UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES
Département de Biologie

Licence Sciences et Techniques (LST)

Biologie et Sante

PROJET DE FIN D’'ETUDES

Hépatite Virale B au Maroc : Place de |la

Biologie moléculaire dans le diagnostique et le
Monitoring

Présenté par:

¢ Sadd FEZZAZI

Encadré par :

¢ Dr. Abdelouaheb BENANI (IPM)
¢ Pr. TAHRI Jouti Mohammed Ali (FST)

Soutenu Le 12 Juin 2014 devant le jury composé de:
- Pr. GUISSI sanae
- Pr. TAHRI Jouti Mohammed Al

Stage effectué a Institut Pasteur du Maroc Casablanca
Année Universitaire 2013 / 2014

FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES FES — SAISS
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& Ligne Directe : 212 (0)5 35 61 16 86 — Standarti2 ()5 35 60 82 14
Site web : http://www.fst-usmba.ac.ma



/@/ﬁ@/‘&/@/f(@/{t&’

«Le plassir des bons caeurs, c’est La Reconnnissance »

Jean-Francois de la Harpe

& Avant d’entamer ce rapport, je profite de 1'occasion pour remercier
vivement tout d’abord le professeur TAHRI Jouti Mohammed Ali, d’avoir
accepté d’encadrer ce travail et pour 'intérét qu’il a accordé pour ce projet.

# Ce travail n’aurait jamais pu voir le jour sans le soutien et l'aide du

Docteur Abdelouaheb BENNANI responsable du laboratoire de Biologie
moléculaire a l'institut pasteur de Casablanca.

# Je tiens a remercier Madame Sanae GUI SSI, Professeur de ’enseignement
supérieur a la faculté des sciences et technique de Fes d’avoir aimablement
accepté de faire partie du jury de ce projet.

# Sans oublier ma famille (Zakaria Safir ...) mes amis (Driss, Imane ,Hajar
...) et a toutes les personnes qui ont participé de pres ou de loin a la réalisation
de ce travail .

[2]



Sommarre

Remerciements

La liste des abréviations
La Liste des figures
Résumé

Généralité sur I'lPM

2) Organigramme d’IPM

Introduction
CHAPITRE1:REVUEBIBLIOGRAPHIQUE
1) Découverte de I'hépatite B
2) Taxonomie
3)Structure
3-1)Morphologie
3-2)Organisation du génome
4) Cycle de réplication du virus de I’hépatite B
5) Epidémiologie
5-1) La prévalence de I’hépatite B a I’échelle mondiale
5-2) La prévalence du génotype de I'Hépatite B
5-3) La prévalence de I'’hépatite B au Maroc
6-Mode de transmission :

7-Symptomes
8-Traitements
9-Prévention
10-Vaccin
Chapitre 11 :I-Matériel et méthodes
A) Déduire la charge Virale a partir du sang du patient
1) Prélevements, transport et conservation des échantillons :
2) Extraction automatisée par le COBAS AmpliPrep :
3) Amplification et détection de ’ADN viral par PCR en temps réel
3.1. Principe de la méthode :
3.2. Amplification de la cible :

3.3. Détection des produits PCR dans un test COBAS TagMan 48 :

Chapitre III : résultats et discussion

1- Répartition globale selon le sexe et log
2-Répartition par age et par sexe
3-Répartition par moyenne de log selon le sexe et 1'age
Références
Annexel
Annexe 2
Annexe 3

[3]

22
23
24
25
29
30
33



ADN

Ag HBcC
Ag HBe

Ag HBs
ELISA
PCR
SQ
VHB

VIH

L6 abs Aheritions .

Acide désoxyribonucléique

Antigene de capside de I'népaB
Antigene e de I'hépatite B

Antigéne de surface de I'hitpaB
Enzyme Linked Immuno Sorbé&sisay
Polymerase chain reaction
Standard de quantifmati
Virus de I'hépatite B

Virus de I'immunodéfiaiee humaine

[4]



L6 abs /?z(/%’

Figure 1: Les trois forme du HBV vu en microscope élecmae
Figure2 : virus de I'hépatite B

Figure3 : Virus de I'hépatite B (particule de Dane)

Figure 4 : Cycle de réplication du HBV

Figure 5: Répartition géographique de la prévalence de &htpB

Figure 6: La Répartition géographique des génotypes du deushépatite B dans
le monde

Figure 7:résultat d’'un patient a une charge Virale positive

Figue8 :Répartition de 'infection selon le sexe

Figure 9 : Répartition de l'infection selon le log

Figure 10: La répatrtition de l'infection selon le sexe’agke

Figure 11: répartion de la charge virale (log) selon les thasod’age et le sexe.

Figure 12: Figure 12 : Répartition de l'infection selon leartches d’age et
la moyenne du log(2013)

[5]

10

11

12

13

14

19

22

22

23

25

35



Ssume

L’hépatite Virale B est une maladie infectieusecgtment humaine. C’est une
infection du foie potentiellement mortelle, fréqteet silencieuse qui peut toucher tout
le monde. 360 millions de personnes souffrent diétibn chronique, plus d’un million
d’entre eux décedent chague année suite a des icatigpis liées a cette infection, en
particulier la cirrhose et le carcinome hépatodaiita.

Le HBV est tres contagieux puisqu’il a la capacité garder son pouvoir
infectieux pendant plus de 7 jours a températurbiambe. Il n’existe pas de traitement
spécifique, Le diagnostic de I'hépatite Virale Bhdda biologie moléculaire se base sur
la détermination de la charge virale (multiplicatidu virus) pour évaluer I'efficacité
thérapeutique. Le vaccin reste la meilleure sofugiour se protéger contre le virus.

Pour conclure, le VHB représente la 10eme causeat&lité dans le monde et
une des trois premieres causes de déces en Ax=ieAdtique.
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Loui pasteur (1822-1895)

1- Généralités sur l'institut Pasteur :

L'IPM est un établissement public, doté de la pamabté civile et de l'autonomie
financiére, placé sous la tutelle administrativendnistre chargé de la santé publique et dont
le siege est a Casablanca.

La présence Pasteurienne au Maroc remonte a 1@id,adlaquelle une filiale de
L'institut Pasteur de Paris avait été créée a dialppidement aprés la signature de la
convention de Fes en 1912, L'institut Pasteur aleg@r s'est trouvé séparé du Royaume du
Maroc sous protectorat francais et en décembr8 182Dr Edmond Sergent fut chargé
d'étudier la création d'un nouvel Institut Pastea 15 novembre 1929 fut décidé la création
de L'institut Pasteur du Maroc a Casablanca, 'sitidtive du Dr Emile Roux, a I'époque
directeur de L'institut Pasteur a Paris et de Mircien Saint, Résident Général de La
république Francaise au Maroc. Et ce n'est qu'é@ §j9e les deux Instituts Pasteur, celui de
Tanger et celui de Casablanca, furent réunis poustituer L'institut Pasteur du Maroc par
Décret (N-176-66 du 14 Raia | 1387/23 Juin 1967).
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2) Organigramme d’'IPM :
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INSTITUT PASTEUR DU MAROC

I-Introduction :

Les maladies virales connaissent un véritable edepuis une vingtaine d’années.
L’apparition de nouveaux virus (VHI, VHC, etc....) mola diffusion est susceptible de
provoguer de redoutables épidémies a été établie.

Le terme hépatite virale est utilisé pour toutesaniias inflammatoires diffuses du foie sous
la dépendance d’une infection par un virus.

Elles sont actuellement au nombre de ¢ohegignés alphabétiquement de A a E)
différentes par leur mode de transmission (fécéeqguaur les virus A et E ; parentérale pour
les virus B et C) et leur agressivité”. Plus récemment, un virus dit de I'hépatite G & ét
caractérisé sans que son implication dans deslpgtls hépatiques soit établi&.*>

Parmi ces hépatites virales, I'hépatite aBive au deuxiéme rang des agents
cancérogénes connus pour 'homme, aprés le tatyae.
L’hépatite virale B est une infection du foie pdtellement mortelle, C’est une maladie
fréquente et silencieuse qui peut toucher toutdade. C’est une maladie évolutive qui peut
passer d’une forme aigue & une forme chronique.t&liche environ 10% des adult8s30 a
50% des enfants infectés entre lan et 4ans et @3%ébés infectés par I'hépatite B avant
I'age de 1an ne parviennent pas a éliminer le \étudéveloppent une infection chronidle

* L’hépatite aigué B Cette forme de la maladie est peu fréquente pelled durer
de quelques semaines a quelgques mois (moins dei$.na plupart des
personnes souffrant de la forme aigue du virusigsgmt completement.

* L’hépatite chronique Equand le virus persiste au-dela de 6 mois) egplua
grave. Une personne atteinte d’hépatite chroniqume@d I'étre a vie. 25% des
personnes souffrant de cette forme de la maladieofit par mourir d’'une
maladie du foie®

Dans de tres rares cas, I'hépatite aigtend une forme fulminante mortelle en
I'absence de greffe de foie rapide

Malgré l'existence d’un vaccin efficacgnfiection par le virus de I'hépatite B (VHB)
demeure un probleme de santé publigue mondialergatosation mondiale de la santé

[9]



(OMS) estime que plus de 2 milliards de personmeété infectées par le virus de I'hépatite
B au cours de leur vie, soit environ 30 % de laubaon mondiale™®. Parmi cette
population, 360 millions (soit 5%) souffrent d’icteon chronique, essentiellement sur les
continents asiatique et africain. Plus d’'un millidientre eux décedent chaque année des
complications liées a cette infection, en parteula cirrhose et le carcinome hépatocellulaire
(11 ,12)

Le virus de I'hépatite B (VHB) est 50 &01fdis plus contaminant que le VIR,

L’OMS organise également le 28 juillet cleaque année la Journée mondiale contre
I’hépatite pour sensibiliser I'opinion public etenix faire comprendre la maladie.
Notre travail consiste a étudier le virus de I'ni#paB au Maroc : sa prévalence parmi la
population marocaine, son mode de transmission .is swtout le diagnostic au sein du
laboratoire de la biologie moléculaire.
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PEVUE BIBLIDGRAPHIQUE

1)Découverte de I'hépatite B.

Le virus de I'hépatite B a été découvert 63, quand B.S. Blumberg a mis en
évidence une réaction inhabituelle entre le sértindigidus polytransfusés et celui d’'un
aborigene australien. Il a alors désigné l'antigatéxzouvert sous le nom d'antigéne
« Australia «*®. En 1967 le nom d’antigéne HBs, c'est-a-dire amig de surface de
I'hépatite B, fut imposé pour désigner cet antigéfiedont la découverte a valu & B.S.
Blumberg le prix Nobel en médecine en 1976.

En 1970, D.S. Dane identifiait en microscopie étmugue, dans le sérum des malades
porteurs de l'antigene Au, des particules «en cecarde 42 nm de diametre (la particule de
Dane), qui devaient ultérieurement étre considér@aame les particules virales infectieuses
du HBV *°)

2)Taxonomie :*®
Le virus de I'hépatite B (VHB) fait partie de lanfidle des Hepadnaviridae, virus a
ADN hépatotropes. Cette famille regroupe deux geqre ont des caractéristigues communes
comme la morphologie, I'organisation génétiquemede de réplication, et la spécificité
d’hote.
» Le genre Avihepadnavirus regroupe les virus du rchiole Pekin, du héron, de la
cigogne et de 'oie des neiges. lIs différent degsvdes mammiferes par I'absence du
gene X
* Le genre Orthohepadnavirus comprend le virus déphBiite B humain ainsi que les
virus des rongeurs : le virus de la marmotte, liessvdes écureuils et les virus des
singes ne sont pas classés dans des espéces séparée

3)Structure :
3-1) Morphologie :

Trois formes différentes du virus de I'hépatite Bt @té identifiées par microscopie
électroniqgue dans le sérum des patients infectdss. particules infectieuses appelées
particules de Dane de 42 nanométre, et des pasicabn-infectieuses, sphériqgues ou
allongées correspondant a une production excedsiw@rotéines d’enveloppe.

Les sphéres, de 22 nm de diameétre, et les batodeet€me diamétre mais longs de plusieurs
centaines de nanomeétres, sont composées de peotdimeveloppe virales et de lipides
cellulaires. Ces particules ne sont pas infectepsesqu’elles sont dépourvues d’ADN. Elles
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sont 10 000 a 1 000 000 fois plus nombreuses qupddicules de Dane dans le sérum des
sujets infectés.

Fiqure 1 : Les trois forme du HBV vu en microscogéectronique”

Le virus de I'népatite B est composé de 3 parties :

* Uneenveloppesur laguelle on retrouve I'antigene HBs (Ag HB3gt antigéne HBs
est I'élément spécifique du virus qui va activesysteme immunitaire lors d'une
infection.

» Unecoqueconstituée de protéines (capside protéique) quiagiede protéger le virus
de I'extérieur, contenant les antigenes HBc et KiBgHBc et Ag HBe)

* Unemolécule d'acide désoxyribonucléiqueui est une molécule que I'on retrouve
dans toutes les cellules vivantes (ADN). Cet ADNtess important car c’est le
génome du virus et doit donc se transmettre efitéotau en partie lors de la
reproduction du virus.

Figure? : virus de I'hépatite B

Le virus de I'hépatite B est I'un des phedits génomes décrits, avec un ADN composé
d’'une nucléocapside entourée d’une bicouche lipiglisur laquelle s’insérent les protéines de
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surface’® Le génome est un acide désoxyribonucléique (AQMKEEque, partiellement
double brin, non fermé de maniére covalente.

3-2) Organisation du génome :

Avec ses 3 200 paires de bases, c’est le plus g@atibme connu parmi les virus a ADN. I
code seulement pour 4 géenes :

v Le géne C (c = core) : constitué de l'antigene HBdHBe. Le HBc associé a la
capside ou core, présent dans le noyau, induitiige cytolytique des lymphocytes
T, mais il napparait pas libre dans le sérum. tiggne HBe est excrété dans le
sérum, c’est un témoin de la réplication virale.

v Le gene S (s = surface) : constitué d’'antigene HBs'agit du principal marqueur
sérique d'infection. Il est présent dans le cytepla des hépatocytes, constitue
I'essentiel de I'enveloppe du virus, associé anésetance importante du virus.

v' Le géne P (p = polymérase ) : plus précisémeri2NApolymérase qui intervient dans
la multiplication du virus .

v' Le géne X : La protéine X est dotée d’une faiblgvdé oncogénique, et elle joue un
réle clé dans l'activation de I'expression des gede VHB, ainsi que la réplication
virale en agissant comme un Co-activateur tranenpel collaborant avec des
facteurs de transcription cellulaifé*”

ALYN pobyrmérase | ~AgHRs

- Prutéins maleure 5
- Protéine moyenne pré-Ss
-~ = ferande protdine pnt-5;

ADN vireolaire
AprHEe
} Nueléorapzide

—— AgHBe

Figure3 : Virus de I'hépatite B (particule de Dan@?)

4) Cycle de réplication du virus de I'hépatite B :

Le HBV est un virus strictement humainsdél multiplie dans les hépatocytes. Il ne se
réplique pas in vitro dans les cultures cellulaifés
La premiere étape de la multiplication du VHB comuee par I'attachement du virus sur la
cellule cible (hépatocyte), et la fixation se fadtr interaction entre I'antigéne pré S1 (HBs)

[13]



c6té virus et par I'albumine humaine polymérisét® dépatocyte. La nature du récepteur de
I'HBV n’est, toutefois, pas encore détermirnée

Lors de son entrée dans I'hépatocyte, le virus perdenveloppe. La capside rejoint le
noyau de I'hnépatocyte et désassemble pour libéreADN.

L’ADN polymérase virale associée au virion compled®N génomique partiellement
bicaténaire en ADN bicaténaire circulaire su-erédqkl supercoiled », torsade).
Celui-ci est transcrit par I'appareil cellulaire &RN messagers, traduits en 4 protéines
(agHBs, agHBc, ADN polymérase et protéine X A&N prégénomique (la particularité du
HBV).

Ce dernier est rétrotranscrit par ’ADN polymérasenouvel ADN génomique.

Particule de Dane

virion entier, infectienx

;o ™y
ADN + .-"Ll'}‘\l|;-;!|'-'::|-:|.1.*f@

AN torzadé {eeeDNAY OO0

A Pregensmgue

l __—.___} AR messamers

@ Proteines X ADNpal, \Llllh
IR |'||||| Cripion (| ;; a w
S

Sphérules et iubules
d'antigéne HBz en exces

figure : cycle de réplication du HBW)

Le HBV est un virus ubiquitaire mais la répartitisglon les génotypes est trés variable dans
le monde. Les études phylogénétiques menées & pagi séquences nucleotldlques de
différents génomes viraux ont permis de classeif¥ en 8 génotypes (A-Hj>

[14]



5) Epidémiologie :

5-1 La prévalence de I'hépatite B a I'échelle mated:

La prévalence de VHB est de 5,4 % a I'échelle malediontre 1 % pour celle du VIH
et 3 % pour celle du virus de I'hépatité’e
Le virus de I'hépatite B est de répartition ubigirie. La prévalence varie de 0,1% a 20 %
selon les zones géographiques de sorte que 'OMS8istimgue trois, avec des modes de
transmission et des niveaux de risques différérits

1) Les pays de haute endémie (Afrique noire, Asie ull+&st) dans lesquels la majorité
de la population a été en contact avec le virugietnvironl0 % de la population sont
porteurs du virus,

2) Les pays de faible endémie (Europe, Amérique dudNaspon) dans lesquels moins
de 10 % de la population a été en contact avettus et moins de 1 % des sujets sont
porteurs de virus

3) Les pays de moyenne endémie ou la situation estnédiaire (Afrique du Nord,
Europe de 'Est, Amérigue du Sud).

(= moyen
- basse

Figure 5: Répartition géographique de la prévalende I'hépatite B*®

5-2) La prévalence du génotype débtite B :

La variabilité du génome du VHB a permis de cladsepopulation humaine en
génotypes dont la répartition a travers le mondeileisjuitaire. Actuellement huit génotypes
sont identifiés, représentés de A &'l (Annexel) Comme le montre Egure 6 Ces
différents génotypes présentent une distributioagggphique distincte ; par exemple, le
génotype E prédomine en Afrique et le génotype B\&ir du Sud-Est alors que le génotype
D est majoritairement dominant dans le bassin regdinéen.

[15]



Figure 6: La Répartition géographigue des génotymksvirus de I'hépatite B
dans le mondé&™

5-3. La prévalence de I'hépatitelB\aroc :
En 2000, André?® a fait une étude comparative entre différents mhysnonde, il a

trouvé que la plupart des pays africains ont urigenicité élevée sauf le Maroc et la Tunisie
qui font partie des zones d’endémicité intermédiair

L'épidémiologie du virus de I'hépatite B (VHB) ntepas précisément connue au Maroc.
L’étude d’André s’est penchée sur I'évaluation deptévalence de I'infection par le VHB
chez une population active marocaine, et la détextin des facteurs de risque chez les
malades trouveés positifs pour 'AgHBs. Un effecté 16634 volontaires dont 10003 sont de
sexe masculin et 6631 de sexe féminin, était d&mstr 'AgHBs. Le dépistage du VHB a
été réalisé par le test d’Elisa (sérologie).

Un total de 276 personnes est trouvé positif atide dépistage, ces résultats montrent
gue le Maroc est un pays a faible endémicité avec prévalence du portage de 'AgHBs
estimée actuellement a 1,66 % (2,16% chez les harB€%chez les femmes).

Cette étude démontre que la prévalence de I'Ag éfBestimée actuellement a 1,66 %
dans la population active marocaih&dentification des facteurs de risque permet de due
la prévention demeure la méthode la plus efficame pontréler avec succes l'infection par le
VHB,#"
La faible endémicité rapportée dans la présentdeémontre le succes du programme
national de vaccination contre le VHB. En effetMaroc fait partie des pays qui ont adhéré
au programme de 'OMS pour la vaccination contréB depuis 1999
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Pour conclure, le VHB représente la 10éme causeaitalité dans le monde et une des trois
premiéres causes de décés en Asie et en Affigue.

6-Mode de transmission (annexe 2) :

Les principaux modes de transmission jouent unvat&able en fonction du degré de
prévalence dans la zone concernée.
La contagiosité du VHB est liée a sa présence thpdupart des liquides biologiques des
sujets infectés : le sang f18 10 virions par millilitre), le sperme et les sécrésovaginales
(10° & 1d par millilitre), la salive (104 10 par millilitre), et & un titre plus faible dansl#t
maternel et les urines, sachant que le VHB ne aestnet pas par l'air, 'eau ou les
aliments®®.
Cette contagiosité est également liée a la résistdn virus dans le milieu extérieur et
a sa capacité de garder son pouvoir infectieux geng@lus de 7 jours a température
ambiantg®* %
Selon 'OMS, le virus de I'hépatite B est 50 a 168 plus contaminant que le VIH.
Quatre modes de transmission sont classiquemanttfidg*? :
> la transmission sexuelle : il s’agit aujourd’hui piincipal mode de contaminatioti)
> la transmission parentérale : ce mode de transmnispeut toucher le personnel
soignant, lors d’accidents d’exposition au sangsachez les usagers de drogue lors de
'échange de matériel infecté ...
» la transmission horizontale : par des contactstétewvec des porteurs chroniques au
sein de la famille ou en collectivite.
> la transmission périnatale : de la mere a I'enfarst de 'accouchement par le sang ou
d’autre liquides organiques (sperme, secrétiongedes, lait maternel ....5**3%

Le VHB reste virulent hors de I'organisme pendaeptsjours©”et ni l'alcool, ni
I'éther, ne le détruisent. La contamination peuhadntervenir dans des situations aussi
bénignes que I'échange de coupe-ongles, de brasdests ou de rasoirs. Il est important de
préciser que la source de l'infection n'est pasiifiée dans 35% des c&s"
7-Symptdme®?

La plupart du temps, I'hépatite virale passe ingper surtout si I'on est contaminé
jeune, et quand il ya des symptbmes, ils ne sosatfpecément trés caractéristiques, ils
peuvent ressembler aux symptémes de la grippe.

Parmi les symptémes de I'hépatite virale B :

-Une extréme fatigue

-Jaunissement de la peau et des yeux (ictére)
-Coloration foncée des urines et claire des selles

-Des nausées, vomissement et des douleurs abdesiinal

[17]



8-Traitement :

Il n'existe pas de traitements spécifiques contnéplatite B. Certaines personnes
atteintes de cette maladie peuvent étre traitées d@s médicaments, dont I'interféron et les
agents antiviraux°"*Y(des interféron sous forme pégylé , des analogeesutléosides |,
inhibiteurs de la polymérase virdf€) .

L'objectif du traitement de l'infection chroniquerale B est de réduire le risque
d’évolution vers la cirrhose. Cet objectif ne pétre atteint qu’en faisant régresser la lésion
inflammatoire hépatique par un contréle de la p&pion virale B“%*

9-Prévention :

Le vaccin est le pilier de la prévention contregphatite B. L'OMS recommande de
vacciner tous les nourrissons contre cette malddg que possible apres la naissance, de
préférence dans les 24 heures.

10-Vaccin
Le vaccin contre I'hépatite B est le premier etuattéement le seul vaccin contre un
cancer humain qui est celui du féie.

[18]



[-Matériel et méthodes :

A) Déduire la charge Virale a partir du sang gatient :
1) Prélevements, transport et conservation des éam@lons :

Les prélevements de sang ont été recueillis stéeie dans des tubes a EDTA. Le
matériel biologique utilisé dans cette étude c'ést plasma sanguin, obtenu apres
centrifugation (12000tr /min). Les plasmas non idést a étre utilisés dans les 72h, ont été
congelés a - 20°C sous formes de parties aliquatéedement, de 800 a 1000 dans des
tubes en polypropyléne avec bouchon a vis (de $gvstedt).

*Teste de confirmation de I'hépatite Bsérologie) :

Les patients qui font I'objet de notre étude, doivéd’abord réaliser un diagnostique de
I'hépatite B par un test immuno-enzymatique de tihéSA qui se fait pas le kit « Murex
HBsAg version 3, ABBOTT Diagnostic) qui consistelamlétection de I'Ag HBs.

Les patients positifs pour 'ELISA seront reconé®lpar un autre test de confirmation qui
consiste en la détermination de la charge virateteSt est réalisé dans le service de biologie
moléculaire au sein de l'institut Pasteur du Magacutilisant la plate forme automatisée de
Roche Diagnostics : Cobas AmpliPrep et Cobas TagW®npilotés tous les deux par le
logiciel AmpliLink.

La détermination de la charge virale est réaldaes le but d’'un bilan préthérapeutique qui
permet de suivre 'efficacité du traitement adopté.

2. Extraction automatisée par le COSS AmpliPrep :
Le but de I'extraction est d’obtenir des acidesl@igcies plus ou moins purs et plus ou

moins concentres.

Le systeme d’extraction des acides nucléiqguesep@obas Ampliprep, utilise la technologie
en billes magnétiques entourées de silicate. Legpies virales du VHB sont lysées par un
tampon de lyse (Citrate de sodium dihydrdf&5% de thiocyanate de guanidine

<5% de polydocanolQ,9% de dithiothréitol ) permettant la libératioesdacides nucléiques
qui se fixent sur les billes magnétiques entoudéesilicate.

Le systeme est composé d’'un aimant qui permetrbab@age des acides nucléiques pendant
les étapes de lavages (Citrate de sodium sihydr@at&% de N-méthlisothiazolone-HCI).

Les acides nucléiques sont libérés par la suiteitdisant un tampon d’élution (0,2% de
méthylparabéne).

3. Amplification et détection de ’ADN viral par PCR en temps réel (Cobas TagMan 48):

L’'analyseur COBAS TagMan 48 est un systeme entienemautomatisé pour
'amplification et la détection d’acides nucléiques utilisant la technologie de la 5’
exonucléase utilisant les sondes TagMan.
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3.1. Principe de la méthode :
La sonde TagMan présente deux fluorophores: unexrdmité 5' de la sonde

(fluorophore donneur) et l'autre a I'extrémité 8' ld sonde (fluorophore "extincteur" ou
guencher). "L’extincteur" étant a proximité du denn inhibe I'émission de fluorescence par
ce dernier. Au cours de I'amplification, I'activi® exonucléase de la Taqg DNA polymérase
dégrade la sonde (dans la direction3').

Le fluorophore donneur sera dégagé de l'action’akiricteur et émettra un signal
fluorescent mesurable par l'instrument. Le suiviemps réel de la fluorescence accumulée
permet la quantification du produit PCR.

3.2. Amplificatiode la cible :

Les échantillons traités ainsi que des standardgudatification (SQ) sont ajoutés au
mélange d’amplification dans des tubes d’amplif@at(tubes K), dans lesquels se produit
'amplification PCR. Le SQ permet de quantifier daarge virale mais sert également de
témoin de la PCR. Le thermocycleur de I'analysechaudfe le mélange afin de dénaturer
'ADN bicaténaire et d’exposer les séquences cillesI’amorce spécifique sur I'’ADN
génomique circulaire du VHB et sur ’ADN du SQ VHR dénaturation).

Au fur et a mesure du refroidissement du mélange amorces s’hybrident a 'ADN
cible (hybridation).

L’ADN polymérase thermostable Thermus specie ZOSNABN présence de Mn2+ et
d'un exces de désoxyribonucléotides triphosphatBlTR), dont la désoxyadénosine
triphosphate, désoxyguanosine triphosphate, dégtdiee triphosphate et la désoxyuridine
triphosphate (au lieu de la thymidine), étend lesi@es hybridées (élongation).

L’'analyseur TagMan répete automatiquement cetteatipé au cours d’'un nombre
défini de cycles préprogrammé dans l'analyseur,cehadevant doubler la quantité
d’amplicon ADN produits. L’amplification ne concermue la région du génome VHB située
entre les amorces ; le génome VHB entier n’esapadlifie.

3.3. Détection des drots PCR dans un test COBAS TagMan 48 :

Le test TagMan utilise une technologie PCR en tendgs$, I'utilisation de sondes
fluorescentes a double marquage permet une détestidemps réel de I'accumulation des
produits PCR en surveillant l'intensité de I'émissides colorants fluorescents rapporteurs
libérés pendant le processus d’amplification. Lesdes consistent en des oligonucléotides
spécifiqgues du VHB et du SQ VHB marqués par un remibrapporteur et par un colorant
extincteur. Dans ce test, les sondes du VHB et@ws@t marquées par différents colorants
rapporteurs de fluorescence. Lorsque les amorceslarants a double fluorescence sont
intactes, la fluorescence du rapporteur est sug@ien raison de la proximité du colorant
extincteur et a cause des effets Forster de tndrsémergie.

Pendant la phase PCR, la sonde hybride une séqguédieeet se trouve clivée par
I'activité de la nucléase 533’ de 'ADN-P Z05 thermostable. Une fois que ledocants
rapporteur et extincteur sont libérés et séparéstiriction ne se produit plus et la
fluorescence du colorant rapporteur augmente. Lfdicgiion de 'ADN VHB et ADN du
SQ est mesurée indépendamment a des longueursed’diftérentes.
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Ce processus est répété pendant le nombre de gyél@ogrammés dans I'analyseur,
augmentant ainsi l'intensité de I'émission des its rapporteurs individuels, permettant
une identification indépendante de 'ADN VHB et ADNI SQ. L'intensité des signaux est
fonction de la quantité initiale du matériel au ecoemcement de la PCR.

Les copies ne sont pas une unité internationale.rel permet pas d'équivalence d'un
pays a lautre, d'ou [Iutilité de I'expression d'uméme résultat en log.

Le log est une expression mathématigdesc un langage international. Plus
récemment, I'OMS a validé l'expression en Ul qui ws langage commun, uniforme et
standardisé.

Ce langage commun a tous, est une n#Eegssur la recherche. La concentration
d’ADN du HBV est exprimée en Unités Internationalegml). Le coefficient de conversion
du nombre de copies/ml de HBV en Ul/ml de HBV esty82 copies/Ul en utilisant les
normes internationales d’ADN du virus de I'hépaftettablies par 'OMS pour les dosages
par les techniques a acide nucléique.

Les variations croissantes ou décroissantes deal@e virale peuvent aussi s’exprimer
sous forme de 1 log, 2 log, etc.
La figure suivante illustre un exemple d’'un patiaméc une charge virale positive.




Focultats et discassion

Les plasmas des différents prélevements, sont guagmés d’'un listing sur papier a
partir duquel, les données ont été saisies danbas®de données et exploités sous Excel.

Les résultats obtenus (durant toute la périodetalge} sont présentés dans le tableau
suivant :

1- Répatrtition globale selon le sexe et log :

Tableau 1 : Répartition globale des patients HBV psitifs selon le sexe et log.

Total sexe Total de|Moyenne de
log log
Femmes 14 38,49 2,75
Hommes 18 47,67 2,65
Total 32 86,16 2,7
Ecart type 2,83 6,49 0,07

Sur les 32 personnes recrutées et positives, plygmd’hommes (56%) que de femme
(44%), ces résultats montrent une prévalence péwee chez les hommes.

Un résultat comparable a été observérance.

La forte prévalence chez les hommeggaport aux femmes a été décrite en France
en 2005 par Antona et al. Cette derniere susciajdestions sur la susceptibilité a I'infection
selon le genre et/ou la différence de réponse inmaitm a l'infection.

La représentation de ces résultats sus forme deef@bsrt est illustrée dans les figures
suivantes :

2,75
44% 2,65
Femmes Hommes Femmes Hommes
Figure 8 : Répartition de I'infection selon Figure 9 : Répartition de I'infection
selonle sexe selon le log
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2-Reépartition de I'infection par age et par sexe :

Tableau 2 : répartition des patients HBV positifs glon I'age et le sexe

Femmes Hommes Total
<de 24 ans 0 1 1
Entre 24 et 342 7
Entre 35 et 443 9
Entre 45 et 544 7
De 55 etplus| 5 3 8
Total 14 18 32
Ecarttype 1,92 1,95 3,13

Comme le montre la figure 3, I'étude de la prénadedu HBV selon les criteres d’age
et du sexe montre que la classe d’age prédomimanieles hommes est celle de 35-44ans et

Ecart type

0,71
2,12 \
2,12 \
0,71 \
1,41 \
2,83

0,71

Total +ou-
Ecart type

\ 1,00

8,00
9,00
7,00
9,00
31,00

pour les femmes 55ans et plus. On constate gquehames sont les plus touchés.

Ces résultats réaffirment les constatations anté@geet confirment que les hommes sont plus

touchés par le VHB que les femmes.

En effet, des résultats similaires ont été troare2003 par Alter et al, aprés une étude
faite en Europe. Des résultats comparables ordl#nus en 2009 par Romano et al en Italie

et en 2010 par Ben Alaya et al, suite a une étéaksée en Tunisie.

La représentation de ces résultats sous formetdfrmmme est illustrée dans la figure

suivante :

Nbre de personne

i ./'?ranche d'dge

par sexe &
6 5 5
—

3 4

4 3 I 3 3

3 2 L
2 1 -
e

O I 1 1 I

<de24ans Entre2d4et  Entre35et  Entred5et DeSSetplus
34 44 54
OFemmes O Hommes

Figure 10 : La répartition de l'infection selon lesexe et I'age
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3-Répartition par moyenne de log selon le sexe &de :

Cette répartition est résumée dans le tableaursuiva

Tableau 3 : répartition des patients HBV positifs par moyenne de log selon le sexe et
l'age.

Femmes Hommes Total I\I/ézyggrggdee Ecart type
< de 24 ans 0,00 1,86 1,86 0,93 1,32
Entre 24 et 34 3,31 2,97 6,28 3,14 0,24
Entre 35 et 44 2,45 2,74 5,19 2,60 0,21
Entre 45 et 54 2,66 2,27 4,93 2,47 0,28
De 55 et plus 2,82 2,56 5,38 2,69 0,18
Total 11,24 12,40 23,64 11,82 0,82
Moyenne par 2,25 2,48 4,73 2,36 0,16
sexe
Ecart type 1,30 0,43 1,68 0,84 0,49

L’analyse de ces résultats montre que la répartitie la prévalence de HBV chez cette
population étudiée, est hétérogene selon les camghes d’ages étudiées.
La moyenne des charges virales pour les deux sstete 2log, ce qui concorde avec 'étude
d’André en 2000

Une charge virale faible, (négative chez les fen)raesté observée chez les sujets agés
de moins de 24 ans. Ceci peut étre expliqué ptaitigue cette tranche d’'age regroupe dans
sa majorité les enfants ayant bénéficié d’'une vetitin systématique dés leur jeune age
selon le programme de 'OMS.

La charge virale la plus importante, et observés d¢bs sujets agés entre 24 et 34. Elle
est moins importante au niveau des autres tranches

Ce résultat ne concorde pas avec la statistiguisééa dans notre étude pour I'année
2013 (annexe3) et également avec I'étude faiterande par I'institut de veille sanitaire entre
2003-2004 (Antona 2006).
La représentation de ces résultats sous formetdgremme est illustrée dans la figure 4.
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Moyenne de log

3,50

3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

<de 24 ans

Entre 24 et Entre 35 et Entre 45 et

34

44 54

OFemmes EAHommes

De 55 et
plus

Tranched'age

Figure 11 : répartion de la charge virale (loq) s@n les tranches d’age et le sexe
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Arnere / 7 / b carac téﬁ/lflf/'yaa& des c&fféfwzt@@ ée/'ﬁa lites

Hépatite A Hépatite B Hépatite C | Hepatite D | Hépatite E
. . . . ... | Viroidsvirid .
Famille Picornaviridae Hepadnaviridae Flaviviridae a6 Hepeviridae
Génotypes 3 gepotypes 8 gen‘otypes 6 gen‘otypes 3 gepotypes 4 gepotypes
(ram (AaH) (1a6) (Talm (ralv)
. - ADN circulaire ARN ARN ARN |
Acide ARN monocaténaire . L. . monocatenai
nucléigue linéaire pa_rtlelllem.ent monpc,atgnalr satellite de e
bicaténaire e linéaire 'HBV L
Linéaire
Enveloppe Non Oui Oui oui (celle de Non
PP I'HBV)
_ . sanguine, sexuelle, : . .
Transmissior oro-fécale sanguine sanguine oro-fécale
materno-foetale
Chronicité Jamais Souvent Tres Souvent Tres Jamais
Souvent
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Arneve / 2 / . ULransmiSsion en fafm Lion du %ﬂa WA /ée;ﬂa Ute

. Modes de transmission Symptomes Mesures de protection
Virus
- Transmission, la plupart du temps, par une - Jaunisse (coloration jaune |- Vaccin contre I'hépatite A
exposition a de I'eau contaminée ou a des aliments de la peau et des yeux) - Se laver les mains adéquatement
préparés avec de I'eau contaminée - Malaises avant et apres la préparation et la
- Transmission par voie oro-fécale (c.-a-d. lorsque des |- Perte d'appétit consommation d'aliments
P , selles contaminées se retrouve dans la bouche d'une |- Maux d'estomac
Hepatite A . . _ ) _ ]
personne a cause d'un mauvais lavage des mains ou |- Urines foncées
gue des selles contenant I'hépatite A contaminent de |- Fatigue
I'eau qui est ensuite consommeée) - La plupart des personnes

infectées par I'hépatite A se
rétablissent naturellement.

- Exposition a du sang ou a des organes contaminés |- Jaunisse - Vaccin contre I'hépatite B
- Relations sexuelles - Malaises - Relations sexuelles protégées
- Transmission de la mére a I'enfant - Perte d'appétit . _ i

Part d'articl | M d'est - Eviter de partager des articles qui

A i - Partage d'articles personnels avec une personne - Maux d'estomac R o,
Hepatite B . ,g . P i P o i , peuvent étre contaminés avec du
infectée (brosse a dents, rasoir, coupe-ongles, aiguille, |- Urines foncees . i
. ) ] sang (brosse a dents, rasoir,

mateériel pour renifler de la drogue) - Fatigue

coupe-ongles, aiguille, matériel pour

- Absence de symptdmes
ymp renifler de la drogue)

possible (au moins 30 %
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- Exposition a du sang ou a des produits sanguins
contaminés

- Transmission de la mére a I'enfant

- Relations sexuelles (dans de rares cas)

- Partage d'articles personnels avec une personne
infectée (brosse a dents, rasoirs, coupe-ongles,
aiguilles, matériel pour renifler de la drogue)

Hépatite C

Hépatite |- N'apparait habituellement que chez les personnes
D déja infectées par I'hépatite B
- Exposition a du sang contaminé et, dans de rares
cas, transmission par les relations sexuelles
- Partage d'articles personnels contaminés

des cas graves ne
présentent aucun
symptome)

- La majorité des cas ne
présentent aucun symptome
- Possibilité de jaunisse

- Malaises

- Perte d'appétit

- Maux d'estomac

- Urines foncées

- Fatigue

- Jaunisse

- Malaises

- Perte d'appétit

- Douleur dans la région de
I'estomac

- Urines foncées

- Fatigue

- Absence de symptdmes
possible

[32]

- Eviter de partager des articles qui
peuvent étre contaminés avec du
sang (brosses a dents, rasoirs,
coupe-ongles, aiguilles, matériel pour
renifler de la drogue)

- Vaccin contre I'hépatite B

- Relations sexuelles protégées

- Eviter de partager des articles qui
peuvent étre contaminés avec du
sang (brosse a dents, rasoir,
coupe-ongles, aiguilles, matériel pour
renifler de la drogue)



Hépatite E

Hépatite G

- Répandue dans les pays en développement - Jaunisse
- Transmission par voie oro-fécale (c.-a-d. lorsque des |- Malaises

selles contaminées se retrouve dans la bouche d'une |- Perte d'appétit
personne a cause d'un mauvais lavage des mains ou |- Maux d'estomac
gue des selles contenant I'hépatite A contaminent de |- Urines foncées
I'eau qui est ensuite consommeée) - Fatigue

- Transmission la plupart du temps par une exposition |- 90 % des enfants infectés
a de I'eau contaminée ou a des aliments préparés avec |par I'hépatite E ne

de I'eau contaminée présentent aucun symptome
- L'hépatite E peut étre transmise de la mére a

I'enfant, mais elle est plus fréquente chez les adultes

- Les sujets atteints sont souvent coinfectés par Absence de symptémes
d'autres virus, comme I'hépatite C, I'hépatite B et le

virus de I'immunodéficience humaine (VIH)

- Exposition a du sang ou a des produits sanguins

infectés

- Transmission possible par le partage d'articles

personnels contaminés par le virus

- Transmission possible de la mére a I'enfant a la

naissance

- Transmission possible pendant les relations sexuelles

[33]

- Se laver les mains adéquatement
avant et aprés la préparation et la
consommation d'aliments

- Redoubler de vigilance dans les
pays en développement

- Vaccin contre I'hépatite B

- Relations sexuelles protégées

- Eviter de partager des articles qui
peuvent étre contaminés avec du
sang (brosse a dents, rasoir,
coupe-ongles, aiguilles, matériel pour
renifler de la drogue)



Ameve(3) : Llude statistipue du HBY (2073)

Femmes Hommes Total Moyennf iz
log par age
< de 24 ans 0.00 2.75 2.75 1.38
i‘tre 24 et 2.90 2.82 5.72 2.86
E‘tre 33 et 319 2.78 5.97 2.99
Ei‘tre 45 et 312 277 5.89 2.95
De 55 et plus 3.18 2.82 6.00 3.00
Total 12.39 13.94 26.33 1317
SR 2.48 2.79 5.27 2.63
pal‘ sexe

Ecart type

[34]
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Figure 12 : Répartition de I'infection selon lesdnches d’age et la moyenne du log(2013)
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