UN RSITE SEN OR

Universite internationale de langue francaise

Au service du développement africain

Opérateur direct de la Francophonie

MASTER EN DEVELOPPEMENT
DEPARTEMENT : SANTE
SPECIALITE : SANTE INTERNATIONALE

PREVALENCE, FACTEURS DE RISQUES ET
EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE DE IL’HEPATITE
VIRALE DELTA AU SUD TOGO

PRESENTE ET SOUTENU PAR :
Folly ANYOVI

XV Promotion : 2015-2017

Alexandrie

EGYPTE



o ° 14

7 Université Senghor
Université internationale de langue francaise
b au service du développement africain
J Opérateur direct de la Francophonie

PREVALENCE, FACTEURS DE RISQUES ET
EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE DE I’HEPATITE
VIRALE DELTA AU SUD TOGO

Présenté par :

Folly ANYOVI

Pour I’obtention du Master en développement de I’Université Senghor
Département de Santé

Spécialité en Santé Internationale

Soutenu le 25/01/2017 devant le jury composé de :

Président : Dr Francoise-Marie LAHAYE, Directeur de Département Santé, Université Senghor
Membres : Prof Christophe RAPP, Professeur Directeur médical CMETE, Ecole Val de Grace
Dr Serge DIAGBOUGA, Maitre de Recherche, IRSS (Directeur de Mémoire)

Université Senghor Opérateur directe de la Francophonie
1, Place Ahmed Orabi, BP: 451, 21111 El Mancheya, Alexandrie-Egypte

www.usenghor-francophonie.org



Master Il en Santé Internationale Folly ANYOVI 2015-2017

DEDICACE
A

Mon pere ANYOVI Théodore, que la terre te soit 1égere ;
ANYOVI Freud Emmanuel

« Parmi tous les mysteres qui nous entourent, rien n’est plus certain que [’existence d’une

Energie Infinie et Eternelle qui est la Source de toutes Choses » Herbert Spencer




Master Il en Santé Internationale Folly ANYOVI 2015-2017

REMERCIEMENTS

Président du Jury
Malgré vos multiples occupations, vous avez accepté de présider ce jury. Cette disponibilité
pour la cause scientifique que nous trouvons aupres de vous exalte notre admiration.

Recevez I’expression de notre profonde gratitude.

Maitre et Juge
Nous sommes tres sensibles a I’honneur que vous nous faites en acceptant de faire partie de ce
jury malgré votre emploi du temps chargé. Nous avons souhaité votre présence dans ce jury

pour bénéficier de vos suggestions combien pertinentes et constructives.

Directeur de Mémoire

C’est ’occasion encore pour moi de vous remercier pour 1’attention particuliére que vous
avez porté a ce travail. En acceptant de diriger ce travail vous n’avez ménagé ni votre temps,
ni vos ressources pour sa bonne marche et vos conseils m’ont été trés utiles. Votre amour du

travail bien fait est louable. Veuillez accepter ma reconnaissance.

A Mme Alice MOUNIR, la Grande sceur qui était toujours présente pour nous et qui nous

comprend toujours.

Au Professeur Jacques SIMPORE, pour vos conseils et votre rigueur scientifique que vous

nous inculqué, nous as valu ce diplome, merci Professeur.

Au Prof. Jean Michel PAWLOTSKI, Prof. Stéphane CHEVALIEZ, Dr EMMANUEL
GORDIEN, Dr FREDERIC LE GAL, Dr SEGOLENE BRICHLER, ATHENAIS
GERBER, merci pour tous ce que vous m’avez appris et de m’avoir accepté dans votre

équipe.

Au Prof. Beate KAMPMANN d’Imperial College (Londre) pour vos conseils dans le choix

de ce master. Merci Beate.

A tous les techniciens du laboratoire de virologie d’Henri Mondor et Avicenne. Merci du fond

de coeur.

eéme

A tous les collégues de la XV~ promotion.



Master Il en Santé Internationale Folly ANYOVI 2015-2017

RESUME

Introduction : A l'heure actuelle I'hépatite virale constitue un probléme majeur de santé
publique dans le monde, en particulier en Afrique ou le virus de I'hépatite B (VHB) et le virus
de I'hépatite delta (VHD) sont fortement endémiques. Elle est causée par différents types de
virus et conduit aux morbidités liées au foie. L’association des facteurs viraux, tels que la
charge virale et les génotypes se sont révélés étre liés a la pathogenése du carcinome
hépatocellulaire et a la réponse aux traitements. Peu d’études se sont intéressées a
I’épidémiologie moléculaire du VHB, VHC et VHD au Togo. L’objectif de cette étude vise a
contribuer a nouveau a la connaissance de la co-infection VHB/VHD et les génotypes
prédominants au Sud Togo ainsi que leur distribution et les facteurs avec lesquels ils sont

associés.

Méthodes : Cette étude menée a L’ONG ASADH (Association Sauvons [’Afrique Des
Hépatites) en collaboration avec le laboratoire Biogenes Institute (BGI) a Lomé-Togo et le
Laboratoire de bactériologie-virologie-hygiéne unité de virologie Avicenne Virus de
I’Hépatite Delta, Laboratoire associ¢ au CNR de I’Hépatites B, C et Delta en France a
concerné 119 sujets. Tous les sujets (119) avaient un TRD (Test Rapide d’Orientation du
Diagnostic) positif pour la détection de I’AgHBs et 17 sujets avaient une sérologie delta
positif pour la détection des anticorps anti-VHD. Les techniques de la sérologie automatisée,
la RT-PCR, la PCR ont été utilisés respectivement pour la quantification des acides
nucléiques (ARN) chez les sujets positifs a la sérologie automatisée. Le séquencage et la

phylogénie ont été utilisés pour la détermination des génotypes.

Résultats : Parmi les 119 patients AgHBs-positif, 17 (14,28%) patients avaient des anticorps
dirigés contre le VHD. Environ un tiers des individus séropositifs pour le VHD avait un ARN
du VHD détectable. La charge virale moyenne était de 5,97+1,22 Copies/mL. Le génotype
viral a été¢ déterminé chez 9 des 17 patients ayant un ARN détectable. Tous les sujets étaient

infectés par un génotype 1.

Conclusion : Dans cette étude nous confirmons la présence des génotypes 1 du VHD au Togo
mais aussi mettons en évidence pour la deuxiéme fois au Togo a notre connaissance la

prédominance du génotype 1 du VHD.

Mots clés : VHB, VHD, RT-PCR, Génotypage, Phylogénie, Sud Togo.
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ABSTRACT

Introduction: Viral hepatitis is a major public health problem worldwide, particularly in
Africa where the virus of hepatitis B (HBV) and hepatitis delta (HDV) are highly endemic. It
is caused by different types of virus and leads to liver-related morbidities. The association of
viral factors, such as viral load and genotypes were found to be associated with the
pathogenesis of hepatocellular carcinoma and response to treatment. Few studies have
focused on the molecular epidemiology of HBV, HCV and HDV in Togo. The objective of
this study is to contribute again to the knowledge of HBV/HDV co-infection and genotypes
prevalent in Southern Togo and their distribution and the factors with which they are

associated.

Methods: This study conducted at The Asadh NGOs (Association Of Hepatitis Saving
Africa) in collaboration with the Biogenes Institute (BGI) in Lome-Togo and the Laboratory
of Virology Unit Bacteriology-Virology-Hygiene Avicenna Virus Hepatitis Delta, Laboratory
associated with the CNR of Hepatitis B, C and Delta in France has involved 119 subjects. All
Topics (119) had TRD (Rapid Test Guidance Diagnostics) positive for the detection of
HBsAg and 17 subjects had a positive delta serology for the detection of anti-HDV.
Automated serology techniques, RT-PCR, the PCR were respectively used for the
quantification of nucleic acids (RNA) in positive subject’s automated serology. The

sequencing and phylogeny were used for genotyping.

Results: Among 119 HBsAg-positive patients, 17 (14.28%) patients had antibodies against
HDV. About a third of HDV-positive individuals for the HDV had a detectable HDV RNA.
The average viral load was 5.974+1.22copies/mL. The viral genotype was determined in 9 of

17 patients with detectable RNA. All subjects were infected with genotype 1.

Conclusion: In this study, we confirm the presence of genotypes 1 HDV in Togo but also

highlight the second time in Togo our knowledge the dominance HDV. gel

Key words: HBV, HDV, RT-PCR, Genotyping, Phylogenie, South Togo.
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INTRODUCTION

L'hépatite vient du mot latin qui signifie I’inflammation du foie (1). A I'heure actuelle
'hépatite virale constitue un probléme majeur de santé publique dans le monde, en particulier
en Afrique ou le virus de I'hépatite B (VHB) et le virus de I'hépatite delta (VHD) sont
fortement endémiques (1, 2). Elle est causée par différents types de virus et conduit aux
morbidités liées au foie (3, 4). La plupart du temps l'infection hépatique est causée par un
virus, mais parfois l'infection peut se produire par plusieurs virus et conduit a différents
problémes, dont une incidence plus élevée de la morbidité et de la mortalité¢ (1). Comme le
virus de 1'hépatite C (VHC), le VHB et le VHD sont transmis par des voies semblables (par le
sang ou les produits sanguins), provoquant d’une double, voire une triple infection en méme
temps chez certains patients (5, 6). Le VHD est un virus défectueux hépatotropique dont
l'infectiosité¢ dépend du VHB pour la fourniture de son enveloppe, qui se compose de
l'antigéne de surface (AgHBs) du VHB (7-9). La super- ou co-infection du VHD est un risque
majeur pour la santé des patients infectés par le VHB de fagon chronique ou aigiie en raison
de I'augmentation du risque d'hépatite fulminante ou de progression sévere de la maladie (7).
Des enquétes sérologiques ont montré que l'infection par le VHD est présente dans le monde
entier, mais avec une répartition irréguliere. Sa prévalence est estimée a 5% chez les individus
infectés par le VHB. Suite a la mise en ceuvre des programmes de vaccination contre le VHB
dans les années 1990, une baisse significative de l'incidence a été signalée (10). Cependant,
l'incidence est en augmentation en Europe orientale et australe (8) en Afrique sub-saharienne,
dans le bassin de I'Amazone, des parties de I'Asie et le Moyen-Orient (11, 12). Actuellement
huit génotypes différents du VHD ont été signalés et les génotypes 1, 5 a 8 ont été caractérisés
en Afrique sub-saharienne. Pour la premiére fois (13) ont montré I’existence des génotypes 1
et 5 au Togo, tres peu d’études d’épidémiologie moléculaire ont ét€¢ consacrées aux hépatites
virales. Des ¢études de la prévalence d’épidémiologiques moléculaires du VHD et de la
détermination des génotypes du VHB et du VHD en circulation dans les régions endémiques
au VHB du Togo sont nécessaires pour évaluer et améliorer les mesures de contrdle de la co-
infection VHB/VHD. Dans cette étude, nous avons donc étudié la séroprévalence du VHD et
la circulation des génotypes VHB et VHD dans les échantillons de sérum a AgHBs positif du

Sud Togo ainsi que leur distribution et les facteurs auxquels ils sont associés.



REVUE
BIBLIOGRAPHIE
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1. VIRUS DE L’HEPATITE D

1.1. Le Virus
Le virus de I'hépatite D (VHD), responsable de 1'hépatite delta, a été¢ identifi¢é en 1977 par

Mario Rizzetto et ses collégues, dans une cohorte de virus de I'hépatite B (VHB) des patients
infectés qui ont eu une hépatite sévere (14). Le virus de I’hépatite delta (VHD) est un agent
infectieux satellite du VHB, qui se transmet exclusivement dans le contexte d’une infection
par le VHB(15-17): le VHD ne peut étre ainsi transmis que chez les individus qui ont
simultanément ou antérieurement acquis le VHB. La transmission peut survenir au cours
d’une infection simultanée avec le VHB ou d’une surinfection par le VHD chez un sujet
porteur chronique de I’AgHBs (8, 16). En raison de ses caractéristiques qui le distinguent
parmi tous les virus du régne animal, le comité international de taxonomie virale a proposé de

classer le VHD dans le genre des Deltavirus (18).

1.2. Structure du virus et organisation génétique
Le virion du VHD est une petite particule sphérique d’environ 36 nm de diameétre(19). C’est
un virus 2 ARN simple brin de polarité négative, d’une taille de 1700 nucléotides (20, 21), qui
code une seule protéine structurale, 1’antigéne de I’hépatite delta (AgHD). Une autre
spécificité du VHD est le fait que c’est le seul virus a posséder un génome a ARN circulaire
(22). Cependant, 1’aspect le plus fascinant de la biologie de ce virus concerne sa réplication.
Le VHD se réplique selon le mécanisme du cercle roulant. Tandis que la plupart des virus a
ARN (excepté les rétrovirus) répliquent leur génome en utilisant une ARN polymérase ARN
dépendante virale, obtenue a partir de leur propre génome, le VHD utilise une polymérase
contenue dans les cellules de I’hdte, vraisemblablement I’ARN polymérase de type II. De
plus, le VHD contient des séquences d’ARN capables d’exercer une activité catalytique
(ribozyme) nécessaire pour produire des copies unitaires de fragments d’ARN viral avant leur

assemblage (23).
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Figure 1: Enveloppées, sphériques d'environ 22 nm de diamétre. Les protéines membranaires

sont issues du virus VHB helper. (24)

1.3. Antigene delta
L’AgHD est codé par le génome du VHD. Il existe deux types d’AgHD : le petit AgHD et le

grand AgHD (Figure 2).La séquence N-terminale de ces deux types est la méme mais, la
derni¢re se différe de la premiére par la présence de 19 amino acides supplémentaires en
position C-terminale, résultant d’un mécanisme d’édition de I’ARN viral(25).

Cette modification post-traductionnelle est réalisée par une adénosine désaminase dépendant
de ’ARN cellulaire double brin, et permet au VHD de synthétiser, en plus de la protéine
SHD, une grande protéine (LHD) essentielle a I’assemblage et a la production des particules

virales (26).
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Figure 2: Les domaines fonctionnels de S-AgHD et L-AgHD (27).

1.4. Cycle viral du VHD

Le récepteur du VHD sur les hépatocyte humain reste non identifie, mais on pense qu’il est le
méme que celui du VHB en raison de I’identité partagée de leur enveloppe extérieure(19).
Alors, I’infection par le VHD débute par la fixation de la particule virale par 1’intermédiaire
de la région PreS1 localisée au niveau de la protéine L avec le récepteur exprimé a la surface
des hépatocytes, le transporteur d’acides biliaires NTCP (16, 26). Les étapes suivantes de
décapsidation et de transport vers le noyau ne sont pas totalement comprises (28). La
réplication du génome a lieu dans le noyau selon le modéle du cercle roulant mettant en jeu
des ARN polymérases ADN dépendante cellulaires (ARN polymérase II). Ce modéle repose
sur la formation de transcrits multimériques (dimeres et trimeres) linéaires. Pour la réplication
du VHD, trois activités enzymatiques sont nécessaires : une polymérase qui synthétise les
brins oligomériques a partir des formes circulaires, une activité ribozyme ARN dépendante
permettant leurs clivages en brins unitaires et une ligase afin de circulariser les monomeres.
La ribonucléoprotéine VHD est enveloppée dans [’appareil de Golgi par ’AgHBs. La

sécrétion est supposée avoir lieu au niveau du Golgi (16, 29, 30).
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Figure 3: Cycle du vie du VHD (16)

1.5. Epidémiologie

1.5.1. Prévalence et distribution géographique
Parmi les 350 a 240 millions d’individus qui sont des porteurs chroniques de I’AgHBs dans le
monde, environ 5%, soit 10 & 15 millions seraient co-infectés par le VHD (Figure 4) (31, 32).
Bien que l'infection au VHD ait été rapportée dans le monde entier, sa fréquence n'est pas
uniforme. Le taux d’infection par le VHD est généralement plus élevé dans les régions ou le
VHB est endémique. Les plus fortes prévalences ont été rapportées en Afrique Centrale, dans
le Bassin amazonien, en Europe de I’Est et Europe méditerranéenne, dans le Moyen-Orient et

dans certaines régions d’Asie(33).
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Figure 4: Représentation schématique des principales zones de distribution du VHD dans le

monde (33).

1.5.2. Epidémiologie moléculaire et génotypique
L’évolution du VHD semble résulter de trois mécanismes principaux: la mutation, 1'édition et,
comme décrit récemment la recombinaison (34). Le taux de substitution pour le VHD,
déterminée in vivo par I'évaluation longitudinale des échantillons de patients a été estimée a
5,9. 10* & 3,0.10” de substitutions par site et par an, variant avec la phase de l'infection (plus
¢levée dans la phase aigu€), ’emplacement du génome (plus élevé dans les régions moins
conservées que dans les régions conservées telles que ribozyme) (35), et I'augmentation de la
pression thérapeutique (36, 37). Ces valeurs semblent étre plus élevées que pour la majorité
des virus a ARN qu’ont estimé les taux entre 1.10° et 3.4.10°%; a titre d'exemple, le VHC est
estimé a un taux de 7.9 ; 2.5 10* et le VIH 10’ (38) la substitution. A long terme, ’étude in
vitro a identifi¢ un taux de 2.10% de substitution et a suggéré que 70% de cette substitution
peut étre liée a des événements d'édition (39). Ces preuves de la diversité génétique a conduit
a la proposition selon laquelle, chez le méme patient, le VHD, comme décrit également pour
d'autres virus a ARN, circule comme une quasi-espece (36). La recombinaison a d'abord été
proposée a partir d'une analyse de I'échantillon des patients en 1999, puis confirmée dans les
infections a génotypes mixtes, a la fois in vivo et in vitro, et récemment retrouvée chez un
patient souffrant d'hépatite aigué au Vietnam (16, 40, 41). La matrice de commutation

entrainé par I'ARN polymérase de 1'hote a ¢été proposé comme le mécanisme de
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recombinaison le plus probable de I'ARN du VHC (39, 42). A partir de l'analyse
phylogénétique des séquences du VHD dans le monde, huit génotypes distincts ont été
proposés, associés a la distribution géographique et aux caractéristiques cliniques (22, 43).
Les différences de séquence au sein d'un génotype sont inférieures a 20%, mais peuvent

s’élevée a 35% entre les différents génotypes (37).

Figure 5: Prevalence of hepatitis delta virus infection among HBV carriers (16).

1.6. Variabilité génétique
A ce jour, huit génotypes du VHD ont été signalé et diversement répartis, ont été identifiés.
Le génotype 1 est distribué¢ dans le monde entier, tandis que des infections dues au 2 et 4 sont
présents au Japon et Taiwan. Le génotype 3 en Amazonie et les génotypes 5, 6, 7 et 8 en
Afrique. Quelques études ont montré que les génotypes 3 et 4 pouvaient étre associés a des

formes cliniques particulierement séveres (29, 44, 45).

1.7. Mode de transmission
La transmission par voie parentérale est considérée comme la principale voie de transmission
du VHD. La principale voie de transmission peut cependant varier entre zones de basse et de
haute prévalence. En Europe et aux USA la transmission se produit principalement par

contact avec du sang infecté, en particulier chez les personnes injectant les drogues

8
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intraveineux (UDI), souvent en association avec le VIH et le VHC. Il est également montrée,
que la transmission homosexuelle et hétérosexuelle du VHD peut se produire et peut étre
particulierement utile dans les zones fortement endémiques (11, 46). La transmission
intrafamiliale impliquant vraisemblablement 1'échange inapparente de fluides corporels, se
produit dans les communautés a faible revenu et comme la montre 1’analyse de séquence dans
une population italienne dans les années 99 (47). La transmission verticale du VHD n'a pas
¢été décrite dans la transmission mere-enfant a la naissance. Elle est peut-étre défavorisée par

I’action de la réplication du VHD en abaissant le VHB (16).

1.7.1. Caractéristiques cliniques

1.7.1.1. Formes d’acquisition
Le VHD est un virus satellite qui peut établir une infection productive et la propagation
uniquement dans les cellules infectées. Cela se fait de facon concomitante par son virus
parasite, le VHB. Cliniquement, ceci se traduit par deux formes possibles d'acquisition du
VHD : (i) simultanément avec hépatite B, ce qui correspond a une co-infection ou (ii) par une
infection d'un patient déja infectés de maniere chronique par le VHB, ce qui correspond a une
surinfection. La co-infection se traduit par une hépatite aigué, allant de 1égere a sévere, voire
fulminante, et conduit généralement de 90 a 95% des cas a la résolution des deux infections
par le VHB et VHD. Cela signifie que le taux de progression vers la chronicité est aussi faible
que pour le VHB chez l'adulte immunocompétent. La proportion de 1'hépatite fulminante dans
ce cadre peut atteindre 17%, ce qui est beaucoup plus élevé que celui observé dans l'infection
aigu€ par le VHB (48). La super-infection, peut également se traduire par un épisode
d'hépatite aigué et conduire a une hépatite fulminante (49). Malgré le peu d'expérience sur des
patients et de la séroconversion du HBe sur la super-infection du VHD, la grande majorité
d’entre eux progresse vers une infection chronique par les deux virus (50). Dans la transplanté
du foie aux patients atteints du VHB /VHC, le «helper infection VHD indépendant» ou
«latentey, l'infection par le VHD a été suggérée avec des marqueurs de réplication du VHD
identifiés dans le foie et le sérum en l'absence de marqueurs du VHB (51). La ré-évaluation de
certains de ces cas, en utilisant des techniques de PCR plus sensibles, a montré que l'infection
au VHD a été maintenue en parallele avec une réplication du VHB de trés bas niveau, ce qui

exclut la possibilité d'une infection par le VHC isolé (16, 52).
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1.7.1.2. L’évolution clinique et les modeles sérologiques
La co-infection VHB/VHD aigué est dans la plupart des cas cliniquement indiscernables de
l'infection aigué par le VHB. Cependant, certains patients (15% dans certaines cohortes)
peuvent présenter une évolution clinique séveére avec un modele d'hépatite biphasique,
associée a une nouvelle augmentation du taux de transaminases apreés une premicre période
d'amélioration. L'on suppose que cette augmentation est di successivement au VHB et au
VHD (53). La super-infection aigué€ par le VHD d'un patient du VHB chronique se caractérise
cliniquement par un éclat d’auto-limite d’une inflammation du foie qui peut étre considéré a
tort comme la réactivation de 1'hépatite B. Et est généralement suivi par la progression vers la
chronicité des deux infections. Au cours de 1'hépatite delta aigu€, les marqueurs du VHD ne
permettent pas une distinction fiable entre co- et super-infection. Le diagnostic est établi en
fonction de la présence d'anticorps anti-HBc IgM (dirigé contre la capside du VHB) qui est
positif dans le cadre d'une infection aigué par le VHB (comme cela est le cas dans la co-
infection) et reste négatif ou a un trés faible titre chez les patients super-infectés. L'hépatite
fulminante (insuffisance hépatique aigué chez un patient sans maladie du foie avant) est plus
fréquente chez les patients infectés par le VHD que chez les patients mono infectés par le
VHB et, sans une transplantation du foie, est associée a une mortalit¢ de 80%. Le VHD
chronique est cliniquement indissociable de l'infection chronique par le VHB, mais avec une

progression plus rapide vers la cirrhose et carcinome hépatocellulaire (CHC) (16).

1.8. Diagnostic

1.8.1. Detection du virus

Compte tenu de la forte prévalence de l'infection par le VHD dans certaines parties du monde
et I'absence de baisse en Europe et en Amérique du Nord, il y a un consensus croissant pour
suggérer que tous les patients infectés par le VHB (y compris les porteurs inactifs) soient
examinés, au moins au diagnostic du VHB chronique, pour l'infection par le VHD (54, 55).
Ceci a été proposé dans les directives de I’Association Européenne de I’Etude sur le foie
(EASL), mais pas dans la contrepartie nord-américaine. En effet, les recommandations de
I'AASLD restreignent encore le dépistage du VHD a des patients infectés par le VHB
provenant des pays endémiques ou ayant des antécédents d'utilisation de drogues
intraveineuses (16, 56). L'anticorps anti-VHD " total "(a savoir contre VHD-IgM, plus anti-

VHD IgQG) testé devrait étre utilisé comme une premicre approche du diagnostic de I'hépatite

10
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delta, compte tenu de son apparition précoce apres l'infection au VHD et sa persistance tout
au long de la maladie (57). Il y a deux limites a cette approche : en premier lieu, dans les
premiers jours apres l'infection, les anticorps anti-VHD peuvent étre indétectables, et les
patients présentant une hépatite aigué positif AgHBs doivent étre réévalués pour l'apparition
d'anticorps anti-VHC; d'autre part, anti-HDV IgG peut persister apres la résolution de
l'infection du VHD. Une sérologie anti-VHD positif devrait étre confirmée, idéalement par la
détection de sérum (VHD ARN). Dans les milieux ou le PCR (VHD) est indisponible, 1’anti-
VHD IgM peut étre considérée comme un marqueur de substitution du VHD infection active
et sa clairance est corrélée a la réponse thérapeutique (58). L’ AgHBs mesuré dans les sérums
est d'une utilit¢ limitée, comme chez les patients immunocompétents il est seulement
transitoirement détecté juste avant la phase aigué de l'infection au VHD, précédant la montée
d'anticorps anti-VHD. Dans la phase chronique de la maladie, il ne peut étre
occasionnellement détecté chez les patients immunodéprimés (16). En ce qui concerne
d'autres infections virales, la quantification de 1'acide nucléique joue un réle croissant plus
important dans le diagnostic et le suivi thérapeutique chez les patients infectés par le VHD.
Cependant, contrairement aux VHB, VHC ou le VIH, il n'y a pas de technique PCR
entierement standardisée. Le diagnostic moléculaire du VHD repose principalement sur des
techniques maisons développées dans les centres universitaires. Etant donné la grande
variabilité génétique de I'ARN viral, la quantification des non-génotypes 1 ou spécifiques
africaine de génotype 1 échantillon doit encore étre optimisé (59). Le nombre de techniques
qRT-PCR publi¢es a augmenté au cours des derni¢res années, sur la base des étapes deux a
deux et des protocoles en une étape (16, 22, 60, 61). Les défis techniques importants associés
a ’amplification du VHD proviennent de la teneur en GC élevée, de la complémentarité de
I'ARN viral (qui peut limiter l'efficacité de la RT) et de la variabilité génétique du VHD
nécessitant une conception minuticuse des amorces et des sondes (22). L'utilisation d'un
controle standard et interne robuste PCR sont également essentiels pour une quantification de
I'"ARN du VHD. Compte tenu de la nécessité d'une évaluation de la qualité internationale et de
contrdle, une norme internationale PCR n'a pas été validée par 1'Organisation Mondiale de la
Santé pour permettre la comparaison des résultats entre les techniques de PCR disponibles
(16). 11 est intéressant de noter que la corrélation entre la charge virale et la gravité de la
maladie ne soit pas claire, étant suggéré dans certaines cohortes, mais pas dans d'autres, peut-
étre en raison des caractéristiques des patients distincts, génotypes viraux et des erreurs dans

la quantification (11, 16, 59, 62).

11
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1.8.2. Evaluation de la maladie

Le classement de la maladie et la mise en place du diagnostic hépatique doivent étre effectués
chez tous les patients infectés par le VHD, afin de pondérer les risques et les avantages du
traitement par l'interféron. La biopsie du foie, n’est pas nécessaire pour établir le diagnostic de
l'infection par le VHD, mais il reste 1'étalon pour le diagnostic hépatique. La détection de
l'antigene delta est réalisée dans la plupart des centres de traitement avant l'examen de la
biopsie (62). Bien que les méthodes non-invasives pour 1'évaluation de la fibrose soient de
plus en plus utilisées pour d'autres types d'hépatite (la plupart du temps de l'infection par le
VHC), leur utilisation dans I'hépatite delta attend toujours la validation. L’¢élastographie du
foie a été utilisé par différents groupes pour I'évaluation de la fibrose non-invasive du
VHB/VHD/VIH chez le patient infecté, bien que des études de validation (chez les patients
infectés par le VHD) doivent étre effectuées (63, 64). De plus, les scores cliniques
actuellement utilisés comme marqueurs indirects de la fibrose et les prédicteurs de résultats,
ne sont pas validés chez les patients atteints d'hépatite delta. Une partie de ces scores a montré
une mauvaise performance dans une cohorte d'hépatite delta. L'avénement du score
Anticipation (BEA) a été¢ fondé sur l'age, le sexe, l'origine géographique, la numération

plaquettaire et de la bilirubine .1l a été proposé par international Normalized Ratio (16).

1.8.3. Co-infection VHB-VHD

L’infection simultanée par le VHD et VHB a été associée a une maladie hépatique aigue plus
sévere et méme a une insuffisance hépatique. Dans la grande majorité des cas, la co-infection
B/D entraine une clairance des deux infections (26). La co-infection VHB et VHD est
responsable d’une hépatite modérée évoluant le plus souvent vers 1’élimination du VHB et du
VHD. La présence des acides nucléiques (ADN du VHB, ARN du VHD) et celle des
antigenes (AgHBs et AgHD) sont contemporaines du pic de transaminases. Il s’ensuit une
augmentation rapide du titre des anticorps anti-HD totaux et de type IgM, les anticorps IgM
anti-HBc associés a I’ADN du VHB témoignant de I’infection aigué B. En cas de co-infection
peu sévere, la virémie VHD est faible et la réponse anticorps IgM et IgG est rapide mais de
faible ampleur, suggérant la résolution de I’infection VHB-VHD. Les anticorps IgG anti-HD

euvent persister, témoignant d’une infection ancienne résolutive (65).
9

12



Master 11 en Santé Internationale Folly ANYOVI 2015-2017

Co-infection Superinfection

N A BN

Fulminamnt Recovery Fulminant Recovery
2=200%G 1 LS e To=20% i B 10

Chronisity \ / Chronicity
27 %, TO-DE,

cirrhosis
TO-00%,

Figure 6: Résultat de la co-infection et surinfection du VHD par rapport au risque de

développer I'hépatite filminante, la chronicité et la cirrhose (18).

1.8.4. Surinfection VHB-VHD

La surinfection des porteurs d’AgHBs positifs peut conduire a une hépatite aigue, mais elle
progresse souvent vers une infection persistante. La surinfection par le VHD peut conduire a
une suppression transitoire ou continue de la réplication du VHB (26). La surinfection par le
VHD est caractérisée par une hépatite aigué¢ sévere avec des niveaux de virémie VHD et de
transaminases (suivant le pic de virémie) trés ¢levés. Elle est caractérisée par une
augmentation rapide et importante des taux des anticorps anti-VHD IgM et IgG. En revanche,
les anticorps IgM (anti-HBc) et ’ADN du VHB sont habituellement indétectables. Plus de
70% des cas de surinfection aigué évoluent vers une hépatite D chronique dont le pronostic

est sévere (65).
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Figure 7: Sérologique et les changements biochimiques sériques associés a la co-infection du

VHD aigué (18).

1.8.5. Diagnostic de I’hépatite chronique D

L’hépatite chronique D se caractérise par la persistance de la virémie ainsi que des anticorps

IgM et IgG anti-HD. On observe en général une inhibition de la réplication du VHB (65).

1.9. Histoire naturelle

Le VHD chronique est souvent considéré comme la forme la plus sévere de I'hépatite virale
chronique. Les patients infectés par le VHD ont une évolution clinique plus agressive que les
patients mono-infectés par VHB, avec trois fois plus de risques de développer une cirrhose et
une progression plus rapide (66). Le risque de cirrhose a été signalé comme étant de 23%,
41% et 77% apres respectivement 10, 20 et 30 ans d'infection (67). La décompensation
clinique a été décrite comme la principale complication chez les patients cirrhotiques atteints
d'hépatite chronique D, avec un risque deux fois plus accru par rapport au VHB mono-
infection (68) . Le cours de la maladie peut étre influencée par le génotype du VHD, le
génotype 1 prédominant étant associé a une maladie plus grave que les génotypes 2 et 4 (69).
Le génotype 3 a été associé a une évolution particulierement agressive (16). L'association
entre les maladies coronariennes et le CHC est encore un sujet de débat. Trois grandes études

identifient la décompensation et la mort hépatique comme la principale complication de la

14
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maladie coronarienne, et non le CHC (16, 70). Cependant, dans la cohorte Euro Hep, un
risque accru de 3,2 fois a été montré chez les patients coronariens par rapport a ceux qui ont
une hépatite B chronique, avec un risque de 5 ans de 13% (68). Une étude suédoise récente a
¢galement suggéré une augmentation de 6 fois du risque de CHC chez les patients atteints de
I’hépatite Delta. D'autres études sont encore nécessaires pour de nouvelles preuves du lien

entre hépatite chronique D et CHC (16).

1.10. Prévention

La transmission du VHD peut étre considérablement réduite par des mesures ciblant les
principaux risques d'exposition. Comme pour d'autres virus transmissibles par le sang, les
mesures de santé publique ont porté sur un examen strict du sang et des produits fractionnés.
Pour le VHB, les mesures d’hygiéne jouent un rdle important dans les pratiques visant a
réduire la transmission chez les Personnes Utilisant des Drogues Intraveineuses (UDI) et la
limitation de la transmission du VHD dans les pays a ressources limitées. Le vaccin contre le
VHB est tres efficace pour prévenir la transmission du VHD chez les patients naifs et devrait
étre proposé a tous les contacts étroits des patients infectés par le VHD. Mais aucune stratégie
immunoprophylactique n’existe pour la prévention de la super-infection du VHD chez les
porteurs du VHB ; le vaccin contre le VHB ne provoque pas d'anti-HBs, la production
d'anticorps chez ces patients. Malheureusement, les anticorps dirigés contre I’AgHD n’ont pas
la capacité de neutralisation la forte infection par le VHD, empéchant ainsi toute utilisation du
vaccin a base de I’AgHD. Cependant, il a ét¢ démontré que pour d'autres virus qui, bien que
ne fournissant pas une immunité protectrice stérilisante, I'immunisation avec des protéines
virales internes peuvent produire une réponse des lymphocytes T et empécher la propagation
du virus. In vitro les résultats étaient prometteurs comme la stimulation des cellules avec des
peptides VHD qui conduit & une augmentation sur la production d'IFN gamma et l'activité
cytotoxique T CD8. Cependant, chez la marmotte, la vaccination (soit par les protéines VHD,
d'ADN ou de virus recombinants) n'a pas été efficace pour prévenir l'infection par le VHD des
animaux naifs, mais chez les porteurs chroniques du WHV. Bien que I'évolution de I'infection
a été modifiée, son utilité reste encore a prouver. (16). Des études ont montré I’impact de la

vaccination de contre le VHB qui agit sur la prévalence du VHD (71).
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1.11. Traitement

Les essais avec I'interféron dans 1’infection chronique par le VHD ont débuté dans les années
1980 (25). Il n’existe pas d’antiviraux spécifiques du VHD. Ceci s’explique par le fait que le
virus ne code pas de protéines avec une activité enzymatique. Une meilleure compréhension
du cycle de multiplication est nécessaire afin d’identifier des cibles thérapeutiques
potentielles. L’interféron alpha (standard et forme pégylée) reste le seul médicalement
recommandé par les sociétés savantes internationales pour le traitement de I’hépatite
chronique delta. Une réponse virologique soutenue est observée chez 15 a 50% des patients.
Les mécanismes moléculaires de D’action antivirale de I’interféron sur le VHD restent
méconnus. L’intérét des analogues nucléos(t)idiques anti-VHB en association avec
I’interféron est largement discuté. Néanmoins, de nouvelles molécules sont actuellement en
développement. Il s’agit des inhibiteurs d’entrée, des inhibiteurs de I’assemblage et des agents
capables de moduler I’immunité (65, 72). Bien que I’interféron soit utilisé, il est difficile
d’interpréter et de comparer les résultats des essais avec 1’interféron en raison de différents
points d’extrémité et de différentes durées ou doses d’interférons. La réponse thérapeutique
est habituellement décrite comme la normalisation de 1’alanine aminotransferase (ALAT)
sérique et la clairance du sérum du VHD. Cette réponse varie largement et se produite a des
moments différents pendant le traitement ou parfois apres 1’arrét du traitement par 1’interféron

(25).
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2. OBJECTIF DU MEMOIRE:
Objectif général
— Contribuer a la connaissance de la prévalence du VHD et les génotypes prédominants
au Sud Togo ainsi que leur distribution et les facteurs avec lesquels ils sont associés.
Objectifs spécifiques :
— Montrer I’association entre les facteurs de risque de la transmission et le VHD ;

- Quantifier les charges virales (ARN du VHD) chez les patients dont la sérologie était
positive pour le VHD ;

- Analyser phylogéniquement les souches de VHD circulant au Togo.

16
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3. MATERIELS ET METHODES
3.1. Cadre d’étude

Ce travail a été effectué a :

L’ONG ASADH (4ssociation Sauvons [’Afrique Des Hépatites) en collaboration avec le
laboratoire Bio-Gene Institute (IBG) a Lomé-Togo et dans le LABORATOIRE DE
BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE-HYGIENE «125 RUE DE STALINGRAD 93009 BOBIGNY CEDEX BATIMENT

LAVOISIER - PORTE 17, 2EME ETAGE UFR SANTE MEDECINE BIOLOGIE HUMAINE 74 AVENUE MARCEL CACHIN 93012

BosiGNy » Unité de virologie Avicenne Virus de I’Hépatite Delta, Laboratoire associ¢ au CNR

de Hépatites B, C et Delta.

3.2. Type et période d’étude
Il s’agit d’une étude rétrospective qui s’est déroulée de Janvier 2015 a Décembre 2015. Un
dépistage des hépatites B a I’aide de tests rapides d’orientation diagnostique (TRD) a été

propos¢ apres un entretien. Le consentement de chaque participant a été recueilli.

3.3. Matériels et réactifs de Laboratoire
Automates : Chaine ELISA (Statax); Abbott (m2000rt version 5 et m2000sp version 6.0) ;
ROCHE Cobas/TagMan version 2; Genetic Analyzer v.2 ; 2720 ThermalCycler (Applied
Biosystems) et Red (Alpha Innotech), Eurobio.
Cartouches de réactif pour Abbott m2000rt et trousses Diasorin, réactifs de biologie

moléculaire pour la détermination des séquences nucléotidiques.

3.4. Méthode d’étude

3.4.1. Population d’étude
Tous les sujets recus en conseil de dépistage volontaire (CDV) a ’ONG ASADH, ayant une
sérologie positive pour le VHB a I’aide de TRD ont été invités a donner leur consentement
éclairé (confere annexe) afin de participer a la présente étude.
Ainsi, 119 sujets porteurs du VHB ont été recrutés pour cette étude et ont accepté un

prélévement sanguin au pli du coude.

3.4.2. Critéres d’inclusion
Sujets séropositifs pour le VHB, sans distinction de sexe, regus en visite de suivi dans le

centre. Sujets de nationalité Togolaise ou ayant vécu au moins pendant 2 ans au Togo.
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3.4.3. Criteres d’exclusion

Sujets recevant un traitement antiviral pour leur hépatite virale

Sujets non dépistés positifs pour le VHB a 1’aide d’un TRD.

3.4.4. Parametres étudiés et recueil des données

Les données sociodémographiques suivantes ont été recueillies : age, sexe, statut matrimonial
et certains facteurs de risques. Les analyses sérologiques et moléculaires a partir des
prélévements sanguins ont été réalisées au laboratoire de virologie de I’hopital Avicenne. Un
questionnaire a permis de recueillir le consentement éclairé des enquétés, de méme que les
autres parameétres (cf annexe 1 et 2). Les données recueillies ont fait 1’objet d’un traitement
informatique, d’une analyse statistique a 1’aide du logiciel SPSS® 21.0 (IBM Corporation,

Armonk, NY, USA). Les résultats ont ¢té discutés a la lumicre de la littérature.

3.5. Méthodes Virologiques
3.5.1. Marqueurs Sérologiques du VHB, VHD et du VHC

La recherche de I’AgHBs et des anticorps anti-VHC ont été réalisées par 1’intermédiaire d’un
test rapide (TROD) « HEALTH MATE Rapid® » a partir du sang total capillaire prélevé aprés
auto-piqure au bout du doigt. Pour les patients dépistés positifs ayant accepté la convocation,
les marqueurs sérologiques suivants ont été recherchés voir quantifier a 1’aide d’un
prélévement sanguin au pli du coude :

— pour le VHB : détection de I’AgHBs, détection des anticorps totaux anti-HBc et

¢valuation du titre des anticorps anti-HBs;

— pour le VHD : détection des anticorps anti-VHD.
L’ensemble de ces parametres a été évalué¢ a 1’aide de techniques ELISA automatisées.
L’ensemble du travail a été effectu¢ a 'ONG ASADH et le laboratoire de virologie de

I’hopital d’ Avicenne pour 1’évaluation des parametres sérologiques et moléculaires du VHD.

3.5.2. Principe des tests rapide d’orientation diagnostique (TROD)

HEALTH MATE Rapid ®
Le principe des tests rapides d’orientation diagnostique HEALTH MATE Rapid ® HBV et

HCV est basé sur une technique immunochromatographique qualitative. Lors du dépdt du

sang total sur la membrane les antigénes viraux ou les anticorps anti-virus, présents dans
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I’échantillon vont migrer, puis se fixer sur les particules d’or colloidal recouvertes de protéine
A de staphylococcus aureus (affinité particuliere pour les Ig) et rencontrer les anticorps dans
le cas de la recherche d’un antigéne, ou les antigénes recombinants dans le cas de la détection
d’anticorps. Lors de la rencontre antigéne/anticorps un agglomérat de particules recouvertes
de protéine A se forme, créant ainsi une bande colorée visible a I’ceil nu. La bande controle
réagit de la méme maniére en formant un complexe anti-anticorps humain (sur la membrane)

/anticorps humain (présent dans I’échantillon).

MAX
Bande controle
Bande test

migration

Y
Y
Y
Y

Dépot sérum/plasma

*
*
*

Particules recouvertes de protéine A

Anticorps anti-anticorps humain

Antigénes recombinant du HCV

Figure 8: Exemple du test HEALTH MATE Rapid ® HBV (13)
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3.5.3. Principe des tests sérologiques qualitatifs sur ELISA Statax
Cet automate utilise une technique d’immunodosage immunométrique, incluant une réaction
simultanée de I’Ag ou I’Ac, présent dans I’échantillon, avec I’Ag ou I’Ac présent dans les
puits. Les complexes antigéne/anticorps sont fixés par la streptavidine revétant les puits. Le
conjugué marqué a la peroxydase de raifort (HRP) se lie a I’Ag ou I’Ac formant ainsi un
« sandwich ». Les substances non liées sont ¢liminées par lavage. Un réactif contenant des
substrats luminogeénes et un agent de transfert d’électrons est ajouté dans les puits. La HRP du
conjugué lié, catalyse I’oxydation du dérivé du luminol, produisant ainsi de la lumiére.
L’agent de transfert d’électrons (un acétanilide substitu¢) amplifie le signal lumineux émis et

en prolonge I’émission. Les signaux lumineux sont lus par le systéme.

3.5.4. Principe de méthode ELISA pour la détection des anticorps
anti-VHD

La détection des anticorps anti-VHD est basée sur une technique de compétition immuno-
enzymatique. Les anticorps anti-VHD présents dans 1’échantillon entrent en compétition avec
les anticorps anti-VHD-HRP présents dans le milieu vis-a-vis d’une quantité fixe et connue
d’antigéne VHD liés a la phase solide. La quantité de traceur enzymatique liée a la phase
solide, et par conséquent l’activité enzymatique, est inversement proportionnelle a la
concentration d’anticorps anti-VHD présente dans I’échantillon. La mesure de D’activité
enzymatique s’effectue aprés addition d’une solution incolore de chromogéne/substrat qui,
sous ’action de I’enzyme, donne une coloration détectable au spectrophotometre. Les criteres
de validation de la technique sont les suivants : La valeur de I’absorbance du blanc doit étre
comprise entre 0,000 et 0,15nm. Le calcul de la valeur seuil= 0,5CNx + 0,SCPx. [0,5 de la
moyenne de la valeur d’absorbances des témoins négatifs (CNx) + de la moyenne de la valeur
d’absorbances des témoins positifs (CPx)]. 0,000 < Blanc <0,150, CNx > 0.600, CPx <
0,080, CNx — CPx > 0. La présence ou I’absence des anticorps anti-delta est déterminée en
comparant la valeur d’absorbance des échantillons avec la valeur seuil

Valeur d’absorbance échantillon < valeur seuil —Echantillon Positif

Valeur d’absorbance échantillon > valeur seuil —Echantillon Négatif.

18



Master Il en Santé Internationale Folly ANYOVI 2015-2017

4. Marqueurs moléculaires du VHD
Chez les patients porteurs de I’AgHBs-positif, les marqueurs moléculaires suivants ont été
recherchés a I’aide d’un prélévement sanguin au pli du coude :
— Pour le VHD : détection-quantification de ’ARN du VHD, détermination du génotype
chez les sujets ayant un ARN du VHD positif.

5. Technique de quantification des acides nucléiques

5.1. Principe de la détection-quantification de PARN du VHD a
I’aide de la plate-forme de PCR en temps réel m2000 (Abbott)

La quantification de I’ARN du VHD passe par deux principes : RT-PCR qualitative et la PCR
quantitative. Le principe est le méme que celui énoncé dans la quantification de I’ARN du

VHC.

6. Détermination des génotypes viraux

La détermination des génotypes est réalisée par analyse phylogénique d’une portion d’un geéne
apres séquengage des produits d’amplification. Les séquences nucléotidiques ainsi générées
sont comparées a des séquences de référence des différents génotypes disponibles dans les

banques.

6.1. Principes

6.1.1. Principe de I’extraction des acides nucléiques
L’extraction de ’ARN du virus hépatite Delta est une technique automatisée qui se réalisé par
I’automate « m2000sp » ABBOTT.
L’extraction se déroule en 4 étapes :
e Etape de lyse : I’échantillon est mis en contact avec un tampon de lyse afin de lyser les
virus et de libérer les acides nucléiques viraux ;
o Etape de liaison : des particules magnétiques sont ajoutées au milieu réactionnel, les
acides nucléiques se lient a ces particules polarisées ;
o FEtape de lavage : les particules magnétiques sont séparées du premier milieu
réactionnel et placées dans un second milieu afin de réaliser des lavages en tampon

alcoolique ;
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o Etape d’¢lution : la polarité du milieu réactionnel change lors des lavages successifs,
libérant ainsi les acides nucléiques purifiés a partir des particules magnétiques. Celles-

ci sont alors éliminer du milieu et le produit final est élué.

6.1.2. Principe de la RT-PCR one step

La premicre étape consiste a synthétiser une chaine d’ADN complémentaire (ADNc) simple
brin a partir d’une matrice d’ARN, et ce par I’action d’une enzyme la transcriptase inverse
issue des rétrovirus. La seconde étape consiste a synthétiser des ADN double brin grace a
I’action d’une Taq polymérase. L’opération est réitérée de nombreuses fois afin d’amplifier la

cible en grande quantité.

6.1.3. Principe de la PCR nichée

Le principe est grossierement le méme que celui énoncé précédemment et permet
d’augmenter la sensibilité de la PCR en utilisant un couple d’amorces internes a celui utilisée

dans la RT-PCR.

7. Visualisation des produits d’amplification

Aprés 1’amplification, les acides nucléiques sont visualisés aprés migration des produits
d’amplification dans un gel d’agarose en présence d’un agent intercalant (acridine orange). La
migration des produits de PCR permet d’apprécier la taille du produit amplifié par
comparaison a un marqueur de taille de poids moléculaire dont la taille des différents

fragments est connue et la qualité du fragment amplifié.

8. Purification des acides nucléiques

Une étape de purification des acides nucléiques est nécessaire précédant la réaction de
séquence. Cette purification s’effectue sur une membrane de silice. Cette membrane a la
propriété de retenir les acides nucléiques d’une taille au moins égale a 100 paire de bases. Les
autres constituants de la PCR tels que tampon, enzyme, amorces, vont étre ¢éliminés par

lavages.

9. Principe du séquencage selon la méthode de SANGER

La réaction de séquencage, basée sur la méthode Sanger établie en 1977, a été réalisée avec la

trousse BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies).
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La réaction de Sanger est une succession de cycle de polymérisation au cours desquels ’ADN
incorpore soit un désoxyribonucléotide (dA, dC, dG et dT) ou un didéxosyribonucléotides
(ddA, ddC, ddG et ddT) marqué par un fluorochrome en fonction du brin matrice par
complémentarité des bases. Chaque ddN est marqué a un fluorochrome différent. Au cours de
la réaction de séquengage, une seule amorce est ajoutée au milieu réactionnel a partir duquel
la synthése sera initiée. Lorsqu’elle incorpore un désoxyribonucléotide la synthése continue,
mais lorsqu’elle incorpore un didéxosyribonucléotide, la synthése s’arréte car le
didésorybonucléotide est dépourvu du groupement hydroxyle qui permet de former la liaison
avec la base suivante. Ce qui permet d’obtenir des fragments de tailles différentes. Au lieu
d’utiliser un gel ultra-résolutif pour différencier les fragments d’une paire de base, la lecture
de I’enchainement des bases est réalisée par un séquenceur automatique type capillaire qui
permet la détection des quatre fluorochromes utilisés. La séquence nucléotidique ainsi
obtenue est visualisable a partir d’un éléctrophorégramme qui est un enchainement de pics des
différents nucléotides représentés par une couleur différente. Chaque couleur est spécifique

d’un des quatre nucléotides A, T, G et C.

= 8_CAC12 - Chromas - oliEl
File Edit Options Help

= V| & | W #A
Open Export | Print | Net Find

ACCGRGGAAGACGAGAGAAGGA AGAAGARTAGCCGGCCCGCCGCCTGGAGGTGTGAACCCCCTCG AAGGYGGACAGAGGGG AGCGCCCGGGGGCGGCTTCSTCCCCAAC,

Mg ff il i

Figure 9: Photographie d’un éléctrophorégramme de séquengage

10. Analyse des séquences nucléotidiques
L’analyse des séquences nucléotidiques fait appel a ’utilisation de logiciels informatiques
simple permettant :
- d’aligner les séquences obtenues avec des séquences de référence disponibles dans les
banques de séquences
— de réaliser des études phylogéniques selon la méthode des distances (Neighbor-

Joining) pour la détermination des génotypes

21



Master Il en Santé Internationale Folly ANYOVI 2015-2017

Ainsi nous avons utilisé les logiciels BioEdit, Chromas, SeqScape, Sequence Navigator,
PHYLIP, Njplot et FigTree respectivement pour la correction, I’alignement et la construction

des arbres phylogéniques.

11. Détermination des génotypes du VHD

La détermination du génotype du VHD a consisté a ’amplification de la région Ry selon la
méthode publiée en 2001 par Valeria IVANIUSHINA et al., Pour la réalisation de la RT-PCR,
deux mélanges réactionnels ont été faits : un pour la RT et ’autre pour la PCR. Les amorces

utilisées sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Programme d’amplification
95°C pendant 5 min

95°C pendant 30 sec

58°C pendant 30 sec | *45

72°C pendant 1 min

72°C pendant 10 min.

Amorces Séquence
GenoD S 5’-CATGCCGACCCGAAGAGGAAAG-3’
GenoD AS 5’-GAAGGAAGGCCCTCGAGAACAAGA-3

SE: sens externe; ASE: anti-sens externe; Si: sens interne; ASi: anti sens interne

Y:CouT; V:A,C,ouG; R: AouGN: A,C,GouT; M: AouC.
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12. RESULTATS

Parmi les 4731 individus dépistés a I’aide d’un test de diagnostic rapide (TDR) au cours de
I’année 2015, 606 (12,8%) sujets avaient un test positif pour le VHB. L’ensemble des
individus dépistés positifs ont été convoqué pour une prise en charge de leur hépatite. Seuls

119 sujets ont répondu.

12.1. Caractéristiques démographiques de la population

Le tableau I présente les caractéristiques sociodémographiques de la population étudiée. Un
total de 119 patients a été inclus. La moyenne d’age était de 37,20 ans avec un [SD] + 10,39
ans dans D’intervalle de 18 a 66 ans. La répartition par classe d’age montrait que la majorité
des patients (>74%) était agée de 18 a 36 ans. Comme attendu, la majorité (71,4%) des
patients était des hommes. L’origine géographique des individus dépistés positifs pour le

VHD, majorité (42,9%) était originaire de Kara, une région localisée au nord du Togo.

Tableau I : Caractéristiques sociodémographiques de la population d’étude
Caractéristiques Effectif (N=119)
Sexe (n, %)

Homme 71,4
Femme 28.6
Age (années)
Moyenne 37,20
Intervalle 10,89(66-18)
Répartition par classe d’age, n (%)
<25 10 (8,4)
25-35 52 (43,7)
>35 57 47,9)
Origine géographique, n (%)
MARITIME 14,3 (17)
PLATEAUX 22,7 (27)
CENTRALE 9,2 (11)
KARA 42,9 (51)
SAVANE 10,9 (13)
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12.2. Facteurs de risque de transmission

Tableau II: Facteurs de risque de transmission du VHD

N(%) VHD+  N(%) VHD- OR (95%) P-value
Sexe
Féminin 5(14,7) 29 (85,3) 1(référence)
Masculin 12(14,1) 73 (85,9) 0,953 (0,308, 2,947) 0,934
Age groupe (décille)
<25 ans 3(30,0) 7 (70,0) 1(référence)
25-35 ans 8 (15,4) 44 (84,6) 1,172 (0,418 ; 3,281) 0,763
235 ANS 6 (10,5) 51 (89,5) 0,545 (0,188 ; 1,587) 0,261
Statut matrimonial
Célibataire 6(19,4) 25 (80,6) 1(référence)
Marié(e) 11(12,5) 77 (87,5) 0,595(0,200 ; 1,774) 0,348
Zone d’habitation
Urbain 14 (15,9) 74 (84,1) 1(référence)
Rural 309,7) 28 (90,3) 1,766 (0,471 ; 6,614) 0,394
Exposition parentérale
Oui 7(12,7) 48(87,3) 1(référence)
Non 10 (15,6) 54 (84,4) 0,788 (0,278 ; 2,231) 0,653
Histoire d’hospitalisation
Oui 3(12,0) 22 (88,0) 1(référence)
Non 14(14,9) 80 (85,1) 0,779 (0,205 ; 2,956) 0,713
Histoire de transfusion
Oui 3 (20,0) 12 (80,0) 1(référence)
Non 14 (13,5) 90 (86,5) 1,607 (0,402 ; 6,419) 0,499

Parmi les 119 sujets restants, 85 étaient des hommes et 34 femmes (sex ratio 2,5). Quatre-
vingt-huit des 119 (73,95%) été des mariés. L’ Ac anti-VHD a été détecté chez 17 patients sur
119 avec (14,28%, IC a 95% : 8,55 a 21,88%) AgHBs positifs. Lorsque les ages ont été
regroupés en fonction de déciles, ce taux était de 30,0% chez les sujets agés de moins de 25

ans (premier décile) et 15,4% chez les sujets agés de plus de 25 a 35 ans (deuxieme décile).
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La présence d'au moins un risque d'exposition parentérale (tatouage, pergage, la circoncision,
l'excision, l'injection avec une seringue en verre, infection nosocomiale, anti-bilharziose ou le
traitement anti-tuberculose), histoire d’hospitalisation et de transfusion sanguine a VHD, n'ont
pas été liée a la présence de I’Ac anti-VHD (P = 0,653, P = 0,713, P = 0,499). La prévalence
de 1'Ac anti-VHD ne diffeére pas significativement selon la zone d’habitation P=0,394.

12.2.  Hépatite B

La majorité des patients (84,03%) avait un ADN du VHB détectable, la presque totalité des
patients avaient une charge virale supérieure a 2000 UI/mL (i.e >3,30 Log UIl/mL). Tous les
patients étaient infectés par un génotype E. Le titre de I’AgHBs, mesuré par une méthode de
chimioluminescence automatisée (Architect, Abbott), était en moyenne de 3,30+1,50 Log
Ul/mL.

Tableau III: Caractéristiques virologiques des patients AgHBs-positif

Caractéristiques (N=119)

ADN du VHB (Log Ul/mL) (moy=DS) 3,30+1,50
ADN du VHB >3,30 Log UI/mL, n (%) 100 (84,03%)
ADN du VHB <3,30 Log Ul/mL, n (%) 19 (15,97 %)

Titre de I’AgHBs (Log UI/mL) (moy=DS) 3,70+0,60

Génotype E, n (%) 119(100%)

12.3. Hépatite D

Chez les individus a 1I’AgHBs-positifs, la présence des anticorps anti-VHD a été évaluée a
I’aide d’une trousse EIA Diasorin. Parmi les 119 patients a 1’AgHBs-positif, 17 (14,3%)
patients avaient des anticorps dirigés contre le VHD. Environ un tiers des individus
séropositifs pour le VHD avait un ARN du VHD détectable. La charge virale moyenne était
de 5,97£1,22 Log copies/mL. Le génotype viral a été¢ déterminé chez 13 des 17 patients ayant

un ARN détectable. Tous les sujets étaient infectés par le génotype 1.
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Tableau IV: Caractéristiques virologiques des patients séropositifs pour le VHD

Caractéristiques (N=119)

ARN du VHD (Log cp/mL) (moy£DS) 5,97+1,22
Génotype (n=17)

Répliquant 10 (58,82%)
Génotype 1 13 (100%)
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Figure 10: Analyse phylogénique des séquences nucléotidiques de la région RO du VHD

isolés dans la population du Sud Togo par comparaison a des séquences de référence

disponibles dans les banques.

Légende :

VHD-1', VHD-2%, VHD-3?, VHD-4*, VHD-5°, VHD-6°, VHD-7’, VHD-8*

! Génotype 1
: Génotype 2
3 Génotype 3
4

> Génotype 5
e Génotype 6
’ Génotype 7
8 Génotype 8
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13. DISCUSSION

L’hépatite delta constitue un probléme majeur de santé publique dans le monde affectant 15-
20 millions de personnes (73). La co-infection ou surinfection du VHD signifie que les
cellules hépatiques de I’hdte sont déja infectées par le virus de 1’hépatite B. La co-infection ou
la surinfection du VHD conduit a la cirrhose du foie et enfin au carcinome hépatocellulaire
(CCH) ou cancer du foie (74). Notre étude montre une prévalence extrémement élevée de
I’infection du VHD au Sud Togo avec une prévalence de 14,28%. Cependant, il existe tres
peu d’étude sur la prévalence du VHD chez les patients asymptomatiques de I’AgHBs
positive au Togo. La prévalence de 14,28% trouvé dans notre étude est supérieure a celle
trouvées au Benin (34,8%) (75), a Dakar (Sénégal) (13%) et au Cameroun (10%) et inférieure
a celle trouvée au Gabon (15,6%) chez les donneurs de sang (76). Concernant la prévalence
selon 1’age, la moyenne d’age des sujets au VHD positifs a été de cinq ans inférieur a celle de
la population globale a AgHBs positive (33,53 et 37,20), ce qui est en faveur d’une
surinfection B—delta plus fréquente que la co-infection dans la population étudi¢e. Ces
¢léments suggerent des modes de transmission similaires, horizontal du VHB/VHD ; la voie
sexuelle ou les voies parentérales liées a certaines pratiques, comme le tatouage ou la
circoncision traditionnelle, qui sont les principaux modes de transmission de l’infection a
VHB dans les zones endémiques (77).

Dans la seconde partie de notre étude, nous avons utilisé la technique de la (RT) PCR pour
I’amplification du génome du VHD pouvant servir d’examiner la charge virale et le
génotypage du virus. Le génome viral a pu étre amplifié pour 52,94 % des sujets a hépatite B
chronique testés.

Notre étude a montré que les individus porteurs de I’AgHBs étaient infectés exclusivement
par un génotype E. Le génotype, le plus fréquemment isolé¢ en Afrique de 1’Ouest (78). Ces
résultats confirme les travaux de Folly et al., trouve en 2015 dans une cohorte de la population
Togolaise (13).

Le génotypage du VHD n’a pas encore de justification clinique ou thérapeutique étant donné
I’absence de corrélation entre le génotype viral et la sévérité de I’infection, méme si certaines
¢tudes suggerent que le génotype 2 donnerait généralement des Iésions hépatiques moins
séveres que le génotype 1. La caractérisation génomique et génotypique des souches virales
est, néanmoins, fortement recommandée pour I’étude de 1’épidémiologie moléculaire de
I’infection dans un pays donné (77, 79, 80). Aucune donnée sur les génotypes du VHD n’est

disponible au Togo selon les études de Folly et al., en 2015. Des données récentes ont montré
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qu’il existait de fortes variations de la prévalence delta dans les différentes régions de
I’ Afrique Sub-saharienne (73, 81). Nous montrons pour la premiére fois que le génotype 1 du
VHD ¢était le génotype le plus fréquemment isolé au Sud Togo. Génotype ubiquitaire,
largement distribue a travers le monde (82). Des études ¢largies avec séquencage de plusieurs
isolats viraux sont nécessaires pour savoir si le génotype 1 est le seul génotype circulant au

Sud Togo, ou si d’autres génotypes co-circulent.
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14. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Bien que le Programme Elargi de la vaccination ait été introduit en 2008, le VHB reste un
probléme majeur de santé publique. Les voies de transmission horizontale et de la petite
enfance étant les principales voies de I’infection du VHB en Afrique. La forte prévalence du
VHB et du VHD observée dans notre étude justifie la mise en place d’un programme de
vaccination national contre I’hépatite B (vaccination a Jp des enfants) dans le cadre du
Programme Elargi de Vaccination (PEV), afin d’assurer I’immunisation de tous les enfants
agés de moins d’un an d’une part et de faciliter I’acceés au traitement antiviraux d’autre part.
En effet, des traitements trés efficaces et bien tolérés sont désormais disponibles.
Malheureusement, ils ne sont généralement pas disponibles au Togo excepté pour certaines
populations en particulier les sujets co-infectés par le VIH/VHB qui bénéficient de la mise a
disposition du ténofovir.
Les résultats fournis par cette étude permettent d’envisager les perspectives suivantes :

— Etudier I'implication du VHD dans la progression du VHB chez les patients co-

infectés et surinfectés.
— Etudier les mécanismes du cercle roulant du VHD, ainsi que 1’horloge moléculaire du

VHD en Afrique au Sud du Sahara.
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ANNEXE 1
FICHE D’ENQUETE

¢
& JA'SS O CIATIIONISAUNCGNSIE/AERIQUEID ESIHEPAGINES)

FICHE D'ENQUETE

Date/ /| /] / Code/ / Numéro d'identification / // /

1- IDENTIFICATION

Date de naissance /  // /! /' Sexe: Féminin/ / Masculin / /

Zone de provenance: Urbain/_/ Rural/ _/
Nationalité / / Ethnie / / Région d'origine/ /

2- NIVEAU D'ETUDE

Université /  /Lycée/ /College / / Primaire / _ / Jamais fréquenté / /

3- SITUATION MATRIMONIALE

Célibataire / _/ Mariée / / Divorcée/ _ / Avez-vous des enfants? Oui/ /Non/__/

Si Oui, combien?/ /A quelle 4ge €tes-vous marier? /  /ans

4- OCCUPATION ACTUELLE

Employé de bureau/ __ / Etudiant (¢ )/ / Menageére/ __ / Sans Emploi/ /
Corps habillé/  /Medical / __ / Réligieux / /

5- RENSEIGNEMENT CLINIQUE

Antécedant faniliaux vis-a-vis de 'hépatite B ou C? Oui/ / Non / /

Si Oui, quelle a été votre rdle aupres du patient? /

Est-ce que c'est votre : Pere /  / Meére / / Sceurs/ / Fréres / / Proches / /

Signe présenté par le malade? Fatigue / _ / Cirrohose / /Ictere / _ / Autres/ __/

6- FACTEUR DE RISQUE

Vous avez été une fois transfusé ? Oui/ / Non/ /

Vous avez été une fois subir une intervention chirurgicale ? Oui/ _ / Non/  /
Avez-vous une fois pratiqué la toxicomanie ?Oui/___ / Non/ _ /

Etes-vous Hétérosexuel /  /Homosexuel /  /Bisexuel/  /?

Signe de sclérification ? Oui/ _ / Non/ /

Avez-vous été excisée (Femme) ? Oui/  /Non/  /

7- CONNAISSANCE DE LA SEROLOGIE HEPATITES/VIH
Sérologie VHB : Positif/ / Négative / /Ne sais pas/ / Année de diagnostic
/]

Sérologie VHC : Positif/ / Négative / /Ne sais pas/ / Année de diagnostic

42



Master Il en Santé Internationale Folly ANYOVI 2015-2017

/]
Sérologie VHD : Positif / / Négative / / Ne sais pas/ _/ Année de diagnostic
/]

S?rologie VIH: Positif/ / Négative / /Ne sais pas/ / Année de diagnostic
/]

Nom de l'enquéteur: Signature:
RESULTATS DU DEPISTAGE
AgHBs: Ac Anti-VHC: Ac Anti-VHD:
Conclusion:
Nom de l'agent ayant réalisé ou validé le dépistage:
Date/ / / / Signature:
ANNEXE 2

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT

TITRE DE LA RECHERCHE

Prévalence, facteurs de risques et épidémiologie moléculaire de I’hépatite virale delta au sud
Togo.

INVESTIGATEURS

e PrJacques SIMPORE, Professeur Titulaire de Génétique et de Biologie moléculaires a
I’Université de Ouagadougou ;

¢ Dr Emmanuel GORDIEN, Maitre de conférences des universités Praticien Hospitalier

e Fréderic LEGAL, Ingénieur en Chimie et PhD en Virologie

e Athenais GERBER, Ingénieur

e Folly ANYOVI, Doctorant en Virologie Moléculaire et étudiant en santé
internationale

Tél : 00228 90 86 96 13 /00201007431807/ folly.anyovi@gmail.com

Monsieur Folly ANYOVI, doctorant en Virologie Moléculaire nous propose de participer a
une étude dans le cadre du projet de recherche sur le diagnostic moléculaire et génétique de

I’hépatite delta au Sud Togo.
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1°) Nous acceptons cette démarche en connaissant les conditions de cette recherche décrites
ci-dessous : L’objectif de cette étude est de caractériser les génotypes du VHD circulant au
Togo. Elle s’intéresse aux personnes jeunes adultes vivant avec le VHD regues en Conseil de

Dépistage Volontaire et ceux du centre de ’ONG ASADH.

A partir du sang prélevé, des tests seront réalisés : la sérologie du VHB, VHC, VHD et la
caractérisation du génotype. Une fiche individuelle d’enquéte sera remplie et comprendra des
renseignements d’identification (code CDV ou numéro du dossier de suivi et contacts tout en
conservant 1’anonymat), des renseignements cliniques (sujet symptomatique ou non), les
antécédents (notion des maladies intercurrentes, état sérologique du conjoint, parité) et des
données biologiques (sérologie VIH, VHB). Le sang sera prélevé sur 2 tubes de 5 ml chacun :
1 tubes avec anticoagulant et 1 tube sec.

Les avantages de cette étude sont entre autres :

- La présence ou I’absence des ARN et ADN chez le sujet infect¢ par le
VHD/VHB/VHC guidera la décision de sa mise sous traitement et déterminé la durée
du traitement ; ceci limitera un échappement viral :

- La détermination des génotypes du VHD/VHB/VHC circulant au Togo ;

- Contribution a la recherche de la thérapie des hépatites virales

Les investigateurs liés a cette investigation sont essentiellement liés au prélévement sanguin

et sont donc négligeables eu égard aux avantages.

2°) Nous avons eu la possibilité de poser les questions qui nous paraissent utiles et d’en

recevoir les réponses claires

3°) Nous acceptons librement et volontairement de participer a la recherche décrite ci-dessus.
Nous sommes parfaitement conscients que nous pouvons retirer a tout moment notre
participation a cette recherche et cela quelles que soient nos raisons et sans supporter aucune

responsabilité.

Notre consentement ne décharge en rien ’investigateur de ses responsabilités morales et

légales et nous conservons nos droits garantis par la loi.

Faita Lomé,le / /2015
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