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Résumé

Avec cette étude on a essayé de mettre en évidence 1’intérét de la quantification virale par

PCR en temps réel dans le diagnostic des patients atteints d’hépatite C.

Nous avons étudié, de facon rétrospective, durant la période du stage, 189 patients atteints
d’hépatites C. les patients ont été adressés au laboratoire de virologie de I’Institut Pasteur
d’Alger (IPA) pour une quantification de la charge virale dans le cadre d’un bilan pré-

thérapeutique ou d’un suivi de traitements.

Deux catégories de tests virologiques (sérologique et moléculaire) ont été utilisées pour le
diagnostic de I’infection virale C, les testes sérologiques permettent la détection des anticorps
spécifiques anti-HCV, marqueurs indirects de I’infection (CMIA, ELISA). Le test moléculaire
permette la quantification de génome viral qui est ’ARN de VHC, un marqueur direct de

I’infection par PCR en temps réel.

La quantification de la charge virale par PCR en temps réel joue aujourd’hui un rdle de
premier plan dans le diagnostic de I’infection viral C, la technique PCR en temps réel est

I’outil de choix du fait de sa rapidité, sa sensibilité et sa spécificité.

Mots clés Hépatite C, diagnostic sérologique, charge virale, PCR en temps réel.



Summary

Hepatit C is an infection us disease transmitted by blood , caused by hepatits C virus (HCV) ,
which attacks the liver . the infection is charactererized by liver inflammation (hepatitis ) that
is often asymptomatic but can progress to chronic hepatits and later cirrhosis and

hepatocellular carcinoma .

Our problematic tends to evaluate the utility of viral qauntification by real-time PCR in the

diagnosis.

We studied,retrospectively, during the training period, 189 patients with hepatitis C And
recruited at the level of different hospitals in Algiers, The patients were sent to the laboratory
of virology of the Pasteur Institute of Algiers (IPA) For quantification of viral load In the

context of a pre-therapeutic assessment or in a follow-up of treatments.

Two categories of virological tests (serogical and molecular ) were used In the diagnosis of
viral infection C, Serological tests, Allow the detection of antibodies specific anti-HCV,
indirect markers of infection ( CMIA,ELISA) . The molecular test Allows the quantification

of viral genome which is HCV RNA, direct markers of infection (real-time PCR).

Quantification of viral load by real —time PCR nows plays a leading role in the diagnosis of
infectin viral C , the real —time PCR 1is the toolof choice because of its speed , sensitivity and

specificity.
Key words

Hepatits C disase , serological diagnostic , viral load, real —time PCR.
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CR : Cartouche de réaction.

Ct : Threshold cycle/ cycle seuil

ELISA : Enzyme —linked -immino-sorbent-assay.
VHA : Virus de I’hépatite A.

VHB : Virus de I’hépatite B.

VHC : Virus de ’hépatite C.

IgG : Immunoglobuline de type G.

IgM : Immunoglobuline de type M.

IgA : Immunoglobuline de type A.

IPA : Institut Pasteur d’ Alger.

IRES : Internal ribosomal entry site.

KDa : Kilo-daltonien.

CMIA : Micoparticulaire enzymatique immino assay.
NC : Non codant.

Ns : Non structural.

NTR/UTR : NO translate region /Un-translated region /region non traduite.

ORF : Open reading frame /cadre ouvert de lecture.
P7 : protéine 7.

PCR : Polymerase chaine reaction .

QS : contrdle interne

RT-PCR : Reverse transcriptase PCR.

S : échantillon.
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INTRODUCTION

Grace aux techniques de biologie moléculaire (Halfon et Cacoub ,2000), Le virus de
I’hépatite C (VHC) a été identifié en 1989 comme étant I’agent responsable de la majorité des

hépatite non A non B (Choo, 1989), par I’équipe de Michael. (Pawlotsky ,2002)

L’infection par le virus de I’hépatite C (VHC) est considérée comme un probleme majeur de
santé publique a 1’échelle mondiale. (Bahadi,2013), peut demeurer asymptomatique pendant
des décennies, (Ha et al., 2016), pouvant aboutir en 1’absence de traitement, a des

complications hépatiques séveres, telles que la cirrhose ou le carcinome hépatocellulaire.

(Gozlan , 2016)

Le dépistage de 1’hépatite C est indispensable pour la détection précoce et pour améliorer la

santé de la population . (Ha et al ., 2016)

Le diagnostic de I’hépatite C commence par des tests sérologiques, qui permettent de détecter
les anticorps anti HCV(ELISA) et les tests moléculaires qui permettent d’évaluer le degré de

réplication du virus de 1’hépatite C.

L’introduction de la nouvelle technique de la PCR en temps réel permet une quantification
plus sensible et plus précise du génome viral. Elle permet un diagnostic plus rapide et plus

sensible.

Notre étude réalisée au sein du laboratoire des hépatites virales (IPA), qui porte sur les

patients adressées pour la charge virale.

La premiere partie s’avere une étude bibliographique qui commence par des informations
générales sur le virus de I’hépatite C, pathogénie de 1’hépatite C, et a la fin le diagnostic des

infections virales C.

L’objectif de ce travail est :

De mettre en évidence 1’intérét de la quantification virale C par PCR en temps réel dans le

diagnostic des patients atteint d hépatite C.
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Etude
bibliographique



I.1. Virus de I’hépatite C
I.1.1. Historique et taxonomie

Au milieu des années 70, les tests sérologiques réalisés sur du sang provenant de
patients transfusés atteints d’hépatite montreérent que seulement 25 % des cas ont étaient
infectés par I’hépatite B (VHB) et qu’aucun ne 1’était par I’hépatite A (VHA). Cependant le
75 % restant des hépatites post transfusionnelles n’étaient dues ni au VHA ni au VHB, mais a
un virus différent fut qualifiée de “non-A non-B” (Einstein et al., 1935; Fabiani et al., 2003;

Hajarizadeh et al., 2013).

Ce n'est qu'en 1989 que ce virus a été identifié pour la premiere fois et nommé virus de
I’hépatite C (VHC). L’utilisation de la biologie moléculaire et de la technologie de ’ADN
recombinant ont permis a 1’équipe de Michael Houghton et celle de Daniel Bradley cette
découverte de VHC sans isolement préalable de la particule virale (Einstein et al., 1935;

Fabiani et al., 2003; Hajarizadeh et al., 2013).

Comme les virus VHA et VHB, le VHC a été classé au sein de la famille des

Flaviviridae mais dans un nouveau genre dont le nom d’Hepacivirus a été proposé (Fabiani

et al., 2003; Mauss et al., 2014).
I.1.2. Structure

Le VHC est un petit virus enveloppé d’environ 55 a 65 nm de diametre. Ce virus a
ARN de polarité positive est constitué d’une nucléocapside icosaédrique entourée d’une
enveloppe lipidique dans laquelle sont ancrées deux types de glycoprotéines d’enveloppe,
I’E1 et ’E2 formant des hétérodimeres non covalents (Figure 1) (Chisari and Francis, 2005;

Stambouli and Oumaima, 2014).

L’ARN virale code pour plusieurs protéines structurales et non structurales

indispensables au cycle viral (Figure 2) :
I.1.2.1. Protéines structurales
a. Protéine de capside C

Elle présente des sites de liaison potentiels a I'acide désoxyribonucléique (ADN) et a I'ARN
ainsi que des domaines de dimérisation . La séquence de cette protéine est bien conservée
entre les différents isolats. Sa localisation est cytoplasmique et semble associée a des

gouttelettes lipidiques.



Elle présente un grand nombre d'activités fonctionnelles en plus de sa fonction
d'encapsidation de I'ARN du VHC. 1l a en effet ét€ montré que l'expression de la capside du
VHC modulait la régulation de différents promoteurs cellulaires ou voies de signalisations (c
myc, IL2, p53, p21, NFkB, etc.).

Elle interagit avec différentes protéines cellulaires et module la croissance et la viabilité
cellulaire (apoptose/prolifération) dans certaines conditions (niveau d'expression et type
cellulaire), et dans certains modeles in vitro et in vivo (souris transgéniques). Elle induit aussi

la transformation cellulaire (Soussan et al.,2010).

Glycoprotéine E2
Glycoprotéine E1

Protéines de la
nucléocapside

ARN simple brin de

polarité positive

Enveloppe
lipidique

e

Figure 1. Structure du VHC. (a). Représentation schéma.tAi‘ciﬁé“ d’une particule virale ;

(b).Micrographies issues d’une observation au microscope électronique du VHC (Lindenbach

etal., 2013)



b. Glycoprotéines de I’enveloppe E1 et E2

Les glycoprotéines E1 et E2 font partie de I’enveloppe virale et sont impliquées dans la
neutralisation du virus (Voisset and Dubuisson 2004). Elles ont des masses moléculaires de
33-35 et 70-72 kDa, respectivement, ce qui correspond a 192 acides aminés pour E1 et 363
acides aminés pour E2. Ils s’assemblent dans le RE sous forme d'hétérodimeres non covalents
(Deleersnyder, Pillez et al. 1997, Op De Beeck, Voisset et al. 2004). Ces glycoprotéines
sont des protéines transmembranaires de type I et sont composées d’un ectodomaine N-
terminal et d’une région hydrophobe C-terminal d’ancrage dans les membranes. Les 27 acides
aminés N-terminaux d’E2 constituent la région hypervariable 1 (HVR1) avec un role probable
dans ’entrée du virus permettant a celui-ci d’échapper au systeme immunitaire(von Hahn,
Yoon et al. 2007). Ainsi, E2 joue un rdle crucial dans les premieres étapes de 1'infection.

La protéine E1 semble €tre impliquée dans le processus de fusion membranaire nécessaire a

I’internalisation du virus dans la cellule cible (Lavillette, Pecheur et al. 2007) (Figure 2).
1.1.2.2. Protéines non structurales
a. la protéine p7

La p7 est une petite protéine hydrophobe dispensable a la réplication de 'ARN viral, mais
Essentielle pour la production de virus infectieux in vivo et in vitro, suggérant

un role potentiel de cette protéine dans I'assemblage et la libération du virus

(Steinmann and Pietschmann 2010, Madan and Bartenschlager 2015). P7 a deux
fonctions, notamment 1) participer a I'élaboration de particules virales par la médiation de
l'interaction entre les glycoprotéines de l'enveloppe et NS2, et 2) former un canal afin de
réguler I’étape de maturation intracellulaire des particules VHC afin de les rendre pH

résistantes et infectieuses (Madan and Bartenschlager 2015).

b. Protéines NS2-NS5

N

Le VHC possede un ensemble de protéines enzymatiques indispensables a son cycle

infectieux (Figure 2) :

- NS2 (p23) : est une protéine transmembranaire avec une activité cystéine protéase,
elle assure un role crucial durant la phase d’assemblage virale (Pawlotsky and Jean,

2002).



NS3 (p70) : est une protéine hydrophile de 67 kDa qui possede un domaine sérine
protéase dans son tiers N-terminal et un domaine NTPase/hélicase dans ses deux tiers
C-terminaux. L’activité protéasique de la NS3 assure le clivage des autres régions non
structurales (NS4et NS5), tandis que son activité hélicase aurait probablement une
action dans le déroulement de 1I’ARN génomique au cours de la réplication

(Pawlotsky and Jean, 2002). (Figure 2)

NS4 : est formée par deux protéines distinctes, la NS4A (p8) et la NS4B (p26).

La NS4A est une petite protéine transmembranaire de 54 acides aminés zinc
dépendante, elle forme un hétérodimere protéasique avec la NS3 ou elle assure la
fonction d’un cofacteur pour cette derniere.

La NS4B est une petite protéine hydrophobe transmembranaire de 27 kDa, impliquée
dans la réplication et I’organisation membranaire au cours du cycle viral (Pawlotsky

and Jean, 2002). (Figure 2).
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Figure 2. Schématisation de 1’ensemble des protéines codées par le génome du VHC. (a), la
répartition des protéines sur le génome viral ; (b), la structure et la fonction de chaque

protéine virale (Bartenschlager et al., 2013)



-NSS : formée par deux complexes protéiques, la NSS5A (p56/58) et NS5B (p68).

La NS5A est une protéine modérément hydrophile qui existe sous deux formes
distinctes, de poids moléculaires respectifs 56 et 58 kDa. Elle participe probablement a
la régulation de I’activité de I’ARN polymérase virale (Helle and Cocquerel, 2008) .

La NS5B est une protéine phosphorylée de 68 kDa localisée, il a été démontré in vitro
que cette protéine contient des motifs conservés caractéristiques des ARN
polymérases dépendantes de ’ARN qui lui conferent une activité ARN polymérase

indispensable a la réplication du VHC (Helle and Cocquerel, 2008) (Figure 2).
I.1.3. Cycle infectieux du VHC

Le cycle viral du VHC est basé sur le modele général des Flavivirus (Figure 3) qui passe par

les étapes suivantes :

- La premiere étape (a) correspond a la liaison des virus avec les récepteurs spécifiques
présents a la surface des cellules cibles, les hépatocytes. Le mécanisme moléculaire
exact de cette liaison reste a élucider. Néanmoins, les études ont confirmés
I’implication de certaines molécules comme les glycosaminoglycanes, la protéine
CD8]1 sur les hépatocytes et le récepteur des LDL sur les lipoprotéines (Moradpour
et al., 2007 ; Helle and Cocquerel, 2008) .

- Le virus une fois endocyté, libere son ARN viral dans le cytoplasme et les protéines
virales sont traduites puis synthétisées sous forme d’une polyprotéine adressée dans le
réticulum endoplasmique (b et ¢) (Helle and Cocquerel, 2008).

- L’ARN positif du génome est converti en ARN négatif, ce dernier sert comme matrice
pour la synthése de nouvelles molécules d’ARN virales, en parallele, les protéines
structurales s’assemblent pour former les nouvelles particules du VHC (Helle and

Cocquerel, 2008) .
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Figure 3. Cycle viral du VHC.(Moradpour et al., 2007).
L.2. Génome et variabilité génétique du VHC
L.2.1. Organisation du génome

Le génome du VHC est un ARN linéaire monocaténaire de polarité positive d’environ
9,6 kb. C’est un génome riche en nucléotides G-C et tres structuré dans les cellules infectées

par le virus ou dans les particules virales (Pawlotsky and Jean, 2002) .

Il comprend trois régions distinctes dans le sens 5’3 ; une région non codante 5°, un
cadre de lecture ouvert et une région non codante 3° (Pawlotsky and Jean, 2002) (Figure

4a).

La région 5’non codante est constituée des 341 premiers nucléotides du génome, elle
est formée de 3 a 5 codons AUG non initiateurs de la traduction et 4 domaines riches en
structures tiges-boucles nommés de I a IV. C’est une région tres conservée chez les différents
variants du HCV vu son réle majeur et vital pour le virus dans la réplication et la synthese des

protéines virales (Pawlotsky and Jean, 2002 ) (Figure 4b).

Cette partie du génome ne comporte pas de coiffe méthylée mais elle contient un site
interne d’entrée du ribosome (IRES) formé par les domaines tiges-boucles II, III et IV.
L’IRES est la structure qui fixe la sous unité 40S du ribosome, elle est responsable a
I’initiation de la traduction du cadre de lecture ouvert codant la poly-protéine précurseur des

protéines structurales et non structurales (Figure 4b) (Pawlotsky and Jean, 2002 ) .



En aval de la région 5’ non codante est situé le grand cadre de lecture ouvert (open
reading frame ou I’ORF). Il comporte environs 9024 a 9111 nucléotides et débute par un
codon AUG initiateur de la traduction. L’ORF code pour une poly-protéine précurseur qui
apres traduction dans les cellules infectées et clivage par les protéines virales (NS2 et NS3) et
cellulaires donne naissance aux protéines virales structurales et non structurales (Figure 4a)
(Pawlotsky and Jean, 2002; Lunel et al., 2003).

Enfin, la région 3’ non codante comportant trois parties successives (Figure 4a):

- une partie non traduite d’environ 30 nucléotides, variable d’une souche virale a une
autre ;
- Une partie poly-U de longueur variable d’une souche virale a une autre ;

Une partie 3’ terminale de 98 nucléotides, tres conservée, connue sous le nom de la

région X, structurellement repliée en trois tiges-boucles successives (Pawlotsky and

Jean, 2002).

La région 3’ non codante semble jouer un role important dans I’initiation de la synthese du
brin d’ARN négatif lors de la réplication. En plus cette région est indispensable a la fixation
de la PTB (polypyrimidine tract-binding protein), une protéine régulatrice impliquée dans

I’initiation de la traduction (Pawlotsky and Jean, 2002).
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Figure 4. Organisation du génome du VHC. (a), schématisation des trois régions du génome,
(b). Schéma détaillé la région 5° non codante du VHC (Pawlotsky and Jean, 2002 ;
Moradpour et al., 2007).

1.2.2. Variabilité génétique

La découverte du VHC par la biologie moléculaire a été¢ rapidement suivie de la
découverte d’une importante variabilité génétique de ce virus lorsqu’ont été analysés les

isolats provenant de différentes régions du monde (Nousbaum et al., 1998).

Cette variabilité génétique du VHC est importante résultant d’un le taux de mutation
élevé de I’ordre de 107 substitutions par site et par an. Cette variabilité affecte la totalité du
génome, mais prédomine au niveau de la protéine d’enveloppe El et E2, en particulier au
niveau de région N-terminale appelées les domaines hypervariables. En revanche, la région 5’

non codante est hautement conservée parmi les différentes souches virales. En effet, la



variabilité génétique s’exprime a deux niveaux ; le génotype et la quasi-espece (Figure 5)

(Nousbaum et al., 1998).

a. Génotype

Basé sur le séquencage et la construction d’arbre phylogénique, les différents variants
du VHC ont été classés en six principaux groupes de génotypes, correspondant aux six
branches majoritaires de cet arbre et portant la numérotation de 1 a 6 et dont I’homologie de
séquence entre les différents génotypes est de I’ordre de 70 % (Asselah et al., 2000) (Figure
5).

En plus des génotypes, de nombreux sous-types ont été établie (sous embranchements
de I’arbre phylogénique) et désignés dans 1’ordre chronologique de leur description par les
lettres alphabétiques minuscules (a, b, c.....etc.). L’homologie de séquence entre les différents

sous-types est d’environ 80 % a 90 % (Asselah et al., 2000) (Figure 5).

La répartition géographique des différents génotypes est a présent bien établie et
reflete ’histoire épidémiologique du virus. Certains types sont présents dans I’ensemble des
régions du monde : les types 1, 2 et 3 rendent compte de la majorité des infections par le virus
C en Europe de 1I’Ouest et en Amérique du Nord. D’autres types, plus rares, sont plus
localisés dans une région géographique précise : le type 4 a été identifié avec une forte
prévalence en Afrique Centrale, en Afrique du Nord et dans le Moyen Orient, le type 5 est
essentiellement limité aux populations d’Afrique du Sud, le type 6 au Sud-est asiatique

(Nousbaum et al., 1998). (Figure 5).
b. Quasi-espece

Durant la réplication des virus a ARN, des erreurs sont introduites de maniere aléatoire dans
leur génome par les ARN polymérases ARN dépendantes, en absence de systeme performant
de vérification de lecture. Ces erreurs apparaissent sous forme de mutations ponctuelles, des

délétions ou, a lI'inverse, des insertions (Asselah et al., 2000).

Dans le cas du VHC, I’émergence des variants génomiques conduit a la coexistence de

plusieurs molécules d'ARN distinctes mais tres proches chez un méme hdte d’ol vient

la notion de la quasi-espece. Cette derniere correspond a la population formée de

I'ensemble des variants viraux présents chez un méme malade a un instant donné.



La quasi-espece est, d'une part, engendrée par la non-fidélité de 1'ARN polymérase

ARN dépendante et, d'autre part, sélectionnée par le systeme immunitaire de 1'hote. Certains

variants peuvent étre plus adaptés a un environnement cellulaire que d'autres (Asselah et al,

2000).

Pour le VHC, ces quasi-especes different le plus souvent par quelques mutations (plus

de 90 % d'homologie de séquence) essentiellement dans leur région hypervariable (Asselah et

al., 2000).
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I.3.pathogénie de I’hépatite C
L.3.1. ’histoire naturelle d’hépatite C

L’hépatite C, une inflammation du foie causée par le virus de 1’hépatite C (VHC), est
d’origine infectieuse et peut provoquer une maladie chronique a laquelle s’ajoute la

dimension de transmission.(Ha et al.,2016 ) .

L'infection primaire a VHC correspond habituellement a une hépatite aigué, Les éventuels
symptdmes sont non spécifiques : fatigue, nausées et douleur de I’hypochondre droit.
Uniquement ictérique dans 20% des cas et rarement fulminante, L.’état signant une hépatite
aigué apparait dans un délai d’un a six mois. Le virus se développe rapidement. Son ARN
peut étre mis en évidence dans le sérum par PCR deés la premiere semaine suivant la
contamination. En réponse a I’infection, le syst¢tme immunitaire produit des anticorps anti-
VHC détectables par un test Elisa a partir de la sixieme semaine suivant la contami-nation et
une élévation des transaminases débute des la quatrieme semaine pour atteindre

progressivement un pic supérieur a dix fois la normale. (Moradpour et al., 2007)

La guérison est bio logiquement constatée par une normalisation des transaminases a la
dixieme semaine et une baisse significative des anticorps anti-VHC Dans seulement 10 a 40
% des cas, I’organisme parvient a détruire spontanément le virus. (Moradpour et al., 2007)
Chez la majorité des patients (80%), l'infection primaire évolue vers une hépatite chronique.
par incapacité de I’organisme a éliminer totalement le virus.( Miailhes and Trepo, 2000).Qui

désigne une inflammation évolutive du foie qui dure depuis plus de six mois.

L'évolution vers la cirrhose se fait chez 10 a 20 % des patients atteints d'hépatite C chronique
et lincidence annuelle de survenue d'un carcinome hépatocellulaire chez les patients

cirrhotiques est d'environ 1 2 5 % (Lacroix et al., 2016)
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Figure 6 : Hépatite aigue C évaluent vers la guérison.(Marcellin et al.,2007)
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Figure 7 : Hépatite aigue C évaluent vers la chronicité.(Marcellin et al.,2007)
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Figure 8 : évaluation naturel de I’hépatite (Fournier et al, 2012)




I.4.Epidémiologie

Depuis I’introduction des tests de dépistage du virus de I’hépatite C (VHC), un grand nombre
de données sur I’épidémiologie des infections liées a ce virus ont été acquises , a partir les
données disponibles, 'OMS a estimé qu'en 1999, 170 millions de personnes (2,9 %) vivaient
avec une infection a VHC, la prévalence variant de 0,4 % en Océanie a 5,3 % en Afrique
(Tableau I). L'Europe et I'Amérique du Nord compteraient environ 22 millions de sujets
séropositifs pour le VHC contre 147 millions pour le reste du monde, dont 31,9 millions en

Afrique. ( Desenclos , 2003 ; Broutinet al., 2006)

Tableaul: Estimation de la prévalence de l'infection par le VHC dans le monde par

région. ( Desenclos , 2003 )

|Régi-::n oms Population Prévalence (Nombre d'infectés (millions)
(millions) (%)

lAfrique 602 5,3 31,9
lAamerique 85 1.7 13,1
Mediterranée

. 466 4.6 21,3
orientale
Europe 858 1,0 5.9
Asie du Sud-Est 1500 2,2 32,3
Pacifique

; 1600 3.9 62,2

occidentale
Total 5811 2.9 1697
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Figure 9 : Distribution de la séroprévalence anti-VHC selon les pays. (OMS, 1999)

L.5. Transmission du VHC

Le VHC est transmis par voie parentérale. La contamination résulte de la mise en contact du
sang d'une personne infectée par le virus avec celui d'une personne indemne (susceptible) de

maniere directe (transfusion) ou indirecte. ( Desenclos, 2003 )

*Transfusion de sang et/ou de produits sanguins

La transfusion de produits sanguins a été la premiere cause reconnue et a joué un réle majeur
dans la diffusion de D’infection jusqu’en 1990. La sécurisation du sang et des produits
sanguins a permis de tarir cette source d’infection. Le risque de contamination
transfusionnelle a été 1i€¢ a plusieurs facteurs : la prévalence de 1’infection virale C chez les
donneurs de sang, la date de transfusion, le nombre et le type de produits transfusés. (Broutin

et al., 2006)



* contamination nosocomiale

Le role joué par la contamination nosocomiale est difficile a évaluer. En dehors des
transfusions, la contamination nosocomiale releve essentiellement de 1’utilisation de matériel
mal désinfecté. Le risque de transmission de malade a malade, par I’intermédiaire d’objets
souillés, a été bien démontré dans les centres d’hémodialyse chez des malades non transfusés,
en endoscopies digestives avec biopsie et a I’occasion de 1’utilisation inadéquate d’auto-

piqueurs pour dosage de la glycémie. (Broutin et al., 2006)

*Usage de drogues injectables

Les expositions parentérales lors d'actes non médicaux (partage de seringues ou du matériel
de préparation des injections chez les utilisateurs de drogue par voie veineuse.) jouent un role

dans la transmission dont 1'importance varie d'un pays a l'autre.

Ce mode de contamination s’est développé a la fin des années 1960 dans une population jeune
a prédominance masculine (Broutin et al., 2006)

*Transmission verticale

La transmission mere-enfant a été bien démontré mais le risque est faible et ne représente que
quelques centaines de nouveaux cas par an. Il a été estimé 4 & 7 % par grossesse en cas de
virémie. Le risque de transmission augmente en cas de coinfection de la mere par le VIH ou
en cas de virémie élevée, méme en l'absence de coinfection. L’allaitement n’apparait pas
comme un risque supplémentaire de transmission du VHC et n’est donc pas contre-indiqué.

(Desenclos, 2003 ; Broutin et al., 2006)

* transmission sexuelle

La transmission sexuelle, qui a fait 1'objet de nombreuses études, est possible, mais demeure
rare . Quand ce mode existe, il est alors 1i€ a des rapports sexuels associés a un saignement, en
particulier des rapports génitaux-anaux ou a une infection sexuellement transmissible.

(Broutin et al., 2006)

Le virus n'est pas transmis lors des contacts de la vie courante. Cependant, et bien que non
documentée, sa transmission pourrait avoir lieu au sein d'un foyer, en cas d'utilisation par une
personne indemne, d'objets (rasoir, ciseaux, brosse a dent, coupe-ongles, limes...) ayant été

utilisés précédemment par une personne virémique. (Broutin et al., 2006)



Enfin, sont souvent évoqués le piercing et les pratiques de tatouages. Les données sont peu
nombreuses sur ce sujet mais cette voie de transmission, par analogie a celle ayant lieu lors
des soins, est tout a fait envisageable des lors que le matériel utilisé n'est pas stérilisé entre les

sujets tatoués ou « percés ». (Broutin et al., 2006)

I.6.Le diagnostic

Le diagnostic des infections par le VHC repose, comme celui de toute infection virale, sur
deux types de tests : les tests indirects, qui mettent en évidence les anticorps dirigés
spécifiquement contre le virus, tests sérologiques, et les tests directs, qui mettent en évidence
des constituants de la particule virale principalement des tests de biologie moléculaire

permettant I’étude de ’ARN du VHC. (Lunel et al., 2003)
L.6.1 Test sérologiques

Il s’agit habituellement de tests ELISA (enzyme-linked immu-nosorbent assay).de troisieme
génération, consistent a rechercher, par capture, les anticorps IgG circulants a ’aide des
peptides et/ou protéines recombinants. Codés a la fois par les régions structurales, capside et,
pour certains tests, enveloppe, et les régions non structurales (NS3, NS4 et NS5). (Lunel et
al ., 2003)

La sensibilité de I’ELISA est proche de 100 % chez les immunocompétents mais peut étre
faussement négative ou positive chez les immunodéprimés et au cours des maladies auto-
immunes. Cependant, un anti-VHC positif ne renseigne pas sur le caractere aigu ou chronique
de I’infection et encore peut étre faussement positif. Pour cela, il est indispensable de réaliser

un test de confirmation par la recherche d’acide nucléique. (Lunel et al., 2003)

1.6.2.Testes moléculaire :

Le diagnostic direct repose sur la détection qualitative de I’ARN viral par amplification d’une
région cible de ce génome. Il est indiqué a la suite de la découverte d’une sérologie positive,
apres suspicion d’une hépatite aigu€ avec une sérologie négative ou chez les patients hémo-
dialysés ou immunodéprimés en cas de suspicion d’une hépatite chronique sans anticorps
détectables. (Moradpour et al., 2007)

Ces méthodes d’amplification par PCR (polymerase chain reaction) en temps réel sont
sensibles avec un seuil de détection de 12 a 15 UI/mL. Elles permettent d’évaluer le

degré de réplication du virus de I’hépatite C.(Marcellin et al.,2007)
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I1.1. Matériel

Une étude rétrospective a €t€ réalisée durant la période du stage, elle porte sur 189
patients atteints d’hépatites C et recrutés au niveau de différents centres hospitaliers d’Alger,
les patients ont été adressés au laboratoire de virologie de 1’Institut Pasteur d’Alger (IPA)
pour une quantification de la charge virale dans le cadre d’un bilan pré-thérapeutique ou d’un

suivi de traitements.

Le recueil des données a concerné la période allant de janvier a décembre 2016, a
partir des registres des patients et des fiches de renseignements et en prenant en considération

I’age, le sexe et la région du patient.
I1.1.1. Matériel biologique

Les prélevements sanguins ont été effectués dans les différents établissements
hospitaliers. Le sang est récupéré dans des tubes secs ou contenant de ’EDTA. L’échantillon
est centrifugé pour la récupération des sérums qui sont directement acheminés vers I’'IPA.
Les sérums recueillis ont été conservés, jusqu’a leur utilisation, soit a 4°C pour une duré de 72
heures ou congelés a -20°C pour une durée plus longue, tout en évitant la congélation et la

décongélation répétée.
I1.2. Méthodes

Dans cette étude, deux types de tests destinés pour le diagnostic et le suivi virologique des

infections liées au VHC ont été utilisées :

I1.2.1. Méthodes de détection des anticorps anti-VHC



La détection des Acs anti- VHC au niveau sérique a été réalisée par deux méthodes de dosage
immunologiques, la technique microparticulaire par chimiluminescence (CMIA) et le test

immuno-enzymatique (ELISA) : (ELISAlpour BioRad , ELISA2 pour wantai )
I1.2.1.1. Technique microparticulaire par chimiluminescence

Son principe repose sur 1’utilisation d’une microparticule recouverte d’antigénes
purifiés du VHC pour la détection qualitative des Acs-anti VHC dans le sérum du patient; la
formation du complexe immun Ag-Ac est révélée par un anticorps monoclonal anti-IgG
humaines couplés a I’acridinium (conjugué), ce dernier sous 1’effet d’une activation chimique
émet un signal chimiluminescent dont la quantité est proportionnelle a la quantité des Acs-
anti VHC dans le sérum. Le kit Architect anti-VHC 6C37° est utilisé pour ce dosage
(Annexe III).

En effet, La réaction chimiluminescente résultante de la formation du complexe Ag-
Ac est mesurée en unités relatives de lumiere (URL). Il existe une relation directe entre la
quantité d’anticorps anti-VHC dans 1’échantillon et I’URL détecté par le systeme optique de

I’automate Architect isystem®.

La présence ou l’absence d’Acs anti-VHC dans I’échantillon est déterminé en
comparant le signal chimiluminescent de la réaction au signal d’une valeur seuil déterminée a
I’aide d’une courbe de calibration. Le résultat s’exprime en ratio(S/CO) exprimant I’URL de

I’échantillon /I’URL seuil.

L’interprétation des résultats est basée sur le ratio S/CO suivant les recommandations
du fabricant résumé en tableau II. Les valeurs inférieures a 1 sont considérées négatives
tandis que celles supérieures ou égales a 1 sont retenues positives pour les anticorps anti-

VHC.

Tableau II. Interprétation des valeurs S/CO pour la méthode CMIA

Résultat S/CO Interprétation

<1,00 Négatif

>1,00 Positif

S/CO =0,9-1,1 indéterminé et nécessite un autre test de
confirmation

I1.2.1.2. Technique immuno-enzymatique ELISA wantai




C’est une technique immuno-enzymatique indirecte, elle permet la détection des

anticorps totaux IgM ,IgA, IgG.

Dans cette technique les antigenes recombinants du VHC (protéines structurales de la
capside et non structurales NS3, NS4 et NS5, exprimés dans Escherichia coli) sont

immobilisés sur la paroi des puits d’une microplaque dans laquelle les sérums sont distribués.

Apres un temps d’incubation, un lavage est effectué pour éliminer les protéines et les
Acs non fixés suivi par 1’ajout de 1’ Ac de révélation, le conjugué HRP couplé a la peroxydase.
Apres une période d’incubation, un deuxieme lavage est réalisé pour éliminer le conjugué

enzymatique non lié (Annexe IV).

La révélation des Acs se fait par 1’ajout du substrat enzymatique (H,O,) et le
chromophore ce qui mene, apres ’action catalytique de la peroxydase, a la formation d’un

composé coloré et quantifiable par mesure de la densité optique (DO) (Figure 10).

Steps in an Indirect ELISA
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Figure 10. Représentation schématique générale du principe d’ELISA

En plus des échantillons, des puis pour le blanc et des sérums du controle positif et
négatif sont ajoutés a la série d’analyse pour la validation du test. En se basant sur la densité

optique, le test est valable si :

-la DO du blanc < 0,080 a 450 nm
- la DO du controle négatif < 0,100 a 450 /360nm
- 1la DO du contréle positif > 0,800 a 450/630 nm



L’interprétation des résultats est effectuée en comparant les valeurs de la DO obtenue
pour chaque échantillon contre une valeur dite valeur seuil (VS). Cette derniere est calculée

par I’équation suivante :

Vs= moyenne des controles négatifs + 0,12

Suivant les recommandations du fabricant résumé en tableau III, le rapport du DO de
chaque échantillon/la valeur seuil du test (Do/Vs) oriente vers un résultat positif, négatif ou

douteux qui nécessite une confirmation par un autre test sur un autre prélevement.

Tableau III. Interprétation des résultats pour la méthode ELISA Wantai

Do/Vs Interprétation
Do /Vs<1 Négative
Do/Vs>1 Positive
Do/Vs=0,9-1,1 Douteux

I1.2.2. Méthodes de mise en évidence et de quantification du génome viral

Les prélevements sériques confirmés positifs pour les anticorps anti-VHC par les tests
sérologiques ont été quantifiés par la technique de RT-PCR (Reverse transcriptase

Polymérase Chain Réaction) quantitative en temps réel.

Dans cette étude le test utilisé est une RT- PCR sur 1’analyseur COBAS®TagMan®VHC, un
test quantitatif dont le but est I’amplification de 1’acide nucléique pour la quantification de

I’ARN de virus de I’hépatite C dans le sérum ou le plasma.
I1.2.2.1. RT-PCR sur COBAS®

Ces tests sont completement automatisés, la préparation des échantillons est faite au moyen de
I’appareille COBAS® AmpliPrep, 1’amplification et la détection de I’acide nucléique sont
automatisés au moyen de I’analyseur COBAS®AmpliPrep ou COBAS®TagMan® qui est
constitué d’un thermocycleur associé a un systeme de la fluorescence. Les étapes de la
préparation et de 1’analyse sont interfacées sur un ordinateur a 1’aide du logiciel AMPLILINK
qui permet la programmation et le contrdle des expériences, ainsi de stocker et exploiter les

données.

e Principe

Deux amorces sont nécessaires a I'amplification (une amorce sens et une amorce anti

sens). Pour la PCR en temps réel, on ajoute un oligonucléotide en méme temps que les



amorces. Cet oligonucléotide est complémentaire d'une séquence interne du fragment d'ADN
a amplifier située entre les deux amorces (appariement de l'oligonucléotide et des deux

amorces au cours de 1'étape d'hybridation).

Dans le test TagMan 1’amorce joue le réle d’une sonde, elle est doublement marquée
en 5' par le reporter et en 3' par le quancher. Cette technologie profite du fait que la Taq
polymérase utilisée dans les PCR possede une activité exonucléasique lors de la transcription

du brin complémentaire.

En effet, quand la sonde se fixe sur la séquence cible, on n'observe toujours pas de
fluorescence, car le quancher se trouve spatialement proche du reporter, et va absorber
I'énergie du Reporter et la transformer en chaleur pour la plupart du temps. Cependant durant
I’étape de 1’élongation de la PCR la Taq polymérase arrive a la sonde pour synthétiser le
nouveau brin, elle détruit la sonde et relargue donc le reporter dans la solution. Il est alors
suffisamment éloigné du quancher pour émettre une fluorescence. C'est une technique dite de
sonde d'hydrolyse, qui a le désavantage de lyser les sondes qui ne sont donc plus réutilisables

pour le cycle suivant (Figurell).

L’intensité du signal fluorescent est directement proportionnelle a la quantité
d’amplicons générés. Durant la réaction de PCR, le logiciel AMPLILINK offre 1’avantage de

suivre I’amplification a chaque cycle, mais aussi le traitement du signal et des résultats.

e Mode opératoire
Le test quantitatif COBAS Ampliprep /TagMan VHC repose sur trois opérations principales :
la préparation des échantillons dans le but d’isoler I’ARN du VHC, la transcription inverse de
I’ARN cible pour produire I’ADN complémentaire (ADNc) et ’amplification par PCR de
I’ADNc cible en méme temps que la détection du signal émis par les sondes clivées

(Figurell).
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Figure 11. Principe de détection des produits d’amplification par PCR utilisant la méthode

TagMan®.( Candotti et al.,2007)
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Figurel2. Principe de la PCR quantitative en temps réel avec sonde TagMan



» Préparation des échantillons

Le test quantitatif COBAS®AmpliPrep/COBAS®TagMan®VHC recourt a la préparation
automatisée des échantillons sur I’appareil COBAS Ampliprep a ’aide d’une technique
générique de capture basée sur silice. Le volume nécessaire pour le test est de 650 ul de

plasma ou du sérum. La préparation passe par les étapes suivantes :

» les particules du virus du VHC sont lysées par incubation a une température élevée a
I’aide d’un tampon chaotrope de lyse et d’une protéase qui libere des acide nucléique
et protege I’ARN du VHC libéré contre les RNases présentes dans le sérum.

» D’introduction de la protéase et une quantité connue d’ARN du contréle interne (QS)
du VHC dans chaque échantillon avec le réactif de lyse et des particules magnétique
en verre.

» la liaison de I’ARN du VHC et ’ARN du QS du VHC a la surface des particules
magnétiques en verre.

» Apres des étapes de lavage, les acides nucléiques adsorbés sont élués a température
élevée dans une solution aqueuse.

» L’échantillon traité, contenant I’ARN du VHC et ’ARN du QS du VHC libéré est
ajouté au mélange d’amplification qui constituée de dNTP, amorces, sondes et de
polymérase recombinante thermostable. Par la suit, un volume réactionnelle de 100 ul
est transféré dans chaque tube d’amplification avec une capacité de 48 puits, le tout est
déposés sur un support appelé le k carrier. Ce dernier est transféré manuellement a

I’analyseur.aprés cette étape, aucune intervention humain est nécessaire.

» Amplification

Le test quantitatif COBAS Ampliprep/COBAS TagMan HCV s’appuie sur la
transcription inverse de I’ARN du HCV pour produire de I’ADN complémentaire (ADNc) et
sur I’amplification par PCR de I’ADN. Ces deux étapes sont réalisées au moyen d’un mélange

optimisé d’enzyme thermostables recombinantes ; I’ADN polymérase Z05 et Z05D.

En présence de manganese (Mn 2+) et dans des conditions tampon appropriées, la Z05
et Z05D ont a la fois une activité de transcriptase inverse et d’ADN polymérase .Cela permet
a la transcription inverse et a I’amplification par PCR de se produire en méme temps que la
détection en temps réel des amplicons. L’étape de la transcription inverse et a I’amplification

se déroulent comme suit :



» La dénaturation de 1’hybride ARN/ADNCc par la maintenance de mélange réactionnel
sous 1’effet de la température élevé.

» Lors de refroidissement du mélange I’hybridation des amorces et de la sonde a I’ADN
complémentaire aura lieu.

» La production de I’amplicon se fait graice aux ADN polymérases stable ZO5 et ZO5D
qui permettent [’extension des amorces hybridées le long des matrices.
L’amplification n’a lieu que dans la région du génome du VHC située entre les
amorces.

» L’opération est répétée pendant un nombre définit de cycle, programmé au préalable

dans ’analyseur.

» Interprétation des résultats

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

distinguent trois phases (Figurel3) :

» Phase d’initiation (phase de bruit de fond); la quantité de fragment amplifié est
insuffisante pour générer un signal fluorescent

» Phase exponentielle ; elle est caractérisée par la visualisation de 1’augmentation de la
fluorescence ou la quantité de produit de PCR obtenue est directement proportionnelle
a I’intensité de la fluorescence.

» Phase plateau (phase de saturation) ; certains composants de la réaction deviennent

limitant et le systeme ne permet plus une amplification exponentielle.



Phase plateau

Phase exponentielle

S S S W — " W ——— Ligne de base
Phase d'initiation

Intensité du signal fluorescent émis

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

Figure 13. Suivi de la cinétique d’une réaction de PCR en temps réel (Tse et Capeau.,2003)

I1.3 Etude statistique

La comparaison des résultats de différents tests sérologiques et le test de la PCR est effectuée

par le test d’indépendance Khi-2.a 1’aide d’un logiciel (statistica version 8)



Chapitrelll

Résultats et discussion



3.1. Résultats des données épidémiologiques
3.1.1. Répartition des patients selon le sexe

Comme représenté dans la figure 14 notre étude a porté sur un échantillon de 189 patients
adressés au niveau du laboratoire des hépatites virales —IPA pour réaliser le test de la charge
virale VHC. La population étudiée montre une légere prédominance féminine qui représente
un pourcentage de 64,02% devant un pourcentage de 35,97% enregistré pour les hommes, soit
un ratio de 1.74. Cette prévalence féminine est décrite dans certaines études précédentes

Nottament celles de Dalibon., 2016.

B femme

H homme

64,02%

Figure 14. Répartition des patients selon le sexe.
3.1.2. Répartition des patients selon la tranche d’age

L’age des patients est compris entre (1-88 ans) avec un 4ge moyen de 49 ,32 ans. Nous avons
étudié également la répartition des patients selon 1’age en les répartissant en 8 tranches d’age
différents (Figure 15), les patients dans les tranches d’agés de 23 ans jusqu’a 66 ans était les
plus orientés pour faire le test de charge virale avec un optimum de 25% pour la tranche allant
de 56-66 ans. Cette répartition refleéte que la catégorie d’age jeune-adulte de 23 a 55 ans, si on
additionne les pourcentages relatifs de chaque classe, est la plus touché par cette infection

virale.

D’apres les résultats obtenus, la demande d’une quantification de charge virale VHC par PCR
augmente avec I’age. Dans les pays les plus touchés, en Afrique notamment, la prévalence

augmente avec 1'age a partir de la fin de 1'adolescence, indiquant un risque cumulé avec 1'age.



Cette augmentation est due d’une part a la persistance des anticorps chez les sujets
immunocompétentes et d’autre part d’un risque de contamination éventuelle pendant toute la

vie (Madhava et al ., 2002 ; Desenclos ,2003).

Selon Brenard et al ., 2003 I’infection chronique par le VHC est souvent vu tardivement
parce qu’elle est asymptomatique et donc silencieuse ; les personnes infectées peuvent rester
sans symptomes pendant plus de 10 a 20 ans . Ceci explique la découverte de 1’infection a

’age adulte notamment entre 40 et 59 ans.

I est cependant intéressant de remarquer qu’a partir des résultats indiqués dans notre étude
un seul enfant confirmé positif, ce qui signifie que la prévalence de I’infection a VHC est

faible chez I’enfant et augmente chez les adultes jeunes (Madhava et al .,2002) .

Cette faible proportion peut s’expliqur par le fait de faible fréquence de transmission materno
-feetale (5%) et la faible exposition aux autres modes de transmission a cet age (Desenclos et
al., 1994).
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Figure 15. Répartition des patients en fonction des tranches d’age.
3.1.3. Répartition des patients selon la région

Nous avons étudié la provenance des patients en les classant selon les 4 régions (Sud, Nord,
Est et Ouest algérien), les résultats sont représentés dans la figure 16. La région du centre est
la plus touchée ol 35% des patients proviennent de cette région de, suivie par la région de

I’est (30% ) puis 1’ouest (24,13%) , tandis qu’une minorité des patients sont du sud.
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Figure 16. Répartition des patients en fonction de la région.

A partir de ces résultats; on a remarqué que la plus part des patients sont regroupés au niveau
du centre ceci est probablement dii au fait que ces régions sont représentées par la capitale et
les régions proches et donc la disponibilité des hopitaux, des spécialistes et surtout la

proximité pour leur prise en charge facilite leur recrutement.

3.2. Résultats des tests immunologiques et de la PCR

La premiere partie de notre étude s'effectue en pratiquant une sérologie sanguine, test de
détection des Anticorps anti-VHC. Cette sérologie est basé sure 3 techniques (CMIA, ELISA-
1 ,ELISA- 2). La positivité de ce test signifie la présence d'anticorps anti VHC, témoigne d'un
contact avec le virus de VHC mais pas forcément sa présence se qui nécessite un deuxieme

test moléculaire, la PCR.

D’autre part un test de dépistage négative d'anticorps anti-VHC, signifie une absence de
contact avec le virus sauf en cas d'infection récente, les anticorps n'étant pas encore apparus

ou en cas dimmunodépression sévere.

Le test de premiere intention utilisé est la CMIA ; les résultats faiblement positifs sont repris
sur un deuxieme prélevement par un test ELISA-1 et ELISA-2. S’il ya une concordance entre
les trois tests, le résultat est retenu (positif ou négatif). Au contraire, s’il ya une discordance
entre les trois résultats une PCR pour la recherche de I’ARN viral est obligatoirement

recommandée pour confirmer le résultat sérologique.




Dans notre étude, nous avons fixé comme objectif de comparer les techniques utilisées, tout
en mettant en exergue I’intérét de la PCR dans ce diagnostic en confirmant ou non le résultat
obtenu par les techniques immunologiques. Les effectifs observés, ainsi les pourcentages

relatifs a chaque sont représentés test dans le tableau Iv.

Tableau Iv. Effectif et pourcentage relatif des résultats sérologiques et de la PCR

Résultats CMIA ELISA-1 ELISA-2 Résultat
sérologiques de la PCR
Positif 172 119 (62%) 142 20
(91%) (75,13%) (10,58%)
Négatif 17 70 47 169
(8,99%) (37,03%) (24,86%) (89,41%)
Total 189 189 189 189

Sur les 189 sérums analysés par un le test immunologique CMIA, 172 sérums ont été positifs

soit un pourcentage de 91% tandis que 8,99% ont été considérés comme négatifs.

Les mémes sérums analysé€s pour la deuxieme fois par la technique immunoenzymatique
ELISA-1 enregistrent 62% de positivité et 37,03 % de sérums négatifs. Cette indépendance
entre les deux techniques confirmé par le test statistique (Annexe vI) révele une différence de
la spécificité et de la sensibilité entre les deux techniques, ou la CMIA demeure la moins
spécifique. Cette constatation est aussi valable en comparant la CMIA avec le test ELISA-2
qui détermine dans notre population un pourcentage de 75,13% des sérums positifs et 24,86%

négatifs.

Pour confirmer le résultat obtenu par les techniques immunologiques nous avons analysé
I’ensemble des sérums par PCR pour déterminer la concentration de 1’ARN viral,
proportionnelle a sa charge et qui differe entre la présence du virus (cas positif) ou un contact
ancien ou récent avec I’VHC.

Les résultats de ce test moléculaire montrent que seule 10,58% sont des sérums vrais positifs

alors que le 89,41% sont des sérums négatifs ou des faux positifs.
3.3. Etude de la discordance entre les tests immunologiques et la PCR

Les 189 sérums censés €tre positifs pour les Ac anti-VHC ont été étudiés par les 3 techniques

immunologiques (CMIA, ELISA-1 et ELISA-2) puis repris par la technique moléculaire PCR



(RT-PCR). Sur les 189 sérums, 4 cas de discordance commune entre les 4 techniques utilisées

ont été révélées (Tableau V).

Parmi les 4 sérums positifs en ELISA-1, 3 étaient négatifs et un seul cas était vrai positif par
ELISA-2 et qui a démontré une charge virale détectable ou positive par la PCR. Ces
aboutissements peuvent montrer clairement, d’une part ’intérét de la PCR dans la
détermination des cas faux positifs et de 1’autre part révele 1’efficacité de I’ELISA-2 comme
technique immunologique donnant des résultats identique a ceux de la PCR dans ces cas de

discordance.

Tableau V Discordance entre les résultats immunologiques et la PCR

CMIA ELISA 1 ELISA 2 PCR

négatif positif négatif négatif
négatif positif négatif négatif
négatif positif positif positif
négatif positif négatif négatif

3.4. Discussion générale

Il est clairement établi que la détection des AC anti VHC par une technique sensible et
spécifique est primordiale lors du suivi des patients atteints de 1’hépatite C. Le test de
diagnostic le plus utilisé est la recherche des anticorps dirigés contre les protéines virales par
méthode indirecte, notamment ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de troisieme
génération dont la spécificité est de I’ordre de 99% et la sensibilité chez des patients porteurs
du virus C, au moyenne est plus de 99%. La sensibilité des tests de troisieme génération
semble satisfaisante chez les hémodialysés et les sujets infectés par le VIH en dehors

d’immunodépression. (LUNEL-FABIANI, et al ., 2003 ; Bahadi et al ., 2013).

Dans le cadre de notre étude, la nécessité d’effectuer deux testes ELISA différentes pour le
diagnostic a révélé son intérét, le deuxieme test ELISA-2 est recommandé quand le premier
donne un résultat faiblement positif ou bien lorsque le résultat est négatif mais la densité
optique est tres élevée et se rapprochant beaucoup plus d’un résultat positif. Sur les 17 sérums

négatifs au test CMIA 13 ont été trouvés négatifs par le test ELISA-2. Ces résultats

.....




et dans la littérature qui indique le caractere spécifique et sensible de I’ELISA de troisieéme
génération.

Malgré que la sensibilité des tests ELISA est tres forte, les cas d’un faux négatif ou faux
positif augmentent chez les patients immunocompétents et au cours des maladies auto-
immunes. Pour cela, il est indispensable de réaliser un test de confirmation par la recherche
d’acide nucléique. (Bahadi et al .,2013). En effet, Les patients hémodialysés, a cause de
dialyses répétées, et les patients transplantés rénaux sous traitement immunosuppresseur, ont
une capacité de synthese d’anticorps diminuée ; c’est-a-dire de patients ayant une PCR
positive avec un taux d’anticorps bas. Par ailleurs, des cas de séroréversion, définie par la
disparition des anticorps anti-VHC détectés dans le sang malgré une virémie persistante, ont
été décrits chez les patients hémodialysés et les transplantés rénaux. La PCR reste donc la

technique la plus slire pour détecter une virémie chez ces patients, (Pivert et al ., 2004).

La corrélation entre les taux d’anticorps et la présence d’ARN viral chez les patients
co-infectés par le VIH reste encore incertaine. Cette corrélation ne peut étre validée en raison
d’un effectif trop faible donc peu représentatif. De plus, ces patients pour la plupart
immunodéprimés peuvent avoir une réponse sérologique faible voire nulle malgré une

hépatite C chronique (Pivertet et al., 2004).

I1 a été aussi suggéré qu’une forte relation existe entre les anticorps anti-VHC et la présence
d’ARN pour un ratio supérieur ou égal a 3, avec un test Elisa différent de celui que nous
avons utilisé (Pivert et al ., 2004). Toutefois, de telles analyses de détection des anticorps
spécifiques anti-VHC sont mises en défaut au cours des premieres phases de I’infection par le
VHC du fait d’un délai d’apparition de ces anticorps d’environ deux mois. Cette situation est
particulierement critique en cas d’immunodépression des patients, contexte ou les anticorps

peuvent étre a des taux particulierement bas ou inexistants (Schnuriger et al ., 2006).

Pour les patients hémodialysés, transplantés rénaux ou co-infectés par le VIH et de fagon plus
générale pour 1’ensemble des patients immuno-déprimés, le diagnostic d’une hépatite C
chronique impose la réalisation d’un test qualitatif de détection de I’ARN du VHC par PCR
(Pivert et al ., 2004).



Conclusion

générale



Conclusion :

Un diagnostic d’hépatite C précoce permet d’éviter les problemes de santé que peut entrainer

I’infection et de prévenir la transmission du virus.

Les techniques de diagnostic de I’hépatite C sont de deux types. Les tests de détection des
anticorps anti-HCV et les testes moléculaire.sont classés en deux catégories: les tests de
dépistage (EIA) congus pour détecter tous les individus ayant eux un contact avec le HCV. Ils
sont de plus en plus performants sur le plan de la sensibilité et de la spécificité et les tests de
confirmation de I’infection utilisant les techniques de biologie moléculaire (la technologie de
PCR en temps réel ) ils permettent de détecter les acides nucléiques viraux (ARN-HCV ) .
Aujourd’hui c’est I’outil de choix qui permet de quantifier le génome viral du HCV. Ses
performances peuvent se résumer en quatre mots : spécificité, sensibilité, bonne

reproductibilités.

La trousse de quantification de I’ARN HCV (Cobass Ampliprep/Cobass Tagman)
actuellement disponible au laboratoire des hépatites au sein de I’IPA, qui présente

d’excellente analytique . elle permet une quantification exacte de forte charge virale.

Il faut ajouter également a leurs nombreuses qualités, la rapidité de ces techniques de PCR en
temps réel sans nécessité d’une étape post — PCR. la méthode est automatisable, et par
conséquent parfaitement adapté a une analyse de routine, elle permet d’obtenir des résultats
au moins de 24 heurs a I’opposé de la PCR conventionnelle qui nécessitait un délai de 3jours.

par ailleurs, la réaction s’effectuant en tube fermé, le risque de contamination est faible.
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Annexe 1

Matériel pour la détection des anticorps dirigés contre le VHC
Les consommables
v Gants a usage unique

v Embouts

Les équipements
» centrifugeuse
vortex
incubateur
ASPIRATEUR automatique de microplaques
Spectrophotometre lecteur de microplaques

Congélateur a -20c et Réfrigérateur

YV V V V V V

Micropipettes réglables de 0 a 2000 p 1

Les solutions
» Eau de javel
» Eau distillée
» Alcool
» Solutions du lavage
Les réactifs
Origines et caractéristiques des différents produits utilisées pour 1’étude sérologique

utilisés au niveau de I’'IPA.



Produit et

Présentatio

Principe de

Nature de la

Nature de la

Le principe de

fabricant n de produit dosage phase solide phase liquide | la lecture du
(conjuguée) | résultat
Architect anti Plate- Immino - Antigenes un conjugué | Mesure de la
—HCV 6C37 | forme enzymatique recombinants chimilumine | fluorescence
microparticulaire | : HCr43 ,c100-3 | marquee a par le systeme
(CMIA) I’acridinium . | optique CMIA
Monalisa anti coffret Immino- Antigenes Anticorps de | Mesure de la
hcv plus enzymatique recombinants :C | murins anti- | densité optique
version 3 (bio (EIA) NS3,NSTI,NS4, |IgG al’aide d’un
rad ) NS5 humaines spectrophotom
marqués ala | etre a une
peroxydase longueur
d’onde de
450 /620nm
Wantai anti- coffret Immino Antigenes Anticorps Mesure de la
HCYV Plus enzymatique recombinants :C | anti-IgGM- densité optique
(EIA) NS3,NS4 ,NS5 IgG al’aide d’un
humaines spectrophotom

marqués a la

peroxydase

etre a une
longueur
d’onde de
450 /620nm




Matériel pour I’extraction, la retro transcription et la quantification du génome du VHC

Test de quantification de la charge virale

Tableau : Trousses de PCR en temps réel commerciales pour la détection et la quantification

du génome viral de I’hépatite C , (Cobas TagMan 48)

Test (PCR Fournisseur Méthode Limite Interval de
en Temps réel) inferieur de | quantification
détection (UI/ | (UI/ml)
ml)
Cobas Tag Man | Roche PCR en temp réel 15 15-69 000 000
HCV 48 Molecular (Cobas Tagman )
diagnostics apres extraction

automatisée par

Cobas Ampliprep

Réactifs spécifique au COBAS ® AmpliPrep /COBAS® TaqMan HCV Analyser

1. kit des réactifs :

-Réactifs de préparation des échantillons :

e Cassette du réactif des billes (HCVCS1) : billes =MGP dans 1’isopropanol.

e (assette du réactif de lyse (HCVCS?2) : gauanidine thiocynate .

e (assette des multi réactifs (HCVCS3) : (8% Protéase)+EB ( tampon tris avec 0,2%

methylparaben).

e (assette des tests spécifique (HCVCS4) :contrdle interne QS +Mn2+ +MMx.

-Réactifs de contrdle :

e Témoin négatif (CTM(-)C).

e Témoin hautement positifs (HCVH(+)C).

e Témoin faiblement positifs (HCVL(+)C).

e Pince a code barre du témoin fortement positif.

e Pince a code barre du témoin faiblement positif.

e Pince a code barre du témoin négatif.




2. Matériels requis :

-portoir a échantillons

-Portoir a réactifs

-Portoir pour unités de traitement des échantillons
- couvercle pour tube K motorisé.

-couvercle pour tube K

-Portoir K

-Transporteur de portoir K

- porteur de portoir K

3. Articles jetables

-Unités de traitement des échantillons (SPUs)

-Tubes d’échantillon d’entrés (Tube S) a pince a code barre.
-portoir pour embouts K.

-porteur de portoir.

Annexe I1

L’appareillage

Architect anti HCV( pour le dépistage)

Imprimantes couplée au CMIA

Elisa de 3¢me génération pour le contrdle de dépistage

-COBAS AmpliPrep /COBAS TagMan HCV Quantitative Test, version 2.0

vV V V V V

le logiciel Amplilink



Annexe II1
Méthode

Nous avons utilisé deux types de tests pour le diagnostic et le suivi virologique des infections

liées au virus de 1’hépatite C (VHC) :

s Les tests sérologique (testes indirects) qui détecte les anticorps anti- VHC spécifique
(CMIA et ELISA)
% Les testes moléculaire (tests directs) qui détectent et quantifient le génome virale

(ARN) RT-PCR en temps réel .

Mode opératoire
Le dosage architect anti- HCV est un dosage immunologique en deux étapes :
Préparation des échantillons

-Le pipeteur ajoute les microparticules paramagnétique recouvertes d’antigene a
I’échantillon dans la cupule réactionnelle .I’agitateur homogénéise le mélange
réactionnel.

- Le mélange réactionnel incube et 1’Ac présente dans 1’échantillon se lie aux
molécules de capture correspondantes(Ag) sur les microparticules pour former ainsi
le complexe immun.

- un aimant attire les microparticules paramagnétiques sur une paroi de la cupule
réactionnelle. Le distributeur de la zone de lavage lave le mélange réactionnel pour
éliminer toutes particules non li€es. Le traitement de I’échantillon peut alors se
poursuivre.

L’unité de traitement

- le pipeteur distribue un conjugué chimilumine marqué a I’acridinium . Le conjugué
se lie au complexe immun pour compléter le mélange réactionnel.

- le mélange réactionnel incube.

- le distributeur de la zone de lavage lave le mélange réactionnel pour éliminer toutes
particules non liées.

- les solutions de préactivation (peroxyde d’hydrogene) et d’activation (hydroxyde de
sodium) sont ajoutées au mélange réactionnel.

-lorsque le rapport S/CO est inferieur ou supérieur de 10 % a 1 sont considérés comme

indéterminés et nécessite un autre test de confirmation



Annexe IV
Technique immuno-enzymatique ELISA 2
Mode opératoire de la technique :

1- Fixation des anticorps recherchés : des sérums contrdle (2controle positif et 3
contrdle négatif) ainsi que le conjugué biotine et les échantillons sériques a analyser
sont distribués dans les cupules de la microplaque en laissant la cupule Al pour le
blanc. Des anticorps anti —HCV sont présents, ils se lient aux antigenes de la phase
solide. Un premier lavage est ensuite réalisé pour éliminer les anticorps non fixés.

2- fixation de I’anticorps de détection (conjugué): le conjugué HRP marqué a la
peroxydase est ajouté dans chaque cupule sauf le blanc afin qu’il se fixe a leur tour
aux anticorps a doser retenus sur la phase solide , Un deuxieme lavage pour éliminer
le conjugué enzymatique non lié.

3- révélation des anticorps fixés: le complexe antigene-anticorps est révélé par
formation d’un composé coloré apres 1’action catalytique de la peroxydase sur le

substrat ajouté.
4- Apres arrét de la réaction, la lecture s’effectue au spectrophotometre.

L’absorbance mesurée pour un échantillon permet de conclure quant a la présence ou a

I’absence d’anticorps anti —-HCV



Annexe test de khi 2

Effectifs observés

Résultats CMIA ELISA1 ELISA2 PCR Tota
sérologiques
positif 172 119 142 20 453
négatif 17 70 47 169 303
Total 189 189 189 189
Effectifs calculés
Résultats CMIA ELISA1 ELISA2 PCR
sérologiques
positif 30.47 0.29 7.29 76.78
négatif 45.56 0.43 10.91 114.79

X? calculé =286.55 / dd1=3/ X* théorique = 7.81




