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Glossaires

Aborigéne : ce sont les premiers hommes & avoir habité I'Australie. 1ls I'habitaient toujours
lorsque les Européens ont débarqué, et I'nabitent encore aujourd'hui (Bosa, 2012).

Amplicon: fragment d’ADN amplifié par PCR et délimité par les amorces sens et anti-sens
(Chiaroni et al., 2011).

Autochtones : originaire du pays qu’il habite, dont les ancétres ont vécu dans ce pays.

(Rousseau, 2011).

Carcinome hépatocellulaire : tumeur maligne primaire du foie qui survient le plus souvent sur

un foie cirrhotique ou sur un terrain d’hépatite chronique (Sharon et al., 2011).

Cirrhose : régénération anarchique du foie qui se rétrécit et se durcit en raison d’une

cicatrisation irréversible (Jérome, 2009).
Cytopathogeéne : le virus a un effet pathogene sur la cellule (Patrick et Clair ; 2003).

Fibrose : stade terminal pathologique et non réversible du processus de 1’inflammation
aboutissant au remplacement du tissu initial par un tissu cicatriciel non fonctionnel (Jérdme,
2009).

Fibrose hépatique : correspond a une formation excessive de matrice extracellulaire, en réaction

a une inflammation du foie (Thomas et Patrick ; 2009).

Hépatite asymptomatique: inflammation du foie sans manifestation extérieures (Dango et al.,
2006).

Hépatotrope : c’est un virus qui a une faveur a envahir le foie (Elaine et Katja ; 2014)

Réactivation de I’hépatite B : Réapparition d'une inflammation hépatique active a un patient
connu pour avoir ¢té dans 1'état de porteur inactif de I’Ag HBs ou résolu I'hépatite B (Rockstroh
et al., 2008).

Séroconversion : disparition de I’antigéne et apparition de ’anticorps qui s’attaque au virus

(Guy et Herve ; 2010).



Phase d’immunotolérance : correspond a une tolérance immunitaire marquée par une
réplication virale intense et une faible agressivité nécrotique inflammatoire hépatique (Guy et
Hervé ; 2010).

Thalassemie : Maladie héréditaire caractérisée par un défaut de synthése de 1’hémoglobine, qui
se traduit par une diminution de la taille des globules rouges et dans les formes sévéres par une

anémie (Jeuge-Maynart et al., 2010).

Transactivatrice : Molécule, en générale une protéine, qui se lie sur une région régulatrice d'un

géne pour activer la transcription de celui-ci (Rockstroh et al., 2008).
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Résumé

Le virus de I'hépatite D (VHD) est un virus défectueux dépendant du virus de I'népatite B
(VHB) pour sa réplication. Le VHD infecte uniquement les patients qui sont déja infectés par

le VHB en provoquant des maladies du foie accelérées.

Cette étude visait a déterminer la fréquence de I’hépatite D chez les patients atteints de
I’hépatite B ainsi que I’influence de I’hépatite D sur les variations de la charge virale et sur

I’évolution clinique de I’hépatite B en cas de coinfection VHB-VHD.

Pour cela, une étude a été menée au niveau du Laboratoire des Virus des Hépatites de
I’Institut Pasteur d’Algérie Annexe de Sidi-Fredj. L’étude a concerné 159 patients Ag HBs
positifs des différentes wilayas de 1’Algérie. Une quantification de ’ADN du VHB a été
réalisée par PCR en temps réel, puis une recherche des IgG anti-VHD (les anticorps anti-VHD
de type IgG ne sont pas protecteurs, mais coexistent avec des virions circulants.les IgG anti-
VHD persistent a des titres élevés au cours des infections chroniques aussi longtemps que
I’infection par le VHD se poursuit), a été effectuée pour I’ensemble des prélévements afin de

déterminer la fréquence de la coinfection VHB-VHD.

La population étudiée comprenait 84 (52.83%) hommes et 75 (47.17%) femmes avec un
Sex Ratio de 1.12. L age des patients est compris entre 12-82 ans (38.37+ 14.92). La tranche
d’age la plus touchée par le VHB est 30- 45 ans (42.77%). La recherche de la coinfection a
concerné tous les prélevements porteurs du virus B et dont la charge virale était > 2 log Ul/ ml

et tous (159) étaient négatif en anticorps anti-VHD.

Mots clés : Hepatite virale, VHB, VHD, coinfection, PCR en temps réel.



Abstract

The hepatitis D (HDV) is a defective virus dependent on hepatitis B virus (HBV) for its
replication. HDV infects patients who are already infected with HBV and cause accelerated

liver diseases.

This study aimed to determine the frequency of hepatitis D in patients affected by hepatitis
B. Furthermore, the influence of hepatitis D on the variations of the viral load and on the

clinical evolution of hepatitis B in case of HBV-HDV coinfection was also studied.

For it, a study was conducted at the Laboratory of Hepatitis Virus of the Pasteur Institute
of Algeria Annex Sidi-Fredj. The study concerned 159 patients HBs Ag positive from
different wilayas of Algeria. A quantification of HBV DNA was realised by real-time PCR,
then a search for anti-HDV 1gG (IgG anti-VHD antibodies are not protective but coexist with
circulating virions. 1gG Anti-HDV persists at high titres during chronic infections as long as
HDV infection continues), was performed for all samples to determine the frequency of HBV-
HDV coinfection.

The study population included 84 (52.83%) man and 75 (47.17%) women with Sex Ratio
of 1.12. The age of the patients is between 12-82 years (38.37 + 14.92). The age group most
affected by HBV is 30- 45 years (42.77%). The search for the coinfection concerned all the
takings carrying the virus B and the viral load of which was >2 log Ul/ml and all (159) were
negative in anti-HDV antibody.

Keywords: Viral hepatitis, HBV, HDV, coinfection, real-time PCR.
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Introduction

Les hépatites sont des lésions inflammatoires du foie qui peuvent évoluer vers une cirrhose
ou un carcinome hépatocellulaire (Perscott et al., 2010) dont les causes peuvent étre
multiples : infectieuse, médicamenteuse, alcoolique ou auto-immune (Lucifora, 2008). Quelle
que soit I’origine, des signes cliniques, biologiques et histologiques communs peuvent
s’observer au cours des hépatites, tels que I’ictere, ’augmentation de la concentration des

transaminases dans le sang et la fibrose hépatique (Denis et al., 2004).

Les hépatites infectieuses particulierement virales constituent un probléeme de santé
publique mondiale majeur. Malgré I’existence d’un vaccin efficace (Lavanchy, 2004), le
virus de I’hépatite B (VHB) infecte plus de 2 milliards de personnes dont plus de 350
millions d’individus atteints d’hépatite chronique et environ 1 million de morts par ans
(Hoofnagle et al., 2007). 1l est également estimé que plus de 5 % des personnes infectées par
VHB le seraient aussi par le virus de I’hépatite delta (VHD) causant une aggravation de la

maladie hépatique (Rosina et Rizzetto ; 2005).

Le VHD est un virus défectif, satellite de virus de 1’hépatite B. Il peut étre ainsSi acquis en
méme temps que le VHB (coinfection) ou venir complique une hépatite B chronique
(surinfection) (Bonnet et al., 2012).

Ce présent travail, a été réalisé au laboratoire des Virus des Hépatites de 1’institut Pasteur
d’Algérie - Annexe Sidi-Fredj. Cette étude est basée dans un premier temps, sur une étude
sérologique puis moléculaire pour la détection des patients porteurs du virus de ’hépatite B et
ayant des charges virales élevées. Dans un deuxieéme temps, une autre étude sérologique afin

de dépister une éventuelle coinfection VHB-VHD a également été entreprise.

L’objectif de notre étude est de déterminer la fréquence de 1’hépatite D chez les patients
atteints de I’hépatite B ainsi que ’influence de I’hépatite D sur les variations de la charge

virale et sur I’évolution clinique de 1’hépatite B en cas de coinfection VHB-VHD.

v
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I.1. Historique sur les hépatites B et D

Le « premier traité de médecine » écrit 3000 ans avant J.C, décrivait déja les symptdmes
associes a une jaunisse. A chaque époque de I’histoire de la médecine, les praticiens
attribuerent une ou plusieurs explications particulieres a la jaunisse. Ce n’est qu’avec le
développement des techniques medicales telles que la vaccination ou la transfusion que le
concept d’hépatite sérique, suivi de celui d’hépatite B fit son apparition (Lucifora, 2008).

Les hépatites virales sont des maladies infectieuses du tissu hépatique qui peuvent évoluer
vers la cirrhose ou le cancer du foie. A ce jour cinq virus a 1’origine des hépatites sont connus
A, B, C, D (delta) et E (Denis et al., 2004).

1.1.1- Découverte du virus de ’hépatite B

C’est en 1964 que Blumberg et son équipe découvrirent un nouvel antigene qui réagissait
spécifiguement avec des sérums des patients hémophiles ameéricains polytransfusés
(Blumberg et al., 1965). Cet antigéne nommé antigéne Australia a été mis en évidence dans
le sang d’un aborigéne australien atteint d’hépatite (Prince, 1968).

En 1975, I’équipe de Maupas, publie les premiers résultats d’une vaccination contre le
virus de I’hépatite B (VHB) utilisant comme source vaccinale I’antigéne Australia purifié a
partir de plasma de porteurs chroniques (Maupas et al., 1976).

Selon Huraux (2003), En 1986, le premier vaccin mondial contre I’hépatite B obtenu par

génie genétique est commercialisé.

1.1.2- Découverte du virus de I’hépatite D

L'antigéne delta a été identifié pour la premiére fois en 1977 par Rizzetto en Italie a partir
d'une analyse en immunofluorescence de biopsie de foie des porteurs chroniques du virus de
I'népatite B (Rizzetto et al., 1977); en effet, il fut démontré gu'il existait dans le noyau des
hépatocytes de certains malades infectés par le VHB un antigene distinct des antigénes de
surface (Ag HBs) et de capside (Ag HBc) du VHB. Des études réalisées chez le chimpanzeé
puis chez I'hnomme ont par la suite permis de montrer que l'infection delta, si elle nécessite une
infection préalable (surinfection) ou associée (coinfection) par le VHB, est cependant due a
un virus different du virus B (Rizzetto, 1983).

-
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1.2. Caractéristiques des virus de I’hépatite B et D
1.2.1- Caractéristiques du virus de I’hépatite B
1.2.1.1- Classification taxonomique
Le VHB appartient a la famille des Hepadnaviridae, virus a ADN hépatotrope. Cette
famille regroupe deux genres : Orthohepadnavirus et Avihepadnavirus (Maiga et al., 2003).
» Le genre Orthohepadnavirus comprend le virus de I’hépatite B humain ainsi que les
virus des rongeurs et les virus des singes.
> Le genre Avihepadnavirus regroupe les virus du canard de Pékin, du héron et de I’oie
des neiges. lls différent des virus des mammiferes par I’absence du gene X
(Robertson et Margolis ; 2004).

1.2.1.2- Structure

Le virus de I’hépatite B est une particule sphérique de 42 nm de diameétre appelée particule
de Dane. C’est la particule infectieuse, composée d’une nucléocapside, renfermant I’ADN et
la polymérase, et d’une enveloppe formée d’une bicouche lipidique dans laquelle sont
insérées des protéines de surface. Le sérum des malades referme également des particules non
infectieuses de 22 nm de diameétre, qui prennent la forme de sphéres ou de batonnets et qui

correspondent a un exces d’enveloppes vides voire figure 1 et 2 (Kay et al., 2004).

Particule filamentsuse

Particule sphérique

41 nm |

Virus de l'hepatite B particules vides

Farticule de Dane

Figure 1: photographie en microscope | Figure 2 : structure des particules virales du
électronique des particules virales du VHB VHB (Patient et al., 2007).
(Patient et al., 2007).
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1.2.1.3-Organisation génétique

Le génome du VHB est constitué d’un ADN circulaire, partiellement double brin et non
fermé de maniére covalente. Il comporte un brin complet (brin moins) qui contient la totalité
du patrimoine génétique du virus et un brin incomplet (brin plus) non codant (Figure 3). Ce
génome comporte en moyenne 3200 paires de bases (pb). Compte tenu de sa petite taille. I
est trés compact. 1l comporte 4 phases ouvertes de lecture (Open Reading Frame, ORF) : S, C,
P et X qui sont chevauchantes, et des régions régulatrices : 2 enhancers et 4 promoteurs
(Seeger et Mason ; 2000).

On distingue quatre génes principaux :

e Le géne pré S/S codant les trois protéines de surface : S pour la protéine majeure, pré

S2/S pour la protéine moyenne, et pré S1/pré S2/S pour la grande protéine.

e Le géne pré C/C code pour la région pré C une séquence signal nécessaire a I’insertion
dans les membranes du réticulum endoplasmique d’un peptide de 25 kDa. Apres
maturation, un peptide de 15-16 kDa est sécrété sous forme soluble dans le plasma et
porte les déterminants de I’Ag HBe. En I’absence de cette séquence signal, I’Ag HBc
est synthétisé ; c’est une protéine cytoplasmique de 21 kDa qui s’assemble pour
former la capside virale (Huraux, 2003).

e Legene P code la polymérase virale (Nassal, 2008).

e Le géne X code la protéine X qui a une fonction transactivatrice sur les promoteurs de
I’ADN du VHB et sur des promoteurs du génome de 1’héte (Kay et al., 2004).

Ces ORF couvrent la totalité du génome et les séquences régulatrices sont également des

séquences codantes (Huraux, 2003).

Figure 3 : organisation du génome du VHB (Kay et al., 2004).
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1.2.1.4- Génotypes et leur répartition géographique

Le VHB se différencie en plusieurs génotypes, selon la séquence du génome. A ce jour,
huit génotypes bien connus (A-H) ont été définis. En outre, deux nouveaux génotypes, | et J,
ont été également identifiés. Les génotypes A, B, C, D et F sont divisés en différents sous-
génotypes; aucuns sous-génotypes n’ont été définis pour E, G, H, T et J (Huang et al., 2013).
De nombreuses études ont rapporté que différents génotypes et sous-génotypes montrent une
répartition géographique différente (Figure 4), et sont liés a la progression de la maladie, la
progression clinique, la réponse au traitement antiviral, le pronostic (Moura et al., 2013), et

la voie d'exposition (Allain, 2006).

-
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~

Figure 4 : répartition géographique des génotypes du VHB a travers le monde (Shi et al.,

2013).

1.2.1.5- Protéines virales

+ Protéines de surface (ou d’enveloppe)

L’enveloppe de VHB est composée de trois protéines: petite S, moyenne M et grande L.
Sur le génome viral, ces trois protéines sont codeées par un méme cadre ouvert de lecture
nommé ORF S contenant trois codons d’initiation de traduction (Bruss, 2007). Les protéines
d’enveloppe ne différent donc que par la longueur de leur extrémité N-terminale (Roseman et
al ., 2005).
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% Protéines de la capside et la protéine précore

Dans I’ORF C, deux codons d’initiations servent a la traduction de : la protéine de capside

(Protéine core ou Ag HBc) qui est une protéine phosphorylée de 21 kDa produite par
traduction de I’initiation au 2°™ AUG de pré C/C (Chain et Myers ; 2005), et d’une protéine
soluble (protéine précore « 25 kDa » ou protéine E ou Ag HBe) qui est le précurseur de I’Ag
HBc. Elle est synthétisée a partir du premier codon ATG du cadre C. La présence de cette
protéine est le témoin d’une réplication virale (Patient et al., 2009 , Walsh et Locarnini ;
2012).

% Polymérase
Le gene P qui correspond a 80% du génome code la polymérase virale qui est composée de
trois domaines fonctionnels (Nassal, 2008) correspondant de 5’ en 3’ respectivement au:
v' Domaine N-terminal qui se lie a I’extrémité 5’ du brin (-) d’ADN ; il est
nécessaire car il sert également d’amorce a I’initiation de la synthése de ce brin.
v' Domaine intermédiaire ou espaceur qui ne correspond a aucun peptide mais
dont la taille et le repliement permettent une interaction des différents domaines
avec le génome viral. Elle est également indispensable pour assurer
I’encapsidation de I’acide nucléique
v' Domaine pour la transcriptase inverse, et un pour la RNAse H (Zoulim et
Locarnini ; 2013).

% Protéine X

La protéine X ou HBx (17 kDa), porte la spécificité antigénique HBx. Sa structure est
conservée parmi les souches du VHB malgré de grande variation de séquence. Elle posséde
une activité protéine kinase et assurerait sa propre phosphorylation. Elle posséde également
une activité transactivatrice pour la transcription de certains génes viraux et des genes
cellulaires (Andrisani, 2013).

% La protéine HBSP (Hepatitis B Splice Protein)

Cette protéine d’environ 10 kDa résulte de 1’épissage de I’ARN pré-génomique, qui sert &
la traduction de la polymérase. Elle est constituée d’une région N-terminale identique a celle
de la polymérase et d’une région C-terminale spécifique, différente des autres protéines du

fait de 1I’épissage (Soussan et al., 2000).

-
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1.2.2- Cycle de réplication du virus de I’hépatite B

La réplication du VHB nécessite le passage par un ARN intermédiaire. Elle se déroule

comme suite (Figure 5):

>

Le virus pénétre dans I’hépatocyte, se défait de son enveloppe et de sa capside et
libére son ADN (décapsidation).

L’ADN entre dans le noyau et est « complété » en ADN bicaténaire clos (ADN
circulaire covalentiellement clos ou ADNccc) (super-enroulement) grace a I’ADN
polymeérase virale (par allongement des brins et ligature).

L’ADNccc est alors transcrit en ARN par ’ARN polymérase cellulaire. Les ARN
messager (ARNmM) sont traduits en protéines virales. L’un d’eux, appelé ARN pré-
génomique, est en outre la matrice de la réplication du génome.

L’ ARN pré-génomique et I’ADN polymérase virale sont encapsidés.

L’ADN polymérase exerce cette fois une activité rétrotranscriptase qui synthétise le
brin ADN (-). Aprés hydrolyse de I’ARN matrice, la synthése du brin (+)
complémentaire a lieu, partiellement car elle est interrompue lorsque 1’enveloppe
recouvre la capside.

La nucléocapside est enveloppée et libérée (Moussard, 2005).

/ Hépatocyte
L e

) O

e

traduction e e
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/ML | ARipg Fein """'-l SR encapsidation
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Figure 5 : cycle de réplication du virus de I’hépatite B (Lucifora, 2008).

1.2.3- Variabilité génétique du virus de ’hépatite B

La réplication des hépadnavirus fait intervenir une transcriptase inverse, qui ne possede

pas d’activité 3°’— 5’exonucléasique et ne corrige donc pas ses erreurs de transcription. Le
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taux d’erreur de cette enzyme est favorisé par 1’important niveau de production du VHB
(Ganem, 2001).

La majorité des variantes ainsi formés sont défectives et ne peuvent se multiplier.
Cependant, il arrive que certaines mutations influencent peu la biologie du virus et aboutissent
a I’émergence des variants dont la séquence ne differe que légérement de celle de la
population majoritaire « souche sauvage ».Ces “quasi-especes” coexistent avec la souche
sauvage et sont dans un état d’équilibre, mais leur composition peut étre changée par toute
modification de leur environnement (Halfon et al., 2002).

On peut distinguer deux grandes classes de variants : des variants génotypiques, qui
représentent différents types de souches sauvages, et des variants phénotypiques, qui ont des

propriétés différentes de la souche sauvage d’origine (Wagner et al., 2004).

1.2.4- Caractéristiques du virus de I’hépatite D
1.2.4.1- Structure

La particule virale VHD est constituée d’une ribonucléoprotéine (RNP), enveloppée d’une
membrane contenant 1’Ag HBs. En microscope électronique, le VHD apparait comme une
particule virale hétérogéne de 35-37 nm de diametre (Figure 6). La RNP du VHD comporte le
génome et les protéines delta. Cette RNP s’entoure d’une enveloppe constituée par une
membrane dérivée du réticulum endoplasmique contenant les protéines L, M et S du VHB

portant I’antigéne de surface (Figure 7) (Marcellin et Asselah ; 2008).

Ribonucléoprotéine Protéines
de 'HDV d enveloppe
de 'HBV

Figure 6: photographie en microscope | Figure 7 : structure des particules virales du
électronique des particules virales du VHD | VHD (Taylor, 2012).
(Taylor, 2012).
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1.2.4.2- Organisation genétique

Le génome du VHD est un ARN monocaténaire circulaire de polarité négative. C’est le
plus petit génome connu des virus infectant les mammiferes dont la longueur varie entre 1679
et 1683 nucléotides (environ 1,7 kb). Avec un pourcentage en GC de 60%, la recherche d’une
structure secondaire indique 70% des nucléotides s’apparient pour former une structure
linéaire pseudo-double brin « en batonnet » (Figure 8). Ce génome code pour 2 polypeptides :
SHD (ou p24) et LHD (ou p27), qui portent I’antigéne du virus de I’hépatite delta (Ag VHD)
et qui sont associés a I'ARN (Faou, 2012).

11679 ARN génomigue 6RBE/'6R9
L 4
| T T ] |
1636 | TO % d'appariement | T3
| ) : | ] ] | ]
1/ 1679 ARNMN antigénomigue
1636 | 70 % d'apparierment To3
Géne delta
e T t OO T

1598 1013 953

Codon d'j:l_ll:l:l'iun [Dvewux codons de termminaison
ALIG Petite Cirnnde
protéine Protéine

Figure 8 : ARN génomique et antigénomique du VHD (Marcellin et Asselah ; 2008).
1.2.4.3- Génotypes et leur répartition géographique

Le VHD est caractérisé, comme son virus auxiliaire VHB, par une trés grande variabilité
génétique et une répartition geographique caractéristique. Le genre Delta virus est aujourd’hui
classé en 8 génotypes (VHD 1 a 8). VHD-1 est ubiquitaire et retrouvé dans tous les
continents. VHD-2 et 4 sont retrouvés en Sibérie, en Asie de I’Est et du Sud, au Japon et aux
Tles Miyako. Le VHD-3 a été décrit au nord de I’Amérique du Sud et dans le bassin
amazonien. Les génotypes VHD-5, 6, 7 et 8 ont été décrits au Centre national de référence
(CNR) chez des patients originaires d’Afrique subsaharienne vivant en France, infectés dans

leurs pays d’origine (Gal et al., 2006).

1.2.4.4- Proteéines virales
Les deux protéines virales de 24 et 27 kDa s’associent dans la particule virale a ’ARN
génomique. Elles portent 1’antigénicité delta (Ag VHD). Cet Ag VHD peut étre détecté dans

le foie ou le sérum des patients ou d’animaux infectés. La protéine SHD (p24) active la
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réplication alors que la protéine LHD (p27) réprime la réplication et joue un réle dans

I’assemblage des particules virales (Mansour et al., 2012).

1.2.5- Cycle de réplication du virus de I’hépatite D

La réplication du VHD débute par I'adhérence et la pénétration du virion dans | 'hépatocyte
grace a la grand protéine d’enveloppe.

La RNP est transportée du cytoplasme vers le noyau, par I’intermédiaire de I’Ag VHD qui
comporte un signal de localisation nucléaire.

La réplication du génome s’effectue par I’ARN polymérase cellulaire de type II.

» Une partie de cet ARN sert d’ARNm et code pour les protéines D.

» Une autre se re-circularise et de nouveaux brins genomiques sont recopiés.

La présence de la grande protéine suffit alors a inhiber la réplication virale et assembler
les particules infectieuses par une interaction protéines - protéines.

Les ribonucléoprotéine soient alors expulsées hors du noyau. Une interaction spécifique
avec les Ag HBs du VHB induirait la sortie du VHD de la cellule (Figure 9) (Mammette,
2002).

Ag HBs
|
oY
JC},,;-‘. o 7 liberation
P24
P egss
® p27 e
. =
2 transport du génome
par P24 - p27
ARNmviral-1 J
/ + ARNmVviral-2
3 réplication +
o le— assemblage
c @ —= B &dition 1012 ARMN-Protéines
\ Aage
N 5 ARN O — " ARN
antigénomique genomique

Figure 9 : cycle de réplication du virus de I’hépatite D (Mammette, 2002).
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|.3. Pathologie de I’hépatite B et D

|.3.1-Pathologie de I’hépatite B
1.3.1.1- Epidémiologie et mode de transmission

L’hépatite virale B est de loin la plus anciennement connue et la plus étudiée des hépatites
(Lavanchy, 2004). Elle est due a une infection par le VHB et entraine une inflammation du
foie, se présente sous forme d’hépatite aigue ou chronique pouvant se compliquer en cirrhose
ou carcinome hépatocellulaire (CHC) (Perscott et al., 2010).

Le VHB est un virus hautement contagieux. Son réservoir est strictement humain, et il peut
résister dans le milieu extérieur pendant plus de 7 jours. La plupart des gens infectés sont
porteurs asymptomatiques et jouent un réle important dans la transmission de la maladie
(Collier et Oxford ; 2004).

Selon I’OMS, plus de 2 milliards de personnes sont infectées par le VHB, dont plus de 350
millions de personnes ont une infection chronique (Hoofnagle et al., 2007). 1l est retrouvé en
forte concentration dans les produits biologique : sang, sperme, sécrétions vaginales mais

aussi la salive. Ainsi, la transmission est :

e Verticale : maternofoetale, pendant 1’accouchement et la période néonatale.

e Horizontale : par voie sanguine, sexuelle ou par contact avec des liquides biologiques
infectés (Perscott et al., 2010).

La répartition géographique est en adéquation avec le niveau de développement socio-

économique. Nous distinguons ainsi :

e Des zones de forte endémie : Afrique subsaharienne, Asie Sud-Est, chine, certains
pays de I’Europe de I’Est.

e Des zones de moyenne endémie : Europe de I’Est, pourtour méditerranéen, Proche-
Orient.

e Des zones de faible endémie: Europe de I’Ouest, Australie, Amérique du Nord
(Bonnet et al., 2012).

1.3.1.2- Signes cliniques

La majorité des personnes atteintes de I’hépatite B n’ont pas de symptdomes et ne savent
pas qu’elles sont infectées. Quand les symptdmes apparaissent, ils sont souvent un signe
d’une maladie avancée du foie. Ces dernier peuvent se caractériser par une fievre, perte

d’appétit, des nausées, des vomissements, des douleurs abdominales, 1’urine foncée, des selles
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de couleur grise, des douleurs dans les articulations, la jaunisse et d’autres manifestations

(Collier et Oxford ; 2004).

1.3.1.3- Diagnostic

Le diagnostic d’hépatite B est posé sur le bilan de la fonction hépatique. Le bilan initial
doit inclure le dosage de la transaminase (ASAT : Aspartate aminotransférase ALAT :
Alanine aminotransférase), du gamma GT, phosphatases alcalines, bilirubine totale, libre et
conjuguée, taux de prothrombine. Le diagnostic de I’infection a VHB ainsi leur stade évolutif
sont determinés par :

v Des tests sérologiques dans le but est le dosage des antigenes (HBs et HBe) et des
anticorps (anti-HBs, anti-HBe et anti-HBc de type IgM et 19G).

v' Des tests moléculaires permettent de quantifier ’ADN et de suivre 1’évolution de la
maladie sous traitement. Il peut étre réalisé par hybridation de ’ADN viral a des
sondes spécifiques, ou par amplification génique de type Polymerase Chain Reaction
(PCR) (Lunel-Fabiani et al., 2014).

1.3.1.4- Traitement

Le traitement est indiqué dans les hépatites chroniques actives avec réplication virale, afin
d'éviter le risque d'évolution vers la cirrhose. Les traitements ont pour but d’arréter la
réplication virale et d’obtenir une séroconversion Ag HBe, anti-HBe puis séroconversion
HBs. En Algérie, le traitement de I'hépatite B chronique fait appel actuellement a I'Interféron
a (IFNa), pégylé, a ’entécavir, a 1’Adéfovirdipivoxil ; quant a la Lamivudine, elle est de
moins en moins utilisée parce que les souches circulantes ont développées des résistances
(Bordier et al., 2003).

1.3.1.5- Pathogenese

L’infection par le VHB est a 1’origine d’atteintes hépatiques aigu€s ou chroniques qui
peuvent évoluer vers la cirrhose ou CHC. Le virus n’est pas directement cytopathogéne, ¢’est
la réponse immune qui induit les 1ésions hépatiques chez les patients. Au cours de I’infection
par le VHB, les lymphocytes T cytotoxiques (LTc) induisent 1’apoptose des hépatocytes
infectés et activent en parallele une série de réactions inflammatoires dues a la production du
facteur de nécrose tumoral (TNF), des radicaux libres, ou des protéases. Ces réactions
augmentent la mort hépatocellulaire et aboutissent a 1’apparition de foyers d’inflammation

nécrotiques dans le foie. Les 1ésions hépatiques s’accompagnent d’une régénération active des
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hépatocytes. Ces deux processus multiplient par 100 le risque de cancer du foie chez les

patients infectés (Ganem et Prince ; 2004).

1.3.2- Pathologie de I’hépatite D
1.3.2.1- Epidémiologie et mode de transmission

Le virus de I’hépatite delta (VHD) est un virus hépatotrope défectif. Il est dépendant du
VHB pour sa replication, en empreintant son enveloppe. L’infection peut étre simultanée, on
parle alors de coinfection, ou peut survenir chez un patient deja infecté de facon chronique par
le VHB, on parle de surinfection (Bonnet et al., 2012).

Le virus delta partage les mémes modes de transmission que le virus B :

e Verticale : maternofoetale.

e Horizontale : par voie sanguine ou sexuelle (Gaeta et al., 2000).

La prévalence de I’hépatite delta est estimée a 5% des porteurs chroniques de I’Ag HBs,
soit environ 15 millions de sujets dans le monde. Sa répartition géographique est différente de
celle du virus B :

e Elevée sur le pourtour méditerranéen, Proche-Orient, Amérique du Sud et Europe de

I’Est.

e Rare en Asie, Europe de 1’Ouest et Amérique du Nord.

e En France, I’hépatite delta se rencontre surtout chez les patients originaires de régions
de forte endémie et, pour les cas autochtones, chez les usagers de drogues
intraveineuses (Rosina et Rizzetto ; 2005).

1.3.2.2- Diagnostic

Le diagnostic d’hépatite D repose en premiére intention sur la recherche des anticorps
totaux, 1gG anti-VHD. En cas de négativité, on peut parler d’absence d’infection delta et en
cas de positivité la recherche des IgM anti-VHD est effectuée. L’une des spécificités du VHD
est que les anticorps IgM anti-VHD persistent au cours de I’infection chronique. L’antigéne
delta, n’est pas recherché systématiquement parce qu’il est fugace. L’ARN delta peut

également étre recherché par PCR (Lunel-Fabiani et al., 2014).

1.3.2.3- Traitement

Le traitement de I’hépatite D repose sur : 'IFNa, pégylée pendant au moins 18 mois. Des
analogues de nucléotides anti-VHB n’ont pas montré d’efficacité sur le VHD. IIs sont utilisés
en fonction de I’évaluation de la maladie VHB sous-jacente. Les taux de guérison sont
estimés entre 25% et 40%, les rechutes étant souvent la régle a 1’arrét du traitement (Bordier

et al., 2003).
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I.4. Coinfection VHB-VHD

L’évolution de la coinfection VHB-VHD est similaire a I’infection VHB seule, avec un
taux de guérison de 95% et une évolution vers la chronicité dans 5% des cas. Cependant, la
coinfection VHB-VHD est responsable d’un taux plus important (17%) d’hépatites

fulminantes graves caractérisées par la survenue d’encephalopathie (Mboup et al., 2015).
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Ce travail a été mené au niveau du Laboratoire des Virus des Hépatites de I’Institut
Pasteur d’Algérie (IPA) Annexe de Sidi-Fredj durant une période de 3 mois allant du mois de
mars jusqu’au mois de juin 2016. Dans un premier temps, nous avons effectué une étude
sérologique puis moléculaire pour la détection des patients porteurs du virus de 1’hépatite B et
ayant des charges virales élevées; et dans un deuxiéme temps une autre étude sérologique

visant a dépister une éventuelle coinfection VHB-VHD a été réalisée.

11.1-Matériel

I1.1.1-Matériel biologique
e Echantillonnage

Les prélevements sanguins ont été effectués soit au niveau du centre de prélévement de
I’annexe de Sidi Fredj, soit acheminés des différentes structures hospitalieres du territoire
national, selon une fiche technique du laboratoire des Virus des Hépatites accompagnés d’une
fiche de renseignement clinique (voir Annexe I).

Le volume de chaque prélevement est de 5 a 10 ml de sang total prélevés dans des tubes
secs ou bien contenant de ’EDTA. Ces derniers sont centrifugés a 1500 xg pendant 15
minutes afin de récupérer le sérum (tube secs) ou le plasma (tube EDTA), Cette étape est
importante pour pouvoir séparer les constituants du sang. 1ls sont ensuite acheminés au niveau

du laboratoire pour subir une analyse sérologique et moléculaire selon la demande.

Les sérums ou plasma étaient analysés le lendemain puis conservés entre 2-8° C pendant 7
jours ou bien congelés a une température de -20°C pendant 6 semaines, voir plusieurs années

a - 80°C selon les besoins.

La recherche des marqueurs du virus delta qui était le principal objectif de notre travail a
été réalisé sur 159 prélévements positifs en antigéne de surface (Ag HBs) avec une charge

virale (CV) supérieure ou égale a 2 log Ul/ml.
e Les anticorps utilisé

Pour le dosage des antigénes anti-HBs: les anticorps utilisés sont des anticorps

monoclonaux de souris ou polyclonaux de chévre.

Pour le dosage des anticorps anti-VHD : les anticorps utilisés sont des anticorps

polyclonaux de cheval.
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11.1.2-Matériel non biologique

Matériel et méthodes

Les réactifs et appareillages utilisés durant cette étude sont présentés dans le tableau I.

Tableau I : matériel non biologique pour 1’étude sérologique et moléculaire

Matériel non biologique

Réactifs

Appareillage

L’étude sérologique

v' Automate

Ag HBs, Ag HBe, Ac HBc IgG
(totaux), Ac HBc IgM, Ac HBe, et
Ac HBs.

v ELISA

Coffret Monolisa™ HBs Ag
ULTRA.

Coffret HDV Ab DIA.PRO.

v Automate

ARCHITECT PLUS i1000 SR

Abbott.

v ELISA

Incubateur, laveur automatique
des microplaques,

spectrophotometre et imprimante.

L’étude moléculaire

COBAS?  AmpliPrep/COBASR
TagMan® HBV Test, version 2.0
Analyser Kit.

v Automate

COBASR AmpliPrep/COBASR

TagMan®R (Voir Annexe I1)
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11.2-Méthodes d’analyse

L’objectif principal de notre travail était de déterminer la fréquence de 1’hépatite delta chez
les patients atteints de 1’hépatite B ainsi que I’influence de 1’hépatite D sur les variations de la
charge virale et sur I’évolution clinique de I’hépatite B en cas de coinfection VHB-VHD.

Pour se faire nous avons :

» Test sérologique pour I’hépatite B
» Test moléculaire pour I’hépatite B

» Test sérologique pour I’hépatite D
11.2.1-Tests sérologiques

Dans le but de détecter la présence du VHB, Nous avons utilisé deux techniques

immunologiques : technique automatisée et technique semi automatique.

Les sérums préleveés sont analyser par ’automate « ARCHITECT ». Trois types de
résultats sont possibles :
> Neégatif, positif ou bien indéterminé (Figure 10)

v Si le résultat est positif, une PCR en temps réel peut étre réalisée selon la
demande du médecin.

v" Si le résultat est indéterminé une confirmation est nécessaire. Le test de
confirmation de I’Ag HBs se fait par une technique de séroneutralisation par
automate ou bien par la technique ELISA.

Sérum
Automate \

Négatif l Positif

, - s ’ \
Indetermine La réalisation de PCR en

temps réel se fait selon la

Confirmation l
demande du médecin

Test de confirmation de I’Ag HBs . ’

_________________

(Automate/ ELISA)

~ N '

Négatif Positif —» PCR en temps réel

Figure 10 : algorithme de diagnostic
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% Technique automatisée

Le principe de cette technique est basé sur un dosage immunologique microparticulaire par
chimiluminescence (CMIA) sur automate « ARCHITECT » pour la détection qualitative des
anticorps dirigés contre I’antigéne ou bien mettant en évidence la présence qualitative des

antigenes du virus de I’hépatite B.

Le déroulement de cette technique sur I’automate se fait par le dosage des anticorps et des

antigenes :

L’antigéne (Ag) (HBs ou HBe selon I’analyse) présent dans 1’échantillon se lie aux
microparticules recouvertes d’anticorps anti- HBS ou anti-HBe et au conjugué d’anticorps

anti- HBs ou anti-HBe marqué a I’acridinium.

Apres lavages, la réaction chimiluminescente qui en résulte est mesurée en unités relatives
de la lumiére (URL).

Les anticorps (Ac) (anti-HBs, anti-HBe ou anti-HBc¢) présents dans 1’échantillon se lient
aux antigenes (HBs, HBe ou HBc) recombinants présents dans le réactif de neutralisation.

Les antigénes (HBs, HBe ou HBc) recombinants non liés peuvent alors se lier aux

microparticules recouvertes d’anticorps (anti-HBs, anti-HBe ou anti-HBc).

Aprés lavage, le conjugué d’anticorps (anti-HBs, anti-HBe ou anti-HBc) marqué a

I’acridinum est ajouté.

Aprés un autre cycle de lavage, la réaction chimiluminescente résultante est mesurée en

unités relatives de la lumiere (URL).

0,

% Technique semi-automatique « ELISA »

Le principe de la technique ELISA « Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay » est une
technique immuno-enzymatique basée sur la détection des Ag ou des Ac dans le sérum ou le

plasma humain.

Pour le dosage de I’Ag HBs par la méthode ELISA de type sandwich, on utilise des Ac

monoclonaux et polyclonaux permettant de se lier a 1’Ag HBs

La phase solide est sensibilisée par des Ac monoclonaux.

0
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Les conjugués sont basés sur 1’utilisation d’Ac monoclonaux de souris ou polyclonaux de

chévre contre I’Ag HBs. Ces anticorps sont couplés a la peroxydase.

Le substrat de la peroxydase contenant de tétra-methyl benzidine (TMB) permet de révéler

la présence de I’Ag HBs (figurell), apres addition de la solution d’arrét.

E + S _ E ] —_ E P

N

Enzyme (peroxydase) + substrat (TMB) = complexe enzymatique = enzyme + produit
Figure 11 : réaction enzymatique
Ce dernier (dosage de 1I’Ag HBs) se fait selon le mode opératoire suivant :

1. Distribuer 100 pl de controle négatif et positif ainsi que les échantillons a analyser
dans les cupules de la microplaque (phase solide). Des antigenes HBs sont présents, ils
se lient aux anticorps anti-HBs de la phase solide.

2. Ajouter 50 pl de conjugué (anticorps anti-HBs couplés a la peroxydase)

v" Homogénéiser en aspirant et en faisant ressortir le mélange
v Recouvrir la plague avec un film adhésif et incuber a 37°C pendant 90 minutes.
v" Apres incubation, un lavage est effectué pour éliminer tous ce qui n’est pas fixé.

3. Ajouter 100 pl de solution enzymatique qui assure I’action catalytique de la
peroxydase : révélation des anticorps fixés.

e Recouvrir la plaque avec un couvercle pendant 30 minutes a 1’abri de la lumiére.

4. Ajouter 100 pl de solution stop afin d’arréter la réaction.

La lecture des résultats s’effectue a I’aide d’un spectrophotometre a 450/620nm (Lecture
en bio-chromatisme). L’absorbance mesurée par le spectrophotométre permet de conclure la

présence ou I’absence d’Ag HBs

Afin de détecter la présence de I’Ac anti-VHD, nous avons utilisé la méthode ELISA qui

se base sur I'utilisation des Ag recombinants permettant de se lier aux anticorps de VHD.
La phase solide est sensibilisée par des Ag recombinants.

Les conjugués sont basés sur I’utilisation d’Ac polyclonaux de cheval. Ces derniers sont

couplés a la peroxydase.
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Le substrat de la peroxydase contenant le tétra-methyl benzidine (TMB) permet de réveéler

la présence d’Ac anti-VHD, aprés addition de la solution d’arrét.
Ce dernier (dosage de I’Ac anti VHD) se fait selon le mode opératoire suivant :

e Laisser la premiere cupule vide
e Distribuer 100 pl de contréle négatif, calibrateur et le controle positif ainsi que
les échantillons a analyser dans les cupules de la microplague (phase solide). Des
anticorps anti-VHD sont présents, ils se lient aux antigénes VHD de la phase
solide. Recouvrir la plaque avec un film adhésif et incuber & 37°C pendant 60
minutes.
e Apres incubation, un lavage est effectué pour éliminer tous ce qui n’est pas fixé.
1. Ajouter 100 pl de conjugué (anticorps monoclonaux couplés a la peroxydase) dans
toutes les cupules sauf la cupule vide.
e Recouvrir la plaque avec un film adhesif et incuber a 37°C pendant 60 minutes.
e Apres incubation, un deuxiéme lavage est effectué pour éliminer tous ce qui n’est
pas fixé.
2. Distribuer 100 pl de solution enzymatique qui assure l’action catalytique de la
peroxydase : révélation des anticorps fixés.
e Recouvrir la plaque avec un couvercle pendant 20 minutes a 1’abri de la lumicére.

5. Ajouter 100 pl de solution stop afin d’arréter la réaction.

La lecture des résultats s’effectue a 1’aide d’un spectrophotometre a 450/620 nm sans le
blanc (lecture en bio-chromatisme), 1’absorbance mesurée permet de conclure la présence ou

I’absence d’Ac anti-VHD.

-
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11.2.2-Test moléculaire

La détection de I’ADN du VHB par PCR en temps réel a été effectuée uniquement pour

les sérums positifs en Ag HBs et selon la demande du médecin.

C’est un test bas¢ sur I’amplification in vitro de 1’acide nucléique (ADN). Il permet la

mesure quantitative de I’ADN du VHB dans le sérum humain.

Cette derniere est un test indispensable, utilisé dans le cadre de la surveillance et du suivi

thérapeutique des patients.

Elle est basée sur I'utilisation des sondes oligonucléotidiques (sonde TagMan). Cet
oligonucléotide est complémentaire d’une séquence interne du fragment d’ADN a amplifier
situé entre les deux amorces, a son extrémité 5’ se trouve un fluorochrome rapporteur et a son
extrémité 3’se trouve un groupement quencher. Lorsque le fluorochrome et le quencher sont

proches, la fluorescence est absorbée par le quencher suite a des effets de transfert d’énergie.

11 s’agit d’une séparation de fluorochrome de la sonde suite a I’activation de la nucléase 5°-
3’ de I’ADN polymérase thermostable et I’obtention d’une émission de la fluorescence car le

fluorochrome rapporteur s’éloignera de groupement quencher.

L’intensité de la fluorescence est directement proportionnelle a la quantité d’ADN amplifié
au cours de la réaction de PCR. On peut suivre ainsi I’amplification de la séquence cible apres

chaque cycle, d’ou le terme de « PCR en temps réel » (figure 12).
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Figure 12: principe de la PCR quantitative en temps réel avec sonde TagMan (Elyse et
Houde, 2002).

La PCR en temps réel nécessite :

v Des amorces VHB sens et réverse.

(\

Des sondes oligonucléotidiques marqueées par fluorescence spécifiques du VHB
et du standard de quantification (QS) du VHB.

Des oligonucléotides (ANTP) : dATP, dCTP, dGTP, dUTP

ADN polymeérase Z05 (Thermus specie) : enzyme recombinante thermostable.
Mn2+

Triphosphate de désoxynucléotides (ANTPSs)

<N X X

La réalisation de la PCR en temps réel avec le TagMan test se fait selon les étapes

suivantes :
» Préparation des échantillons

La préparation des échantillons est automatisée et se fait sur I’appareil COBAS AmpliPrep

(Extracteur) a I’aide d’une technique générique de capture basée sur silice.

La procédure traite 500 pl de sérum. Elle se déroule comme suit :
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v' Ajout d’une quantité connue de molécules d’ADN du contréle interne (QS) du VHB
dans chaque échantillon avec le réactif de lyse et des particules de verre magnétiques.

v' Le tampon de lyse permet de détruire les composants du virus pour I’obtention
d’acides nucléique (ADN).Ces derniers sont absorbés et élués a température élevée

dans une solution aqueuse.

» Amplification par PCR
Le thermocycleur permet d’augmenter la température en dénaturant I’ADN bicaténaire.

Pendant que le mélange refroidit, les amorces s’hybrident a I’ADN cible et I’ADN
standard (QS). En présence de Mn?" et d’un excés de désoxynucléotides triphosphates
(dNTPs), ’ADN polymérase, thermostable Z05, allonge les amorces hybridées le long des

matrices cibles, ce qui génere une molécule d’ADN bicaténaire appelée amplicon.

L’analyseur répete automatiquement cette opération pendant un nombre de cycle défini,

chaque cycle doublant effectivement la quantité d’ADN de I’amplicon.
> Interprétation des résultats

A la fin de la PCR, le logiciel AMPLILINK, représente graphiquement les résultats de
I’amplification et de quantification, ceux-Ci se présentent sous forme de graphe illustrant
I’évolution de la cinétique d’accumulation de la fluorescence au cours de cycles
d’amplification. L’évolution de cette cinétique prend 1’allure d’une courbe sigmoide (figure

13) ou se distinguent trois phases :

<
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Phase plateau

Phase exponentielle

jO—O—O—O—O—O—O—O—C—/ — Ligne de base
Phase d'initiation

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Nombre de cycles PCR

Intensité du signal fluorescent émis

Figure 13: le suivi en temps réel d’une réaction PCR.

Phase d’initiation : la quantité de fragment amplifié est insuffisante pour générer un
signal fluorescent.
Phase exponentielle : elle est caractérisée par la visualisation de 1’augmentation de la
fluorescence ou la quantité de produit de PCR obtenue est directement proportionnelle a
I’intensité de fluorescence.
Phase plateau (phase saturation) : certains composants de la réaction deviennent
limitant, le systéme ne permet plus une amplification exponentielle.
11.3- Etude statistique

» Sec Ratio= Nombre des cas masculins / Nombre des cas féminins

» Pourcentage= [Nombre des cas (n) / Nombre total (N)] x100

» Moyenne = Somme des valeurs / Nombre de valeurs

W

» Ecart-type=
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Afin de vérifier I’influence du virus de I’hépatite D sur les variations de la charge virale et
sur 1’évolution clinique de 1’hépatite B en cas de coinfection VHB-VHD. Nous avons voulu
déterminer la fréquence de I’hépatite delta chez les patients atteints de I’hépatite B. Pour cela,

159 patients connus porteurs du VHB ont été inclus dans cette étude.

111.1- Répartition des cas selon le sexe

Les résultats obtenus pour les 159 prélevements a Ag HBs positif montrent que 84 d’entre
eux sont de sexe masculin avec une fréquence de 52.83 %, alors que 75 soit 47,17 % sont de

sexe féminin avec un Sex Ratio de 1.12 (Figure 14).

m Masculin
= Féminin

Sex Ratio =1.12

Figure 14 : répartition des patients VHB positif en fonction du sexe.

Sex Ratio = Nombre des cas masculin / Nombre des cas féminins

L’¢étude de la fréquence de I’Ag HBs selon le sexe a montré une prédominance masculine.

La comparaison de nos résultats aux travaux réalisés par d’autres équipes a 1’échelle
nationale et internationale est en accord avec nos conclusions et montre bien une
prédominance masculine.

En effet, dans une étude réalisée par Berkane en juin 2003 a Alger, portant sur les
hépatites virales, on dénombre une série de 126 patients porteurs du virus B, aux quels, on
rapporte un Sex-Ratio de 2,07 en faveur du sexe masculin (Berkane, 2003).

La prédominance masculine a également été rapportée dans une autre étude, réalisée a
I’Est du pays en 2008, portant sur un échantillon de 75 patients, ou un Sex-Ratio de 1,7 a été
retrouvé (Khelifa et Thibault ; 2009).

E
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De méme dans une étude retrospective dirigée par le service d’épidémiologie de Tlemcen,
s’étalant sur une période allant de 2001-2009, portant sur 104 patients, le Sex-Ratio était égal
a 3,33 (Benbekhti, 2013).

De plus, en 2012, Gourari confirme la sur représentation masculine avec un Sex-Ratio de
2,24 (Gourari, 2012).

Toutes les études faites dans les pays du Maghreb, relevent sans exception une
prédominance masculine, avec un sex-ratio de 1,35; 1,97 selon Kitab et al., (2011) et SBAI
(2012) au Maroc, et de 2,48 selon Ben-Alaya et al., (2010) en Tunisie.

Les données épidéemiologiques en France (2008-2012), relevent également une
représentation masculine prédominante de 59% (Pioche et al., 2014), au Royaume-Uni de

60,9% (Richard et al., 2013) et en Italie de 76,2% (Leluzzi et al., 2014).

I11.2- Répartition des cas selon I’age

Les résultats obtenus, nous ont permis de confirmer que toutes les tranches d’age sont
touchées par le VHB, avec un 4ge moyen et un écart type respectivement de 38.37+ 14.92

ans. L’ensemble de ces données est illustré dans le tableau II.

Tableau 11 : répartition des patients VHB positif en fonction de 1’age.

age [0-15[ | [15-30[ | [30-45[ | [45-60[ | [60-75[ | [75-90[ | Total
Pourcentage 126 | 2893 | 4277 | 1509 | 9.43 252 100
Moyenne 12 | 24.3695 | 35.6471 | 51.7083 | 65.2666 | 78 /
Ecart type 0 3.80 4.50 4.38 5.29 3.16 /

Les résultats présentés dans le tableau 1l et la figure 15 nous montrent que :

La tranche d’age la plus touchée par VHB pour les deux sexes est la troisieme classe 30-
45ans avec une fréquence de 42.77 % suivie par la tranche d’age 15 — 30 ans avec une
fréquence de 28.93%. En troisiéme position ¢’est la classe 45-60 ans avec une fréquence de

15.09% et enfin la classe des enfants de moins de 15 ans avec une fréquence de 1.26%.
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Figure 15 : répartition des patients VHB positif en fonction de I’age et du sexe.

L’ Algérie est un pays d’endémicité intermédiaire (2-8%), selon la classification de I’OMS
avec une prévalence de 2,15 selon une enquéte nationale réalisée en 1998 (Khelifa et
Thibault ; 2009).

L’étude comparative menée par André (2000), a révélée que la plupart des pays africains
ont une endémicité élevée sauf 1’Algérie, le Maroc et la Tunisie qui font partie des zones
d’endémicité intermédiaire. Ce taux intermédiaire d’endémicité s’explique probablement par
le succés du programme national de vaccination contre le VHB qui aboutira a long terme a
une diminution plus importante et on passera alors a un taux faible d’endémicité (<2%) selon

I’OMS et pourquoi pas a 1’éradication du VHB par la vaccination.

Selon Ben Amora et al., (2009). Les pays Magrébins tels que la Tunisie le Maroc et
I’ Algérie font partie des pays qui ont adhérés au programme de I’OMS pour la vaccination
contre le VHB : la Tunisie depuis 1995, le Maroc depuis 1999 et enfin I’ Algérie en 2003.

Différents facteurs de risque permettent la transmission du virus de I’hépatite B, parmi ces
facteurs, le comportement sexuel, dont des études ont confirmé la présence de 1’Ag HBs dans
plusieurs fluides corporels tels que les secrétions génitales (secrétions féminines et

masculines), ainsi que les secrétions biliaires et le lait maternel (Yang et al., 2009). Ceci
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pourrait expliquer probablement la tranche d’age la plus touchées [30 - 45] qui est en plein

activité sexuelle.

Un autre facteur de risque, est ['utilisation de seringues a usage multiple pour
I’administration des injections thérapeutiques, ce qui pourrait expliquer les tranche d’age les
plus touchées ; ceci n’est pratiquement plus retrouvé depuis 1’utilisation des seringues a usage
unique sauf chez les toxicomanes ou ce mode de transmission persiste (Kao et Chen ; 2002,

Chakravarty et al., 2005) mais qui n’est pas le plus fréquent dans notre pays.

Aussi, le VHB peut survivre sur les surfaces inertes pendant plus d’une semaine,
I’exposition indirecte au virus peut se produire par I’intermédiaire d’objets contaminés
inanimés. De plus, il existe la transmission intrafamiliale, le risque du partage des objets
personnels (rasoirs, coupe-ongles et brosses a dents....). Ce type de transmission horizontale
se produit principalement dans les zones de forte endémicité et dans des conditions d’hygi¢ne

insuffisantes (Van der Eijk et al., 2004).

L’hépatite B peut aussi étre transmise via des pratiques thérapeutiques dangereuses, tel que

les aiguilles et les instruments médicaux mal stérilisés (Alter Miriam, 2006).

Autres sources de transmission probable trouvées dans des études étaient les interventions
dentaires. Une association positive entre 1’histoire d’un traitement dentaire avec un

chirurgien-dentiste non qualifié a été trouvé (Mast et al., 1999).

I11.3- Répartition des cas selon le profil sérologique de I’hépatite B

Tous les patients sont porteurs de 1’Ag HBs avec des profils sérologiques différents
(Tableau I11).

S
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Tableau I11 : répartition des patients Ag HBs positif selon leurs profils sérologiques.
Profils Nombre de patients
1 |AgHBs+ Ag HBe - Ac HBc + Ac HBe + 109
2 |AgHBs+ Ag HBe - Ac HBc + Ac HBe- 3
3 |AgHBs+ Ag HBe + Ac HBc + Ac HBe - IgM anti HBc + 2
4 | Ag HBs + Ag HBe + Ac HBc + Ac HBe - IgM anti HBc - 41
5 |AgHBs+ Ag HBe + Ac HBc — Ac HBe - IgM anti HBc - 4
Total 159
Remarques

- La recherche des IgM anti HBc signe I’infection aigue ou la réactivation. Ce

marqueur est recherché uniquement pour les patients qui ont I’Ag HBe positif.
Interprétation des différents profils sérologiques du VHB

1. Hépatite a virus sauvage en voie de guérison probable apres disparition de I’Ag HBe
ou hépatite chronique a virus mutant pré-c.

2. Patient en séroconversion « e » avant I’apparition de 1’Ac HBe.

3. Heépatite aigue a virus sauvage ou réactivation d’une hépatite B a virus sauvage.

4. Hépatite chronique active a virus sauvage.

5

Hépatite aigue précoce a virus sauvage ou phase d’immunotolérance.
I11.4- Répartition des cas selon I’Ag HBe et la charge virale de I’hépatite B

Selon les résultats de la recherche de I’Ag HBe, les patients sont répartis en deux groupes
(Tableau IV):
v Groupe 1: 112 patients Ag HBe (-).
v' Groupe 2 : 47 patients Ag HBe (+).
Tableau IV : répartition d’Ag HBe selon la charge virale du VHB.

Charge virale log Ul/ml
<4 log Ul/ml >4 log Ul/ml Total
§ .“5’_ Ag/] H?e 87 25 112
S 2 negatif (70.44%)
§ g Ag HBe 7 40 47
positif (29.56%)
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A partir du tableau 1V, nous remarquons que le taux d’Ag HBe negatif est plus élevé que
I’Ag HBe positif ce qui permet de dire que ’hépatite B a Ag HBe négatif est prédominante
dans notre échantillonnage avec un pourcentage de 70.44%.

En effet, I’infection par le VHB se caractérise par une premiére phase associée a un Ag
HBe positif c’est la phase d’immunotolérance suivie par une seconde phase marquée par la
perte de I’Ag HBe qui évolue soit vers la guérison ou bien vers la chronicité et c’est a ce stade
que des mutations du génome viral mutant pré core (Pré/c) peuvent apparaitre donnant une
hépatite & virus mutant ou bien une hépatite B chronique & Ag HBe négatif. Du point de vu
virologique, la majorité de nos patients avaient une charge virale basse (< 4 log Ul/ml) et

donc ce sont des hépatites a virus sauvage qui ont perdu I’Ag HBe.

La présence de I'Ag HBe indique une réplication virale active dans les hépatocytes avec un
risque élevé de développer un carcinome hépatocellulaire (Forbi et al., 2012).

L’hépatite B chronique a Ag HBe négatif compte dans certaines régions pour 50 a 80% du
total de la population des patients atteints d’hépatite B chronique (Funk et al., 2002).

L’épidémiologie de I’hépatite B chronique a Ag HBe négatif est marquée par une
prédominance masculine ce qui est concordant avec notre étude. Les patients sont le plus
souvent agés (en moyenne de 35 ans qui pourrait s’expliquer probablement par une
contamination précoce c.a.d. a I’enfance) par rapport a ceux de 1’hépatite B chronique a Ag
HBe positif. Au niveau virologique, les taux d’ADN VHB sont majoritairement bas (Zarski
et al., 2006, Shao et al., 2007, Lemoine et al., 2013). Dans les études épidémiologiques
disponibles a travers le monde, les taux d’ADN VHB sont bas chez les patients avec une
hépatite chronique a Ag HBe négatif (Rabbi et al., 2008, Dan et al., 2011).

Dans notre étude, 70,44% des patients avaient un ADN VHB < 4 log Ul/ml ce qui
concorde avec les résultats rapportés dans la littérature. Le virus n’est pas en réplication et

donc les patients sont contaminés probablement par un virus sauvage.

L’hépatite B chronique a Ag HBe négatif est associée au déeveloppement de maladies
hépatiques plus séveres notamment la cirrhose et le carcinome hepatocellulaire (Kim et al.,
2011, Papatheodoridis et al., 2012, Lemoine et al., 2013).

-
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I11.5- Résultats de la sérologie de I’hépatite D

Apreés réalisation des tests sérologiques d’hépatite delta a la recherche des anticorps totaux,
IgG anti-VHD, les résultats sont négatifs pour les 159 sérums testés. Nous pouvons donc
parler d’absence d’infection delta donc absence de coinfection VHB-VHD.

L’Algérie semble étre un pays moins exposé au virus de 1’hépatite delta selon un travail de

these qui a rapporté un taux de 2% (Gourari, 2012).

Le virus delta ne semble donc pas fréquent dans notre pays. L’Algérie est probablement

un pays de moyenne endémicité pour I’hépatite B comme les autre pays du Maghreb d’apres

Shai etal., (2011).

I11.6- Résultats des quantifications d’ADN viral de ’hépatite B
111.6.1- Interprétation des graphes de la PCR en temps réel du VHB

Suite aux etapes d’extraction et d’amplification, I’analyseur COBAS TagMan détermine
automatiquement la concentration en ADN du VHB dans des échantillons plasmatiques. Les
résultats sont représentés dans la figure 16 et ils sont affichés sous forme de « graphe » par le
logiciel AMPLILINK, en fonction de la quantit¢t d’ADN du VHB mesurée dans chaque

échantillon, il est possible d’avoir plusieurs graphes figure 17.

7 prélévements

CV =7 log
ul/ml 15 prélévements CV=5
28 prelevements ) {og Ul/ml
CV=28log Ul/ml 15 prélévements CV= 6
log Ul/ml
N ./

159
prélévementAg
HBs+

' 49 prélévements

45 prélévements —’>
CV=2log Uliml | CV = 4log Ul/ml

Figure 16 : répartition des prélévements selon la charge virale de 1’hépatite B
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Figure 17: exemple de quantification par I’automate COBAS TagMan.

A: résultat au dessus du domaine de quantification avec un log de 8.23 Ul/ml. B : résultat
dans le domaine de quantification avec un log de 5.96 Ul/ml. C: résultat au-dessous du
domaine de quantification (ADN non détecté).

Remarque : le domaine de quantification est compris entre [15U1/ml et 6.90x107 Ul/ml]

La figure 17 représente les différents types de profils susceptibles d’étre retrouvés dans les
résultats de la quantification. Ceux-ci illustrent la représentation graphique de la cinétique

d’accumulation de la fluorescence au cours des cycles d’amplification.

L’évolution de I’amplification de I’ADN viral présent dans 1’échantillon plasmatique est
représentée par une courbe de couleur rouge, tandis que la courbe de Standard de
quantification (QS) ou contréle interne est de couleur bleue. Les profils obtenus différent en

3
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fonction de la quantit¢ du produit d’origine au début de la réaction de polymérisation en

chaine.

En effet, plus le titre d’ADN- VHB d’un échantillon est €levé, plus t6t la fluorescence du
fluorophore rapporteur de la sonde VHB dépasse le niveau de fluorescence de base (Figure 17
A), et inversement. Par contre, la quantité d’ADN du contréle interne (QS) est constante dans
tous les échantillons, la fluorescence du fluorophore rapporteur de la sonde du QS doit
apparaitre au méme cycle pour tous les échantillons.

Les échantillons fortement positifs pour lesquels les valeurs des charges virales calculées
sont au-dessus du domaine du test, produisent un résultat invalide dont I’allure correspond a
celle représentée par la figure 17 A. Sur cette figure, on remarque que la courbe d’évolution
de ’amplification de I’ADN viral démarre trés t6t comparée a celle du controle interne. Dans
ce cas, du fait de I’impossibilit¢ de quantifier la valeur exacte, le logiciel du Cobas TagMan

précise que le cycle seuil (Ct) de I’’ADN cible correspond a la valeur 0.

Toutefois, en vue d’obtenir des résultats quantifiables, 1’échantillon d’origine doit étre
dilué dans du plasma humain et I’analyse doit étre refaite. Le résultat enregistré lors de cette

nouvelle quantification devra alors étre multiplié par le coefficient de dilution.

Dans le cas ou les valeurs des charges virales calculées se situent dans le domaine linéaire
du test, les résultats obtenus auront I’allure de ceux représentés par la figure 17 B. Ainsi,
I’intervalle entre les cycles seuils de I’ADN viral et du contrdle interne aura un degré de

variabilité relativement faible.

Enfin, la figure 17 C correspond a un résultat de quantification ou les valeurs calculées se
situent au-dessous de la limite de détection du test 15 Ul/ml. Dans ce cas, la quantification est
impossible et 1’allure de 1’évolution de I’amplification de I’ADN viral présent dans
I’échantillon est représentée par une droite paralléle a I’axe des abscisses dont la valeur de la

fluorescence est restée nulle.

I11.6.2- Répartition des cas selon la charge virale de I’hépatite B versus serologie de
I’hépatite delta

A travers les résultats obtenus, nous constatons que parmi un ensemble de 159
patients positifs en Ag HBs avec des charges virales différentes, aucun de ces patients n’est

coinfecté par le virus de I’hépatite delta (Figure 18).

-
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Figure 18 : répartition des patients selon la charge virale de I’hépatite B versus sérologie de
I’hépatite delta.

La prévalence et les facteurs de risque d'infection VHD sont étroitement liés a ceux du
VHB (Rizzetto, 1990). La Tunisie est une zone d’endémicité intermédiaire pour I'hépatite B,
mais la prévalence de VHD n’est pas bien connu dans certaines régions du pays (Triki et al.,
1997, Djebbi et al., 2009).

L’infection par le virus de 1’hépatite delta est principalement transmis lors des contacts
personnels particuliérement étroit, les membres d’une méme famille (Hassanjani-Roshan et
al., 2002).

La prévalence de la coinfection et de la surinfection VHB / VHD a augmenté au cours de
la derniere décennie en Iran, alors que la prévalence de I'hépatite aigué et chronique D a

diminué dans le monde entier (Karimi et Amini Safieh ; 2000).

Les individus a haut risque d’infection par le VHD sont les utilisateurs de drogues par voie
intraveineuse et les bénéficiaires continuels de sang et de produits sanguins, tels que les
patients atteints de thalassémie, I'némophilie, et les carences en facteurs de coagulation, a

Ispahan et d'autres régions de I'lran (Bakhshipour et al., 2012).

La prévalence de VHD différe dans les différentes parties du monde et semble plus élevée

en Europe orientale et en Asie occidentale (Bakhshipour et al., 2012).




Conclusion et perspectives

Depuis la découverte de I’antigéne Australia et la particule de Dane, des progrés
considérables ont été faits dans la connaissance de la structure des antigenes du VHB et de
son génome. La présence de I'Ag HBs reste le marqueur d'une infection au VHB, les autres
éléments du diagnostic sont soit des marqueurs de I’infection (anti-HBc IgM), soit des
¢léments permettant d’apprécier son évolution et son degré de réplication/contagiosité (Ag
HBe/anti-HBe), ou encore des molécules permettant de sélectionner les malades a traiter et de
les suivre (ADN-VHB).

Une interaction entre le virus de 1’hépatite B et le virus de 1’hépatite D est une coinfection
VHB-VHD causant une aggravation de la maladie hépatique. Cette derniére fait 1’objet de

notre étude.

Pour notre travail, nous nous sommes intéressés a déterminer la fréquence de 1’hépatite D
chez les patients atteints de I’hépatite B ainsi que I’influence de I’hépatite D sur les variations
de la charge virale et sur I’évolution clinique de 1’hépatite B en cas de coinfection VHB-
VHD. Pour cela, nous avons utilisé des tests sérologiques (CMIA et ELISA) ainsi qu’un test

moléculaire (PCR en temps réel).

A T’issue de notre étude nous avons constaté que malgré la présence du VHB avec des
charges virales élevées (> 2 log UI/ ml), aucun patient n’était coinfecté par le VHD. Apres
comparaison avec d’autres études réalisées en Algérie, nous avions trouvé une fréquence de
2% (Gourari, 2012). A partir des données récoltées dans la littérature et 1’ensemble de nos
résultats, nous pouvons supposer que 1’Algérie est un pays de faible endémicité pour le virus

de I’hépatite D et moyenne pour VHB.

En perspective,
Il est important d’élargir cette étude sur un panel plus important et de déterminer la

prévalence de cette infection dans notre pays.

Généraliser des centres de biologie moléculaire répartis sur les différentes régions

sanitaires du pays.

Il est également primordial de généraliser la vaccination contre 1’hépatite B dans les
milieux universitaires et collectifs afin de lutter efficacement contre ’infection a hépatite B et

d’empécher sa propagation.

-
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