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VHB Virus de I’Hépatite B
VHD Virus de 1’Hépatite D
VIH Virus de I’lmmunodéficience Humaine
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1. INTRODUCTION

L’hépatite Delta est une inflammation du foie, provoquée par un petit virus (36 nm) a acide
ribonucléique (ARN) circulaire défectif qui nécessite la présence du virus de 1’hépatite B
(VHB) pour sa réplication et sa propagation [1]. L’infection par le virus de I’hépatite Delta
(VHD) ne peut étre qu’une co-infection simultanée avec le VHB ou une surinfection,
entrainant ainsi une maladie plus sévére que la mono-infection par le VHB. En effet elle est
responsable d’hépatites fulminantes aigués ou d’hépatites chroniques graves pouvant évoluer
rapidement vers la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire [2]. L’interféron pégylé alfa-2a
est le seul médicament efficace contre le VHD. Le diagnostic des infections & hépatites virales
n’est pas systématique dans le contexte des pays a ressources limitées sauf dans le cadre de la
transfusion sanguine au cours de laquelle seules les infections aux VHB et VHC sont
dépistées. Or les infections hépatiques VHB et VHD ont les mémes modes de transmission et

contamination qui sont principalement parentéraux mais aussi sexuels.

Selon les estimations de I’OMS, plus de 5 % des personnes infectées par le VHB le sont aussi
par celui du VHD dans le monde dont 15 a 20 millions de porteurs chroniques, avec des
prévalences trés variables selon les régions [3]. En 2016, I’Afrique de I'Ouest présentait une
forte prévalence du VHD de 3 a 25% [4], dont 3,38% a Bobo-Dioulasso (Burkina) en 2015

[5].

L hépatite B est fortement endémique en Afrique de 1’Ouest avec une prévalence de 8%, la

plus €levée au monde selon ’OMS.

Le Mali est un pays de forte endémie pour le VHB avec une prévalence d’AgHBs dans la
population générale de 14,7 % et de 13,84 % chez les donneurs de sang [6].

De Janvier 2013 a Mars 2014, sur 1995 patients diagnostiqués au LABORATOIRE RODOL-
PHE MERIEUX pour I’AgHBs, 397 se sont révélés positifs soit une fréquence de 19,9% [7].

Selon une autre étude réalisée au CHU du Point G en 2014, une forte prévalence du VHB de
12,4% a été observée chez les patients infectés par le VIH [8] et 18,1% des donneurs de sang
a Bamako en 2014 [9].
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Cette forte prévalence rapportée par les études ci-dessus suggére une hypothése de I’existence
du VHD vue que les deux (2) virus ont le méme mode de transmission. Cependant le Mali ne

dispose pas d’information sur la co-infection VHB — VHD.

C’est au vu d’un tel constat qu’il nous a paru donc nécessaire d’évaluer la prévalence du VHD

au CHU Gabriel Touré de Bamako et nos objectifs étaient :
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OBJECTIFS

v Objectif général
Etudier la prévalence de ’infection par le virus de I’hépatite delta (VHD) chez les donneurs
de sang au CHU Gabriel Touré de Bamako.

v Objectifs spécifiques
e Déterminer les caractéristiques sociodémographiques des patients donneurs de sang.
e Déterminer la prévalence de I’infection par le virus 1’hépatite delta (VHD).

e Caractériser le profil génotypique du virus de 1’hépatite delta.
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GENERALITES
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2. GENERALITES

2.1.  Virus de ’hépatite Delta
2.1.1. Historique

Le virus de I’hépatite Delta a été decouvert par le jeune gastro-entérologue de 1’hopital
Molinette de Turin (Italie) le Dr MARIO RIZETTO et ses collegues en 1977 [10]. Alors
qu’ils étudiaient par la technique de I'immunofluorescence directe, des biopsies de foie de
patients italiens atteints de la plus grave forme d’hépatite B, ils mirent en évidence un nouvel

antigéne nucléaire distinct des Ag de surface (AgHBS) et de capside (AgHBc) du VHB.

Dans un premier temps, on pensait qu’il s’agissait d’'un marqueur inconnu du virus de
I'hépatite B (VHB). C’est a la suite de la transmission expérimentale de l'agent infectieux au
chimpanzé et la purification d'un ARN associé a cet AgHD qu’on a découvert l'antigéne
Delta, un nouveau virus dépendant du VHB pour sa réplication et sa propagation mais ne
faisant pas parti du VHB [11].

2.1.2. Les caractéristiques fondamentales-Classification du

virus Delta
Le virus de I’hépatite Delta est un petit virus @ ARN monocaténaire circulaire et fermé, de
polarité négative et constitué de 1672 a 1697 nucléotides en fonction du génotype [12].
Appartenant a la famille des Hepadnaviridae, il est le seul virus du genre Deltavirus. C’est un
virus défectif, cela signifie qu'il a besoin de la présence d’un autre virus (le virus de I'hépatite
virale B) dit « auxiliaire » lui permettant d’assurer sa réplication et sa propagation [13]. Le
génome du virus delta est unique parmi les génomes viraux humains mais présentant des

caractéristiques communes avec des agents infectants les végétaux, les viroides [12].

2.1.2.1. Structure du virus

» L’enveloppe virale

L'enveloppe du virus Delta est constituée d'antigene HBs emprunté a son virus auxiliaire le
VHB. Elle entoure une nucléocapside qui contient I'antigéne HD et I'ARN génomique. Elle
confére a la particule du VHD une densité de flottation de 1,25 g/cm3 dans la solution de

chlorure de césium.
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> Le génome viral

Le virus de I’hépatite D est un virus de petite taille, d’un diamétre d’environ 36 nm. Son
génome est un ARN monocaténaire circulaire, de polarité négative, d’environ 1700
nucléotides en longueur avec une composition G + C de l'ordre de 70% lui conférant une

structure secondaire linéaire pseudo-double brin [10].

Le génome du VHD code pour une seule protéine, I'antigéne delta (AgHD) qui a un rble
essentiel dans la regulation du cycle de réplication. Il coexiste deux formes (isoformes) de
I'AgHD dans la cellule partageant 195 acides aminés et ne difféerent que par le fait que la
forme large (L-AgHD) a 19 acides aminés supplémentaires a son extrémité C-terminale. Il
s’agit de p24 (ou petite protéine S-AgHD) dont le réle est damplifier la réplication du
génome et p27 (ou grande protéine L-AgHD) dont le role est d’inhiber la réplication du

génome [14].

La structure chimérique du VHD est composée d’une ribonucléoprotéine formée de I’ARN
delta associé aux deux protéines HD (p24 et p27) et de 1’enveloppe du VHB contenant les
protéines L-HBs, M-HBs et S-HBs de HBV. C’est un virus incomplet, c¢’est-a-dire qu’il est
autonome pour sa réplication a I’intérieur de 1’hépatocyte, mais il a besoin de I’enveloppe du
virus de 1’hépatite B, qui est la protéine de surface du VHB (I’AgHBs) pour 1’assemblage de

ses virions, et en permettre leur sortie des hépatocytes afin de réinfecter des nouveaux [15].
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Figure 1 : Le virus de I'népatite Delta : Mise au point 40 ans apreés sa découverte. (Source :

www.google.com).

» Les protéines d'enveloppe du VHD

Les trois protéines L, M et S synthétisées dans le réticulum endoplasmique, entrent dans la
composition de I'enveloppe du VHB et du VHD [15]. Elles apparaissent toutes sous formes
glycosylées et non glycosylées et sont codées par un seul cadre ouvert de lecture sur le

génome du VHB.

La grande protéine (L) contient donc la région pré-S1 amino-terminale (109 résidus acides
aminés), la région pré-S2 centrale (55 résidus acides aminés) et la région S carboxyles-
terminale (226 résidus acides aminés), alors que la protéine moyenne (M) contient les régions
pré-S2 et S et que la petite protéine (S) ne contient que la région S. Seule la protéine L est
myristylée a son extrémité amino-terminale. La région pré-S1 est clairement impliquée dans
I'étape initiale d'attachement au récepteur viral de I'HDV puisque les virions dépourvus de la
protéine L ne sont pas infectieux. Les protéines S qui vont diriger I'assemblage des particules
HBV ou HDV par leur capacité a s'auto-assembler. La formation des particules de Dane
nécessite donc la présence de la protéine L mais aussi de la protéine S puisque L ne peut ni

former de particules ni étre sécrétée en I'absence de S [10].
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» La protéine Delta

Les deux formes p24 (S-AgHD) et p27 (L-AgHD) de la protéine delta portent I'AgHD et leurs
structures primaires sont identiques a I'exception des 19 résidus acides aminés
supplémentaires a I'extrémité carboxy-terminale de L-AgHD. On retrouve les deux protéines
associees a I'ARN pour former des complexes ribonucléoprotéiques (RNP) dans les cellules
infectées et dans la nucléocapside des virions. Elles sont phosphorylées sur des résidus sérine,
non glycosylées, et assurent, dans le cycle de réplication du VHD, plusieurs fonctions que I'on
peut attribuer a des domaines précis sur la séquence peptidique.

. s 7 o it 195
1A o] CLD e HIS b= RAD e
15 20 2
L-HDag=—{ WHE B REL} | (NS

Figure 2 : Domaines fonctionnels de S-AgHD et L’AgHD [10], (Source :
www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlessPMC3807834/).

A P’exception des 19 acides aminés au niveau C-terminal de L-AgHD, Les antigénes delta
partagent la plus grande partie de leur séquence. Dans la séquence commune, ils ont comme
représenté sur la figure 2, un domaine coiled-coil (CCD), un signal de localisation nucléaire
(NLS) et un domaine de liaison d'ARN (RBD). Sur le L-AgHD le signal d'exportation
nucléaire (NES) et la cystéine unique, résidu 211, qui est la cible de farnésylation. Les

nombres indiquent la position des résidus d'acides aminés.

2.1.2.2. Les genotypes HDV
IL existe actuellement 8 génotypes du VHD qui vont du HDV-1 a -8.

> Le génotype 1 (VHD-1), responsable d’une hépatite plus sévére, il est le plus répandu
dans le monde. Présent principalement en Europe, au Moyen-Orient, en Amérique du
Nord, en Asie et en Afrique du Nord [16,17].
> Le génotype 2 (VHD-2) est généralement retrouvé en Extréme-Orient, au Japon, en
Sibérie Taiwan et a la Yakoutie (Russie) [14,18].
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> Le génotype 3 (VHD-3), il est le plus divergent de tous les génotypes du VHD, il

cause une forme sévére d'hépatite fulminante et est fréquemment retrouvé au nord de

I’Amérique du sud [14,15,18].

> Le génotype 4 (VHD-4) est restreint au Japon et & Taiwan [14].

> Les génotypes 5, 6, 7 et 8 sont retrouvés en Afrique subsaharienne et ont été

diagnostiqués chez des migrants originaires d’Afrique subsaharienne vivant en France,

contamineés dans leur pays d’origine [19].
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Figure 3 : Les 8 génotypes du VHB et du VHD, (Source : www.google.ml).
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2.2. L’infection par le VHD
2.2.1. Physiopathologie

2.2.1.1. Cycle de multiplication du VHD dans
I’hépatocyte

Le cycle de vie du VHD commence par l'adhérence et la pénétration du virion dans
I'népatocyte. Le cotransporteur polypeptidique du taurocholate de sodium (Na taurocholate
cotransporting polypeptide, NTCP), ayant pour role physiologique le transport de sels biliaires
fortement régulé par les cytokines pro-inflammatoires, présent a la surface des hépatocytes
permet la liaison entre I’antigéne de surface (AgHBS) via le domaine pré-S1 du L-HBsAg et
les hépatocytes. Rendant ainsi possible 1’entrée du virus dans les hépatocytes. L'AgHD qui
comporte un signal de localisation nucléaire transporte la ribonucléoprotéine du cytoplasme
vers le noyau ou aura lieu la phase réplication virale. Ce transport est trés important car
I'enzyme utilisée pour cette réplication virale est localisée dans le noyau. L'’ARN polymérase
Il cellulaire utilisant normalement un ADN double brin comme matrice, trompé par la
structure d'’ARN apparié assure la réplication de I'ARN du VHD [20].

Dans I'hépatocyte infecté, 'ARN génomique et I'ARN anti génomique sont détectés sous
forme linéaire et circulaire ainsi que sous forme de multimetres. La présence de ces

multimetres s'explique par une réplication dite «en cercle roulant» [10].

Le cycle de réplication du VHD comporte trois étapes successives qui sont : la premiere phase
d'initiation qui est suivie de la phase de réplication, puis de celle d'amplification. Au cours de
la premiere phase de réplication, les trois formes d’ARN sont synthétisées: I’ARN
génomique, I’ARN antigénomique et I’ARN antigénomique lin€aire polyadenylé
correspondant 3 ’ARNm (ARN messager) contenant le cadre de lecture ouvert (Open
Reading Frame, ORF) codant pour I’AgHD. Aprés la découverte de I’implication de I’ARN
polymérase Il cellulaire dans la réplication virale, il est aujourd’hui connu que I’ARN
polymérase I et 11l cellulaire sont également actives dans ce processus et leur sollicitation est
dépendante du compartiment subcellulaire ou se déroule la réplication [21]. Selon une étude,

la syntheése de I’ARN génomique se déroulerait dans le nucléoplasme via ’ARN polymérase
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IT alors que ’ARN antigénomique serait synthétisé au niveau du nucléole via I’ARN

polymeérase 11 et possiblement, I’ARN polymérase I [22].

Le modeéle de réplication utilisé par le VHD est dit en « cercle roulant », véritable exception
chez les virus animaux puisqu’intéressant habituellement les viroides infectant les végétaux.
Comme pour les viroides, il nécessite également 1’action de ribozymes (ARN pouvant
catalyser une réaction chimique). Lors de la premiere réplication en cercle roulant, des
multiméres d’ARN antigénomique vont étre transcrits a partir de I’ARN génomique
circulaire; puis ils seront autoclivés en brins de méme taille par des ribozymes viraux codés
par le brin antigénomique nouvellement synthétisé [23]. Ces ribozymes avec 1’aide d’une
ligase cellulaire vont entrainer la recircularisation du brin néosynthétisé par jonction de ses
deux extrémités. Lors de la deuxiéme réplication en cercle roulant, des multiméres d’ARN
génomique sont obtenus par transcription a partir des brins antigénomiques puis autoclivés
par un deuxieme ribozyme (codé par le brin génomique nouvellement synthétisé). La
réplication intranucléaire est illustrée par la Figure 4 [10]. Ainsi, I’ARN génomique circulaire
sera utilis¢ comme matrice pour la synthése d’ARN antigénomique, pour la synthése

d’ARNm ou pour la formation de nouvelles particules virales.
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Figure 4 : Réplication intra-nucléaire, Sureau C. J. Hepatol. 2015
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Enfin, les phases d’assemblage puis de bourgeonnement requiérent la présence obligatoire des
protéines d’enveloppe (AgHBs) du virus de I’hépatite B. Ce sont-elles les éléments
indispensables a la propagation du VHD. Les AgHBs vont venir recouvrir le matériel
génétique du VHD, créant son enveloppe virale. Pour cela, les AgHBs et les AgHD vont
devoir interagir entre eux au niveau d’un compartiment intermédiaire entre le réticulum
endoplasmique et I’appareil de Golgi, ’ERGIC (Endoplasmic Reticulum-Golgi Intermediate
Compartment). Aprés une réaction de farnésylation, un groupement farnésyl est ajouté sur les
large-HDAg, augmentant les propriétés lipophiles et les interactions protéines/protéines
permettant ainsi la liaison entre les large-HDAg du VHD et les S-HBsAg du VHB. Le virus
de I’hépatite Delta est alors complet et prét a étre libéré par les hépatocytes pour rejoindre la

circulation sanguine.
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Figure 5 : Cycle de réplication du VHD, (Source : www.google.ml).

2.2.2. Epidémiologie

2.2.2.1. Tropisme du virus

Le virus de I’hépatite Delta a un tropisme apparemment uniquement hépatocytaire.
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2.2.2.2. Mode de transmission
Le VHD a les mémes modes de transmissions que le VHB en raison de son association
obligatoire avec ce dernier. Elle peut se faire par le sang d’une personne infectée mais
également par contact avec d'autres liquides organiques, tels que le sperme, les sécrétions
vaginales ou la salive ou rarement par la transmission de mére a I’enfant. La période

d’incubation varie selon qu’il s’agisse d’une co-infection (plus longue) ou d’une surinfection.
» Voie parentérale

Elle est la plus fréquente dans les régions de faible endémie, et concerne les groupes a haut
risque d’infection pour le VHB, en particulier les consommateurs de drogues injectables. Une
étude de Baltimore déemontre 50% de co-infection par le HDV chez les patients VHB qui sont

des utilisateurs de drogues intraveineuses [24].

La transmission se fait également par contacts avec du sang ou des dérivés du sang, surtout
lies aux pratiqgues médicales (hémophiles, hémodialysés, acupuncture, chirurgie et la

transfusion sanguine) et a la pratique du tatouage ou du piercing.
» La transmission sexuelle

Tout comme I’hépatite B, I’hépatite D est une maladie sexuellement transmissible (MST).
Elle est fréquente dans les régions de forte endémie et se fait par le sperme les sécrétions

vaginales. Les homosexuels sont les plus exposés.
» Transmission mere-enfant

La transmission mére-enfant, essentiellement au moment de I’accouchement lorsque la mére

est porteuse du virus de I’hépatite B.

2.2.2.3. Reépartition géographique
La prévalence de I’hépatite Delta s’obtient généralement en fonction de patients porteurs

d’AgHBs, marqueur d’une infection chronique par le virus hépatite B.

La prévalence de I’hépatite B était estimée a la fin des années 90 a 350 millions de porteurs
chroniques dont 5% de cette population seraient infectés par le VHD, environ 15 a 20

millions, variant selon les régions [25].
Kadiatou dite Barro Coulibaly 42 Thése de pharmacie 2018



Prévalence de I’hépatite delta a Bamako (Mali)

Grace notamment aux efforts réalisés sur la vaccination, on observait en 2013 une baisse de
cette prévalence atteignant 248 millions de personnes AgHBs positives, soit environ 12.5
millions de patients atteints de I’hépatite delta [26]. D’aprés les derniéres estimations de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) sur les virus hépatiques, on observe une reprise
de I’épidémie, puisqu’en 2015, la prévalence était de 257 millions d’hépatite B chronique soit

3.5% de la population mondiale.

L’utilisation du vaccin a travers le monde entier depuis les années 1980 a permis chez les
enfants de moins de 5 ans, un recul de I’hépatite B chronique est observé depuis le début des
années 2000. En 2015, la prévalence de 1’hépatite B dans ce groupe n’était plus que de 1.3%
contre 4.7% a I’ére pré-vaccinale, bien qu’en Afrique, ce chiffre soit encore de 3%. Mais c’est
a Taiwan que I’impact de la vaccination est le plus marquant. La diminution I’incidence de
I’hépatite B chez les enfants de moins de 5 ans améne a supposer qu’a long terme, la

prévalence mondiale diminuera.

Malgre le fait que 1’agent delta ne peut se développer qu’en présence d’une co-infection ou
d’une surinfection par le VHB, on distingue les zones de forte endémie, des zones

d'endémicité intermédiaire et les zones de faible endémie.
> Les zones de forte endémie

L'agent delta est endémique dans le bassin méditerranéen, en Amérique du sud (le bassin
Amazonien, Pérou, Brésil, Venezuela, Colombie), dans la région méditerranéenne (ltalie du
Sud), au Moyen-Orient, dans certaines iles du Pacifique, certaines régions d’Asie, en Afrique
subsaharienne et centrale, en Mongolie, en Iran, en Pakistan, dans certains pays d’Europe de

I’Est, au Japon, en Taiwan et dans I’Est de la Turquie [14,27-31].
e En Afrique

Il existe tres peu de données sur la prévalence de la co-infection VHB/VHD. Cependant en
2017 certaines données épidémiologiques concernant certaines régions furent publiées a suite

d’une méta-analyse effectuée sur des études de 1996 a 2015.

En Afrique de I'Ouest, la séroprévalence combinée du virus de I'hépatite D était de 7,33%
dans les populations générales AgHBs positif et de 9,57% dans les populations hépatiques
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[32]. En Afrique centrale, la séroprévalence était de 25 a 64% dans les populations générales

et de 37 a 77% dans les populations de maladies hépatiques [32]. Le taux de prévalence est

plus faible en Afrique orientale et australe, qui est de 0 a 5% dans les populations générales

[32].
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Figure 6 : Séroprévalence du virus de I'hépatite D chez les sujets HBsAg positif en Afrique

subsaharienne dans des études publiées entre 1995-2015, (Source : www.google.ml).

Au Burkina, précisément a Bobo-Dioulasso, une étude transversale réalisée

au centre

régional de transfusion sanguine sur 177 donneurs testés, 6 soit 3,38% étaient porteurs des

anticorps anti-VHD [5].
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> Zones d'endémicité intermédiaire

Certaines zones sont reconnues comme étant d’endémicité intermédiaire mais des données

manquent pour plusieurs régions du monde.

e La Russie est un pays d’endémicité intermédiaire avec un taux allant de 2 a
7%.

> Zones de faible endémie

L’infection par le virus de ’hépatite delta est beaucoup moins répandue en Amérique du nord,

en Europe du nord et de 1’Ouest, en Australie.
e L’Europe

En France, une étude réalisée chez 4492 donneurs de sang AgHBs positif par I’institut
national de transfusion sanguine (INTS), menée par le Centre national de référence (CNR) des
hépatites B, C, et D sur 15 années (1997-2011) confirme que la France est une zone de faible
endémie pour le VHD, avec une prévalence de 1,98% [33].

Une autre étude concernant les patients infectés par le VHD en France, qui est la plus
significative est celle réalisée a partir de la biothéque du CNR associé hépatite Delta, qui
comporte plus de 1000 échantillons de patients répliquant le VHD collectés de facon
prospective de 2001 & 2011 (étude Deltavir soutenue par 1I’ANRS). Des données
épidémiologiques, cliniques, biologiques et virologiques ont pu étre recueillies pour 1112
patients. Les premiers résultats de cette étude confirment que les patients VHD sont
principalement des hommes (68,4%), originaires d’Afrique (59,5%), d’Europe de 1’Ouest
(18,5%), d’Europe centrale et de I’Est (13,7%), d’Asie (4,5%), du Moyen-Orient (2,9%) et
d’Amérique du Sud (0,6%). L’age médian est de 38 ans (IQR :30 ; 45). Les patients africains
sont plus jeunes que les patients non africains (36 versus 42 ans, p<0,001) [34].

e L’Amérique du nord
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Aux USA, I’hépatite delta a une prévalence variant entre 3 et 8% [14,35]. En Californie du

Nord, selon une revue rétrospective des dossiers, réalisée sur 1191 patients CHB, 499 avaient
été testés pour HDV, avec 42 (8%) co-infectés par le VHB /VHD [35].

2.3. Les marqueurs biologiques de la co-infection VHB -VHD
2.3.1. Les marqueurs non spécifiques

2.3.1.1. Les transaminases

Les transaminases sont des enzymes intracellulaires. Il en existe 2 types qui sont I'aspartame

aminotransférase (ASAT) et I'alanine aminotransférase (ALAT).

On constate une activité sérique élevée des transaminases en cas de cytolyse hépatique. Leur
valeur est entre 10 et 100 fois supérieures a la normale dans les hépatites aigués. La
supériorité de I’ALAT par rapport I’ASAT est un cas habituel sans signification particuliére
contraire a celle de ’ASAT.

2.3.1.2. Taux de prothrombine
Ce taux est abaissé lors de 1’hépatite sévere, le (TP < 50%). Un taux < 30% définit I’hépatite
fulminante. La Vitesse de Sédimentation des Hématies (VSH) est élevée et le taux de

lymphocytes est abaissé.

2.3.2. Les marqueurs spécifiques

2.3.2.1. Les antigénes

» Antigene HBs : protéine de surface du virus, il est détectable dans le sérum apres 2 a
6 semaines d’infection. L'antigéne HBs est positif dans la coinfection et la surinfection
puis, généralement, il devient non détectable car la présence du VHD inhibe le plus
souvent la réplication du VHB et I'AgHBe n'est alors plus détectable. Sa négativation
étant un phénomene tres rare, est le moyen le plus fiable pour garantir I’éradication du
VHD.

» Antigene HBc : protéine de I'enveloppe interne (core) du virus, il est le ttmoin de la
réplication virale dans le tissu hépatique d’un sujet.

» Antigene HBe : protéine interne au core, il est présent dans le sérum pendant une

période assez courte (3 a 6 semaines) et toujours associé a la présence d’antigéne HBs.
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Sa détection est associée a la phase la plus contagieuse de la maladie. La persistance
de I'HBe au-dela de 10 semaines doit attirer I'attention vers un passage possible a la
chronicité.
Cependant, il est négatif chez les mutants pré-C, alors que I’ADN du VHB est présent.
> Antigéne D (AgHD) : Sa présence confirme I’infection a VHD, il est exprimé a la
phase précoce dans le noyau des cellules hépatocytaires, sa présence est trés fugace (1
a 4 semaines) puis fait place aux anticorps anti-HD.
» L’ADN du VHB : son association a I’IgM anti-HBc est le signe d’une infection aigue
par I’hépatite B. Il peut étre indétectable en cas de surinfection, car le VHD inhibe la
réplication du VHB.

> L’ARN viral : dosé au cours de la co-infection mais également au cours de la
surinfection, peut devenir négatif en suivant le traitement mais les rechutes sont

fréquentes.

2.3.2.2. Les Anticorps

» Anticorps anti-HBs : sont présents dans le sang des personnes qui ont été exposées
au virus de I'hépatite B, ou qui ont recu une vaccination contre ce virus. Quand
I'anticorps anti-HBs est révélé et remplace I'antigéne HBs, le patient est considéré

comme guéri.

> 1gM anti-HBc : témoin d’une infection récente par le VHB, il est négatif au cours de

la surinfection.

> IgG anti-HBc : signe d’une infection ancienne par le VHB.

» Anticorps anti-HD : lls apparaissent aprés 2 a 5 semaines d’évolution.

> Les IgM-anti-HD, d’apparition récente, font place aprés 1 a 2 semaines aux IgG anti-
HD. Leur disparition au cours d’une hépatite aigue delta est un pronostic favorable
vers la gueérison.

» 1gG-anti-HD : Présente a la phase tardive de la maladie et persiste en faible quantité

apres guérison.
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2.4. L’histoire naturelle de la maladie a VHD et les marqueurs
diagnostiques
Pour la formation de son enveloppe, le VHD emprunte les protéines d’enveloppe du VHB.
On observe alors deux situations d’infections par le VHD, soit lors d’une co-infection avec le
VHB (infection simultanée des deux virus), soit lors d’une surinfection par le VHD chez un

patient porteur chronique de I’AgHBs.

2.4.1. Co-infection

Une co-infection par le VHD et le VHB est une infection au cours de laquelle les deux virus
sont simultanément contractés par un patient. Dans un premier temps, les hépatocytes sont
infectés par le VHB, sa réplication permet une a deux semaines plus tard au VHD de

s’exprimer.

Cliniquement, aprés 2 a 6 semaines d’incubation, survient une phase d’hépatite aigue,
éventuellement ictérique. Cette phase aiglie peut évoluer de maniere biphasique avec 2 pics de
cytolyse hépatique, traduisant I'infection en 2 temps des hépatocytes, résultant de 1’infection a
VHB dans un premier temps puis de celle du VHD.

De par les symptdbmes, on ne peut pas faire la distinction entre une hépatite aigué par co-
infection VHB/VHD et une hépatite aigué par le VHB seul.

Moins de 5% des co-infectés développent une VHD chronique. Dans le cas de la co-infection,
le pourcentage de formes fulminantes peut étre élevé allant jusqu’a 5-10% des cas avec un
faible taux de passage a la chronicité (2% environ). Dans la grande majorité des cas, 60 a 80%

des cas, la co-infection VHB/VHD aboutira a la guérison compléte du patient.

Le diagnostic sérologique de la co-infection repose sur la présence des marqueurs du VHB :
I'AgHBs et d'IlgM anti-HBc de titre élevé (témoignant d’une infection récente par le VHB) et
de ceux du VHD, a savoir I’AgHD qui est trés fugace et des anticorps anti-HD de type IgM
d’apparition précoce (2 a 5 semaines) qui sont ensuite remplacés 2 semaines plus tard par des
lgG.
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L'inhibition de la réplication du VHB engendrée par la survenue du VHD peut rendre
I'AgHBs indétectable dans le serum pendant quelques semaines. La figure ci-dessous fait une

illustration de ces marqueurs.

Marqueurs Sérologiques (1)

CO-INFECTION

Marquaurs

Temps (Mais)

Figure 7 : Variation des marqueurs sérologiques du VHD dans le cas d'une coinfection

(Gordien et al. 2012).

La guérison de l'infection virale B se traduit par la seroconversion anti-HBs. La coexistence
d'anticorps anti-delta de type IgG et des anticorps anti-HBs et anti-HBc signale la guérison de
la co-infection B-Delta [36].

2.4.2. La surinfection B-Delta
Il s’agit d’une infection causée par le VHD qui survient chez un patient déja positif a
I’hépatite B chronique (AgHBs positif) et conduit dans 80% des cas a une hépatite D
chronique. Du fait de la forte présence des protéines du VHB nécessaire a la formation de
I’enveloppe du VHD, on observe une atteinte hépatique plus grave et d’évolution plus rapide
que la co-infection, avec une évolution fréquente vers la chronicité (60 a 90% environ). Le
pourcentage de formes fulminantes est plus élevé dans le cas de la surinfection delta qu’au
cours des hépatites virales B aigués. La surinfection engendre le plus souvent 1’arrét de la

réplication du VHB entrainant donc I'apparition des anti-HBe, la disparition de I'Ag HBe, de
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I'ADN viral B et parfois méme a la disparition de I'AgHBs. A l'inverse, les marqueurs de la
multiplication virale delta deviennent détectables. La persistance des IgM anti-D six mois
apres la contamination est prédictive de la chronicité avec une charge virale VHD détectable
[36]. Voir figure 8.

Marqueurs Sérologiques (2)

E

SURINFECTION

Marqueurs

Temps (Années)

Figure 8 : Variation des marqueurs sérologiques du VHD dans le cas d'une surinfection

(Gordien et al., 2012).

2.4.3. Les complications
La double infection VHB/VHD, malgré le fait qu’elle inhibe la réplication du VHB, entraine
une évolution plus rapide de la maladie hépatique vers la cirrhose avec un risque plus élevé
de décompensation hépatique et de carcinome hépatocellulaire [14,37]. Les mécanismes de
cette aggravation ne sont encore trés clairs, mais le VHD possederait une pathogénicité qui lui
est propre notamment via le large-HDAg. Une étude italienne, s’intéressant pendant 28 ans a
prés de 299 patients infectés par le VHD, rapportait chez 30% d’entre eux une évolution vers
la cirrhose et chez 25% un carcinome hépatocellulaire. Le décés a la suite d’une
décompensation hépatique survenait dans 60% des cas [38]. Les formes fulminantes sont 100

fois plus fréquentes.
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2.5. Le diagnostic
2.5.1. Signes cliniques

L hépatite D aigue passe généralement inapercue, sur 1/10 des cas, on peut observer : le
jaunissement de la peau et des yeux (jaunisse ou ictére), urines foncées, selles décolorées,
fatigue extréme, le syndrome pseudo grippal, des nausées, des vomissements et des douleurs

abdominales.

2.5.2. Le diagnostic biologique

Le diagnostic virologique de 1’hépatite Delta repose sur deux types de test :

2.5.2.1. Diagnostic indirect

IL repose sur la recherche des anticorps anti-HD totaux (IgM et IgG).

La persistance des anticorps anti-HD de type IgM est évocatrice d’une infection chronique

mais sachez qu’elles peuvent manquer chez certains patients africains.

2.5.2.2. Diagnostic direct

C’est la recherche surtout de I’ARN viral Delta, quantifié par PCR en temps réel et de

I’ AgHD qui est recherché lors de la premiére phase de I’infection car il est tres fugace.

2.6. La prévention
Le VHD ¢étant un virus ayant absolument besoin de la présence du VHB pour fonctionner, n’a
pas de vaccin spécifique. La vaccination contre le VHB protége de I’infection 8 VHB et donc
de fagon indirecte d’une infection VHD. Mais la vaccination contre le VHB chez les
personnes déja porteuses du VHB ne permet pas de prévenir le VHD. Pour eux ¢a sera 1’usage
des objets stériles pour les hémophiles et les hémodialysés, le port permanent du préservatif
lors des rapports sexuels surtout chez les homosexuels, mais également la vaccination des

bébés nés de meres positives a I’AgHBs des la naissance.

Dans le milieu hospitalier, la stérilisation adéquate ainsi que la désinfection de I'équipement
médical, de I'environnement et des surfaces sont les précautions universelles adaptées pour

empécher I'exposition au sang.
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Dans le cadre de la transfusion sanguine, les tests de routine tels que la détection de I'AgHBs
et anti-HBc du sang collecté ont considérablement reduit le risque de transmission du VHB
donc du VHD.

Le vaccin contre 1’hépatite B existe depuis 1982, il prévient la contamination par le virus de
I'népatite B. Le vaccin ne guérit pas les porteurs chroniques, mais il est efficace de 90 a 95 %
pour prévenir I'apparition de cet état. Le vaccin anti-VHB est aussi le premier vaccin contre

un cancer et le premier vaccin contre une infection sexuellement transmissible.

Pour une vaccination compléte contre 1’hépatite B il faut administrer 3 doses : dont deux
injections espacées d’un mois, puis une derniere fois 6 a 12 mois apres la premiére injection
[39].

2.7. Le traitement et le suivi
L’objectif du traitement de I’infection & virus Delta est d’inhiber la réplication du virus, voire

I’éradiquer, afin de prévenir 1’évolution vers la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire.

2.7.1. Traitements des co-infections B-Delta
Pour la forme aigué typique, il n’existe pas de traitement spécifique, il suffit de respecter les
mesures usuelles recommandées au cours des hépatites aigués. Le traitement ne nécessite pas
forcément un repos strict ou un régime alimentaire particulier mais la corticothérapie pouvant
favoriser évolution de I’infection delta vers la chronicité est formellement déconseillée, la

prise d’alcool et des oestro-progestatifs doit également étre arrété pendant environ 3 & 6 mois.

2.7.2. Traitement de I'hépatite chronique Delta actuel

Les analogues nucléosidiques et nucléotidiques utilisés dans le traitement de I’infection au

VHB ne sont pas efficaces contre le VHD.

De nos jours le seul traitement disponible contre I’infection chronique par le VHD est
I’interféron pégylé alfa-2a (PEGASSY®) [40]. Selon une revue de 2013, les essais récents
permettent de conclure que seulement 25% des patients maintiennent une réponse virale
soutenue (VRS) apres 1 an de traitement [40]. La posologie d’utilisation de cette molécule est
de 9 millions d'unités (MU) 3 fois par semaine pour au moins 12 mois de traitement

permettant une normalisation des transaminases, puis une négativation de la réplication delta
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avec une amelioration histologique (nécrose péri portale réduite et inflammation portale et

lobulaire) marquée.

L’objectif du traitement est la négativation de 1’AgHBs, procurant une réponse durable.
Cependant il n’y a pas un temps défini pour I’arrét du traitement. Les cas la rechute sont
fréquentes dans le cas de I’ARN indétectable du VHD.

2.7.3. Traitements futurs de I’infection au VHD
De facon général, lors de la recherche d'un traitement pour les infections virales, les premiéres
cibles et les cibles préférées analysées sont les composants viraux, tels que les enzymes
impliquées dans le cycle de réplication du virus. Mais a part le ribozyme qui assure la seule
activité enzymatique du virus, le HDV n'a aucune autre fonction enzymatique spécifique a

cibler.

Les étapes du cycle cellulaire mal élucidées et ’absence d’enzymes impliquées dans le cycle
de réplication du virus illustrent les principales difficultés dans 1’élaboration d'une cible

thérapeutique spécifique du HDV.

Actuellement, plusieurs (3) molécules interagissant dans le cycle de réplication du VHD sont
a I’essai. Ce sont principalement le myrcludex B, Lonafarnib et les NAPs (Nucleic Acid

Polymers ; polymeéres d’acides nucléiques chargés négativement) [41].

» Le Myrcludex est un fragment acétylé de 47 acides aminés de la région pre-S1. IL
empéche de facon compétitive la fixation de la protéine L-HBSAQ a son récepteur
NTCP (Na (sodium) taurocholate Co transporter polypeptide) bloquant ainsi 1’entrée
du virus dans les hépatocytes [42].

» Le Lonafarnib est une molécule empéchant la farnésylation ou la prénylation de
I’HDAg-L. IL empéche ainsi le résidu lipophile farnésyl de se lier a la cystéine a
I’extrémité C-terminale de ’'HDAg-L bloquant donc 1’ancrage a I’enveloppe lors de
I’assemblage du virion. Il a été signalé pour diminuer la réplication HDV.

Ce traitement est actif au bout de 28 jours, mais présente de nombreux effets
secondaires sous forme de diarrhées et de nausées [43]. Sa combinaison avec le

ritonavir 100 mg comme booster ou la combinaison avec le PEG-alpha-2a 180
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ug/semaine permet une amélioration de I'efficacité antivirale avec une diminution de
la charge virale de 2 logs et des effets secondaires digestifs réduits [44].

» Le polymére d’acide nucléique REP 2139 fait partic d’une nouvelle classe de
médicaments  appelée  polyméres  amphipathiques  synthétisés a  partir
d’oligonucléotides phosphorothioates, résistant a la digestion par les nucléases de
I’hdte. Le REP 2139 inhibe surtout ’assemblage de particules virales contenant
I’HBsAg et est donc de ce fait, il est actif contre les VHB et VHD. IL présente une
meilleure tolérance et une efficacité supérieure par rapport au Myrcludex et au
Lonafarnib. Les premiers résultats d’une étude démontrent que 1’association du REP
2139 avec I’interféron pégylé alfa-2a pouvait contrdler la co-infection VHB/VHD et
réduire D’atteinte hépatique [45]. Des résultats prometteurs sont attendus a la fin de

cette étude.
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Figure 9 : Les traitements futurs de I’infection a virus delta (Source : www.google.ml).
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2.7.4. Traitement de I'hépatite fulminante
Le traitement de I'hépatite fulminante liee au VHD est la transplantation hépatique en urgence
des qu'apparaissent une encéphalopathie hépatique ou une insuffisance hépatique biologique
définie par un taux de prothrombine inférieur & 30 %. Dans ce cas, la réinfection apres

transplantation intervient moins souvent que dans le cas d'une infection par le VHB seul.
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METHODOLOGIE
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3. METHODOLOGIE
3.1. Type et période d’étude

Nous avons effectué une étude transversale prospective descriptive qui s’est déroulée

d’octobre a décembre 2014 chez les donneurs de sang, soit une période de trois mois.

3.2. Cadre de I’étude
Notre étude s’est déroulée a Bamako (Mali). La mini banque de sang du Centre Hospitalo-
Universitaire (CHU) Gabriel Touré a servi de cadre pour la collecte de nos échantillons qui
furent ensuite envoyés a I’hopital Pitié-Salpétriére (France) pour les analyses moléculaires par
Polymerase Chain Reaction (PCR).

3.2.1. L’historique du CHU Gabriel Touré
L’ancien dispensaire central de Bamako a été créé en 1951 et érigé en hopital le 17 janvier
1959. Il sera baptisé « Hopital Gabriel Touré » en hommage au sacrifice d’un jeune étudiant
en médecine originaire du Soudan frangais (actuel Mali) mort lors d’une épidémie de peste,

maladie qu’il contracta au cours de son stage en 1934.

L Hépital Gabriel Touré a évolué en Etablissement public & caractére administratif (EPA) en

1992, doté de la personnalité morale et de 1’autonomie de gestion.

L’Hopital Gabriel Touré était ’'un des quatre établissements publics (hOpitaux nationaux) a
caractere administratif (EPA) institués, par la loi n°92-024 AN-RM du 05 octobre 1992 ;
avant de devenir un Etablissement Public Hospitalier (EPH) par la loi n°03-022 AN-RM du
14 juillet 2003.

Il est situé en plein centre-ville de Bamako aux abords des rails dans la commune Il du
district de Bamako, entre I’Ecole Nationale des Ingénieurs (ENI) ou Ecole Abdramane Baba

Touré, entre I'état-major des armées d'un c6té vers le quartier Médina Coura.
3.2.2. Organisation du CHU Gabriel Touré

L’hépital du CHU Gabriel Touré est organisé en onze (11) départements comprenant

cinquante (50) services qui sont :
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Département administratif et financier :

Le service d’audit et contrdle de gestion ;

Le service des ressources humaines ;

Le service de comptabilité finance ;

Le service juridique et du contentieux ;

Le service social ;

Le service d’accueil, d’orientation et de communication ;
Le service de la logistique ;

Le service funebre.

Département d’ Anesthésie-Réanimation et des d’urgences médicaux chirurgicales :

Services d’ Anesthésie ;

Service des urgences ;

Service de réanimation et soins intensifs ;
Service de bloc opératoire ;

Service de régulation des urgences.

Département de biologie médicale :

Service d’anatomie pathologie et de cytologie ;
Service de laboratoire d’analyses biomédicales ;

Service de transmission sanguine.

Département de chirurgie et de spécialités chirurgicales :

Service de chirurgie générale ;

Service de chirurgie viscérale ;

Service de chirurgie traumatologique et orthopedique ;
Service d’urologie ;

Service de neurochirurgie ;

Service d’otorhinolaryngologie et chirurgie cervico-faciale ;

Service de chirurgie pédiatrique.
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Département de Gynécologie-Obstétrique :

e Services de Gynécologie,

e Service d’obstétrique.
Département de Médecine et spécialités médicales :

e Service de cardiologie ;

e Service d’hépato gastro entérologie ;

e Service de neurologie ;

e Service d’endocrinologie et des maladies métaboliques ;

e Service de dermatologie-vénérologie ;

e Service de médicine physique et rééducation fonctionnelle ;
e Service d’endoscopie

e L’unité de consultations externes de médecine générale.
Département médicotechnique :

e Service d’imagerie médicale ;
e Service d’exploration fonctionnelle ;
e Service de médecine nucléaire ;

e Service de radiothérapie.
Département de pédiatrie :

e Service de pédiatrie générale ;
e Service de néonatologie ;

e Service des urgences pédiatriques.
Département de pharmacie :

e Service de pharmacie hospitaliére ;
e Service de stérilisation ;
e Services d’Hygiene ;

e Service Controle et Prévention des Infections.
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Département de Santé Publique :

e Service d’Information Hospitalier ;
e Service d’Informatique Médicale et Télémédecine ;
e Service Formation et Recherche ;

e Service de Bibliotheque, Documents et Archivages ;
Département et Maintenance :

e Service de Maintenance Biomédicale ;
e Service d’Electricité et d’Eclairage ;
e Service de Plomberie et Adduction d’Eau ;

e Service Froid et Climatisation.

3.2.3. Le laboratoire d’analyses biomédicales

L’ancienne pharmacie de ’hopital a été réaménagée en laboratoire de biologie biomédicale

lui-méme faisant partie du Département de Biologie médicale.
Il comprend :

e Deux (2) grandes salles de travail pour I’hématologie et la biochimie
e Une (1) salle de prélévement et de parasitologie

e Une (1) salle de stérilisation

e Une (1) salle de garde avec toilette

e Un (1) bureau de chef de service

e Une (1) salle de quantification de charge virale pour les patients VIH positifs

Trois salles aménagées récemment pour les activités de bactériologie équipées en matériels de
bactériologie (3 automates d’hémoculture BACTEC® 9050, 2 hétes, des congélateurs, des

réfrigérateurs, des microordinateurs avec une communication sur Internet).

3.2.3.1. La Mini banque de sang

Faisant partie du service de laboratoire d’analyses medicales, il s’agit d’un conteneur tri-

compartimenté composé :
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e D’une (1) salle pour I’accueil et la sélection des donneurs de sang ;
e D’une (1) salle de prélévement pour les donneurs de sang, qui est également la salle de
dispensation des produits sanguins labiles ;

e D’une (1) salle pour la conservation des produits sanguins labiles (PSL).

Le CNTS assure 1’approvisionnement de la Mini Banque de Sang en des produits sanguins
labiles (PSL) et les poches collectées sont envoyées au CNTS pour la qualification

biologique.

3.2.3.2. Le personnel est constitué de :
e Deux (2) biologistes
e Une (1) infirmiere

e Deux (2) techniciens de laboratoire

3.2.4. L’hopital Universitaire Pitié Salpétriere (Paris)

L'hopital de la Pitié-Salpétriere situé sur le 47 boulevard de I'Hopital - 50-52 boulevard
Vincent Auriol - 75013 Paris, est le plus grand des hopitaux francais par sa superficie. Au sein
de ses 90 batiments répartis sur 33 hectares, sont présents 77 services regroupés en 10 pdles,
dont les urgences. Toutes les pathologies et sont traitées, a quelques exceptions pres. Les
origines de la Pitié-Salpétriere remontent au XVle siécle et son histoire est dit au roi Louis
X1V et au cardinal de Richelieu. De nombreux éléments sont classés ou inscrits au titre des
monuments historiques. L'union de ses joyaux est la chapelle Saint Louis, publiée a la
demande de Louis XIV.

e Le service de Virologie de I'nopital de la Pitié-Salpétriere nous a servi de cadre pour

notre étude.

3.3. Population d’étude

La population d’étude était composée au total de 300 donneurs de sang volontaires et des

donneurs de compensation positifs a I’AgHBs.
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3.4. Critéres d’inclusion
Etaient inclus dans notre étude tous les donneurs dont I’AgHBs était positif par des tests de
Diagnostic Rapide (TDR), 4gés d'au moins 18 ans, pesant plus de 55 kg et 60 ans au plus sans

distinction entre les professions ou les catégories sociales, avec toutes religions confondues.

3.5. Critéres de non inclusion :

Les donneurs séronégatifs a I'AgHBs ont été exclus de cette étude ainsi que toutes personnes

ne répondant pas aux critéres de don de sang.

3.6. Méthodes

3.6.1. Le prélevement sanguin
Aprés avoir obtenu le consentement éclairé de chacun des patients, nous avons procédé aux
prélévements veineux sur des tubes EDTA. Au total 300 échantillons des patients AgHBs
positifs ont été retenus pour notre étude et conserveés a -20°C.

3.6.2. Préparation des DBS (dried blood spot)

Pour la préparation des DBS, 250 pL (5 spots de 50 pL) de plasma ont été déposés sur papier
buvard absorbant (prédécoupé et cerclé de type papier buvard Munktell TFN ; Lasec SA
PTY) au CHU Gabriel TOURE de Bamako. Ce type de buvard permet d’éliminer les
contaminations croisées liées & la découpe des buvards avec des ciseaux contaminés par le
prélévement précédent. Les cartes DBS sont ensuite séchées a température ambiante pendant

18 heures.

Une fois arrives au laboratoire de virologie de 1’hopital Pitie-Salpétriere, les disques
prédécoupés ont été détachés et placés au fond d’un tube Eppendorff de 2 ml puis mis en
solution avec 1 ml de PBS (Phosphate Buffered Saline). Le PBS sert de tampon d’élution et
permet d’extraire les analytes des buvards apres incubation a température ambiante pendant
une nuit sous agitation continue. Les échantillons extraits des DBS sont ensuite traités comme
des échantillons de plasma et analysés par des méthodes classiques destinées au plasma ou au
sérum. Les DBS sont ensuite conservés a -20°C dans une pochette hermétique contenant un

sachet dessinant.
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Figure 10 : L’utilisation de DBS.

3.6.3. Dosage sérologique
Les différents échantillons ont fait 1’objet de diagnostic du VHB, du VHC, du VIH, de la
Syphilis ainsi que du VHD. Le diagnostic a été effectué par la technique Elisa en utilisant des

Kits appropriés.

Les sérologies hépatite Delta ont été réalisées par technique immun-enzymatique de type
Elisa indirect sur ETI-Max 3000 DiaSorin®. La détection d’anticorps anti-VHD totaux par la
technique Elisa constitue la méthode de référence lorsqu’elle est pratiquée sur du sérum de

patient.

» Techniques de dépistage des anticorps anti - VIH :

Le test utilisé est le Genscreen® ULTRA HIV Ag-Ab au laboratoire de virologie de I’hopital
Pitie-Salpétriére France. 1l se présente sous forme de trousse contenant une ou 5 plaques de 96
puits. C’est une technique immuno-enzymatique basée sur le principe de sandwich pour la
détection de I’antigéne HIV et des différents anticorps associés aux virus VIH1 ou VIH2 dans

le sérum ou le plasma. Il n’y a pas eu de résultat positif.

» Technique de dépistage de ’antigéne HBs :
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Le test utilisé est le Monolisa® Ag HBs ULTRA qui se presente sous forme de Kit contenant
une plaque de 96 puits. C’est une technique immuno-enzymatique basée sur le principe de
sandwich en un temps utilisant 3 anticorps monoclonaux sélectionnés pour leur capacité a se

lier aux différents sous types de I’AgHBs.
» Technique de dépistage des anticorps anti - VHC :

Le test utilisé est le Monolisa® Anti HCV plus version 2. Il se présente sous forme de Kit

contenant une plaque de 96 puits.

C’est une technique immuno-enzymatique pour la détermination qualitative des capsides

d'antigénes et des anticorps dirigés contre le virus VHC dans le serum ou le plasma humain.
» Technique de dépistage de la Syphilis

TEST ELISA

Test de dépistage systématiquement réalisé au laboratoire si une recherche de syphilis est

demandée.

En cas de positivité, un VDRL (Veneral Disease Research Laboratory) et un TPHA

(Treponema Pallidum Haemaglutination Assay) seront réalises.
e VDRL

Ce test d’agglutination détecte les anticorps anti-phospholipides du tréponeme. Il est trés
sensible mais peu spécifique : il existe des réactions croisées avec les anticorps
anticardiolipines (qui signent une maladie de systéme tel le lupus). Il est également
faussement positif lors d’infections virales, aprés certains vaccins, dans le lupus, les
connectivites, le myélome, la maladie de Waldenstrom. Par contre, paradoxalement, il peut
étre faussement négatif s’il y a une concentration d’anticorps trop élevée qui, en saturant les
sites antigeniques du reactif, empéche I’agglutination : c’est le phénomeéne de zone. Dans ce
cas, la dilution permettra de mettre en évidence la forte positivité du test. Il se négative apres
traitement et sert de marqueur pour suivre 1’efficacité du traitement : le taux d’AC diminue de

4 x en 6 mois).
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e TPHA

Egalement test d’agglutination, il détecte les anticorps spécifiques anti-tréponéme. Des faux
positifs sont aussi possibles en cas de lépre, maladies auto-immunes ou autres tréponemes non
véneériens. 1l reste positif apres traitement. 1l diminue progressivement (plusieurs années) mais

ne se négative jamais.

» Moyen diagnostic du virus de I’hépatite Delta - le séquencage

e Validation de la technique sur I’extraits de buvard
Pour valider la technique sur extraits de buvard, les échantillons datant de moins de 2 ans de
65 patients AgHBs positif et pris en charge a I’Hopital Pitié-Salpétriere ont été choisis : 39
patients avaient présenté une sérologie positive, et 26 avaient une sérologie négative. Le
sérum des patients a été déposé sur papier buvard, séché puis extrait avec 1 ml de PBS en

suivant le méme protocole que précédemment. Les résultats sont présentés dans le tableau I.
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Tableau | : résultats des 65 échantillons datant de moins de 2 ans.

Positif Négatif
(Technique de référence) (Technique de référence)
Positif (DBS) VP =32 FP=0
Négatif (DBS) FN=7 VN =26

La sensibilité de la technique sur DBS est de 82.1%, la spécificité et la VPP (Valeur
Prédictive Positive) de 100% et la VPN (Valeur Prédictive Négative) de 78.8%. Avec une
sensibilité supérieure a 80%, la réalisation de sérologie sur DBS s’inscrit parfaitement dans
une démarche de diagnostic et de dépistage méme si le risque de ne pas détecter tous les

patients séropositifs (faux négatif) existe.
e Extraction de PARN du VHD

L’extraction de I’ARN viral s’effectue par une technique manuelle sur le kit QIAamp® Viral
RNA Mini avec une prise d’essai d’échantillon de 140 uL (Figure 11). Aprés une étape de
lyse et sous I’effet de la centrifugation, les acides nucléiques sont capturés sur une membrane
contenant des particules de silice. La membrane subit ensuite deux étapes de lavage avec des
solutions tamponnées spécifiques. Enfin, ’ARN purifié (exempt de protéines, de
ribonucléases, de contaminants ou d’inhibiteurs) est élué par un tampon spécial et prés pour

une utilisation directe ou une conservation a -80°C.

Lyse Homogenize Use
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Figure 11 : Procédure d’extraction de I’ARN par centrifugation
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o Rétrotranscription et Amplification

La RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction pour Transcription Inverse et
Réaction en chaine par polymérisation) a été réalisée au sein du CNR Hépatite Delta (Centre
National de Référence) de I’Hopital Avicenne par des techniques maisons. La premiére étape
consiste a synthétiser un brin d’ADN complémentaire (¢cDNA) a I’ARN du VHD, par
transcription inverse puis a amplifier une région cible du cDNA. La transcription nécessite la
présence  d’amorces  désoxyribonucléotidiques qui vont s’hybrider au hasard
(RandomHexamers de chez Invitrogen®) sur I’ARN delta et d’une enzyme, la transcriptase

inverse Superscript 11 (Reverse Transcriptase).

Les 10 uL de mix 1 (Tableau Il) sont ajoutés aux 5 pL d’extrait d’ARN, puis vortexés et
centrifugés. Ensuite le mélange est placé dans un thermocycleur & 100°C pendant 5 minutes
pour désapparier les ARN puis, a la fin de ce cycle, placé immédiatement dans un bloc froid
issu du -20°C afin de figer les ARN dénaturés en position linéaire. Cette étape, qui différe des
protocoles classiques, est nécessaire chez ce virus riche en liaisons G-C entrainant plus de
70% d’auto-appariement qui sont autant d’obstacles au bon déroulement de la

rétrotranscription.

Tableau Il : Mix 1 (10 uL) ajouté aux 5 puL d’extrait d’ARN

REACTIFS Volume en plL /échantillon
dNTP mix (0.5 mM) 5
Amorce Random Hexamer (0.4 pM) 1
Eau DEPC gsp 10 uL 4
Total 10

Au 15 pL du melange précédent sont ajoutés, sans le sortir du bloc froid, 10 uL de mix 2

(Tableau I1l) puis le tout est placé dans le thermocycleur pour que commence la
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rétrotranscription de I’ARN en ADN complémentaire. Cette étape se compose d’une premiére

phase d’incubation pendant 45 minutes a 42°C suivie d’une phase de dénaturation pendant 5

minutes a 94°C et enfin d’une phase de conservation des produits de PCR a 4°C.

Tableau 11 : Mix 2 (10 uL)

REACTIFS Volume en pL/échantillon
DTT (10mM) 25
Eau DEPC 10 puL 1.385
Enzyme RT Superscript IT (100 U/uL) 0.5
RNase inhibitor (1 U/uL) 0.615
MIX RT Buffer 5X 5
Total 10

L’amplification de I’ADN proprement dite commence apres ajout de 5 pL d’ADN

Complémentaire dans 75 uL de mix 3 (Tableau V), se compose d’une phase de dénaturation

de 10 minutes a 95°C puis de 45 cycles d’une minute 45 secondes chacun (30 secondes a

95°C, 30 secondes a 62°C et de 45 secondes a 72°C), enfin d’une phase d’élongation finale de

7 minutes a 72°C. Les amorces Casey et 920s sont spécifiques de la région RO (Tableau V).

Tableau 1V : Mix3 ajouté au 5 pL. de cDNA

REACTIFS Volume en pL/échantillon
Eau stérile gsp 75uL 52.3
dNTP mix (200 uM) 54
Amorce Casey (0.25 pmol/uL) 2
Amorce 920s (0.25 pmol/pL) 2
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MgCI2 (1.5 mM) 4.8
Tampon 10X 8
Taq Gold 0.5
Total 75

Tableau V : Les amorces utilisées lors de la PCR.

Amorce Casey (anti-sens) 5°-3’ 5’- GAA GGA AGG CCC TCG AGA ACA AGA- 3

Amorce 920s (sens) 5-3° 5’- CAT GCC GAC CCG AAG AGG AAAG -3

Les étapes d’amplification sont résumées dans le Tableau VI.

Tableau VI : Cycles lors de la RT-PCR

CYCLES CYCLES Températures
1 Dénaturation 100°C: 5’
1RT 42° C: 45
1 Dénaturation 94°C:5’
95°C: 30~
Cycle d’amplification (45 cycles)
62°C:30”
72°C : 45>
Elongation Final 72°C:. 7
Maintien des produits de PCR 4°C: o

Sur le produit de la premiere PCR, une deuxiéme amplification peut étre effectuée pour

augmenter la sensibilité de la méthode : il s’agit de la PCR nichée (« nested PCR ») qui
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utilise, dans notre technique, le méme couple d’amorces et le méme protocole que
précédemment. Cette étape, non obligatoire, a été ajoutée pour prévenir une éventuelle perte
de sensibilité provoquée par I’utilisation d’un support DBS. Aprés migration, les produits de
PCR sont révélés sur gel d’agarose afin de vérifier la technique et de sélectionner les produits

de PCR a séquencer.
e Séquencage

Les produits de PCR sont ensuite purifiés a 1’aide d’un kit PCR Cleanup Celera® contenant
un mélange d’enzymes permettant la dégradation des résidus d’amorces et de ANTP apres une
heure sur thermocycleur (30 minutes a 37°C, 15 minutes a 80°C, 10 minutes a 4°C puis

maintien a 10°C).

Les produits de PCR purifiés subissent une réaction de séquencgage, ¢’est-a-dire 1’introduction
de didésoxyribonucléotides (dd-NTP) fluorescents, interrupteurs de chaine, permettant 1’arrét

de I’¢longation.

Les amorces utilisées lors de la réaction de séquencage sont identiques a celles utilisées lors
de la PCR nichée. Chaque échantillon est séquencé dans les deux sens pour augmenter la
qualité de la technique. L’ADN purifié (2 pL) est ajouté a 18 uL de mix (Tableau VII) et 25
cycles de PCR se déroulent comme présenté dans le Tableau VIII.

Tableau VII : Mix ajouté au 2 uLL d’ADN purifié¢ (PCR de séquengage)

REACTIFS Volume en pL/échantillon
Eau ppi 8,5

Tampon 5X 4

BigDye v3.1 2

Amorce (1.75 pmol/uL) 3,5

Total 75
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Tableau V111 : Cycles lors de la PCR de séquencage

CYCLES Températures
96°C: 107
25 cycles 50°C:5”
60°C: 4’
Maintien des produits de PCR 4°C: o0

Une fois la réaction de séquencage terminée, les produits de cette réaction sont purifiés sur
résine Sephadex® G50 réhydratée en plaque 96 puits MultiScreen HV. Cette étape a pour but
d’éliminer par gel-filtration les nucléotides non incorporés et les amorces de PCR en exces.
La limite d’exclusion de la résine G50 est d’environ 20 bases. Les produits de séquences
filtrés sont récupérés sur une plaque microAmpTM 96 puits. Le contenu de cette plaque est
analyse par le séquenceur capillaire automatique ABI PRISM 3130 (AppliedBioSystem). Le
principe de cet appareil est celui de la méthode de Sanger. Un séquenceur de génes capillaire
utilise des tubes capillaires de verre de seulement quelques microns de diamétre, sur plusieurs
dizaines de centimétres de longueur, pour réaliser I'électrophorése. Les quatre bases azotées
du brin d’/ADN séquencé passent dans le tube capillaire et sont marquées de quatre marqueurs
fluorescents différents pour les caractériser. La migration des brins dans les capillaires se fait
en fonction de leurs longueurs, et les signaux sortant de I’appareil sont ensuite analysés par un

logiciel et rendus sous forme de chromatogrammes (pics de fluorescence).

Le logiciel Segscape a été utilisé pour I’analyse des chromatogrammes. Il permet de mettre en
évidence une amplification et d’évaluer le nombre de nucléotides amplifiés, détecter
d’éventuelles doubles populations ainsi qu’éliminer les artéfacts et le bruit de fond ; enfin un
premier alignement des séquences de la région RO par rapport a une séquence de référence a
été réalisé. Les séquences sont ensuite analysées et alignées définitivement a 1’aide du logiciel
ClustalX [46], les variations de nucléotides permettant de définir les différents génotypes. La
région RO a été choisie pour le séquencage car codant pour les protéines virales, c’est elle qui

présente le moins de variabilité. Ensuite, I’analyse phylogénique est réalisée grace au logiciel
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DNAD:ist, qui calcule un score en fonction de la similitude des séquences trouvées par rapport
aux séquences de référence, puis au logiciel Neighbors, qui va comparer ces scores et pouvoir

génerer, avec le programme OutTree, un arbre phylogénétique.

3.7. Echantillonnage
La taille de I’échantillon de notre étude est fixée a 300 patients AgHBs positifs recrutés de

facon consécutive.

3.8. Analyses des données
Nos données ont été saisies sur Excel 2013 et analysées sur EPI info7 et le traitement du texte

a été effectué sur Word 2016.

3.9. Considération éthique

Cette étude a été effectuée en respectant les régles de bonnes pratiques de laboratoire.
L’anonymat et la confidentialité des patients ont été respectés conformément aux régles
d’éthique médicale et a la législation sur la recherche biomédicale et scientifique. Il n’y avait

pas de conflit d’intérét dans cette étude.
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RESULTATS
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4. RESULTATS

Au CHU Gabriel Touré 300 patients testés AgHBs positifs agés de 18 a 60 ans ont fait 1’objet
de notre étude. Les sérologies hepatite Delta des 300 patients ont été obtenues par technique
immuno-enzymatique (ETI-Max 3000 DiaSorin®) en réalisant quatre séries de 75
échantillons.

4.1. Donnees sociodémographiques des 300 donneurs de sang :
Le sexe masculin avec 89% était largement majoritaire contre 11% pour le sexe féminin avec

un sexe ratio de 8,09 en faveur des hommes.

HF BM

Figure 12 : Répartition des donneurs de sang selon le sexe.
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Tableau IX : Répartition des donneurs de sang en fonction de la tranche d’age.

Tranches d’Age Nombre Fréguence (%)
18 - 20 33 11,00%
21-25 60 20,00%

26 - 30 48 16,00%
31-35 63 21,00%
36 - 40 26 8,67%
41 -45 38 12,67%
46 - 50 12 4,00%
51-56 20 6,67%
Total 300 100,00%

Les tranches d’age 21 - 25 ans et 31 - 35 ans ont été les plus représentées avec respectivement
21 et 20%.

L’age médian a été de 32 ans avec des extrémes allant de 18 & 56 ans.
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La provenance des donneurs de sang

La grande majorité de nos donneurs de sang résidait & Bamako avec n = 274 soit une
prévalence de 91.3%.

274
300

250
200
150

100

so -
0

BAMAKO
HORS DE BAMAKO

Figure 13 : Répartition de la population d’étude en fonction de la résidence des donneurs de
sang de notre étude.
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Les donneurs de compensation ont été largement majoritaires au cours de notre étude avec
95,33%.

Type de don

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

B donneur de compensation B donneur volontaire

Figure 14 : Prévalence de la population en fonction du type de don.
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L’analyse de cette figure a montré que 8 patients parmi les 300 se sont révélés positifs vis-a-vis

des anticorps anti-VHD, soit 2.7% des patients testés positifs a I’AgHBs.

/
\

= NON = QUI

Figure 15 : Prévalence de I’hépatite delta positive dans notre population d’étude.
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Aprés I’analyse des 300 échantillons vis-a-vis du VHD, VHC, VIH et de la Syphilis, nous

avons obtenu respectivement les résultats suivants : 2,7%, 9%, 6,7% et 0%.

300 300 300 300
300 280
m Positif
250 ® Negatif
u total
200
2
o
€150
I
e
(&)
L
100
50
27 20
8 0
0
VHD VHC VIH BW

Figure 16 : figure représentative du résultat des 300 patients diagnostiqués vis-a-vis du VHD,

VHC, VIH et de la Syphilis.
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Tableau X : Caractéristiques des patients positifs au virus de 1’hépatite Delta

Patients

N 8
Sexe, n (%) Femme 0(0)

Homme 8 (100)
Age, ans Médiane 33

IQR 34-26
Situation familiale, n (%0) Célibataire 3(37.5)

Marié 5 (62.5)
Situation géographique, n (%) Bamako 8 (100)

Hors de Bamako 0 (0)

Donneur de compensation 8 (100)
Type de don, n (%) Donneur volontaire 0 (0)

Premier don 7 (87.5)

11 s’agit d’hommes résidant a Bamako et donneurs de compensation. L.’age médian est de 33 ans.
Il s’agit en majorité d’hommes mariés (62.5 %) venus donner leur sang pour la premiere fois
(87.5 %).
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4.2. Genre (sexe) des patients diagnostiqués positifs au VHD

Tous les patients positifs aux anticorps anti-VHD ont été du sexe masculin.

VHD Positif

HF

M

1 A

Figure 17 : Croisement entre le sexe et la positivité VHD dans la population d’étude.
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Tableau XI : Croisement en fonction de 1’age et de la positivité du VHD obtenue dans notre

étude.

RESULTAT DE HEPATITE D

AGE NON Oul Total
18 - 20 33 0 33
21-25 59 1 60
26 - 30 46 2 48
31-35 60 3 63
36 - 40 25 1 26
41 - 45 37 1 38
46 - 50 12 0 12
51 - 56 20 0 20

TOTAL 292 8 300

Les tranches d’age 26 - 30 ans et 31 - 35 ans ont été les plus représentées avec respectivement
2 et 3 cas positifs au VHD.

Les DBS des huit patients présentant des anticorps anti-VHD totaux ont ensuite été utilisés
pour rechercher la présence de virus circulant (patients répliquants) et d’en réaliser le
séquencage par des techniques de biologie moléculaire. Apres la phase d’extraction réalisée a
I’Hopital de la Pitié-Salpétriére, la rétrotranscription et I’amplification ont été effectuées au
CNR Hépatite Delta de I’Hopital Avicenne. Ces techniques ont permis de mettre en évidence
la présence d’un virus circulant chez le patient 236 montrant, au niveau du puits 5, une bande
de méme poids moléculaire que celle présente au niveau du puits 9 correspondant au témoin
positif (Figure 18). La PCR nichée n’ayant pas présentée une sensibilité plus importante que

la PCR classique, son produit d’amplification n’a pas été utilisé pour le séquencage.
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Figure 18 : Migration des produits d’amplification sur gel d’agarose.

Le séquencage par la méthode de Sanger et I’alignement des séquences par utilisation de

logiciels spécialisés ont permis d’identifier le génotype du virus présent chez le patient 236.

En utilisant le séquengage d’autres virus hépatite Delta publié dans la littérature, un arbre
phylogénétique a été élaboré (Figure 19).
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Figure 19 : Arbre phylogénétique des souches de virus hépatite Delta retrouvées dans la littérature.

COMMENTAIRES ET DISCUSSION
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5. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

5.1. Aspects méthodologiques
Il s’agissait d’une étude transversale prospective descriptive qui s’est déroulée d’Octobre a
Décembre 2014, soit une période de 3 mois. Les différents prélevements ont été realise au
niveau de la Mini Banque de Sang du CHU Gabriel Touré et étaient au total 300 donneurs de
sang positifs a I’AgHBs ne présentant aucune contre-indication absolue ou relative au don.
Les 300 donneurs inclus dans notre étude ont tous donné leur consentement et les bonnes

pratiques de laboratoire ont été scrupuleusement observees.
» Les Moyens diagnostics

Les sérums des échantillons collectés au CHU Gabriel Touré furent envoyés en France par un
systtme d’envoi sécurisé des échantillons mis en place depuis quelques années. Les
différentes analyses ont été effectuées entre le laboratoire de virologie de 1’hopital Pitié-

Salpétriére et au CNR Hépatite Delta (Centre National de Référence) de 1’Hopital Avicenne.

L’AgHBs, marqueur direct du VHB, traduisant la présence du virus dans le sérum, sa
recherche dans notre étude a été effectuée par est le Monolisa® AgHBs ULTRA. Ce
technique de derniere génération est presque le méme utilisé dans plusieurs études comme
celle de Malagnino et al pour la détection des hépatites B occultes par 1’Architect HBSAQ
Qualitative Il Kit avec un seuil de détection de 0,02 1U/mL [47] et le test Murex HBsAg
version 3 (DiaSorin, Italie) utilisé pour détecter I’HBsAg dans une étude réalisée par Sanou
AM et al. au Burkina Faso en 2018 [48].

Les sérologies hépatite Delta ont eté réalisées dans notre étude par la technique immun-
enzymatique de type Elisa indirect sur ETI-Max 3000 DiaSorin® [49]. L’ETI-MAX 3000 est
un analyseur de plaques de micro titration, contrdlé par le logiciel Windows PC, entiérement
automatisé qui effectue le traitement complet de 1’échantillon (pré-dilutions des échantillons,
distribution des échantillons et des réactifs, incubations, processus de lavage, transports de la
plaque), ainsi que la mesure et I’évaluation photométriques. La détection d’anticorps anti-
VHD totaux par la technique Elisa constitue la méthode de référence lorsqu’elle est pratiquée

sur du sérum de patient. Les techniques Elisa de derniere genération donnent des résultats
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précis et fiables. Tout comme dans notre étude, beaucoup d’autres études sont réalisees a
I’aide de ces ELISA de derniére génération. Au Burkina Faso en 2018, Sanou AM et al. ont
réalisé la prévalence de I’hépatite delta a I’aide des kits ETI-AB-DELTAK-2 (DiaSorin,
Italie) [50] et une autre étude en Guinée-Bissau a été réalisee avec Murex anti-delta (total)
(Murex Biotech Limited, Dartford, Royaume-Uni) [51].

L’extraction de ’ARN viral a été effectuée par une technique manuelle sur le kit QlAamp®
Viral RNA Mini avec une prise d’essai d’échantillon de 140 pL. L'extrait d’ARN purifié¢ a été
conservé a -80 ° C jusqu'a I’étape de la rétrotranscription et d’amplification d’une région cible
du cDNA. La transcription a nécessité la présence d’amorces désoxyribonucléotidiques qui
s’hybrident au hasard (RandomHexamers de chez Invitrogen®) sur I’ARN delta et d’une
enzyme, la transcriptase inverse Superscript Il (Reverse Transcriptase). Les produits de PCR
sont ensuite purifiés a I’aide d’un kit PCR Cleanup Celera®. Les produits de PCR purifiés
subissent une réaction de séquengage, c’est-a-dire 1’introduction de didésoxyribonucléotides
(dd-NTP) fluorescents, interrupteurs de chaine, permettant 1’arrét de 1’¢longation. Les
produits de séquences filtrés sont récupérés sur une plague microAmpTM 96 puits. Le
contenu de cette plaque est analysé par le séquenceur capillaire automatique ABI PRISM
3130 (AppliedBioSystem). Le logiciel Seqscape a été utilisé pour [’analyse des
chromatogrammes. Les séquences sont ensuite analysées et alignées définitivement a I’aide du
logiciel ClustalX. La région RO a été choisie pour le séquencage car codant pour les protéines
virales, c’est elle qui présente le moins de variabilité. Ensuite, 1’analyse phylogénique est
réalisée grace au logiciel DNADist, qui calcule un score en fonction de la similitude des
séquences trouvées par rapport aux sequences de référence, puis au logiciel Neighbors, qui va
comparer ces scores et pouvoir générer, avec le programme OutTree, un arbre

phylogénétique.

Le test utilisé pour le diagnostic du VIH est le Genscreen® ULTRA HIV Ag-Ab, et le
Monolisa® Anti HCV plus version 2 a servi pour diagnostiquer le VHC. Le dépistage de la
Syphilis a été fait par le VDRL (Veneral Disease Research Laboratory) et le TPHA.
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5.2. Caractéristiques des donneurs de sang
L’objectif de ce travail a été de définir la prévalence de 1’hépatite Delta chez les donneurs de
sang au CHU Gabriel Touré de Bamako (Mali), en utilisant comme support le papier buvard.
Sur les 300 patients AgHBs positif, seulement huit se sont révélés positifs vis-a-vis des

anticorps anti-VHD, soit une prévalence de 2.7%.

Ce chiffre semble inférieur comparé a la prévalence mondiale estimée a environ 5%. Avec
une prévalence de 7,33%, I’ Afrique subsaharienne est une région du monde ou la prévalence
de I’hépatite delta est parmi les plus élevées [32]. Notre taux faible peut souffrir d’une sous-
estimation due a un biais de recrutement : en effet, les patients ont été exclusivement des
donneurs de sang, sous-entendant un état clinigue normal ou ne contre-indiquant pas les
criteres du don, venus compenser les stocks de sang aprés la transfusion d’un proche dans
95,33% des cas et donc sensibilisés aux questions de santé. Notre résultat est similaire a 2%
obtenu par Yacoubi et al. en Tunisie en 2015 [52] mais plus faible par rapport a celui rapporté
par Asmah et al. au Ghana en 2014 qui a été de 11,3% chez les sujets porteurs chroniques du
VHB [53] et 11,4% au Benin chez les femmes enceintes [54].

En faisant une étude comparée entre le résultat obtenu dans notre étude et ceux d’autres
études dans certains pays limitrophes du Mali, toujours chez les donneurs de sang, nous avons
constaté que le notre est nettement inférieur a celui obtenu par Mansour et al. en Mauritanie
en 2012 soit 19,78% [55]. Ce taux élevé est associé de maniére significative a I'dge avance, au
nombre de mariages, a la profession militaire, a la résidence dans le désert et aux antécédents
d'hospitalisation des patients mauritaniens, des données socio-démographiques que nous ne
disposons pas toutes dans notre étude si n’est que notre population d’étude est
majoritairement citadine, originaire de Bamako (91.3% ; n = 274), dotée d’un niveau socio-
économique et un acceés au soin plus avantageux que ceux rencontrés par les populations
rurales ou I’information et 1’éducation autour des problématiques de santé sont peut-étre
moins relayées. Mais il est similaire a celui obtenu par A Sawadogo et al. au Burkina Faso en
2015 dont 3.38% [5] et 3.2% obtenu au Sénégal chez les patients vivants avec le VIH [4]. Il
semblerait que, dans cette sous-région d’Afrique de 1’Ouest, I’hépatite delta ne soit pas
particulierement prévalente comparativement a la situation en Afrique Centrale ou la

prévalence dépasse 25% de la population générale infectée par le VHB [27]. Au Gabon et au
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Cameroun nous avons observé respectivement une forte prévalence du VHD chez les femmes
enceintes 15,6% [56] et 7,3% [57].

Dans notre étude, seul le sexe masculin a été porteur des anticorps anti-VHD, ce résultat est
comparable a celui A Sawadogo et al. au Burkina Faso en 2015 qui ont eu 6 (3,38%) de
porteurs des anticorps anti-VHD tous du sexe masculin. Ceci pourra s’expliquer par le fait

que dans notre sociéte, les hommes sont plus aptes au don de sang.

Dans cette étude, I’utilisation du papier buvard comme support peut avoir sous-estimée la
prévalence car la sensibilit¢ de la technique a été évaluée a 82.1% lors d’une étude
préliminaire. Il serait intéressant d’étendre notre travail a d’autres catégories de patients
AgHBs positifs maliens comme les patients ruraux, les patients co-infectés (VIH, hépatites),
les receveurs de sang en dehors des banques du sang ou encore chez des patients dans les ages
extrémes. En effet, ’age médian des 300 patients est de 32 ans avec un IQR entre 23 et 39
années, excluant les enfants et les jeunes adultes ainsi que les sujets plus agés ; or I’infection
par le VHD étant majoritairement transmise lors de la petite enfance, il serait intéressant de

voir I’évolution de la prévalence dans la population en fonction de 1’age.

Le séquencage du génome viral a été réalisé chez les huit patients présentant une sérologie
positive au virus delta. La présence d’un virus circulant a pu étre mise en évidence chez
seulement le patient 236. Le virus isolé chez le patient 236 présente une forte similitude, au
niveau de la séquence nucléotidiqgue de la région RO, avec la souche AM902168
correspondant a un virus retrouvé chez un patient Ivoirien [58]. Les autres huit souches les
plus proches de celle retrouvée chez le patient 236 (Tableau XII) ont été mise en évidence
chez des patients eégalement Ivoiriens, pour deux d’entre elles (souches AM902170 et
AMO902181 [58]), deux souches ont été isolées de patients originaire de République
démocratique du Congo (souches AM902169 et AM902181 [58]), une souche d’un patient
venant de Centrafrique (souche AM779577 [58]), une souche d’un patient du Cameroun
(souche AM779575 [58]), une souche d’un patient d’Egypte (souche AF008375 [16]) et une
souche d’un patient du Liban (souche M84917 [59]). Sur ces neuf souches, trois ont été

isolées de pays limitrophes du Mali et huit de pays faisant partie du continent Africain.
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Tableau XII : Neuf (9) souches présentant les séquences nucléotidiques les plus proches du
patient 236

SOUCHES [16] [58] [59] PAYS
AM902168

AM902170 Cote d’Ivoire
AM902181

AM902167 République démocratique du
AM902169 Congo
AMT79577 Centrafrique
AMT779575 Cameroun
AF008375 Egypte

M84917 Liban

Des études s’intéressant a la charge virale et au séquengage du VIH et du VHB ont montré
une trés bonne corrélation entre les données obtenues sur plasma et sur PBS avec toutefois
une perte de sensibilité [60]. La limite de détection passant de 20 Ul/ml d’ADN VHB sur
plasma a environ 1000 Ul/ml sur DBS. Ainsi I’utilisation de ce support n’a peut-étre pas
permis la détection et le séquencage de tous les patients présentant un virus circulant. Pour
augmenter la sensibilité¢ de la technique, une PCR nichée a été réalisée mais elle n’a pas
présenté de meilleurs résultats. Une extraction manuelle sur colonnes a également été utilisée
a la place de I’extraction automatisée pour augmenter le rendement et offrir la meilleure
sensibilité a la technique de PCR. Pour s’affranchir de la perte de sensibilité due au support, il
sera intéressant de répéter ces techniques directement sur le plasma des patients possédant des
anticorps anti-VHD. Cependant, rappelons qu’une sérologie positive ne témoigne pas toujours
du caractere réplicatif de I’infection, elle peut étre le marqueur d’une infection ancienne.
Ainsi, dans une grande étude sur la prévalence de 1’hépatite Delta en Afrique subsaharienne,

les auteurs retrouvent, chez des patients mauritaniens donneurs de sang et chez des patients
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Camerounais hospitalisés en hépatologie AgHBs positif et anticorps anti-VHD positif,

seulement 62% et 61% de patients répliquants, respectivement (PCR ARN positive) [27].

Le séquengage a permis d’identifier le virus présent chez le patient 236 comme appartenant au
génotype 1. Il s’agit d’un génotype ubiquitaire retrouvé partout dans le monde, retrouveé
également dans une étude menée par Djebbi A. et al en Tunisie en 2009 [61] et aussi par
Yacoubi et al. en Tunisie en 2015 [52]. Les génotypes 2 et 4 sont retrouves en Asie,
principalement au Japon et & Taiwan, le génotype 3 est retrouvé en Amazonie et enfin les
génotypes 5, 6, 7 et 8 sont retrouvés essentiellement en Afrique. Plusieurs études montrent
que dans la région d’Afrique de 1’Ouest comprenant le Mali, les deux principaux génotypes
circulants sont le 1 et le 5. Le génotype retrouvé chez le patient 236 s’inscrit dans la
continuité des données de la littérature [27,62]. Il serait également intéressant de définir le
sous-génotype du patient 236. Il semblerait qu’au Mali, les sous génotypes la et 1b pour le
génotype 1 et les sous-génotypes 5a et 5b pour le génotype 5 soient les plus représentés [62].
Les séquences nucléotidiques codant pour la région RO les plus proches de celle du patient
236, mises en évidence par phylogénie lors de ce travail, orientent vers des virus isolés de
patients originaires de pays limitrophes du Mali comme la Cote d’Ivoire pour trois d’entre
eux. Les autres souches sont retrouvees chez des patients originaires de pays plus éloignés du
Mali mais appartenant a I’ Afrique subsaharienne pour quatre d’entre eux. Néanmoins, la base
de données utilisée pour la réalisation de I’arbre phylogénétique ne contenait aucune séquence
nucléotidique provenant du Mali. Or il aurait été intéressant de situer le virus retrouveé au sein

d’autres souches maliennes.

Kadiatou dite Barro Coulibaly 92 Thése de pharmacie 2018


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yacoubi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26513762

Prévalence de I’hépatite delta a Bamako (Mali)

CONCLUSION
ET RECOMMANDATIONS

Kadiatou dite Barro Coulibaly 93 Thése de pharmacie 2018



Prévalence de I’hépatite delta a Bamako (Mali)

6. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

6.1. Conclusion
Notre étude nous a permis d’évaluer la prévalence de I’infection hépatique par le virus Delta
au sein d’une population de donneurs de sang a Bamako (Mali) et d’effectuer le séquencage
des différents génes dans le cas de la positivité du virus de 1’hépatite Delta. Une prévalence de
2.7% a été obtenue. Elle semble faible, probablement a cause de 1’état de santé des donneurs,
respectant les criteres de dons de sang. Il serait plus intéressant d’étendre 1’étude a d’autres
zones géographiques et a d’autres groupes de sujets afin d’obtenir une prévalence plus précise
de la maladie au Mali. Chez le patient 236, nous avons isolé un virus du génotype 1, beaucoup
plus proche de souche AM902168 retrouvée en Cote d’Ivoire. Cette étude s’inscrit le cadre de
I’¢élargissement des connaissances de la prévalence de I’infection par le VHD, nécessaire afin
d’apporter des arguments pour le dépistage de la population et pour augmenter la vaccination
contre le VHB a la naissance, meilleur moyen de faire baisser la prévalence mondiale de

I’hépatite delta.

6.2. RECOMMANDATIONS

Au terme de notre étude, nous recommandons :

» Aux associations de lutte contre les hépatites et a la Direction Nationale de la Santé :

o Multiplier les campagnes de vaccination contre le virus de 1’hépatite B, en
insistant sur la vaccination a la naissance ;

o Mettre en place une politique de vaccination de rattrapage chez les
adolescents ;

o Préconiser la vacciner tout le personnel médical ;

o Mettre dans les laboratoires d’analyses médicales du Mali, les moyens
diagnostics du VHD ;

o Etendre 1’étude de la prévalence de I’hépatite Delta aux personnes infectées de
facon chronique par le ’hépatite B ;

o Tenant compte de I’existence de I’infection B occulte, inclure le diagnostic de

I’infection hépatique delta chez les donneurs de sang ;
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o Multiplier les campagnes de sensibilisation a I’endroit des personnes infectées

par le virus de I’hépatite B.
» Aux personnes infectées par le virus de I’hépatite B :

o Drutiliser les préservatifs lors des rapports sexuels ;
o Les seringues et aiguilles stériles pour les toxicomanes ;
o Des dispositifs médicaux a usage unique pour toute intervention ;

o Une amélioration des conditions socio-économiques.
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RESUME :

L’hépatite delta n’étant pas diagnostiquée de facon systématique au cours des dons de sang
dans les pays a ressource limitée a les mémes modes de transmission et de contamination qui

sont principalement parentéraux mais aussi sexuels.

Notre objectif a été d’étudier la prévalence de I'infection par le virus de I’hépatite delta

(VHD) chez les donneurs de sang au CHU Gabriel Touré de Bamako.

Notre étude s’est déroulée a Bamako (Mali). La mini banque de sang du Centre Hospitalo-

Universitaire (CHU) Gabriel Touré a servi de cadre pour la collecte de nos échantillons qui
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furent ensuite envoyés a 1’hdpital Pitié-Salpétriere (France) pour les analyses moléculaires par

Polymerase Chain Reaction (PCR).
Notre population d’étude était composée de 300 donneurs AgHBSs positif.
Apres le prélevement, les cartes DBS ont été confectionnées et envoyées en France.

La sensibilité de la technique sur DBS a été évalué a 82.1%. Il s’agissait de réaliser la
sérologie de 1’hépatite Delta par la technique immun-enzymatique de type Elisa indirect sur
ETI-Max 3000 DiaSorin® et d’en déduire le séquencage a partir de la sequence nucléotidique

de la région RO.

Sur les 300 patients AgHBSs positif, 8 ce sont révelés positifs soit une prévalence de 2,7%. Le
sexe masculin avec 89% était largement majoritaire contre 11% pour le sexe féminin avec un

sexe ratio de 8,09 en faveur des hommes.

Les tranches d’age 21-25 ans et 31-35 ans ont été les plus représentées avec respectivement
21 et 20%. L’age médian a été de 32 ans avec des extrémes allant de 18 a 56 ans. La grande
majorité de nos donneurs de sang résidait a Bamako avec n = 274 soit une prévalence de
91.3%.

Une analyse des 300 échantillons vis-a-vis du VHD, VHC, VIH et de la Syphilis a été réalisé,
nous avons obtenu respectivement les résultats suivants: 2,7%, 9%, 6,7% et 0%. Le

séquencage a permis d’isoler chez le patient 236 un virus du génotype 1.

Cette étude montre une prévalence faible du VHD, probablement a cause de 1’état de santé
des donneurs, respectant les criteres de dons de sang. Il serait plus intéressant d’étendre
I’étude a d’autres zones géographiques et a d’autres groupes de sujets afin d’obtenir une

prévalence plus précise de la maladie au Mali.

Cette etude indique la nécessité d’inclure le diagnostic de I’infection hépatique delta chez les
donneurs de sang pour une securité transfusionnelle compte tenu de I’existante de 1’hépatite B

occulte.

Mots clés : Prévalence, virus, Hépatite B, Hépatite Delta, sequencage, Mali.
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SUMMARY :

Since hepatitis delta is not systematically diagnosed during blood donations in resource-
limited countries, it has the same modes of transmission and contamination that are mainly

parenteral but also sexual.

Our objective was to study the prevalence of hepatitis delta virus (HDV) infection among
blood donors at the Gabriel Touré University Hospital in Bamako.

Our study was done in Bamako (Mali). The Gabriel Touré University Hospital Centre (UHC)
blood bank served as the framework for the collection of our samples, which were then sent to
the Pitié-Salpétriere Hospital in Paris (France) for molecular analyses by Polymerase Chain
Reaction (PCR).

Our study population was 300 donors who were positive to the surface antigen HBsAg.
After the sampling, the DBS cards were made and sent to France.

The sensitivity of the technique on DBS was evaluated at 82.1%. The aim was to serologize
Delta hepatitis using the indirect Elisa enzyme immunoassay technique on ETI-Max 3000

DiaSorin® and to derive the sequencing from the nucleotide sequence of the RO region.

Of the 300 HBsAg donors who were positive, 8 were positive, either a prevalence of 2.7%.
The male sex with 89% was largely majority against 11% for the female sex with a sex ratio

of 8.09 in favour of males.

The 21-25 and 31-35 age groups were the most represented with 21 and 20% respectively.
The median age was 32 years with extremes ranging from 18 to 56 years. The majority of our

blood donors resided in Bamako with n = 274 or a prevalence of 91.3%.

An analysis of the 300 samples for HDV, HCV, HIV and Syphilis was carried out and the
following results were obtained : 2.7%, 9%, 6.7% and 0% respectively. Sequencing was

possible to isolate a genotype 1 virus from donor number 236.

This study shows a low prevalence of HDV, probably due to the health status of donors who

meet the blood donation criteria. It would be more interesting to extend the study to other
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geographical areas and groups of subjects in order to obtain a more accurate prevalence of the

disease in Mali.

This study indicates the need to include the diagnosis of delta hepatic infection in blood

donors for transfusion safety in view of the existing occult hepatitis B.

Keywords : Prevalence, virus, hepatitis B, hepatitis Delta, sequencing, Mali.
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SERMENT DE GALIEN

« Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de [’ordre des
pharmaciens et de mes condisciples :

D’ honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur
téemoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;
D’exercer, dans l’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience
et de respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les regles
de [’honneur, de la probité et du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa
dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour
corrompre les moeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses.
Que je sois couverte d’opprobre et méprisée de mes confreres sij’y manque
».

Je le jure

Kadiatou dite Barro Coulibaly 106 Thése de pharmacie 2018



