteurs dans ces pays (Bukh, 2016).

[ L-SIGN ]
/C-type-lectins
DC-SIGN \ N\

Cellule infectée par le VHC

Cellule donneuse

Cellule réceptrice

Figure 8 : Modes de transmission du VHC entre cellules (Carloni et al., 2012)
c) Physiopathologie

L’infection par le VHC conduit dans 10 a 25% des cas a une infection aigiie qui peut guérir
spontanément. Dans le cas ou I’infection devient chronique, 20 & 30% peut aboutir a la cirrhose
parmi ceux-ci 1 a 4% peuvent développer le CHC. Ce processus progresse lentement et peut
atteindre un délai de moyen 30 & 40 ans pour la survenue d’un CHC. Les mécanismes impliqués
dans la progression des lésions hépatiques ne sont pas complétement connus. 1l est largement
admis que le virus n’a pas d’effet cytopathique direct sur les hépatocytes, excepté le phénomene
d’accumulation de lipides au sein des cellules hépatocytaires appelé stéatose. Les lésions au
niveau du foie sont principalement inflammatoires, résultant d’infiltrations lymphocytaires

(Bahadi et al., 2013) (Figure 9).
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d) Diagnostic

Le diagnostic du VHC peut se faire par la détection directe du virus ou mettant en évidence
la présence d’anticorps anti-VHC. Les tests ciblant le virus permettent la détection de I’ARN
viral ou de I’antigéne Core. La détection de 1’antigéne Core par tests immunologiques est
facilement réalisable, mais moins sensible que la quantification de I’ARN viral. Les anticorps
anti-VHC qui apparaissent au début de I’infection peuvent étre quantifiés grace a des tests
immunologiques. Un génotypage peut étre réalisé soit par le séquengage qui consiste en
I’analyse de séquences apres amplification de fragments du génome viral par PCR, soit par
I’hybridation inverse qui identifie des nucléotides ou motifs spécifiques a des positions données
(Pol & Corouge, 2014). La figure 9 (page 19) décrit 1’évolution de la maladie, de I’infection a
VHC aux complications dont le CHC.

Infection VHC
Chronicité
Guerison 60 % a 85 %
15 % a 40 %
Cirrhose
Siahie 10 %315 %
85 % a 90 %
Progression lente
75%

Complications 25 %
CHC (2% -4 %)

Figure 9 : Histoire naturelle de I’infection par le VHC (Bahadi et al., 2013)
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« L’hépatite aigiie

La primo-infection par le VHC est généralement asymptomatique. L’ARN viral peut étre
détecté dans le sérum en quelques jours, ou plusieurs semaines aprés I’infection. Une
augmentation sérique des transaminases est aussi observable, dont 1’alanine aminotransférase
(ALAT) qui prédomine au niveau du foie. L’infection aigiie se caractérise par la présence
I’ARN viral dans le sérum, un pic de I’ALAT, des anticorps anti-VHC spécifiques
(Maheshwari et al., 2008). La figure 10 ci-dessous décrit 1I’évolution des différents marqueurs

impliqués au cours d’une hépatite aigiie.

Bl ARN VHC
W ALAT
H Anti-VHC

— T & T T U 4= 1 & i T a4 o F a7 F F T
12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Semaines

Figure 10 : Cinétique des différents marqueurs lors de P’infection aigiie par le VHC

(Maheshwari et al., 2008)
% L’hépatite chronique

Dans 75-90% des cas d’hépatite chronique, I’ARN viral persiste au-dela de 6 mois aprés le
début de I’infection. La charge virale est généralement stable, et varie selon les individus.
L’hépatite chronique est rarement symptomatique, elle se caractérise par des lésions hépatiques,
I’ALAT élevée, I’ARN viral persistant malgré la présence d’anticorps anti-VHC (Malnick et
al., 2014). La figure 11 ci-dessous décrit I’évolution des différents marqueurs impliqués au

cours de I’hépatite chronique.
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mois années

Figure 11 : Cinétique des différents marqueurs lors de I’infection chronique par le VHC

(Adinolfi et al., 2017)

1.2.2.5. Stratégies d’évasion du VHC au systéme immunitaire

Afin de persister de fagon chronique, le virus développe des stratégies pour échapper
aux réponses immunitaires de 1’hote. En effet, le VHC via ses protéases NS3, NS4A, NS5A et
ses protéines Core, Elet E2 bloguent de maniere plus ou moins directe, les voies de
signalisation RIG-1 (Retinoic acid inducible gene-1), TLR (Toll-like Récepteur), Jak-STAT
(signal transducers and activators of transcription), ISGs (Interferon-Stimulated Genes), RLR
(RIG-I-like Receptor), TRIF et CARDIF (protéine de signalisation antivirale mitochondriale)
en induisant une altération dans la production d’interférons [de type | (IFN-0/B) et de type IIT
(IFN-A)] par les hépatocytes et les cellules mononuclées du sang (Rodrigue-Gervais &
Lamarre, 2010 ; Stuart et al., 2021). Malgré le fait que les lymphocytes T infiltrent le foie, ils
ne parviennent pas a combattre I’infection car le virus agit activement via ses protéases et ses
protéines pour inhiber les réponses cellulaires de 1’hote. La protéine Core interagit avec le
récepteur du complément gC1q présent a la surface des lymphocytes T intrahépatiques, pour
induire une surexpression du PD-1 (Programmed Death-1) qui inhibe 1’activation des cellules
T par conséquence, la production de cytokines (Dustin et al., 2014). La diversité genétique des
differentes quasi-espéces circulant dans 1’hote permet [’échappement aux anticorps
neutralisants et aux réponses cellulaires spécifiques. En effet, des changements d’acides aminés
dans la région hypervariable 1 de la glycoprotéine E2 permet 1’échappement aux anticorps
neutralisants, et des mutations dans des régions immunogénes ont pour conséquence la non-

reconnaissance par les cellules T spécifiques du virus (Rodrigue-Gervais & Lamarre, 2010).
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1.3. Carcinome hépatocellulaire
1.3.1. Géneralités

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) se développe le plus souvent sur une cirrhose (75
a 80% des cas), rarement sur une hépatite chronique, exceptionnellement sur un foie sain. Le
CHC est la tumeur maligne la plus fréquente du foie. Son incidence a connu une nette
augmentation ces derniers années (Bruix et al., 2001). En Afrique francophone, GLOBOCAN
en 2012 a enregistré 13 539 déces, au Cameroun, ¢’est le quatrieme cancer et la quatrieme cause
de déces par cancer. L’age moyen de survenue Se situe autour de 34 ans et les facteurs de risque
sont tels que la consommation d’alcool, les infections aux VHB, VHC, VHD, 1’exposition a

I’aflatoxine B1 et des maladies rares (Noah et al., 2016a).

1.3.2. Diagnostic

Le diagnostic est envisagé aprées la découverte d’une 1ésion hépatique a 1’échographie,
ou a I’occasion de symptomes tumorales. Les tests non invasifs ne sont pas recommandés pour
les tumeurs de moins de 10 mm, car un tiers des cas seulement peuvent étre diagnostiqués. La
biopsie qui est un test invasif, est I’examen de référence du diagnostic du CHC. Il est de moins
en moins pratiquer et ceci a pour conséquence 1’absence d’échantillon histologique qui pénalise
la recherche car les fragments tumoraux sont essentiels aux progrés des connaissances sur les
mécanismes de la carcinogenése et la détermination de biomarqueurs pronostiques et prédictifs
du CHC (EASL, 2017a).

<+ Examens

La caractérisation radiologique des nodules permet de définir plusieurs catégories de nodules
allant du nodule bénin au CHC (Couri & Pillai, 2019). Le scanner hélicoidal, I’'TRM,
I’échographie de contraste peuvent étre utilisés pour la caractérisation des nodules. L’IRM
permet de distinguer les nodules de régénération et les nodules cancéreux par rapport au scanner
hélicoidal. L’échographie de contraste permet de caractériser la vascularisation d’un nodule. Sa
sensibilité pour dépister ’hyper vascularisation a la phase artérielle est supérieure a celle du
scanner (Kanwal & Singal, 2019). La biopsie permet une caractérisation indispensable pour la
prise en charge. Car le CHC est trés hétérogéne au niveau anatomo-pathologique et moléculaire.

La biopsie permet également d’évaluer le pronostique tumoral (Vogel et al., 2021).
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« Eléments nécessaires a la décision thérapeutique

Pour les tumeurs solides excepté le CHC, la décision thérapeutique est prise en fonction de
la classification TNM (T pour tumeur correspond a la taille de la tumeur ; N pour « node »
indique si des ganglions lymphatiques ont été ou non envahis ; M pour métastase, indique la
présence ou 1’absence des métastases). Pour le CHC la classification BCLC (Barcelona Clinic
Liver Cancer) est la plus recommandée par les organisations internationales (Couri & Pillai,
2019).

1.3.3. Traitement

Les 2 critéres principaux sur lesquels s’appuient les discussions thérapeutiques sont 1’extension
tumorale et 1’état anatomique et fonctionnel du foie non tumoral. Les indications de résection,
destruction percutanée et Chimio Embolisation artérielle sont limitées aux malades en bon état
général (OMS 0-1). Les indications de traitements systémiques aux malades en état général <«
conservé » (OMS <2) (EASL, 2017a). La figure 12 ci-dessus donne le diagramme d’aide a la
décision thérapeutique. Les traitements peuvent étre curatifs ou palliatifs. Parmi les traitements
curatifs on distingue la transplantation, la résection, la destruction percutanée auxquels est
toujours associé un traitement adjuvant (Couri & Pillai, 2019). Parmi les traitements palliatifs
on distingue la Chimio embolisation artérielle, les traitements médicamenteux (Sorafenib,
Lenvatinib) ; les traitements de seconde ligne (Regorafenib, Cabozantinib, Ramucirumab)
(Vogel et al., 2021).

Multifocal

Critéres de Mila2n1, D hors Milan, D Invasmrln -
Score AFP 0-2 Score AFP > 2 macrovasculaire
Traitement curatif Traitement palliatif
CHILD C
OMS 3/4 Transplantation
__________________ hépatique3
Soins palliatifs symptomatiques de confort
Ascite, hypertension
portale
OMS 2 CHILD B Destruction m—r —
__________________ percutanée raitement systemique
Lo | P ' Premiére i Deuxiéme ligne
. Résection i RE? ¢ Jigne i Régorafénib

- chirurgicale ‘------ Sorafénib { Cabozantinib
Résection Lenvatinib | Ramucirumab*
chirurgicale i Nivolumab/

i Pembrolozumab®

Figure 12 : Diagramme d’aide a la décision thérapeutique (Nault et al., 2018)
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I1.1. Etude de ’association entre le VHB, le VHC et le développement du CHC

Dans cette partie de la méthodologie nous décrivons le processus utilisé pour identifier les
individus a haut risque de développer le CHC lorsqu’ils sont infectés par le VHB et/ou VHC

par le biais d’une revue systématique et d’une méta-analyse.

11.1.1. Recherche documentaire

La recherche électronique des études publiées a été effectuée dans les bases de données
Pubmed, Web of Science, African Index Medicus et African Journal Online jusqu'en mars 2021,
aprés avoir monté une stratégie de recherche qui a consisté a la combinaison de mots clés pour
I'exposition (VHB, VHC), le « outcomes » (CHC) et le contexte (Afrique) a I’aide des opérateurs
booléens pour optimiser la recherche. Des études supplémentaires pertinentes ont été recherchées
manuellement a partir de la liste de références des articles inclus et des revues pertinentes. Le
protocole a été déclaré dans la base de données internationale PROSPERO (CRD42020181381).

11.1.2. Critéres d'inclusion et d'exclusion

% Critéres d'inclusion

Nous avons inclus toutes les études comparatives (essais cliniques, cohorte et cas-témoins)
examinant la relation entre l'infection au VHB, VHC, les coinfections VHB/VHC et le risque de
développer le CHC. Seules les études en francais ou en anglais menées en Afrique ont été
considérées. Nous avons considéré tous les types de CHC diagnostiqués par des approches
cliniques, histologiques, biochimiques et radiologiques. Les témoins étaient des personnes en
bonne santé, des personnes atteintes de maladies non hépatiques, des personnes atteintes de
cirrhose du foie et des personnes atteintes de maladies hépatiques autres que la cirrhose du foie
(autres maladies du foie). Toutes les techniques de détection des marqueurs d'infection par le VHB
(AgHBs, AgHBe et ADN du VHB) et le VHC (Anticorps-anti-VHC (Ac-antiVHC) et ARN du

VHC) ont été prises en compte.

7

«* Criteres de non inclusion

Les études non incluses étaient celles sans groupes de contréle, avec un biais de sélection
des participants, sans texte intégral et/ou résumés disponibles, menées en dehors de I'Afrique, des

doublons, des rapports de cas et des revues.
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11.1.3. Sélection, extraction et évaluation du risque de biais des études incluses

«+ Sélection des études

Le processus de sélection des articles est présenté dans la figure 13 (page 25). Un total de
5469 articles a été identifié a partir de notre recherche documentaire électronique et 21 articles
manuellement & partir de la bibliographie révisée. Nous avons exclu 1299 doublons grace au
logiciel EndNote. Ensuite Nous avons exclu 4076 sur la base du titre et en lisant les résumés grace
a I’outil Rayyan. Sur les 110 articles qui ont réuni les critéres d’inclusion, nous avons exclu 79 en
lisant intégralement les textes. Les raisons d’exclusion étaient diverses, notamment une
population ou un type d'étude incorrecte, des textes intégraux d'articles non disponibles, des
données d’études recueillies hors de I’Afrique, des études en doublons, des données sur les
hépatites virales non confirmées en laboratoire et I’impossibilité d'extraire les données pertinentes.

La figure 13 (page 25) montre I’organigramme de la sélection et I’inclusion des études.
% Extraction des données

Nous avons utilisé le questionnaire Google forms pour I’extraction des données des articles
inclus. Les données extraites étaient le nom du premier auteur, I'année de publication, la
conception de I'étude, I'approche d'échantillonnage, le moment du dépistage de I'infection par le
virus de I'hépatite (rétrospectif/prospectif), le pays, la région UNSD, le niveau de revenu du pays,
la période de recrutement des participants a I'étude, le contexte d'étude (rural/urbain et
communautaire/hdpital). Nous avons également collecté les critéres d'inclusion des participants,
la définition du CHC, les criteres d'inclusion des témoins, les facteurs de confusion
sociodémographiques, d'autres facteurs de confusion non viraux connus pour étre associés au
risque de CHC, les parametres biochimiques du foie, le type de virus hépatique (VHB ou VHC),
la méthode de détection du virus de I'hépatite, le marqueur recherché pour la détection du virus

de I'népatite, le nombre de participants et de témoins et le nombre de sujets exposés et non exposés.
% Evaluation du risque de biais des études incluses

Données pour I'évaluation du risque individuel de biais des études utilisant la méthode
Newcastle-Ottawa voir annexe 1 (page 127). La discussion et le consensus ont été utilisés pour

résoudre les problémes en cas de désaccord entre les enquéteurs.
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=
D
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- i o Articles exclus (n = 3858
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ﬁ - Conception d'étude incorrecte, 18
- Aucun résumé et texte intégral disponibles, 18
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- [n = 36 articles (114 données d'effet)]
o
‘D
>
©
=

Etudes incluses dans la synthése quantitative (méta-analyse)
[n =36 articles (114 données d'effet)]

Figure 13 : Organigramme de sélection et inclusion des études
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11.1.4. Analyses statistiques des données

L’estimation de l'association entre avoir I'népatite virale et le risque de développer un
carcinome hépatocellulaire a été fait par les rapports de cotes (OR) et les intervalles de confiance
a 95 % correspondants, déterminés par la méthode effet aléatoire des méta-analyses (Spearman
& Sonderup, 2015a). L'analyse quantitative a été réalisée a l'aide des packages « meta » et «
metafor » du logiciel R version 4.0.3 (Balduzzi et al., 2019 ; DerSimonian & Laird, 2015).
L'hétérogénéité a été évaluée entre les études a I'aide du test Q de Cochrane et de la mesure du 12

(Schwarzer, 2007). Une P-value < 0.10 ou I? > 50% indique une hétérogénéité significative.

11.2. Méthodologie de la description et ’identification des biomarqueurs pertinents
dans le diagnostic du CHC

Dans cette partie de la méthodologie nous décrivons le processus utilisé pour recruter les
participants dans les sites d’études et collecter les données chez les individus a haut risque de

développer le CHC et ceux atteints de CHC.

11.2.1. Type d’étude, et calcul de la taille de I’échantillon

Notre étude était de type transversal, avec un échantillonnage consécutif non
probabiliste. La taille minimale de notre échantillon était de 301 participants repartis tel que :
153 participants atteints d’hépatite B, 93 participants atteints d’hépatite C et 55 participants
atteints de CHC. Le calcul de cette taille minimale de notre échantillon a été fait a 1’aide des
prévalences des VHB et VHC qui sont respectivement de 11,2% et 6.5% (Bigna et al., 2017a ;
Bigna et al., 2017b) et selon les données de GLOBOCAN qui fournit une prévalence de 3,7 %
pour le cancer du foie au Cameroun (GLOBOCAN, 2020). Ce calcul a été fait a I’aide la

formule suivante :
(Charan & BiSW&S, 2013) 0=0,05 — Z1.+= 1,96 d’apres la loi normale;

N— P(1—P)(Z;o)? P : Prévalence de sujets présentant la variable étudiée,
B i2 .
Z1.o: erreur d’échantillonnage constante ;

i : erreur opérationnelle ou marge d’erreur.

11.2.2. Lieu et durée de I’étude

L’étude a été menée dans la ville de Yaoundé de Décembre 2020 a Avril 2022. L’Hopital
Général de Yaoundé (HGY) et le Centre Hospitalier et Universitaire de Yaoundé (CHUY) ont
servi de sites de recrutement des participants, de collecte des données sociodémographiques,
cliniques, et des échantillons sanguins. The Centre of Study and Control of Communicable

Diseases (CSCCD) de la Faculté de Médecine et des Sciences Biomédicales (FMSB) a servi au
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stockage et a ’analyse des échantillons sanguins pour la recherche des AgVHB, AgVHC/Ac
anti-VHC, la quantification des transaminases et I’AFP. Le Department of Medical virology
and Immunology, University of Stellenbosch, Cape Town, South Africa a servi a la
quantification des cytokines par Luminex. Voir annexe 2 (page 128). Le laboratoire de
Microbiologie de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaound¢é I (UYI) a servi a la

rédaction du manuscrit.

11.2.3. Population de I’étude

La population d’étude était composée des participants atteints d’hépatopathies
chroniques (groupe témoin) et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire (cas) liées aux
hépatites B et C venus pour un suivi au service de Gastro Entérologie de ’'HGY et au service
de médecine interne (service de consultation et hospitalisation) du CHUY, nous nous sommes

basés sur 1’étude de (Noah et al., 2016), pour repartir nos participants en 3 groupes distincts :

Groupe 1 était composé de participants atteints d’hépatite chronique (HC). Les
participants HC étaient ceux caractérisés par la persistance de I’AgHBs depuis au moins 6 mois
(avec ou sans présence concomitante de I’antigéne HBe) pour ceux atteints par le VHB, mais
pour ceux atteints du VHC, ils étaient caractérisés par une charge virale positive qui persistait

depuis au moins 6 mois.

Groupe 2 était composé de participants atteints de cirrhose qui a été diagnostiquée par

les examens radiographiques, biochimiques et confirmée par un médecin.

Groupe 3 était composé de participants atteints de CHC qui a été diagnostiqué par les

examens radiographiques, biochimiques et confirmé par un médecin.

Les figures 14 (page 38) et 15 (page 39) déroulent I’organigramme de sélection des participants
mono infectés par le VHB ou le VHC. Ces participants ont été choisis, indépendamment de leur

sexe, age, nationalité et a I’aide des critéres suivants :

R/

% Critéres d’inclusion

-Etre venu pour une prise en charge dans le service d’hépato gastro-entérologie de I'HGY ou de
médecine interne du CHUY ;
-Etre sous traitement antiviral hépatite B depuis 24 semaines

-Etre sous traitement antiviral hépatite C depuis 12 semaines
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-Avoir une cirrhose diagnostiquée par les examens radiographiques et biochimiques ;
-Avoir un CHC diagnostiqué par les examens radiographiques et biochimiques ;

-Etre &gé de 21 ans ou plus.
«+ Critéres de non inclusion

-Participants n’étant pas sous traitement antiviral contre le VHB ou VHC ;
-Participants sous immunosuppresseurs ;
-Participants ayant une autre infection autre que le VHB ou le VHC ;

-Participants ne pouvant pas donner son consentement.

11.2.4. Description de la sélection des participants inclus dans I’étude

Les figures 14 et 15 respectivement des page 30 et 31 décrivent le processus de sélection des
participants.

®,

% Sélection des participants atteints de VHB

La figure 14 de la page 30 décrit le processus de sélection des participants mono infectés
VHB. Nous avons proposé I'étude a 619 patients venus en consultation au CHUY ou a I'HGY,
respectivement 331 patients au CHUY et 288 patients & 'HGY. Sur ces 619 patients, 41 ont
refusé de participer a I'étude, ce qui a donné un taux de non-réponse de 6,6 %, et 92 ont été
exclus car ils en étaient a leur premiére visite médicale. Sur les 294 patients VHB soumis au
traitement, 48 ont été exclus car VIH positifs. Parmi les 246 participants VIH négatifs restants,
80 participants étaient a moins de 24 semaines de traitement, 135 étaient a 24 semaines de
traitement et 31 étaient a plus de 24 semaines de traitement. Sur les 135 participants éligibles,
seuls 97 participants étaient positifs pour I'HBsAg avec les TDR HEXAGON HBsAg,
respectivement 65 participants atteints d'hépatite chronique, 19 atteints de cirrhose et 13 atteints
de CHC. Parmi ceux-ci, seuls 69 échantillons étaient positifs pour 'HBsAg par Monolisa™
HBs Ag ULTRA, respectivement 37 hépatite chronique, 19 Cirrhose et 13 CHC. Parmi lesquels
nous avons respectivement tiré au sort 10 échantillons par groupe pour quantifier les AFP, les
transaminases (ASAT, ALAT) et les cytokines.
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+«+ Sélection des participants atteints de VHC

La figure 15 de la page 31 décrit le processus de selection des participants mono infectes
VHC. En effet, sur les 486 participants qui ont accepté participer a 1’étude, seuls 192
participants étaient sous traitement contre le VHC, parmi lesquels 32 étaient positifs au VIH et
ont été exclus. Sur les 160 participants restants, 28 étaient a moins de douze semaines de
traitement ceux-ci ont été exclus, 92 étaient & 12 semaines de traitement, ceux-ci ont été inclus
et 40 étaient a plus de 12 semaines de traitement, ceux-ci ont été exclus. Parmi les patients qui
étaient a 12 semaines de traitement, 69 (75 %) étaient positifs pour I'Anticorps anti-VHC avec
les TDR VOXTUR BIO LTD, parmi ces participants, seuls 44 (47,8 %) étaient positifs pour
I'Ag VHC (19 Hépatite Chronique, 14 Cirrhose du foie et 11 CHC) avec Monolisa™ HCV Ag-
Ab ULTRA. Parmi lesquels nous avons respectivement tiré au sort 10 échantillons par groupe
pour quantifier les AFP, les transaminases (ASAT, ALAT) et les cytokines.
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Sélection aléatoire de 10 échantillons hépatites chroniques ; 10 Cirrhose ; 10 CHC
pour quantification : AFP, ALAT, ASAT et Cytokines

Figure 14 : Organigramme de sélection des participants mono infectés par le VHB
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Figure 15 : Organigramme de sélection des participants mono infectés par le VHC
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11.2.4. Collecte et le devenir des échantillons sanguins

Globalement, cinq millilitres d’échantillons de sang ont été prélevés au creux du coude
de chaque participant consentant, dans un tube EDTA. En mi-journée, les échantillons ont été
transférés au CECMT, répartis en trois aliquots de méme volume chacun. Le premier aliquot
nous a servi a la recherche des AgHBs, AgVHC/Ac Anti VHC, le deuxieme aliquot a servi la
quantification des ASAT, ALAT et ’AFP. Le troisiéme aliquot a servi a la quantification des
cytokines (IL-2 ; IL-4 ; IL-6 ; IL-10 ; IL-12 ; IL-15; IL-17A ; IFNa2 ; IFNy ; VEGF ; G-CSF
: RANTES).

11.3. Procédure de collecte des données

La collecte des données a été faite prospectivement. Chacun des participants s’est
entretenu dans le box de consultation avec 1’investigateur principal. La notice d’information
leur a été présentée, pour ceux incapables de lire, I’investigateur principal a lu le contenu de la
notice puis a expliqué 1’objectif de la recherche au participant. A la fin de 1’échange entre le
potentiel participant et I’investigateur principal, le patient consentant a donné son accord signe

pour participer a 1’étude. Voir annexes 5, 6 et 7 de la page 134 a la page 139.

11.3.1. Collecte des données sociodémographiques et cliniques

Pour la recherche des facteurs de risques non infectieux, nous avons procédé a la collecte
des données sociodémographiques et cliniques a 1’aide d’une fiche préétablie et standardisée,
voir annexe 7 (page 139). Les données sociodémographiques et cliniques ont été recueillies par

interviews des participants.
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11.3.2. Recherche des biomarqueurs virologiques, biochimiques et immunologiques

a) Recherche des biomarqueurs virologiques
+ Sérologie VHB, VHC, VIH-1/2 par immunochromatographie

La sérologie VHB, VHC, VIH-1/2 a été réalisée a 1’aide des TDR Alere Determine™;
HEXAGON HBsAg et VOXTUR BIO LTD pour le VHC respectivement fabriqués au Japon,

en Allemagne et en Inde.

Le principe :

Le principe a consistt a la détection qualitative des anticorps/antigénes par
immunochromatographie. L’anticorps monoclonal ou I’antigéne de synthése couplé a un réactif
de détection, est immobilisé a la surface d'une membrane de nitrocellulose afin de fixer
l'antigéne ou 1’anticorps recherché présent dans un échantillon, entrainant 'apparition d'une

bande colorée en cas de positivité.

: Ligne test Ligne contréle
Echantillon Anticorps conjugué Anticorps Anticorps

Zone de dépot Zone de dépot Membrane de Tampon
de I’échantillon du conjugué nitrocellulose absorbant

Ligne test Ligne controle
(Positif) (Test valide)

Figure 16 : Principe immunochromatographie (Abduljalil, 2020)
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Le mode opératoire :

Selon les instructions des concepteurs des tests, nous avons déposé un volume de 50 pl
d’échantillon sur la zone de dépdt de 1’échantillon, puis nous avons attendu qu’il y ait formation
du complexe immun entre les anticorps conjugués aux nanoparticules et anticorps/antigenes
recherchés. Nous avons attendu pendant 15 minutes que I’ensemble migre sur la phase solide
jusqu’aux anticorps recombinants immobilisés au niveau de la fenétre-patient. Puis nous avons

lu le résultat.

Interprétation du résultat : le test négatif a consisté a 1’apparition d’une bande au niveau

de la zone controle et le test positif a consisté a 1’apparition de deux bandes, 1’'une au niveau de

la zone contréle et ’autre au niveau de la fenétre-patient.
4+ Recherche de I’Antigéne HBs avec Monolisa™ HBs Ag ULTRA (ELISA)

Monolisa™ HBs Ag ULTRA est une technique immuno-enzymatique de type sandwich
de 4éme génération pour la détection de I'antigene de surface du virus de I'Hépatite B (Ag HBs)
dans le sérum ou le plasma humain (Bio-Rad, 2009).

Le Principe :

La phase solide de Monolisa™ HBs Ag ULTRA est sensibilisée avec des anticorps
monoclonaux. Apres distribution des échantillons et des sérums de contrdle dans les cupules de
la microplaque, les Anticorps monoclonaux anti-HBs de souris et anticorps polyclonaux anti-
HBs de chévre couples a la peroxydase (conjugué) sont distribués dans les cupules de la
microplaque. Apreés incubation pendant une heure et demi a 37°C, le conjugué non lié est
éliminé par lavage. Puis la solution de révélation (substrat) est distribuée dans les cupules de la
microplaque. Enfin est distribué la solution d’arrét. Lecture des densités optiques est faite a

450/620 nm (Bio-Rad, 2009). Voir figure 17 (page 35).
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Substrat

Enzyme

‘ A . Antigéne recherché

Anticorps monoclonal de Capture fixé au fond du puit

Figure 17 : Représentation schématique du principe de PELISA Sandwich direct pour
détection Ag HBs (Heiat et al., 2014)

Le mode opératoire :

Nous avons suivi strictement du protocole du fabricant du Kit Monolisa. Nous avons
établi un plan de distribution et d'identification des échantillons. Ensuite nous avons préparé la
solution de lavage et la solution de conjugué respectivement en diluant au 1/20° la solution de
lavage dans de 1’eau distillée (soit 6400 ml) pour toute la microplaque et en transvasant le
contenu du flacon de diluant pour le conjugué dans le flacon de conjugué lyophilisé puis nous
avons laissé reposer le contenu rebouché pendant 10 minutes en y homogénéisant de temps en
temps pour faciliter la dissolution. Nous avons Distribué 100 pl de chaque échantillon et les

sérums de contréle dans les cupules de la microplaque. Voir figure 18 (page 36).
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Figure 18 : Représentation schématique de la répartition des échantillons pour la
recherche de I’AgHBs

Puis nous avons homogeénéisé et nous avons distribué rapidement 50 ul de la solution
de conjugué dans toutes les cupules et nous avons homogénéisé le mélange réactionnel suivi
d’une incubation d’une heure et demi a 37°C. Apres incubation nous avons ¢liminé le conjugué
non lié par lavage. Ensuite nous avons distribué rapidement dans toutes les cupules 100 ul de
la solution de révélation préalablement préparée. Puis nous avons incubé pendant 30 minutes a
I’obscurité et a température ambiante. Ensuite nous avons ajouté 100 pl de la solution d'arrét
en adoptant la méme séquence et le méme rythme de distribution que pour la solution de
révélation. Puis nous avons essuyé soigneusement le dessous des plaques. Nous avons attendu
au moins 4 minutes aprés la distribution de la solution d'arrét avant la lecture et dans les 30
minutes qui suivent l'arrét de la réaction, nous avons lu notre plague a une densité optique
comprise entre 450/620 nm a l'aide d'un automate. La coloration du substrat, rosee (pour les
échantillons négatifs) disparaissait pour donner des cupules incolores. La coloration du substrat
bleu (pour les échantillons positifs) disparaissait des cupules et devenait jaunes pour les
échantillons positifs aprés addition de la solution d'arrét. Voir Annexe 4 (page 130-133) pour

matériel de manipulations. (Bio-Rad, 2009).
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Interprétation des résultats : Les échantillons ayant un ratio <1 ont été considérés
négatifs et les échantillons ayant un ratio > 1 ont été considérés comme positifs (Bio-Rad,

2009).

Densité Optique échantillon,

Ratio, =
oy Valeur Seuil

. Densité Optique des controles négatifs
Avec Valeur Seuil L P L 0,05

4+ Recherche de I’Antigéne VHC avec Monolisa™ HCV Ag-Ab ULTRA

Monolisa™ HCV Ag-Ab ULTRA est un test immuno-enzymatique de 4éme génération
permettant la mise en évidence de I’infection a VHC basé sur la détection de I’antigéne de la
capside associé a une infection par le virus de I'hépatite C dans le plasma humain (Bio-Rad,
2014).

Principe :

Aprés sensibilisation de la microplaque avec un anticorps monoclonal dirigé contre la
capside de I’hépatite C, les échantillons a étudier et les sérums de controle sont distribués dans
les puits de la microplaque. Si des antigénes de la capside de 1’hépatite C sont présents dans le
plasma humain analysé, ces antigenes sont liés par les anticorps monoclonaux de la phase solide
et les anticorps monoclonaux biotinylés. Apres une incubation de 90 minutes a 37°C et une
étape de lavage, le conjugué peroxydase/streptavidine se fixe sur la biotine de 1’anticorps
monoclonal murin biotinylé dirigé contre la capside de 1’hépatite C dans le cas d’une présence
de I’antigéne de la capside du virus de I’hépatite C dans 1’échantillon. Aprés 30 minutes
d’incubation a 37°C et élimination des conjugués enzymatiques non liés par lavage, la présence
des complexes antigene-anticorps-peroxydase sont révelés par addition du substrat. Apres 30
minutes d’incubation a température du laboratoire et arrét de la réaction, la lecture s'effectue au
spectrophotometre a 450/620 nm. L'absorbance mesurée pour un échantillon permet de
conclure quant a la présence ou l'absence de l’antigéne de capside de I’hépatite C dans
I’échantillon testé. L'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d’antigene de la

capside de I’hépatite C liés sur la phase solide (Bio-Rad, 2014). Voir figure 19 (page 38).
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Figure 19 : Représentation schématique de ’ELISA sandwich direct pour la recherche
de I’Ag VHC (Heiat et al., 2014)

Mode opératoire :

Nous avons suivi strictement le protocole proposé par le fabricant du Kit Monolisa.
Nous avons établi soigneusement le plan de distribution et d'identification des échantillons.
Nous avons préparé la solution de lavage diluée et la solution de travail (I’antigeéne positif de
contrdle). Nous avons déposé directement, sans prélavage de la plaque, successivement, 100 pl
d’anticorps monoclonal murin dirigé contre la capside du VHC marqué a la biotine de

Coloration violet (conjugué 1) dans chaque cupule. Puis nous avons :

Ajouté en A1, 50 pl de contréle négatif (Tampon Tris HCI)

Ajouté en B1, C1, D1, 50 pl de contréle positif (Sérum humain contenant des anticorps anti-
VHC et négatif pour I'antigéne HBs et pour les anticorps anti-HIV1 et anti-HIV2),

Ajouté en E1, 50 pl de la solution de travail que nous avons soigneusement préparé en
remplissant le flacon du contrdle antigene positif avec la totalité de la solution du flacon diluant
du contréle antigéne. Puis nous avons rebouché et attendu 10 minutes a température ambiante
du laboratoire en agitant de temps en temps le flacon par inversion du flacon.

Ajout de 50 pl du premier échantillon en F1, deuxieme échantillon en G1, etc... Voir figure

page 39.

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d’hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hopitaux de la ville de Yaoundé

00000000
00000000 -
00000000 -
00000000 -
00000000 -
00000000-
00000000 -
00000000 -
00000000 -
00000000-
90000000-

Dans toutes les cupules, 100 ul d*anticorps monoclonal murin dirigé contre la capside du VHC marques a la biotine

cupule Al, 50 pl de contrdle négatif

Cupule B1, C1, D1, 50 pl de controle positif

Cupule E1, 50 pl de la solution de travail

00000

Cupules restantes, 50 ul de chaque échantillon

Figure 20 : Repreésentation schématique de la répartition des échantillons pour la
recherche de P’AgVHC

Puis nous avons homogénéisé le mélange par 3 aspirations minimum et couvert d'un
film autocollant en appuyant bien sur toute la surface pour assurer I'étanchéité. Ensuite nous
avons incubé la microplague au bain-marie thermostaté pendant : 90 + 5 minutes a 37°C £ 1°C.
ensuite nous avons retiré le film adhésif et nous avons aspiré le contenu de toutes les cupules
dans un conteneur pour déchets contaminés (contenant de I'hypochlorite de sodium) et nous
avons ajouté dans chacune d'elles un minimum de 0,370 ml de solution de lavage et nous avons
aspiré de nouveau. Nous avons répété le lavage 4 fois et nous avons séché la plaque par
retournement sur une feuille de papier absorbant. Nous avons préparé la solution de révélation
en diluant le chromogéne contenant du tétraméthyl benzidine dans le tampon substrat de la
peroxydase au 1/11e (c’est a dire que nous avons utilisé 8 ml du chromogéne dans 88 ml du
tampon substrat de la peroxydase pour le traitement de toute la plaque). Ensuite nous avons
homogénéisé et nous avons distribué rapidement 80 ul de la solution préalablement préparée
dans toutes les cupules de la plaque. Puis nous avons incubé a nouveau a I'obscurité pendant 30
+ 5 minutes a température ambiante. Lors de cette incubation, nous n’avons pas utilisé de film
adhésif. Puis nous avons ajouté 100 pl de la solution d'arrét (Solution d'acide sulfurique) en
adoptant la méme séquence et le méme rythme de distribution que pour la solution de révélation.

Nous avons essuyé soigneusement le dessous des plaques et nous avons au moins attendu 4
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minutes apres la distribution de la solution d'arrét et les 30 minutes qui ont suivi l'arrét de la
réaction, nous avons lu les densités optiques a 450/620 nm a I'aide d'un lecteur de plaques (Bio-
Rad, 2014).

Interprétation des résultats : Les échantillons dont la densité optique était inférieure
a la valeur seuil (ratio < 1) ont été considérés comme négatifs. Les échantillons dont la densité
optique était supérieure ou égale au seuil (ratio >1) ont été considérés comme positifs (Bio-

Rad, 2014). Voir Annexe 4 pour mateériel de manipulations (page 130-133).

Densite Optique echantillon,

Ratio, =
o Valeur Seuil

2 Densité Optique des contréles positifs
15

Avec Valeur Seuil =

4+ Collecte charge virale (ADN VHB et ARN VHC)

Nous avons collecté la charge virale de la 12°™ et 24°™ semaine respectivement pour les
participants atteints de VHC et VHB venus pour un controle.
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b) Recherche et quantification des biomarqueurs biochimiques

La quantification des AFP et transaminases, s’est effectuée sur les échantillons tirés au
hasard a I’aide du programme Excel 2016. Ceci a été fait pour équilibrer le nombre de
participants dans les trois groupes étudiés. Car nous avons utilisé¢ les moyennes + 1’écart-type
pour quantifier I’effet estimé. La moyenne étant influencée par la taille de I’effectif dans un
groupe, pour ressortir la réelle différence apres la comparaison des groupes, nous avons
uniformisé la taille des différents groupes d’une part et d’autre part pour donner la méme chance
a chaque échantillon de participer a 1I’étude, afin que le choix soit objectif, nous avons effectué

un tirage aléatoire de 20 participants dans chacun des groupes étudiés.

En effet, nous avons choisi aléatoirement 10 codes correspondant a 10 participants
différents pour chacun des 3 groupes étudiés positifs au TDR et a ELISA en fonction du VHB

et VHC. Les codes correspondants ont été utilisés pour les aliquots dans le reste des analyses.
#+ Quantification de PAFP

Elle a été réalisée a I’aide de la bandelette quantitative Finecare ™ Rapid AFP et I’appareil

Finecare ™ FIA Meter (Wonfo BioTech, 2017b).

Le principe du test quantitatif rapide Finecare ™ AFP est basé sur la technique
d’immunochromatographique de fluorescence. Lorsque 1'échantillon est placé dans la
cartouche, ’anticorps anti-AFP marqué par une molécule fluorescente capture I'antigéne AFP
présent dans I’échantillon de sang. Le complexe formé migre par capillarité sur la matrice de
nitrocellulose de la bandelette, puis au niveau de la zone test, un deuxieme anticorps fixé capture
le complexe anticorps-antigéne qui s’est formé précédemment au niveau de la zone de dep6t.
De cette facon, plus il y a d'antigene AFP dans I'échantillon sanguin, plus il y a de complexes
qui s'accumulent. L’intensité du signal de fluorescence du détecteur des anticorps reflétent la
quantité de composés AFP, et I’appareil Finecare ™ FIA Meter refléte la concentration d'AFP
de I’échantillon de sang (Wonfo BioTech, 2017a). Voir figure 21 (page 42).
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Figure 21 : Etapes du principe de la quantification de ’AFP (Wonfo BioTech, 2017b)

Le mode opératoire a consisté au préléevement 75ul de plasma a I’aide d’une
micropipette que nous avons introduit dans un tube contenant la solution tampon (fourni par le
fabricant), puis nous avons homogénéisé le contenu en secouant le tube fermé, nous avons
ensuite transféré les 75ul du mélange plasma + tampon au niveau de la zone de dép6t de la
bandelette de test a I’aide de notre micropipette enfin nous avons introduit la bandelette du test
dans le canal de test de I’analyseur immunochromatographique Finecare FIA Meter et nous

avons lu le résultat du test aprés 4 minutes. Voir Annexe 4 pour matériel (page 130-133).

Interprétation : Les taux d’AFP compris entre 0-20 ng/ml sont considérés normaux et

les quantités d’AFP > 20 ng/ml sont considérés comme anormaux (\WWonfo BioTech, 2017a).
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% Quantification des transaminases (ALAT et ASAT)

Principe : Les dosages sont basés sur une mesure cinétique des transaminases seriques dans

un systéme réactionnel dont la finalité est ’oxydation du coenzyme NADH, H*.

L’Asparate aminotransférase (ASAT/GOT) catalyse le transfert du groupement amine de
I’ Asparate a 1’oxoglutarate avec formation du glutamate et de I’oxaloacétate. Ce dernier est
réduit en Malate par la Malate déshydrogénase (MDH) en présence du nicotinamide adénine di
nucléotide (NADH) réduite. La réaction mesurée cinétiqguement a 340 nm par la diminution de
I’absorbance résultant de I’oxydation de la NADH en NAD+ est proportionnelle a I’activité
enzymatique d’ASAT présente dans 1’échantillon. (SPRINREACT, 2015b).

ASAT

L- Asparate + 2-Oxoglutarate » |-Glutamate + Oxaloacetate
MDH
Oxaloacetate + NADH + H* Malate + NAD*

L’Alamine aminotransférase (ALAT/GPT) catalyse le transfert du groupement amine
de I’Alamine a I’oxoglutarate avec formation du glutamate et du pyruvate. Ce dernier est réduit
en lactate par le lactate déshydrogénase (LDH) en présence du nicotinamide adénine di
nucléotide (NADH) réduite. La réaction mesurée cinétiquement a 340 nm par la diminution de
I’absorbance résultant de 1’oxydation de la NADH en NAD+ est proportionnelle a I’activité
enzymatique d’ALAT présente dans 1’échantillon. (SPRINREACT, 2015a).

ALAT/GPT
L-Alamine + 2-Oxoglutarate » L-Glutamate + Pyruvate
LDH
Pyruvate + NADH + H* » Lactate + NAD*

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d’hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hopitaux de la ville de Yaoundé

Le mode opératoire a consisté a pipeter dans un tube a essai 1 ml du réactif de travail
(mélanger 4 ml substrat ASAT/ALAT et 1 ml du Coenzyme ASAT/ALAT.) ensuite ajouter 50
ul du plasma puis mélanger doucement par retournement 1’ensemble, ensuite a incuber a
température ambiante pendant 1 minute. Enfin insérer le conduit aspirant de 1’appareil dans
notre tube contenant notre préparation et lire la concentration de la préparation. VVoir Annexe 4
pour matériel (page 130-133).

Interprétation des résultats : Les taux d’ALT normaux sont compris entre 17-59

unités par litre. Les taux d'’AST normaux sont compris entre 10-50 unités par litre.

c) Recherche et quantification des biomarqueurs immunologiques
4+ Quantification des Cytokines par Luminex (Bio Plex 200 system)

La quantification des cytokines (IL-2 ; IL-4 ; IL-6 ; IL-10 ; IL-12 ; IL-15; IL-17A ; IFNo2
; IFNy ; VEGF ; G-CSF ; RANTES) a été effectuée avec les échantillons tirés au hasard a 1’aide
du programme Excel précédemment décrit.

Principe :

La technologie Luminex est fondée sur le principe de la cytométrie en flux qui allie
I’utilisation de microsphéres fluorescents et une double lecture aprés excitation par deux lasers.
La technologie Luminex repose sur des particules de polystyréene microscopiques appelées
microspheres ou microbilles, qui servent de phase solide pour la détection des réactions
biochimiques, qui sont analysées individuellement a partir d'échantillons en format
microplaques de 96 puits. Chaque type de microbille peut étre chargé avec différents réactifs
de détection. Cette combinaison de différentes microbilles permet, lors d’un test, de réaliser
100 détections différentes simultanément par puit avec un tres petit volume d’échantillon.
Procédure de test multiplex. Les billes magnétiques (colorées en interne avec deux colorants
fluorescents) couplées a des anticorps monoclonaux anti-cytokines sont incubées avec des
échantillons et des standards : apres lavages, les échantillons/standards sont incubés avec des
anticorps monoclonaux anti-cytokines biotinylés ; et enfin, aprés d'autres lavages, avec une
solution de streptavidine. L'instrument Luminex identifie les différentes cytokines présentes
dans chaque puits et convertit I'intensité moyenne de fluorescence de chague cytokine mesurée

en pg/ml, grace au logiciel et aux courbes standard (Vancurova & Zhu, 2020). Voir figure 22
(page 45).
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Deuxi¢me étape de ’analyse

Premiére étape de ’analyse

Sumageant Anticorps monoclonal biotinylé
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Figure 22 : principe de quantification des cytokines avec Luminex (Lombardelli et al., 2021)

Mode opératoire

-Distribution des billes xMAP

Nous avons passé au Vortex les billes d'anticorps pendant 30 secondes, et nous avons
soniqué pendant 30 secondes. Puis nous avons ajouté 25 ul de billes conjuguées aux anticorps
dans chaque puits de la plaque 96 puits en utilisant une pipette

-Lavage de la plaque

Ensuite nous avons placé notre plagque sur le séparateur a plaque magnétique et nous
avons laissé les billes se déposer pendant 60 secondes. Nous avons tenu solidement la plaque
et le séparateur magnétique et nous avons retourné en I’envers I’ensemble pour décanter le

liquide puis nous avons tamponné l'excés de liquide dans une pile de serviettes en papier. Puis
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nous avons retourné a I’endroit la plaque avec séparateur magnétique (plaque puits vers le haut)
puis nous avons retiré la plaque du séparateur magnétique. Puis nous avons ajouté 200 pl de
tampon de lavage a chaque puits. Ensuite nous avons placé la plaque de 96 puits sur le
séparateur a plague magnétique et nous avons laissé les billes se déposer a nouveau pendant 60
secondes. Comme précédemment, nous avons tenu solidement la plaque et le séparateur
magnétique, et nous les avons retournés afin de décanter le liquide et nous avons tamponné
I'exces de liquide dans une pile de serviettes en papier. Puis nous avons retourné a I’endroit le

séparateur magnétique et la plaque.

-Incubation sur plaque

Nous avons ajouté 100 pl (50 pl de I’échantillon de plasma et 50 ul de diluant) dans
chaque puits. Ensuite nous avons scellé la plaque avec un couvercle noir et nous avons incubé
a température ambiante sur agitateur a assiettes pendant 2 h et protégé de la lumiére. Nous avons
Préparé 1’anticorps de détection biotinylé (dilué selon les instructions du fabricant du kit). Puis
nous avons placez l'assiette sur séparateur magnétique pendant 60 secondes, nous avons laissé
décanter le liquide et nous avons effectué deux étapes de lavage tel que décrit plus haut. Ensuite
nous avons épongé completement I'excés de liquide a la fin de la procédure du lavage et nous
avons ajouté 100 pl de ’anticorps de détection biotinylé dans chaque puits. Puis nous avons
scellé la plague avec le couvercle et nous avons incubé pendant 1 h a température ambiante sur
un agitateur a plaque orbitale protégé de la lumiere. Nous avons préparé la streptavidine-
phycoérythrine selon les instructions du concepteur du réactif. Puis nous avons Placé la plaque
sur le séparateur magnétique pendant 60 secondes ensuite nous avons laissé décanter le liquide
et nous avons effectué deux étapes de lavage. Nous avons épongé compléetement I'excés de
liquide a la fin de la procédure de lavage. Puis nous avons ajouté 100 ul de streptavidine-
phycoérythrine dans chaque puits. Enfin nous avons Scellé la plaque avec le couvercle puis
incubé pendant 30 min a température ambiante sur agitateur a plaque orbitale a I'abri de la
lumiére. Nous avons placé la plaque sur le séparateur magnétique pendant 60 secondes et laissé
décanter le liquide, puis nous avons lavé la plaque trois fois comme décrit plus haut. Nous avons
tamponné I'exces de liquide aprés chaque étape de lavage. Puis nous avons ajouté 150 ul de
tampon de lavage dans chaque puits et nous avons laissé la plaque agiter pendant 5 autres

minutes.
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-Lecture sur Luminex
Pendant I'incubation de la plaque avec l'anticorps de détection nous avons préparé
I’automate Systéme BIO-PLEX SOFTWARE, Version 6.1 et nous avons lu le résultat apres 15

minutes. VVoir annexe 4 pour matériel (page 130-133).

11.4. Considérations éthiques

Dans le souci du respect de 1’éthique de la recherche médicale, nous avons entrepris une

démarche administrative dans 1’objectif d’obtenir :

-Une autorisation de collecte des données délivrée par le CHUY et le HGY (annexes 8 et 9
pages 140 et 141) ;

-Une autorisation d’analyse des données délivrée par le CECMT (annexe 10 page 142) ;
-Clairance d’éthique délivrée par le JIRB (annexe 11 page 143) ;

-Le patient réunissant les critéres d’inclusion lisait d’abord la notice d’information (annexe 5,
pages 134-136) puis donnait son consentement signé (annexe 6, pages 137-138) enfin un code

lui était attribué.

0,

% Risques potentiels
Pendant le préelevement, le patient encoure les risques suivants : hématome, douleur,

malaise, piglre du nerf médian. Tout au long de cette étude, les chercheurs et personnel médical
étaient exposés a la contamination par le VHB, VHC et/ou VIH.

< Bénéfices

Pour le patient : en acceptant participer a cette étude, aucun bénéfice matériel ou financier
n’¢tait accordé aux patients mais leur participation a contribué largement a 1’édification et

I’évolution de la recherche dans notre pays en particulier.

Pour le chercheur : ce travail de recherche est purement d’ordre académique et n’a regu aucun
financement d’un organisme national ou international. Le chercheur a mené cette étude dans le
cadre de ses travaux de Doctorat/PhD. Le bénéfice qu’il a tiré de cette étude est sa formation
en tant que chercheur, la soutenance de sa thése de Doctorat/PhD et la publication des résultats

de cette étude.
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%+ Mesures prises pour la confidentialité des données et la vie privée des participants

La participation a I’étude était libre et volontaire. Chaque tube de sang était étiqueté par
le code qui figurait sur la fiche de collecte des données (annexe 7, page 139). Toutes les
informations et données recueillies sur le terrain ont été tenues confidentielles et les résultats
ont été anonymés lors des communications. Toutes les mesures ont été prises pour ne porter

aucun préjudice aux participants ou une répression en cas de refus de participation.

I1.5. Analyses statistiques des données

Pour chaque participant recruté, les variables qualitatifs (genre, scarification, tatouage,
alcoolisme, tabagisme, antécédent chirurgical, transfusion sanguine, Hépatite chronique,
cirrhose, CHC, Ag HBs, Ag/Ac Anti-VHC) et les variables quantitatives (age, IL-2 ; IL-4 ; IL-
6;IL-10; IL-12 ; IL-15; IL-17A ; IFNo2 ; IFNy ; VEGF ; G-CSF ; RANTES ; ADN VHB ;
ARN VHC) ont été collectées. Les données recueillies ont été enregistrées et traitées a 1’aide
du classeur Excel (Version 2016) et les analyses ont été faites a 1’aide du logiciel biostatistique
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 25.0. Les données catégorielles ont été
résumées sous forme de fréquences et de pourcentages. Alors que les données continues ont été
initialement testées pour la normalité & I'aide du test de Kolmogorov-Smirnov. Les données
continues ont été présentées sous forme de moyennes + d'écarts-types. Pour comparer les
variables catégorielles, nous avons utilisé les tests exacts du chi carré et de Fischer. Pour
comparer les variables quantitatives entre les trois groupes, nous avons utilisé le test de
comparaison de moyenne (ANOVA), pour la comparaison des biomarqueurs analysés entre les
groupes deux a deux, nous avons utilisé le test t de Student. Ensuite, nous avons effectué le test
de corrélation de Pearson, le coefficient de corrélation (r) et les P-values (p) respectives ont été
calculées. Nous avons retenu uniquement les variables ayant montré une corrélation
statistiquement significative. Pour ces biomarqueurs, nous avons déterminer leurs performances
diagnostiques que nous avons comparées a celle de I’AFP, grace aux courbes ROC (Receiver
Operator Characteristic). Ce qui nous a permis de déterminer les biomarqueurs ayant la
sensibilite et la spécificite les plus élevées dans le diagnostic du CHC. Toutes les valeurs p

inferieur a 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
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I111.1. Résultats

I11.1.1. Résultats de la méta-analyse

Nous avions eu au final un total de 36 études qui ont produit 114 données d'effet estimé
(voir figure 13 page 24) pour I’établissement de 1’association entre avoir le VHB et/ou VHC et
le développement du CHC chez 11403 atteints de CHC et 13026 témoins.

111.1.1.1. Niveau d’association entre I’infection au VHB et le développement du CHC

Globalement les témoins infectés par le VHB ont montré des risques élevés de développer
du CHC. En effet, a partir du tableau | (page 51), nous avons observé les résultats significatifs
lorsque nous considérons les témoins ayant une maladie non hépatique infectés par I’Ag HBe
avait un risque 19,9 fois élevé de développer le CHC dans un intervalle de confiance a 95 %
compris entre [3,7-105,2], tandis ce risque était 9,9 fois élevé de développer le CHC dans un
intervalle de confiance a 95 % compris entre [6,2—-15,6] lorsque ces derniers étaient infectés par
I’Ag HBs. Ce risque était 8,9 fois élevé de développer le CHC dans un intervalle de confiance a
95 % compris entre [5,9-13,4] lorsque les témoins ayant une maladie non hépatique étaient
infectés par I’ADN. Lorsque nous avons considéré les témoins apparemment sains infectés par
I'AgHBs, le risque était 8,9 fois élevé de développer le CHC dans un intervalle de confiance a 95
% compris entre [6,0-13,0]. Voir le tableau I de la page 51 qui récapitule I’association entre le
VHB et le développement du CHC.

Par contre nous n’avons observé aucune différence significative pour témoins
apparemment sains infectés par I'AgHBe méme comme ces témoins montraient un risque de 3,4
élevé de développer le CHC dans un intervalle de confiance a 95 % compris entre [0,6-19,6].

Nous avons observé une hétérogénéité significative (12 > 50 %) pour toutes les analyses
selon les différents types de marqueurs du VHB et les témoins. Voir le tableau | de la page 50 qui

récapitule 1’association entre le VHB et le développement du CHC.
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111.1.1.2. Niveau d’association entre I’infection au VHC et le développement du CHC

Globalement les témoins infectés par le VHC ont montré des risques significatifs pour
développer le CHC. Lorsque nous considérons les témoins ayant la maladie non hépatique positifs
aux anticorps anti-VHC, le risque pour eux de développer le CHC était de 9,4 fois élevé dans un
intervalle de confiance a 95 % compris entre [6,3-14,0]. Lorsque nous considérons les témoins
ayant la maladie non hépatique positifs a ’ARN du VHC, le risque était de 16,5 fois élevé de
développer le CHC dans un intervalle de confiance a 95 % compris entre [7,8-34,6]. Lorsque nous
considérons les témoins apparemment sains, positifs aux anticorps anti-VHC, le risque de
développer le CHC était de 7,7 fois élevé dans un intervalle de confiance a 95 % compris entre
[5,6-10,6]. Voir le tableau I de la page 51 qui récapitule 1’association entre 1’infection au VHB et
le développement du CHC.

Nous n’avons observé aucune différence significative lorsque nous avons considéré les
anticorps anti-VHC chez les témoins atteints de cirrhose du foie malgré un faible risque de
1,9 éleve de développer le CHC chez ces derniers dans un intervalle de confiance a 95 % compris
entre [0,9-3,8].

Nous avons observé une hétérogénéité significative (1> > 50 %) pour toutes les analyses
selon les différents types de marqueurs du VHC et les témoins. Voir le tableau | de la page 51 qui

récapitule 1’association entre 1’infection au VHC et le développement du CHC.

111.1.1.3. Niveau d’association entre la coinfection du VHB/VHC et le développement du
CHC

Globalement la coinfection au VHB/VVHC a montré des associations significatives pour les
témoins positifs aux marqueurs VHB/VHC et le développement du CHC. En effet, chez les
individus atteints d'une maladie non hépatique positifs a 'ADN du VHB et a ’ARN du VHC le
risque était de 22,5 fois élevé de développer le CHC dans un intervalle de confiance a 95 %
compris entre [1,3-387,8]. Dans le méme sens les témoins apparemment sains positifs a I’AgHBs
et aux anticorps anti-VHC, le risque de développer le CHC était de 7,8 fois elevé dans un intervalle
de confiance a 95 % compris entre [4,4-13,6]. Voir le tableau | de la page 51 qui récapitule

’association entre le VHB et le développement du CHC.
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Tableau I : Association entre le VHB/VHC et le développement du CHC

Types de témoin Marqueurs OR (95%CI) CHC Témoin 12 (95%ClI) P heterogeneity
(n=11403)  (n=13026)
HBeAg 19,9 [3,7-105,2] 175 170 NA 0.7
Témoin sain 3,5[0,6-19,6] 505 543 7,8 [43,1-92,1] 0,003
Témoin sain 8,9 [6.1-13.1] 2180 2587 73,3 [57,4-83,3] 0
HBV Cirrhose HBsAg 1,2 [0,7-1,8] 747 489 64,4 [19,7-84,2] 0,01
Maladies non hépatique 9,9 [6,3-15,6] 1904 2473 78,8 [67,5-86,2] 0
Hépatite chronique 1,5[0,9-2,5] 431 389 66,3 [1,3-88,5] 0.031
Maladies non hépatique DNA 8,9 [6-13,4] 496 877 50,3 [0-85,6] 0,134
Témoin sain 7,8 [5,6-10,7] 1465 1639 0[0-58,2] 0,445
HCV Cirrhose Anti-HCV 1,9 [1-3,8] 537 322 52,3 [0-84,2] 0,099
Maladies non hépatique Anti-HCV 9,4 [6,3-14] 1843 2707 68,5 [46,2-81,6] 0
ARN 16,5 [7,8-34,6] 384 350 85.5[41.3; 96.4] 0.0087
HBV/HCV | Témoin sain HBsAg/Anti-HCV 7,8 [4,5-13,7] 588 332 0[0-86,3] 0,468
Maladies non hépatique ADN VHB/ARN VHC 22,5[1,3-387,8] 148 148 NA NA

NA : Non Applicable
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111.1.2. Description des participants en fonction caractéristiques démographiques

Globalement, les participants a cette étude avaient une moyenne d’age + Ecart-type de
51,1£12,5 ans et un sex-ratio de 1,9 au détriment des femmes. L’age des participants était
compris entre 26 et 71 ans. Les tranches d’ages 40-49 et 60-69 ans étaient les plus représentées
avec 119 (29,3%) et 112 (27,6%) participants respectivement. Voir les tableaux Il-a et Il-b
respectivement aux pages 53 et 54.

Lorsque nous considérons les participants en fonction des trois groupes étudiés. Parmi
ceux atteints de VHB, le groupe Heépatite Chronique (HC) était majoritaire avec 37 participants.
En fonction de 1’age des participants, le groupe CHC avait la moyenne d’age la plus élevée avec
respectivement 65,08+39 ans. La tranche d’age 60-69 ans était la plus représentée et les
participants atteints de CHC étaient les plus représentés 11(47,8%). Pour ce qui était du genre,

le genre féminin du groupe HC était le plus représenté 22 (61,1%). Voir tableau ll-a (page 53).

Parmi ceux atteints de VHC, le groupe le groupe hépatite Chronique (HC) était
majoritaire avec 19 participants. En fonction de 1’age des participants, le groupe CHC avait la
moyenne d’age la plus élevée avec respectivement 65,8+4,2 ans. Les tranches d’age 50-59 et
60-69 ans étaient les plus représentées avec 8(61,5%) et 8(57,1%) participants respectivement.
Celles-ci correspondaient aux groupes des participants HC et CHC respectivement. En outre,
les participants de sexe féminin du groupe HC 11(68,8%) étaient le plus représentés. Voir
tableau 11-b (page 54).
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Tableau ll-a : caractéristiques démographiques des participants VHB

n=69 participants VHB

Caractéristiques HC (n=37) Cirrhose(n=19) CHC(n=13)
Age
Moyenne * Ecart-Type 46,6+13,7 45,8+16,1 65,08+3,9
20-29 4 (50,0) 4 (50,0) -
30-39 8 (61,5) 5 (38,5) -
40-49 n(%) 7 (100,0) - -
50-59 9 (64,3) 5(35,7) -
60-69 8(34,8) 4(17,4) 11(47,8)
70-79 1(25,0) 1(25,0) 2(50,0)
Sexe
Féminin n(%o) 22 (61,1) 10 (27,8) 4(11,1)
Masculin 15 (45,5) 9(27,3) 9(32,1)

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : Hépatite Chronique ; VHB : Virus Hépatite B ; ; n : nombre
de participants ; - : 0
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Tableau I1-b : caractéristiques démographiques des participants VHC

n= 44 participants VHC

Caractéristiques HC (n=19) Cirrhose (n=14) CHC (n=11)
Age
Moyenne + Ecart-Type 49,7+7,3 56,5+8,2 65, 8+4,2
20-29 - - -
30-39 2(100,0) - )
40-49 n(%) 7(63,6) 4(36,4) -
50-59 8(61,5) 5(38,5) -
60-69 2(14,3) 4(28,6) 8(57,1)
70-79 - 1(25,0) 3(75,0)
Sexe
Féminin n(%) 11 (68,8) 3 (18,8) 2 (12,5)
Masculin 8(39,3) 8(28,6) 10 (29,4)

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : Hépatite Chronique ; VHC : Virus Hépatite C ; n : nombre de
participants ; - :0
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111.1.3. Description des participants en fonction caractéristiques sociales

Les caractéristiques sociales concernaient le statut matrimonial, les scarifications, les
tatouages, la consommation d’alcool et le tabagisme avant la maladie. Voir les tableaux I11-a et

I11-b respectivement aux pages 56 et 57.

Pour les participants atteints de VHB, Lorsque nous considérons le statut matrimonial,
le groupe des célibataires des patients HC était majoritaire 16 (64,0%), était le plus scarifié 6
(46,2%), il en est de méme pour les tatouages, 9 (64,3%). Tandis que le groupe CHC et Cirrhose
du foie étaient les plus scarifiés respectivement a 4 (30,8%) et a 3 (23,1%). Quant aux tatouages,
aucun participant du groupe CHC n’a été exposé a ce facteur de risque. Par contre, le groupe
Cirrhose du foie était tatoué a 5 (35,7%). En ce qui concerne la consommation de 1’alcool 10
(66,7%) étaient affectés chez les participants HC, tandis que aucun participant de ce groupe ne
consommait le tabac avant la maladie. Pour la consommation de 1’alcool avant la maladie, les
participants atteints de Cirrhose du foie étaient exposés a 3 (20,0%), tandis que les participants
atteints de CHC étaient exposés a 2 (13,3%). Pour la consommation du tabac avant la maladie,
2 (66,7%) participants atteints de CHC étaient affectés, tandis que 1 (33,3%) de participants

atteints de Cirrhose du foie étaient affectés. Voir tableau I11-a (page 56).

Pour les participants atteints de VHC, En fonction du statut matrimonial, les participants
mariés étaient les plus représentés dans le groupe HC avec 12(40,0%). Lorsque nous
considérons le statut matrimonial les mariés groupe des patients HC étaient majoritaires 12
(40,0%). Le groupe CHC était le plus scarifié 4 (44,4%), alors que les participants atteints de
Cirrhose du foie et HC étaient scarifiés respectivement a 3 (33,3%) et a 2 (22,2%). En ce
concerne les tatouages, le groupe le plus tatoué 5 (62,5%) était le groupe HC, ensuite venait le
groupe des patients atteints de Cirrhose du foie 3 (37,5%). Aucun participant atteints de CHC
n’était exposé a ce risque avant sa maladie. En ce qui concerne la consommation de 1’alcool 7
(53,8%) étaient affectés chez les participants HC, et respectivement 3 (23,1%) étaient exposés
a la consommation de I’alcool avant la maladie chez les participants ayant une Cirrhose du foie
et un CHC. Pour la consommation du tabac avant la maladie, 2 (50,0%) participants atteints de
CHC étaient affectés, tandis que 1 (25,0%) de participants atteints respectivement de Cirrhose

du foie et HC étaient exposés au tabac avant leur maladie. Voir tableau 111-b (page 57)

These de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d’hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hopitaux de la ville de Yaoundé

Tableau Ill-a : Caractéristiques sociales des participants VHB

n= 69 participants VHB

Caractéristiques HC n=37 Cirrhose n=19 CHC n=13

Statut matrimonial

Marié n(%o) 15(48,4) 8(25,8) 8(25,8)
Célibataire 16(64,0) 9(36,0) -
Veuf 6(46,2) 2(15,4) 5(38,5)

Scarification

Non n(%) 33 (58,9) 17 (30,9) 16(28,6)

Oui 6 (46,2) 3(23,1) 4(30,8)
Tatouage

Non n(%) 28 (50,9) 14 (25,5) 13 (23,6)

Oui 9(64,3) 5(35,7) -

Consommation Alcool avant la maladie
Non n(%o) 27(50,0) 16 (29,6) 11(20,4)

Oui 10 (66,7) 3 (20,0) 2 (13,3)

Tabagisme avant maladie
Non n(%) 37 (56,1) 18 (27,3) 11 (16,7)
Oui - 1(33,3) 2 (66,7)

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : Hépatite Chronique ; VHB : Virus Hépatite B ; ; n: nombre
de participants ; - : 0
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Tableau I11-b : Caractéristiques sociales des participants VHC

n= 44 participants VHC

HC (n=19) Cirrhose (n=14) CHC (n=11)
Statut matrimonial
Marié 12(40,0) 10 (33,3) 8 (26,7)
Célibataire n(%o) 5 (55,6) 4 (44,4) -
Veuf 2 (40,0) 3(60,0) -
Scarification
Non n(%) 17 (48,6) 11 (31,4) 7 (20,0
Oui 2(22,2) 3(33,3) 4 (44,4)
Tatouage
Non n(%) 14 (38,9) 11 (30,6) 11(30,6)
Oui 5 (62,5) 3 (37,5) -
Consommation Alcool avant la maladie
Non n(%) 16(51,6) 11(35,5) 4(12,9)
Oui 7(53,8) 3(23,1) 3(23,1)
Tabagisme avant maladie
Non n(%) 18(45,0) 13(32,5) 9 (22,5)
Oui 1(25,0) 1(25,0) 2 (50,0)

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : Hépatite Chronique ; VHC :

participants ; - :0

Virus Hépatite C ; n : nombre de

Thése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d’hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

111.1.4. Description des participants en fonction des antécédents médicaux

Le tableau 1V-a et tableau 1\V-b (pages 58 et 59) présente les différents antécédents
médicaux auxquels les participants a cette étude ont expose. Globalement, aucun participant
n’avait précédemment été exposé a un antécédent chirurgical, que ce soit chez les patients
atteints de VHB ou de VHC. En outre aucun des participants a cette ¢tude n’avait regu de vaccin

contre 1’hépatite B.

Concernant les patients atteints du VHB, les participants ayant recu une transfusion
sanguine étaient plus représentés dans le groupe des patients atteints de HC (66,7%), suivi des
patients atteints de CHC (25,0%) et enfin les patients atteints de Cirrhose du foie (8,3%). Voir
tableau 1V-b (page 58).

Tableau IV-a : Répartition des participants VHB a I’étude en fonction de quelques

facteurs de risque, et la vaccination

n= 69 participants VHB

HC n=37 Cirrhose n=19 CHC n=13

Antécédent chirurgical

Non n(%)  37(53,6) 19 (27,5) 13 (18,8)

Oui - - -
Vaccination contre HBV

Non n(%)  37(53,6) 19 (27,5) 13 (18,8)

Oui - - -
Transfusion sanguine

Non n(%) 29 (50,9) 18 (31,6) 10 (17,5)

Oui 8 (66,7) 1(8,3) 3(25,0)

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : Hépatite Chronique ; VHB : Virus Hépatite B ; VHC : Virus
Hépatite C ; n : nombre de participant ; - : 0
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Tandis que, pour les participants atteints de VHC, 2 (40,0%) des participants atteints
respectivement de HC et Cirrhose étaient exposés a la transfusion sanguine. Alors que seuls 1
(20,0%) de participants atteints de CHC étaient exposés a la transfusion sanguine. Voir tableau
IV-b (page 59).

Tableau 1V-b : Répartition des participants VHC a I’étude en fonction de quelques

facteurs de risque, et la vaccination

n= 44 participants VHC

HC n=19 Cirrhose n=14 CHC n=11

Antécédent chirurgical

Non n(%) 19 (43,2) 14(31,8) 11 (25,0)
Oui - - -
Vaccination contre HBV
Non n(%) 19 (43,2) 14 (31,8) 11 (25,0)
Oui - - -
Transfusion sanguine
Non n(%o) 17(43,6) 12(30,8) 10(25,6)
Oui 2(40,0) 2(40,0) 1(20,0)

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : Hépatite Chronique ; VHB : Virus Hépatite B ; VHC : Virus
Hépatite C ; n: nombre de participant ; - : 0
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111.1.5. Description des participants en fonction des traitements

La répartition des participants a I’étude en fonction du type de traitement est récapitulée

respectivement dans les tableaux V-a et V-b (page 60 et 61).

Les participants atteints de VHB étaient majoritairement soumis a 1’association
Tenofovir + Emtricitabine avec les taux les plus importants détectés chez les participants
atteints de HC (62,5%), suivi des participants atteints de cirrhose du foie (25,0%) et enfin des
patients atteints de CHC (12,5%). En ce qui concerne le traitement au Tenofovir exclusivement,
les participants les plus soumis a ce traitement étaient les participants atteints de CHC avec 5
(38,5%). Alors que les participants atteints de HC et Cirrhose de foie étaient respectivement
soumis a 4 (30,8%). Pour ce qui est du traitement a base de Lamivudine, les participants atteints
de HC et Cirrhose étaient respectivement soumis respectivement a 3 (37,5%), tandis que les
patients atteints de CHC étaient soumis a 2 (25,0%) a Lamivudine. Voir tableau V-a (page 60).

Tableau V-a : Répartition des participants a I’étude en fonction des traitements contre le

VHB
n= 69 participants VHB
HC n=37 Cirrhose n=19 CHC n=13
Traitement VHB
Lamivudine n(%o) 3(37,5) 3(37,5) 2(25,0)
Tenofovir n(%o) 4(30,8) 4(30,8) 5(38,5)
Tenofovir+ n(%o) 30(62,5) 12(25,0) 6 (12,5)

Emtricitabine

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : Hépatite Chronique ; VHB : Virus Hépatite B ; VHC : Virus
Hépatite C ; n : nombre de participant
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Pour ce qui concerne le traitement contre le VHC, nous notons que les patients HC
étaient majoritairement soumis a sofosbuvir + ribavirine avec 8 (47,1%), ensuite de 5 (29,4%)
participants Cirrhose du foie, et enfin 4 (23,5%) participants atteints de CHC. Pour ce qui est
de I’association sofosbuvir + ribavirine + interféron pégylé alpha les patients HC étaient
majoritaires avec 7 (50,0%), ensuite de 5 (35,7%) participants Cirrhose du foie, et enfin 2
(14,3%) participants atteints de CHC. Pour ce qui est de 1’association sofosbuvir +ledispavir
les patients CHC étaient majoritaires avec 5 (38,5%) et 4 (30,8%) participants pour
respectivement les participants atteints de Cirrhose du foie et HC. Voir tableau V-b (page 61).

Tableau V-b : Répartition des participants a I’étude en fonction des traitements contre le

VHC
n= 44 participants VHC
HC n=19 Cirrhose n=14 CHC n=11

Traitement VHC
Sofosbuvir + ribavirine n(%o) 8(47,1) 5(29,4) 4(23,5)
Sofosbuvir + ribavirine + n(%) 7(50,0) 5(35,7) 2(14,3)
interféron pégylé alpha
Sofosbuvir +ledispavir n(%o) 4(30,8) 4(30,8) 5(38,5)

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : Hépatite Chronique ; VHB : Virus Hépatite B ; VHC : Virus
Hépatite C ; n : nombre de participant
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111.1.6. Profil virologique des participants a I’étude
a)- Prévalence des marqueurs virologiques rechercher chez les participants a I’étude
Globalement, nous avons obtenu une séroprévalence de 37/163 (22,7%) ; 19/38(50,0%)
; 13/26 (50,0%) de I’AgHBs respectivement pour les patients atteints d’Hépatite Chronique,

Cirrhose et CHC. Pour I’Ac anti-VHC/AgVHC la séroprévalence était de 19/163 (11,7%) ;
14/38(36,8%) ; 11/26 (42,3%). Voir tableau VI ci-dessous.

Tableau VI : séroprévalence de marqueurs du VHB et VHC recherchés

Participants n Ag HBs Anticorps Anti HCV/AgVHC
HC 163  37/163 (22,6%) 19/163 (11,6%)
Cirrhose 38 19/38(50,0%) 14/38(36,8%)
CHC 26 13/26 (50,0%) 11/26 (42,3%)

CHC : carcinome hépatocellulaire ; HC : hépatite Chronique ; n : nombre de participants

b)- Par immunochromatographie

Sur les 227 participants remplissant les critéres d’inclusion, 97 participants étaient positifs
au VHB, soient respectivement 65/163(39,9%) participants Hépatite Chronique, 19/38(50,0%),
Cirrhose et 13/26 (50,0%) CHC avec P <0,0001. Voir tableau VII-a (page 63). Tandis que pour
la recherche de 1’ Ac-anti VHC parmi les 227 participants remplissant les critéres d’inclusion,
nous avons obtenu 69 participants positifs au VHC avec respectivement 37/163 (22,7%)
participants Hépatite Chronique, 19/38 (50%) Cirrhose et 13/26 (50%) CHC positifs a 1’Ac-
Anti HCV et p = 0,009. Voir tableau V1I-b (page 63).

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d’hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hopitaux de la ville de Yaoundé

Tableau VIlI-a : Profil de marqueurs du VHB recherchés par immuno chromatographie

Marqueur virologiques HC* Cirrhose CHC p-value
n=163 n=38 n=26
Ag HBs Négatif n(%o) 37 (22,7) 19 (50) 13 (50)

Positif n(%) 65(39,9) 19(50)  13(50)  <0,0001

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : hépatite Chronique ; Ag HB : antigene de surface du virus de
I’Hépatite B ; Ag VHC : antigéne du Virus Hépatite C ; n : nombre de participants ; HC* : 61 échantillons
ont été invalides par immunochromatographie ceux-ci ont été éliminés de la suite de 1’analyse.

Tableau V11-b : Profil de marqueurs du VHC recherchés par immuno chromatographie

Marqueurs virologiques HC* Cirrhose CHC p-value
n=163 n=38 n=26
Anticorps Anti HCV | Négatif n (%0) 65 (39,9) 19 (50) 13 (50) 0,009

Positif n (%) 37 (22,7) 19 (50) 13 (50)

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : hépatite Chronique ; Ag VHC : antigene du Virus Hépatite C
; N : nombre de participants ; HC* : 61 échantillons ont été invalides par immunochromatographie ceux-
ci ont été éliminés de la suite de I’analyse.
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c)- Par Enzyme Linked Immunosorbent (ELISA)

Marqueurs du VHB ou VHC ont été recherchés avec ELISA uniquement sur les 166

participants positifs au VHB ou VHC par immunochromatographie

Avec la méthode ELISA, la recherche de ’Ag HBs et I’Ag VHC s’est effectuée uniquement
sur les échantillons positifs aux TDR pour le VHB et le VHC soient respectivement 97
échantillons VHB et 69 échantillons VHC.

Sur les 97 échantillons positifs au VHB par immunochromatographie, nous avons obtenu
28 échantillons avec un ratio <1. Ces échantillons ont été déclaré¢ négatifs. Seuls 69 échantillons
avec un ratio > 1 ont été définitivement déclarés positifs au VHB avec ELISA, soient 37/65
(56,9%), 19/19 (100,0%), 13/13 (100,0%) pour respectivement les échantillons des participants
atteints d’Hépatite Chronique, de Cirrhose et de CHC (P<0,000 1). Voir tableau V111 ci-dessous.

Tandis que sur les 69 échantillons positifs au VHC avec le TDR, nous avons obtenu 25
échantillons avec un ratio <I. Ces échantillons ont été¢ déclarés négatifs. Seuls 44 échantillons
avaient un ratio > 1 ont été déclarés positifs au VHC avec ELISA, soient 19/37 (51,3%) ; 14/19
(73,7%) ; 11/13(84,6%) pour respectivement les échantillons des participants atteints
d’Hépatite Chronique, de Cirrhose et de CHC (P<0,000 1). Voir tableau VIII ci-dessous.

Tableau V111 : Profil de marqueurs du VHB et VHC recherchés par ELISA

Marqueurs virologiques HC Cirrhose CHC p-value

Négatif n (%) 28 (43,1) - -

Ag HBs Positif n (%)  37(56,9) 19(100,0) 13(100,0) <0,0001

Négatif n (%) 18 (48,7)  5(26,3) 2(15,4)

AgVHC Positif n (%)  19(51,3) 14 (737)  1384p) <0:0001

CHC : Carcinome Hépatocellulaire ; HC : hépatite Chronique ; VHB : Virus Hépatite B ; VHC : Virus
Hépatite C ; n : nombre de participants ; - :0
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d)- Charge virale des participants atteints de VHC et VHB respectivement a 12 et 24
semaines de traitement

Pour les participants atteints de VHB, ainsi que pour les participants atteints de VHC,

la charge virale de chaque groupe étudié était au-dessus du seuil de détectabilité. Mais la

comparaison des moyennes des différentes charges virales entre les trois groupes étudiés était

non significative quel que soit le virus de I’hépatite considéré (Tableau IX) ci-dessous.

Tableau IX : Charge virale VHB et VHC des participants.

HC Cirrhose CHC  p-value
ADN VHB (Log) 6,3t1,6 5,03+19 6,319 0,2

Moyenne + Ecart type
ARN VHC (Log) 4,1+1,7 10,4184 5,1+0,6 0,3

HC : hépatite Chronique ; Charge virale HBV ou VHC indétectable (< 1 log) ;
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I11.1.7. Profil du traitement contre le VHB en fonctions de quelques
caractéristiques chez les participants sélectionnés au hasard

Nous avons seélectionné au hasard 30 participants VHB des 69 participants positifs a
I’Ag HBs. Nous notons aucune variation significative entre 1’age et le sexe respectivement
p=0,6 et p=0,8. Mais en considérant les différences classes d’age, nous constatons que le
traitement Tenofovir + Emtricitabine étaient celui le plus prescrit a toutes les tranches d’age
avec respectivement 3 (75%) ; 2 (40,0%) ; 1 (33,3%) ; 1 (25,0%) ; 5a (38,5%) de représentants
pour 21-30 ; 31-40; 41-50; 51-60 ; 61-70; 71-80 comparés aux autres traitements comme,
Lamivudine, et Tenofovir. Voir tableau X ci-dessous.

En ce qui concerne le sexe, le traitement Tenofovir + Emtricitabine étaient une fois de
plus celui le plus prescrit entre les femmes et les hommes avec respectivement 2 (50,0%) et 10
(38,5%) de représentants pour respectivement les femmes et les hommes. Comparés aux autres

traitements comme, Lamivudine, et Tenofovir. VVoir tableau X ci-dessous.

Tableau X : Profil du traitement des participants VHB sélectionnés au hasard en fonctions

de quelques caractéristiques

Traitement VHB

Lamivudine  Tenofovir Tenofovir + p-value

Emtricitabine

21-30 1a (25,5) 0a (0,0) 3. (75,0)
31-40 12 (20,0) 24 (40,0) 22 (40,0)

Age par 41-50 0a (0,0) 24 (66,7) 1a (33,3)

classe 51-60 24 (50,0) 14 (25,0) 14 (25,0) 0,6
61-70 44 (30,8) 44 (30,8) 54 (38,5)
71-80 0a (0,0) 1. (0,0) 0a (0,0)

Sexe Femme 12 (25,0) 12 (25,0) 22 (50,0) 0,8
Homme 72(28,9) 9. (34,6) 104 (38,5)

Chaque lettre en indice indique un sous-ensemble de traitement catégories dont les proportions de colonne ne
difféerent pas de maniére significative les unes des autres au niveau 0,05
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I11.1.8. Profil du traitement des participants VHC en fonctions de quelques
caractéristiques chez les participants sélectionnés au hasard

Nous avons également sélectionné au hasard 30 participants VHC des 44 participants
positifs a I’Ag VHC. Nous notons aucune variation significative entre 1’age et le sexe
respectivement (p= 0,6) ; (p= 0,2). Lorsque nous considérons les différences classes d’age,
nous constatons que le traitement sofosbuvir +ledispavir était le plus prescrits pour les tranches
d’age suivants 21-30 ; 41-50 ; 51-60 ; 61-70 ; avec respectivement 4 (33,3%) ; 1 (8,3%) ; 3
(25,0%) et 4 (33,3%) de représentants Tandis que et sofosbuvir + ribavirine était prescrit pour
les tranches d’age suivants 21-30; 31-40; 41-50; 51-60; 61-70 avec respectivement 3
(25,0%) ; 2 (16,7%); 2 (16,7%); 3 (25,0%); 2 (16,7%) de représentants. Comparés au

traitement comme, sofosbuvir + ribavirine + interféron pégylé alpha. Tableau XI ci-dessous.

En ce qui concerne le sexe on avait équilibre de prescription entre sofosbuvir +
ribavirine et sofosbuvir +ledispavir. Le traitement sofosbuvir +ledispavir était prescrit entre les
femmes et les hommes avec respectivement 3 (25,0%) et 9 (75,0%). Tandis que sofosbuvir +
ribavirine était prescrit a 4 (33,3%) et 8 (66,7%) respectivement chez les femmes et les hommes.
Comparés au traitement sofosbuvir + ribavirine + interféron pégylé alpha. Tableau XI ci-

dessous.

Tableau XI : Profil du traitement des participants VHC sélectionnés au hasard en

fonctions de quelques caractéristiques

Traitement VHC
Sofosbuvir + Sofosbuvir + ribavirine + Sofosbuvir p-value
ribavirine interféron pégylé alpha +ledispavir
21-30 3. (25,0) 1. (16,7) 4, (33,3)
31-40 24 (16,7) 0a (0,0) 0a (0,0)
Age par classe  41-50 24 (16,7) 22 (33,3) 14 (8,3)
51-60 3. (25,0) 1 (16,7) 34 (25,0) 0,6
61-70 24 (16,7) 24 (33,3) 4, (33,3)
Sexe Femme 4, (33,3) 0a (0,0) 32 (25,0) 0,2
Homme 82 (66,7) 62 (100,0) 9. (75,0)

Chaque lettre en indice indique un sous-ensemble de traitement catégories dont les proportions de
colonne ne different pas de maniére significative les unes des autres au niveau 0,05
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111.1.9. Profil biochimique des participants

Le profil biochimique des participants a consisté a la recherche des transaminases et
AFP sur les échantillons des participants positifs aux VHB ou VHC par

immunochromatographie et ELISA.

Globalement le profil biochimique des participants s’est effectué sur 60 participants
respectivement 20 participants par groupe €tudié. Pour ce qui est de I’AFP, nous avons trouvé
respectivement 63,6+ 21,8 ng/ml ; 88,41+ 19,2 ng/ml ; 226,5+ 66,4 ng/ml (p<0,0001) pour les
groupes hépatite chronique, Cirrhose, et CHC. En ce qui concerne les transaminases, I’ALAT
était de 27,1+9,8 UI/L ; 58,1+7,5 UI/L ; 73,6+15,4 UI/L (p<0,0001) pour respectivement les
groupes hépatite chronique, Cirrhose, et CHC. Tandis que, I’ASAT était de 23,2+5,1U/L ;
53,448,2 UI/L ; 73,5+11,8 UI/L (p<0,0001) pour respectivement les groupes hépatite

chronique, Cirrhose, et CHC. Voir tableau XII ci-dessous.

Tableau XI1 : Profil biochimique des participants positifs aux hépatites virales

HC (n=20) Cirrhose (n=20) CHC (n=20) p-value

Moyenne £t ET  Moyenne+ ET  Moyenne £ ET

ALAT (GPT) UI/L 27,1+9,8 58,1+7,5 73,6£15,4 <0,0001
ASAT (GOT) Ul/L 23,2451 53,4+8,2 73,5%£11,8 <0,0001
AFP ng/ml 63,6+ 21,8 88,41+ 19,2 226,5+ 66,4 <0,0001

Les taux d’ALT normaux sont compris entre 17-59 UI/L. Les taux d’AST normaux sont compris entre
10-50 UI/L. Les taux d’AFP compris entre 0-20 ng/ml sont considérés normaux. HC : Hépatite
Chronique ; n: nombre de participant ; ET : Ecart-Type ; UI/L : Unité Internationale/Litre ; ng/ml :
nanogramme/millilitre.
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Le profil biochimique des participants positifs au VHB s’est effectué sur 30 échantillons
repartis tel que 10 échantillons des participants atteints d’hépatite chronique (HC), 10

échantillons de participants atteints de Cirrhose, 10 échantillons de participants atteints de CHC.

Il en ressort que, les participants atteints de CHC avaient une moyenne de AFP de plus
élevée 218,3 +60,9 ng/ml, suivi des participants atteints de cirrhose 94,3+22,8 ng/ml, et enfin
les participants atteints de HC 55,5+20,6 ng/ml. La comparaison des trois groupes montrait une
difference significative (P<0,0001). Les ALAT etaient plus élevées chez les participants atteints
de CHC 76,9£10,1 UI/L par rapport aux échantillons des participants atteints d’HC et Cirrhose
avec respectivement comme moyenne d’ALAT 28,2+12,7 UI/L et 57,69 UI/L, avec P<0,0001.
Pareillement, les ASAT étaient plus élevées chez participants atteints de CHC 73,7 +11,2 par
rapport aux échantillons des participants atteints d’HC et Cirrhose avec respectivement comme
moyenne d’ASAT 23,3+4,0 et 53,3+7,9 UI/L, avec P<0,0001. Voir tableau XIII ci-dessous.

Tableau XI11 : Profil biochimique des participants VHB

HC (n=10) Cirrhose (n=10) CHC (n=10) p-value

Moyenne £+t ET  Moyenne £+ ET  Moyenne £t ET

ALAT (GPT)UI/L | 282+12,7 57,6+9,6 76,9 10,1 <0,000 1
ASAT (GOT)UI/L | 23340 53,3+7,9 73,7 11,2 <0,000 1
AFP ng/ml 55,5+20,6 94,3+22,8 218,3+60,9  <0,000 1

Les taux d’ALT normaux sont compris entre 17-59 UI/L. Les taux d’AST normaux sont compris entre
10-50 UI/L. Les taux d’AFP compris entre 0-20 ng/ml sont considérés normaux. HC : Hépatite
Chronique ; n: nombre de participant ; ET : Ecart-Type ; UI/L : Unité Internationale/ Litre ; ng/ml :
nanogramme/millilitre.
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Chez les participants VHC, les participants atteints de CHC avaient une moyenne d’AFP
de plus élevée 234,7+73,8 ng/ml, suivi des participants atteints de cirrhose 82,5+13,5 ng/ml, et
enfin les participants atteints de HC 71,6+£20,8 ng/ml. La comparaison des trois groupes donnait
une différence significative (P<0,0001). Les ALAT étaient plus élevée chez participants atteints
de CHC 75,4+7,3 UI/L par rapport aux échantillons des participants atteints d’HC et Cirrhose
qui avaient respectivement 29,0+9,8 UI/L et 58,7+5,1 UI/L. la comparaison des trois groupes
donnait une différence significative (P<0,0001). Concernant les ASAT les quantités étaient plus
élevée chez participants atteints de CHC 72,2 £13,8 UI/L par rapport aux échantillons des
participants atteints d’HC et Cirrhose dont les quantités étaient respectivement 23,1+6,1 UI/L
et 53,7+8,6 UI/L (P<0,0001). Voir tableau X1V ci-dessous.

Tableau X1V : Profil biochimique des participants VHC

HC (n=10) Cirrhose(n=10) CHC (n=10) P-value

Moyenne = ET  Moyenne = ET Moyenne + ET

ALAT (GPT) Ul/L 29,0+9,8 58,7+5,1 75,4+7,3 <0,000 1
ASAT (GOT) Ul/L 23,1+6,1 53,7+8,6 72,2 £13,8 <0,000 1
AFP ng/ml 71,6+20,8 82,5+13,5 234,7+73,8 <0,000 1

Les taux d’ALT normaux sont compris entre 17-59 UI/L. Les taux d'’AST normaux sont compris entre
10-50 UI/L. Les taux d’AFP compris entre 0-20 ng/ml sont considérés normaux. HC : Hépatite
Chronique ; n: nombre de participant ; ET : Ecart-Type ; UI/L : Unité Internationale/Litre ; ng/ml :
nanogramme/millilitre.
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111.1.10. Profil cytokinique des participants

Les cytokines suivantes : 1L-2; IL-4; IL-6 ; IL-10; IL-12 ; IL-15; IL-17A ; IFNa2 ;
IFNy ; VEGF ; G-CSF ; RANTES ont été quantifiées chez 60 participants tirés au hasard et
appartenant respectivement aux trois groupes étudiés. Ces cytokines ont été réparties en
cytokines pro-inflammatoires (IL-2; IL-12; IL-17A; IL-6; IL-15), cytokines anti-
inflammatoires (IL-4 ; IL-10), cytokines antivirales (IFNo2 ; IFNYy), facteurs de croissance
(VEGF ; G-CSF) et chimiokines (RANTES).

Globalement, toutes les cytokines analysées avaient des valeurs moyennes au-dessus
des valeurs moyennes de références des donneurs volontaires sains. Voir la liste des valeurs de

références des cytokines analysées a I’annexe 3 (page 129).

Pour ce qui est des cytokines pro- inflammatoires, elles étaient représentées par : I1L-2 ;
IL-6; IL-12 ; IL-15; IL-17A. De celles-ci, seules IL-2 et IL-6 ont respectivement montré une
différence significative entre les groupes de participants. Pour ce qui est de I'IL-2, les
participants atteints d’Hépatite Chronique avaient pour moyenne (20,0+6,9 pg/ml), ceux ayant
la Cirrhose du foie avaient (16,6+5,9 pg/ml) et les participants atteints de CHC avaient (12,94,
pg/ml) (p<0,0001). Pour ce qui est de I’IL-6, les participants atteints d’Hépatite Chronique
avaient pour moyenne (11,2+1,2 pg/ml), pour ceux ayant la Cirrhose du foie la moyenne était
de (12,3£2,7 pg/ml) et ceux atteints de CHC la moyenne était (25,0+3,0 pg/ml). Le test ANOVA
donnait une différence significative (p<0,0001). Voir tableau XV (page 72).

Pour ce qui est des cytokines anti- inflammatoires, elles étaient représentées par : 1L-4
et IL-10. Aucune de ces cytokines n’a montré une différence significative lorsque nous

comparons les quantités moyennes des trois groupes étudiés. Voir tableau XV (page 72).

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hopitaux de la ville de Yaoundé

Tableau XV : Profil des cytokines pro et anti-inflammatoires des participants

*Valeurs de HC (n=20) Cirrhose (n=20) CHCn=(20) p-value
références des

biomarqueurs

Pro-inflammatoires
IL-2 0,21 20,046,9 16,6+5,9 12,9+4,1 <0,0001
IL-12 0,29 94,1+84,9 93,02+130,2 109,4+100,4 0,8
IL-17A 1,36 24,6x4,1 30,8+10,7 42,8£74,9 0,4
IL-6 0,70 11,241,2 12,3+2,7 25,0+3,0 <0,0001
IL-15 3,38 27,549,1 29,9489 38,4+54,1 0,534
Anti-inflammatoires
IL-4 0,18 22,2+10,5 24,5+16,3 28,1+15,02 0,4
IL-10 0,90 102,7+80,3 112,1473,5 118,1453,5 0,7

HC : Hépatite Chronique ; n : nombre de participant ; *Les valeurs de références chez I’humain pour un
échantillon de plasma ; cytokines en pg/ml

Le tableau XV décrit le profil moyen des cytokines antivirales, chimiokine et facteurs

de croissance des participants a 1’étude.

Parmi ces biomarqueurs seul le facteur de croissance VEGF a montré une différence
statistiquement significative entre les participants. Lorsque nous considérons les facteurs de
croissance VEGF le profil des participants montre que cette cytokine augmente au fur et a
mesure que nous partons des participants ayant une Hépatite Chronique (168,8+24,2 pg/ml) a
ceux ayant un CHC (406,0£72,7 pg/ml) en passant par les participants atteints de Cirrhose du
foie 187,3+34,4 pg/ml. La comparaison de ces quantités moyennes nous a permis de constater

une différence significative (p <0,0001) entre les différents groupes étudiés. Voir tableau XVI
(page 73).
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Tableau XVI : Profil des cytokines antivirales, facteurs de croissance et chimiokines des

participants

*Valeurs de HC (n=20)  Cirrhose (n=20) CHC (n=20) p-value

références des
biomarqueurs

Antivirale
IFNo2 0,08 15,8+6,4 17,68,01 24,6+35,8 0,3
IFN-y 1,4 13,314 13,5+0,9 12,9+1,6 0,4

Growth Factor

VEGF 48 168,8+24,2 187,3+34,4 406,0£72,7  <0,0001
G-CSF 17 12,8+2,5 12,9+2,9 13,1+1,8 0,9

Chimiokine

RANTES NA 88,3+74,3 126,05+111,3 120,9499,1 0,4

CHC : carcinome hépatocellulaire : Hépatite Chronique ; n: nombre de participant ; *Les valeurs de
références chez I’humain pour un échantillon de plasma ; cytokine en pg/ml ; NA : Non Applicable
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111.1.11. Profil des biomarqueurs analysés en fonction des groupes étudiés

+«» Cas des participants atteints d’hépatite Chronique et ceux atteints de Cirrhose

du foie

Globalement, tous les biomarqueurs analysés avaient des valeurs moyennes au-dessus
des valeurs moyennes de références des donneurs volontaires sains. Voir la liste des valeurs de
références des cytokines analysées a I’annexe 3 (129). En comparant, les participants atteint
d’Hépatite Chronique au participant atteints de Cirrhose du foie, les biomarqueurs ayant montré
une différence significative étaient : I’ARN du VHC (p=0,07), L’IL-2 (P=0,07), IL-6 (p=0,01)
et RANTES (p<0,0001) pour respectivement les biomarqueurs virologiques, pro-inflammatoire
et Chimiokines. Voir tableau XVII (page 75).

Nous pouvons noter que le VEGF et I’AFP qui montraient une différence significative
avec le test ANOVA lorsque nous avons compareé les trois groupes ne présentaient plus de
différences significatives avec le test t de Student lorsque nous avons compareé les participants
atteints d’hépatite chronique et ceux atteints de Cirrhose. Nous notons également que I’ARN
du VHC et le RANTES n’étaient pas significatifs avec ANOVA, mais significatif avec le test t
de Student entre les participants Chronique et Cirrhose du foie. L’IL-2 et I’IL-6 étaient aussi
bien significatif avec ANOVA qu’avec le test t de Student. Pour ce qui est du reste de
biomarqueurs analysés a savoir ’ADN du VHB ; '[FNa2 ; I'lFNy ; IL-12 ; IL-15; IL-17A, IL-
4 ; IL-10, G-CSF ceux-ci n’ont montré aucune différence significative entre les groupes de

participants que ce soit avec ANOVA que ce soit avec le test de Student. Voir tableau XVII
(page 75).
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Tableau XVII : Comparaison des biomarqueurs chez les participants atteints d’hépatite

Chronique et ceux atteints de Cirrhose du foie

Biomarqueurs *Valeurs de Hépatite Cirrhose p-value
référence Chronique
Virologiques ADN VHB NA 6,3£1,6 5,03+1,9 0,7
ARN VHC NA 4,1+1,7 10,4+18,4 0,07
Antivirales IFNa2 0,02 15,8+6,4 17,6+8,01 0,7
IFNy 1,4 13,3+1,4 13,5+0,9 0,1
Pro-inflammatoires IL-2 0,21 20,0+6,3 16,6+5,9 0,07
IL-6 0,70 11,2+1,2 12,3+2,7 0,01
IL-12 0,29 94,1+84.,9 93,02+130,2 0,9
Anti-inflammatoires IL-15 3,38 27,5+9,1 29,9+8.9 0,2
IL-17A 1,36 24,0+3,8 30,8+10,7 0,6
IL-4 0,18 22,2+10,5 24,5+16,3 0,4
IL-10 0,90 102,7+80,3 112,1+£73,5 0,8
Facteurs de Croissance  G-CSF 17 12,8+2,5 12,9429 0,2
VEGF 48 168,8+24,2 187,3£34,3 0,1
Chimiokines RANTES NA 88,3+74,3 126,05€111,3  <0,0001
Biochimiques AFP 0-20 63,6+£21,8 88,4+19,2 0,1

*Les valeurs de références chez I’humain pour un échantillon de plasma ; AFP en ng/ml ; cytokine en

pg/ ml ; charge virale en Log ; NA : Non Applicable
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<> Cas des participants atteints d’hépatite Chronique et ceux atteints de CHC

Globalement, dans ce cas de figure, tous les biomarqueurs analysés avaient des valeurs
moyennes au-dessus des valeurs moyennes de références des donneurs volontaires sains.
(Voir la liste des valeurs de références des cytokines analysées a I’annexe 3). En comparant,
les participants atteint d’Hépatite Chronique au participant atteints de CHC, les
biomarqueurs ayant montré une différence significative étaient : L’IFNa2 (p=0,08), L’IL-2
(P=0,02), IL-6 (p=0,004), IL-17A (p=0,04), VEGF (p<0,0001) et I’AFP (p<0,0001) pour
respectivement les biomarqueurs antivirales, pro-inflammatoire facteur de croissance et

biochimique. Voir tableau XVIII (page 77)

Nous constatons que I’IL-17A, a monté une différence significative avec le test t de
Student lorsque nous comparons les participants atteints d’Hépatite Chronique et ceux
atteints de CHC. Par contre avec ANOVA, cette interleukine n’a montré aucune différence
significative entre les trois groupes étudiés. Nous pouvons également noter que, I’'IL-2, I’'IL-
6, le VEGF et I’AFP ont montré une différence significative avec le test ANOVA (les trois
groupes ¢étudiés) et avec le test-t de Student lorsque nous avons comparé les participants
atteints d’hépatite chronique et ceux atteints de CHC. Par contre I’ARN du VHC et le
RANTES qui étaient significatifs avec le test t de Student, en comparant les participants
atteints d’hépatite chronique et ceux atteints de Cirrhose du foie pour ces mémes marqueurs
¢taient non significatifs avec le test t de Student entre les participants atteints d’Hépatite
Chronique et ceux atteints de CHC. Pour ce qui est du reste de biomarqueurs analysés a
savoir I’ADN du VHB ; ARN du VHC ; I'IFNa2 ; PIFNy ; IL-12 ; IL-15 ; IL-4 ; IL-10, G-
CSF et RANTES, ceux-ci n’ont montré aucune différence significative entre les groupes de

participants que ce soit avec ANOVA que ce soit avec le test de Student. Voir tableau X VIII
(page 77).
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Tableau XVIII : Comparaison des biomarqueurs chez les participants atteints d’hépatite

Chronique et ceux atteints de CHC

Biomarqueurs *Valeurs Hépatite CHC p-value
de Chronique
référence
Virologiques ADN VHB NA 6,3£1,6 6,3+1,9 0,6
ARN VHC NA 4,1+1,7 5,1+0,6 0,5
Antivirales IFNa2 0,02 15,8+6,4 24,6+35,8 0,08
IFNy 1,4 13,3+1,4 12,9+1,6 0,5
IL-2 0,21 20,0+6,9 12,9+4,1 0,04
IL-6 0,70 11,2+1,2 25,02+3,09 0,004
Pro-inflammatoires IL-12 0,29 94,1+84,9 109,4+100,4 0,1
IL-15 3,38 27,5+9,1 38,4+54,1 0,3
IL-17A 1,36 24,05+3,8 42,8+74.9 0,04
Anti-inflammatoires 1L-4 0,18 22,2+10,5 28,1+15,02 0.9
IL-10 0,90 102,7+80,3 118,1+£53,5 0,5
Facteurs de G-CSF 17 12,842,5 13,1+1,8 0,4
Croissance VEGF 48 168,8+24,2 406,0+72,7 <0,0001
Chimiokines RANTES NA 88,3+74,3 120,9+99,1 0,01
Biochimiques AFP 0-20 63,6+21,8 226,5+66,4 <0,0001

*Les valeurs de références chez 1’humain pour un échantillon de plasma ; AFP en ng/ml ; cytokine en
pg/ ml ; charge virale en Log ; NA :Non Applicable
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% Cas des participants atteints de Cirrhose et ceux atteints de CHC

Globalement, dans ce cas de figure, tous les biomarqueurs analysés avaient des valeurs
moyennes au-dessus des valeurs moyennes de références des donneurs volontaires sains.
Voir la liste des valeurs de références des cytokines analysées a I’annexe 3 (129). En
comparant, les participants atteint de Cirrhose du Foie au participant atteints de CHC, les
biomarqueurs ayant montré une différence significative étaient : L’ARN du VHC (p=0,04),
IL-6 (p=0,005), VEGF (p=0,001) et I’AFP (p<0,0001) pour respectivement les
biomarqueurs antivirales, pro-inflammatoire facteur de croissance et biochimique. Voir

tableau XIX (page 79).

Nous constatons a nouveau, I’ARN du VHC montrait une différence significative entre
les participants atteints de Cirrhose et les participants atteints de CHC avec le test t de
Student, alors que ce biomarqueur avec ANOVA n’a pas montré une différence significative
entre les trois groupes étudiés. L’IL-6, le VEGF et I’AFP ont montré une différence
significative avec le test ANOVA (les trois groupes étudiés) et avec le test-t de Student
lorsque nous avons comparé¢ les participants atteints de Cirrhose du foie et ceux atteints de
CHC. Pour ce qui est du reste de biomarqueurs analysés a savoir ’ADN du VHB ; 'I[FNa2
; PIFNy ; IL-2 ; IL-12 ; IL-15 ; IL-17A ; IL-4 ; IL-10, G-CSF et RANTES, ceux-ci n’ont
montré aucune différence significative entre les groupes de participants que ce soit avec

ANOVA que ce soit avec le test de Student. Voir tableau XIX (page 79).

En définitive les tests ANOVA pour les trois groupes ¢tudiés et le test t de Student pour
comparer les groupes deux a deux ont révélé que les biomarqueurs suivants : ’ARN du
VHC, I’'IL-2, 'IL-6, I'IL-17A, 'IFNa2, le RANTES, le VEGF et I’AFP ont présenté une
différence significative avec au moins I’un des deux tests effectués pour établir le profil des

participants a notre étude.
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Tableau XIX : Comparaison des biomarqueurs chez les participants atteints de Cirrhose

et ceux atteints de CHC

Biomarqueurs *Valeurs de Cirrhose CHC p-value
références
Virologiques ADN VHB NA 5,03+1,9 6,3£1,9 0,9
ARN VHC NA 10,4+18.,4 5,1+£0,6 0,04
Antivirales IFNo2 0,02 17,6+8,01 24,6+35.4 0,1
IFNy 1,4 13,5+0,9 12,9+1,6 0,5
IL-2 0,21 16,6+5.9 12,9+4,1 0,5
IL-6 0,70 12,3+£2,7 25,02+3,09 0,05
Pro-inflammatoires IL-12 0,29 93,02+130,2 109,4+100,4 0,4
IL-15 3,38 29,9+8.9 38,4+54,1 0,7
IL-17A 1,36 30,8+10,7 42.8+74,9 0,7
Anti- IL-4 0,18 24,5+16,3 28,1£15,02 0,6
inflammatoires
IL-10 0,90 112,1+£73,5 118,1+£53,5 0,2
Facteurs de G-CSF 17 12,9+2.9 13,1+1,8 0,2
Croissance
VEGF 48 187,3+34,3 406,0+£72,7 0,001
Chimiokines RANTES NA 126,05+111,3 120,9+99,1 0,8
Biochimiques AFP 0-20 88,4+19,2 226,5+66,4 <0,0001

*Les valeurs de références chez 1’humain pour un échantillon de plasma ; AFP en ng/ml ; cytokine en

pg/ ml ; charge virale en Log ; NA : Non Applicable
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111.1.12. Profil cytokinique des participants en fonction des caractéristiques
sociodémographiques et cliniques

L’ensemble des 12 cytokines a été comparé chez les trois groupes étudiés en fonction
des caractéristiques sociodémographiques et clinques. Seuls les résultats significatifs ont été
consignés dans le tableau XX pour les caractéristiques sociodémographiques et le tableau XXI

pour les caractéristiques cliniques (page 81).

De tous les caractéristiques sociodémographiques et cliniques étudiées, seules les
caractéristiques sexe, statut matrimoniale, tatouage, consommation d’alcool et transfusion

sanguine ont montré une différence significative entre les modalités comparées.

Lorsque nous considérons la caractéristique sexe, les cytokines IFNa2, IL-12 et I’AFP
ont montré une respectivement une différence significative de (p=0,027) ; (p= 0,056) et (p=
0,093) entre les femmes et les hommes. En considérant le statut matrimonial, I’TFNy est la seule
des analytes qui a présenté une différence significative (p= 0,092) entre les mariés, les
célibataires, et les veuf (ve)s. Pour ce qui est des participants qui se sont préalablement exposés
aux tatouages, 03 analytes se sont distingués par une différence significative a savoir IFNg
(p=0,061), IL17A (p=0,028) et L’AFP (p=0,085). En considérant la caractéristique
consommation d’alcool, seule, la G-CSF a montré une différence significative (p=0,043) entre
les consommateurs d’alcool et les non consommateurs. Enfin pour des patients exposes aux
transfusions sanguines, les cytokines IL-17A et IL-2 ont montré respectivement une différence
significative (p=0,064) et (p=0,071) entre les participants qui avaient recu la transfusion et ceux
n'ayant recu aucune transfusion. Voir tableaux XX et XXI (page 81).
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Tableau XX : Profil cytokinique en fonction des caractéristiques sociodémographiques

Variables Sexe Statut Matrimoniale
Modalités(n) Femme Homme " Marié Celibataire Veuf (ves) p
n=11 n=49 n=36 n=16 n=8
IFNa2 29,1444 5 14,9435 0,027 - - - NA
IFNy ID ID NA 13,0+1,3 13,9+1,2 13,1+1,4 0,092
IL-12 28,0+34,0 17,548,2 0,056 - - - NA
AFP 162,1+99,8 116,4+75,1 0,093 - - - NA
ID : Indéterminé ; NA : Non Applicable
Tableau XXI : Profil cytokinique en fonction des caractéristiques cliniques
Variables Tatouage Consommation Alcool Transfusion Sanguine
Modalités(n) Non Oui p Non Oui p Non Oui p
n=51 n=9 n=41 n=19 n=57 n=3
G-CSF ID ID NA  12,5+25 139+1,9 0,043 - - NA
IFNy 13,1+1,3 14,0+0,8 0,061 - - NA - - NA
IL-17A 24,1+3,9 20,8+4,2 0,028 - - NA 23,9440 19,3+4,0 0,064
AFP 132,4+84,0 81,8+459 0,085 - - NA ID ID NA
IL-2 - - NA - - NA 16,246,1 22,8441 0,071

-:0; NA: Non Applicable
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111.1.13. Profil cytokinique des participants en fonction des traitements

L’ensemble des 12 cytokines a été comparé chez les trois groupes étudiés en fonction
des traitements administrés. Seul le traitement contre le VHC ayant montré les résultats

significatifs a été consigné dans le tableau XXII (page 82).

Les traitements administrés aux participants atteints de VHC (Sofosbuvir + ribavirine ;
Sofosbuvir + ribavirine + interféron pégylé alpha; Sofosbuvir +ledispavir) ont fait varier
significativement 11-2 (p=0,08) et le VEGF (p=0,01). En effet, sofosbuvir est un inhibiteur
génotypique de I'ARN polymérase ARN-dépendante NS5B du VHC. Ribavirine grace a son
action mutagene empéche la réplication du VHC. Ledispavir est un inhibiteur du VHC ciblant
la protéine NS5A du VHC, qui est essentielle pour la réplication de I'ARN et I'assemblage des
virions du VHC. Quant a I’interféron pégylé alpha, il exerce ses effets antiviraux en induisant
une résistance cellulaire aux infections virales et en modulant les effecteurs du systéeme
immunitaire de fagon a neutraliser les virus ou éliminer les cellules infectées par le virus. C’est
probablement cette molécule qui a permis d’obtenir des valeurs significatives de 1’'IL-2 et

VEGF. Voir tableau XXII (page 82).

Les traitements administrés aux participants atteints de VHB (Lamivudine ; Tenofovir ;
Tenofovir + Emitricitabine) n’ont fait varier significativement aucune des 12 cytokines

analysées.

Tableau XXI1I : Profil cytokinique des participants en fonction des traitements

Traitements VHC
) o Sofosbuvir + ribavirine + Sofosbuvir p-value
Sofosbuvir + ribavirine _ )
1 interféron pégylé alpha +ledispavir
n=
n=6 n=12
IL-2 13,9+7,3 19,8+8,2 205+ 6,9 0,08
0,01
VEGF 325,9+132,2 203,5+101,07 195,1+ 69,3
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111.1.14. Corrélations entre différents biomarqueurs cytokiniques, virologiques et
biochimiques

Nous avons présenté ici uniquement les corrélations entre les biomarqueurs ayant

montré une différence significative chez les différents groupes étudiés. Nous avons effectué les

corrélations entre les différents biomarqueurs analysés chez les trois groupes de participants

étudiés.

A partir des matrices de corrélations, nous avons observé une corrélation positive forte
(r=0,5), significative (p= 0,04) entre IFNy et le VEGF chez les participants atteints d’hépatite
chronique. Chez les participants atteints de Cirrhose de foie, nous avons observé une corrélation
négative forte (r = -0,6), significative (p= 0,04) entre I’ADN du VHB et le VEGF. Lorsque nous
considérons les participants atteints de CHC, nous avons observé une corrélation négative forte
(r=-0,7), significative (p=0,012) entre I’ADN du VHB et I’IL-2. En considérant simultanément
les trois groupes étudiés, nous avons observé une corrélation positive faible (r=0,3),
significative (p=0,02) entre I’IL-6 et VEGF. Voir tableau XXIII ci-dessous.

Tableau XXIII : corrélation des différentes biomarqueurs étudiés

Groupes étudiés Cytokines IL-2 r (p-value) VEGF r (p-value)
Hépatite chronique IFNy (pg/ml) - 0,5 (0,04)
Cirrhose ADN VHB (log) - -0,6" (0,04)
CHC ADN VHB (log) -0,77(0,012) -

Les trois groupes IL-6 (pg/ml) - 0,3°(0,02)

*, La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral). Le coefficient de corrélation (r) varie entre
-1 et +1 ; 0 reflétant une relation nulle entre les deux variables, une valeur négative (corrélation négative)
signifiant que lorsqu'une des variables augmentent, l'autre diminue ; tandis qu'une valeur positive
(corrélation positive) indique que les deux variables varient ensemble dans le méme sens. - : pas de
corrélation.
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111.1.15. Performances diagnostiques des biomarqueurs

Les participants atteints d’hépatite chronique et Cirrhose étaient des témoins et les

participants atteints de CHC les cas

Nous avons utilisé la courbe ROC (Receiver Operator Characteristic Curve) pour
déterminer la sensibilité (Se), la spécificité (Sp), Valeurs Prédictives Positives (VPP), Valeurs
Prédictives Négatives (VPN) et valeurs seuils des biomarqueurs. Seuls les biomarqueurs
suivants (IFNy ; ADN du HBV ; IL6 ; VEGF) ont été analysés ici et comparés a 1I’AFP
(considérée ici comme Gold standard). La droite diagonale est le model de classification
aléatoire (indice de performance du model). Les courbes qui se trouvent au-dessus du model
ont un bon indice de performance. Graphiquement, nous observons que I’ADN VHB, I’'IL-6,
I’AFP et le VEGF ont un bon indice de performance car se trouvent toutes au-dessus de 1’indice

de performance du model qui vaut 0,5. Voir la figure 23 ci-dessous.
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Les segments diagonaux sont générés par les liens.

Figure 23 : courbes ROC de ’'IFNy ; ADN VHB ; IL2 ; IL6 ; VEGF et AFP
(Hépatite chronique et Cirrhose sont des témoins)
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Le tableau XXIV (page 86) présente la comparaison des différents indices de
performances des différents biomarqueurs analysés par la courbe ROC. Globalement, I’AFP,
I’IL-6 et le VEGF avaient de bons indices de performances. Le VEGF avait pour zone d’en
dessous de la courbe (ZEC) (ZEC=0,7 ; p= 0,048), et a un seuil de 200 pg/ml, les
caractéristiques intrinseques étaient une sensibilité (Se=80%) et une spécificité (Sp=70%),
comme caractéristiques extrinseques Valeur Prédictive Positive (VPP=55,6%) et une Valeur
Prédictive Négative (VPN=84,8%). Les indices de performances de I’AFP et I’I1-6 étaient
équivalentes avec respectivement (ZEC=0,8 ; ZEC=0,8; et p=0,004; p= 0,007).
Particulierement, I’AFP a montré comme caractéristiques intrinséques, la sensibilité et la
specificité (Se= 80% ; Sp=35%) et comme caractéristiques extrinséques, la VPP et la VPN
respectivement (VPP=66,7% et VPN= 88,9%) pour un seuil de 100 ng/ml. Tandis que 1I’1l-6 a
montré comme caractéristiques intrinséques, (Se= 60% et Sp 80%), et comme caractéristiques
extrinséques, la VPP et la VPN respectivement (VPP=66,7% et VPN= 88,9%) pour un seuil de
25 pg/ml. La comparaison des différents performances diagnostiques entre les différents
biomarqueurs qui ont présenté un bon indice de performance par le test de khi deux, n’a montré

aucune différence significative. Voir tableau XXIV (page 86).
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Tableau XXIV : Indices de performance des différents biomarqueurs

Zone sous la courbe

Variable(s) de résultats tests Seuils  Se% Sp% VPP%  VPN% VP VN Zone ES ICa9%% % p-value
ADN (log) - - - - - - - 0,6 0,1 [0,3-0,8] 0,3
IFNy pg/ml - - - - - - - 0,4 01 [0,1-0,6] 0,4
IL-2 pg/ml - - - - - - - 0,5 0,1 [0,3-0,8] 0,4
AFP ng/ml 100 80 35 66,7 88,9 16 32 0,8 0,07 [0,6-1,0] 0,007
IL-6 pg/mi 25 60 80 66,7 88,9 16 32 0,8 01 [0,6-0,9] 0,004
VEGF pg/ml 200 80 70 55,6 84,8 15 28 0,72 01 [0,4-0,9] 0,048
Test de khi 2 NA 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 NA

ES : Erreur standard ; IC : Intervalle de confiance ; Se : Sensibilité ; Sp : Spécificité ; VPP : valeur prédictive positive ; VPN : valeur prédictive négative ; NA :

Non Applicable. Le test de Khi 2 a été appliqué pour comparer les performances diagnostiques, -: 0
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111.1.16. Validation du modele de prévision des performances diagnostiques des
biomarqueurs chez les individus atteints d’hépatopathies chroniques.

Pour la validation de notre modéle, nous avons exclu de 1’analyse, tous les participants

atteints de CHC, Puis nous avons considéré

e D’une part les groupes des participants atteints d’Hépatite Chronique et Cirrhose
du foie, les participants atteints d’Hépatite Chronique étaient les témoins et pour
participants atteints de Cirrhose du foie, nous les avons attribues le facteur Cas
afin d’appliqué sur les participants atteints d’Hépatite Chronique le modele de
prévision.

e D’autre part, nous avons considéré uniquement les participants atteints
d’Hépatite Chronique, chez ceux-ci, nous avons choisi aléatoirement 10
participants sur les 20 participants que comptait ce groupe. Nous avons attribué
le facteur Cas, aux patients choisis aléatoirement puis nous avons déterminer les
performances du modele de prévision.

e L’AFP était considéré comme gold standard dans tous les cas de figure.

Les résultats sont présentés par la figure 24 page 88 et la figure 25 page 91 et les tableaux XXV
page 90 et XXVI page 93
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« Casde figure ou les participants atteints de cirrhose du foie sont considérés comme

des cas

Nous avons considéré les participants atteints Cirrhose comme des cas et les participants
atteints d’Hépatite Chronique étaient les témoins. Les seuils sont ceux déterminés

préecédemment.

Graphiquement, nous observons que 1’'IL-6, ’AFP et le VEGF ont respectivement un

indice de performance au-dessus de 1’indice de performance du model (Figure 24).

Courbe ROC

Source de la
courbe

—DNA HBVY (log IU/ml
—VEGF
—IL6
IL2
AFP ng/ml
| / —IFN-g
06 | Ligne de référence

048

Sensibilité

04

02

00 02 04 06 08 10
1 - Spécificité

Les segments diagonaux sont générés par les liens.

Figure 24 : courbes ROC de ’IFNy ; ADN VHB ; IL2 ; IL6 ; VEGF et AFP

(Cirrhose sont des cas)
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Le tableau XXV (page 90) présente la comparaison des différents indices de
performances des différents biomarqueurs analysés par la courbe ROC. Globalement, 1’indice
de performance de I’AFP, I’IL-6 et le VEGF n’ont pas vari¢ significativement respectivement
(p=0,7 ; p=0,1 et p=0,7). Les zones d’en dessous de la courbe (ZEC) étaient respectivement de
(ZEC=0,7 ; ZEC=0,6 et ZEC=0,6) pour I’AFP, I’'IL-6 et le VEGF. Celles-ci étaient toutes
supérieures a 0,5. A un seuil de 200 pg/ml, le VEGF avait comme caractéristiques intrinséques,
une Se=50% et une Sp=90% ; et comme caractéristiques extrinseques, une VPP=57,1% et une
VPN=66,7%. A un seuil de 25 pg/ml, I'IL-6 avait comme caractéristiques intrinséques, une
Se=20% et une Sp=90% ; et comme caractéristiques extrinseques une VPP=50,0% et une
VPN=50,0%. A un seuil de 100 ng/ml, ’AFP avait comme caractéristiques intrinséques, une
Se=10% et une Sp=80% ; et comme caractéristiques extrinseques, une VPP=82,4% et une
VPN=73,9%. Voir tableau XXV (page 90).

La comparaison des différents performances diagnostiques entre les différents
biomarqueurs qui ont présenté un bon indice de performance par le test de khi deux, n’a montré

aucune différence significative voir tableau XXV (page 90).
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Tableau XXV : Indices de performance des différents biomarqueurs cas de figure ou les participants Cirrhose sont des cas

Seuils Se% Sp%  VPP% VPN% VP VN Zone sous la courbe

Variable(s) de résultats tests Zone ES ICa9%5 % p-value
ADN VHB (log) - - - - - - - 0,3 0,1 [0,07-0,5] 0,1
IFNy pg/ml - - - - - - - 0,5 0,1 [0,2-0,8] 0,3
IL-2 pg/ml - - - - - - - 0,4 0,1 [0,1-0,7] 0,1
AFP ng/ml 100 10 80 82,4 73,9 14 17 0,7 0,1 [0,4-0,9] 0,7
IL-6 pg/ml 25 20 90 50,0 50,0 17 3 0,6 0,1 [0,4-0,9] 0,1
VEGF pg/ml 200 50 90 57,1 66,7 16 8 0,6 0,1 [0,3-0,8] 0,7
Khi 2 NA 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 NA

ES : Erreur standard ; IC : Intervalle de confiance ; Se : Sensibilité ; Sp : Spécificité ; VPP : valeur prédictive positive ; VPN : valeur prédictive négative ; NA :

Non Applicable. Le test de Khi 2 a été appliqué pour comparer les performances diagnostiques, - : 0
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% Cas de figure ou les participants atteints d’hépatite chronique choisis

aléatoirement ont été considérés comme des cas

Nous avons considéré les participants atteints d’hépatite chronique choisis aléatoirement

comme des cas. Les seuils sont ceux déterminés précédemment.

Graphiquement, nous observons que toutes les courbes avaient un indice de performance en-

dessous de I’indice de performance du model. Voir figure 25 ci-dessous.
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Figure 25 : courbes ROC de I’'IFNy ; DNAHBV ; IL2; IL6 ; VEGF et AFP

(Hépatite chronique choisis aléatoire sont des cas)
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Le tableau XXVI (page 93) présente la comparaison des différents indices de
performances des différents biomarqueurs analysés par la courbe ROC. Globalement, 1’indice
de performance de I’AFP, I’IL-6 et le VEGF n’ont pas vari¢ significativement respectivement
(p=0,5; p=0,2 et p=0,5). Les zones d’en dessous de la courbe (ZEC) étaient respectivement de
(ZEC=0,3 ; ZEC=0,2 et ZEC=0,1) pour I’AFP, I'IL-6 et le VEGF. Celles-ci étaient toutes
inférieure 2 0,5. A un seuil de 200 pg/ml, le VEGF avait comme caractéristiques intrinséques,
une Se=00%, une Sp=67% ; et comme caractéristiques extrinseques, une VPP=50,0% et une
VPN=50,0%. A un seuil de 25 pg/ml, I’IL-6 avait comme caractéristiques intrinséques, une
Se=25%, une Sp=100% ; et comme caractéristiques extrinséques, une VPP=52,9% et une
VPN=66,7%. A un seuil de 100 ng/ml, ’AFP avait comme caractéristiques intrinséques, une
Se=00%, une Sp=66,7% ; et comme caractéristiques extrinséques VPP=429% et une
VPN=33,3%. Voir tableau XXVI (page 93).

La comparaison des différents performances diagnostiques entre les différents
biomarqueurs qui ont présenté un bon indice de performance par le test de khi deux, n’a montré

aucune différence significative voir tableau XXVI page 93.
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Tableau XXVI : Indices de performance des différents biomarqueurs ou les participants Hépatite chronique choisis aléatoirement sont

des cas
Seuils Se% Sp%  VPP% VPN% VP VN Zone sous la courbe

Variable(s) de résultats tests Zone ES ICa95% p-valeur
ADN VHB (log) - - - - - - - 0,2 0,1 [0,0-0,5] 0,2
IFNy pg/ml - - - - - - - 0,1 0,1 [0,0-0,3] 0,7
IL-2 pg/ml - - - - - - - 0,3 0,1 [0,0-0,7] 0,4
AFP ng/ml 100 00 66,7 42,9 33,3 6 2 0,3 0,1 [0,0-0,7] 0,5
1L-6 pg/ml 25 25 100 52,9 66,7 9 2 0,2 0,2 [0,0-0,6] 0,2
VEGF pg/ml 200 00 67 50,0 50,0 8 2 0,1 0,1 [0,0-0,3] 0,5
Khi 2 NA 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 NActe NA

ES : Erreur standard ; IC : Intervalle de confiance ; Se : Sensibilité ; Sp : Spécificité ; VPP : valeur prédictive positive ; VPN : valeur prédictive négative ; NA :
Non Applicable. Le test de Khi 2 a été appliqué pour comparer les performances diagnostiques. Cte : constante ; - : 0.

Thése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hopitaux de la ville de Yaoundé

111.2. Discussion
111.2.1. Association entre VHB, VHC et développement du CHC

Cette partie présente un apercu quantitatif de la contribution relative du VHB, et du
VHC dans le développement du CHC. Comme prévu, les marqueurs du VHB et du VHC ont
contribué de maniére significative au développement du CHC chez des témoins. Pour le VHB,
I’AgHBs étaient associés a un risque accru de développer un CHC respectivement chez des
témoins atteints d'une maladie non hépatique et chez les témoins apparemment sains. Pour le
VHC, Les Ac-antiVHC et I’ARN du VHC étaient associés a un risque accru de développer un
CHC chez les témoins. Tandis que la co-infection ADN du VHB et/I’ARN du VHC étaient
associes a un risque accru de développer un CHC chez les témoins atteints d'une maladie non
hépatique. Nos résultats ont aussi montré que les biomarqueurs, tels que I’AgHBe et I'ADN du

VHB, qui évaluent l'infectiosité virale, présentaient un risque ¢levé de CHC.

En effet, une ¢lévation de ' ADN sérique du VHB indépendamment de 'AgHBe du VHB
montre l'activité de la maladie hépatique. Les patients avec une charge virale détectable
devraient faire 1’objet d’une surveillance stricte, pour espérer détecter trés tot le CHC. 1l en est
de méme des patients porteurs a la fois les biomarqueurs de réplication et de la transmission
actives du VHB respectivement 'AgHBe et 'AgHBs. Notre étude a montré que ces marqueurs
présentaient un risque fortement élevé de CHC chez les témoins. Nos résultats sont en
conformité avec les données de la littérature, mais aussi des études récentes faites dans d’autres
contextes (An et al., 2020 ; Li & Lan, 2016 ; Thi Vo ef al., 2019). Nous avons également
rapporté que les patients anticorps anti-VHC/ARN du VHC présentaient un risque accru de
CHC ceci pourrait étre due a I’augmentation de 1'abus de drogues par voie intraveineuse dans
la société, ce qui devrait augmenter l'incidence du CHC li¢ au VHC au cours des prochaines

décennies (Li & Lan, 2016 ; Thi Vo et al., 2019).

Nos résultats sont cependant treés robustes en raison du niveau de confiance pour les
résultats car nous avons fait une analyse de sensibilité ne comprenant que des études
comparables pour les principaux facteurs de confusion. En plus de cela, un large éventail de
marqueurs du VHB, du VHC a été considéré dans notre étude. Ces résultats ont été confirmés
en tenant compte de plusieurs facteurs de confusion pour le risque de développer un CHC tels
que les pesticides, I'aflatoxine B1, l'alcool, le tabagisme, d'autres comorbidités, le contexte
géographique, le mode d'alimentation, le sexe et I'age. Des associations significatives ont été
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observées dans tous les sous-groupes de I'AgHBs, de I'ADN du VHB, des marqueurs anti-VHC
avec des témoins apparemment sains et ceux avec une maladie non hépatique. Le risque élevé
de CHC associé aux marqueurs du VHB, du VHC et de la coinfection VHB/VHC observé au
cours de cette étude est cohérent avec les données de la littérature menées aux niveaux mondial,
régional et national (An et al., 2020 ; Li & Lan, 2016 ; Thi Vo et al., 2019).

En raison de I'absence de données de biologie moléculaire du VHB et du VHC, nous
n'avons pas évalué le role joué par, la charge virale, les mutations, les génotypes et la thérapie
antivirale sur le risque de développement du CHC (An et al., 2020). Nos résultats sont
cependant trés robustes en raison de 1’absence de biais de publication. Le faci¢s des virus
hépatiques circulant en Afrique étant spécifique a la fois a certains génotypes et des mutations
potentielles, des études longitudinales prospectives sont nécessaires pour déterminer le réle de
ces parameétres en tant que biomarqueurs pour le diagnostic précoce du risque d'évolution vers
le CHC (Spearman & Sonderup, 2015).

Bien que la vaccination soit efficace pour réduire I'incidence des maladies chroniques
dans les pays a forte prévalence, I'effet sur I'incidence des maladies hépatiques ne se fera pas
sentir avant plusieurs décennies dans le cas ou les politiqgues de vaccination sont bien
implémentées sur le terrain. Pour prévenir les complications potentiellement mortelles de la
cirrhose, de l'insuffisance hépatique et du CHC, l'identification des personnes infectées par le
VHB ou VHC est essentielle pour évaluer la nécessité d'un traitement et la fréquence appropriée
du suivi. Cette identification est difficile car I'népatite B ou C chronique est une maladie
asymptomatique, qui ne se présente que lorsque des complications surviennent. En ce qui
concerne 1’hépatite C, les politiques publiques devraient mettre sur pied des moyens matériels
et financiers pour promouvoir la recherche sur le développement d’un vaccin jusqu’a ce jour
indisponible dans notre contexte, mais aussi, favoriser la recherche sur les nouvelles molécules

a visée curative qui seront développées et conditionnées dans notre contexte.
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111.2.2. Profil des marqueurs virologiques

Sur les 227 échantillons testés, 97 echantillons ont été positifs au VHB par
immunochromatographie parmi eux, seuls 69 échantillons ont été positifs au VHB avec ELISA,
soient 37/65 (56,9%), 19/19 (100,0%), 13/13 (100,0%) pour respectivement les echantillons
des participants atteints d’hépatites chronique (HC), de Cirrhose et de CHC (P<0,000 1). Tandis
que 69 échantillons ont été positifs au VHC par immunochromatographie parmi eux, seuls 44
échantillons ont été positifs au VHC avec ELISA, soient 19/37 (51,3%) ; 14/19 (73,7%) ;
11/13(84,6%) pour respectivement les échantillons des participants atteints d’hépatite, de
Cirrhose et de CHC (P<0,000 1). En effet, ces résultats peuvent se justifier par le fait que nous
avons uniquement considéré comme positifs a ’ELISA, tous les échantillons dont le ratio était
> 1. Ce qui a conduit a la séroprévalence globale de I’AgHBs a 37/163 (22,7%) ; 19/38(50,0%)
; 13/26 (50,0%) respectivement pour les participants atteints d’hépatite chronique, cirrhose et
CHC. Pour I’Ac anti-VHC/AgVHC la séroprévalence était de 19/163 (11,7%) ; 14/38(36,8%)
; 11/26 (42,3%) respectivement pour les participants atteints d’hépatite chronique, cirrhose et
CHC. Enfonction des trois groupes étudiés, le groupe hépatite chronique (HC) était majoritaire
avec respectivement 37 participants atteints du VHB et 19 participants atteint du VHC. Mais le
groupe CHC avait la moyenne d’age la plus élevée avec respectivement 65,08+39 ans pour
ceux atteints de VHB et 65,8+4,2 ans pour ceux atteints de VHC, un sex-ratio de 1,9 au
détriment des femmes et une prédominance de CHC dans la tranche 60-69 ans. Nos résultats
sont similaires a ceux rapportées dans des études antérieures menées sur des participants atteints
de maladies du foie et CHC au Cameroun et dans certains pays Africains. En effet, les
prévalences assez alarmantes du VHB et VHC, I'age supérieur a 40 ans, le sexe masculin, les
antécédents d'exposition tel que 1’alcool, I’exposition chirurgicale, les transfusions, 1’absence
de prise du vaccin etc... ont été pour la plupart des facteurs de risques associés a une prévalence
élevée du VHB ou au VHC chez les participants atteints de maladie hépatique au Cameroun,
Gabon, Gambie, Nigéria et I’Afrique du Nord (Amougou et al., 2016; Andoulo et al., 2013,
2014; Bahri et al., 2011; Echejoh et al., 2008; Mboto et al., 2005; Perret et al., 2002). Ces
prévalences sont certes élevées mais suggerent aussi une implication significative des facteurs
de risque non viraux dans le développement du CHC dans notre contexte. Ce qui est en droite
ligne avec les cas de CHC dans de nombreux pays africains et asiatiques, associes a une
exposition chronique a I'aflatoxine B1, la consommation de I’alcool, les maladies telle que le
Diabéte etc... (Elhendawy et al., 2020 ; Amougou et al., 2016 ; Yuen et al., 2016 ; Acharya,
2014).
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En effet, le cancer du foie est plus fréquent chez ’homme que chez la femme. Les VHB
et VHC sont aussi connus comme étant des facteurs de risque majeur de survenu du CHC car
on estime respectivement a 50-80% et a 10-25% le risque de survenu de CHC chez les
personnes VHB et VHC dans le monde (Ferlay et al., 2019). La carcinogenese associée au
VHB ou VHC est un processus multifactoriel impliquant des effets directs des protéines virales,
des mécanismes indirects via I'inflammation chronique, I'évasion immunitaire, et la réplication
virale dans les hépatocytes. Ce qui contribue a 1’apparition précoce de certains cas de CHC qui
surviennent relativement tot dans I'évolution de la maladie, avant le développement d'une
cirrhose a la suite un effet oncogéne direct du VHB ou du VHC (Coffie et al., 2017 ; Yuen et
al., 2016 ; Acharya, 2014). Mais le manque de tests de diagnostic viraux peu onéreux, adaptés
aux pays a ressources limitées tel que le Cameroun et accessibles a tous, représente un obstacle
a la mise en ceuvre du diagnostic précoce du CHC et conséquemment 1'acces au traitement. Les
risques de développer une cirrhose et un CHC augmentent avec I'augmentation des taux d'ADN
du VHB et ARN du VHC, en particulier lorsque ces taux sont supérieurs a 2 000 Ul/ml. Tous
les participants des trois groupes étudiés (hépatite Chronique, Cirrhose et CHC) avaient une
charge virale supérieure a 2 000 Ul/ml dans notre étude. La charge virale est un marqueur
important de la progression des hépatopathies chroniques du foie, sa suppression constitue un
critére d'évaluation utile pour le traitement des maladies du foie associées aux virus des
hépatites. Le traitement cible de la réplication virale a donc pour conséquence la diminution de
la nécrose inflammatoire du foie qui se manifeste par la régression de la progression des
hépatopathies du foie et CHC. La diminution de la nécrose inflammatoire du foie peut donc étre
évaluée a I’aide des cytokines pro/anti-inflammatoires qui peuvent compléter les examens de
charge virale qui sont beaucoup plus recommandés dans I'évaluation de la réplication virale
(Spearman et al., 2017). Tous les participants analysés ici étaient soit a la 12°™ semaine de
traitement (VHC), soit & la 24°™ semaine de traitement (VHB), tous nos participants avaient
une charge virale détectable. En effet, toutes les recommandations s'accordent sur la nécessité
de traiter au-dessus d'un seuil de 2000 UIl/mL, il existe une certaine divergence dans les
recommandations de traitement entre 2 000 et 20 000 UI/mL (AASLD-IDSA, 2015 ; NICE
Guidance, 2017 ; World Health Organization, 2015). L'Association américaine pour I'étude
des maladies du foie recommande d'initier un traitement antiviral chez les adultes non enceintes
atteintes d'un VHB chronique mais sans cirrhose sur la base d’une charge virale supérieure a
2 000 Ul/ml ou supérieur a 20 000 Ul/ml chez les patientes présentant soit une augmentation

d'ALAT, soit une maladie histologique (AASLD-IDSA, 2015).
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L'Association européenne pour 1'étude du foie et les derniéres directives de 'OMS
s'accordent a initier le traitement a une charge virale supérieure a 2000 Ul/ml chez les patients
sans cirrhose (EASL, 2017 ; World Health Organization, 2017). En ce qui concerne la charge
virale du VHC la nouvelle génération de tests quantitatifs et qualitatifs montre que 95 % des
personnes atteintes d'une infection chronique ont une charge virale > 10 000 UI/mL (Cohn et
al., 2015 ; Greenman et al., 2015). Nous avons évalué la réponse au traitement antiviral a
action directe (AAD) du VHC dans notre ¢tude. Cependant, comme le test de guérison
recommandé est l'obtention d'une réponse virologique soutenue apreés 12 semaines (ou 24
semaines), des études précédentes suggérent que les patients qui échouent aux AAD (Antiviraux
a Action Direct) ont des charges virales ¢levées 12 ou 24 semaines a la fin du traitement (Cohn
etal., 2015 ; Greenman et al., 2015 ; Lange et al., 2017 ; World Health Organization, 2015,
2017). Ce résultat a été confirmé avec les charges virales détectables des participants a notre

étude.

111.2.3. Profil des marqueurs biochimiques

Globalement, les participants ayant un CHC présentaient des taux de ALAT, ASAT et
AFP (73,6+15,4 UI/L ; 73,5+11,8 UI/L et 226,5+ 66,4 ng/ml) plus élevés dans les trois groupes
étudiés. 1l en est de méme, lorsque nous avons considéré les groupes étudiés en fonction du
VHB et VHC. En effet, lorsque nous avons considéré VHB, le groupe des participants CHC
avaient les ALAT, ASAT et AFP les plus élevés avec respectivement 76,9+10,1 UI/L ;
73,7+11,2 UI/L ; 218,3 60,9 ng/ml par rapport aux participants atteints d’hépatite chronique
et Cirrhose (P<0,0001). Il en était de méme lorsque nous avons considéré les groupes en
fonction du VHC. 1l en ressort donc que, le groupe des participants CHC avaient les ALAT,
ASAT et AFP les plus élevées avec respectivement 75,4+7,3 UI/L ; 72,2+13,8 UI/L 234,7+73,8
ng/ml par rapport aux participants atteints d”hépatite chronique et cirrhose (P<0,0001).

Il est primordial de noter que les taux moyens de transaminases obtenus dans notre étude
étaient tous anormaux, car les valeurs moyennes se situeraient respectivement pour ’ALAT
entre 17-59 UI/L ; pour I’ASAT entre 10-50 UI/L. Nos résultats peuvent s’expliquer par le fait
que les transaminases soient présentes respectivement dans le cytoplasme et les mitochondries
des hépatocytes et les cellules musculaires. Du fait de ’activité cytopathogenes des virus
oncogenes de 1’hépatite sur les hépatocytes, les transaminases sont libérées dans la circulation
sanguine ce qui entraine une augmentation des taux sériques d'’ALAT et d'ASAT dans le sang

périphérique. Il est aussi possible que la stimulation inflammatoire due a la progression
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tumorale stimule évidemment les hépatocytes a produire des quantités abondantes de
transaminases par rapport a ce que I'on trouvera chez les patients en phase précoce des maladies
du foie. Ceci pourrait expliquer les taux élevés de transaminases chez les participants a I’étude.
(Lietal., 2021 ; Yang et al., 2018).

Outre son réle dans le diagnostic du CHC, des taux sériques d'AFP plus élevés ont
également été observés chez les participants atteints de CHC. L'AFP est actuellement le
biomarqueur sérique le plus utilisé pour le dépistage et le diagnostic précoce du CHC, ainsi que
pour I'évaluation de I'efficacité et du pronostic du traitement du CHC. Cependant, toutes les
tumeurs du CHC ne concourent pas a une augmentation de I’AFP. Ce qui rend ce marqueur non
spécifique a I’installation CHC. Il est donc important d’explorer la recherche de nouveaux
biomarqueurs capables de pallier aux manquements des transaminases et de I’AFP afin de
complémenter ainsi les examens de radiographie pour espérer atteindre les taux de dépistage de
CHC voisins de ceux qu’on obtiendrait en utilisant la biopsie (Li et al., 2021 ; Wang et al.,
2021 ; Coffie et al., 2017 ; Yang et al., 2018).

111.2.4. Profil des marqgueurs cytokiniques

Nous avons examiné le profil des 12 analytes suivantes (IL-2 ; IL-4 ; IL-6 ; IL-10 ; IL-
12 ;IL-15; IL-17A ; IFNo2 ; IFNy ; VEGF ; G-CSF ; RANTES) chez 60 participants chez les
patients atteints de maladie chronique du foie et ceux atteins de CHC. Globalement, nous avons
observé des niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires (IL-2 et IL-6) dont les taux
variaient significativement (p<0,0001 et p=0,050) entre les participants atteints d’Hépatite
Chronique, Cirrhose du foie et CHC respectivement. Nous avons également observé des
variations significatives (p<0,0001) du VEGF (facteur de croissance angiogénique) entre les

différents groupes étudiés.

L'inflammation est étroitement associée au développement et a la progression du cancer,
par conséquent, le ciblage de I'inflammation représente une stratégie attrayante a la fois pour la
prévention du cancer et pour la prévention et le traitement du cancer. L'IL-6 est I'une des
principales cytokines qui se trouve a des concentrations élevées dans de nombreux types de
cancer. Un certain nombre d'études ont tenté d'associer Polymorphismes du gene IL-6 avec la
susceptibilité du CHC (Adnan et al., 2020 ; Madkour et al., 2018 ; H. Ogawa et al., 2017).
Nous n’avons pas étudié le polymorphisme de 1’IL-6 dans notre étude, mais cette cytokine a

montré des quantités significatives (p=0,050) entre les participants atteints d’hépatite
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chronique, cirrhose et CHC. Ainsi, le polymorphisme de I’IL-6 a été signalé comme étant lié
au développement du CHC chez les porteurs du VHB ou VHC (Adnan et al., 2020 ; Madkour
et al., 2018). En effet, I'interleukine 6 est impliquée dans le recrutement des neutrophiles et
favorise la migration et la prolifération des lymphocytes T dans le tissu affecté (Mathew et al.,
2014). lls sont sécrétés par les lymphocytes T, les macrophages pour stabiliser la réponse
immunitaire (Lippitz, 2013). Les taux seriques élevés d'lIL-6 ont été rapportés chez les patients
atteints de CHC associé aux I'hépatites virales (VHC et VHB) (Chao et al., 2013).

Les variations importantes de 1’IL-2 s’expliquent par le fait que I’IL-2 est un puissant
immunorégulateur de la stimulation, la prolifération et I'activation des lymphocytes T, des
cellules tueuses naturelles et des lymphocytes B (Gao et al., 2017). L'effet de lI'inflammation et
des cellules inflammatoires sur le processus de développement et de progression tumorale est
de plus en plus reconnu. Il est désormais évident que les cas de cancer résultent d'infections et
d'inflammations chroniques. L'IL-2 joue donc un réle central dans l'interaction entre la
résistance innée et I'immunité adaptative en induisant la production d'TFNy et en générant des
réponses des cellules T auxiliaires 1 (Thl) et des LT cytotoxiques. Dans cette étude, nous avons
constaté que les taux sériques d'lL-2 étaient plus faibles chez les patients atteints d'un CHC par
rapport aux patients atteints de cirrhose et I’hépatite chronique. Nos résultats sont comparables
a ceux de Peng et al ; qui dans leur étude, ont obtenu les quantités d’IL-2 suivants pour les
patients atteints de CHC (238.2 + 136.7 ng/L) comparé aux témoins (288.6 £ 177.1 ng/L) (Peng
etal., 2014). Nos résultats suggerent que les taux décroissants de 1’IL-2 pourraient jouer un role

dans I’étiologie du CHC par réduction des réponses cytotoxique Th1 (Bahgat et al., 2015).

Les cytokines IFNy et IL-17A sont bien décrites en association avec I'hépatite
chronique, la cirrhose et le CHC via une combinaison avec d'autres cytokines pro-
inflammatoires. Dans notre étude, nous n’avons pas trouvé de différence significative des taux
de I’IL-17A et IFNy entre les trois groupes étudiés, mais les taux des patients atteints de CHC
étaient supeérieurs a ceux atteints de Cirrhose de foie et hépatique chronique dans son étude,
Ribeiro et al, trouvaient des quantités d'IL-17A plus élevées chez les patients atteints de
maladie du foie chronique par rapport aux cas aigus (Ribeiro et al., 2020). Ces résultats
pourraient signifier de que les taux d’IL-17A augmenteraient avec la gravité ou le stade de la
maladie. Ceci est autant plus corroboré par les études précédemment realisees par Du et al en
2013 qui a montré que I'expression de I'lL-17A dans les tissus hépatiques des patients était

positivement corrélée au degré d'inflammation et au stade de la fibrose (Du et al., 2013) ainsi
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que Elkhawaga et al 2019 qui de méme a montré que les niveaux les plus élevés d'IL-17A dans
le sérum et le foie étaient observés chez les patients Cirrhose du foie par rapport aux patients
atteint de d’hépatite chronique (Elkhawaga et al., 2019). Ces résultats suggérent que I'lL-17A
pourrait participer a la pathogenése et/ou a la progression du carcinome hépatocellulaire
(Ribeiro et al., 2020).

A ce jour, il n'y a pas de consensus sur les taux référentiels de cytokines pour la
progression de la maladie hépatique et la carcinogenése du CHC (Estevez et al., 2017).
Certaines études comparant des patients VHB ou VHC ayant une hépatite chronique, Cirrhose
du foie et CHC ont montré des taux plasmatiques significatifs d'IFNy, de TNF-a, de sFas-ligand,
de G-CSF, d’I1-10, d'IL-8 et d’11-12 (Falasca et al., 2006 ; Lu et al., 2016 ; Tilg et al., 1992 ;
Toyoda et al., 2000 ; Trinchieri et al., 2003 ; Zhu et al., 2015). Par contre, dans notre étude,
I’IL-12, I’IL-10, P’IFN-y, n’ont pas montré une différence significative entre les groupes
¢tudiés. Nos résultats peuvent étre expliqués par le fait que tous les participants dans notre étude
¢taient en phase évaluative de leur traitement antiviral. Tandis que dans les études
susmentionnées, les auteurs n’ont pas mentionné I’étape des traitements des participants, en
plus de cela, ils ont comparé les patients sous traitements antiviraux et les patients naifs aux
traitements antiviraux (Estevez et al., 2017). Ainsi, un traitement pourrait ou pas avoir un

impact significatif sur la production des niveaux de cytokines.

Nos résultats ont montré que les patients atteints de CHC (406,0+72,7 pg/ml)
présentaient des taux sériques de VEGF significativement plus élevés que les patients non
atteints de Cirrhose du foie (187,3+34,4 pg/ml) et Hépatite chronique (168,8+24,2 pg/ml). Nos
résultats vont en droite ligne avec ceux retrouvés par Alzamzamy et al, qui ont trouvé que les
taux de VEGF étaient significativement plus élevés dans le groupe CHC par rapport au groupe
cirrhose (1409 pg/ml vs 233,3 pg/ml) et par rapport au groupe témoin (1409 pg/ml vs 204 pg/ml)
(Alzamzamy et al., 2021). Tandis que les résultats des travaux de Youssef et al suggéraient
que les patients atteints de CHC avaient pour moyenne de VEGF, 2180.8+1,621.4 pg/ml et les
patients atteints de Cirrhose avaient pour moyenne de VEGF, 1605.3+4,082.4 pg/ml et les
patients apparemment sains avaient pour moyenne de VEGF 561.0£251.7 pg/ml (Youssef et
al., 2018). Ces reésultats suggerent que I'nypoxie stimule I'angiogenese et la carcinogenése
hépatique via une régulation a la hausse de I'expression du géne VEGF. Un grand nombre de

preuves suggerent que le VEGF pourrait étre utilisé comme marqueur tumoral du CHC.

These de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge 101



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hopitaux de la ville de Yaoundé

Premierement, le CHC est une tumeur vasculaire qui dépend de I'angiogenése pour la
croissance et la survie de la tumeur. Deuxiemement, des niveaux élevés de VEGF étaient
associés a de mauvaises caractéristiques cliniques de la tumeur et a un mauvais pronostic
(Alzamzamy et al., 2021). Dans cette étude, le niveau moyen de VEGF sérique était
significativement augmenté dans le groupe de CHC par rapport au groupe des patients atteints
de Cirrhose et Hepatite Chronique. Ce résultat avait précédemment été mentionnés dans les
études EI- Sherif et al, ce qui suggere que des taux sériques de VEGF plus élevés prédiraient
un mauvais pronostic du CHC. Par conséquent, la surveillance des taux sériques de VEGF
pourrait non seulement conduire a un diagnostic précoce du CHC chez les patients atteints
d’hépatite chronique mais aussi ceux atteints de cirrhose du foie, mais également fournir aux

cliniciens une indication précoce du pronostic de la maladie (EI-Sherif et al., 2012).

Les traitements utilisés contre le VHB, sont les analogues de nucléosidiques ou
nucléotidiques utilises pour prévenir la réplication virale dans les cellules infectées
(Hadziyannis & Hadziyannis, 2020). Ils sont assez semblables aux nucléosides et aux
nucléotides pour étre intégrés dans les brins d'ADN viraux en cours de réplication, mais ils
agissent comme agents terminaux de chaine et arrétent I'action de I'ADN polymérase virale
(Feng, 2018). IIs ne sont toutefois pas spécifiques a I'ADN viral et affectent également I'ADN
mitochondrial. Ce qui ouvre les portes aux effets secondaires (Levrero et al., 2018). Mais, a
I’arrét du traitement, la réactivation de I’hépatite est quasi constante et les chances de
séroconversion HBe sont tres faibles. SiI’on prolonge le traitement dans 1’espoir d’obtenir cette
séroconversion, on augmente le risque de provoquer 1’apparition de souches virales résistantes
associees a une forte rechute (Ogawa et al., 2020). La fréquence d’apparition d’un VHB
résistant avec ce produit est de 24 % apres un an de traitement, elle grimpe a 38 % aprés 2 ans,
50 % au bout de 3 ans, 67 % au bout de 4 ans (Levrero et al., 2018).

L’¢établissement d’un profil cytokinique des participants en fonction des traitements
contre I’hépatite B n’a montré aucune différence significative entre les différentes cytokines
analysées dans notre étude. Par contre dans les études menées dans d’autres contextes, les
auteurs évaluaient les taux des marqueurs virologiques tels que I’Ag HBs, I’Ag HBe, I’Ag HBcr
et PADN du VHB en fonction des traitements (Analogues nucléosidiques) administrés aux
participants (Fasano et al., 2012 ; Gish et al., 2010 ; Hirode et al., 2022 ; B. Wang et al.,
2018). Ce qui suggére une réelle prise de conscience sur les effets directs ou indirects que

peuvent avoir les analogues nucléosidiques sur le systeme immunitaire.
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L’expression du génome du VHC, produit quatre protéines structurelles (core, E1, E2 et
p7) et six protéines non structurelles (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B) (Dultz et al.,
2020 ; McCauley & Rudd, 2016 ; Meewan et al., 2019 ; Rehermann, 2016). Les protéines
non structurales, responsables de la production et de la réplication virales, sont les principales
cibles des Antiviraux a action Direct (AAD) (Dultz et al., 2020 ; Shunmugam et al., 2017).
L'utilisation de combinaisons de deux ou trois différentes classes d’antiviraux a action directe
est devenue la méthode standard pour le traitement de I'infection par le VHC (Lim, 2017). Les
études réalisées chez les personnes atteintes de VHC évaluent a la 12°™ semaine de traitement,
la réponse virologique (Bourliere et al., 2017). Les traitements (Sofosbuvir + ribavirine,
Sofosbuvir + ribavirine + interféron pégylé alpha, Sofosbuvir +ledispavir) administrés chez les
participants a notre étude n’ont pas permis aux participants d’obtenir une réponse virologique
soutenue a la douziéme semaine de traitement. Ces échecs thérapeutiques ont également été
mentionnés dans d’autres études réalisées dans d’autres contexte (Bourliére et al., 2017 ; Ozen
et al., 2019). L’établissement d’un profil cytokinique des participants en fonction des
traitements contre 1’hépatite C a montré une différence significative entre les cytokines IL-2
(p=0,08) et le VEGF (p=0,01). Nous pensons que ceci est probablement dii a I’action de
I’interféron pégylé alpha, car malgré que celle-ci soit une molécule synthétique, elle a une
action antivirale et mime ’action des interférons produits par le systéme immunitaire. C’est
probablement la raison pour laquelle, nous avons trouvé une corrélation positive entre le VEGF
et 'TFNy chez les participants atteints d’hépatite chronique. Il est a noter que ces molécules
AAD contre le VHC ont un risque particuliérement élevé de developpement de résistances aux
médicaments (Lim, 2017 ; Matthew et al., 2020 ; Ozen et al., 2019).

111.2.5. Performances diagnostiques des biomarqueurs

Dans notre étude, nous avons observé aucune corrélation entre le VEGF et AFP ce
résultat est contraire a ceux retrouvés dans les travaux de Atta et al ; Guan et al qui ont constaté
que les taux sériques de VEGF étaient corrélés a I'AFP sérique (Atta et al., 2016 ; Guan et al.,
2015), Nous n’avons pas recherché la corrélation entre le VEGF et les tests de la fonction
hépatique. Mais des études récentes avaient précédemment réfuté la theése d’une corrélation
significative du VEGF et les tests hépatiques entre les groupes CHC, cirrhose du foie, et
Hépatite Chronique. Ce qui leur a permis de conclure que I'expression du VEGF ne pouvait pas
étre considérée comme un indicateur de la fonction hépatique (Atta et al., 2016 ; Sadik et al.,
2019). Les reésultats de notre etude peuvent étre expliqués par le role essentiel du VEGF dans
la pathogenese et la propagation du CHC. Car il est connu que tous les CHC ne montrent pas
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d’¢élévation de I’AFP (Xu et al., 2021). C’est probablement la raison pour laquelle nous n’avons
pas obtenu de corrélation entre le VEGF et L’AFP. Par conséquent, nos résultats ont montré
que le I’AFP, IL-6 et VEGF sérique obtenu avaient une grande précision (sensibilité et
spécificité plus élevées). A un seuil de 200 pg/ml, le VEGF avait une sensibilité (Se=80%) et
une speécificité (Sp=70%). Tandis que, I’AFP avait une sensibilité (Se=80%) et une spécificité
(Sp=35%) quant aI’T1-6, elle a montré une spécificité (Sp=60%), et une sensibilité de (Se =80%)
pour des seuils respectifs de 80,0 ng/ml et 25 pg/ml pour le diagnostic du CHC. Ces résultats
sont similaires a ceux obtenus par Alzamzamy et al qui ont a un seuil de 250 pg/ml le VEGF
fourni une sensibilité de 80 % et une spécificité de 81,7 % pour distinguer les patients atteints
de CHC des patients non-CHC (Alzamzamy et al., 2021). Nos résultats étaient aussi
comparables a ceux de Mukozu et al qui ont rapporté une sensibilité de 86,4 % et une spécificité
de 96,2 % du VEGF avec une valeur seuil de 108 pg/ml (Mukozu et al., 2013). Tandis que les
résultats de 1’étude de Atta et al indiquaient que le VEGF chez des patients atteints de CHC
avait une sensibilité et une spécificité de 90 % a une valeur seuil de 271,85 pg/ml avec une ZEC
de 0,972 (Atta et al., 2016). Yvamoto et al ont constaté que les taux de VEGF avaient une
sensibilité et une spécificité de 65 % et 85 %, respectivement, tandis que I'AFP avait une
sensibilité et une spécificité de 28 % et 99 % pour le diagnostic du CHC, respectivement
(Yvamoto et al., 2015). Dans I’étude de Sadik et al, pour différencier les patients atteints de
CHC des patients témoins a un seuil > 64,2 pg/ml, la Se et la Sp du VEGF sérique étaient de
100 % (Sadik et al., 2019). Mais contrairement a 1’étude de Sadik et al en ce qui concerne
I’ AFP nous avons trouvé une forte Se de 80% et une faible Sp de 35% alors que Sadik et al
trouvaient une faible sensibilité (23,8 %) et une spécificité élevée (100 %) pour AFP pour le
diagnostic du CHC entre les patients atteints de CHC et les témoins (Sadik et al., 2019). Cette
derniére étude rejoint celle d"Yvamoto et al., qui montrent qu’avec I'AFP ils avaient une Se de
28 % et une Sp de 99 % a une valeur seuil de 200 ng/ml pour détecter les patients atteints de
CHC a partir de témoins (Yvamoto et al., 2015). Plusieurs études mettent en évidence les réles
critiques de la génétique de I'h6te, des facteurs microbiens, de I'age, le sexe et le climat dans la
variation de la production de cytokines et suggéerent que ces facteurs soient pris en compte lors
de I'évaluation de la fonction immunitaire. Ceux-ci doivent cependant étre pris en compte dans
le developpement de nouvelles stratégies de surveillances, diagnostiques et de thérapies des

maladies telles que les maladies infectieuses et cancers viro-induits.
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111.2.6. Forces et limites

Les résultats obtenus dans notre étude peuvent servir a actualiser les données
épidemiologiques pour outiller les décideurs politiques dans les prises de décision dans la
prévention et le contrdle des infections du VHB et VHC au Cameroun. Nous avons exclu tous
patients avec les comorbidités et co-infections telles que le diabéte, le VIH pour ne citer que
celles-la. Etant des maladies immunosuppressives, nous ne pouvions pas avec une étude
transversale étre certains que les participants ont été préalablement infectés par les VHB ou le
VHC avant de développer le diabéte ou contracter le VIH et vice versa. Dans le cas ou les
affections immunosuppressives suscitées avaient été contractées en premier, il serait évident
qu’elles auraient joué un rdle accélérateur d’hépatopathies chroniques et ou du CHC. Dans cette
étude, nous avons utilisé le plasma, nous aurions pu obtenir des résultats plus révélateurs si
nous avions utilisé fragments de biopsie or I’obtention des fragments de biopsie du foie est
caractérisée par la mise en ceuvre des actes chirurgicaux qui sont de moins en moins pratiqués
dans le cadre des maladies du foie. Nous n’avons pas pu rechercher chez les participants a
I’étude la présence concomitante d’une part de I’Ag HBs et les autres marqueurs sériques du
VHB tels que AgHBe, Ag HBc, I’Ac HBs et I’Ac HBc, d’autre part de ’anticorps antiVHC/Ag
VHC et les protéines virales (core, E1, E2 et p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B) du
fait des colts onéreux des réactifs. Dans notre étude, nous n’avons pas étudier 1’association
entre le polymorphisme des biomarqueurs étudiés et le développement du CHC afin d’explorer

les interactions génétiques.
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Conclusion

En fonction de nos objectifs fixés, 1’objectif spécifique 1 nous a permis de confirmer
que les individus atteints d’hépatite chronique et cirrhose infectés au VHB et/ou VHC ont un

risque tres élevé de développer le CHC dans notre contexte.

L’objectif spécifique 2 nous a permis de mettre en évidence des prévalences élevees de
I’Ag HBs et I’Anti HCV/AgVHC chez les trois groupes étudiés (hépatite chronique, cirrhose et
CHC). Les transaminases et I’AFP étaient plus élevés chez les participants atteints de CHC.
Des 12 cytokines quantifiées, seules I’IL-2, I’1L-6 et le VEGF étaient celles qui ont montré des

taux élevés de maniere significative entre les groupes étudiés.

L’objectif spécifique 3 nous a permis de déterminer les performances diagnostiques de
certains biomarqueurs et identifier les seuils optimaux de ces biomarqueurs. Ainsi, dans notre
étude, le VEGF, I’AFP et I’I1-6 ont montré des caractéristiques intrinseques et extrinseques

assez satisfaisantes.

En définitive seuls les biomarqueurs immunologiques (pro-inflammatoire et facteur de
croissance) respectivement 1’IL-6 et le VEGF ont présenté de meilleurs performances
diagnostiques. Ceux-ci se sont avérés étre des excellents biomarqueurs capables de contribuer
au diagnostic du CHC chez les patients atteints d’hépatopathies chroniques. Par conséquent
devraient étre associées a I’AFP et a I’imagerie médicale pour espérer augmenter le nombre de
cas de CHC capables d’étre diagnostiqués précocement chez les patients atteints
d’hépatopathies chroniques car les cytokines facilitent les interactions et les communications
entre les cellules en contr6lant divers processus, y compris l'expression des protéines, la

régulation des génes et la prolifération cellulaire.
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Suggestions

L'incidence croissante du CHC dans la plupart des pays suggérent une prise de
conscience insuffisante sur les maladies du foie. Pour rendre la surveillance du CHC rentable,
des outils nouveaux doivent étre développés pour diagnostiquer précocement et stratifier les
patients a haut, moyen et faible risque de CHC. Pour y faire face, I'Afrique subsaharienne devra
prioriser activement la mise en ceuvre de plusieurs stratégies. Une variété d'activités sont

nécessaires pour relever ce defi :

- L’instauration de la gratuité de la vaccination contre le VHB a tout age ;

- La fourniture gratuite du traitement contre le VHC ;

- La prévention rigoureuse de la consommation excessive d'alcool et de I'obésité ;

- I’identification des groupes a haut risque d’infection au VHB, surtout ceux proches des

personnes infectées ;

- Encourager les études des facteurs de risque de la résistance antivirale chez les patients atteints

d’hépatopathies et ceux atteints de CHC ;

- L’inscription des patients a haut risque de développer un CHC dans les programmes nationaux

de surveillance ;

- Mettre sur pied des politiques de santé publique solides pour prévenir, détecter et traiter les
maladies hépatiques chroniques ;

- La mise sur pied des techniques de surveillance appropriées pour la détection au stade précoce
le CHC;

- Encourager et promouvoir la recherche des biomarqueurs en termes de rapport coGt-efficacité

pour la surveillance de routine du CHC.
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Perspectives

A ce jour, il existe plusieurs biomarqueurs candidats identifiés pour le diagnostic
précoce et prédiction du pronostic du CHC. Cependant, la plupart d'entre eux ne peuvent pas
étre utiliseés dans un cadre clinique a I'neure actuelle. Par conséquent, des cohortes prospectives
importantes avec des témoins appropriés sont requises pour une validation universelle des

biomarqueurs candidats identifiés qui peuvent ensuite étre utilisés en applications cliniques.

Avec les progres de la génomique et de la protéomique, davantage de nouveaux
biomarqueurs seront disponibles pour le diagnostic précoce et la surveillance du CHC.
Cependant, le CHC est connu comme une maladie complexe causée par une variété de facteurs
de risque. Ainsi, il est difficile d'utiliser un seul biomarqueur pour les patients atteints de CHC.
Alors de ce fait, le développement et I'optimisation de la combinaison de biomarqueurs sera
plus précieuse pour le diagnostic précoce, le pronostic et la prédiction du CHC chez les patients

a haut risque.

Dans l'avenir l'identification de nouveaux biomarqueurs non invasifs pour le diagnostic
précoce du CHC a plus grande échelle sera I'un des domaines le plus prometteur de la recherche.
Il serait opportun d’anticiper dans des études ultérieures, des investigations supplémentaires
évaluant I’efficacité des combinaisons AFP, IL-6 et VEGF au cours de la surveillance du CHC

chez les patients atteints d’hépatopathies chroniques.

Il serait aussi urgent d’établir un modéle de prévision de I’efficacité de la combinaison
des biomarqueurs AFP, IL-6 et VEGF face au traitement contre les hépatites virales et le CHC

au cours des études longitudinale.
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ANNEXES

Annexe 1 : outil d’évaluation du risque de biais dans les études de cohortes et des Cas Control

Newcastle — Ottawa Scale for case cohort studies One star (1) / No star (0)
Selection
1) Is the HCC case definition adequate? 1
2) Representativeness of the Cases ? 1
3) Selection of Controls ? 1
4) Definition of Controls ? 1

Comparability

1) Patients with and without HCC paired for age? 1

2) Patients with and without HCC paired for any additional factor? | 1

EXxposure
1) Laboratory confirmation of hepatitis virus infection 1
2) Hepatitis virus infection status ascertain by secure record or 1

structured interview blind to case/control status?

3) Same method of ascertainment hepatitis infection for cases and | 1

controls?
4) Non-Response rate similar for cases and controls? 1
Total score 10

Interpretation of the two risks of bias tools

7-10 : Low risk of bias
4-6 : Moderate risk of bias
0-3: High risk of bias
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Annexe 2 : Cytokines analysées

Cytokines pro-inflammatoires
IL-2
IL-6
IL-12
IL-15 Pro-tumorales
IL-17

Cytokines anti-inflammatoires
IL-4 Anti-tumorales
IL-10

Interferons
IFN-a Antivirale
INF-y Réponse immunitaire contre de nombreux agents pathogénes
Facteurs de croissance

VEGF Vascular Endothelial Growth Factors
GCSF Granulocytes Colonies Stimulating Factor
RANTES Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted
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Annexe 3 : Valeurs de référence des cytokines chez les donneurs sains

Sample
LLoQ Median Sample volume

Analyte (pg/mL)* Endogenous (pg/mL)> Species® Type* (pL)

Aktl (Ser473) 0.98 NA H, M, R L varies® MTO 03-0100-01
Aktl (total) 7.80 NA H, M, R L varies® MTO 03-0099-01
Amyloid beta 1-4057 5.86 MNormal CSF: 1366; P: 152 H, M, R Cc, P 5,25 STOCK 03-0145-00
Amyloid beta 1-4257 0.98 Normal CSF: 192; P: 15 H, M, R C, P 5, 25 STOCK 03-0146-00
BDNF&7 0.04 P: 783; S: 410; CSF: 0.13 H C, B S 100, 1, 1 STOCK 03-0171-00
cTnl &7 0.69 P: 3.04; S: 3.02 H,Cy,R,C,GP P S 100 STOCK  03-0154-00
G-CSF 0.08 17 H P 10 MTO 03-0047-00
GLP-1 (active) 0.40 3.46 H, M, R, C P 100 MTO 03-0024-03
GLP-1 (total) 0.39 17.8 H, M, R, C P 20 MTO 03-0025-06
Glucagon®’ 0.78 44 H, M, R P 10 STOCK 03-0153-00
GM-CSF 0.02 0.2 H P 100 MTO 03-0067-00
IFN-a?7 0.031 P: 0.08; 5: 0.08 H P, S 100 STOCK  03-0186-00
IFN-B1 | NEW 0.15 P: 0.35; S: 0.64 H P, S 50 STOCK 03-0191-00
IFN-y*7 0.03 P:1.4;,5:1.4 H P, S 25 STOCK 03-0181-00
IL-1a%7 0.12 P: 0.09; S: 0.10 H P S 100 STOCK 03-0167-00
IL-1p57 0.20 P: 0.11; S: 0.12 H P, S 100 STOCK  03-0160-00
IL-2 0.05 0.21 H P, S 100 MTO 03-0051-00
IL-21 0.20 0.53 H S 50 MTO 03-0014-07
IL-2257 0.10 P: 1.51; S: 1.52 H P, S 25 STOCK 03-0162-00
IL-23&7 0.10 P: 0.65; S: 0.46 H P, S 100 STOCK 03-0157-00
IL-457 0.04 P: 0.18; S: 0.18 H P, S 100 STOCK 03-0161-00
IL-5%7 0.04 P: 0.37; 5:0.30 H P, S 100 STOCK  03-0168-00
IL-6%7 0.08 P: 0.70; S: 0.69 H P, S 75 STOCK 03-0155-00
IL-7 0.39 4.91 H P, S 50 MTO 03-0094-00
IL-8 / CXCL8 0.24 3.6 H P, S 50 MTO 03-0055-00
IL-1057 0.10 P: 0.90; 5: 0.89 H P, S 100 STOCK  03-0176-00
IL-12p705%7 0.05 P: 0.29; S5: 0.28 H P, S 100 STOCK  03-0182-00
IL-1387 0.04 P: 0.37; 5: 0.33 H P, S 100 STOCK  03-0156-00
IL-15 0.10 3.38 H P, S 100 MTO 03-0058-00
IL-17A/F Heterodimer®? 1.17 P: 1.36; S: 3.20 H P, S 50 STOCK 03-0177-00
IL-17A57 0.07 P: 0.31; S: 0.30 H P, S 50 STOCK 03-0159-00
IL-17F%7 0.20 P: 1.10; S: 1.18 H P, S 50 STOCK 03-0164-00
IL-185%7 | NEW 0.09 P: 138; S: 145 H P S 10 STOCK 03-0190-00
KIM-1% 3.91 P: 65; 5: 75; U: 147 H B S, U 25,25, 5 MTO 03-0118-00
MCP-187 0.15 P: 682; S: 1021 H P, S 1.56 STOCK 03-0187-00
Tau(Thri81)s7 'NEW 0.94 P: 3.4; S: 2.0; C: 21 H P,S,C 50,100,25 STOCK 03-0184-00
TNFa 0.40 38.6 M S 25 MTO 03-0108-00
TNFa®7 0.20 P: 0.85; 5: 0.78 H P, S 100 STOCK  03-0163-00
TSLPs7 1.56 P: 5.04; S: 3.86 H P S 100 MTO 03-0172-00
VEGF-AS7 0.20 P: 48; S: 50 H P, S 25 STOCK 03-0180-00
°f£”c'er“(5er129)s'7 0.1 P:2.74; S: 1.81; C: 0.64 H B S, C 20,20,50 STOCK 03-0188-00
SARS COV-2 RBDI9G  pps NA® H P S 2 STOCK  03-0193-00

! LLoQ: Lowest point on standard curve with CV < 20% and accuracy within 20% of expected values.
2 Median Endogenous: Minimum of 10 samples from individual donors assessed for ability to quantify baseline biomarker values.
3 Optimized for first species type listed. Other listed species have been tested, but not optimized for peak performance.
Key: H=Human; M=Mouse; R=Rat; GP=Guinea Pig; Cy=Cynomolgus Monkey; C=Canine
4 Optimized for use in sample type(s) listed. Key: P=Plasma; S=Serum; L=Lysate; U=Urine; C=Cerebrospinal Fluid (CSF)
5 Plate-based assay.
& Assay characteristic data is representative for both Erenna® and SMCxPRO™.
7 Streamlined format kit.
& Sample volume varies based on dilution factor selected by user
¢ Qualitative assay
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Annexe 4 :

Matériel utilisé

Matériel pour

prélévement

-Coton,

-gants de soin,

-sparadrap,

-alcool a 70°C,

-aiguilles vacutainer,

-tube EDTA,

-glaciére et poubelles

Matériel pour
aliquotage et

conservation

-Pipettes Pasteur,

-embouts a pipettes,

-cryotubes,

-centrifugeuse,

-Eau de Javel,

-Savon liquide

-congélateur

Matériel pour

Immunochromatographie
-échantillon de plasma,
-paires de gants d’examen,
-micropipette,
-pipette pasteur,
-flacon de solution tampon,
-alcool a 70° C,
-chronometre,
-exemplaire du mode d’emploi,

-TDR

Matériel pour

quantification AFP
-échantillon de plasma,
-cartouche AFP,
-tampon,
-pipettes de transfert,
de

-paires gants

d’examen,

-alcool a 70°C,

- micropipette,

-Centrifuger,

-Minuterie,

-Manuel d'utilisation,

-Automate Finecare ™
FIA Meter

Matériel pour quantification

transaminases

-réactif ASAT et alAT

- échantillon de plasma,

-micropipette et embouts

- automate

- tube a essai

-incubateur

-paires de gants d’examen,

-alcool a 70°C

- exemplaire du mode d’emploi,
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Matériel pour ELISA VHB

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

Solution de lavage concentrée (20X) : Tampon tris, NaCl, pH = 7,4 Conservateur : ProClinTM
300 (0,04 %)

Controle négatif : Tampon Tris HCI, contenant de la SAB. Conservateur : ProClinTM 300 (0,1
%)

Controéle positif (Humain) : Tampon Tris HCI, contenant de la SAB, additionné d’un mélange
d’Ag HBs purifiés des sous-types ad et ay, (humains) Conservateur : ProClinTM 300 (0,1 %)
Diluant conjugué : Tampon Tris HCI pH 7.4 additionné de BSA, de Tween® 20,
d'immunoglobulines de boeuf et de souris et d'un indicateur coloré témoin de dépdt Conservateurs
: Ciprofloxacine (10 pg/ml), ProClinTM 300 (0,1 %)

Conjugué : Anticorps monoclonaux anti-HBs de souris et anticorps polyclonaux anti-HBs de
chevre couplé a la peroxydase. Lyophilisé.

Tampon substrat de la peroxydase : Solution d'acide citrique et d'acétate de sodium pH 4,0
contenant 0,015% d'H.O: et 4% de diméthylsulfoxyde (DMSO)

Chromogeéne (coloreé en rose) : solution contenant du tétraméthyl benzidine (TMB)

Solution d'arrét : Solution d'acide sulfurique 1 N

Eau distillée.

Hypochloride de sodium (Eau de javel) et bicarbonate de soude.

Pipettes semi-automatiques réglables pouvant distribuer 50 pl, 100 pl, 1000 pl et 10 ml.
Eprouvettes graduées de 100 ml et 1000 ml.

Conteneur de déchets contaminés.

Bain-marie pouvant étre thermostaté a 37°C + 1°C.

Systeme de lavage manuel pour microplaque.

Appareil de lecture pour microplaques équipés de filtres 450, 490 et 620-700 nm.

Papier absorbant.
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Matériel pour ELISA VHC

Microplaque : 12 barrettes sensibilisées avec un anticorps monoclonal anti-capside du VHC, des
antigénes recombinants purifiés (NS3, NS4) et un peptide de la région capside du VHC

Solution de lavage concentrée : Tampon Tris NaCl pH 7,4 Conservateur : ProClin™ 300 (0,04%)
Controle négatif : Tampon Tris HCI, contenant de la S.A.B. (albumine de sérum bovin) ;
Conservateur : ProClin™ 300 (0,1%)

Controdle positif : Sérum humain contenant des anticorps anti-VHC négatif pour I'antigéne HBs et
pour les anticorps anti VIH-1 et anti VIH-2 dilué dans un tampon Tris HCI contenant de la S.A.B.
et inactivé photochimiquement Conservateur : ProClin™ 300 (0,1%)

Contréle positif : Antigene positif synthétiqgue de contrdle contenant un peptide de capside
lyophilisé

Diluant du contréle positif : Eau distillée contenant un conservateur : ProClin™ 300 (0,5 %)
Conjugué 1 : Anticorps monoclonal murin dirige contre la capside du VHC marqué a la biotine.
Coloré en violet. Conservateur : Azide de sodium (<0,1%), Cosmocil® CQ (0,025%)

Conjugué 2 : Anticorps murins anti-lgG humaines marqués a la peroxydase et streptavidine
marquée a la peroxydase Coloré en vert. Conservateur : ProClin™ 300 (0,5 %)

Substrat : Solution d'acide citrique et d'acétate de sodium pH 4,0 contenant 0,015% d'H.O: et 4%
de diméthylsulfoxyde (DMSO)

Chromogeéne (solution TMB) : Solution contenant du 3,3”, 5,5°- tétraméthylbenzidine (TMB)
Solution d’arrét : Solution d'acide sulfurique (H2SO4 1N)

Eau distillée ou complétement déminéralisée.

Eau de javel et bicarbonate de soude.

Papier absorbant.

Films adhésifs.

Gants a usage unique.

Tubes a usage unique.

Pipettes semi-automatiques réglables 50 pl, 80 ul, 100 ul, 200 ul et 1 ml.

Eprouvettes graduées de 10 ml, 200 ml et 1 000 ml. Agitateur type vortex.

Systéme de lavage manuel pour microplaque.

Bain-marie, pouvant étre thermostaté a 37°C + 1°C.

Conteneur de déchets contaminés.

Appareil de lecture pour microplaques (équipeés de filtres 490, 620, 450/620-700 nm).

Thése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge 132



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d’hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

Matériel pour quantification cytokines avec Luminex

Luminex Kit

Standard for Luminex assay.

Luminex diluent for standard (standard diluent for serum and plasma or cell culture medium for
cell culture supernatant).

Luminex sample diluent (for serum and plasma).
Luminex assay buffer.

Luminex wash buffer.

Coupled magnetic beads (10X).

Detection antibodies (10X).

Detection antibody diluent.

Streptavidin-PE (100X).

Flat-bottom plate (96-well).

Sealing tape.

Equipment

Wash station (for use with magnetic bead-based assays).

Microtiter plate shaker.

Dual-laser flow-based plate reader including software for data acquisition and analysis.
Sonicator

Vortex mixer

Microcentrifuge

Luminex lab inter plate control reagent

Matériel pour gestion et analyse des données

-Cabhier ; Crayons ; Clé USB ; Stylos ; Téléphone ; Ordinateur
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Annexe 5 : Notice d’information

Titre de I’étude : Dynamique entre biomarqueurs immunologiques et virologiques de ’infection
VHB/VHC au carcinome hépatocellulaire

Investigateur Principal : MBAGA Donatien Serge, Doctorant PhD, Université de Yaoundé |

Co-investigateurs :

Pr. RIWOM ESSAMA Sara Honorine, Maitre de Conférences, Université de Yaoundé |

Dr NJIKI BIKOT Jacky, Chargé de Cours Université de Yaoundé |

Dr ATENGUENA OKOBALEMBA Etienne, Oncologue Médicale Hopital Général de Yaoundé

Dr IKOMEY MONDINDE George, Chercheur Centre d’Etude et Controle des Maladies Transmissibles de la FMSB

Invitation a participer a une recherche scientifique d’ordre académique :

Monsieur/Madame, nous vous invitons a bien vouloir participer a I’étude portant sur la :

Dynamique entre biomarqueurs immunologiques et virologiques de l’infection VHB/VHC au
carcinome hépatocellulaire

Objectifs de la recherche :

Objectif général

Etudier la dynamique de quelques des biomarqueurs et ressortir leur performance diagnostique de
I’hépatopathie chronique au carcinome hépatocellulaire.

Obijectifs spécifiques
1- Etudier le niveau d’association qui existe entre le VHB, le VHC et le développement du CHC en Afrique

2- Décrire le profil de quelques marqueurs virologiques, biochimiques et cytokiniques des participants a
I’étude, associé aux paramétres socio-démographiques et cliniques ;

3- Etudier les corrélations des biomarqueurs analysés et leur performance diagnostique a travers une courbe
ROC.

Participation volontaire et droit de refus

Votre participation a cette étude est purement volontaire, vous étes libre de refuser de participer et aucun
moyen de pression ne sera utilisé pour vous faire changer d’avis.

Période et population d’étude :

Notre étude s’étend sur 17 mois allant de Décembre 2020 a Avril 2022. Elle a pour population de I’étude,
les patients adultes (4gés de plus de 21 ans) atteints d’hépatite virale chronique B et ou C, de cirrhose et de
carcinome hépatocellulaire sous hépatites virales B et ou C venus pour un suivi au service de hépato gastro-
entérologie. Chaque patient candidat potentiel sera appelé dans le box de consultation, puis 1’étude lui sera

Thése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge 134



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d’hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

expliquée, la notice d’information expliquée et remis pour lecture. Dans le cas ou le patient candidat au
recrutement accepte de participer a I’étude, une fiche de consentement sera d’abord signée entre le patient
et le chercheur. Puis un personnel médical mobilisé dans le cadre de ces travaux prélévera le patient
consentant.

Procédure :

Une fois que vous avez consenti a participer a cette enquéte, vous devez répondre a notre questionnaire. Les
informations que nous recueillons sont entre autres votre age, votre sexe, le type d’hépatite, le traitement
soumis, la date de diagnostic de votre maladie, votre charge virale, vos informations cliniques
(scarifications, alcool, fumeur, ascite, transfusion, antécédent chirurgicaux etc...).

Dans le cas ou vous étes agé de 21 ans ou plus, vous devez remplir I’'une des conditions suivantes.

Participants  atteints atteints atteints atteints

de VHB

Participants
de VHC

Participants
de Cirrhose

Participants
de CHC

Positif aux Ag HBs sur
deux prélévements
distants d’au moins 6

Positif a I’ARN viral,
sur deux prélévements
distants d’au moins 6

Avoir une cirrhose et
positif pour les VHB et
ou VHC

Avoir un CHC et positif
au VHB et ou VHC

mois pour le VHB mois pour le VHC

Dans le cas contraire vous serez exclu de 1’étude

Au cours de cette étude, nous prélevons des échantillons de sang (environ 5 ml de sang) ceci dans le but
d’évaluer I’interaction entre les biomarqueurs immunologiques sécrétés par vos cellules immunitaires et les
biomarqueurs virologiques produits par le ou les virus de 1’hépatite B/C présents dans votre organisme. Les
données collectées nous permettrons de formuler les recommandations sur le développement de nouvelles
stratégies de surveillance de I’évolution de votre maladie.

Devenir des échantillons et durée de conservation des échantillons :

Chaque tube de sang prélevé sera étiqueté par le code qui figure sur la fiche de collecte des données et
conduit au Centre d’Etude et Controle des Maladies Transmissibles de la FMSB. Une fois au laboratoire, le
sang sera centrifugé puis le plasma recueilli et séparé en trois aliquots. Le premier aliquot servira a la
recherche par immunochromatographie les AgHBs (VHB) et les Anticorps VHC, Puis a la recherche par
ELISA, ’AgHBs (VHB) et AgVHC/Ac-antiVHC (VHC). Le deuxiéme aliquot servira & quantification des
biomarqueurs biochimiques (I’AFP et les transaminases) respectivement par immunochromatographie de
fluorescence et par spectrophotométrie. Le troisiéme aliquot servira & la quantification par Luminex les
biomarqueurs immunologiques suivants (IL-2 ; IL-4 ; I1L-6 ; 1L-10 ; IL-12 ; IL-15 ; IL-17A ; IFNea2 ;
IFNy ; VEGF ; G-CSF ; RANTES). Les restes seront détruits a la fin de la recherche en respectant toutes
les regles de biosécurité applicables pendant I’élimination des échantillons biologiques. Toutes les
informations et données recueillies sur le terrain seront tenues confidentielles et les résultats anonymeés lors
des publications. Cependant, si vous avez des questions, n’hésitez pas a nous les poser.

Considérations éthigues
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Risques potentiels

Pendant le prélévement, le patient encourt le risque : Hématome ; Malaise ; PigQre du nerf médian ; Douleur.
Tout au long de cette étude, les chercheurs et personnel médical s’exposent a la contamination par le VHB,
VHC ; VHD et ou VIH.

Bénéfices

Pour le patient
En acceptant participer a cette étude, aucun bénéfice matériel ou financier ne vous sera accordé, mais vous
contribuez largement a 1’édification et 1’évolution de la science dans notre pays.

Pour le chercheur

Ce travail de recherche est purement d’ordre académique et n’a re¢u aucun financement d’un organisme
national ou international. Le chercheur méne cette étude dans le cadre de ces travaux de Doctorat/PhD. Le
bénéfice qu’il tire de cette étude est sa formation en tant que chercheur, la soutenance de sa these de
Doctorat/PhD et la publication des résultats de cette étude.

Mesures prises pour la confidentialité des données et la vie privée des participants

Chague participant devra donner son consentement signé. Chague tube de sang sera étiqueté par le code qui
figure sur la fiche de collecte des données. Toutes les informations et données recueillies sur le terrain seront
tenues confidentielles et les résultats anonymés lors des publications.

Dans le souci du respect de I’éthique de la recherche médicale, nous allons entreprendre une démarche
administrative dans 1’objectif d’obtenir :

Une autorisation de collecte des données délivrée par ’HGY et CHUY ;
Une autorisation de la clairance d’éthique du Comité National d’Ethique pour la Recherche et la Santé
Humaine (CNERSH).

Coiit de I’étude :

Aucune contribution financiére ne vous sera exigée. Aucune indemnité ou compensation financiére ne vous
sera versée en cas d’hématomes, malaise, piqire du nerf médian. Mais vous bénéficierez d’un
accompagnement moral d’un personnel de santé mobilisé pour la circonstance le cas échéant.

Mereci,
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Annexes 6 : consentement éclairé

CONSENTEMENT ECLAIRE

Je soussigné, %)W/Mlle “ - “ ........................................... .

Avoir €té invité a participer au travail de recherche intitulé: Dymamique entre biomarqueurs
immunologiques et virologiques de l'infection VHB/VHC au carcinome hépatocellulaire

Dont I'investigateur Principal s'appelle Mbaga Donatien Serge, Tel + 237 697478581

Je reconnais avoir bien compris le but de I’étude, la procéduie et les précautions prises par le personnel
médical pour me tenir hors de danger. I'ai bien compris la notice d'information qui m'a été remise
concernant cette étude. J'ai regu toutes les réponses aux questions que j'ai posées. Les risques et bénéfices
m'ont été présentés et expliqués. J'ai bien compris que je suis libre d'accepter ou de refuser d'y participer,
de retirer mon consentement sans encourir aucun préjudice.

« Mon consentement ne décharge pas les investigateurs de la recherche de leurs responsabilités, je
coiserve tous mes droits garantis par la loi »

T'accepte libiement de participer a cette étude dans les conditions précisées dans la notice d'information,
clest -a-dire ’

De répondre aux questions d'enquéte

De communiquer les informatiys’médicales

De donner Sml de mon sang
‘Nom et signature du chercheur,

Signature du patient
Mbaga Donatien Serge< |

Tel : +237 697478581
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INFORMED CONSENT

L the‘under'signed, Mr/ Mé/ Mé* ...... M” ...............

Have been invited to participate in the research work entitled: Dynamics Between
immunological and virological biomarkers in patients with chronic HBV / HCV infection
and those with hepatocellular carcinoma

Whose Principai Investigator is called Mbaga Donatien Serge, Tel + 237 697478581

I acknowledge that I have fully understood the purpose of the study, the procedure and the
precautions taken by the medical staff to keep me out of danger. I have understood the
information leaflet given to me concerning this study. I received all the answers to the questions I
asked. The risks and benefits were presented to me and explained to me. [ have understood that

—am free to accept or refuse to participate, to withdraw my consent without incurring any
prejudice.

"My consent does not relieve the research investigators of their responsibilities; I retain all
my rights guaranteed by law"

I freely agree to participate in this study under the conditions specified in the information notice,
that is to say

Answer survey questions /
Communicate medical information
To donate Sml of my blood .~

Name and signature of researcher Name and signature of patient

Mbaga Donatien Serge 1( '
S} Y

”~

Tel : +237 697478581 :
1 </f \
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Annexe 7 : Fiche de collecte des données

FICHE DE COLLECTE DES DONNEES SOCIODEMOGRAPHIQUES, CLINIQUES ET
BIOLOGIQUES

Theéeme : Dynamique des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques de I’hépatite chronique au

carcinome hépatocellulaire
Nom du patient : .%
copE: .. .CAF C. i Xailt e

Types d’infections virales : VHB : VHC : Outils de Traitement
diagnostic

Hépatite -
(>< Bcanner 5o TosloawJie
Cirrhose - = Orocumie | o - avrAid

Carcinome Hépatocellulaire

Date de dépistage :

VARIABLES SOCODEMOGRAPHIQUES

Age : 3 g e A
Sexe \\"’\% ot AV T T
VARIASLES CLINIQUES
-Searttications 6U_ L a \G‘b[?f : | Oui Non 2
Alcool : Oui Non
Fumeur : Oui Non
Transfusion S : Oui Non
Antécédant chiru rgicaux : Oui Non
Vaccination VHB s Oui Non ><
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Abstract

Introduction

Africa denotes unique facies for hepatocellular carcinoma (HCC) characterized by a con-
junction of low sensitization, restricted access to diagnosis and treatment and associated
with the highest incidence and mortality in the world. We investigated whether hepatitis B
(HBV), C (HCV) and D (VHD) viruses were etiological agents of HCC in Africa.

Methods

Relevant articles were searched in PubMed, Web of Science, African Index Medicus, and
African Journal Online databases, as well as manual searches in relevant reviews and
included articles. Analytical studies from Africa evaluating the association between HCC
development and HBV, HCV, and HDV were included. Relevant studies were selected, data
extracted, and the risk of bias assessed independently by at least 2 investigators. The asso-
ciation was estimated using odds ratios (OR) and their 95% confidence interval (95% CI)
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determined by a random-effects model. Sources of heterogeneity were determined by sub-
group analyses.

Results

A total of 36 case-control studies were included. With controls having non-hepatic disease,
the overall results suggested a significantly increased risk of HCC in patients with HBV
(HBeAg (OR = 19.9; 95% Cl = [3.7-105.2]), HBsAg (OR = 9.9; 95%) Cl = [6.2-15.6]) and
DNA (OR =8.9; 95% Cl =[5.9-13.4]); HCV (Anti-HCV (OR = 9.4; 95% CI = [6.3-14.0]) and
RNA (OR = 16.5; 95% Cl = [7.8-34.6]); HDV (Anti-VHD, (OR = 25.8; 95% Cl = [5.9-112.2]);
and HBV/HCV coinfections (HBV DNA/HCV RNA (OR = 22.5; 95% CI =[1.3-387.8]). With
apparently healthy controls, the overall results suggested a significantly increased risk of
HCC in patients with HBV (HBsAg, (OR = 8.9; 95% Cl =[6.0-13.0]); HCV (Anti-HCV, (OR =
7.7;95% Cl = [5.6—10.6]); and HBV/HCV coinfections (HBsAg/Anti-HCV (OR =7.8; 95% Cl
=[4.4-13.6]) Substantial heterogeneity and the absence of publication bias were recorded
for these resullts.

Conclusions

In Africa, HBV/HCYV coinfections and HBV, HCV, and HDV infections are associated with an
increased risk of developing HCC. The implementation of large-scale longitudinal and pro-
spective studies including healthy participants to search for early biomarkers of the risk of
progression to HCC is urgently needed.

Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common cancer and the third leading
cause of death due to malignancy worldwide [1]. HCC incidence is continuing increasing with
more than 900 thousand new cases and as many deaths recorded worldwide in 2020 [2]. HCC
rates vary widely across the world with the greatest burden reported in Southeast Asia, East
Asia, and sub-Saharan Africa [1]. Almost 80% of the morbidity and mortality due to HCC is
attributed to developing countries [3].

Hepatitis B Virus (HBV) and Hepatitis C Virus (HCV) are the main etiologic agents of
HCC [4, 5]. More than half of the HCC cases are attributable to HBV while about 25% are
attributable to HCV. Controversial results have been reported on the increased risk of HBV/
HCV coinfections compared to HBV or HCV monoinfections [6-9]. The role of Hepatitis D
Virus (HDV) and occult hepatitis B in the development of HCC has also been demonstrated
[10, 11]. The etiological factors of HCC vary considerably across regions of the world and indi-
cate a strong disparity in the distribution of incidences of HCC [12]. The areas of high HBV
prevalence are also those with the highest rates of HCC. Africa, which is a region with a high
endemicity for HBV, thus has the highest incidences of HCC with more than 15 incident cases
per 100 thousand inhabitants [13-16]. Key reviews, which included very few African studies,
reported the importance of genotyping and mutations of interleukin-6 and HBV as biomark-
ers for early identification of the risk of progression to HCC [17-19]. Africa is a unique region
plagued by limited awareness, late diagnosis, and limited access to care and treatment for HCC
[20]. The critical burden of HCC in Africa is mostly related to late diagnosis and limited access
to treatment [21-23]. A precise synthesis on the roles of the main HCC viral etiological factors
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(HBV, HCV, and HDV) would be important to enlighten health decision makers on preven-
tive and early diagnosis methods specific for the African region.

We conducted a systematic review to determine whether HBV, HCV, HDV infections and
HBV/HCV coinfections are associated with an increased risk of developing HCC in Africa.

Methods
Literature search

Electronic literature search was performed for studies published from databases inception
through February 2020 and updated in March 2021. Searches were conducted in Pubmed,
‘Web of Science, African Index Medicus, and African Journal Online. The strategy included
the keyword combination for exposure (HBV, HCV and HDV), outcome (HCC) and context
(Africa) (51 Table). Additional potentially relevant studies were searched manually from the
reference list of included articles and relevant reviews. The protocol for this review was
declared in the international PROSPERO database (CRD42020181381) and complied with the
PRISMA guidelines (52 Table).

Inclusion and exclusion criteria

Regardless of antiviral therapy status, comparative studies (clinical trials, cohort, and case con-
trol) examining the relationship between infection with HBV, HCV, HDV, and HBV/HCV
coinfections and the risk of developing HCC were considered relevant for this review. Only
studies in French or English conducted in Africa were considered. We considered all types of
HCC diagnosed by clinical, histological, biochemical, and radiological approaches. The con-
trols were apparently healthy people, people with non-hepatic diseases, people with liver cir-
rhosis, and people with hepatic diseases other than liver cirrhosis (other liver diseases). All the
detection techniques for HBV (HBsAg, HBeAg and HBV DNA), HCV (anti-HCV antibodies
and HCV RNA) and HDV (anti-HDV antibodies, AgHDV and HDV RNA) infection markers
were considered. Studies excluded were those without control groups, with participant selec-
tion bias, with no full text and/or abstracts available, conducted outside of Africa, duplicates,
case reports, and reviews.

Selection, data extraction and risk of bias assessment of included studies

Studies were selected on the basis of a title/abstract screening according to the study inclusion
criteria. Full texts of selected studies were reviewed to validate eligibility and data extracted
from included studies. Data retrieved were name of first author, year of publication, study
design, sampling approach, timing of testing for hepatitis virus infection (retrospective/pro-
spective), country, UNSD region, country income level, period of recruitment of study partici-
pants, study context (rural/urban and community/hospital). We also collected inclusion
criteria of participants, the definition of HCC, the inclusion criteria for controls, socio-demo-
graphic confounding factors, other non-viral confounding factors known to be associated with
the risk of HCC, biochemical parameters of liver, type of hepatic virus (HBV, HCV or HDV),
the hepatitis virus detection method, the marker searched for the detection of hepatitis virus,
the number of participants and controls and the number of exposed and unexposed subjects.
Data for the assessment of individual risk of bias of studies using the Newcastle-Ottawa
method (53 Table). Discussion and consensus were used to resolve issues in the event of dis-
agreements between investigators.
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Statistical analysis

The parameters used to estimate the association between viral hepatitis and the risk of develop-
ing hepatocellular carcinoma were odds ratios (OR) and the corresponding to 95% confidence
intervals determined by random effect meta-analysis [24]. Quantitative analysis was performed
using the packages "meta” and "metafor" of R software version 4.0.3 software [25, 26]. Hetero-
geneity was assessed for each analysis using Cochrane’s Q-test and > measurement [27]. P
value < 0.10 or I >> 50% indicates significant heterogeneity. The publication bias was exam-
ined by the Egger test and funnel plot, and P value < 0.10 indicate the presence of a publica-
tion bias [28]. Sensitivity analysis was performed to evaluate the validity and reliability of
overall results on studies with low risk of bias and those comparable for confounding factors
[29].

Results
Study selection

The article selection process is presented in Fig 1. A total of 5469 articles were identified from
our electronic literature search and 21 manually from the reviewed bibliography. We excluded
1299 duplicates, 4076 based on title and abstract screening, and 79 for various reasons includ-
ing wrong study population or design and unavailable article full texts (54 Table). We thus had
a total of 36 studies (114 effect data) that fit the inclusion criteria for this review [30-65].

Included studies characteristics

Bias assessment scores ranged from 3 to 9 and the median was 8 [IQR = 6-8]. Out of the
114-effect data, 75 (65.7%) were of low risk of bias, 37 (32.4%) of moderate risk of bias and
2 (1.7) of high risk of bias. The risk of bias of the effect data is shown in 55 Table. Partici-
pants in the included studies were recruited between 1981 and 2015 and studies published
between 1975 and 2020 (S6 Table). All effect data included in this meta-analysis had a case-
control design and the majority had non-probability sampling (105/114). No study was
representative of a national population. Collection of data on hepatitis status was prospec-
tive in half of the effect data (56/114). Most of the effect data came from West Africa (52/
114) and North Africa (27/114). Most of the included effects data were from The Gambia
(19/114), Egypt (18/114) and South Africa (14/114). Half of the effect data came from low-
middle income countries (57/114). None of the included study authors stated that the
study was conducted in a rural area and most were in a hospital setting (89/114). Controls
in effect data were predominantly people with non-hepatic disease, mostly matched for age
and gender. Sixty-two effect data were for HBV, 35 for HCV, 12 for HDV and 5 for HBV/
HCV coinfection. The majority of the effect data used multiple HCC diagnostic approach
including clinical, biochemical, radiological and histological methods (79/114). More than
half of the effect data had confirmed HCC histologically (70/114). The most widely used
hepatitis virus detection techniques were radioimmunoassay (26/114), indirect (24/114)
and direct (19/114) Enzyme Linked Immunosorbent Assay, and Enzyme immunoassay
(16/114). The HBV (HBeAg, HBsAg and DNA), HCV (Anti-HCV and RNA) and HDV
(HDV Ag, Anti HDV and RNA) markers studies used 4 types of controls including appar-
ently healthy controls, controls with non-hepatic diseases, controls with cirrhosis of the
liver and controls with other liver diseases. The most represented markers were HBsAg
(48/114), Anti-HCV (33/114) and Ag Delta (8/114) for HBV, HCV and HDV respectively.
The primary characteristics of the endpoint data are presented in S7 Table.
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Fig 1. PRISMA flow-chart of studies selected for the meta-analysis.
https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0262903.g001

Meta-analysis Hepatitis B Virus

HBeAg (OR = 19.9; 95% CI = [3.7-105.2]), HBsAg (OR = 9.9; 95% CI = [6.2-15.6]) and DNA
(OR =8.9;95% CI = [5.9-13.4]) for HBV were associated with an increased risk of developing
HCC with controls with non-hepatic disease (Fig 2). HBsAg was further associated with an

PLOS ONE | htps://doi.org/10.1371/journal.pone.0262903 January 21, 2022 5/23

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge 148



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

PLOS ONE Viral hepatitis and risk of hepatocellular carcinoma in Africa
Study or HCC(+)  HEC ()
Subgroup Events Total Events Total Weight  OR [95% CI]
HBV_HBeAg Positive_Healthy controls
Coursaget, 1978 1 103 1 100 098% 087(006 1573 Sre—
Cronberg, 1984 6 175 3 50 15% 056013 2.31) —p
Kirk, 2005 21 188 2 348 15% 2202[510; 95.02] ——
Ola, 2012 5 41 0 45 08% 13711073; 25619 1T
Random effect meta-analysis 505 543 47% 3.49[062; 19.61) —

Heterogeneity: Tau® « 1.9631; C¥ « 14.14, df « 3 (P = 0.0027); I* = 78.8% [43.1%; 92.1%]

HBV_HBeAg Positive_Liver cirrhosis

Coursaget, 1978 1 103 6 76 11% 011(001; 097 —l
Kirk, 2005 21 186 1494 19% 073{035 1.50) -
Random effect meta-analysis 289 170 3.0% 060[0.30; 1.20] -1

Heteroganeity: Tau® = < 0.0001; Ch’ = 2.58, df = 1 (P = 0.1085); I = 61.2% [ 0.0%; 91.0%]

HBV_HBeAg Positive_Non-hepatic diseases

Dhifallah, 2020 6 713 0 70 08% 1358[0.75 245.72] T —
Tswana, 1992 20 102 1100 12% 24.15(317; 183.77) ==
Random effect meta-analysis 175 170 2.0% 19.98(3.79; 105.27] —

Heterageneity: Tou® « 0; Chi’ = 0.1, df = 1 (P = 0.7497); ¥ « 0%

HBV_HBeAg Positive_Other liver disorders

Cronberg, 1984 6 175 4 B3 16% 070[019 256] ——r—
Marchio, 2018 31 195 39 263 19% 1.09(065 1.81] >
Random effect meta-analysis. 370 346 35% 1.02[064; 1.5 +

Heterageneity: Tau® = 0; Chi’ = 0.38, df = 1 (P = 0.5379); ' = 0%

HBV_HBSAg Positive_Healthy controls

Beown, 1984 21 3 0 70 08% 19558 (11.23; 3405.78] —_—
Chin‘ombe, 2009 29 €0 4 30 16% 6.08[1.89 1055 e
Coursaget, 1978 70 103 12 100 1.8% 1556(7.49; 3233] o
Coursaget, 1992 2 9 52 134 19% 1281066 249 -

Cronberg, 1984 M9 175 1450 19% 546(273 1094) -

Hassan, 2001 5 33 135 11% 607[067; 5504 ——

Kew, 1979 178 289 24 13 19% 1263[7.76; 2054 -

Kew, 1990 184 380 9 152 1.9% 1492(7.39: 3013 =

Kirk, 2005 88 186 47 348 20% 575(377; 876] -

Larouze, 1977 10 21 2 38 14% 16.36(311: 86.20) ——
Mahale, 2019 250 43 80 470 20% 6.73]4.95 9.16] »:

Mboto, 2005 5 13 5 39 15% 425[(099; 1829) r—

Mets, 1993 12 2% 5 54 16% 840(253 27.90] ..
Montaser, 2007 15 32 0 10 08% 1860(1.00; 344.26] —
Nishioka, 1975 23 a2 21 450 18% 24.73[11.69: 52.30] -

Oka, 2012 % 4« 0 45 08% 155.58(8.94; 2707.44] —_—
Omer, 2001 49 15 14 199 1.9% 981(509: 1893] .-

Soliman, 2010 132 148 74 150 1.9% 8.47(461; 1559) -

Random effect meta-analysis 2180 2587 28.7% 8.91(6.08; 13.05) -

Heteroganeity: Tau® = 0.4039; Ch¥* = 63.67, df = 17 (P < 0.0001); I¥ = 73.3% [57.4%; 83.3%]

HBV_HBsAg Positive_Liver cirrhosis

Cenac, 1987 21 29 38 55 17% 117[043 3.8 .
Coursaget, 1978 70 103 62 76 19% 048[023 098 -
Coursaget, 1992 2 14 48 18% 198(085 458

Kirk, 2005 88 186 40 94 19% 121(074 200 >
Mahale, 2019 183 312 671 119 20% 1.10(0.72 169 g
Mets, 1993 12 26 1379 1.7% 435[164; 11.52) =
Nishioka, 1975 23 a2 13 18 16% 047[014 154] -1
Random effect meta-analysis 747 489 126% 1.17[074; 184] >

Heterageneily: Tau” « 0.2210; Ch* « 16.85, df « 6 (P = 0.0008); I = 64.4% [19.7%; 84.2%]

HBV_HBsAg Positive_Non-hepatic diseases
Amr, 2014 85

132 190 669 20% 4561307 6.76] -
Balvi, 2011 29 164 9 250 18% 575(264 1251 -
Cenac, 1987 21 29 146 1.1% 11813 [13.86;1005.42) —_—
Dhifallah, 2020 7 n 6 70 17% 324(119 878 o
Ezzat, 2005 18 236 8 236 1.8% 235(1.00; 552 Rl
Jaquet, 2018 34 40 7 B0 16% 59.10(18.45; 189.24] ——
Jaquet, 2018 30 44 7 88 17% 24.80(9.13; 67.36] —
Jaquet. 2018 48 76 17 152 1.9% 13.61(6.85 27.05) o
Kew, 1986 54 124 2 62 15% 2314[541; 9894] —p—
Larouzé, 1977 3 39 6 53 16% 3035(960. 96.01] e
Lightfoot, 1997 160 167 148 167 18% 293(1.20; 7.18) e
Mandishona, 1998 % 24 5 48 1.6% 17.20[4.90; 6040 —
Marchio, 2018 15 195 5 49 17% 1265(481; 33.30] -
Mohamed. 1992 33 0 5 101 1.7% 9.32(346; 25.09] o=
Owsuyide, 1997 38 64 32 B4 19% 146(073 294 .
Skelton, 2000 740148 11 M8 19% 1245[622 2492 -
Tabor, 1977 12 19 3 40 15% 2114[4.71; 94.86] T
Tabor, 1977 2 a 3 50 16% 13.79(376; 50.60] R
Tswana, 1992 102 182 1M 100 19% 1032(517: 20.60] -
Random effect meta-analysis 1904 2473 322% 9.91(6.28; 15.63] 4
Heterogeneity: Tou® = 0.7564; CI¥* = 84.92, df = 18 (P < 0.0001); I¥ = 78.6% (67.5%: 86.2%]
HBV_HBsAg Positive_Other liver disorders
Cenac, 1987 21 29 12 28 17% 350(1.6 1058 .
Cronberg, 1984 19 175 45 B3 19% 1.79(1.05 307 I
Marchio, 2018 15 195 164 263 20% 087[059 1.27) 4
Montaser, 2007 15 32 5 15 16% 1761049 6.34) e
Random effect meta-analysis a3 389 7% 148(089; 245) -

9
Heterogeneity: Tau® « 0.1297; Ch* = 8.9, df = 3 (P = 0.0306); I = 66.3% [ 1.3%: 88.5%)]

HBV_DNA_Liver cirrhosis
Gouas, 2012 33 198 15 78 19% 084[043 165 -
Random effect meta-analysis 198 78 19% 084[043; 165 -+
Hetorogeneity: nat applicable

HBV_DNA_Non-hepatic diseases

Gouas, 2012 33 198 2 325 15% 3230(7.66; 136.27] —
Mak, 2018 80 150 56 438 20% 7.80[500; 11.94) -
Schiefelbein, 2012 15 148 0 114 09% 26.59(1.57; 449.29] _—
Random effect meta-analysis 496 877 43% 894([597; 13.40] -

MHeterageneity: Tou® « 0; Chi’ « 4,03, df = 2 (P « 0.1336); ¥ = 50.3% | 0.0%; 85.6%]

T
0.001 01 1 10 1000

Fig 2. Association between Hepatitis B Virus infection and risk of hepatocellular carcinoma in Africa.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262903.g002
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increased risk of developing HCC in apparently healthy controls (OR = 8.9; 95% CI = [6.0-
13.0]). No significant difference was observed for HBeAg with apparently healthy controls
(OR = 3.4;95% CI = [0.6-19.6]), controls with liver cirrhosis (OR = 0.6; 95% CI = [0.3-1.2]),
and controls with other liver diseases (OR = 1.0; 95% CI = [0.6-1.6]). No significant difference
was observed for HBsAg with controls with liver cirrhosis (OR = 1.1; 95% CI = [0.7-1.8]) and
controls with other liver diseases (OR = 1.4; 95% CI = [0.8-2.4]). No significant difference was
observed for HBV DNA in a study of control with liver cirrhosis (OR = 0.8; 95% CI = [0.4—
1.6]). For categories with 3 or more effect data, heterogeneity was significant (12> 50%) for all
analyses according to the types of HBV marker and controls.

Meta-analysis Hepatitis C Virus

Anti-HCV (OR = 9.4; 95% CI = [6.3-14.0]) and RNA (OR = 16.5; 95% CI = [7.8-34.6]) of
HCV were associated with increased risk of developing HCC with controls with non-hepatic
disease (Fig 3). Anti-HCV was also associated with an increased risk of developing HCC in
apparently healthy controls (OR = 7.7; 95% CI = [5.6-10.6]). There were no studies of HCV
RNA with apparently healthy individuals, controls with cirrhosis of the liver, and those with
other liver diseases. No significant difference was observed for anti-HCV with controls with
liver cirrhosis (OR = 1.9; 95% CI = [0.9-3.8]) and controls with other liver diseases (OR = 1.1;
95% CI = [0.7-1.7]). For categories with 3 or more outcome data, with the exception of anti-
HCV with apparently healthy controls, heterogeneity was significant (I*> 50%) for the rest of
the analyzes by type of marker HCV and controls.

Meta-analysis Hepatitis B Virus/Hepatitis C Virus co-infections

HBV DNA/HCV RNA (OR = 22.5; 95% CI = [1.3-387.8]) of HBV/HCV coinfection were
associated with an increased risk of developing HCC with controls with non-hepatic disease
(Fig 4). HBsAg/anti-HCV (OR = 7.8; 95% CI = [4.4-13.6]) of HBV/HCV coinfection were
associated with an increased risk of developing HCC with apparently healthy controls. No sig-
nificant difference was observed for HBsAg/anti-HCV with controls with non-hepatic diseases
(OR = 1.8; 95% CI = [0.5-6.6]). Only one category of analyzes on HBV/HCYV coinfection had
3 or more effect data and showed no heterogeneity in the estimation of the association between
HBsAg/anti-HCV and HCC with apparently healthy controls.

Meta-analysis Hepatitis D Virus

No positive HDV antigen was found in two studies and no meta-analysis was possible. Most of
the categories analyzed had less than 3 studies and it is therefore difficult to draw conclusions
on the results obtained. Anti-HDV was associated with a risk of developing HCC with controls
with non-hepatic disease (OR = 25.8; 95% CI = [5.9-112.2], 3 studies) (Fig 5). Only one cate-
gory of HDV assays had 3 or more effect data and showed no heterogeneity in the estimation
of the association between anti-HDV and HCC with controls with non-hepatic disease.

Publication bias and sensitivity analysis

Egger’s linear regression test found no evidence of significant publication bias for any analysis
category with at least 3 effect data (p> 0.005; Table 1). This result was confirmed by funnel
plots which showed no asymmetry (51-511 Figs). We performed a sensitivity analysis for cate-
gories with 3 or more outcome data by selecting only studies with low risk of bias and studies
comparable for confounding factors identified in the included studies. 58 and 59 Tables pres-
ent the distribution between cases and controls for covariates known to be associated with the
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Study or HCC (+) HCC (-)
Subgroup Events Total Events Total Weight OR [95% CI]
HCV_Anti-VHC_Healthy controls
Chin'ombe, 2009 12 60 0 30 1.1% 15.72[0.90; 275.28] e
Coursaget, 1992 6 49 2 134 21% 9.21[1.79; 47.33] ——
Hassan, 2001 25 33 15 35 3.0% 4.17[1.47; 11.79] —e—
Kew, 1990 110 380 1 152  1.7% 61.52[8.50; 445.07] —_—
Kirk, 2005 35 186 10 348 3.6% 7.B3[3.78; 16.23] —a—
Mahale, 2019 53 382 14 443 3.8% 4.94[2.69; 9.05] —-—
Mboto, 2005 1 13 0 39 0.9% 9.48[0.36; 247.74] S
Mets, 1993 24 26 3 54 2.3% 8.90[1.91; 41.53] —_—
Montaser, 2007 22 32 1] 10 1.0% 45.00[ 2.40; 842.81] —_—
Ola, 2012 | 4 5 45 2.9% 6.26[2.05 19.11] —a—
Omer, 2001 13 115 3 199 27% 8.33[2.32; 29.89] e
Soliman, 2010 136 148 74 150 3.7% 11.64[5.95; 22.78] —a—
Random effect meta-analysis 1465 1639 28.7% 7.77[5.65; 10.68] -
Heterogeneity: Tau® = 0.0110; Chi® = 10,97, df = 11 (P = 0.4455); I* = 0% [ 0.0%; 58.2%]
HCV_Anti-VHC_Liver cirrhosis
Coursaget, 1992 6 49 7 48 28% 0.82[0.25 2.64] —n—
Kirk, 2005 35 186 5 89 3.2% 3.89[1.47; 10.32] ——
Mahale, 2019 46 276 7 106 3.4% 2.83[1.23; 6.48] —a—
Mets, 1993 24 26 7% 719  2.0% 064[0.11; 3.71] ——
Random effect meta-analysis 537 322 11.4% 1.95[0.99; 3.81] -
Heterogeneity: Tau® = 0.1530; Chi® = 6.29, df = 3 (P = 0.0985); I° = 52.3% [ 0.0%; 84.2%]
HCV_Anti-VHC_Non-hepatic diseases
Amr, 2014 107 132 129 669 3.9% 17.92[11.13; 28.83] -
Bahri, 2011 98 164 10 250 3.6% 35.64[17.60; 72.15] ——
Dhifallah, 2020 40 73 6 70 3.2% 12.93[4.97; 33.61] ——
Ezzat, 2005 204 236 97 236 4.0% 9.14[5.80; 14.38] -
Jaquet, 2018 9 40 1 80 1.6% 22.94[2.79; 188.67] ——
Jaquet, 2018 9 4 6 B8 29% 3.51[1.16; 10.62] =
Jaquet, 2018 26 76 8 152 3.4% 9.36[3.98; 22.01] —-—
Lightfoot, 1997 46 167 9 167 3.5% 6.67[3.14; 14.17] ===
Mak, 2018 19 150 13 438 3.6% 4.74[2.28;, 9.86] —a—
Mandishona, 1998 1 24 1 48 1.1% 2.04[0.12; 34.16] —_—t—
Marchio, 2018 47 195 1 49  1.7% 15.24[2.05; 113.46] ——
Olubuyide, 1997 12 64 7 64 31% 1.88[0.69 5.13] =
Schiefelbein, 2012 132 148 73 148 3.7% 8.48[4.60; 15.61] -
Skelton, 2000 40 148 7 148 3.4% 7.46[3.22; 17.30] =
Tswana, 1992 99 182 4 100 3.0% 28.63[10.10; 81.14] —
Random effect meta-analysis 1843 2707 45.7% 9.40[6.31; 14.01) »>
Heterogeneity: Tau® = 0.3723; Chi® = 44.47, df = 14 (P < 0.0001); I = 68.5% [46.2%; 81.6%]
HCV_Anti-VHC_Other liver disorders
Marchio, 2018 47 195 59 263 4.0% 1.10[0.71; 1.70] -
Montaser, 2007 22 32 8 15 27% 1.93[055 6.79] T
Random effect meta-analysis 227 278 6.7% 1.17[0.77; 1.76] -
Heterogeneity: Tau” = 0; Chi® = 0.68, df = 1 (P = 0.4094); I = 0%
HCV_RNA_Non-hepatic diseases
Ezzat, 2005 191 236 69 236 4.0% 10.27[6.69; 15.78] -
Schiefelbein, 2012 120 148 14 114  3.6% 30.61[15.29; 61.29] —-—
Random effect meta-analysis 384 350 7.6% 16.50[ 7.84; 34.69] ——
Heterogeneity: Tau” = 0.2061; Chi’ = 6,88, df = 1 (P = 0.0087); I° = 85.5% [41.3%; 96.4%)
T T 1T 1
0.01 0.1 1 10 100
Fig 3. Association between Hepatitis C Virus infection and risk of hepatocellular carcinoma in Africa.
https://doi.org/10.1371/journal. pone.0262903.9003
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Study or HCC (+) HCC (-)
Subgroup Events Total Events Total Weight OR [95% CI]
HBV_DNA/HCV_RNA_Non-hepatic diseases
Schiefelbein, 2012 10 148 0 148 3.1% 22.52[1.31; 387.88] _—
Random effect meta-analysis 148 148 3.1% 22.52[1.31; 387.88] —_——

Heterogeneity: not applicable

HBV_HBsAg Positive/lHCV_Anti-VHC_Healthy controls

Chin‘'ombe, 2009 5 60 0 30 2.9% 6.05[0.32; 113.05] —_—T
Kew, 1990 47 380 0 152 3.2% 43.44[2.66; 709.34]

Soliman, 2010 129 148 72 150 75.4% 7.36[4.12; 13.12] B
Random effect meta-analysis 588 332 81.5% 7.84[4.49; 13.67] ->

Heterogeneity: Tau® = 0; Chi® = 1.52, df = 2 (P = 0.4675); I = 0% [0.0%; 86.3%]

HBV_HBsAg Positive/HCV_Anti-VHC_Non-hepatic diseases
Olubuyide, 1997 7 64 4 64 15.4% 1.84[0.51; 6.63] ——
Random effect meta-analysis 64 64 15.4% 1.84[0.51; 6.63] —t—
Heterogeneity: not applicable

0.01 01 1 10 100
Fig 4. Association between Hepatitis B and C Virus coinfection and risk of hepatocellular carcinoma in Africa.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262903.9004

risk of HCC. The selection of these studies for sensitivity analysis did not change the overall
trends (Table 1). A few exceptions were recorded for certain confounding factors represented
by a single study.

Source of heterogeneity examination

In the additional sub-analysis, a study with data from HBeAg infections collected retrospec-
tively (p = 0.001), conducted in The Gambia (p = 0.001), in a low-resource setting (p = 0.001),
after the years 2000 (p <0.001) using enzyme immunoassays for HBeAg detections (p = 0.001)
had a significantly higher effect of the association between HBeAg and HCC with apparently
healthy controls (OR = 22.0; 95% CI = [5.1-95.0]) (S10 Table) [46]. The association between
HBsAg and HCC with apparently healthy controls was maintained in all categories of further
sub-analysis. This effect, however, varied statistically significantly depending on the country
(p = 0.005) and the method of hepatitis detection (p = 0.030). An increase of the effect size
between HBsAg and HCC with apparently healthy controls depending on the country’s
income level (p = 0.021) was observed. No difference was observed in the subgroup analysis of
the effect between HBsAg and HCC with controls with liver cirrhosis. With controls having
non-hepatic diseases, the effect between HBsAg and HCC varied significantly by country (p
<0.001), UNSD region (effect highest in West Africa, p = 0.001), level of country income
(effect higher in low-income countries, p = 0.032) and hepatitis detection technique (effect
higher with rapid diagnostic tests, p <0.001). With controls with other hepatic diseases, the
effect between HBsAg and HCC varied significantly depending on the timing of data collection
on hepatitis virus infection (high effect in prospective studies, p = 0.005), the UNSD region
(size of the high effect in West Africa, p = 0.021) and the year of publication (size of the high
effect in articles published before 2000, p = 0.021). No difference was observed in the effect
analysis subgroups between HBV DNA and HCC with controls with non-hepatic disease. No
difference was observed in the subgroup analysis of the effect between anti-HCV and HCC
with apparently healthy controls. With controls having liver cirrhosis, the effect between anti-
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Study or HCC (+) HCC (-)
Subgroup Events Total Events Total Weight OR [95% CI]
HDV_Anti-delta Positive_Healthy controls
Mahale, 2019 27 250 2 80 10.3% 4.72[1.10; 20.32] —&—
Random effect meta-analysis 250 80 10.3% 4.72[1.10; 20.32] ——

Heterogeneity: not applicable

HDV_Anti-delta Positive_Liver cirrhosis

Cenac, 1987 14 29 23 55 13.3% 1.30[0.53; 3.21]

Mahale, 2019 18 183 9 67 135% 0.70[0.30; 1.65] ‘f
Random effect meta-analysis 212 122 26.8% 0.94[0.50; 1.75]

Heterogeneity: Tau® = 0; Chi’ = 0.93, df = 1 (P = 0.3336); I = 0%

HDV_Anti-delta Positive_Non-hepatic diseases

Cenac, 1987 14 29 1 46  7.4% 42.00[5.09; 346.85] —a—
Dhifallah, 2020 3 51 0 55 48% 8.01[040; 158.99] — s
Marchio, 2018 46 195 0 49 53% 30.79[1.86; 508.99] . S—
Random effect meta-analysis 275 150 17.5% 25.85[5.95; 112.29] ———

Heterogeneity: Tau® = 0; Chi’ = 0.81, df = 2 (P = 0.6675); I = 0% [0.0%; 89.6%]

HDV_Anti-delta Positive_Other liver disorders

Cenac, 1987 14 29 8 28 12.2% 2.33[0.78; 6.99] ——
Marchio, 2018 46 195 65 263 15.3% 0.94[0.67; 1.45] 3
Random effect meta-analysis 224 291 276% 1.06[0.71; 1.59] >

Heterogeneity: Tau® = < 0.0001; Chi® = 2.28, df = 1 (P = 0.1309); I* = 56.2% [0.0%; 89.4%]

HDV_RNA_Healthy controls
Mahale, 2019 17 250 0 B0 52% 12.07[0.72; 202.95] S s
Random effect meta-analysis 250 80 5.2% 12.07[0.72; 202.95] ——
Heterogeneity: not applicable

HDV_RNA_Liver cirrhosis
Mahale, 2019 11 183 6 67 126% 065[0.23; 1.83]
Random effect meta-analysis 183 67 12.6% 0.65[0.23; 1.83]
Heterogeneity: not applicable

001 01 1 10 100
Fig 5. Association between Hepatitis D Virus infection and risk of hepatocellular carcinoma in Africa.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262903.g005

HCV and HCC varied significantly depending on the timing of data collection for hepatitis
virus infection (high effect size for retrospective studies, p = 0.014), country (highest effect size
in Gambia, p = 0.049) and publication year (high effect size in articles published after 2000,

p = 0.014). With controls having non-hepatic disease, the effect between anti-HCV and HCC
varied significantly by country (p = 0.002) and UNSD region (highest effect size in East Africa,
p = 0.006). No significant difference was observed in the analysis subgroups of the effect
between anti-HDV and HCC with the controls with non-hepatic disease and HBV/HCV and
HCC coinfection with the apparently healthy controls.

Discussion

This review shows a quantitative overview of the relative contribution of HBV, HCV and
HDV in the development of HCC in 20 countries of the 5 African USND regions. As expected,
HBV, HCV and HDV markers were important contributors to the development of HCC with

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262903  January 21, 2022 10/23

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge 153



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

PLOS ONE Viral hepatitis and risk of hepatocellular carcinoma in Africa

Table 1. Hepatocellular carcinoma development in people with and without viral hepatitis B, C, and D infections in Africa and influence of confounders.

OR (95%CI) |95% Prediction N N HCC N H (95% 1* (95%CI) P heterogeneity | P Egger
interval Studies | cases controls | CI) test
HBV
HBeAg
Healthy controls
Overall 3.5[0.6- [0-4317] 4 505 543 2.2 13- 78.8 [43.1- 0.003 0.329
19.6] 3.6 92.1]
Risk of bias 35[0.6- [0-4317] 4 505 543 2.2 (13- 78.8 [43.1- 0.003 0.329
19.6] 3.6] 92.1]
Male gender 3.4[0.5- NA 2 144 145 1.3 39.4 0.199 NA
25.7)
HBsAg
Healthy controls
Overall 8.9[6.1- [2.2-36.4] 18 2180 2587 19 [L5- 73.3 [57.4- 0 0.214
13.1] 2.4] 83.3]
Risk of bias 8.9[6.9- [4.7-16.7] 12 1934 1814 14[1- | 463[0-72.5] 0.039 0.142
11.5] 1.9]
Alcohol drinking 7.2(5.5-9.5] | [1.2-43.1) 3 579 704 1[1-23] |0[0-80.3] 059 0.834
Anti-Schistosoma IgG 6.1 [0.7-55] | NA 1 33 35 NA NA 1 NA
Cancer family history 8.5 [4.6— NA 1 148 150 NA NA 1 NA
15.6]
Male gender 11.2[7.8- [7.2-17.3] 8 509 651 1.2[1- 35.5 [0-71.5] | 0.145 0.387
15.9] 1.9]
Married 7.1[5.4-93] |NA 2 579 620 1 0 0.509 NA
Oral contraceptive user 6.1 [0.7-55] | NA 1 33 35 NA NA 1 NA
Smoke exposure 8.3 [4.6- NA 2 181 185 1 0 0.775 NA
14.9]
Age 9.2[5.2- NA 2 169 188 1 0 0.466 NA
16.2]
Liver cirrhosis
Overall 1.2[0.7-1.8] | [0.3-4.5] 7 747 489 1.7[L1- |644[197- 001 0.724
25] 84.2]
Risk of bias L1[0.7-1.7] | NA 1 312 119 NA NA 1 NA
Alcohol drinking 1.1[0.7-1.7] | NA 1 312 119 NA NA 1 NA
Earth floor house 1.1[0.7-1.7] | NA 1 312 119 NA NA 1 NA
Education (some) 1.1[0.7-1.7] | NA 1 312 119 NA NA 1 NA
Family history of cancer 1.1[0.7-1.7] | NA 1 312 119 NA NA 1 NA
Male gender 1.4[0.3-6.3] | NA 2 129 155 36[19- |922(734- 0 NA
6.6] 97.7]
Married 1.1[0.7-1.7] | NA 1 312 119 NA NA 1 NA
Age 44[1.6- NA 1 26 79 NA NA 1 NA
11.5]
Non-hepatic diseases
Overall 9.9 [6.3- [1.5-66.2] 19 1904 2473 2.2[1.8- 78.8 [67.5- 0 0.237
15.6] 2.7] 86.2]
Risk of bias 9.7 [6.2— [L.6-60.5] 17 1802 2357 22[1L.7- | 78.9[66.9- 0 0.282
15.4] 2.7] 86.6)
Alcohol drinking 182[11.2- | [6.2-53.4] 5 285 469 13[1- |406[0-78.1] | 0.151 0.577
29.4] 21]
Born in rural areas 2.4[1-5.5] NA 1 236 236 NA NA 1 NA
Diabetes mellitus 12.7 [4.8- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
33.3)
(Continued)
PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262903 January 21, 2022 11/23

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge 154



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

PLOS ONE Viral hepatitis and risk of hepatocellular carcinoma in Africa

Table 1. (Continued)

OR (95%CI) |95% Prediction N NHCC N H (95% 12 (95%CI) |P heterogeneity | P Egger
interval Studies | cases controls | CI) test
Diet cassava consumption 12.7 [4.8- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
333
Diet groundnut consumption 12.7 [4.8- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
333
Diet maize consumption 12.7 [4.8- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
33.3]
Diet rice consumption 12.7 [4.8- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
33.3]
Diet sorghum consumption 12.7 [4.8- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
33.3]
Education (some) 9.1[3-27.7] | [0-5312239.1] 3 356 476 27[16- |865([612- |0.001 0.777
1.6 95.3]
Ever helping in farming 24[1-55] | NA 1 236 236 NA NA 1 NA
Ever working in farming 2.4[1-5.5] NA 1 236 236 NA NA 1 NA
HIV coinfection 23[12-44.2] | [0.1-9519.1] 3 160 320 15[1- | 57.2[0-87.8] | 0.097 0.293
2.9
Iron overload 17.2 [4.9- NA 1 24 48 NA NA 1 NA
60.4]
Male gender 7.8 [4.2- [0.9-69.2] 12 1263 1196 21[L6e- |77.9[6L.7- 0 0.217
14.5] 2.8] 87.2]
Occupation, None 1.5[0.7-2.9] | NA 1 64 64 NA NA 1 NA
Other alcoholic beverages 17.2[4.9- NA 1 24 48 NA NA 1 NA
60.4]
Pesticides at home 2.4([1-55] NA 1 236 236 NA NA 1 NA
Presence of HGV 29[1.2-7.2] |NA 1 167 167 NA NA 1 NA
Previous blood transfusion 39([1-15.1] |NA 2 246 164 3.9[22- |93.4([78.5- ] NA
7] 98]
Rodenticides at field 24[1-55] |NA 1 236 236 NA NA 1 NA
Rodenticides at home 2.4[1-5.5] NA 1 236 236 NA NA 1 NA
Smoke exposure 112[47- | [05-249.2] 5 648 618 2.3[15- |81[555- 0 0.849
267 3.5] 91.8]
Surgical antecedents 1.5[0.7-2.9] | NA 1 64 64 NA NA 1 NA
Tattoos-scarifications 3.7[1.4-96] | [0-303110.2] 3 319 234 2.8[1.6- |86.9[62.6— ] 0.512
4.7] 95.4]
Use of intravenous drug 1.5[0.7-2.9] | NA 1 64 64 NA NA 1 NA
Aflatoxin Bl-albumin adducts 17.2 [4.9- NA 1 24 48 NA NA 1 NA
(pg_mg) 60.4]
Age 6.7 [2.6- [0.2-197.7) 5 425 436 27 [L8- | 865([707- |0 0.774
16.9] 4] 93.8]
Erythrocyte sedimentation rate 17.2 [4.9- NA 1 24 48 NA NA 1 NA
(mm_hr) 60.4]
Hemoglobin (g_dL) 17.2 [4.9- NA 1 24 48 NA NA 1 NA
60.4]
‘Transferrin saturation (%) 17.2 [4.9- NA 1 24 48 NA NA 1 NA
60.4]
Other liver disorders
Overall 1.5[0.9-2.5] | [0.2-9.9] 1 431 389 L7[1-  |663[L3- |0.031 0.227
2.9] 88.5)
Risk of bias 1.8[1-3.1] NA 1 175 83 NA NA 1 NA
Diabetes mellitus 09 [0.6-1.3] | NA 1 195 263 NA NA 1 NA
Diet cassava consumption 0.9[0.6-1.3] | NA 1 195 263 NA NA 1 NA
(Continued)
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Table 1. (Continued)

OR (95%CI) |95% Prediction N NHCC N H(95% |I*(95%CI) | P heterogencity P Egger
interval Studies |cases controls | CI) test
Diet maize consumption 09[0.6-1.3] | NA 1 195 263 NA NA 1 NA
Diet rice consumption 0.9[0.6-1.3] | NA 1 195 263 NA NA 1 NA
Diet sorghum consumption 0.9[0.6-1.3] | NA 1 195 263 NA NA 1 NA
Liver cirrhosis 1.8[0.5-63] | NA 1 32 15 NA NA 1 NA
Male gender 2.6[1.1-6] NA 2 61 43 1 0 0.427 NA
Non-BDC 0.9[0.6-1.3] | NA 1 195 263 NA NA 1 NA
Smoke exposure 0.9[0.6-1.3] | NA 1 195 263 NA NA 1 NA
DNA
Non-hepatic diseases
Overall 8.9[6-13.4] |[0.7-123] 3 496 877 L4 [1- 50.3 [0-85.6] | 0.134 0.802
2.6]
Risk of bias 8.9[6-13.4] |[0.7-123] 3 496 877 14 [1- 50.3 [0-85.6] | 0.134 0.802
2.6
Alcohol drinking 7.8[51- NA 1 150 438 NA NA 1 NA
11.9]
Diabetes mellitus 7.8[5.1- NA 1 150 438 NA NA 1 NA
11.9]
HIV coinfection 7.8[5.1- NA 1 150 438 NA NA 1 NA
11.9]
Male gender 8[5.3-12.2] |NA 2 298 552 1 0 0.4 NA
Married 7.8[5.1- NA 1 150 438 NA NA 1 NA
11.9]
Residence in rural area 8[5.3-12.2] |NA 2 298 552 1 0 0.4 NA
Smoke exposure 7.8[51- NA 1 150 438 NA NA 1 NA
11.9]
Age 7.8[5.1- NA 1 150 438 NA NA 1 NA
11.9]
HCV
Anti-HCV
Healthy controls
Overall 7.8 [5.6- [5-12] 12 1465 1639 1[1-1.5] |0[0-58.2] 0.445 0.177
10.7]
Risk of bias 8.2(5.7- [4.4-15.1] 8 1297 1386 L1[1- 24.4[0-65.5] | 0.235 0.128
11.9] 1.7]
Alcohol drinking 5.1(3.2-8.3] |[0.2-118.7] 3 530 677 1[1-19] |0[0-7L1] | 0697 0.63
Anti-Schistosoma IgG 42[1.5- NA 1 33 35 NA NA 1 NA
11.8]
Cancer family history 11.6 [5.9- NA 1 148 150 NA NA 1 NA
22.8)
Male gender 10 [6-16.7] | [4.4-23] 5 349 443 1[1-1.5] |[0[0-577] | 0742 0.317
Married 7.4 [4.1- NA 2 530 593 19[1- 71[0-93.5] | 0.063 NA
13.4] 39]
Oral contraceptive user 42[1.5- NA 1 33 35 NA NA 1 NA
11.8]
Smoke exposure 8.4 [4.5- NA 2 181 185 L6 [1- 62.2[0-91.3] 0.104 NA
15.6] 3.4]
Age 11.6[59- NA 1 148 150 NA NA 1 NA
22.8)
Liver cirrhosis
(Continued)
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Table 1. (Continued)

OR (95%CI) |95% Prediction N NHCC N H (95% 2 (95%CI) |P heterogeneity | P Egger
interval Studies | cases controls | CI) test
Overall 1.9[1-3.8] | [0.2-18.2] 4 537 322 14[1- |523[0-84.2] | 0.099 0.112
2.5]
Risk of bias 2.8[1.2-65] | NA 1 276 106 NA NA 1 NA
Alcohol drinking 2.8[1.2-6.5] | NA 1 276 106 NA NA 1 NA
Earth floor house 2.8[1.2-6.5] | NA 1 276 106 NA NA 1 NA
Education (some) 2.8[1.2-6.5] | NA 1 276 106 NA NA 1 NA
Family history of cancer 2.8[1.2-6.5] | NA 1 276 106 NA NA 1 NA
Male gender 0.6 [0.1-3.7] | NA 1 26 79 NA NA 1 NA
Married 2.8[1.2-6.5] | NA 1 276 106 NA NA 1 NA
Age 0.6 [0.1-3.7] | NA 1 26 79 NA NA 1 NA
Non-hepatic diseases
Overall 9.4[6.3-14] | [2.3-37.7) 15 1843 2707 18[14- |685[462- |0 0.095
23] 81.6)
Risk of bias 9.2[6-14] | [2.1-40] 14 1770 2637 1.8[l4- |70.6[493- |0 0.107
2.4] 82.9]
Alcohol drinking 5.9(3.6-9.4] | [2.7-127) 5 334 806 L1[1- 10 [0-81.3] | 0349 0.58
23]
Born in rural areas 9.1 [5.8- NA 1 236 236 NA NA 1 NA
14.4]
Diabetes mellitus 5.4 [2.7- NA 2 345 487 1.1 129 0.284 NA
10.8]
Diet cassava consumption 15.2[2- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
113.5)
Diet groundnut consumption 15.2 [2- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
113.5)
Diet maize consumption 15.2[2- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
113.5]
Diet rice consumption 15.2[2- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
113.5)
Diet sorghum consumption 15.2 [2- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
113.5)
Education (some) 8.2[5.6-12] | [0.7-94.6) 3 356 476 L1[1- |22[0-91.9] |0278 0.792
3.5]
Ever helping in farming 9.1 [5.8- NA 1 236 236 NA NA 1 NA
14.4)
Ever working in farming 9.1[5.8- NA 1 236 236 NA NA 1 NA
14.4]
HIV coinfection 6(3.7-9.8] | [2.1-17.5] 4 310 758 L1[1- |228[0-88.2] | 0.274 0.943
2.9]
Iron overload 2[0.1-342] |NA 1 24 48 NA NA 1 NA
Male gender 8.2 [4.8- [1.5-44.9] 9 1221 1470 1.9[1.4- 72.8 [46.7- 0 0.164
14.1] 2.7] 86.1]
Married 4.7 [2.3-9.9] | NA 1 150 438 NA NA 1 NA
Occupation, None 1.9[0.7-5.1] |NA 1 64 64 NA NA 1 NA
Other alcoholic beverages 2[0.1-342] |NA 1 24 48 NA NA 1 NA
Pesticides at home 9.1 [5.8— NA 1 236 236 NA NA 1 NA
14.4]
Presence of HGV 6.7 [3.1- NA 1 167 167 NA NA 1 NA
14.2)
Previous blood transfusion 73[1.1- NA 2 246 164 3.7 [2- 92.6 [75.2- 0 NA
48.1] 6.8) 97.8]
(Continued)
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Table 1. (Continued)

OR (95%CI) |95% Prediction N N HCC N H (95% 1? (95%CI) | P heterogeneity | P Egger
interval Studies | cases controls | CI) test

Residence in rural area 6.7 [4.2- NA 2 298 586 1.2 29.9 0.232 NA
10.7)

Rodenticides at field 9.1 [5.8- NA 1 236 236 NA NA 1 NA
14.4)

Rodenticides at home 9.1 [5.8- NA 1 236 236 NA NA 1 NA
14.4]

Smoke exposure 8.3 [5.9- [4.7-14.4] 5 697 955 1[1-2.1] |0[0-77.8] |o0.442 0.702
11.6)

Surgical antecedents 1.9[0.7-5.1] | NA 1 64 64 NA NA 1 NA

Tattoos-scarifications 8.8 [2.4-32] | [0-41387963.3] 3 319 234 2.7 [l6- | 86.3[60.5- | 0.001 0.309

4.6) 95.3]

Use of intravenous drug 1.9[0.7-5.1] | NA 1 64 64 NA NA 1 NA

Aflatoxin Bl-albumin adducts 2[0.1-342] |NA 1 24 48 NA NA 1 NA

(pg_mg)

Age 55[3-102] |[0.5-58.4] 4 435 720 16[1- | 63.1[0-87.6] | 0.044 0.351

2.8

Erythrocyte sedimentation rate | 2 [0.1-34.2] | NA 1 24 48 NA NA 1 NA

(mm_hr)

Hemoglobin (g_dL) 2[0.1-342] |NA 1 24 48 NA NA 1 NA

Transferrin saturation (%) 2[0.1-342] |NA 1 24 48 NA NA 1 NA

HDV

Anti-HDV

Non-hepatic diseases

Overall 25.8[5.9- [0-353332.5] 3 275 150 1[1-2] 0[0-74.3] 0.667 0.691
112.3]

Risk of bias 30.8 [1.9- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
509)

Diabetes mellitus 30.8 [1.9- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
509]

Diet cassava consumption 30.8 [1.9- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
509]

Diet groundnut consumption 30.8[1.9- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
509)

Diet maize consumption 30.8 [1.9- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
509]

Diet rice consumption 30.8 [1.9- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
509)

Diet sorghum consumption 30.8 [1.9- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
509]

Male gender 25.8 [5.9- [0-353332.5] 3 275 150 1[1-2] |0[0-743] |o0.667 0.691
112.3]

Smoke exposure 30.8 [1.9- NA 1 195 49 NA NA 1 NA
509]

Tattoos-scarifications 8[0.4-159] |NA 1 51 55 NA NA 1 NA

Age 8 [0.4-159] NA 1 51 55 NA NA 1 NA

HBV/HCV

HBsAg/Anti-HCV

Healthy controls

Overall 7.8[4.5- [0.2-288.2] 3 588 332 1[(1-2.7] |0[0-863] |0.468 0.676
13.7)

(Continued)
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Table 1. (Continued)

OR (95%CI) |95% Prediction N NHCC N H (95% 1* (95%CI) | P heterogeneity | P Egger
interval Studies | cases controls |CI) test
Risk of bias 7.9 [4.5- NA 2 528 302 1.2 329 0.222 NA
13.9]
Cancer family history 7.4 [4.1- NA 1 148 150 NA NA 1 NA
13.1]
Male gender 74[41- NA 1 148 150 NA NA 1 NA
13.1]
Married 7.4 [41- NA 1 148 150 NA NA 1 NA
13.1]
Smoke exposure 7.4 [4.1- NA 1 148 150 NA NA 1 NA
13.1]
Age 7.4 [4.1- NA 1 148 150 NA NA 1 NA
13.1]

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262903.t001

apparently healthy controls or those with non-hepatic disease. These results were confirmed
when taking into account multiple confounding factors for the risk of developing HCC such as
pesticides, aflatoxin B1, alcohol, smoking, other comorbidities, geographic context, mode of
diet, gender, and age. Significant associations were seen in all subgroups of HBsAg, HBV
DNA, anti-HCV markers with apparently healthy controls and those with non-hepatic disease.

The high risk of HCC associated with HBV, HCV, HDV and HBV/HCV markers observed
during this study is consistent with previous systematic reviews conducted at global, regional
and national levels [6-10, 66].

The following information should be taken into account when interpreting the findings in
this review. The gold standard for diagnosing HCC is histology. In this review of data from
Africa, a context where access to HCC diagnosis is restricted [21-23], only half of the included
studies had used histology for the diagnosis of HCC. Difficulty in accessing the diagnosis of
HCC in the African context may also have overrepresented patients with liver tumors in the
last disease stages in this review. More than half of the included studies used multiple diagnos-
tic approaches for HCC, suggesting a substantial amount of residual heterogeneity that we
were not able to address in a subgroup analysis. The majority of included study investigators
also did not ascertain the absence of HCC in controls, which suggests the possibility of misclas-
sifying cases as controls. Although we planned to include prospective longitudinal studies in
this review, all included studies were retrospective case-control studies. This suggests a poten-
tial recall bias, which is further exacerbated by the poor prognosis of cases recruited in the ter-
minal phase of HCC. All the studies that we included had a case-control design with a
prospective diagnosis of markers of viral hepatitis B, C and D for the majority. It is usually
accepted that chronic hepatitis is those that have lasted in patients for at least 6 months. With-
out the participant follow-up data reported in the included studies, we are unable to distin-
guish acute from chronic hepatitis in the findings of the present review. Due to insufficient or
absence of data [40, 52], for HBV, HCV and HDV, we did not assess the role played by occult
infections, viral load, mutations, genotypes, and antiviral therapy on the risk of development
of the HCC. Our findings are, however, very robust due to 1) a strengthening of the level of
confidence for the overall results by a sensitivity analysis including only comparable studies
for the major confounding factors 2) a wide range of markers of past and active HBV, HCV,
and HDV infections, and 3) absence of publication bias.

The facies of hepatic viruses circulating in Africa being specific to both genotypes and
potential mutations, prospective longitudinal studies are required to determine the role of

PLOS ONE | hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0262903  January 21, 2022 16/23

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge 159



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

PLOS ONE Viral hepatitis and risk of hepatocellular carcinoma in Africa

these parameters as biomarkers for the early diagnosis of the risk of progression to HCC [18,
19, 67]. Further studies investigating the role of occult viral hepatitis and the role of the viral
load and viral therapy in progression to HCC are also required for African populations [11, 68,
69]. In this review with only case-control studies including cases in the terminal phase of the
disease with a poor prognosis, large-scale longitudinal studies on healthy populations with
prospective follow-up and/or a systematic collection of health data could lead to the identifica-
tion of more early predictors of progression to HCC, and thus hope to modify the high mortal-
ity of HCC cases recorded in Africa. HBV, the predominant etiological agent of HCC, is highly
endemic in Africa. Due to the protective effect of HBV treatment on the risk of progression to
HCC [70, 71], it would be crucial to improve prevention through strong vaccination policies,
diagnostic access and appropriate HBV treatment. Improving access in Africa to new direct-
acting HCV therapies could potentially be of importance in reducing the burden of HCC.

Taking into account a wide range of confounders, the findings of this review suggest that
HBV/HCV coinfections and HBV, HCV, and HDV infections are associated with a high risk
of the occurrence of HCC.
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Abstract

BACKGROUND

Occult hepatitis C infection (OCI) is characterized by the presence of hepatitis C virus (HCV) RNA
in the liver, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and/or ultracentrifuged serum in the
absence of detectable HCV-RNA in serum. OCI has been described in several categories of
populations including hemodialysis patients, patients with a sustained virological response,
immunocompromised individuals, patients with abnormal hepatic function, and apparently
healthy subjects.

AIM
To highlight the global prevalence of OCL

METHODS

We performed a systematic and comprehensive literature search in the following 4 electronic
databases PubMed, EMBASE, Global Index Medicus, and Web of Science up to 6th May 2021 to
retrieve relevant studies published in the field. Included studies were unrestricted population
categories with known RNA status in serum, PBMC, liver tissue and/or ultracentrifuged serum.
Data were extracted independently by each author and the Hoy et al tool was used to assess the
quality of the included studies. We used the random-effect meta-analysis model to estimate the
proportions of OCI and their 95% confidence intervals (95%CI). The Cochran's Q-test and the I* test
statistics were used to assess heterogeneity between studies. Funnel plot and Egger test were used
to examine publication bias. R software version 4.1.0 was used for all analyses.

RESULTS

The electronic search resulted in 3950 articles. We obtained 102 prevalence data from 85 included
studies. The pooled prevalence of seronegative OCI was estimated to be 9.61% (95%CI: 6.84-12.73)
with substantial heterogeneity [I? = 94.7% (95%CI: 93.8%-95.4%), P < 0.0001]. Seropositive OCI
prevalence was estimated to be 13.39% (95%CI: 7.85-19.99) with substantial heterogeneity [I* =
93.0% (90.8%-94.7%)]. Higher seronegative OCI prevalence was found in Southern Europe and
Northern Africa, and in patients with abnormal liver function, hematological disorders, and
kidney diseases. Higher seropositive OCI prevalence was found in Southern Europe, Northern
America, and Northern Africa.

CONCLUSION

In conclusion, in the present study, it appears that the burden of OCI is high and variable across
the different regions and population categories. Further studies on OCI are needed to assess the
transmissibility, clinical significance, long-term outcome, and need for treatment.

Key Words: Occult hepatitis C virus infection; Prevalence; Worldwide; Peripheral blood mononuclear cells;
Hepatitis C virus

©The Author(s) 2022. Published by Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.

Core Tip: This study showed that the burden of seropositive and seronegative occult hepatitis C infections
(OCls) is high and variable in different regions and population categories. Patients with hematological
disorders, kidney diseases, and abnormal liver function showed the highest OCI prevalence.
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INTRODUCTION

In 2019, the World Health Organization (WHO) estimated that 58 million people are living with
hepatitis C virus (HCV)[1], making HCV infection a major global public health problem[2,3]. Each year,
more than 1.5 million people around the world are newly infected with HCV[4] and more than 290000
people die from it[5]. HCV infection is increasingly affecting healthcare particularly in highly endemic
areas[3]. The prevalence of HCV varies greatly between regions and ranges from 0.2% to 20% in the
general population[6]. HCV infection can lead to liver cirrhosis (10%-20% of cases) and hepatocellular
carcinoma (HCC) (1%-5% of cases)[7].

The principal multiplication site for HCV is hepatocytes, but evidence of HCV replication has been
reported in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and other extrahepatic organs[8,9].

Occult hepatitis C infection (OCI) was first described by Castillo et al[10] in 2004. This new form of
hepatitis is defined as the absence of RNA in serum and its presence in hepatocytes, PBMC or
ultracentrifuged serum([3,11-13]. OCI is further classified as seronegative OCI in subjects who are anti-
HCV negative and seropositive OCI in those who are anti-HCV positive[14]. Seropositive OCI
individuals represent those chronically infected with HCV who have recovered (absence of RNA in
serum) either spontaneously or following treatment. There are asymptomatic carriers of OCI with
normal liver enzyme levels and some with abnormal liver function[10,15-23]. OCI can also lead to
hepatic attacks including cases of liver cirrhosis and even HCC in high-risk groups[24]. The first
syntheses performed at the global level and in the Middle East and the Eastern Mediterranean showed
highly variable OCI prevalence (ranging from 0%-89%) according to the population groups including
apparently healthy individuals, patients with hematological disorders, chronic liver disease, HIV,
patients who have achieved a sustained virological response (SVR), and transplant recipients[20,25,26].
The review conducted in the Middle East and Eastern Mediterranean revealed that high frequencies of
OCI were recorded in patients with chronic liver disease, HIV, and injecting drug users[20]. In the
review by Hedayati-Moghaddam et al[20], no statistically significant difference was observed in the
variability of OCI prevalence across countries, patient anti-HCV status, and HCV detection method.
OCI highlights multiple concerns including the potential for transmission of this form of infection
through blood transfusion or hemodialysis[27]. To date, there is no global data synthesis on the
prevalence of OCI in different population categories. To eradicate HCV infection by 2030 as
recommended by WHO, making data available on the burden of OCI is crucial[25,29]. The objective of
this systematic review and meta-analysis is to determine the global prevalence of OCI and evaluate the
potential factors resulting in heterogeneity between the population groups and regions. Findings from
this review may help prioritize population groups and regions most at risk for OCI screening and
managing programs.

MATERIALS AND METHODS
Study design

We used the preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses (PRISMA) checklist to
design this systematic review (Supplementary Table 1)[30]. The systematic review was declared in the
PROSPEROQ international database under the number CRD42021252763.

Inclusion criteria

We included all studies without time restriction, published in peer-reviewed journals in English or in
French and which fulfilled the following criteria: having a cross-sectional or case-control study design
and for cohorts and clinical trials, only the baseline data were considered. We considered studies with
patients of all ages tested for seropositive OCI (anti-HCV positive) and for seronegative OCI (anti-HCV
negative). One study could contribute to several prevalence data that we called effect ratings. We
included studies that detected HCV RNA by molecular methods in PBMCs, hepatocytes or
ultracentrifuged serum[11,15,20,31]. To strengthen the robustness of our estimates, we considered only
studies with at least 10 participants.
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Exclusion criteria

We excluded all studies that did not provide an opportunity to extract data on OCI prevalence, and
studies with no baseline data for longitudinal study. Case reports, studies selecting participants with an
already known OCI result, comments on an article, reviews, editorials, duplicates and studies for which
the full article or abstract could not be found were also excluded.

Search strategy

We performed a systematic and comprehensive literature search in 4 electronic databases: PubMed,
EMBASE, Global Index Medicus, and Web of Science from inception until 6™ May 2021 to retrieve
relevant studies published in the field. The electronic search strategy conducted in PubMed covered the
key words of OCI (Occult Hepatitis C OR Occult Viral hepatitis C OR Occult Hepatitis C Virus OR
Occult HCV) and was adapted to other databases. We also manually searched all included studies and
previous systematic reviews on the topic to identify additional references. The references cited in this
article were checked in the Reference Citation Analysis website (https://www.referencecitation-
analysis.com/).

Study selection

The duplicate articles found in the databases were removed using EndNote software. Two investigators
(JTEB and SK) independently selected articles on the basis of title and abstract using Rayyan review
platform. The full texts of selected articles were then read by 22 authors on the basis of the eligibility
criteria. Disagreements were resolved through discussion and consensus.

Data extraction

Data were extracted independently by each author via the Google Forms for articles that met the
inclusion criteria. The data extracted were as follows; the name of the first author, the date of
publication, the period of recruitment of the participants, the design of the study, the sampling method,
the number of study sites, the time of collection of the data, country, United Nations Statistics Division
(UNSD) region, type of population studied, patient demographic details such as gender, age, and
location of recruitment, OCI type (seronegative or seropositive), risk of bias assessment, detection test,
target detected, type of sample used, number of samples tested, and number of samples positive for
OCIL. All disagreements regarding eligibility and data collected were resolved by discussion and
consensus.

Appraisal of the methodological quality of the included studies and risk of bias

We used the Hoy et al[32] tool to assess the quality of the included studies (Supplementary Table 2).
This tool takes into account 10 elements to assess the internal and external validity of prevalence
studies. For each item, a score of 1 is assigned to a “yes” response and a score of 0 is assigned to the
other responses (“no”, “not clear”, “not applicable”). Basically, a study was considered to be low risk,

moderate risk, or high risk of bias if the total score was 0-3, 4-6, and 7-10, respectively.

Data synthesis and analysis

To estimate proportions of OCI and their 95% confidence intervals (95%Cl), we chose the random-effect
meta-analysis model due to the heterogeneity expected for observational studies. The I statistics and
Cochran's Q-test were used to assess heterogeneity between studies[33]. The I cut-offs > 50% indicate
substantial heterogeneity. Potential sources of heterogeneity were explored by subgroup analyses and
meta-regression including covariates: study design, sampling, setting, timing of samples collection,
countries, WHO region, UNSD region, country income level, age range, population categories, OCI
diagnostic method, and sample types. We used Funnel plot and Egger test to examine publication bias
[34]. R software version 4.1.0 was used for all analyses[35,36].

RESULTS

Study selection and characteristics

The electronic search identified 3950 articles (EMBASE (2025), Web of Science (1183), PubMed (706), and
Global Index Medicus (36) (Figure 1). The eligibility review of 179 articles resulted in the exclusion of 94
and the inclusion of 85. The excluded articles and the individual reasons for exclusion are presented in
Supplementary Table 3, while the included articles are indicated in Supplementary Text 1.

Characteristics of the included studies

Overall, we obtained 102 prevalence data from the 85 included studies (75 seronegative OCI, 24
seropositive OCI, and 3 seropositive OCI and/ or seronegative OCI (Supplementary Tables 4 and 5). The
prevalence data were published from 1995 to 2021 and for studies with data reported, the participants
were recruited from 2002 to 2019. The majority of the prevalence data were cross-sectional design (94
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Figure 1 PRISMA flow-chart of studies selected for the meta-analysis.

out of 102) with non-random sampling (97 out of 102) and consecutive sampling methods (95 out of
102). The setting of the study was hospital-based (98 out of 102) and monocentric (83 out of 102).
Prevalence data were reported predominantly in the Eastern Mediterranean (51 out of 102) and in
European (41 out of 102) WHO regions. The highest numbers of prevalence data were from high-income
countries (40 out of 102) and upper-middle-income countries (35 out of 102). Prevalence data predom-
inantly involved adults (33 out of 102), patients on hemodialysis (25 out of 102), and patients who
achieved a SVR (15 out of 102). The most used sample type was PBMC (86 out of 102). The OCI
diagnosis was performed using classical RT-PCR (49 out of 102) or real-time RT-PCR (44 out of 102). In
most prevalence data, the risk of bias was moderate (64 out of 102) (Supplementary Table 6).

Prevalence of seronegative occult C infection

A total of 75 prevalence data reporting seronegative OCI were conducted across 4 WHO regions:
America, Eastern Mediterranean, Europe, and Western Pacific (Figure 2). The pooled OCI prevalence
was estimated to be 9.6% (95%Cl: 6.8-12.7) in samples of 8535 participants with high heterogeneity [I2 =
94.7% (95%Cl: 93.8%-95.4%), P < 0.0001] (Figure 3A, Table 1, and Supplementary Figure 1). There was
significant publication bias (Supplementary Figure 2, P = 0.006). Trim-and-fill adjusted analysis
indicated a lower prevalence of 5.3% (95%ClI: 2.9-8.2) with an addition of 10 studies.

Prevalence of seropositive occult C infection

Prevalence data reporting seropositive OCI were conducted in 4 WHO regions including America,
Eastern Mediterranean, Europe, and Western Pacific (Figure 2). Overall, seropositive OCI prevalence
was estimated to be 13.3% (95%Cl: 7.8-19.9) with a total of 2642 participants from 24 prevalence data
(Figure 3B). High heterogeneity was observed in the overall estimate of the prevalence of seropositive
OCI [I* = 93.0% (90.8%-94.7%), P < 0.0001]. There was a significant publication bias (Supplemen-
tary Figure 3, P = 0.017). Trim-and-fill adjusted analysis indicated a lower prevalence of 5.3% (95%ClI:
1.4-10.7) with an addition of 8 studies.

Seronegative and/or seropositive occult C infection
Prevalence data reporting seronegative and/or seropositive OCI were conducted in 2 WHO regions
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Table 1 Summary of meta-analysis results for the global prevalence of occult hepatitis C virus infection

Prevalence % 95% prediction Studies (  Participants ( 'H

; “P (95%Cl 5
(95%Cl) interval n) n) (95%ClI) ( ) heterogeneity
Seronegative OCI
Overall 9.6 (6.8-12.7) (0-44.1) 75 8535 43 (4-46) 947 (93.8- <0.001
95.4)

Trim-and-fill adjusted 53(29-82) (0.0-45.1) 85 NA 51 (48- 96.2 (95.7- <0.001
analysis 5.4) 96.6)
Cross-sectional 93 (6.5-12.6) (0-43.6) 68 8250 44(41- 949(941- <0001

48) 95.6)
Low risk of bias 10.2 (5.9-15.5) (0-45.9) 28 3372 43 (38- 94.6 (93.1- <0.001

48) 95.7)
Seropositive OCI
Overall 134 (7.9-20) (0-52) 24 2642 38 (3.3- 93 (90.8-94.7) <0.001

43)
Trim-and-fill adjusted 5.3 (14-10.7) (0.0-49.9) 32 NA 45 (4.0- 95.1 (93.9- <0.001
analysis 5.0) 96.0)
Cross-sectional 125 (7.2-18.7) (0-48.5) 23 2530 35(3.1- 92 (89.3-94) <0.001

41)
Low risk of bias 12.8 (4.6-23.6) (0-57.6) 9 1659 3.6 (28 92.3 (87.5- <0.001

46) 95.2)

'H is a measure of the extent of heterogeneity, a value of H =1 indicates homogeneity of effects and a value of H >1 indicates potential heterogeneity of
effects.

2 describes the proportion of total variation in study estimates due to heterogeneity, a value > 50% indicates the presence of heterogeneity.

OCI: Occult hepatitis C virus infection; n: Number; 95%CI: 95% confidence interval; NA: Not applicable.

(Eastern Mediterranean and Europe). Overall, seronegative and/or seropositive OCI prevalence was
estimated to be 12.6% (95%CI: 1.2-32.2) with a total of 285 participants from 3 prevalence data. High
heterogeneity was observed in the overall estimate of the prevalence of seronegative and/or
seropositive OCI [ = 93.0% (83.0%-97.1%), P < 0.0001].

Subgroup analyses and meta-regression

Seronegative OCI: Higher proportions of seronegative OCI were estimated for studies which selected
participants by non-probabilistic sampling (P = 0.001), conducted in Spain and Egypt (P < 0.001), in
Southern Europe and Northern Africa (P < 0.001), or in countries with lower-middle income economies (
P = 0.045), investigated children (P = 0.01) or patients with abnormal liver function, hematological
disorders, and kidney diseases (P < 0.001), and detected OCI cases by real-time RT-PCR (P < 0.001) or by
examining liver tissue (P < 0.001) (Supplementary Table 7). The heterogeneity of the prevalence of
seronegative OCI was explained at 84.0% (R*=84.0%) (Supplementary Table 8).

Seropositive OCI: Higher proportions of seropositive OCI were estimated for studies performed as case
controls (P < 0.001), conducted in Italy, United States of America, and Egypt (P < 0.001), in Southern
Europe, Northern America, and Northern Africa (P = 0.001), or by examining liver tissue and PBMC (P
= 0.023). The heterogeneity of the prevalence of seropositive OCI was explained at 46.2% (R*=46.2%).

DISCUSSION

This systematic review summarized the prevalence of seronegative and seropositive OCI in relevant
articles published between 1995 and 2021 in 17 countries across 4 WHO regions: America, Europe,
Eastern Mediterranean, and Western Pacific. Overall, we found a high prevalence of seronegative OCI
(9.61%) and seropositive OCI (13.39%), respectively. Higher seronegative OCI prevalence was found in
Southern Europe and Northern Africa and in patients with abnormal liver function, hematological
disorders, and kidney diseases. Higher seropositive OCI prevalence was found in Southern Europe,
Northern America, and Northern Africa.

Many studies have previously shown that multiple transfused subjects are at high risk of HCV
infection[20,25,37-39]. Seronegative OCls aligned well with classical HCVs and were very predominant
in subjects with hematological disorders and renal diseases in this study. It is therefore important to
implement screening measures for OCI in blood transfusion banks, dialysis and/or transplant units[40].
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Figure 2 Global prevalence of seronegative and seropositive occult hepatitis C virus infection.

As in the present review, it has also been shown previously that patients with abnormal liver functions
are at high risk of OCI[26]. There is, however, a significant residual heterogeneity in our estimates that
could be related to the different types of chronic liver disease that we did not take into account. North
Africa and particularly Egypt is the country with the highest prevalence of HCV in the world[41,42].

The findings of the present study corroborate this fact and show higher seronegative and seropositive
OCI prevalence in North Africa (Egypt). However, it should be noted that Southern Europe and North
America also showed high prevalence of OCI in this study, while most other regions were absent or
poorly represented in the estimates. HIV patients, people who inject drugs and men who have sex with
men are groups known to be at high risk of HCV infection and were poorly represented in this review.
Additional studies characterizing the epidemiology of HCV in these groups are awaited to fully explain
the global epidemiology of OCI and more specifically in the WHO regions of Africa and South-East
Asia. In a first global review without meta-analysis conducted in 2017, Dolatimehr et al[25] reported OCI
prevalence of 0%-45% and 0%-2% in hemodialysis patients (10 studies) and kidney transplant recipients
(2 studies), respectively. In a conference abstract, Fu et al[26] reported a highly variable prevalence of
OClI in different population groups ranging from 0% in patients with autoimmune hepatitis, 9% in
patients with cryptogenic liver disease, 22% in patients with chronic liver disease who achieved a SVR,
33% in patients with long-standing abnormal liver-enzyme levels to 89% in patients with abnormal
levels of serum aminotransferases. More recently, Hedayati-Moghaddam et al[20] reported the
prevalence of OCI in the Middle East and Eastern Mediterranean in several population categories. This
last systematic review also revealed a significant variability in OCI prevalence according to the category
of the population with 19% for patients with hematological disorders, 12% for HIV-infected patients,
12% for patients with chronic liver diseases, 9% for hemodialysis patients, 8% for multitransfused
patients, and 4% for apparently healthy populations. Similar to the reviews mentioned above, our study
also noted a statistically significant difference in the prevalence of seronegative OCI according to
population categories. However, it should be mentioned that the above reviews only included
participants tested for PBMC unlike our work which also considered liver biopsies and ultracentrifuged
serum. The strong heterogeneity recorded in our work could also be explained by the differences in
HCV prevalence according to the regions with the areas of high HCV endemicity which should also be
the areas of high prevalence of OCI[11]. As the different risk factors and the different approaches for
controlling HCV infection also vary widely between studies, regions and populations, this could also
potentially represent a considerable source of the variability observed in our work. We should also cite
the examples of a history of accidental exposure to infected needle sticks, history of blood transfusion,
history of surgery, history of endoscopy, history of unsafe sexual intercourse, history of liver disease,
the length and frequency of dialysis sessions, immunodepression, injecting drugs, tattoos or impris-
onment. Other potential sources of heterogeneity in our estimates may also include gender of
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Mohamed, 2019_Eqypt 14 74 — 18.92 [10.75; 29.70] 4.5%
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Nicot, 2010_Franco 1] 26 — 0.00 [0.00: 1323] 3.9%
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Prediction interval . . --
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DOI: 10.5662/wjm.v12.i3.179 Copyright ©The Author(s) 2022.

Figure 3 The pooled global prevalence of seronegative (A) and seropositive (B) occult hepatitis C virus infection.

participants, sample size, and year of participant recruitment. Qur study revealed that although PBMC
are an excellent non-invasive sampling approach for diagnosing OCI, liver tissue exhibits superior
sensitivity for seronegative OCL It was also found that the ultracentrifuged serum obtained was not an
insignificant fraction in patients positive for OCI. These results suggest that it is potentially insufficient
to test for OCI in one type of sample. We also observed that real-time RT-PCR was significantly more
sensitive for the detection of seronegative OCL This suggests a further improvement in the sensitivity of
molecular techniques for OCI detection.

Our study is limited due to the included studies where the WHO Africa and South-East Asia regions
are not represented. Our OCI prevalence could therefore be over- or underestimated. Substantial
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residual statistical heterogeneity in prevalence measures was identified in all aggregate and subgroup
meta-analyses. Despite these limitations, the main strength of our study is that we identified a very
large number of studies, which covered multiple categories of symptomatic, apparently healthy
populations and those at high risk of HCV infection. We also accounted for the variability of the
prevalence according to the anti-HCV serostatus.

Our results suggest that the implementation of screening programs for OCI in high-risk populations,
especially patients with hematologic complications, hemodialysis patients, and patients with chronic
liver disease should be initiated. More studies are needed to assess the transmissibility, clinical
significance, long-term outcome, and need for OCI treatment.

CONCLUSION

In conclusion, it appears that the burden of seronegative and seropositive OCI is high and very variable
according to regions and categories of populations.

ARTICLE HIGHLIGHTS

Research background
In 2004, Castillo ef al first described an unknown form of hepatitis C in humans that was different from
the common chronic hepatitis C and was called occult hepatitis C Infection (OCI).

Research motivation
To eradicate hepatitis C virus (HCV) by 2030, as recommended by the WHO, it is crucial to determine
the burden of OCI across the different regions of the world and in different population categories.

Research objectives
Highlight the global prevalence of seronegative and seropositive OCI according to population
categories and regions of the world.

Research methods

The authors searched PubMed, EMBASE, Global Index Medicus, and Web of Science databases from
inception to May 6, 2021. Data were extracted independently by each author and the Hoy et al tool was
used to assess the quality of included studies. Prevalence and 95% confidence intervals were determined
using random-effect meta-analysis.

Research results

The authors included 85 articles out of the 3950 identified by the electronic search. The combined
prevalence of seronegative OCI was 9.61% (95%Cl: 6.84-12.73) and the prevalence of seropositive OCI
was 13.39% (95%Cl: 7.85-19.99). For variations by region, seropositive OCI prevalence was higher in
Southern Europe, Northern America, and Northern Africa, and seronegative OCI prevalence was higher
in Southern Europe and Northern Africa. For variations by population categories, seronegative OCI
prevalence was higher in patients with abnormal liver function, hematological disorders, and kidney
diseases.

Research conclusions
The burden of OCl is high and greatly variable according to world regions and population categories.

Research perspectives

Consideration should be given to the implementation of screening programs for OCI in high-risk
populations such as patients with hematologic disorders, kidney disease, and those with abnormal liver
function.
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Abstract:- Background: The ideal goal of therapy of
Hepatitis B virus (HBV) infection should be host
sterilization which corresponding to clearance of HBsAg
from serum and of covalently closed circular DNA
(cecDNA) from hepatocytes. Good combination of actual
therapies may allow achievement of HBV sterilization in
host. The aim of this study was to highlight seroprevalence
of HBsAg in patients with chronic liver disease and
hepatocellular carcinoma (HCC) at the earliest endpoint of
treatment.

Methods: During a cross-sectional study, consenting
participants with chronic liver disease and HCC recruited
between December 2020 and March 2022 at the Yaoundé
General Hospital (YGH) and the University Teaching
Hospital of Yaoundé (UTHY) provided five milliliters of
blood sample. A qualitative search for HBsAg was
performed by Rapid Diagnostic Tests (RDTs) and
Monolisa™ HBs Ag ULTRA. Data analysis were
performed using SPSS Version 25.0 software.

Results: Out of the 135 patients tested for HBsAg, 69
samples were positive simultaneously with RDTs and
Monolisa™ HBs Ag ULTRA, 37 (100.0%), 19 (100.0%), 13
(100.0%) respectively in participants with chronic
hepatitis, cirrhosis, and HCC (P<0.000 1).

Conclusion: Our results showed a high prevalence of
HBsAg in patients with chronic liver disease and
hepatocellular carcinoma at the 24th week of their
treatment.

Keywords:-  HBsAg, Chronic  Hepatitis, Cirrhosis,
Hepatocellular Carcinoma.

L INTRODUCTION
The World Health Organization (WHO) estimates that
approximately 354 million people are living chronically with

hepatitis B virus (HBV) worldwide (WHO, 2022) and this
chronic infection can lead to cirrhosis and hepatocellular

LIISRT22AUG076

carcinoma (HCC) (Andoulo et al., 2013). Epidemiological data
estimate that 50% of HCC cases are attributable to HBV
infection worldwide (Mbaga et al., 2022) and that the number
of HBV-related deaths from cirrhosis or HCC has increased
considerably over the past 20 years (Harris et al., 2019). In
Africa, HBV is endemic and take up considerable proportions
among the 96% of mortality attributable to viral hepatitis in
people living with cirrhosis and those with HCC (OMS
regional Afrique, 2018). In Cameroon, the overall prevalence
of HBV 1is around 11.2% (Bigna et al, 2017) and vary
considerably across different types of Cameroonian population
(Andoulo et al., 2013; Bigna et al., 2017; Djuidje Ngounoue et
al., 2018; Eyong et al., 2019; Ndifontiayong et al., 2021;
Ngoupa et al., 2019; Njouom et al., 2018; Noah et al., 2016;
Tsague et al., 2019). To date, treatments against HBV infection
focus on achieving the virological response which manifests by
an undetectable viral load at the 24" or 48" week of treatment
(Aljumah et al., 2019) and normalization of aminotransferase
levels which allows the host immune system to gain control
over the infection (Tang et al, 2018). But this is rarely
achieved, either spontanecously or through treatment [16].
Following the suppression of polymerase activity by Direct
Acting Antivirals (DAA), serum HBV DNA is rapidly reduced
without directly affecting HBsAg production (Soriano et al.,
2020) however, obtaining HBsAg seroclearance during
treatment marks a functional cure (Tout et al., 2021) and this
can lead to the elimination of HBV (Soriano et al., 2020).
Indeed, the ideal goal of therapy against HBV infection should
be host sterilization corresponding to clearance of HBsAg from
serum and covalently closed circular DNA (cccDNA) from
hepatocytes (Hutin et al., 2018). Current treatment for HBV
infection such as nucleos(t)ide analogues or immune
modulators like pegylated interferon alpha were proved to
effective decreasing viral replication (Choi et al., 2022; Xu et
al., 2018) HBV treatment aims to prevent or significantly delay
liver-related morbidity and mortality (Martinez et al., 2021).
Because a complete cure with the eradication of cccDNA is not
arcalistic goal with the current therapeutic options, a functional
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cure, defined as durable loss of HBsAg with or without
seroconversion, is considered as the optimal treatment
endpoint, and it is associated with significantly improved
patient outcomes (French et al., 2020). The efficacy of
antivirals has markedly improved the long-term outcomes of
patients with HBV infection (Lin & Kao, 2016). However,
clearance of HBsAg is only achieved in a small portion of HBV
patients therefore, a cure of HBV infection is still a daunting
challenge (Baltaylannis & Karayiannis, 2014). Good
combination of actuals HBV therapies may allow achievement
of HBV sterilization in host (Tout et al., 2021). We have led
this study to highlight proportion of patients with HBV
infection capable to get seroclearance of HBsAg at the earliest
endpoint of treatment.

IL METHODS

A. Study design and setting

We conducted a cross-sectional study at the hepato-
gastroenterology departments of the Yaoundé General Hospital
(YGH) and internal medicine of the University Teaching
Hospital of Yaounde (UTHY) between December 2020 and
March 2022.

B. Study population and sampling

The study population was composed of participants with
Chronic Liver Disease and those with Hepatocellular
Carcinoma (HCC). The aim of the study was explained to all
consent participants before their inclusion. All participants
were HBe Ag positive at the beginning of their treatment 24
weeks ago. Participants were divided into 3 groups. Group 1
consisted of participants with chronic hepatitis (CH) who were
negative for cirrhosis and HCC. Group 2 consisted of
participants with cirrhosis who were negative for HCC. Group
3 was composed of participants with HCC. The participants
who were 21 years of age or older were chosen, regardless of
their sex, age, or nationality. Participant having hepatitis C
Virus (HCV), Human Immunodeficiency Virus (HIV) and
those under or upper 24th weeks of treatment, were excluded
from the analysis.

C. Procedure for collecting socio-demographic and clinical
data

Data collection from each participant was done
consecutively and prospectively. For each consenting
participant, qualitative and quantitative variables were
collected by interviewing the participant and by blood samples
analysis. The qualitative variables collected were: Sex, marital
status, scarification, tattoos and piercing, alcohol consumption
before the discovery of the disease; tobacco consumption
before the discovery of the disease; surgical history; history of
blood transfusion; vaccination against HBV. The quantitative
variables collected were Age; ALT (GPT); AST (GOT); AFP;

D. Collection and fate of blood samples

Five milliliters of blood samples were taken in EDTA
tubes. The samples were divided into three aliquots of the same
volume each. The first aliquot was used for the search for
HBsAg, HCV and HIV the second aliquot was used for the
quantification of ALT, AST, and AFP. The third aliquot was
stored for further analysis.
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E. Biological analysis of samples

> Search for HBs Ag

We carried out Rapid Diagnosis Tests (RDTs) to detect
Hepatitis B virus surface antigen (HBsAg), HCV and Anti-HIV
respectively by HEXAGON HBsAg, Monolisa™ HCV Ag-Ab
ULTRA and Alere DetermineTM for HIV-1/2 manufactured
respectively in Japan, USA and Germany according to the
instructions of the designers. Positive HBsAg results were
confirmed by Monolisa™ HBs Ag ULTRA for the detection of
HBsAg manufactured in the USA.

» AFP, ALT, and AST quantification

The quantification of AFP and transaminases (ALT and
AST) was carried out only on HBs Ag positive samples with
Monolisa™ HBs Ag ULTRA. Thirty participants positive to
HBsAg were randomly selected by using a random number
generator in Microsoft Excel. The codes corresponding to the
aliquots were all used in analyses. AFP quantification was
performed using Finecare™ Rapid AFP Quantitative Strip
(made in China) which uses fluorescence
immunochromatography Assay and Finecare™ FIA Meter
device. Quantification of transaminases (ALT and AST) was
performed using SPRINREACT reagents (made in Spain) and
a spectrophotometer.

F. Ethical considerations

To respect the ethics of medical research, the study was
authorized by the University Teaching Hospital of Yaoundé
(N°® 3235/AR/CHUY/DG/DGA/CAPRC), Yaoundé General
Hospital (N/Ref: 213-21/HGY/DG/DPM/MA-TR). The Centre
for the Study and Control of Communicable Diseases of the
Faculty of Medicine and Biomedical Sciences of the University
of Yaoundé. Each patient who participated in this study read
the information sheet then gave their signed consent and finally
an anonymity code was assigned to them.

G. Sample Size calculation

The minimum study sample size was 208 participants.
The calculation of this sample size was made using 11.2%
HBV prevalence in Cameroon (Bigna et al, 2017) and
according to GLOBOCAN data from 2020 which provided a
prevalence of 3.7% for liver cancer in Cameroon
(GLOBOCAN, 2020). This calculation was made using the
following formula:
n=P(1-P)(Z,.o)*/i* (Wang & Ji, 2020) with Z,.~ 1.96; =
0.05; P =prevalence of outcomes.

H. Statistical analysis

For each participant recruited, qualitative and quantitative
variables were collected by either interviewing the participant,
or analyzing blood samples. The collected data were recorded
and processed using the Excel Version 2016 (Microsoft Corp.,
USA). Analyses were done using the biostatistical software
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 25.0.
The Chi-square test allowed us to compare the proportions
between the different groups and the non-parametric Kruskal
Wallis test allowed us to compare the means + standard
deviations between the different groups. A p-value of < 0.05
was considered statistically significant.
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III. RESULTS

A. Participants

We offered the study to 619 patients who came for
consultation at the UTHY or the YGH, respectively 331
patients at the UTHY and 288 patients at the YGH. Of these
619 patients, 41 refused to participate to the study, which gave
a non-response rate of 6.6%, and 93 were excluded because
they were on their first medical visit. One hundred and ninety-
two patients were excluded because they were infected with
HCV. Of the 294 HBV patients submitted to treatment, 48
were excluded because HIV. Among the remaining 246 HIV-

288 patients at the YGH

/

International Journal of Innovative Science and Research Technology
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negative participants, 80 participants were at less than 24
weeks of treatment, 135 were at 24 weeks of treatment and 31
were at more than 24 weeks of treatment. Of the 135 eligible
participants, only 97 participants were positive for HBsAg
with the HEXAGON HBsAg RDTs, respectively 65
participants with CH, 19 with cirrhosis, and 13 with HCC. Of
these only 69 samples were positive for HBsAg by
Monolisa™ HBs Ag ULTRA, respectively 37 CH, 19
cirrhosis, and 13 HCC among which we randomly selected 10
CH, 10 cirrhosis, and 10 HCC samples, to quantify the AFPs,
transaminases (ASAT, ALAT), (Figure 1).

l 331 patients at the UTHY I

‘ 619 patients whose study was proposed | study

41 refused to participate to the

— 92 were excluded because they
were at their first consultation

‘ 294 were on anti-HBV treatment |

48 HIV positive participants with

™

Alere Determine

192 were excluded because they
— were HCV positive

‘ 246 HIV negat

ve participants |

|

|

80 participants had < 24 weeks of
Anti-HBV treatment

135 participants were at 24
weeks of Anti-HBV treatment

31 participants had > 24 weeks of
Anti-HBV treatment

| 38 HBs Ag invalid RDT |

97 were HBs Ag positive with RDT HEXAGON HBsAg
{65 Chronic Hepatitis, 19 Cirrhosis and 13 HCC)

3

I

28 were not tested for the second HBs Ag
test because of insufficient plasma samples

69 were HBs Ag Positive with Monolisa™ HBV Ag ULTRA
(37 Chronic Hepatitis, 19 cirrhosis, and 13 HCC)

R

10 Chronic Hepatitis; 10 Cirrhosis; 10 HCC
Analysis: AFP, ALAT, ASAT

Figure 1: Flow Chart of selection of participants with Chronic Hepatitis, Cirrhosis, and
Hepatocellular Carcinoma between December 2020 and March 2022

B. Sociodemographic and clinical characteristics of study participants

Overall, the age of the participants was between 26 and 71 years old. Depending on the group considered, the participants
with HCC had the most advanced mean age = SD of 65.08 + 3.9 years. The 60-69 age group was the most represented with 8
(12.3%); 4 (21.05%) and 11 (65.5%) participants with chronic hepatitis, respectively; Cirrhosis, and HCC. The male sex was in the
majority regardless of the group considered with 11 (84.6%); 13 (68.4%) and 41 (63.07%) respectively for participants with HCC,
Cirrhosis, and CH. (Table 1).
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Table 1: Sociodemographic and clinical characteristics of the HBsAg positive participants at 24 weeks of treatment

CH n=65 Cirrhosis n=19 HCC n=13
n( %) n( %) n( %)
Age
Mean+Standard Deviation 46.6+13.7 45.8+16.1 65.08+3.9
20-29 4(6.1) 4(21.05) I
30-39 8(12.3) 5(26.3) H
40-49 7(10.7) i /i
50-59 9(13.8) 5(26.3) /
60-69 8(12.3) 4(21.05) 11(84.6)
70-79 1(1.5) 1(5.2) 2(15.3)
Gender (Male) 41 (63.07) 13 (68.4) 11(84.6)
Scarification 6(9.2) 3(15.7) 4(30.7)
Tattoo 9(13.8) 5(26.3) /
Surgical history 3(4.6) 1(5.2) 1(7.6)
Blood transfusion 8(12.3) 1(5.2) 3(23.07)
Aleohol consumption before illness 10 (15.3) 3(15.7) 2(15.3)
Smoking before illness i 1(5.2) 2(15.3)
Vaccination against HBV (No) 65 (100.0) 19 (100.0) 13 (100.0)
HBY treatment
Lamivudine 23(35.3) 3(15.7) 2(15.3)
Tenofovir 13(20.0) 4(21.05) 5(38.4)
Tenofovir+ Emtricitabine 29(44.6) 12(48.0) 6 (46.1)

HCC: Hepatocellular Carcinoma; CH: Chronic hepatitis; HBV: Hepatitis B Virus

C. Virological profile of study participants

After carrying out the RDTs for the search of HBsAg on the 135 participants at the 24th week of treatment, we obtained 97
positive participants for HBsAg, respectively 65 (73.6%) CH participants, 19 (63.3%) cirrhosis and 13 (76.4%) HCC positive for
HBsAg (P <0.0001) (Table 2). With the Monolisa™ HBs Ag ULTRA, HBs Ag was carried out on 97 patients positive for HBs Ag
by TDR. Of these, 28 were not tested because of insufficient plasma samples. All the remaining 69 samples had a ratio > 1. Samples
with ratio <I were considered negative and samples with ratio > 1 were considered positive. These were declared positive for HBV
with Monolisa™ HBs Ag ULTRA, respectively 37 (56.9%), 19 (100.0%), and 13 (100.0%) for participants with chronic hepatitis,
cirrhosis, and HCC (P<0.0001) (Table 3).

Table 2: Profile of participants screened for HBsAg by RDTs at 24 weeks of treatment

Virological marker HC Cirrhosis HCC P-value
n(%) n(%) n(%)
Invalid RDT 23(26.1) 11(8.1) 4(23.5)
HBsAg Positive RDT 65(73.6) 19(63.3) 13(76.4) <0.0001

HCC: Hepatocellular Carcinoma; CH: Chronic hepatitis; HBV: Hepatitis B Virus

Table 3: Profile of participants screened for HBsAg by Monolisa™ HBs Ag ULTRA at 24 weeks of treatment

Virological markers HC Cirrhosis HCC P-value
n (%) n (%) n (%)
HBsAg | Positive ELISA 37(100.0) 19(100.0) 13(100.0) <0.000 1

HCC: Hepatocellular Carcinoma; CH: Chronic hepatitis; HBV: Hepatitis B Virus

D. Biochemical markers of HBsAg positive participants simultaneously with RDT and Monolisa™ HBs Ag ULTRA.

The biochemical profile of the participants consisted of the search for transaminases and AFP on the samples of the participants
positive for the RDTs and Monolisa™ HBs Ag ULTRA tests and chosen randomly. Overall, the biochemical profile of participants
positive for HBsAg was carried out on 30 samples distributed as follows: 10 samples from participants with chronic hepatitis (CH),
10 samples from participants with cirrhosis, and 10 samples from participants with HCC. It appears that only HCC patients had an
abnormal average ALT (GPT) and AST (GPT) of 76.9 + 10.1 IU/L and 73.7 = 11.2 TU/L respectively compared to the participants.

with CH and Cirrhosis P <0.0001 (Table 4).
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Table 4: Biochemical markers of randomly selected HBsAg-positive participants

CH (n=10) Cirrhosis (n =10) HCC (n =10) p-value

ALT (GPT) IU/L 28.2+12.7 57.6£9.6 76.9 £10.1 <0.000 1
AST (GOT) 1U/L 23.3x4.0 53.3£7.9 73.7+11.2 <0.000 1
AFP ng /ml 75.6£29.5 95.5+38.8 203.7 £45.2 <0.000 1

HCC: Hepatocellular Carcinoma; CH: Chronic hepatitis; HBV: Hepatitis B Virus

Iv. DISCUSSION

This study aimed to estimate the seroprevalence of
HBsAg in participants with chronic liver disease and HCC at
the 24th week of their treatment. Of the 135 patients tested, 69
samples were positive for HBsAg simultanecously with RDTs
and Monolisa™ HBs Ag ULTRA, 37 (100.0%), 19 (100.0%),
13 (100.0%) respectively in participants with CH, cirrhosis,
and HCC (P<0.000 1). The main objective of the antiviral
treatment currently administered to patients is the complete
suppression of HBV replication, which has little or no effect on
HBsAg levels. Indeed, HBsAg is an envelope protein of HBV
which is associated with covalently closed circular DNA
(cccDNA) found inside hepatocytes and cccDNA is a structure
with high resistance to the activity of currently available
antiviral drugs (Lai et al., 2014). In fact, there is growing
evidence that serum HBsAg, usually assessed as a qualitative
marker for the diagnosis of HBV, could also be an additional
tool to monitor the effects of treatment of HBV infection
(Yoshida, 2014). The current research challenge is to find
treatments that can increase the elimination of HBsAg, but this
first requires the identification of predictive factors for
treatment failure which can be combined with immunological
factors in the prediction of HBsAg elimination (Tout et al.,
2021). This therefore places HBsAg as a good indicator of
therapeutic efficacy for preliminary evaluation of the effect of
treatment on cccDNA (Huang et al., 2022). Although the
induction and maintenance of long-term HBV suppression
remain the primary goal of antiviral treatment, the elimination
of HBsAg remains an optimal treatment endpoint (Gramenzi et
al, 2011).

Depending on the three groups studied, the chronic
hepatitis group was in the majority with 37 participants
respectively, but the HCC group had the highest average age
with 65.08 £ 39 years, a sex ratio of 1.9 in favor of men, and a
predominance of HCC in the 60-69 age group. Our results are
similar to those reported in previous studies conducted on
participants with liver disease and HCC in Cameroon and some
African countries such as Gabon, Gambia, and Nigeria
(Amougou et al., 2016; Andoulo et al., 2013; Echejoh et al.,
2008; Mboto et al., 2005; Perret et al., 2002) HCC participants
had the highest ALT (GPT), AST (GOT) and AFP levels with
respectively 76.9£10.1 IU/L, 73.7x11.2 TU/L, 203.7+45.2
ng/mL compared to participants with CH and Cirrhosis
(P<0.0001). The transaminase test (ALT and AST) is simple,
practical, inexpensive and non-invasive but not specific to liver
disease. Indeed, transaminases are present respectively in the
cytoplasm and mitochondria of hepatocytes and muscle cells.
When hepatocytes are damaged by the cytopathic effects of
oncogenic hepatitis viruses, transaminases are released into the
bloodstream resulting in increased serum levels of ALT and
AST in the peripheral blood. It is also possible that
inflammatory stimulation due to tumor progression evidently
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stimulates hepatocytes to produce abundant amounts of
transaminases compared to what will be found in patients with
carly liver disease (Ayuso et al., 2018; EASL, 2017; W. Wang
& Wei, 2020). Besides its role in the diagnosis of HCC, we
observed elevated serum AFP levels in participants with HCC.
AFP is currently the most widely used serum biomarker for
screening and early diagnosis of HCC, as well as for evaluating
the efficacy and prognosis of HCC treatment. However, not all
HCC tumors contribute to an increase in AFP levels. It is
therefore important to explore the search for new biomarkers
capable of overcoming the shortcomings of transaminases and
AFP to complement x-ray examinations (Ghenea et al., 2021).

The results obtained in our study can be used to update
and add epidemiological data to influence policy makers in
HBV infection control policy. Lifelong treatment can be a
burden on health systems in some developing countries,
therefore it becomes imperative that research for the
development of sterilization treatments for HBV infection be
effective in countries with high morbidity of HBV (Hall et al.,
2020). In this study we excluded all participants with
comorbidities such as diabetes, and HIV because
immunosuppressive diseases may increase the proportion of
participants with HBsAg at the 24th week of treatment. We did
not search Hepatitis D and E Viruses (HDV) and (HEV) in
these study participants yet HDV is known to be a satellite virus
of HBV (Amougou et al., 2016) and in 2017, Amougou Atsama
et al reported a high prevalence of HEV in Cameroonian
patients with HCC (Amougou Atsama et al., 2017). Only
plasma samples were considered in this work, we could have
obtained more revealing results if we had used serum, whole
blood or biopsy fragments. We were unable to screen study
participants for the concurrent presence of HBsAg and other
serum HBV markers such as HBeAg, HBcrAg, Anti-HBs,
Anti-HBe and Anti-HBc. As other limitations, we can note the
lack of staging of cirrhotic participants and those with HCC. To
achieve the WHO goals to eliminate HBV by 2030, sub-
Saharan Africa will need to actively prioritize the
implementation of several elimination strategies such as the
introduction of free HBV treatment by national policies.
Identify groups at high risk of treatment failure in order to take
steps to limit the spread of antiviral resistance.

V. CONCLUSION

Our results showed a high prevalence of HBsAg in
patients with liver disease and hepatocellular carcinoma at the
24™ week of their treatment. This indicates a relatively very
short time to assess the loss of HBsAg which is a good
serological marker for evaluating functional cure.
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Abstract

Introduction: epidemiological data suggests that
more than 50% of hepatitis C virus (HCV) patients
fail treatment. The objective of the study was to
highlight the seroprevalence of hepatitis C virus
antigen (HCV Ag) at the 12" week of treatment.
Methods: during a cross-sectional  study,
participants with chronic liver disease and
hepatocellular carcinoma (HCC) were recruited
between December 2020 and March 2022 at the
Yaoundé General Hospital (HGY) and the University
Teaching Hospital of Yaounde (UTHY). Five
millilitres of blood samples were taken from each
consenting participant and then a simultaneous
qualitative search for HCV Ag by Enzyme-Linked
Immuno Assay (ELISA) was performed. Analysis of
the results was performed using SPSS Version 25.0
software. Results: out of the 192 participants
selected for the study, only 92 (47,9%) participants
were at 12 weeks of treatment, including 69 (75%)
participants positive for the hepatitis C virus
antibody (HCV Ab) by RDT. Of these participants,
44 (47.8%) participants were positive for HCV Ag
by ELISA, respectively 19/37 (51.3%), 14/19
(73.6%), 11/13 (84.6%) with chronic hepatitis (HC),
Cirrhosis, and HCC (P<0.0001). Conclusion: our
results showed a high prevalence of HCV Ag in
patients at their 12" week of treatment which

predicts treatment failure and calls for public
policy to develop new management strategies to
prevent HCV treatment failure in our context.

Introduction

Hepatitis C virus (HCV) is one of the main viruses
responsible for liver disease [1]. An estimated 71.1
million people are living with HCV infection
worldwide [2]. Chronic hepatitis C infection is the
leading cause of death in people with chronic
hepatitis (CH), cirrhosis, and hepatocellular
carcinoma (HCC) [3], and this chronic infection
causes 25% of HCC cases [4]. WHO Africa
estimates that HCV is one of the viruses
responsible for 96% of mortality in people with
cirrhosis and those with HCC [5]. In Cameroon,
HCv affects 6.5% of people [6] and shifts
considerably across the population in the country
according to the most recent Cameroonian
studies [7-13]. The primary objective of HCV
treatment with direct-acting antivirals (DAAs) is to
cure infected people. This healing can be
measured by the sustained virological response
(RSV), which is defined as an absence of
detectable HCV ribonucleic acid (RNA) in the
serum at the 12" or 24™ week of treatment [14].
Current DAA-based treatments have shown
promising results, with a cure rate of more than
95% of patients from the 8" week of
treatment [15]. This prompted the World Health
Organization (WHO) to establish a global strategy
for the elimination of viral hepatitis which aims to
reduce the number of new infections, and deaths
and increase by 80% the proportion of people
treated by 2030 [3]. Unfortunately, some studies
have shown that more than 50% of HCV patients
fail treatment and systematically relapse and later
develop treatment resistance [16,17]. This is
mainly observed in certain hard-to-cure
populations, such as patients with severe hepatic
decompensation, active HCC, chronic HCV
genotype 3 infection, and those multiple DAA
failures [18].

Donatien Serge Mbaga et al. PAMJ - 43(72). 11 Oct 2022. - Page numbers not for citation purposes.

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge

Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

187



chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

Article 3

PanAfrican
000 ,/cdical
@00 Journal

To date, multiple obstacles that may hinder the
success of HCV treatment have been
identified [19] and constitute the major limiting
factors that may contribute to a significant
increase in HCV morbidity and mortality over the
next 15 years in developing countries if nothing is
done [20]. Screening and diagnosis of HCV
infection rely on three different approaches which
can be used alone or in combination. These are
the detection of an HCV IgG antibody (HCV-Ab),
the detection of the capsid antigen of the HCV
(HCV-Ag) which is highly retained from one viral
strain to another, and the detection of HCV RNA.
Of these approaches only HCV Ag and RNA can
confirm an active infection [21] even the recent
WHO guidelines continue to recommend the use
of the Ac-HCV test for first-line screening [22].
Hepatitis C virus Ag in serum or plasma is an
indirect marker of HCV replication that can be
used as an alternative to HCV RNA to diagnose
HCV viremia at the 12" or 24" week of treatment
to assess whether the patient eliminates HCV in a
context where HCV viral load assessment is very
expensive for poor people [23]. We therefore set
the objective to highlight the seroprevalence of
HCV Ag in patients with chronic liver disease and
hepatocellular carcinoma at the 12" week of
treatment.

Methods

Study design and setting: this study was cross-
sectional. It took place in the city of Yaoundé, and
the hepato-gastroenterology departments of the
Yaoundé General Hospital (YGH) and internal
medicine of the University Teaching Hospital of
Yaoundé (UTHY) served as a recruitment site for
participants between December 2020 and March
2022.

Study population and sampling: all participants
were informed of the aim of the study before their
inclusion in the study. The study population was
composed of participants with chronic liver
disease and those with hepatocellular carcinoma
(HCC) who came for follow-up at the 12" week of

treatment either the UTHY or the HGY, the
consenting participants were divided into 3
groups. Group 1 consisted of participants with
chronic hepatitis C (CHC) who were negative for
cirrhosis or HCC. Group 2 consisted of participants
with  cirrhosis diagnosed by radiographic,
biochemical, and clinical examinations and
confirmed by a physician. Group 3 was composed
of participants with HCC diagnosed by histological,
radiographic, and biochemical examinations and
confirmed by a physician. These participants were
chosen, regardless of their sex, age (21 years or
older), nationality, and treatment. Any participant
who was having others aetiologies or
comorbidities was excluded from the study.

Procedure for collecting socio-demographic and
clinical data: data collection from each participant
was done consecutively and prospectively. Each of
the participants spoke in the consultation box with
the principal investigator. The information leaflet
was presented, to those unable to read, the
principal investigator read the contents of the
leaflet and then explained the aim of the study.
The consenting patient gave his signed agreement
to participate in the study. Then a pre-established
and standardized questionnaire was administered
to him.

Variables collected: for each participant,
qualitative and quantitative variables were
collected either by interview or blood samples
analysis. The gqualitative variables collected were:
sex, marital status, scarification, tattoos,
piercing, alcohol consumption before disease;
tobacco consumption before disease; surgical
history; history of blood transfusion; the
treatment submitted, patients with chronic
hepatitis; cirrhosis; HCC; HCV-Ab; HCV-Ag.
The quantitative variables collected were age;
alanine aminotransferase (ALT) glutamic-pyruvic
transaminase (GPT); aspartate aminotransferase
(AST) glutamic-oxaloacetic transaminase (GOT);
alpha-fetoprotein (AFP).

Collection and fate of blood samples: overall, five
millilitres of blood samples were taken from the
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crook of the elbow of each consenting participant,
in ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) tubes.
The samples were transferred to the Centre for
the Study and Control of Communicable Diseases
(CSCCD) of the Faculty of Medicine and Biomedical
Sciences of Yaoundé (FMBS) where they were
divided into three aliquots of the same volume
each. The first aliquot was used for the search for
HCV Ab and HCV Ag, the second aliquot was used
for the quantification of ALT, AST, and AFP. The
third aliquot was divided into 2 parts and then
saved for further analysis.

Biological analysis of samples

Search for hepatitis C virus antibody and hepatitis
C virus antigen: we carried out a qualitative search
for HCV-Ab by immunochromatography according
to the designers of rapid diagnostic tests (RDT)
VOXTUR BIO LTD for HCV manufactured in India.
Only positive results were confirmed by
Monolisa™ HCV Ag-Ab ultra for the detection of
capsid antigen of HCV in human plasma
manufactured in the USA. Samples whose optical
density was greater than or equal to the threshold
(ratio 21) were considered positive. We did not
retest samples due to a lack of reagent.

Alpha-fetoprotein, alanine aminotransferase, and
aspartate  aminotransferase  quantification:
quantification of AFP and transaminases (ALT and
AST) was carried out only on ELISA-positive
samples. Indeed, 30 HCV were selected randomly
using a random number generator in Microsoft
Excel. The codes corresponding to the aliquots
were used for analyses. alpha-fetoprotein
quantification was performed using Finecare™
Rapid AFP quantitative Strip (made in China) which
uses a fluorescence immunochromatography
Assay. Quantification of transaminases (ALT and
AST) was performed using sprinreact reagents
(made in Spain).

Ethical considerations: to respect the ethics
of medical research, the study was authorized
by the University Teaching Hospital of
Yaoundé (N° 3235/AR/CHUY/DG/DGA/CAPRC),

Yaoundé General Hospital (N/Ref: 213-
21/HGY/DG/DPM/MA-TR). The CSCCD allowed the
laboratories  analysis. Each  patient who
participated in this study read the information
sheet then gave their signed consent and finally an
anonymity code was assigned to them.

Sample size calculation: the minimum sample size
was 148 participants. The calculation of this
sample size was made using the prevalence of
HCV, which are 6.5% in Cameroon [6], and
according to GLOBOCAN data from 2020 which
provided a prevalence of 3.7% for liver cancer in
Cameroon [24]. We wused the following
formula [25]:

P(1-P)(Z1.¢)?
n=——5"—
1

Z = the level of statistical significance with a 95%
confidence interval (Cl) of 1.96; i= the level of
precision of 0.05; P =prevalence of outcomes.

Statistical analysis: for each participant recruited,
qualitative and quantitative variables were
collected by either interviewing the participant or
analyzing blood samples. The collected data were
recorded and processed using Excel Version 2016
(Microsoft Corp., USA). Analyses were done using
the biostatistical software Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) Version 25.0. The Chi-square
test allowed us to compare the proportions
between the different groups and the non-
parametric Kruskal Wallis test allowed us to
compare the means * standard deviations
between the different groups. A p-value of < 0.05
was considered statistically significant.

Results

Participants: we offered the study to 619 patients
who came for consultation at the UTHY or the
YGH, respectively 331 patients at the UTHY and
288 patients at the YGH. Of these 619 patients, 41
refused to participate in the study, which gave a
non-response rate of 6.6%, 92 were excluded
because they were on their first day of
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consultation and 294 did not meet the inclusion
criteria. The remaining 192 participants were on
anti-HCV treatment, of which 332 were positive
for Human Immunodeficiency Virus (HIV) and were
excluded. Of the remaining 160 participants, 28
were at less than two weeks of treatment, 92 were
at 12 weeks of treatment and 40 were at more
than 12 weeks of treatment. Among the patients
who were at 12 weeks of treatment, 69 (75%)
tested positive for HCV Ab, out of these
participants, only 44 (47.8%) were positive for HCV
Ag (19 CH, 14 cirrhosis, and 11 HCC). We randomly
selected 10 chronic hepatitis, 10 cirrhosis, and 10
HCC samples to quantify AFP and transaminases
(Figure 1).

Sociodemographic and clinical characteristics of
study participants: overall, participants with
chronic hepatitis (CH) were the majority with 19
HCV-positive participants. But the HCC group had
the highest average age with 65.8 + 4.2 years. The
50-59 and 60-69 age groups were the most
represented with 8 (42.1%) and 8 (72.7%)
respectively for CH and HCC. The male gender 11
(57.9%) of the CH group was most represented.
According to marital status, married participants
were the most represented in the HC group with
12 (63.1%). For scarification, the CHC group was
the most represented with 4 (36.3%) and 5
(26.3%) of HC participants having tattoos. Seven
(36.8%) HC participants reported that they
consumed alcohol before their iliness while only 2
(18.1%) HCC participants reported smoking
cigarettes before their illness. Two participants
both CH and Cirrhosis groups respectively (10.5)
and (14.2%) had received a blood transfusion
before their disease. Concerning anti-HCV
treatment, 8 (42.1%) participants were taken
sofosbuvir + ribavirin (Table 1).

HCV profile of study participants: out of the 192
participants on HCV antiviral treatment, 92 were
HIV-negative at the 12" week of their treatment.
Of these participants, 58 had chronic hepatitis
(CH), 21 had cirrhosis, and 13 had HCC. Sixty-nine
participants were positive for the HCV Ab test
respectively 37/58 (63.7%) CH; 19/21 (90.4%)

Cirrhosis, and 13/13 (100%) HCC (P<0.009), and 23
tests were invalid results. We excluded these
samples from our analysis. Out of positive HCV Ab
participants, only 44 were positive for HCV Ag with
ELISA with optical densities equal to or greater
than the threshold, ratios = 1 (Table 2). These
samples were not retested following a lack of
reagents. They were declared positive for HCV in
this study respectively 19/58 (51.3%) CH, 14/21
(73.6%) Cirrhosis, and 11/13 (84.6%) HCC (P<0.000
1) (Table 3).

Biochemical markers of HCV-positive participants
simultaneously on RDT and ELISA: participants
whose samples were ELISA positive were randomly
selected. Each group was made up of 10
participants. Transaminase was tested for each
group ALT (GPT) and ASAT (GOT) were higher in
participants with HCC (75.4+7.3 IU/L and 72.2 +
13.8 IU/L respectively) compared to participants
with CH and Cirrhosis, with P<0.0001. Regarding
AFP, participants with HCC had also a higher mean
of AFP of 249.8+6.1 ng /ml, followed by
participants with cirrhosis 82.3+10.7 ng /ml, and
finally participants with CH 58.5%26.3 ng /ml
(P<0.0001) (Table 4).

Discussion

By 2030, with the treatment of hepatitis C using
DAAs, the WHO goal is to eliminate HCV.
Therefore, unsatisfactory HCV  treatment
outcomes must be reported to facilitate better
management of those seeking care. This study
aimed to estimate the seroprevalence of HCV Ag in
participants with liver disease and HCC at the 12"
week of treatment. Of the 74 samples positive for
HCV Ab with the RDT, only 44 samples were
positive for HCV Ag with ELISA, respectively 19/37
(51.3%) HC, 14/19 (73.6%) Cirrhosis, 11/13 (84.6%)
HCC (P<0.0001). These results show a high
prevalence of HCV Ag, which translates into a long
and very expensive treatment for patients. Since
some patients achieve healing rather at the 24"
week this would mean that the treatment of these
patients will have to be prolonged until the 24"
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week. Since treatment against HCV is expensive in
our context, this appeals to public authorities to
bear the costs of treatment more because infected
patients come from the most disadvantaged
sections of the population. In other words, to
remain in the policy of eradicating HCV, the
governments of developing countries must set up
solid policies for managing the treatment of
people with HCV so that they can achieve the
sustained virologic response (SVR). This implies
that patients whose HCV Ag results by ELISA are
positive at the 12" week of their therapy require
special follow-up. Indeed, several studies have
been interested in assessing the role of HCVA in
the diagnosis of hepatitis C. It has been
demonstrated that the HCV Ag marker can be used
to diagnose hepatitis C and of evaluating HCV
SVR [3] because there is a correlation between the
titter of HCVAg and the viral load of HCV, which
makes the capsid antigen a marker of viremia and
viral replication of HCV [23]. It, therefore, remains
important to carefully follow up with people
receiving HCV treatment so that increased efforts
can be made to identify people who are successful
or unsuccessful to converge toward the
international HCV elimination goals. Although
HCV-Ag testing can potentially replace viral load
for HCV diagnosis or monitoring in some settings,
national and international guidelines still advocate
the use of PCR as the gold standard test for
monitoring progress during and after treatment
and is currently still recommended [21].

Our results may have been underestimated given
the fact that we only considered ELISA positive for
all samples whose optical density was greater than
or equal to the threshold (ratio > 1) and that we
did not retest the samples with the threshold
(ratio between 0.9 and 1). Indeed, it is known that
the treatment of hepatitis C using DAAs very rarely
eliminates HCV in all people treated. This is
probably due to certain risk factors such as on the
one hand the advanced age and health status of
the patient and on the other hand, the cost, the
duration, and the missed doses can negatively
affect the results of the treatment [23,26-28].
Added to this, the lack of inexpensive viral

diagnostic tests and universally accessible
treatment adapted to resource-limited settings
represent an obstacle to the implementation of
HCV surveillance in difficult contexts [22].

Regarding biochemical markers to assess the liver
health status of study participants at their 12"
week of treatment, CHC participants had the
highest ALT (GPT), AST (GQOT), and AFP. high with
respectively 75.4+7.3 IU/L; 72.2+13.8 1U/L;
249.8+6.1 ng/mL compared to participants with
CH and Cirrhosis (P<0.0001). The transaminase
test (ALT and AST) is simple, practical, inexpensive,
and non-invasive but not specific to liver disease.
Indeed, transaminases are present respectively in
the cytoplasm and mitochondria of hepatocytes
and muscle cells. When hepatocytes are damaged
by the cytopathic effects of oncogenic hepatitis
viruses, transaminases are released into the
bloodstream resulting in increased serum levels of
ALT and AST in the peripheral blood. It is also
possible that inflammatory stimulation due to
tumour progression stimulates hepatocytes to
produce abundant amounts of transaminases
compared to what would be found in patients with
early liver disease [29]. Besides its role in the
diagnosis of HCC, higher serum AFP levels were
also observed in participants with HCC. Alpha-
fetoprotein is currently the most widely used
serum biomarker for screening and early diagnosis
of HCC, as well as for evaluating the efficacy and
prognosis of HCC treatment. However, not all HCC
tumours contribute to an increase in AFP. This
makes this marker non-specific to the CHC facility.
It is therefore important to explore the search for
new biomarkers capable of overcoming the
shortcomings of transaminases and AFP to
complement X-ray examinations in the hope of
achieving HCC screening rates close to those that
would be obtained using the biopsy [22,30].

The results obtained in our study can be used to
update and add epidemiological data to influence
policymakers in the policy of prevention and
control of HCV during treatment in Cameroon. We
excluded all patients with comorbidities such as
diabetes, and HIV because these could play a
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major role in the ineffectiveness of the treatment.
Only plasma samples were considered in this
work, we could have obtained more revealing
results if we had used the serum, whole blood, or
biopsy fragments. The fact of not having retested
positive samples as indicated by the Monolisa™
HCV Ag-Ab ultra-protocol constitutes a limitation
insofar as certain samples declared positive would
have been negative and vice versa. As other
limitations, we can note the lack of staging of
cirrhotic participants and those with HCC. To
achieve the WHO obijectives plan to eliminate HCV
by 2030, sub-Saharan Africa, in particular
Cameroon, will have to actively prioritize the
implementation of several strategies such as the
reduction or even total coverage of treatment
costs. of HCV by public authorities. Identify groups
at high risk of therapeutic failure, so that they
benefit from special attention in the management
of their treatment and indirectly prevent possible
resistance to antiviral treatment, and monitor the
rebound of viral load and the diversion towards
occult hepatitis C.

Conclusion

Our results showed a high prevalence of HCV Ag in
patients with liver disease and hepatocellular
carcinoma at their 12" week of treatment,
suggesting a high prevalence of early treatment
failure. These results challenge public policies to
develop treatment management strategies to
prevent treatment failure and treatment desertion
due to Anti HCV treatment costs in our context
and encourage the development of the vaccine
against HCV. All this is to prevent mortality from
cirrhosis, liver failure, and hepatocellular
carcinoma.

What is known about this topic
e Sustained virological response measured at
12" or 24" weeks of treatment;
s More than 50% of HCV patients fail
treatment.

What this study adds
s Highlight a high prevalence of HCV Ag at 12
weeks of treatment.
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Table 1: sociodemographic and clinical characteristics of HCV Ag positive participants after 12 weeks of
treatment
n =44 HCV
HCn =19 Cirrhosis n =14 HCCn =11
n (%) n (%) n (%)
Age
Meanzstandard deviation 49.7+7.3 56.5%8.2 65.8+4.2
20-29 /! // //
30-39 2 (10.5) // //
40-49 7 (36.8) 4(28.5) //
50-59 8(42.1) 5(35.7) //
60-69 2(10.5) 4(28.5) 8(72.7)
70-79 // 1(7.1) 3(27.2)
Gender (male) 11(57.9) 8(57.1) 10 (90.9)
Marital status
Married 12 (63.1) 10 (71.4) 8(72.7)
Single 5(26.3) 4(28.5) /!
Widower 2(10.5) // I/
Scarification (yes) 2(10.5) 3(21.4) 4(36.3)
Tattoo (yes) 5(26.3) 3(21.4) /!
Alcohol consumption before illness (yes) 7 (36.8) 3(21.4) 3(27.2)
Smoking before illness (yes) 1(5.2) 1(7.1) 2(18.1)
Blood transfusion (yes) 2 (10.5) 2(14.2) 1(9.0)
HCV treatment
sofosbuvir + ribavirin 8(42.1) 5(35.7) 4(36.3)
sofosbuvir + ribavirin + pegylated interferon alpha 7 (36.8) 5(35.7) 2(18.1)
sofosbuvir + ledispavir 4(21.0) 4(28.5) 5 (45.4)
HCC: hepatocellular carcinoma; CH: chronic hepatitis; HCV: hepatitis C virus
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Table 2: profile of HCV markers sought in participants at 12 weeks of treatment
Profile of HCV Ab markers sought with RDTs | HCV Ag markers were searched with ELISA
on 97 participants at 12 weeks of treatment | only on the 74 RDT-positive participants
HC n =58 | Cirrhosis n HCCn P- HCn Cirrhosis n HCCn P-value
(%) =21(%) =13 (%) |value |=37(%) | =19 (%) =13 (%)
Undetermined | 21 2 !/ // I/ //
Negative test | // // /! 0.009 | 18 5 2 <0.000
Positive test 37 (63.7) | 19 (90.4) 13 (100) 19 14 (73.6) (84.6) 1
(51.3)

With ELISA, samples with a ratio <1 were considered negative; Samples with a ratio 2 1 were considered
positive; HCC: hepatocellular carcinoma; CH: chronic hepatitis; HCV: hepatitis C virus

Table 3: seroprevalence of HCV Ag tested in participants at 12 weeks of treatment
Attendees n HCV Ag/Anti-HCV n (%)

Chronic hepatitis 58 19/58 (32.7%)

Cirrhosis 21 14/21 (66.6%)

Hepatocellular carcinoma 13 11/13 (84.6%)

Table 4: biochemical markers of HCV Ag positive participants by ELISA at 12 weeks of treatment
Chronic hepatitis Cirrhosis (n=10) | Hepatocellular Carcinoma p-value
(n=10) (n=10)
ALT (GPT) IU/L | 29.0+9.8 58.7+5.1 75.4+7.3 <0.000 1
AST (GOT) 23.1+6.1 53.7+8.6 72.2+13.8 <0.0001
Iu/L
AFP ng /ml 58.5+26.3 82.3+10.7 249.846.1 <0.0001
alanine aminotransferase (ALT) glutamic-pyruvic transaminase (GPT); aspartate aminotransferase (AST)
glutamic-oxaloacetic transaminase (GOT); alpha-fetoprotein (AFP); hepatitis C virus antigen (HCV Ag)
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Figure 1: flow chart of selection of participants
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Abstract The diagnosis of hepatocellular carcinoma (HCC) is currently limited by the use of Alpha-fetoprotein
(AFP) levels and medical imaging. To improve the diagnostic process, this study aimed to compare cytokine levels
in patients with HCC, liver cirrhosis, and chronic hepatitis. Sixty participants were consecutively enrolled in a
cross-sectional study and divided into three groups: 20 with Chronic Hepatitis, 20 with Liver Cirrhosis, and 20 with
HCC. The study was conducted in Yaoundé from December 2020 to April 2022. Blood samples were collected from
each participant and analysed using a Luminex instrument to quantify cytokine markers. The data were analysed
using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 25.0. Significant variations in proinflammatory
(IL-2 and IL-6) and angiogenic growth factor (VEGF) cytokines were observed among the three groups, with
p-values of <0.0001, 0.050, and <0.0001 respectively. VEGF showed high sensitivity (80%) and moderate
specificity (70%) at a threshold of 200 pg/ml, while in the one hand, AFP showed high sensitivity (80%) and low
specificity (35%) at a threshold of 100 ng/ml. On another hand, IL-6 showed moderate sensitivity (60%) and high
specificity (80%) at a threshold of 25 pg/ml. The findings of this study suggest that combining AFP levels, medical
imaging, and cytokine markers such as IL-6 and VEGF can improve the early diagnosis of HCC.
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key risk factors [3]. Despite the use of imaging exams
such as ultrasonography in the diagnosis and monitoring
of HCC [9.10,11], a number of molecular malfunctions
associated with the disease remain unknown [10].

1. Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a critical public
health concern, ranking as the sixth most common cancer
and the fourth leading cause of cancer mortality globally
[1,2]. The incidence of HCC is on the rise, with over
900,000 new cases and a corresponding number of
fatalities each year [3.4]. East Asia and Africa are the
hardest hit regions [5], with a higher incidence among
men compared to women [6]. The development of HCC is
linked to various risk factors, including liver cirrhosis,
chronic infection with hepatitis B, and C viruses, aflatoxin
exposure, excessive alcohol consumption, smoking, type
II diabetes, and metabolic disorders [1,2,5,6,7.8]. We can
see a range of molecular malfunctions in addition to these

Treatment options for HCC include both curative and
non-curative approaches [10,12], and the pathological
characteristics of the tumor, such as size, grade, stage, and
vascular invasion, have been the most well researched
predictors of prognosis [13,14,15]. However, the search
for additional serum prognostic markers ongoing [16].

Recent advancements in biomedical research have

identified potential markers for the early detection of HCC,

including Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
non-coding RNAs, DCP, vitamin K deficiency-induced
protein or antagonist-11 (PIVKA-II), lymphocytes, tumour
infiltrating, programmed death | (PD-1) and its ligands,
PD-L1 and PD-L2 [17-24].

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge

198



chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

American Journal of Infectious Diseases and Microbiology 19

The purpose of this study was to compare cytokine
levels in individuals with HCC, liver cirrhosis, and
chronic hepatitis.

2. Methods

2.1. Ethical Considerations

This study was conducted in accordance with the
Strengthening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology = (STROBE)  guidelines [25] and
was approved by the ethics committee of the Faculty of
Science, University of Yaoundé | (No: BTC-JIRB2022-
044), the Administration of Yaoundé General
Hospital (N/Ref: 213-21/HGY/DG/DPM/MA-TR), and
the University Teaching Hospital of Yaoundé
(N° 3235/AR/CHUY/DG/DGA/CAPRC). All participants
provided written informed consent

2.2. Design and Setting

This cross-sectional study was conducted at the hepato-
gastroenterology department of the Yaoundé General
Hospital (YGH) and the internal medicine department of
the University Teaching Hospital of Yaoundé¢ (UTHY)
between December 2020 and April 2022.

2.3. Study Population

The study population consisted of participants with
Chronic Liver Disease and Hepatocellular Carcinoma
(HCC). Participants were divided into three groups:
Group 1 with chronic hepatitis (CH) who were negative
for cirrhosis and HCC; Group 2 with cirrhosis who were
negative for HCC; and Group 3 with HCC. Participants
were 21 years or older and were chosen regardless of their
sex, age, or nationality. Participants with Human
Immunodeficiency Virus (HIV) or comorbidities were
excluded from this analysis. These data were publisher
elsewhere [26,27].

2.4. Measurement of Serum Cytokine Levels

Peripheral venous blood was collected from each
participant via venepuncture, and the serum was obtained
after centrifugation of the blood sample. The sera were
frozen and stored at -20°C until analysis. Concentrations
of cytokines were determined using a Luminex multiplex
technique, with reagents purchased from Merck Millipore
(Billerica, Massachusetts, USA). The experiments were
performed and read on the Bio-Plex platform (Bio-Rad,
USA), with the Bio-Plex Manager Software version 6.1
used for bead acquisition and analysis.

2.5. Data Analyses

The data were analysed using SPSS Version 25.0.
Quantitative variables were presented as median
(+ interquartile interval). The ANOVA test was used to
compare quantitative variables between the three groups,
and the Spearman correlation coefficient test was used to
find the association between two variables. P-values <0.05

were considered significant. To determine the optimal cut-
off, point for serum VEGF in diagnosing HCC, a receiver
operating characteristic (ROC) curve was constructed to
plot sensitivity against l-specificity at each point. A
significance level of less than 0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Demographic and Clinical
Characteristics of the Study Population

Among the 40 non-HCC patients, 20 had chronic
hepatitis B, and 20 had chronic hepatitis C. Among the 20
HCC patients, 10 had chronic hepatitis C, and the remain
10 had chronic hepatitis B (Figure 1).

Out of the 60 participants in our study (HCC group:
n=20, Cirrhosis group: n=20, and Chronic Hepatitis group:
n=20), the majority were male (82%) with a median age of
56 years (range: 26-71 years) and the most represented
age group was 61-70 years (35%). There was no
significant difference between the three groups in terms of
age and gender. However, the mean value of AFP was
significantly different between the three groups, with a
value of 63,6+ 21,8 for Chronic Hepatitis, 88,41+
19,2 ng/ml for Cirrhosis, and 226,5+ 66,4 ng/ml for HCC
(Table 1).

3.2. Cytokines Profile in the Study Groups

Sera from the study participants were analysed for the
presence of Pro-inflammatory (IL-2, IL-6, IL-17A and
TNF-¢), Anti-inflammatory (IL-4 and IL-10), Antiviral
(IFNa2 and IFN-y) chemokines (RANTES and MIP-1)
and growth factors (VEGF and G-CSF). Table 2 shows
the mean (= SD) concentrations of these cytokines in the
three groups. Participants with HCC showed higher levels
of cytokines such as IL-2, IL-6, IFN-y, G-CSF, and VEGF
compared to participants with Cirrhosis and Chronic
Hepatitis, with p-values all below 0.05. There were no
significant differences in cytokine concentrations such as

IL-15, IL-17A, 1IL-4, IL-10, IFNo2, RANTES, and G-CSF.

3.3. Correlation between DNA HBV, IFN-g,
IL-2, IL-6 and VEGF

No correlation was found between serum AFP and
VEGEF levels among participants. Also, no correlation was
detected between serum VEGF and IL-2 levels among
participants. However, a significant correlation was
observed between serum VEGF and IFN-y, serum VEGF
and DNA HBV, and serum VEGF and IL-6 levels among
participants (Table 3).

3.4. Assessment of Diagnostic Accuracy of
DNA HBYV, IFN-g, IL-2, I1L-6, and VEGF
Using ROC

Curve Analysis We evaluated the sensitivity and

specificity of five biomarkers (IFN-g, DNA HBV, IL-6,
VEGF) compared to that of AFP, which was considered as
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the reference standard. The diagonal line represents a
random classification model, and a good performance
index is indicated by curves above the line, with a
performance index of 0.5. As shown in Figure 2, DNA
HBV, IL-6, AFP. and VEGF demonstrated a good
performance index as they are all above the random
classification model.

Serum AFP at a cut-off value of 80 ng/mL showed an
accuracy of 80% in diagnosing HCC, with a sensitivity
of 80% and specificity of 35%. At a cut-off value of
200 pg/mL, serum VEGF showed an accuracy of 70%

(sensitivity of 80% and specificity of 70%) for HCC
diagnosis. Serum IL-6 at a cut-off value of 25 pg/mL
demonstrated a sensitivity and specificity of 60% and 80%,
respectively (Table 4).

The results revealed that VEGF and AFP had the
highest sensitivity among the studied serum tumor
markers. Furthermore, the ROC curve analysis indicated
that both VEGF and IL-6 had high specificity. The area
under the ROC curve (AUC) for serum VEGF was 70%,
while the AUC values for serum AFP and IL-6 were 80%
respectively (Table 4).

- HCC
=
<o
=
=
=
o
=
@
B
=
Non-HCC
Frequence
0 5 10 15 20 25 30
BEHCV EHBV
Figure 1. Distribution of study participants
Table 1. Demographic and clinical characteristics of the three study groups
Chronic Hepatitis Cirrhosis HCC P-val
n=20 n=20 n=20 “vae
Female 3(27.3%) 3(27.3%) 5(45.5%)
Gender
Male 17(34.7%) 17(34.7%) 15(30.6%) 0.6
Mean 5D 48.1+15.8 500154 538+125
Age Median 51.0 53.0 56.0 04
Range 26-67 26-70 28-71
Mean +5D 63,6+ 21.8 88,41+ 19,2 226,5+ 66.4
AFP ng/ml Median 88.3 95.0 245.0 <0.0001
Range 64.0-107.0 84.0-135.0 90.0-360.0
Table 2. Cytokine concentrations in study groups
o Chronic hepatitis Cirrhosis HCC
Cytokines =20 =20 =20 P-value
Pro-inflammatory pg/ml
IL-2 20,0+6.9 16,6=5.9 12,9+4,1 <0,0001
IL-12 94,1+84,9 93,02+130.2 109.4-100,4 0.8
IL-17A 24,6441 30,8+10.7 42.8+74.9 0.4
1IL-6 11,2+1,2 12,327 25,0£3,0 0,050
IL-15 27,5+9,1 29,9+8,9 38,4=54.1 0,534
Anti-inflammatory pg/ml
1L-4 22,2+10,5 24,5+16.3 28,1+15,02 0.4
IL-10 102,7+80,3 112,1£73,5 118,1+53,5 0,7
Antiviral pg/ml
IFNa 15,8+6.4 17.6+8,01 24,6+35.8 0.399
IFN-y 13,3+1.4 13,509 12,9+1.6 0.4
Chemokine pg/ml
RANTES 88,3743 126,05=111,3 120,9+99,1 0410
Growth Factor pg/ml
VEGF 168,8+24.2 187.3=34.4 406,0£72,7 <0,0001
G-CSF 12,8+2.5 12,929 13,1+1.8 0.9
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Table 3. Correlations between AFP, IL-2, IL-6 and VEGF

IL-2 r (p-value) VEGF r (p-value)
Chronic Hepatitis n=20 IFN-g (pg/ml) 0.5 (0,04)
Cirrhosis n=20 DNA HBV (log IU/ml) 0.6 (0.04)
HCC n=20 DNA HBV (log IU/ml) -0,7°(0,012)
Hole participants n=60 IL-6 (pg/ml) 0,3°(0,02)

*. The correlation is significant at the 0.05 level (two-sided).

The correlation coefficient (r) varies between -1 and +1, 0 reflecting a zero relationship between the two variables, a negative value (negative
correlation) meaning that when one of the variables increases, the other decreases; while a positive value (positive correlation) indicates that the two

variables vary together in the same direction.

ROC curve
10
Source of the curve
DNA HBV (log IU/ml
08 - 1 —— - f —IFN-g
P f IL-2
y / IL-6
VEGF
- AFP na/ml
& o Reference line
£ _
@ f
g /
w
0.4 / /
00 02 04 08 038 1,0
1- Specificity

Figure 2. ROC curves of [FN-g; DNA HBV; IL6; VEGF and AFP

Table 4. Diagnostic performance of AFP, DNA HBV INF-g, IL-2, IL-6, VEGF, in the prediction of hepatocellular carcinoma

Area under the curve
Test result variable(s) Thresholds Se% Sp % TP FN PPV% NPV% Area ES 95% CI p
HBV DNA (log IU/ml) " W i I " W i 0.6 0.1 [0.3-0.8] 03
IFN-g pg/ml " W i I i W " 0.4 0.1 [0.1-0.6] 0.4
IL-2 pg/ml H W .-U i I W i 0.5 0.1 [0.3-0.8] 04
AFP ng/ml 80 80 35 16 32 66.7 88.9 0.8 0.07 [0.6-1.0] 0.007
IL-6 pg/ml 25 60 80 16 32 66.7 88.9 0.8 0.1 [0.6-0.9] 0.004
VEGF pg/ml 200 80 70 15 28 55.6 84.8 0.72 0.1 [0.4-0.9] 0.048

The test result vanables: DNA HBV (log IU/ml), IFN-g, AFP ng/ml, IL-2 include at least one link between the real positive state group and the real
negative state group; ES: Standard error; CI: Confidence interval: Se: Sensitivity; Sp: Specificity. TP: true positive; FN: false negative: PPV: positive

predictive value; NPV: negative predictive value.

4. Discussion

In this part, we examined the profile of the following 12
analytes (IL-2; IL-4; IL-6; IL-10; IL-12; IL-15; IL-17A;
IFN o 2; IFN - y; VEGF; G-CSF; RANTES) in 60
participants with chronic liver disecase and those with
HCC. Owverall, we observed High Ilevels of
proinflammatory cytokines (IL-2 and 1L-6) whose levels
varied significantly (p<0.0001 and p=0.050) between
participants with Chronic Hepatitis, Liver Cirrhosis and
HCC respectively. We also observed significant variation

(p<0.0001) for VEGF (factor of angiogenic growth)
between the different groups studied.

The significant variation of IL-2 is explained by the fact
that IL-2 is a powerful immunoregulator of the stimulation,
proliferation and activation of T lymphocytes, natural
killer cells and lymphocytes. B [28]. The effect of
inflammation and inflammatory cells on the process of
tumor development and progression is increasingly
recognized. It is now clear that cases of cancer result from
chronic infections and inflammation. 1L-2 therefore plays
a central role in the interplay between innate resistance

Theése de Microbiologie rédigée et soutenue par Mbaga Donatien Serge

201



Profil des biomarqueurs immunologiques, virologiques et biochimiques chez les participants atteints d”hépatopathies

chroniques et ceux atteints de carcinome hépatocellulaire : cas de deux hépitaux de la ville de Yaoundé

22 American Journal of Infectious Diseases and Microbiology

and adaptive immunity by generating T helper 1 (Thl) and
CTL responses. In this study, we found that serum IL-2
levels were lower in patients with HCC compared with
patients with Cirrhosis and Chronic Hepatitis. Our results
are comparable to those of Peng et al; who in his study
obtained the following amounts of IL-2 for HCC patients
(238.2 + 136.7 ng/L) compared to controls (288.6 +
177.1 ng/L) [29]. Our results suggest that decreasing
levels of 1L-2 may play a role in the etiology of HCC by
reducing Thl cytotoxic responses [30].

In this study, the levels of IFN-y and IL-17A were
investigated in patients with Chronic Hepatitis, Liver
Cirrhosis, and HCC. Although no significant difference
was found in IFN-y and IL-17A. IL-17A levels between
the three groups, the levels were higher in patients with
HCC compared to those with Chronic Hepatitis and Liver
Cirrhosis. These findings are in line with previous studies
that showed an increase in IL-17A levels with disease
severity or stage. Compared to our study, Ribeiro et al,
found higher amounts of 1L-17A in patients with chronic
liver disease compared to acute liver disease [31]. These
results could mean that [L-17A levels increase with
disecase severity or stage. This is further supported by
studies previously performed by Du et al in 2013 which
showed that IL-17A expression in patient liver tissue was
positively correlated with the degree of inflammation and
the stage of fibrosis [32] as well as Studies by Du et al and
Elkhawaga et al have found that the highest levels of IL-
17A were observed in patients with cirrhosis of the liver
compared to those with chronic hepatitis. This suggests
that IL-17A may play a role in the pathogenesis and
progression of HCC [33]. IFN-y is known to be associated
with chronic liver disease and HCC through its interaction
with other pro-inflammatory cytokines. These findings
suggest that the balance of cytokines plays a crucial role in
the development and progression of liver diseases and
HCC. Further research is necessary to fully understand the
role of IFN-y and IL-17A in the pathogenesis and
progression of HCC [31].

Our results indicated that patients with HCC (406.0 =
72.7 pg/ml) had significantly elevated serum VEGF levels
compared to those without liver cirrhosis (187.3 = 34.4
pg/ml) and chronic hepatitis (168.8 + 24.2 pg/ml). Our
findings were consistent with those of Alzamzamy et al,
who reported higher VEGF levels in the HCC group
compared to the cirrhosis group (1409 pg/ml wvs
233.3 pg/ml) and the control group (1409 pg/ml vs 204
pg/ml) [34]. Youssef et al also observed higher VEGF
levels in HCC patients (2180.8 + 1,621.4 pg/ml) compared
to patients with cirrhosis (1605.3 = 4,082.4 pg/ml) and
healthy individuals (561.0 = 251.7 pg/ml) [35]. These
findings suggest that VEGF may play a role in liver
angiogenesis and carcinogenesis through hypoxia-induced
upregulation of VEGF gene expression. VEGF has been
proposed as a potential tumor marker for HCC, as HCC is
a highly vascular tumor that requires angiogenesis for
growth and survival, and elevated VEGF levels have been
linked to poor tumor clinical features and prognosis. In
line with previous studies, our results showed that higher
serum VEGF levels were associated with poor HCC
prognosis. Thus, monitoring serum VEGF levels could aid
in early HCC diagnosis and provide clinicians with
valuable information about disease prognosis [34]. These

findings suggest that VEGF may play a role in liver
angiogenesis and carcinogenesis through hypoxia-induced
upregulation of VEGF gene expression. VEGF has been
proposed as a potential tumor marker for HCC, as HCC is
a highly vascular tumor that requires angiogenesis for
growth and survival, and elevated VEGF levels have been
linked to poor tumor clinical features and prognosis [36].
In line with previous studies, our results showed that
higher serum VEGF levels were associated with poor
HCC prognosis [37]. Thus, monitoring serum VEGF
levels could aid in early HCC diagnosis and provide
clinicians with valuable information about disease
prognosis [39].

Besides its role in the diagnosis of HCC, higher serum
AFP levels were also observed in participants with HCC.
AFP is currently the most widely used serum biomarker
for screening and early diagnosis of HCC, as well as for
evaluating the efficacy and prognosis of HCC treatment.
However, not all HCC tumours contribute to an increase
in AFP [36]. In this study, we found that higher serum
VEGF levels were significantly associated with HCC
compared to patients without liver cirrhosis and chronic
hepatitis. This finding is in line with previous studies that
have suggested that VEGF could serve as a potential
biomarker for HCC diagnosis. Our results also showed
that there was no correlation between VEGF and AFP,
which is in contrast to previous studies that reported a
correlation between the two markers. However, this
discrepancy could be due to the role of VEGF in the
pathogenesis and spread of HCC, as not all HCC tumours
result in an increase in AFP levels [37,38].

At a threshold of 200 pg/ml, VEGF had a sensitivity of
80% and a specificity of 70%. On the other hand, AFP had
a sensitivity of 80% and a specificity of 35% for HCC
diagnosis. These results are similar to previous studies,
such as Alzamzamy et al who found a threshold of 250
pg/ml VEGF had a sensitivity of 80% and a specificity of
81.7% [40]. Our results were also comparable to Mukozu
et al who reported a sensitivity of 86.4% and a specificity
of 96.2% for VEGF with a threshold value of 108 pg/ml
[41]. However, our results contrast with those of Sadik et
al who found a high specificity (100%) and a weak
sensitivity (23.8%) for AFP in HCC diagnosis [42]. In
comparison, Yvamoto et al found that VEGF levels had a
sensitivity and specificity of 65% and 85%, respectively,
while AFP had a sensitivity and specificity of 28% and
99% for HCC diagnosis [43]. These findings suggest that
VEGF could be a more accurate biomarker for the
diagnosis of HCC compared to AFP.

In our study, we found that the sensitivity and specificity
of VEGF in the diagnosis of HCC were 80% and 70%
respectively, at a threshold of 200 pg/ml. On the other
hand, the sensitivity and specificity of AFP in the diagnosis
of HCC were 80% and 35% respectively, at a threshold of
100 ng/ml. These results are in line with previous studies
by Alzamzamy et al and Mukozu et al who also found
high sensitivity and specificity of VEGF for HCC
diagnosis [41.43]. However, our results are not in line
with the findings of Atta et al, Sadik et al and Yvamoto et
al, where higher sensitivity and specificity were found for
AFP, in the diagnosis of HCC [42,43]. This discrepancy
highlights the need for further research in this area to
establish the most reliable biomarker for HCC diagnosis.
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As limitations, it's worth mentioning the absence of
staging for participants who had cirrhosis and HCC in the
study. Additionally, we did not analyze the genetic
variations of the biomarkers in our investigation to
examine the genetic relationships. Another limitation is
that we did not examine the relationship between VEGF
levels and the effectiveness of antiviral therapies for viral
hepatitis B and C, as well as the impact of HCC antitumor
therapies on VEGF levels, as it is possible that VEGF
levels could predict the response to these treatments when
used in combination with other treatments in the patient
groups studied.

5. Conclusion

In conclusion, our study showed that the immunological
biomarkers IL-6 and VEGF, both pro-inflammatory and
growth factors, demonstrated good diagnostic performance.
These biomarkers have proven to be effective in assisting
with the diagnosis of HCC in patients with chronic
liver disease. To improve early diagnosis of HCC, we
recommend to use these biomarkers in conjunction with
AFP and medical imaging.
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