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Introduction

Le virus de I’hépatite C (VHC) est a I'origine d’une pandémie ayant des conséquences
dramatiques en matiére de santé publique mondiale (Lauer et al, 2001). 1l a été identifié en 1989
comme étant 1’agent responsable de la majorité des hépatites non-A non-B post-
transfusionnelles (Choo, 1989).

Aucun vaccin préventif n’existe actuellement contre ce virus. Le traitement actuel est fondé
sur 1’association de I’interféron a pégylé et la ribavirine (Cernescu et al, 2011). Cependant, de
nombreux patients sont encore rechuteurs ou non répondeurs avec le traitement standard de
I'népatite chronique C.

Les patients hémodialysés (HD) constituent une population a haut risque d'infection par le
VHC. La prévalence de I’infection a VHC est trés variable chez les patients dialysés d’un centre
a ’autre ou d’un pays a ’autre et elle est beaucoup plus importante par rapport a la population
générale.

En hémodialyse, comme dans la population générale, I’infection par le VHC est souvent
asymptomatique en phase aigu€ et l’infection chronique conduit habituellement a des
hépatopathies chroniques qui évoluent vers la cirrhose ou le carcinome hépatocellulaire

Les différentes techniques virologiques utilisées dans le laboratoire des hépatites virales de
I’Institut Pasteur d’Algérie (IPA) notamment la nouvelle technique de la PCR en temps réel
permet aujourd’hui une quantification plus sensible et plus précise du génome viral. Elle aide a
I’estimation de la réponse virologique au traitement en mesurant la variation de la charge virale.

A partir de cet ensemble de données actuelles et vu I’important enjeu que ¢a représente a
I’échelle de santé publique et celle économique nous avons jugé qu’il été urgent et indispensable
de mener ce travail d’analyse a travers I’évaluation de la réponse au traitement, en s’intéressant
aux patients infectés par le virus de I’hépatite C sans autre pathologie associée et des patients
hémodialysés ayant une hépatite C. pour mener a bien des investigation de cet ordre notre choix
s’est orienté vers le laboratoire des hépatites virales de référence au sein de I’IPA.

L’objectif de notre étude est de déterminer la charge virale du VHC et faire un suivi dans les
deux populations différentes infectées par le VHC (sans pathologie associée ainsi que chez les
hémodialysés).

Ceci nous permettra de mieux comprendre la réponse au traitement antiviral et de déduire les
facteurs qui influencent cette réponse pour une meilleure maitrise de la stratégie thérapeutique
dans son établissement et dans son efficacité a court et a long terme.
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I.1. LE VIRUS DE L’HEPATITE C (VHC)

I.1.a. historique

Dans les années 1970, des études épidémiologiques décrivaient de nouveaux cas d’hépatites
virales transmises lors de transfusions sanguines. Ces hépatites ont alors été nommeées « non-A
non-B » car de nouveaux tests diagnostiques avaient permis de montrer que les virus des
hépatites A et B n’étaient pas responsables de ces nouveaux cas. C’est seulement en 1989 que
I’équipe de Micka€l Houghton a identifi¢ pour la premicre fois le virus responsable de cette
nouvelle hépatite virale : le virus de I’hépatite C ou VHC (Choo et al. 1989). Le génome viral
a ensuite été¢ rapidement séquenceé et la comparaison avec d’autres séquences virales connues a
permis de classer le VHC dans un nouveau genre de la famille des Flaviviridae, le genre
Hepacivirus (International Committee on Taxonomy of Viruses. et al. 2005).

I.1.b. propriétés du virus
» Structure

C’est un virus de 55 a 65 nm de diamétre (kaito et al.1994) ; il est constitué principalement de
trois structures :

e Le génome viral constitué d’une molécule d’ARN monocaténaire de polarité positive et
logée dans une coque protéique icosaédrale,

e la capside protéique, formé par la polymérisation de la protéine de la capside.

e Enveloppe, entourant la nucléocapside, de nature lipidique provenant des membranes
du réticulum endoplasmique des cellules infectées et sur laquelle sont ancrées deux
glycoprotéines virales, E1 et E2 organisees en complexe hétérodimérique non covalent.
(figure 1)

envelope glycoproteins
. /
l\\ \“\, ~ core

viral RNA

£5.65om

"
v

Figure 01: Représentation de la structure du VHC (Helle F et al, 2008).

> Classification taxinomique
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Le virus de I’Hépatite C est classé dans la famille des Flaviviridae (Choo et al, 1989;
Takamizawa et al, 1991; Frank et al, 2000). Cette famille est subdivisée en trois genres : les
Flavivirus souvent responsables d’arboviroses (virus de la fiévre jaune, virus de la dengue et
virus de I’encéphalite a tique), les Pestivirus responsables de pathologies animales (virus de la
peste porcine, virus de la diarrhée bovine) (Miller and Purcell, 1990) et les Hepacivirus (du
grec hepar, hepatos, foie) auquel appartiennent le VHC et le GB virus B (GBV-B) (Robertson
B et al, 1998; Simmonds et al, 1994) (figure 2).

J— Hepacivirus
HCV
CGBV-B. !
_— 7 JEV WNV
GBV-A— | o - [/
GBV-C / ——Tﬁ.' ~ DENV
s / \ \
f \ \
| BVIN . cary. = YFV S
et Flavivirus
Pestivirus

Figure 02 : Arbre phylogénétique schématique des genres et des principaux virus de la famille
des Flaviviridae. (Legrand-Abravanel, 2008).

» Organisation génomique

Le génome du virus de I’hépatite C est constitué d’un seul brin d’ARN positif de 9,6kb
nucléotides (Choo et al. 1989). Riche en G-C.son organisation est identique a celle du génome
des Flavivirus et des Pestivirus.

Il possede un seul cadre de lecture ouvert(ORF) flanqué par les régions non codantes 5’ et 3’
(figure3).

positive-strand RNA virus

9600 nucleotides - 3011 amino acids

structural non-structural
W C [ ETJE2[[NS2] NS3 [4a[ NSab]I
5UTR p7 SHUIR
IRES :
core envelope  protease  serine membranous  ? RNA-dependent
proteins protease, web RNA polymerase
helicase

cofactor for NS3
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Figure 03: Organisation génomique du VHC (Markus and Heim, 2012).

e Larégion 5 non codante

L’extrémité 5’ non codante (5’NC) d’une longueur de 341 a 349 nucléotides selon les

isolats, renferme les régions les plus conservées du génome et est impliquée dans la synthese
des protéines virales. Son extrémité 5°, ne comporte pas de coiffe méthylée,
Elle présente des structures secondaires complexes en tige-boucle formant un site interne
d’entrée du ribosome ou IRES (Internal Ribosomal Entry Site). L’IRES forme un complexe
avec la petite sous-unité ribosomale 40S et des facteurs de traduction, essentiel a la production
des protéines virales (Soussan, 2010). Elle est structurée en quatre domaines majeurs numerotés
de I a IV auxquels s’ajoute un pseudo-nceud en amont du codon d’initiation de la traduction.
L’IRES comprend les domaines II, III et IV du 5’NC et les 24 a 40 premiers nucléotides de la
séquence codante de Core. (figure 04).

o

AU Hic
4

uid

Figure 04 : Modele de structure secondaire de la région 3' NC du VHC.

e Larégion 3’ non codante

La région 3’ non codante (3°’NC) de taille variable selon les génotypes d’environ 200nt, joue
un réle important dans la réplication virale .elle contient trois domaines distincts :

Une séquence interne poly uracile/pyrimidine (poly U/UC) de longueur variable, une région
variable et une séquence de 98 nt tres conservee nommeée la région X replié en trois tiges-
boucles (3’SLI, 3’SLII et 3’SLIII) joue un important dans I’initiation du brin d’ARN négative
au cours de la réplication (kolykhalov et al. ,1996)

14



11 existe aussi en amont de la région 3’ non codante, une structure tige boucle,(figure 05) appelé
5BSL3.2,qui interagit avec la boucle SLII de la région 3’non codante. Cette interaction est
essentielle a la réplication de I’ARN virale (Friebe et al. 2005 ; You et al. 2004). (Figure 05)

Région X
. cYe,
oo SL3 .85 %
x U XU AA
- A c -
Cn” 6 G \_.Q' Sw SLZ
':rl/ o N - 1
“a” cX2 A NC
95" c':cn\,\";: *
s % : _ &
Régionricheen U ¥~ N
U’ o -
) - ‘ AU YA
Réqi iabl 4o W rcug
€gion variabie ~UGO A y Acy 41 FCAg :
-'J\.'C‘-\- /’\v)‘r\l A“:; . ,I,'l < l-l| -
. —'\;C:“‘\.\A\G"v, s J(j I, v '.‘..
B X ~C ’
.\‘-A \}':A\';l"n,\ x.of 'U(,A
A” A -
‘, A SL.1
Ue a®

Figure 05 : Modele de structure secondaire de la région 3' NC du VHC (Selon Ito et Lai 1997).
e Le cadre de lecture ouvert

La région 5’ non codante est suivie d’un cadre de lecture ouvert unique débutant par un codon
AUG initiateur de la traduction.il comporte 9024 a 9111 nucléotides et code pour une
polyprotéine d’environ 3000 acides aminés qui est secondairement clivée par les protéases
cellulaires et virales pour générer sept protéines non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B) et trois protéines structurales (une protéine de capside C et deux glycoprotéines
d’enveloppe, E1 et E2) (CHOO et al., 1991).

I.1.c. les protéines virales :
I.1.c.1. Les protéines structurales :

a. Protéine de capside

La premiére protéine codée par le génome du VHC est la protéine de la capside ou la protéine
core (C), de 21kDa qui forme la nucléocapside virale. Cette protéine se localise sur la membrane
du réticulum endoplasmique (RE) (McLauchlan et al. 2002).

La protéine C joue un rdle essentiel dans I’assemblage et la libération des virus infectieux, mais
elle intervient également au moment du désassemblage des particules virales, lors de 1’entrée
dans la cellule (Penin et al. 2004 ; Miyanari et al. 2007)
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b. La protéine F ou ARFP

La protéine “F” (frameshift protein) ou “ARFp” (alternate reading frame protein) a été decrite,
générée par un changement de cadre de lecture du ribosome dans la région amino-terminale de
I’ORF codant la protéine Core. C’est une protéine de 17kda Sa fonction au cours du cycle viral
reste indéterminée. Apres la traduction, elle se localise dans le RE et sa demi-vie tres courte
est d’environ dix minutes, car elle est dégradée par le protéasome (Xu et al. 2003).

c. Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Ce sont des proteines transmembranaires de type | synthétisées a partir d'une polyprotéine virale
grace a I’action du signal peptidase de I’héte.

Ces protéines de structure rentrant dans la composition de I’enveloppe virale possédant une
grande partie externe (ectodomaine) N-terminale et une partie transmembranaire C-terminale.
Lors de la synthese de ces protéines, les ectodomaines de E1 et E2 sont dirigés vers la lumiére
du RE et leurs domaines transmembranaires sont insérés dans la membrane du RE.

Au cours de leur passage dans le RE, les protéines E1 et E2 s’assemblent sous forme
d’hétérodiméres ELE2 non-covalents. Ces hétérodiméres non-covalents semblent constituer
I’unité fonctionnelle des glycoprotéines du VHC (Op De Beeck et al. 2004).

d. La protéine p7

p7 est une petite protéine hydrophobe constituée de 63 aa ; intercalée entre les protéines
structurales et non structurales (au cours de recherche) elle est localisée dans le RE par deux
domaines transmembranaires, reliés par une boucle cytoplasmique, alors que ses extrémités N-
et C-terminales sont orientées vers la lumiére du RE (Carrere-Kremer et al. 2002).
I.1.c.2. Les protéines non structurales :

a. La protéine NS2
NS2 est une protéine multifonctionnelle transmembranaire de 21-23 kDa associée au RE par
son domaine N-terminal hydrophobe. Elle n’est pas essentielle pour la formation du complexe
de réplication mais impliquée dans la production de particules virales infectieuses (Jones et
al.2007).

b. La protéine NS3

C’est une protéine multifonctionnelle possédant en son domaine C-terminal une activité sérine
protéase et hélicase/NTPase (Tai et al.1996).

c. Laprotéine NS4A

NS4A est la plus petite protéine NS du VHC, elle fonctionne comme un cofacteur de la sérine
protéase.
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d. La protéine NS4B

C’est une protéine hydrophobe, de 27kDa, intégralement associée aux membranes du RE
(Hugle et al.2001). Elle induit la formation d’un compartiment membranaire spécialisé, dérivé
des membranes du RE, appelé « complexe de réplication » qui est le siége de la réplication
virale (Egger et al.2002).

e. Laprotéine NS5A

NS5A est une phosphoprotéine, de 56-58kDa, associée a la membrane du RE comme beaucoup
de protéines du VHC, (Brass et al. 2002). Impliquée dans les interactions protéine-protéine
nécessaires a 1’assemblage d’un complexe de réplication fonctionnel.

f. La protéine NS5B

C’est I’ARN polymérase ARN-dépendante du VHC (RpRd); elle a un role de catalyseur au sein
de la machinerie de réplication de I’ARN. NS5B est une protéine associée a la membrane par
son domaine transmembranaire C-terminal (lvashkina et al., 2002) et qui est indispensable
pour la réplication virale en culture cellulaire (Moradpour et al., 2004a).

1.1.d. Cycle cellulaire du VHC et réplication

L’identification du ou des récepteurs du VHC est essentielle a la compréhension de sa
pathogenése.

De surcroit les mécanismes de réplication du VHC sont encore imparfaitement connus, du fait
de I’absence d’un systéme de culture virale hautement efficace ou d’un bon Mod¢le animal.
La compréhension actuelle des mécanismes moléculaires de la réplication du VHC repose sur des
analogies avec les virus de la méme famille, sur I’amélioration des mode¢les cellulaires et sur la
caractérisation de protéines recombinantes du VHC (Paul et Dominique, 2003).
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Figure 06: Représentation schématique du cycle réplicatif du VHC (Lindenbach BD, et al.
2007)
1. Levirusse lie a la surface des cellules sur leur(s) récepteur(s) spécifique(s).

2. Le virus est alors endocyté par une voie dépendante de la clathrine. Le passage d’un
virus de I’extérieur vers I’intérieur de la cellule est appelé entrée virale.

3. L’enveloppe virale fusionne alors avec la membrane des endosomes précoces,
permettant la libération de I’ARN viral dans le cytoplasme.

4. Le génome sert a la synthese des protéines virales dans le réticulum endoplasmique
(RE).

5. En paralléle, le génome du VHC sert a la synthése de brins négatifs qui serviront de
matrice pour la synthése de nouvelles molécules d’ARN de polarité positive.

6. Les protéines structurales servent a I’assemblage de nouvelles particules qui suivront
la voie de sécrétion jusqu’a leur export hors de la cellule (7).

I.1.e. Variabilité génétique du virus de I’hépatite C

Le VHC présente une grande variabilité génétique, caractérisée par six génotypes majeurs,
classés selon le degré de similarité de leur séquence nucléotidique (numérotés de 1 a 6) et
plusieurs dizaines de sous-types (1a, 1b ...). La séquence nucléotidique entre les génotypes
différe d’environ 30%, alors que la variation entre les sous-types est d’environ 20% (Simmonds
P et al. 2005). Les différents génotypes sont répartis de maniere inégale a travers le monde. Le
génotype 1 est retrouvé sur 1’ensemble des continents, le sous-type 1b est prédominant en
Europe, alors que le sous-type 1a est majoritaire en Amérique du Nord. Par opposition, certains
génotypes sont localisés dans des régions bien précises du globe, comme le génotype 4 en
Egypte ou le génotype 5 en Afrique du Sud.

La grande variabilité de ce virus est due a I’absence d’un systéme de correction des erreurs de
la polymérase virale lors de I’étape de réplication du brin d’ARN. Cette variabilité est en partie
responsable de la persistance virale et donc de la chronicité de la maladie, et d'un échappement
immunologique, thérapeutique et vaccinal du virus (Martell et al. 1992).

I.1.f. Réaction immunitaire et mécanismes d’échappement du virus

L’infection par le VHC est le fruit d’une interaction a long terme entre le virus et la réponse
immune de 1’héte infecté elle-méme sous la dépendance de ses caractéristique génétiques
propres.la réponse immune joue un rdle majeur au cours de 1’infection aigue : elle permet la
guérison spontanée dans 20%des cas, mais ne proteége alors pas d’une réinfection ultérieur, elle
ne peut pas empécher 1’évolution chronique dans 80%des cas (PAWLOTSKY, 2001).

Les réponse humorales jouent un réle centrale dans la neutralisation des particules virales
intracellulaires (Shimizu YK,lgarashi H, et al,1996). Les réponses cellulaires ont pour tache
essentielle d’éliminer les virus intracellulaires. Ce faisant, elles détruisent les cellules infectées
et réduisent 1’expression des génes viraux grace a 1’action de cytokines produites par de
nombreux types cellulaires. Ces actions ont un effet bénéfique : elles permettent d’éliminer
nombre de cellules infectées et de réduire la réplication du virus. Elle ont également des effets
déléteres, car elles sont de 1’apparition et de I’évolution des 1ésions hépatiques, a 1’origines de
la maladie virale C (Berke G, 1995).
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e Les mécanismes d'échappement du virus

Les mécanismes de la persistance virale sont donc ceux de I’échec des réponses immunes a
contréler la réplication du virus et sa propagation a I’intérieur du foie. La compréhension de ces
mécanismes reste incompléte, en grande partie parce que les patients ayant une hépatite aigue
spontanément résolutive sont rares et ont été peu étudies.

Pour échapper a la pression immunitaire de I'néte, le VHC utilise un certain nombre de
stratégies comme la régulation de genes cellulaires et viraux, l'interférence de diverses voies de
signalisation. Mais un des mécanismes les plus étudiés est sans doute I'échappement associe au
polymorphisme viral.

L.2. L’hépatite ¢ : la maladie
|.2.a. Epidémiologie

L’Organisation Mondiale de la Santé estime que 130 millions de la population mondiale a une
infection chronique, soit une prévalence de 3% et que 3 & 4 millions de nouveaux cas déclarés
chaque année et a plus de 350 000 le nombre de déces annuels dus a des maladies du foie liées
a I’hépatite C (OMS, 2012).
Bien que le VHC soit endémique dans le monde entier, il existe une grande variabilité
géographique de sa distribution (figure07)

En Algérie, Le nombre de personnes atteintes par le virus de 1’hépatite C atteint 320.000
cas dont la prévalence est de (1- 2%), selon le ministére de la santé en 2007.

L’hépatite C, OMS 2012

‘;‘:r' o Prévalence de Pinfection »
' ¢ >10% -
& .?_\‘»3, =5 B 25%-10%
s " 1%-25%

Non déterminé

Figure 07: Prévalence de I’infection par le VHC dans le monde (OMS, 2012).
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1.2.b. Modes de transmission

La transmission du VHC se fait par voie parentérale. Le mode majeur de transmission est le
contact direct avec le sang. Ce mode de transmission comprend les transfusions sanguines non
contrblées, les transplantations d’organes, 1’usage de drogue intraveineuse avec partage de
seringues, les transmissions nosocomiales (matériel médical) et certaines pratiques sociales et
culturelles (tatouage, piercing, circoncision). Le risque de transmission pat voie sexuelle est
tres faible, elle est toute fois possible, en particulier a I’occasion de rapports pendants les regles,
en cas d’infections génitales ou de Iésions des organes sexuels.

Une co-infection par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) favoriserait la transmission
du VHC. D’autres maladies sexuellement transmissibles joueraient aussi un role de cofacteurs
pour la transmission du VHC. Un autre facteur qui augmente le risque de transmission du VHC
est la charge virale. Les personnes qui présentent des anticorps anti- VHC, mais chez les quelles
aucun ARN viral n’est détectable, ne semblent pas transmettre le VHC. Une charge virale
élevée chez des partenaires sexuels ou des femmes enceintes augmente les chances de
transmission de virus (Thomas, 2000).

1.2.c. Physiopathologie

L’hepatite C est une maladie progressive,la phase aigue evolue vers la chronicité , qui a long
terme peut conduire a la cirrhose et a I’hépatocarcinome (figure 07)

L’hépatite C aigue : Lors d’une infection aigue par le VHC, qui est le plus souvent
asymptomatique, seuls 20 a 30% des patients présentent des signes cliniques, le plus souvent
peu spécifiques (fatigue, nausées, ictere, vomissement, anorexie).la periode d’incubation est
courte de 4 a 12semaines. En moyenne, environ 25% des patients éliminent le virus
spontanément.

L’hépatite C chronique est définie par la présence d’ARN VHC détectable dans le sang
pendant plus de 6mois. Cette infection reste asymptomatique dans la plupart des cas, mais peut
s’accompagner d’une asthénie et dans certains cas de manifestations extra-hépatiques telles
qu’une cryoglobulinémie, une néphropathie et une pathologie thyroidienne (Zignego et al.
2007). Environ 25% des patients infectés chroniqguement vont développer une cirrhose
(Hoofnagle et al. 1997).

Carcinome hépatocellulaire chez 1 a 4% des patients, la pathologie évolue jusqu’au
carcinome hépatocellulaire (Lauer et al. 2001).

Le taux de décompensation chez les patients qui présentent une cirrhose est estimé a 4%.
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Figure 08: Histoire naturelle de I’infection par le VHC (Fofana, 2010)

1.3. Traitements et thérapeutiques

Le traitement de I’hépatite C s’adresse aux patients adultes qui présentent une infection
chronique par le VHC. Les indications de prise de traitement reposent sur la ponction-biopsie
du foie,et d’autres facteurs : qualité de vie, 1’age, et d’autres affections associées touchant ou
pas le foie(le génotype viral également). La réponse virologigue au traitement se caractérise par
la disparition de I’ARN du HCV (Durocher et al. 2003).

En I’absence d’un vaccin efficace contre le VHC, la thérapie actuelle pour traiter I’infection
chronique est I’interféron a pegylé en combinaison avec la ribavirine (Hugle and Cerny, 2003).
En cas d’infection avec les génotypes 2 et 3 Le traitement (interféron pégylé et ribavirine) est
de 24 semaine, alors qu’il est 48 semaines pour les infections avec les génotypes 1, 4, 5,6.

Les interférons sont des glycoprotéines naturelles qui possédent des propriétés antivirales et
immunomodulatrices (Tan et al. 2002). Elles sont produites par I’organisme humain en présence
d’une infection virale. Elles inhibent la réplication virale par phosphorylation du facteur
d’initiation de la synthése protéique eIF2 apres son activation par phosphorylation de molécules
intervenant dans la transduction du signal telles que STAT1 et STAT2.

De plus, I'IFN stimule le systtme immunitaire qui promeut 1’élimination du virus infectant.

La rébavirine a un large spectre d’action contre les virus & ARN et ADN, et en particulier
contre les virus de la famille de Flaviviridae (Reichard et al. 1991). La combinaison de ces
deux molécules, établie en 2002 par le NIH Consensus Development Conference on
Management of Hepatitis C, permet de traiter environ 80% des patients infectés par un VHC de
génotype 2 ou 3 et la moitié de ceux infectés par un virus de génotype 1 (Fried et al. 2002). De
telles données ne sont pas encore disponibles pour les génotypes 4, 5 et 6. L’efficacité limitée
de ce traitement et ses lourds effets secondaires (fievre, nausée, dépression...) rendent toutefois
urgente la découverte de molécules plus spécifiques.
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Figure 09: Algorithme décisionnel et de suivi du traitement de I’hépatite chronique C
par la combinaison d’interféron alpha pégylé et de ribavirine en fonction du génotype
(Chevaliez, 2008).

1.4. Techniques de diagnostic du VHC

Les tests diagnostiques de I'infection au VHC permettent de sécuriser les dons de sang et de
plasma, et d’améliorer la prise en charge précoce des patients. Ces tests appartiennent a deux
grandes catégories : les tests sérologiques (indirectes) qui détectent les anticorps anti-VHC et
les tests moléculaires (directes) qui détectent et quantifient I’ARN viral et/ou déterminent le
génotype du virus infectant le patient.
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Les testes sérologiques : il s’agit des tests ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay) de troisieme génération dont la spécificité est de 1I’ordre de 99% et la sensibilité chez
des patients porteurs du virus C, en moyenne de 98% (Colin C, Lanoir D et al. 2001).présente
beaucoup d’avantages or la grande spécificité : facilité¢ d’utilisation et d’automatisation, cott
relativement faible (Colin C et al. 2001).

L’ELISA de 3e génération détecte la présence d’anticorps dirigés contre les protéines core, NS3,
NS4 et NS5.

Les tests moléculaires : ils peuvent étre classés en trois catégories : les méthodes de détection
de I’ARN du VHC, les méthodes de quantification de I’ARN (charge virale) et les méthodes de
génotypage.

Les tests qualitatifs de détection sont basés sur I’amplification d’une région cible en utilisant
une PCR classique, la «real-time» PCR (PCR en temps réel) ou I’amplification médiée par la
transcription (TMA) (Pawlotsky, 2002). L’ARN du VHC est extrait et rétrotranscrit en

ADNCc, qui est ensuite traité par un cycle de réactions aboutissant a la génération d’un grand
nombre de copies, ce qui permet sa détection.

La quantification de I’ARN du VHC est intéressante dans le suivi thérapeutique de I’infection
virale. Elle repose sur la détection et la quantification de I’ARN viral (RT-PCR, ADN braché,
PCR temps réel) (Higuchi et al. 1993).

La détermination du génotype peut étre réalisée par des techniques de biologie moléculaire,
toutes fondées sur une PCR initiale (techniques dites de " génotypage ™). En pratique clinique,
le génotype peut étre déterminé par sequencage direct aprés PCR de la région 5'non codante du
génome viral, suivi d'une comparaison a une banque de séquences, ou par hybridation inverse
des produits de PCR de la région 5'non codante a des bandelettes de nitrocellulose portant des
sondes oligonucléotidiques spécifiques des principaux types et sous-types (Halfon et al., 2001).

L5. L HEPATITE C CHEZ LES HEMODIALYSES CHRONIQUES

I1.5.a. Généralité

La prévalence de I’infection par HCV chez les patients hémodialysés (HD) est trés variable
d’un pays a ’autre (4-71%) (Wreghitt 1999; Rahnavardi, 2008). Ces dernieres années, la
prévalence a diminué grace aux mesures de prévention mises en ceuvres (utilisation de gants,
matériel a usage unique, mesures d’isolement en hémodialyse) (Laporte, 2009).

Plusieurs facteurs de risques ont été identifiés, parmi lesquels, la durée (Simon N,et
al.1994,Morales JM et al.2000) et le mode de dialyse. Les autres facteurs de risque sont le
nombre de culots globulaires recus, les antécédents de transplantation rénale, la présence d’une
toxicomanie (Pereira BJ, Levey AS 1997). Et la présence d’une infection par le VHB (Morales
JM, Campistol JM 2000).

L’hémodialyse est une technique d'épuration extra-rénale du sang, le mettant en contact avec
un liquide de dialyse (le dialysat) a travers d'une membrane semi-perméable synthétique, par
I'utilisation de deux phénomenes physiques, la diffusion et l'ultrafiltration.
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Chapitre 11
Matériel et méthodes




La période de I’étude s’est étalée du mai a octobre 2012 au niveau du laboratoire des Hépatites
Virales de I’Institut Pasteur d’Algérie (IPA) Annexe de sidi-Fredj. C’est une étude
rétrospective, le recrutement des patients s’est étalé de juillet 2012 a janvier 2010.

11.1. Echantillonnage

391 sérums ont été sélectionnés durant les deux années et demie, provenant de 270 patients
séropositifs parmi eux 173 patients atteints d’hépatite C sans pathologie associée, et 97 patients
atteints d’hépatite C et étaient hémodialysés.

391 sérums

|

b 4

270 patients

173 sans
] 97. ] pathologie
hémodialysé ASSOCié
N=2 N=7
0 9

N=patients qui ont eu un suivi régulier.

Les données ont été recueillies a partir des registres de transcription des résultats d’analyses
virologiques des hépatites de I'TPA.
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11.2. Matériel biologique et matériel technique :

11.2.a. Etude sérologique

Réactifs :

Tableau I. Origines et caractéristiques des différents produits utilisées pour 1’étude sérologique

Produits et
fabricants

AXSYM® HCV
version 3.0
(Abbott
division
diagnostic)

Monolisa™
HCV Ag-Ab
ULTRA (BIO-
RAD)

HCV AB
(DIA. PRO)

utilisés au niveau de ’IPA.

Présentatio
n du produit

Plateforme
automatisée

Coffret

Coffret

Appareillage

Principe du
dosage

Immuno-
enzymatique
microparticulaire
(MEIA)

Immuno-
enzymatique (EIA)

Immuno-
enzymatique (EIA)

v Voir la partie annexe
11.2.b. Etude moléculaire

Réactifs

Nature de la

phase solide

Antigeénes
recombinants

: HCr43, c200,

100-3 et NS5

Antigeénes
recombinants

: C, NS3, NS4,

NS5

Antigénes
recombinants

: C, NS3, NS4,

NS5

Nature de la
phase
liquide
(conjugué)
Anticorps de
chévre anti-
1gG
humaines
marqués a la
peroxydase

Anticorps de
souris anti-
1gG
humaines
marqués a la
peroxydase

Anticorps
anti-IgG et
IgM
humaines
marqués a la
peroxydase

v Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit.

v COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan Analyser Kit.

Appareillage

v ® AmpliPrep /COABS® TagMan® HCV analyser.
v Abbott RealTimeTM HCV.

Matériel complémentaire
v Voir la partie annexe

Principe de la lecture
des résultats

Mesure de la
fluorescence par le
systeme optique
MEIA

Mesure de la densité
optique a l'aide d’un
spectrophotometre a
une longueur d’onde
de 450/620-630 nm

Mesure de la densité
optique a l'aide d’un
spectrophotometre a
une longueur d’onde
de 450/620-700 nm
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Les constituants de 1I’ensemble des kits de réactifs utilisés pour la réalisation des différents
tests sérologiques et moléculaires ainsi que 1’appareillage et le matériel complémentaire se
trouvent détaillé dans la partie Annexe.

11.3. Méthodes

11.3.a. Les prélévements sanguins

Le prélévement sanguin est effectué dans un tube sec soit au sein de I’infirmerie de I'Institut
Pasteur, soit aupreés des différentes structures hospitalieres du territoire national, selon une fiche
technique du laboratoire des hépatites virales qui est diffusée au niveau de tous les secteurs.

Dans les 6 heures qui suivent le prélevement, ce dernier doit étre centrifugé a 1600g pendant
20minutes a température ambiante.

Apres étiquetage, les sérums peuvent étre conservés a 4°C pendant 72 heures maximum le
temps d’étre analysés ou bien congelés a une température de -20°C.

11.3.b. les tests sérologiques :

Deux techniques immuno-enzymatiques sont utilisées pour confirmer la présence du VHC dans

les prélévements :
‘ Sérum _]\
— pasitif

AXSYM

négatif

indéterminé

négatif | OO positif |

AN

PCR en temps réel

Remarque : Pour réaliser cette étude, on doit plasser les sérums dans des portoirs, les
décongelés puis les ramenés a la température du laboratoire qui est de 24-25°C.
11.3.b.1. Technique ELISA manuelle :
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C’est une technique immuno-enzymatique indirecte «Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-
assay » de troisieme génération de type sandwich pour la détection des anticorps dirigés contre
le virus de I’hépatite C, dans le plasma ou le sérum humain.

La réaction repose sur 1’utilisation d’une phase solide préparée avec des antigeénes purifiés
du VHC (provenant des régions core C, NS3, NS4, et NS5) et d’une phase liquide (conjuguée)
constituée d’anticorps monoclonaux anti-lgG humaines couplés a la peroxydase.

1/% ?ﬁ;

Serum

| PN A I A

Anbghee fixé

L !
+ lavage

e & | <
=)

\ AnScorps margues

1 (el K ST
I pmemier anfcog

Figure 10 : Représentation schématique générale du principe d’ELISA.

Mode opératoire de la technique :

1. Distribution des sérums de contr6le ainsi que les échantillons sériques a analyser dans les
cupules de la microplaque (phase solide). Des anticorps anti-VHC sont présents, ils se lient
aux antigénes de la phase solide.

v Un lavage est ensuite réalisé pour éliminer les anticorps non fixés.

2. Ajouter des anticorps anti-IgG humaines marqués a la peroxydase (conjugué) qu’ils se

fixent a leur tour aux anticorps a doser retenus sur la phase solide.
v Un deuxiéme lavage pour éliminer le conjugué enzymatique non lié.

3. Ajouter le substrat qui assure 1’action catalytique de la peroxydase : révélation des anticorps
fixés

28



4. Apres arrét de la réaction, la lecture s’effectue au spectrophotométre. L’absorbance mesurée
pour un échantillon permet de conclure quant a la présence ou I’absence d’anticorps anti-
VHC.

11.3.b.2. Le test AXSSYM®HCV version 3.0

AxSYM®PHCYV version 3.0 est un dosage immuno-enzymatique-microparticulaire (MEIA) pour
détecter les anticorps dirigés contre les protéines structurales et non structurales du génome du
VHC dans le sérum de chaque patient, on comparant le taux de formation du produit fluorescent
a une valeur seuil calculée & partir d’une précédente calibration indice AxSYM® HCV version
3.0. Le résultat s’exprime en ratio, la valeur de I’échantillon (S) sur la valeur (CO), (S/CO) pour
chaque échantillon et contréle.

11.3.c. les tests moléculaires :

La détection de I’ARN du VHC par PCR en temps réel a été effectuée uniquement pour les
sérums positifs pour les anticorps anti-VHC.

Ce test est utilisé pour évaluer la probabilit¢ d’une réponse virale au début d’une thérapie
antivirale et pour estimer la réponse virale au traitement antiviral par la mesure du changement
des taux d'/ARN du VHC dans le sérum des patients.

Au niveau du laboratoire des hépatites virales, et selon la disponibilité des réactifs, deux tests
ont été utilisés :
11.3.c.1. PCR en temps réel avec le TagMan :

Le dispositif expérimental disponible au laboratoire de virologie de I’IPA est constitué
d’un préparateur automatique des €chantillons et d’un analyseur composé d’un thermocycleur
a deux segments (TCA+TCB) associé a un systeme d’enregistrement de la fluorescence.

Le préparateur et I’analyseur sont interfacés sur un ordinateur PC. A I’aide du logiciel
AMPLILINK on peut programmer et contrbler les expériences de PCR, ainsi stocker et
exploiter les données.

La PCR en temps réel nécessite deux amorces comme pour la PCR classique (sens et anti-
sens) pour l'amplification du matériel génétique. Cependant, pour cette technique, un
oligonucléotide (ou sonde TagMan™) est ajouté en méme temps que les amorces. Cet
oligonucléotide est complémentaire d'une séquence interne du fragment d'ARN a amplifier
située entre les deux amorces. A son extrémité 5' se trouve un fluorochrome rapporteur
(reporter) et a son extrémité 3' se trouve un groupement quencher. Lorsque le fluorochrome et
le quencher sont proches, la fluorescence est absorbée (éteinte) par le quencher par suite des
effets de transfert d’énergie de type forster.
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Durant I'étape d'élongation de la PCR, il y aura séparation du fluorochrome de la sonde suite a
I'activité de la nucléase 5'-3' de I’ADN-polymérase thermostable. Il y aura alors émission de la
fluorescence car le fluorochrome rapporteur s'éloignera du groupement quencher

L'intensité de la fluorescence est directement proportionnelle a la quantité d'/ARN amplifié au
cours de la réaction de PCR. On peut suivre ainsi I'amplification de la séquence cible apres
chaque cycle, d'ou le terme de "PCR en temps réel”. Donc le TagMan permet "vraiment™ de
suivre l'amplification a chaque cycle, mais il faut attendre que la réaction de PCR soit
totalement réalisée pour la lecture des résultats transmis par le logiciel AMPLILINK.

e e e
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Figure 11 : Principe de la PCR quantitative en temps réel avec sonde TagMan.

La réalisation de la PCR en temps réel avec le TagMan test se faire selon les étapes
suivantes.
a) Préparation de I’échantillon : extraction des ARN totaux.

L’instrument COBAS® AmpliPrep automatise I’ensemble du processus d’extraction de
I’échantillon et de préparation de la plaque PCR. Ce test utilise la technique de capture
générique basée sur la silice (chargée positivement). La procédure d’extraction traite 850 pl de
sérum. Elle se déroule comme suit :

e Lyse des particules du VHC par incubation a 1’aide d’une protéase et d’un tampon chaotrope

de lyse qui libere des acides nucléiques et protege I’ ARN libéré du VHC contre les ARNases
du sérum.

e Ajout d’une quantité connue d’ARN du controle interne (QS) du VHC dans chaque
échantillon.

e Liaison des ARN du VHC (chargés négativement) et des ARN du QS a la surface des

particules magnétiques en verre.
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e Une fois que les étapes de lavages terminées les ARN d'intérét sont élués dans une solution
aqueuse a température élevée (80°C).

Les ARN extraits sont ajoutés au mélange d’amplification constitué de dNTP, amorces,
sondes et de polymérase recombinante thermostable. Par la suite, un volume réactionnel de 100
I est pipeté dans chaque tube d'amplification (K tubes) puis sont déposés sur un support appelé
le K carrier. Ce dernier est transféré manuellement a 1’analyseur COBAS® TagMan®48. Apres
cette étape, plus aucune intervention humaine n’est nécessaire : le COBAS® TagqMan®48

réalise 1I’étape d’amplification jusqu’aux résultats. Comme son nom I’indique, il posseéde une
capacité de 48 puits (2x24).

b) Transcription inverse et amplification par PCR

Pour appliquer la PCR a I’étude de I’ARN, une étape supplémentaire, précédant 1’étape
d’amplification, est nécessaire : il s’agit de convertir les brins d’ARN en ADN complémentaires
(ADNC).

Cette étape fait appel a une transcriptase inverse ou RT (Reverse Transcriptase) au moyen
de ’ADN polymérase recombinante thermostable de Thermus species (Z05) qui gréce a ses
activités multiples de transcriptase inverse, polymérase et nucléase 5’- 3’ permet a la
transcription inverse et & la polymérisation de se produire en méme temps que la détection en
temps réel des produits d’amplification (amplicons).

Les étapes de transcription inverse et d’amplification se déroulent comme suit :

e Dénaturation de I’hybride ARN- ADNCc par chauffage a 95°C.
e Hybridation des amorces et de la sonde TagMan™, a 60 C.
e Polymérisation, a 72°C, de L’ADN en commencant de I’extrémité 3’OH des amorces

hybridées sur les matrices.

Ces trois étapes sont répétées 30 cycles.
 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
I’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 (Figure 19).
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Figure 12 : Le suivi de la cinétique d’une réaction de PCR en temps réel.

- 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, le systéme ne permet plus une amplification exponentielle.

11.3.C. PCR en temps Réel avec le systéme m2000

C’est un test utilisant la technologie de PCR en temps Réel sur le systtme m2000 pour la
détermination quantitative du Virus de I’Hépatite C dans le sérum ou le plasma d’individus
infectés par le VHC (plage de linéarité de 12 Ul/ml soit 1,08 log Ul/ml a 100 millions Ul/ml
soit 8,0 log ul/ml).

Le test Abbott RealTime HCV sur m2000 est congu de fagon a quantifier d’une manicre égale
tous les génotypes HCV (1-6).

L’extraction de I’ARN est réalisée en méthode automatique (extracteur Abbott
m2000sp,m24sp) ou Manuelle.

Le systtme m2000 comporte deux volets : le m2000sp d’Abbott et le m2000rt. Le logiciel
sophistiqué et convivial du systéme fait le lien entre le m2000sp, un automate chargé de faire
I'extraction, la purification et la préparation de I'ARN a partir de I'échantillon obtenu du patient
et entre le m2000rt, qui est doté d’une interface LIS, il permet la visualisation des courbes et
une tracabilité totale des analyses , c’est un outil de détection en PCR en temps réel qui
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amplifie, détecte et mesure des niveaux infimes d'agents infectieux y compris le virus de
I’hépatite C (HCV). Le systeme permet d'automatiser diverses étapes manuelles telle que le
pipetage, ce qui contribue a réduire jusqu'a 75 % le temps des opérations de preparation de
I'échantillon pour le test d'/ARN.

Le dosage AbbotRealTime HCV utilise la RT-PCR afin de générer un produit amplifié du
génome ARN du VHC dans des échantillons cliniques. Une séquence d’ARN non liée a la
séquence cible de VHC est introduite dans chaque échantillon au début de la préparation des
¢chantillons. Cette séquence d’ARN non liée est simultanément amplifiée par RT-PCR et sert
de contr6le interne (IC).

Afin de s’assurer que le procede a été correctement effectu¢ pour chaque échantillon. La
quantité de séquences cibles de VHC présente a chaque cycle d’amplification est mesurés a
I’aide de sondes oligonucléotidiques marquées par florescence sur 1’appareil m2000rt

Les sondes ne générent aucun signal, a moins d’étre spécifiquement liées au produit amplifié.
Le cycle d’amplification au cours duquel le signal fluorescent est détecte par le m2000rt est
proportionnel au logarithme de la concentration d’ARN VHC présente dans 1’échantillon
d’origine.

La réalisation de la PCR en temps réel avec le systéeme 2000 se faire selon les étapes suivantes :
¢+ Préparation des échantillons

La préparation des échantillons a pour objectifs d’extraire et d’isoler les molécules d’ARN
cible, de rendre les cibles accessibles pour I’amplification, et d’¢liminer tout inhibiteur potentiel
de I’amplification de I’extrait.

I *appareil m2000sp automatise 1’ensemble du processus d’extraction de 1’échantillon et de
préparation de la plaque de réaction optique a 96 puits Abbott.

Le systéme de préparation des échantillons Abbott m™Sample préparation Systéme (4*24
préparations) utilise la technologie des particules magnétiques afin de capturer les acides
nucléiques. Elle se déroule comme suit :

- Lyse des particules du VHC par incubation a 1’aide d’un tampon de lyse (mlysis) qui
libére des acides nucléiques et protége I’ARN libéré du VHC contre les RNases du
sérum.

- Ajout (500ul) du contréle interne (QS) du VHC dans chaque échantillon (le témoin).

- Liaison des ARN du VHC (chargés négativement) et des ARN du QS a la surface des
particules magnétiques.

- Une fois que les étapes de lavages terminées les ARN d'intérét sont élués dans une
solution aqueuse a des températures élevées. Les ARN liés et élués sont transférés vers
les tubes de sortie ou vers une plagque a 96 puits profonds.
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Les ARN sont préts pour 1I’amplification. Le contrdle interne est soumis a I’intégralité de la
procedure de préparation des échantillons, avec les calibrateurs, les contrdles et les échantillons.

% Préparation des réactifs et assemblage de la plaque de réaction

L’appareil Abbott m2000sp melange les différent réactifs pour amplification Abbott RealTime
HCV (HCV oligonucléotidereagent, thermostable rTthPolymeraseEnsyme et Activation
Reagent). Il pipette le master mix dans la plaque de réaction optique a 96 puits Abbott ainsi que
des fractions aliquotes d’échantillons d’ARN préparés. Apres avoir scelle la plaque optique
manuellement, cette derniere est préte a été transférée sur le m2000rt.

s Amplification

Au cours de la réaction d’amplification sur m2000rt, I’ARN cible est converti en ADN c grace
a I’activité de reverse transcriptase de la polymérase thermostable rTth ADN.

Les étapes de transcription inverse et d’amplification se déroulent comme suit :
» Dénaturation de I’hybride ARN- ADNc sous ’effet de la température élevée (95).

= Hybridation des amorces de transcriptase inverse et du contréle interne (chacune
marquées avec un fluorophore différent) avec leurs cibles respectives et s’étendent lors
de la baisse de température (60°).

= L’activité de L’ADN polymérase de I’enzyme rTth permet I’allongement des amorces
hybridées le long des matrices. Ainsi on obtient une molécule d’ADN double brin. la
séquence cible de I’amplification se situe dans la région 5°(UTR) du génome du VHC.

» J’amplification exponentielle du produit est réalisée grace aux cycles répétés et défini
entre températures élevées et basse.

Denaturation

95 OC Couplage des amorces’
&longation par polymeérase

60 oc Hybrdatlory

Lecture

35 °C

Figure 13 : Représentation des conditions de thermocyclage. (www.abbottmolecular.com. 2005).

«» Détection

Pendant le cycle de lecture de I’amplification sur systéme Abbott m2000rt, la température est
abaissée (35°) de maniére a permettre la détection par fluorescence des produits (amplification

34



au cours de I’hybridation des sondes VHC et du contrdle interne avec leurs cibles (détection de
florescence en temps réel).

L’hybridation des sondes avec des séquences complémentaires sépare le fluorophore du
quencher et permet I’émission d’une florescence qui sera détectée (figure 22; B).

En I’absence de séquences cibles de VHC et de controle interne, la florescence des sondes est
désactivee (figure 22; A).

Le cycle d’amplification au cours duquel le signale fluorescent est détecté par le m2000rt est
proportionnel au logarithme de la concentration d’ARN VHC présente dans 1’échantillon
d’origine.
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Figure 14 : Représentation des sondes d’ADN SS marqués par un fluorophore quencher et
fluorophore rapporteur.

 Interprétation des résultats

La concentration en ARN viral du VHC d’un échantillon ou d’un contrdle est calculée a partir
de la courbe de calibration enregistrée. L’appareil Abbott m2000rt rapporte automatiquement
les résultats sur la station de travail du m2000rt.

11.3.c.3. Génotypage

Le test de génotypage du VHC est réalisé par la technique de « LINEAR ARRAY ». Ce test
consiste en une hybridation inverse sur une bandelette LINEAR ARRAY apres amplification
par PCR. Ce test met en ceuvre trois étapes principales réalisées en un ou deux jours.

a) Préparation des échantillons (manuelle)

L’extraction est faite a partir de sérums conservés a -20°C , selon le protocole COBAS
AMPLICOR HCYV 2.0 par lyse des particules virales a I’aide d’un agent chaotrope, puis par
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précipitation de I’ARN par I’alcool. L’ARN est remis en suspension dans le diluant de
I’échantillon.
b) Transcriptase inverse RT et Amplification par PCR (automatique)

La transcription inverse et I’amplification s’effectuent successivement au moyen du test
COBASR AMPLICORR HCV v2.0 (Roche diagnostics). La premiére étape vise a produire
I’ADNCc et la deuxiéme étape a pour but d’augmenter le nombre de copies du produit de PCR
afin d’avoir des résultats de génotypage fiables.

Ces deux opérations sont réalisées au moyen de I’enzyme thermostable ADN polymérase
recombinante de Thermus thermophilus (rTthpol). En présence de manganése (Mn 2*) et dans
des conditions tampon appropriées, la rTthpol exerce a la fois une activité de transcriptase
inverse et d’ADN polymérase. Ceci permet a la transcription inverse comme 1’amplification
par PCR de s’effectuer dans le méme mélange réactionnel.

c) Hybridation et détection

Une fois que le produit amplifié, est récupéré, le test de génotypage s’effectue sur des
bandelettes LINEAR ARRAY de génotypage du VHC. Ceci s’effectue selon les étapes
suivantes :

e Dénaturation des amplicons et hybridation des produits amplifiés avec des sondes
oligonucléotidiques immobilisées sur les bandelettes de nitrocellulose spécifiques aux
régions non traduite 5’-UTR des différents génotypes du VHC, puis addition du conjugué

(Streptavidine-peroxydase de raifort).

e Apres I’ajout d’une solution de substrat contenant du peroxyde d’hydrogeéne et du TMB
(3,3°, 5,5’- tétraméthylbenzidine) a chaque bandelette, une réaction enzymatique se
déroule en présence de peroxyde d’hydrogene , la peroxydase de raifort liée, catalyse
I’oxydation du TMB en formant un précipité de couleur bleu qui entraine la formation d’une

série de bandes visibles sur la bandelette de nitrocellulose.
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I11. Résultats et discussions :

Le nombre total des patients se présentant pour une quantification de la charge virale est de 270
(positifs pour la recherche des anticorps anti-VHC) parmi eux 173 patients VHC(+) sans
pathologie associée et 97 patients VHC(+) hémodialyses.

Nous avons pu exploiter les parametres suivants :
I11.1.. Répartition des patients selon le sexe :

Sur les173 patients VHC(+) sans pathologie associée on compte 85 de sexe féminin ce qui
représente une fréquence de 49%, et 88 soit 51% de sexe masculin. Les 97 patients VHC(+)
hémodialysés sont répartis en 49 patients de sexe féminin soit une fréquence de 51% et 48 soit
49% sujets de sexe masculin. Ces partitions sont représentés ci-dessous (figure 15).

les hémodialysés VHC(+) patients VHC(+) sans

pathologie associée
Ef Em

Bf @m

Figure 15 : répartition des patients selon le sexe chez des patients VHC(+) sans pathologie
associée (n=173) et des patients VHC(+) hémodialysés (n=97).

II1.2 Répartition des patients selon I’age

Les hémodialysés infectés par le VHC sont agés de 29 a 79 ans avec un 4ge moyen de 45.3 ans.
La classe d’ages de 30 a 39 ans est la plus représentée (25%).

Les patients VHC(+) n’ayant aucune pathologie associée sont agées de 20 a 89 ans avec un age
moyen de 51.49 ans, la classe d’age de 50 a 59 est la plus représentée (23.71%).

16.27 % des patients VHC(+) sans pathologie associée et 22.68% des patients VHC(+)
hémodialysés n’ont pas précisé leur age dans les fiches de renseignement (figure 16).
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Figure 16: répartition des patients VHC(+) sans pathologie associée (n=173) et des patients
VHC(+) hémodialysés (n=97) selon les tranches d’age.

Les résultats obtenus montrent qu’il existe selon 1’age et le sexe une augmentation de la
séroprévalence du VHC avec I’age dans les deux populations. Cette augmentation est due d’une
part a la persistance des anticorps anti-VHC aprés contamination chez les sujets immunocompétents 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,L’infection chronique par le VHC est souvent vu tardivement parcequ’elle
est asymptomatique donc silencieuse; les personnes infectées peuvent rester sans symptomes pendant

plus de 10 a 20 ans . Ceci explique la découverte de I’infection chronique a I’age adulte notamment entre
40 et 59 ans.

Nos résultats concordent avec ceux trouvés par le Dr A Bensalem et al. 2011, ils ont constaté
une augmentation de séroprévalence du VHC avec 1’age chez les hémodialysés, Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que les sujets agés mal suivies, ont généralement d’autres pathologies
associées qui se déclarent avec 1’age (Diabete, HTA...) et évoluent vers 1’insuffisance rénale
terminale donc vers la dialyse.

On constate une nette diminution chez les hémodialysés a partir de 60 ans, Ceci est rapporté dans
I’étude de Dr A Bensalem et son équipe et elle serait dii a la courte espérance de vie chez les
hémodialysés. Une étude prospective réalisée au japon a montrée que la mortalité était

significativement plus élevée chez les hémodialysés anti-VHC positifs que négatifs(Nakayama E,Akiba
T,et al.2000)

IT est cependant intéressant de remarquer qu’a partir des résultats indiqués dans notre étude
aucun enfant n’est confirmé positif, ce qui signifie que la prévalence de l'infection a VHC est
faible chez l'enfant et augmente chez I’adulte jeune (Madhava et al, 2002). Cette faible
proportion peut s’expliquer par le fait que la transmission materno-fcetale est faible elle est de
5% et la faible exposition aux autres modes de transmission a cet age (Desenclos et al,1994).
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111.3. Répartition selon les génotypes :

Le génotypage montre que le génotype 1 est majoritaire, 45% chez les patients VHC(+) sans
pathologie associée, suivi du génotype 2 (19%). Les autres types identifiés sont moins
fréquents, le génotype 3 (5%) et le génotype 4 (2 %) par contre les génotypes 5 et 6 n’ont pas
été détectés au sein de notre population.29% des patients sans pathologie associée, leur
génotype est indéterminé.

Chez les patients hémodialysés VHC(+) le génotype 1 est dominant (16%) suivi du génotype 2
(7%). Les autres types sont moins fréquents, 2% pour le génotype 3 et 1% pour le génotype 4
et les génotypes 5 et 6 n’ont pas été détecté. 74% des patients hémodialysés VHC(+), leur
génotype est indéterminé (Figure 17).

hémodialysés VHC(+) patients VHC(+) sans pathologie
(n=97) associée (n=173)
MGl MG2 HMG3 HEG4 Hindeterminer BGl mG2 mG3 mG4 mindeterminer

2%

5%

Figure 17 : répartition des patients VHC(+) sans pathologie associée (n=173) et des patients
VHC(+) hémodialysés (n=97) selon les génotypes.

Nos résultats concordent avec une étude qui a été faite en 2009 par Ouldgougam, sur 779
patients atteints d’hépatite C au service de gastro-entérologie de Bologhine (Alger), dans
laguelle il a révélé la prédominance du génotype 1 (72%).

La distribution de ces génotypes est comparables a celle trouvé au Maroc, 47% pour le génotype
1 et 29% pour le génotype 2 (Cacoub et al, 2000) et a celle trouvé en Tunisie, 71% pour le
génotype 1(Ayed K., Gorgi Y et al.2002) et a I’Ouest de I’Europe (Takada et al, 1992 ; Halfon
etal, 1997).

Deux génotypes G5 et G6 n’ont pas été détectés dans notre population, cela est dii probablement
a la concentration de ces deux génotypes dans des régions bien spécifiques dans le monde. Le
génotype 5 est particulierement localisé en Afrique du sud tandis que le genotype 6 circule dans
les pays du Sud-Est asiatique (Nicot et al, 1997; Gaudy et Goudeau, 2005).
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La détermination du génotype est indispensable. Le génotype conditionne les indications du
traitement, les modalités du bilan pré-thérapeutique et la stratégie thérapeutique elle méme.

Bien que cette répartition des génotypes concorde avec les études faites précédemment en
Algérie. 1l faut que nous signalons gue le manque de renseignements cliniques reste un grand
handicape pour les études épidémiologiques. Il faut qu’il y est une collaboration étroite entre
biologistes et cliniciens.

I11.4. Répartition des patients selon le stade de traitement

Le tableau Il et 111 suivants représentent la répartition des patients en fonction de la durée du
traitement selon respectivement 1’effectif et le génotype viral.

Tableau Il : répartition des patients en fonction de leur nombre par stade du traitement.

patients VHC(+) sans|Patients VHC(+)
stade de traitement pathologie associée hémodialysés
Effectif % Effectif %
BPT 101 37.13 |49 41.18
3 mois de traitement 46 16.91 |18 15.13
6 mois de traitement 64 2353 |28 23.53
12 mois de traitement 36 13.24 |17 14.29
6 mois apres arrét de traitement |25 9.19 7 5.88
Total 272 100 119 100
Tableau 111 : répartition des patients en fonction des génotypes et du stade du traitement.
Patients VHC pathologie(+) sans | Hémodialysés VHC(+)
associée
Contexte de la| G1,4 G2,3 Gl, 4 G2, 3
prescription
BPT 66 31 14 9
3mois de traitement 15 2 2 1
6mois de traitement 18 10 3 1
12mois de traitement 12 1 2 0
6 mois apres arrét de 5 5 0 0
traitement
Total 117 50 21 11

Afin d’assurer une meilleure surveillance des malades traités, une classification spécifique nous
a semblé nécessaire en fonction des différents stades du traitement selon les recommandations
du consensus international suivi en Algérie et qui recommande cing PCR dans le suivi
thérapeutique ( quantifier la charge virale en bilan pré-thérapeutique 3/ 6/ 12 et 6 mois apres
arrét du traitement) pour le genotype 1 et quatre PCR (quantifier la charge virale en bilan pre-
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thérapeutique 3/ 6 et 6 mois apres arrét du traitement) pour le génotype 2. Les résultats
obtenus (tableau II) indiquent la présence d’une fluctuation du nombre des patients d’un stade
de traitement a 1’autre, cela est dii a plusieurs obstacles au cours du suivi. parmi lesquels la
distance entre le lieu de résidence et I'IPA lieu d’analyse, en tenant compte aussi de la qualité
de vie qui les empéche de se déplacer ou de payer le test de PCR sachant qu’il est cher et que
par fois il est difficile d’obtenir les prises en charges bien qu’elle soit un droit pour les patients..

En outre, la quantification de la charge virale ou le génotypage en dehors de I'lPA (organismes
externes) est aussi l'une des raisons de la différence de I’effectif d'un stade a 1’autre.

Il est recommandé avant toute mise en place d'un traitement chez un sujet ayant une infection
chronique par le VHC de pratiquer un génotypage notamment pour 1’adaptation des doses et la
durée des traitements. Pour les patients de génotype 2 et 3, la durée du traitement est de 24
semaines contre 48 semaines pour les patients de génotype 1, 4, et 5 (Chevaliez, 2008).

Dans le cadre d’un suivi du traitement de I’hépatite virale C pour 99 patients (79 patients
infectés par le VHC n’ont aucune pathologie associée contre 20 patients hémodialysés infectés
par le VHC. Pour une meilleure évaluation de I’intérét du génotypage et de la quantification du
VHC, une analyse des différentes charges virales obtenues pour I’ensemble des patients a été
réalisée.

Afin de faciliter I’interprétation de nos résultats, nous avons regroupés les deux types des
patients étudiés en deux groupes :

e Groupe 1 ; pour les patients VHC(+) hémodialysés.

e Groupe 2 ; pour les patients VHC(+) sans pathologie associée.

a) Patients au stade pré-thérapeutique
Le tableau IV et la figure 18 illustrent le niveau de la charge virale des patients VHC (+)

hémodialysés (groupe 1) et les patients VHC(+) sans pathologie associe (groupe 2) au stade

pré-thérapeutique.
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Figure 18. Répartition du niveau ou taux de la Charges virales, dans les deux groupes, quantifié
par PCR en temps réel au stade pré-thérapeutique.

Selon les résultats obtenus (Tableau V), nous constatons que parmi un ensemble de 22 patients
sans pathologie associée et 8 patients hémodialysés adressés pour un bilan pré-thérapeutique :

Il y a une fluctuation dans les valeurs des charges virales dans le bilan pré thérapeutique

trouvées: la valeur la plus élevée chez les patients VHC(+) sans pathologie associée était de

14100000 Ul/ml, alors que chez les hémodialyses VHC(+) était (plus élevée) de 3850000

ul/ml.

e Unensemble de 13 patients (3 chez le groupe 1 et 10 chez le groupe 2), ont une charge virale
au-dessus de 800000 Ul/ml.

e 17 patients (5 chez le groupe 1 et 12 chez le groupe 2), ont une charge virale se situant dans
un intervalle de [2000 Ul/ml - 800.000 Ul/ml].

e aucun patient n’a une charge virale au-dessous de la limite inférieure a 2000 Ul/ml (Valeur

a partir de laquelle I’indication du traitement est posée) ou I’ARN est indétectable.

b) Patients a 3 mois de traitement
Les mesures de la charge virale des différents patients a 3 mois de traitement sont représentées
dans le tableau V et la figure 19

43



I 25 -/
[v]
S 24
£
8 15 1
®
_§ 10 1 ] ] @ hémodialysés
s k k
5 J :
£ > /\ ‘ \ l\ @ patients VHC(+) sans
2 0 —) - pathologie associée

G \} \} N}

¥ N QQQ QQQ

& A S oS
> N ]
W N

charge virale Ul/ml

Figure 19. Répartition des patients VHC(+) selon la variation de la Charge virale a 3
mois de traitement.

e 4 patients sur 9 de groupe 1, et 22 sur 43 du deuxiéme groupe chez qui nous n’avons eu
aucun taux d’ARN détecté donc ces patients ont une réponse virologique précoce.

e 5 patients sur 9 du groupe 1, et 10 sur 43 du groupe 2 ont une charge virale inférieure a 2000
Ul/ml.

e 10 patients du groupe 2 présentent une charge virale située dans I’intervalle de quantification
(2000U1/ml - 800.000 Ul/ml).

e Alors que 1 seul patient du groupe 2 présente une charge virale supérieure a 800000UI/ml.

c) Patients a 6 mois de traitement
Le tableau VI et la figure 20 illustrent les mesures de la charge virale des patients VHC (+)
hémodialysés (groupe 1) et les patients VHC(+) sans pathologie associe (groupe 2) a six mois
de traitement.
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Figure 20. Répartition des patients VHC(+) selon la variation de la Charge virale a 6
mois de traitement.

e La majorité des patients de groupe 1 et de groupe 2 (8/11 et 36/55) respectivement a 6mois
de traitement, présentent une charge virale non détectable ce qui signifie qu’ils ont une
bonne réponse au traitement (réponse virologique rapide).

e 23 patients ont des charges virales détectables, allant de 16Ul/ml jusqu’a 2410000 Ul/ml
pour le groupe 1, et de 13 Ul/ml jusqu’a 1427481 Ul/ml chez les patients de groupe 2.

d) Patients a 12 mois de traitement
Les mesures de la charge virale des différents patients a 12 mois de traitement sont représentées
dans le tableau V1l et la figure 21.

45



20
18
16
14
12

) W hémodialysés

‘ ‘l \ M patients VHC(+) sans
J.- pathologie associée

nombre des patients VHC (+)

oON PO

charge virale Ul/ml

Figure 21. Répartition des patients VHC(+) selon la variation de la Charge virale a 12 mois de
traitement.

e 4 patients du 1° groupe et 19 patients du 2éme groupe ont une charge virale non détectable.

Tandis que le reste des patients présente des charges virales fluctuantes, la plus élevée est
de 1940000 Ul/ml alors que la plus basse est de 24 Ul/ml.

e) Patients a 6 mois apres arrét de traitement

Les mesures des charges virales des patients a 6 mois apres fin de traitement, sont représentées
dans le tableau VIII et la figure 22.
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Figure 22. Répartition des patients VHC(+) selon la variation de la Charge virale 6 mois
apres arrét de traitement.

e Six mois apres fin de traitement on a trouvé que 4 sur 7 patients de groupe 1, présentent une
charge virale non détectable. Alors que chez 14 sur 22 patients de groupe 2, la charge
virale est non détectable.

e Pour le groupe 1, nous avons noté 3 patients qui ont eu une réapparition de I'ARN viral dans
les 6 mois qui ont suivi l'arrét du traitement, a 1’instar de 8 patients dans le deuxiéme

groupe.

111.5. Répartition des patients selon la réponse au traitement

Il s'agit de juger de la différence, entre les patients hémodialysés VHC(+) et les patients VHC(+)
sans pathologie associée, dans la réponse au traitement chez 99 patients suivis, Pour ce but nous
avons utilisé le test ¥>
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Tableau IX. Répartition des patients selon la réponse au traitement.

réponse au traitement | hémodialysés Patients VHC(+)
effectifs n % effectifs n %
bons répondeurs 16 80 60 75,95
mauvais réepondeurs |3 15 17 21.52
rechuteurs 1 5 2 2.53
totale 20 100 79 100

Le test de %> de la réponse en fonction du type de patients, est non significatif (x°=0,149; p=0,93>>0,05).
Ceci signifie que la réponse au traitement reste globalement semblable pour les deux catégories de

malades étudiés.

En raison du manque de renseignement cliniques et afin de compléter les résultats obtenus, nous
avons classés nos patients selon d’autre critére de réponse au traitement antiviral qui sont les

différents types de réponse au traitement (RVP, RVS, non répondeur, rechute).

111.6. Répartition des patients selon le type de réponse au traitement

La figure 23 représente la répartition des patients VHC(+) (les deux groupes) selon le type de
réponse virologique au traitement qui sont les différents type de réponse virologique au

traitement (RVP, RVS, non réponse et rechute).
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Figure 23. Répartition des patients selon la réponse virologique.
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Figure 24. Répartition des patients selon les génotypes.

e Le taux de RVS est 75% et 60%(groupe 1 et groupe respectivement) chez les patients
infectés par le géenotype 2 tandis que chez les patients infectés par le génotype 1 est 20% et
26%(groupe 1 et groupe 2 respectivement).

Il n’existe pas de consensus actuel pour définir le seuil discriminant une virémie basse d’une
virémie élevée. De plus, il existe une variabilité intra-individuelle qui pourrait justifier la
répétition des mesures en cas de virémie a la limite du seuil choisi (800 000 Ul/mL), et une
variabilité entre les différentes techniques de quantification de ’ordre de 10-15 %. Par
conséquent, malgré la standardisation en unités internationales de la charge virale C, les patients
doivent étre suivis a I’aide d’un méme test de quantification (halfon P,Penarranda G et al.2006).

Quel gue soit le génotype, la réponse au traitement (disparition de I'ARN viral) doit étre évaluee

a la fin du traitement et 6 mois aprés son arrét par une technique qualitative sensible (PCR en
temps reéel).

La non réponse se définit par la persistance de I'ARN viral sérique en fin de traitement (24
semaines pour les génotypes 2/3) et (48 semaines pour les génotypes 1/4).

En effet chez un sujet ayant des anticorps anti-VHC détectés, il est impératif de rechercher une
réplication virale par la détection qualitative de I’ARN du VHC dans le sérum.

Ainsi I’absence de réplication virale témoigne d’une infection guérie. Alors qu’une réplication
virale mise en évidence, est signe de présence d’une infection par le VHC.

Patients au stade pré-thérapeutique (figure 18)

L’intérét de la quantification de ’ARN du VHC lors du bilan pré-thérapeutique est
indispensable. En effet, cette mesure permet non seulement d’évaluer le risque de bonne ou
mauvaise réponse au traitement mais aussi de disposer d’un niveau de base utile pour un suivi
a long terme.
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62.5% et 54.55% des patients du groupe 1 et groupe 2 respectivement ayant une charge virale
pré-thérapeutique basse (<800000UI/ml) ont une probabilité plus élevée d’avoir une réponse
virologique précoce que les patients (37.5% du goupe 1 et 45% du groupe 2) ayant une charge
virale élevee (selon Jensen et al, 2006). Cependant des valeurs de la charge virale méme élevées
ne sont pas corrélées a la sévérité de 1’atteinte hépatique (Pawlotsky, 2002).

Nos résultats montrent que la charge virale est plus faible chez les patients hémodialysés que
chez des patients sans pathologie associée et cela concorde avec 1’etude de Rampino T et
al.1999. Ceci peut étre da a I’effet immunosuppresseur de I’urémie chronique, au passage du
VHC par le dialysat (Lombardi M,et al.1995, Valtuille R et al.1998) ou a la destruction du
virus lors du passage a travers la membrane de dialyse sous ’effet de la pression exercée sur
le dialysat (Okuda K et al.1996)

I1 apparait clairement aujourd’hui que les 4 premiéres semaines de traitement sont décisives
pour la réponse virologique ultérieure. L’observance durant cette période de traitement est
fondamentale, ainsi que 1’évaluation de la décroissance virale dans les 4 premiéres semaines
permet d’individualiser et d’optimiser le traitement antiviral C (Fried et al, 2008; Ouzan,
2007). Mais nous n’avons pas pu inclure ce stade de traitement a notre étude parceque nos
patients ont suivis I’ancienne stratégie thérapeutique qui commande une quantification
d’ARN virale aprés trois mois de traitement.

Patients a 3 mois de traitement (figure 19)

Parmi les patients du groupe 1, 44.44% des cas ont une charge virale indétectable au bout de
trois mois de traitement. Les patients du groupe 2 dont la charge virale était devenue négative
représentent 51.16%.

Ceci est du a I’effet du traitement qui sert a la diminution de la charge virale de 2 log ou a sa
disparition. Dans ce cas, les chances de guérison sont élevées mais le traitement doit étre
poursuivi (Pawlotsky, 2002).

25.59% des patients ont un ARN virale détectable au bout de trois mois de traitement et selon
Ghany M et son equipe ils sont considérés comme des bons répondeurs.

Patients a 6 mois de traitement (figure 20)

La majorité des patients hémodialysés 72.73% ainsi que les patients sans pathologie associée a
6 mois de traitement, présentent une charge virale indétectable ce qui signifie qu’il y a eu bonne
réponse au traitement, Cela serait probablement da a 1’éradication virale au cours de la période
du traitement. Quel que soit le génotype, 1’efficacité thérapeutique (disparition de I'ARN viral)
doit étre évaluée 12 semaines apres I’arrét du traitement.

Une diminution significative sans disparition de I’ARN a la semaine 24 pourrait suggérer a
augmenter les doses de traitement (en fonction du génotype), a condition que ce traitement soit
bien toléré. L’augmentation de la durée du traitement en fonction du délai d’obtention d’une
virémie indétectable devrait permettre d’obtenir une efficacité maximale du traitement (Ouzan,
2007).

50



Patients & 12 mois de traitement (figure 21)

La charge virale a 6mois de traitement pour 57.14% des patients de groupe 1, alors que 55.88%
des patients du groupe 2, montre une charge virale nulle. Cela indique que les deux groupes
répondent au traitement. Pour ces patients, un controle sera fait 6mois apres arrét du traitement.
Les autres patients présentent des charges virales variables. lls sont considérés comme des « non
répondeurs ». De nombreuses études suggérent une prolongation du traitement de 48 jusqu’a
72 semaines chez les patients infectés par le génotype 1, ayant une réponse virologique précoce
(c’est a dire négative a 12 semaines de traitement), la probabilité d’avoir une réponse
virologique prolongée, (guérison) serait alors supérieure de 50% (Marcellin, 2009).

6mois aprés I’arrét de traitement (figure 22)

La disparition de ’ARN-VHC indique réellement la guérison chez 57.14% des patients de
groupe 1 contre 63.64% des patients de groupe 2, il s’agit d’une réponse virologique prolongée
soutenue. Marcellin, 2009 avait démontré dans son étude que I’infection virale était
définitivement éradiquée dans la plupart des cas.

La réponse au traitement

Plusieurs types de réponses virologiques peuvent étre observés au cours du traitement et
serviront d’outils décisionnels pour la durée totale de la thérapie.

Nos résultats se raprochent a 1’étude qui a été fait par Asselah T et son équipe en 2010, il a
montré que PEG-IFN et ribavirine induit une RVS chez les 80% des patients infectés par le
génotype 2 ou 3, et seulement 50% des patients de génotype 1 présentent une charge virale
indétectable.

49% et 20% des patients (groupe 1 et groupe 2 respectivement) infectés par le génotype 1 et
20% par le génotype 2 ont une réponse virologique précoce, selon Ghany M et son équipe a
montrés que la RVP est prédictive de RVS (réponse virologique soutenue) (Ghany M et
al.2011)

Nos résultats s’accordent a I’étude de Moucari R, Asselah T et al en 2008 qui ont constatés un
ensemble des facteurs prédictifs a la réponse au traitement avec PEG-IFN et ribavirine qui sont
liés soit au virus :
e Génotype non-1(75% et 60% du groupe 1 et 2 respectivement infectés par le génotype
2 ont eu une réponse au traitement).
e charge virale faible (62% et 54% des patients du groupe 1 et 2 respectivement ont une
charge virale pré-thérapeutique < 800000UI/ml).
Soit au malade :
e sexe féminin (45.45% seulement de sexe féminin qui ont répondus au traitement
antiviral probablement du a des facteurs externes tels que la prise irréguliere ou parfois
I’arrét prématuré du traitement).
e age jeune (46.22 ans est la moyenne d’age des patients répondus au traitement).
e Fibrose minime (pas étudié au sain de notre population).
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A part les facteurs bien connus, des travaux récents ont montré que la séquence du génome viral
ainsi que des facteurs génétiques de 1’hote jouent un réle important (Aurora R, Donlin MJ et
al.2009).depuis 2009, différentes équipes ont décrit plusieurs mutations ponctuelles dans la
méme région en amont du promoteur de 1’IL-28B, associées a la réponse au traitement (Asselah
T et al.2010- Ge D, Fellay J et al.2009), ils ont notamment démontré que des polymorphismes
du géne IL28B, codant pour I’IFN-lambda étaient hautement prédictifs pas seulement de la
réponse au traitement mais aussi de I’élimination spontanée du virus dans la phase aigué¢ de
I’infection (Ge D, Fellay J, Thompson AJ, et al.2009). Le mécanisme précis par lequel ce
polymorphisme est associé a la réponse n’est pas actuellement élucidé.

21.21% des patients sont considérés comme non répondeurs, et ceci pourrait étre du a la
stabilisation du complexe protéique du VHC selon Autora R et son équipe qui ont trouvés que
la séquence d’acide aminée du virus des non répondeurs présente trois acides aminées en plus
que la séquence des répondeurs

Les échecs thérapeutiques peuvent étre dus a deux situations bien différentes susceptibles de
conditionner la stratégie thérapeutique future a adopter chez un malade qui sont la véritable
résistance virologique qui est trouvée chez environ 12 % des patients naifs (Zeuzem S,
Pawlotsky JM et al.2005), et le traitement insuffisant (co-morbidité, traitement par
monothérapie, réduction des doses, arrét prématuré...). En effet, certaines caractéristiques
cliniques des malades comme le surpoids, I'insulino résistance et la consommation chronique
d'alcool pourraient avoir un impact négatif sur la réponse au traitement.
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Conclusion
generale




Conclusion générale

L’hépatite virale C demeure la principale infection virale chez les hémodialysés
chroniques. Elle constitue clairement un probleme de santé publique dans cette population par
sa prévalence élevee.

Dans ce travail nous avons comparé la réponse au traitement antiviral dans deux
populations différentes infectées par le VHC (les hémodialysés et les patients sans autre
pathologie associée) et nous avons retrouve que la réponse était comparable.

Le suivi thérapeutique des patients nous a permis d’évaluer la virémie et son éradication
au cours du traitement. Nous avons pu ainsi réaliser que plusieurs facteurs peuvent influencer
la réponse au traitement, tels que le génotype viral, 1’age, le sexe des patients et de surcroit les
Co-morbidités. Notre analyse a permis de ressortir des résultats suivants :

Les patients infectés par le génotype 2 et les patients ayant une charge virale pré-
thérapeutique faible ont une réponse au traitement, ainsi que la moyenne d’age jeune de nos
patients était un facteur de la bonne réponse au traitement.

Nous avons trouvé que le sexe féminin qui est considéré par d’autres études autant qu’un
facteur influengant la réponse au traitement n’était pas assez significative dans notre
populations et cela est du probablement & des facteurs externes liées au mode de vie de ces
femmes et a la prise du traitement.

Nous avons pu comparer nos résultats a d’autres études, et d’apreés les données
mentionnées précédemment, nous pouvons conclure que le traitement de I’hépatite C est lice a
la détermination des facteurs prédictifs, en effet on pourrait prévenir le risque de 1I’échec
thérapeutique en prenant en charge les co-morbidités comme 1’obésité, I’alcoolisme et les
problémes psychiatriques avant la mise en route d’un traitement antiviral; et en améliorant
I’observance du traitement par informer le malade et sa famille sur les effets secondaires
cliniques en les prenant en charge rapidement des qu’ils surviennent et en dépistant rapidement
une éventuelle résistance au traitement par une surveillance virologique du génome. Il est
probable que dans le futur on adaptera le traitement selon des facteurs génétiques du patient

aussi.
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La technologie de PCR en temps réel est aujourd’hui 1’outil de choix qui permet de
quantifier le génome viral du VHC. La spécificité, la sensibilité, la bonne reproductibilité et la
linéarité sur une gamme dynamique trés large sont les performances de cette technique.

Nous avons utilis¢ deux trousses de quantification de ’ARN VHC (Cobas Ampliprep/
Cobas TagMan et Abbott Real Time VHC) actuellement disponibles au laboratoire des hépatites
au sein de I'IPA, qui présentent d’excellentes performances analytiques. Avec des charges
virales quantifiées respectivement (85,2.10° Ul/ml versus 15 Ul/ml et 1.108U1/ml versus 12
Ul/ml), elles permettent une quantification exacte de fortes charges virales, comme des plus
faibles (seuil de sensibilité tres bas).

11 faut ajouter également a leurs nombreuses, performances, la rapidité d’exécution sans
étape post-PCR. Nous avons pu apprécier le fait que la méthode soit automatisable, et par
conséquent parfaitement adaptée a une analyse de routine, elle permet d’obtenir des résultats
en moins de 24 heures a 1’opposé de la PCR conventionnelle qui nécessite un délai de 3 jours.
Par ailleurs, la réaction s’effectuant en tube fermé diminue considérablement le risque de
contamination.

Enfin, il nous semble important d'améliorer les procédures d’obtention des prises en
charge par le malade, en raison du prix exorbitant, ainsi que 1’établissement d’un fichier pour
chaque malade regroupant I’ensemble des informations autour du patient et sont état clinique
avec la rigueur dans la communication de ces renseignements particuliérement pendant le suivi

thérapeutique.
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Annexe 1. Fiche de renseignement des malades atteints de 1’hépatites virales B et C.

) INSTITUT PASTEUR D’ALGERIE Service de virologie humaine
{’ Annexe de Sidi Fredj Laboratoire des hépatites virales
Tél : 021 37 68 50 Fax : 02137 76 47
FICHE DE RENSEIGNEMENTS DES HEPATITES VIRALESB& C
l Identification du patient Date : | | | | Identification du service demandeur
' Nom & Prénoms : - Nom du médecin:
| Nom de jeune fille : Service :
i Date de naissance : Structure :
| Etat civil : marié(e)[] célibataire [ ] Tél / Fax:
| Tél : __ E-mail :

Analyses demandées :
Renseignements cliniques :

e Date de début de la maladie: | | | |

e Signes cliniques : - Date du dernier bilan hépatique : |

e Diagnostic clinique suspecté : Normal D Perturbé |:|

Valeurs des transaminases :

Renseignements épidémiologiques :
Hépatite virale C : préciser la période précédant les symptomes de 2 semaines & 6 mois :
Hépatite virale B : préciser la période précédant les symptomes de 6 semaines a 6 mois :
Est-ce que le patient a été :
e En contact avec une personne présentant une HV aigue ou chronique (suspectée ou confirmée) ?
Si oui, quel type de contact ? : Sexuel : [] Familial : [] Autres :[_]

oui non indeterminé
e Hémodialysé ? ]
Sioui, préciser la date de la lere dialyse : | | | |
e Transfusé ?
Si oui, préciser la date de la transfusion : | |

O
O

e Traité pour une infection sexuellement transmissible ? ™
Si oui. préciser la date du dernier traitement : | | |

e Regu des soins dentaires ou ORL ou fait des examens invasi{_} O
Si oui, préciser ladate : | | o

e Hospitalisé ? O ]

Si oui, préciser ladate : | ||

e Toxicomane IV ou pernasale ?

Le patient travaille-t-il dans une structure :

O
oo O 0O 0O

e médicale I’exposant directement au sang humain ? | |
public ou de secours (pompier. secouriste, etc) ? O]

Si oui. combien de fois a-t-il été exposé 2 | |

Le patient a-t-il fait un : - Scarification : [_] Piercing[ ]  Tatouage.[ ]
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Sy

FICHE DE RENSEIGNEMENTS DES HEPATITES VIRALES B & C

Le patient est il vacciné contre ’hépatite B 2 D D D

1 ere

Si oui. la date de la vaccination : dose: | | |_12"dose:|__|__I__| 3™ dose: | 1|

La femme enceinte : a-t-elle été confirmée AgHBs positif pendant la grossesse ?

[ O

Si oui, préciser la date de la confirmation de PAgHBs = | | __| |

Le nouveau né : a-t-il été vaccing ? O Ol D
Si oui. la date de la vaccination : leredose: || i 12°™dose: |__I_|__ 13" dose:i_ 1| __
A-t-il regu des immunoglobulines spécifiques (HBIg) ? O O O

Sioui, préciser ladate: | ___|__ | |

NB : Si des analyses similaires ont déja été effectuées a I'IPA, rappeler obligatoirement
leurs numéros d’ordre ou bien les joindre a la fiche de renseignements.
Tout prélévement doit obligatoirement étre accompagné d’une fiche de renseignements

correctement remplie, d’un bon de paiement ou d’une prise en charge du service

’
'
'
'
1
1
i
'
i
i
1
i
'
1
[
'
'
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Annexe 2. Test de mise en évidence des anticorps anti-VHC

A-2.1 AXSYM®HCYV version 3.0 (Abbott — Diagnostics).

Réactifs ; AXSYM®HCYV version 3.0 Reagent Pack

Coffret-reactifs, 100 tests

7
0‘0

1flacon (9.9 ml) de microparticules recouvertes d’antigénes VHC dans du tampon MES continent des stabilisants
de protéines. Concentration minimale : 0.01% de particules solides. Conservateur : azide de sodium. (flacon
réactif 1)

1 flacon (12.1 ml) de conjugué d’anticorps de chévre anti-IgG humaines : phosphatase alcaline dans du tampon
TRIS contenant des stabilisants de protéines. Concentration minimale : 0.0lug/ml. Conservateur : azide de
sodium. (flacon réactif 2)

1 flacon (28.0 ml) de diluant pour échantillons 2 contenant du tampon TRIS avec des protéines, des détergents et
des lysats. Conservateurs : agents antimicrobiens. (flacon réactif 3)

1 flacon (50.2 ml) de diluant pour échantillons 1 contenant 0.3 mol/l de chlorure de sodium dans du tampon TRIS.
Conservateurs : azide de sodium et agents antimicrobiens. (flacon réactif 4)

1 flacon (2.0 ml) d’Axsym HCV version 3.0 Index calibrator. Plasma humain recalcifie inactivé, réactif pour les
anticorps anti-VHC. Conservateur : azide de sodium. Colorant : vert [Tartrazine (acide yellow No0.23) et
Erioglaucine (acid blue No.9)].

Controéles

Axsym HCV version 3.0 controls

®,
0‘0

2 flacons (7.0 ml chacun) d’Axsym HCV version 3.0 controls préparés avec du plasma humain recalcifie.
Conservateur : azide de sodium.

CONTROL (-) le contrble négatif.
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CONTROL (+) le contréle positif contient du plasma humain recalcifié inactivé, réactif pour les anticorps anti-
VHC.

Autres réactifs

¢ 2 flacons (220 chacun) d’ Axsym Probe Cleaning Solution contenant de I’hydroxyde d’ammonium tétraéthylique

(TEAH) a 2%. (solution 1)

% 4 flacons (230ml chacun) de solution 1 (MUP) contenant du phosphate de methyl-4-ombelliféryl a 1.2 mol/l dans

du tampon AMP. Conservateur : azide de sodium. (Solution 2)

+¢ 4 flacons (1000 ml chacun) de solution 3 (solution de lavage pour matrices) contenant 0.3 mol/l de chlorure de

sodium dans du tampon TRIS. Conservateurs : azide de sodium et agents antimicrobiens. (Solution 3)

+¢ 1 bidon (101) de solution 4 (diluant) contenant du tampon a 0.1 mol/l. conservateurs : azide de sodium et a agents

antimicrobiens. (Solution 4)

Procédures de dosage

2.
3.

Le statut de 1’appareil doit indiquer CHAUFFAGE, PAUSE, PRET ou STOP avant d’ajouter ou d’enlever des
segments-échantillons, des coffrets-réactifs ou des cartouches de réaction.

Vérifier que les matrices et les solutions communes sont en qualité suffisante a bord de ’appareil et que des
segments-échantillons sont disponibles.

Vérifier que la capacité des poubelles est suffisante.

Programmer le HCV version 3.0 Index Calibrator, controls et/ou les échantillons de patients.

Calibration indice :

Effectuer la calibration Axsym HCV version 3.0 en analysant 2 répliques du calibrateur indice. Distribuer au moins
4 gouttes de calibrateur indice dans un godet-échantillon.

Controle :

Effectuer le controle de qualité en analysant les contrdles positifs et négatif (un test pour chacun). Distribuer 4 gouttes
de chacun des contrbles positifs et négatifs dans un godet-échantillon différent pour chaque controle.

Echantillon de patients

S’assurer que le volume suffisant est présent dans les tubes. Le volume minimum d’échantillon nécessaire est de 150
pl sauf si le dosage est urgent (83 pl).

4.
5.

Placer les segments-échantillons contenant les échantillons demandés dans le carrousel-échantillons.

Ouuvrir le flacon réactif 4 contenant le diluant pour echantillonl. Placer le coffret-réactifs HCV version 3.0 dans
le carrousel pour coffrets-réactifs.

S’assurer que des cartouches de réaction (CR) sont présentes sur le carrousel pour cartouches de réaction. Des CR
supplémentaires peuvent étre rajoutées a tout moment, si nécessaire.

Appuyer sur touche LANCER. Toutes les saisies de 1’écran « Liste des demandes » sont transférées a I’écran
« Statut des demandes » pour le traitement des échantillons.

Vérifier les résultats afin de déterminer si une réanalyse est nécessaire.

Fermer le flacon réactif 4 et enlever les échantillons et I’Axsym HCV version 3.0 reagent Pack de 1’unité
d’échantillonnage lorsque ’analyse est terminée. Conserver entre 2 et 8 °C.
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A-2.2 Monolisa™ anti-HCV PLUS version 2

Composition du coffret MonolisaTM anti-HCV PLUS version 2

Solution Type de reagents Présentation
1 plaque 5 plaques

R1 Microplaque 12 barrettes de 8 puits chacune, coatés avec 3 protéines | 1 5
recombinantes spécifiques (antigenes spécifiques au virus HCV).

R2 Solution de lavage (x20) ; Tampon Tris-NaCl pH7, 4 1 flacon | 1 flacon
Conservateur : ProClin ™ 300(0.04%)). (70ml) (235ml)

R3 Controle negatif : Sérum humain négatif pour AC anti-VHC, Ag HBs | 1 flacon 1 flacon
et AC anti-HIV1,AC anti-HIV2. (2 ml) (3ml)
Conservateurs : azide de sodium (< 0.1%).

R4 Controle positif : Sérum humain contenant des anticorps anti-VHC, | 1 flacon 1 flacon
négatif pour Ag HBs et AC anti-HIV1,AC anti-HIV2, inactivé | (1 ml) (3ml)
photochimiguement.

Conservateur : azide de sodium (< 0.1%).
R6 Solution de dilution : 1 flacon 1 flacon
(15 ml) (2x40ml)

R7 Conjugué : anticorps monoclonaux anti-lgG humaines couplés a la | 1 flacon | 1 flacon
peroxydase. (15ml) (2x40m)
Conservateur : Thimerosal (< 0.01%).

R8 Substrat : acide citrique et la solution d'acétate de sodium a pH 4,0. 1 flacon (60ml) | 1 flacon

(2x60ml)

R9 Chromogeéne : solution contenant tetramethyl benzidine (TMB). 1 flacon 1 flacon

(5ml) (2x5ml)
R10 Solution stop: Acide sulfurique 1N 1 flacon (28ml) | 1 flacon
(3x28ml)

Reconstitution des Réactifs — Validité — Conservation

Avant d’utiliser le kit de Monolisa™ anti-HCV PLUS version 2 reagents, laisser les reprendre la température de la

chambre pour 30 minutes.

La solution de lavage dilué (R2)

La solution de lavage dilué doit étre préparée juste avant utilisation.
- Diluer 1 volume de R2 dans 19 volumes d’eau distillée (Besoin de 800 ml pour une plaque qui contient 12

barrettes)
Solution enzymatique (R9+R8)

La solution enzymatique doit étre préparée juste avant utilisation.
Diluer 1 volume de R9 dans 10 volumes de R8 (exemple 1ml de R9 dans 10ml de R8).

Solution de conjugué (R7)

La solution de conjugué de travail doit étre mélangé avant utilisation.
Solution de dilution (R6)

La solution de dilution doit &tre mélangée avant utilisation.

Tous les réactifs, conservés a +2 - 8°C, sont stables aprés ouverture jusqu’a la date de péremption indiquée sur les

étiquettes respectives.
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Mode opératoire

o

Suivre strictement le protocole proposé.
Inclure le contréle négatif et le contrdle positif fournis dans la trousse pour I’ensemble des tests effectués.
Appliquer les bonnes pratiques du laboratoire :

Définir strictement le plan d’identification et une distribution simple des solutions de travail.
Préparer la solution de lavage dilué.
Preparer la microplaque.
Ajouter directement et successivement dans la microplaque :
4.1) 80ul de diluant (R6) dans chaque puis.
4.2) 20ul de contrdle negatif (R3) dans les puis Al, B1.
20ul de contrble positif (R4) dans les puis C1, D1, E1.
20ul du ler sérum du patient dans le puis F1
20ul du 2eme sérum dans le puis G1, etc.....

Remarque ; aprés I’ajout des sérums des patients dans les puis de la microplaque, il apparaitra un couleur bleue.

5.
6.

Recouvrir la plague avec le couvre-plaque fourni.

Incuber la microplaque dans un incubateur pendant :

Procedure 1: 60 +/- 5 minutes a 37 C +/-1C.

Procedure 2: 60 +/- 5 minutes a 40 C +/-1C.

Retirer le couvre-plaque avec précaution de fagon a éviter d’éclabousser ou de mélanger les échantillons. Incliner
la microplaque pour aspirer le mélange des puits. Laver la microplaque avec de la solution de lavage (0.370 ml).
Répéter les étapes de lavage au minimum trois fois.

Le volume résiduel doit étre baissé moins de 10ul en tournant la microplague sur un

papier absorbant.

Distribuer 100ul de solution de conjugué dans chaque puis. Le conjugué doit étre melangé délicatement avant
utilisation. Couvrir la microplaque avec un couvre-plaque et incuber :

Procedure 1: 30 +/- 5 minutes a 37 C+/- 1C.

Procedure 2: 30 +/- 5 minutes a 40 C+/- 1C.

Remarque : aprés avoir ajouté le conjugué dans chaque puis, la couleur devient verte.

9.

10.
11.

Retirer le couvre-plaque, aspirer le mélange des puits et laver 4 fois, tourner la microplaque sur un papier
absorbant.

Préparer la solution enzymatique (R9+R8).

Ajouter dans chaque puis 100 ul la solution enzymatique préparée. Mettre la réaction dans une chambre sombre
pour 30+/- 5 minute avec température entre 18-30 °C.

Remarque : aprés avoir ajouté la solution enzymatique dans chaque puis, la couleur

devient rose.
12.

Ajouter 100 ul de solution stop (R10)

Remarque : la solution stop n’a aucune couleur. Apres avoir ajouter la solution stop la couleur rose de substrat disparaitra
(pour I’échantillon négatif) ou elle se tournera de la couleur bleu a la couleur jaune (pour 1’échantillon positif).

13.

Essuyer le dessous de la microplaque. lire la densité optimale a 450/920-700 nm dans le spectrophotométre, au
moins 4 minutes apres 1’ajout de la solution stop et dans les 30 minutes d’arrét de la réaction.

Calculer et interpréter des résultats

La présence ou 1’absence de des anticorps anti HCV est déterminée par la comparaison pour chaque échantillon
I’absorbance enregistrée avec les valeurs cut-off calculée.

1- Calculer les moyens de valeurs d’absorbance du contrdle positif.
Moyen OD R4= totale de densité optimal/3(C1, D1, E1)
2-  Calculer la valeur cut-off (CO)
CO= Moyen OD R4/ 5
La validation
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a) Pour le contrdle négatif : chaque valeur d’absorbance mesurée pour chaque échantillon doit étre inférieure a
0.150
b) Pour le contrble positif :
- La moyenne de la valeur d’absorbance mesurée doit étre supérieure ou égal a 1.000 et inférieure ou
égal a 2.400.
- Sil’'undes valeurs de contrdle positif differe par plus de 30% de la valeur moyenne, ignorer la valeur
et porter sur les deux valeurs restant de contrdle positif.
- Letest doit étre répéter si le contrdle négatif et/ou si plus qu’un contrdle positif se trouve hors les limites
montrés au-dessus.

Interprétation des résultats

- Une densité optimale d’un échantillon est inferieure a la valeur cut-off est considéré comme négatif (-).

- Une densité optimale d’un échantillon est supérieure ou égal a la valeur cut-off est considéré comme positif
(+), elle doit étre retester avant ’interprétation finale.

- Apres avoir retester 1’échantillon, si la deuxiéme ou troisiéme mesure de la densité optimale indique positif
(supérieure ou égal la valeur cut-off), I’échantillon est confirmé positif. L’échantillon est considéré négatif
si les deux valeurs sont inférieures de la valeur cut-off.

Annexe 3. Test de quantification de la charge virale

A-3.1 COBAS® AmpliPrep /COABS® TagMan® HCV TEST (Roche Diagnostics™)

Réactifs spécifiques au COBAS® AmpliPrep/ COBAS® TagMan Analyser

1. Kit des réactifs :

- Réactifs de préparation des échantillons :

Cassette du réactif des billes (HCV CS1) : billes = MGP dans de I’isopropanol.

Cassette du réactif de lyse (HCV CS2) : guanidine thiocyanate.

Cassette des multi-réactifs (HCV CS3) : (8% protéase) + EB (tampon tris avec 0.2% methylparaben).
Cassette des tests spécifiques (HCV CS4) : contrdle interne QS + Mn2+ + MMX.

- Réactifs de controle :
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e  Témoin négatif (CTM (-) C).

e Témoin hautement positifs (HCV H(+) C).

e  Témoin faiblement positifs (HCV L(+) C).

e Pince a code-barres du témoin fortement positif.
e Pince a code barre du témoin faiblement positif.
e Pince a code barre du témoin négatif.

2. Matériel requis :

- Portoir a échantillons

- Portoir a réactifs

- Portoirs pour unités de traitement des échantillons
- Couvercle pour tubes K motorisé.

- Couvercle pour tube K

- Portoir K

- Transporteur de portoir K

- Porteur de portoir K

3. Atrticles jetables

- Unités de traitement des échantillons (SPUs).

- Tubes d’échantillon d’entrée (Tubes S) a pince a code barre.
- Portoir pour embouts K.

- Coffret de 12 x 96 tubes K.

Procédure de travail sur I’appareil COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan Analyser

A- Mise en marche des appareils

- Mettre la station de travail du logiciel AMPLILINK sous tension.

- Vérification et maintenance du COBAS® AmpliPrep et du COBAS® TagMan 48.
B- Chargement des réactifs

- Déballer les réactifs et les charger immédiatement.

- Les insérer dans les portoirs.
C- Chargement des articles jetables (instruments du COBAS® AmpliPrep)
D- Chargement des échantillons

- Attacher les étiquettes a code barre

- Créer I’ordre des échantillons a 1’aide du logiciel AMPLILINK.

- Préparer la liste de travail

- Vortexer/pipeter les échantillons et les témoins.

- Remplir et placer les S-tubes dans les portes échantillons.

- Charger le porte échantillon.
E- Démarrage de I’appareil COBAS® AmpliPrep a I’aide du logiciel AMPLILINK.
F- Fin de cycle de ’appareil COBAS® AmpliPrep et transfert des porteurs K a I’analyseur COBAS® TaqMan 48.
G- Démarrer I’analyseur COBAS TagMan 48.
H- Une fois I’amplification finie, revoir et accepter les résultats a 1’aide du logiciel AMPLILINK.
I- Retirer les déchets

1- Instrument COBAS® AmpliPrep : jeter les portes réactifs, les portes SPU usés et les portoirs pour
embouts K vides.
2- Analyseur COBAS® TagMan®48 : retirer le porteur K.

Fonctionnement de ’appareil COBAS®AmpliPrep :
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- Pipetage du contréle interne (QS) et de la protéase dans le compartiment SPU droit.

- Transport des S-tubes des portes échantillons au portes SPU.

- Pipetage du sérum dans le compartiment SPU droit et mixage avec le S-tip.

- Pipetage du tampon de lyse et le réactif MGP dans le compartiment SPU droit.

- Meélange et incubation a 37°C (2 mélanges sont effectués durant I’incubation).

- Transport des SPU dans la station de séparation.

- Séparation des particules magnétiques.

- Aspiration du mélange de lyse.

- Distribution de la solution de lavage dans les compartiments de réaction des SPU.

- Lavage par rotation de la roue magnétique, aspiration de la solution de lavage et déchargement dans le
compartiment a déchets. L’opération est réalisée deux fois.

- Distribution de la solution d’élution dans les compartiments de réaction des SPU.

- Homogénéisation des MGPs et incubation 340 secondes.

- Transfert des SPU de I’incubateur d’extraction de la cible a la station de refroidissement et transport des K-tubes
dans la station de séparation.

- Ouverture des K-tubes, pipetage des MnAc et MMx dans les K-tubes.

- Fermeture des K-tubes et transfert des SPU dans le porte SPU.

Principe de la quantification de ’ARN initial par PCR en temps réel:

e Bases mathématiques de la quantification :

Si N est le nombre de copies du gene au cycle Cn de la PCR et NO le nombre de copies présentes au départ dans le tube,
le nombre de copies du géne au cycle Cn peut étre exprimé par la formule :

N=NO.(1+E)Cn Q)
Ou E est ’efficacité de la PCR (avec E = 1).
Le nombre de molécules accumulées au cycle-seuil Ct quel que soit NO est donc :

N =NO. (1 + E)Ct 2
Au cycle-seuil, I’intensité de la fluorescence est la méme pour tous les tubes. Donc, au cycle seuil, le nombre de copies
est identique quelle que soit la quantité initiale d’ARN du VHC. Ainsi, pour deux nombres de molécules initiaux
différents, N1 et N2, on peut écrire :

N1.(1+E)Ctl=N2.(1+E)Ct2
Soit :

N1 _ (1+E)°t2
N2~ (1+E)ctl

Ou encore :
% — (1 + E)(ctz—ctl) (3)

La différence de cycle-seuil (Ct2 - Ct1) est donc fonction du rapport des nombres de molécules d’ ARN initiaux respectifs,
et, pour E=1,si Ct2 - Ctl = 1, alors N1/N2 = 2.

C’est-a-dire que s’il existe une différence d’un cycle entre les Ct de deux tubes (par exemple si Ctl = 24, Ct2 = 25), on
peut en déduire que le tube n°1 contenait au départ deux fois plus de copies d’ARN du VHC amplifié¢ que le tube n°2.
Ainsi, en comparant la valeur du cycle-seuil obtenu dans un échantillon aux valeurs de la gamme-étalon contenant des
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quantités connues d’un standard, il est possible de déterminer le nombre de copies d’ARN du VHC présent initialement
dans cet échantillon.

e Equation de la gamme étalon :

Pour mesurer précisément le nombre de copies initial d’un échantillon (NO), il est plus facile d’utiliser une représentation
linéaire reliant le Ct & NO.

Le nombre de molécules accumulées au cycle-seuil Ct est exprimé par 1’équation (2) :
N = NO. (1+E)Ct

D’ou on en déduit :
Log N = log NO + Ct. log (1+E) 4)

En exprimant le cycle-seuil (Ct) en fonction du logarithme de la quantité de matrice initiale (Log NO), on obtient la droite
d’équation suivante :

1 logN
Ct= — ot log N, + ©)

N log(1+E)

A-3.2 Abbott RealTime™ HCV

m2000sp m2000rt
Réactifs ; Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Coffret-réactifs pour amplification)

1. INTERNAL CONTROL (Contréle interne)
(4 flacons de 1,2 ml chacun)
<0,01% d’ARN encapsulé non infectieux contenant des séquences de contrdle interne dans du plasma humain
négatif. Le plasma humain négatif est non réactif pour (AGHBs, ’ADN VHB, I’ARN VHC, VIH, et les anticorps
anti-VIH-1/VIH-2 et anti-VHC.

2. AMPLIFICATION REAGENT PACK (coffret-réactifs pour amplification)
(4 boites de 24 tests chacune)
e 1 flacon (0,141 ml) d’enzyme rTth polymerase thermostable.
e | flacon (1,10 ml) de réactif d’oligonucléotides de VHC.
e | flacon (0,40 ml) de tractif d’activation.
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Abbott RealTime HCV Control kit (Contréles)

1. Controle (-)
(8 flacons de 1,8 ml chacun). Le plasma humain négatif est non réactif pour (AGHBs, ’ADN VHB, I’ARN
VHC, VIH, et les anticorps anti-VIH-1/VIH-2 et anti-VHC.

2. Control (L) (contréle positif bas)
(8 flacons de 1,3 ml chacun). ARN encapsulé non infectieux contenant des séquences de VHC dans du plasma
humain négatif. Le plasma humain négatif est non réactif pour (AGHBs, I’ADN VHB, I’ARN VHC, VIH, et les
anticorps anti-VIH-1/VIH-2 et anti-VHC.

3. Control (H) (contrbdle positif haut)
(8 flacons de 1,3 ml chacun). ARN encapsulé non infectieux contenant des séquences de VHC dans du plasma
humain négatif. Le plasma humain négatif est non réactif pour (AGHBs, I’ADN VHB, I’ARN VHC, VIH, et les
anticorps anti-VIH-1/VIH-2 et anti-VHC.

Abbott RealTime HCV Calibrator kit (Calibrateurs)

1. CALIBRATOR A
(12 flacon de 1,3 ml chacun). ARN encapsulé non infectieux contenant des séquences de VHC dans du plasma
humain négatif. Le plasma humain négatif est non réactif pour (AgHBs, ’ADN VHB, ’ARN VHC, VIH, et les
anticorps anti-VIH-1/VIH-2 et anti-VHC.

2. CALIBRATOR B
(12 flacon de 1,3 ml chacun). ARN encapsulé non infectieux contenant des séquences de VHC dans du plasma
humain négatif. Le plasma humain négatif est non réactif pour (AgHBs, ’ADN VHB, ’ARN VHC, VIH, et les
anticorps anti-VIH-1/VIH-2 et anti-VHC.

Remarque : les coffret—réactifs pour amplification et controle et calibrateurs doivent étre conservés a une température
inférieure ou égale a (-10 °C) lorsqu’ils ne sont pas utilisés.

Prélévement et conservation des échantillons

Le dosage Abbott RealTime HCV peut étre effectué sur des échantillons de sérum et de plasma (prélevé sur EDTA
et ACD-A) humains .Suivre les instructions du fabricant pour le traitement des tubes de prélévement.
Les échantillons fraichement prélevés (sang total) peuvent étre conservés entre 2 et 30 °C jusqu’a 6 heures avant la
centrifugation.
Apres centrifugation, séparer le sérum ou le plasma des cellules. Les échantillons de sérum ou de plasma peuvent étre
CONServés :

1. jusqu’a 24 heures entre 15 et 30°C

2. jusqu’aux 3 jours entre 2 et 8 °C

3. pour une durée a une prolongée a une température ou égale a-70 °C.
Eviter les cycles congélation /décongélation répétés. Si les échantillons sont congelés, les amener a une température
compris entre 15 et 30°C. Une fois décongelés, les échantillons peuvent étre conservés jusqu’a 6 heure entre 2 et 8°C
s’ils ne sont pas traités immédiatement.

76



Protocole de dosage : appareils Abbott m2000sp et vm20000rt.

Le personnel du laboratoire doit étre formé a 1’utilisation des appareils Abbott m2000sp et vim20000rt. L utilisateur
est cens¢ disposer d’une connaissance approfondie des applications utilisées sr les appareils et doit suivre les bonnes
pratiques de laboratoire.

1. Décongeler les contrdles du dosage, les controles internes et les réactifs d’amplification entre 15 et 30 C ou entre
2 et 8 C. ne décongeler les calibreurs entre 15 et 30 C ou entre 2 et 8 C qu’en vue d’une calibration.

Une fois décongelés, les contrdles de dosage, les controles internes et les calibrateurs peuvent étre conservés
entre 2 et 8 C jusqu’a 24 heures avant leur utilisation.

Passer chaque calibrateur et chaque controle au vortex pendant 2 a 3 secondes et répéter I’opération 3 fois avant
de les utiliser. Vérifier que le liquide se trouve au fond du flacon aprés I’avoir passé au vortex. Si ce n’est pas
le cas, tapoter le flacon sur la paillasse pour en faire descendre le contenu.

2. Retourner doucement les flacons de préparation des échantillons Abbott m Sample préparation System pour
garantir une solution homogeéne. Si des cristaux sont détectés dans 1’un des flacons récemment ouverts, laisser
le réactif atteindre la température ambiante jusqu’a disparition des cristaux. Ne pas utiliser les réactifs tant que
les cristaux ne sont pas dissous.

3. Avant utilisation, passer chaque contréle interne au vortex pendant 2 a 3 secondes et répéter 1’opération 3 fois.

4. Utiliser une PIPETTE DESTINEE UNIQUEMENT AU CONTROLE INTERNE calibrée avec précision
pour ajouter 500 pl de contrdle interne & chaque flacon de tampon mLysis. Homogéngiser le flacon en le
retournant délicatement 5 a 10 fois pour minimiser la formation de mousse.

5. Un maximum de 48 échantillons peut étre traité par analyse. Un contrdle négatif, un contréle positif bas et
un controle positif haut sont requis pour une analyse, permettant ainsi a 45 échantillons au maximum d’étre
traités.

e Le volume minimum d’échantillon pour le dosage Abbott RealTime HCV et les exigences
relatives aux portoirs associés sur le m200sp sont les suivants :
Volume minimum d’échantillon
Pour le dosage
Abbott RealTime HCV

Portoir diameétre du tube* 0.2 ml 0.5 ml
13 mm 11.6 mm a 14.0 mm 0.7 ml 1.0 ml
16 mm 15.0 mm a 16.0 mm 1.0 ml 1.3 ml

*Se rapporte au diamétre extérieur du tube échantillon

e  S’ils sont congelés, décongeler les échantillons a une température comprise entre 15 et 30 °C ou entre 2
et 8 °C. Une fois décongelés. Les échantillons peuvent étre conservés entre 2 et 8§ °C jusqu’a 6 heures, s’ils
ne sont pas traités immédiatement.

e  Passer chaque échantillon au Vortex pendant 2 a 3 secondes et répéter I’opération 3 fois avant de les charger
le plan de travail du m200sp.les échantillon présentant un aspect ou une turbidité inhabituels doivent
étre clarifiés par centrifugation a 2000g pendant 5 minutes préalablement a leur analyse. Fractionner
chaque échantillon en aliquots dans des tubes ou flacons propres, si nécessaire. Se reporter au Manuel
Technique du m200sp pour obtenir les spécifications relatives a la taille des tubes. Eviter de toucher
I’intérieur du bouchon en ouvrant les tubes.
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6. Placer les contrdles positifs bas et haut, le controle négatif, les calibrateurs (le cas échéant) et les échantillons
patients sur le portoir échantillons du m2000sp.

7. Placer les cupules réactionnelles de 5 ml sur le portoir de I'unité de traitement 1 ml du m200SP

8. Charger les réactifs Abbott m Sample préparation System (Systéme de préparation m des échantillons) et la
plaque a 96 puits profonds sur le plan de travail du m2000sp comme le décrit le chapitre "Mode opératoire” du
Manuel Technique Abbott m2000sp.

9. Dans I’écran Protocol (Protocole), sélectionner le fichier d’application approprié correspondant au volume
d’échantillon testé. Initialiser le Protocole d’extraction des échantillons comme décrit dans le Manuel Technique
du m2000sp, Chapitre "Mode opératoire”

e  Saisir les valeurs spécifique des lots de calibrateurs (requis si aucune courbe de calibration n’est enregistrée
sur le m2000rt) et des contrdle dans les champs sample Extraction : worktable Setup (Extraction des
échantillons : Configuration du plan de travail), Calibrator (calibrateur) et control (contréle). les
valeurs spécifique des lots sont indiquées sur chaque carte de kit de calibrateurs et de contréle Abbott
RealTime HCV.

e Le Protocole d’addition du master mix Abbott m2000sp (étape 12) doit étre lancé dans 1’heure suivant la
préparation des échantillons.

Remarque : changer de gants avant de manipuler les réactifs d’amplification.

10. Charger les réactifs d’amplification et de flacon de master mix sur le plan de travail du m200sp, une fois la
préparation des échantillons terminés.
e Chaque coffret-réactifs pour I’amplification permet de traiter jusqu’a 24 réactions.
e Avant d’ouvrir les réactifs d’amplification, vérifier que le liquide se trouve au fond du flacon. si ce
n’est le cas, tapoter le flacon tenu a la vertical sur la paillasse pour en faire descendre le contenue.
e Retirer et jeter les bouchons des flacons de réactifs d’amplification.
e Un deuxiéme coffret-réactifs pour I’amplification et requis pour 1’exécution de 25 a 48 réactions.
11. Dans I’écran Protocole, sélectionner le fichier d’application approprié correspondant au volume d’échantillon
testé. Initialiser le protocole d’addition du master mix Abbott m2000sp.
e Le protocole m2000rt (étape 16) doit étre lancé dans les 40 minutes suivantes, 1’initialisation de
protocole d’addition du master mix (étape 12).
12. Allumer et initialiser ’appareil Abbott m200rt dans la zone d’amplification.
Remarques :
- I’appareil Abbott m200rt requiert 15 minutes de temps de préchauffage.
- Retirer les gants avant de retourner dans la zone de préparation des échantillons.

13. Sceller la plaque de réaction optique a 96 puis Abbott lorsque le m200sp a terminé de mélanger les échantillons
et master mix.

14. Placer la plaque de réaction optique scellée dans la base du support anti-éclaboussures pour la transférer sur
I’appareil Abbott m2000rt.

15. Placer la plaque de réaction optique a 96 puis Abbott sur le m2000rt. Dans 1’écran protocole sélectionner les
fichiers d’application appropriée correspondant au volume d’échantillon testé. Lancer le protocole Abbott
RealTime HCV, comme le décrit le chapitre Mode opératoire du Manuel Technique Abbott m2000rt.

Annexe 4. Test de géenotypage
A-5.1 LINEAR ARRAY Hepatitis C Virus Génotyping test

Réactifs Linear array

78



Composant

Description

Quantité

Bandelettes Bandelette en nylon enduite de 9 sondes ADN de génotypes | 4*12 tests
spécifiques du HCV, 12 bandelettes dans une pochette
refermable avec dessiccatif.
LINEAR ARRAY detection | Nécessaire de détection par LINEAR ARRAY. 96 tests
Kit, version 2.0
e Solution de denaturation (DN) 2*12 ml
e Concenter de SDS 4*27 ml
« Concenter de SSPE 2*160 ml
¢ Conjugué streptavidine-peroxydase de raifort (SA-HRP) 22 ml
e Concentré de citrate (CIT) 2*36 mi
o Substrat A (SUB A) 3*160 m
« Substrat B (SUB B) 3*40 ml
e 24-well Tray with Lid ; Plateau de 24 puits avec bouchon 1 chacun
AMPLICOR® HCV | Nécessaire de préparation des échantillons AMPLICOR® | 96 tests
Specimen preparation Kit, | HCV, version 2.0
version 2.0
e Réactif de lyse du HCV VERSION 2.0 (HCV LYS) | 8*6.9 ml
e Diluant d’échantillon du HCV (HCV DIL) 8*4.8 ml
e Standard interne du HCV (HCV IC) 8*0.1 ml
AMPLICOR® HCV | Nécessaire de témoins AMPLICOR®HCYV, version 2.0 8 sets
Controls Kit, version 2.0
e Plasma négatif (d’origine humaine) (NHP)
non réactif aux tests pour les anticorps anti-HCV, les | 8*0.6 ml
anticorps anti-HIV1/2, I’antigene p24 du HIV et
I’antigéne AgHBs.
e Témoin (-) du HCV, version 2.0 (HCV (-) C, v2.0) 8*0.1 ml
e Témoin (+) du HCV, version 2.0 (HCV (+) C, v2.0) | 8*0.1 ml
AMPLICOR® HCV | Nécessaire d’amplification AMPLICOR® HCV, version
Amplification Kit, version | 2.0 96 tests
2.0 e Mélange réactionnel du HCV, version 2.0 (HCV
MMX, v2.0) 8*0.7 ml
e Solution de manganese du HCV, version 2.0 (HCV
8*0.1 ml

Mn 2+, v2.0)
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AMPLICOR® HCV | Nécessaire de détection AMPLICOR® HCV, version 2.0 96 tests
Detection Kit, version 2.0
e Microplaque HCV, version 2.0 (HCV MWP, v2.0) 1*96 tests
e Solution de dénaturation (DN) 1*12 ml
e Tampon d’hybridation du HCV (HCV HYB) 1*20 mi
e  Conjugué avidine-peroxydase de raifort (AV-HRP) 1%12 ml
e Substrat A (SUB A) 1*12 mi
e Substrat B (SUB B) 1*3 ml
e  Réaction d’arrét (STOP) 1*12 ml
e Concentré de lavage 10X (10X WB) 2*90 mi
Nécessaire AMPLICORR de détection de témoins internes
96 tests
e Microplaque de témoin interne (IC MWP)
e Conjugué avidine-peroxydase de raifort (AV-HRP) | 1*96 tests
e Substrat A (SUB A) 1*12ml
e Substrat B (SUB B) 1*12 ml
e Réaction d’arrét (STOP) 1*3ml
e  Concentré de lavage 10X (10X WB)
1*12 mi
2*%90 ml
AMPLICORR Internal | Nécessaire de détection COBAS® AMPLICOR® HCV, 100 tests
Control Detection Kit version 2.0
e Suspension n°1 de la sonde HCV, version 2.0 (CX 1*100 tests
PS1, v2.0). particule paramagnétiques enduites d’une
sonde de capture oligonucléotidique spécifique au
HCV. 1*100 tests
e Suspension n°2 de la sonde HCV, version 2.0 (CX4,
v2.0)
COBASR AMPLICORR | Nécessaire de réactifs de détection COBAS® AMPLICOR® | 100 tests
Control Detection Kit,
version 2.0 e Solution de dénaturation (DN4) 1*100 tests
e Conjugué avidine-peroxydase de raifort (CN4). 1*100 tests
Albumine bovine d’origine mammifeére
. Substrat A (SUB 3) 5*75 tests
. Substrat B (SB) 5*5 ml
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COBAS® AMPLICOR® Réactif de détection conjugué COBAS® AMPLICOR® 200 tests
Conjugate Detection

Reagent e Conjugué avidine-peroxydase de raifort (CN4) 2*100 tests
COBAS® AMPLICOR® Tampon de Iavage COBAS® AM PL|COR® 500 tests
Wash Buffer

e Concentré de lavage 10X (WB) 2*250 tests
COBAS® AMPLICORR Nécessaire de détection de témoins internes COBAS® 100 tests
Internal Control Detection | AMPLICOR®
Kit

e Suspension n°1 de la sonde du standard interne (1C 1*100 tests
PS1)
e Suspension n°2 de la sonde du standard interne (1C4) | 1*100 tests

Procédure du test

A) Préparation des réactifs, échantillons et témoins pour 15 tests :
»  Préparation de I’éthanol a 70% :

Ajouter 11ml d’éthanol a 95 % et 4 ml d’eau distillée.

» Préparation du réactif actif de lyse :
Passer au vortex le control interne (HCV IC)
Passer au vortex le tampon de lyse et il faut vérifier qu’il n’y ait pas de cristaux si c’est le cas le mettre pendant quelques
minutes dans un bain marie.
Ajouter 100ul du control interne dans le flacon de tampon de lyse.
> Préparation des tubes
Numéroter chaque tube et les marquer en faisant un trait pour mieux repeérer le culot lors de la centrifugation.

B) Pré-amplification :
e  Ajouter 400pl réactif actif de lyse dans tous les tubes.

» Pour les échantillons
Ajouter 200ul de chaque échantillon dans les tubes portant les étiquettes correspondantes.
» Pour les témoins :
Ajouter 200ul de NHP dans chacun des deux tubes témoins.
Ajouter 20ul de chaque témoin HCV (-) et HCV (+) dans leur tube respectif.
e  Passer tous les tubes au vortex.

e Incuber les tubes a 60°C pendant 10min.

e  Passer au vortex les tubes pendant 10sec.

e Ajouter 600ul d’isopropanol & 100% (permet de précipiter les ARNases).

e  Passer les tubes au vortex puis les laisser incuber a température ambiante pendant 2min.
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e Centrifuger a 12 500- 16 000 x g pendant 15min. Pendant ce temps on peut préparer le mélange réactionnel
HCV MMX.

e Apres que la centrifugation soit finie enlever le maximum de surnageant avec précaution a 1’aide d’une pipette
de transfert sans toucher le culot et le jeter.
e  Ajouter 1ml d’éthanol a 70% au culot (permet de laver).
e  Passer tous les tubes au vortex.
e  Centrifuger tous les tubes a 12 000-16 000x g a Température ambiante pendant 5min.
e  Enlever une nouvelle fois le maximum de surnageant avec précaution a 1’aide d’une pipette de transfert sans
toucher le culot.
ATTENTION : Enlever un maximum de surnageant car tout éthanol résiduel peut inhiber I’amplification !
e Reprendre chaque culot avec 200l HCV DIL.
e  Passer tous les tubes au vortex pendant 10 secondes.
Remarque :
Ces échantillons doivent étre utilisés dans les 3 heures qui suivent leur préparation ou peuvent étre congelés a -
70°C pendant 1 mois maximum.
Si les échantillons et les témoins traités ont été conservés congelés en attendant 1’amplification, les ramener a
température ambiante et les passer au vortex.
C) Transcription Inverse et Amplification

Remarque : Mettre en marche le thermocycleur 30 min avant le début de I’amplification.
=  Préparation du Mélange réactionnel (HCV MMX)
Déterminer le nombre de couronnes nécessaire en fonction du nombre d’échantillons a amplifier.
Ajouter 100ul de HVC Mn?* au contenu d’un flacon HCV MMX.
Mélanger le flacon en le retournant.
Déposer 50ul du mélange réactionnel actif dans chaque couronne. Placer les couronnes d’amplification dans une
pochette refermable en plastique. Conserver le mélange a 2-8°C et I’utiliser dans les 4 heures suivant sa préparation.
e Ajouter 50l de chaque échantillon et témoin préparés aux tubes de couronne appropriés contenant le mélange
réactionnel actif.
e Bien fermer les tubes.
e Noter la position des témoins et des échantillons.
e  Transférer les tubes dans la salle d’amplification / détection
Remarque : La transcription inverse et I’amplification doivent se faire dans les 45min suivant I’ajout des échantillons.
» Procéder aux tiches quotidiennes d’entretien du matériel :
Nettoyer : la station et la pointe de la téte de transfert des godets
Vérifier le niveau du réservoir du tampon de lavage et le remplir selon les besoins
Préparation du tampon de lavage actif (1X) :
Ajouter 1 volume de tampon de lavage a 9 volumes d’eau distillée
Bien mélanger
Vider le récipient de vidange
Mettre le systéme en route
Vérifier les seringues, les tubulures et la pointe de transfert.
» Chargement de I’analyseur COBAS AMPLICOR
Préparer les cassettes de réactifs :
1. Bien mélanger CX PS1 au vortex
Ajouter 2.5ml de CX PS1 dans une cassette de CX4.
Placer la cassette sur le portoir de réactifs spécifique au test
2. Bien mélanger IC PS1 au vortex
Ajouter 2.5ml d’IC PS1 a une cassette 1C4
Placer la cassette sur le portoir de réactifs spécifique au test
3. Préparer la solution de substrat actif en déposant 5ml de SB dans une cassette de SB3
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4. Placer le substrat actif sur le portoir pour réactifs d’usage général
Placer les cassettes de DN4 et CN4 sur le portoir pour réactifs d’usage général
6. Identifier et configurer les portoirs de réactifs comme génériques ou spécifiques au test a I’aide du clavier, du
lecteur de codes-barres ou du logiciel AMPLILINK
7. Charger les portoirs de réactifs sur I’analyseur COBAS AMPLICOR a I’aide du clavier
8. Placer le portoir avec godets de détection sur plate-forme prévue a cet effet
9. Placer la ou les couronnes d’amplification dans le ou les segments de 1’analyseur.
10. Charger les couronnes A sur ’analyseur COBAS
11. Créer une liste de travail pour la couronne A
12. Fermer hermétiquement le couvercle des segments du thermocycleur
13. Démarrer I’analyseur COBAS
14. Attendre que I’analyseur indique que le contrdle du chargement est positif

o

L’analyseur COBAS AMPLICOR exécute automatiquement la transcription inverse, I’amplification et la
détection. Le cycle du programme dure pour : 15 échantillons environ 3h25 et pour 30 échantillons environ 3h50.

Retirer les couronnes d’amplification des segments du thermocycleur dans les 2h qui suivent la fin du cycle. Si la réaction
de détection ne peut étre effectuée dans les 2h les amplicons dénaturés sont stables jusqu’a 5 jours a 2-8°C

D) Détection LINEAR ARRAY

1. Laisser tous les réactifs revenir a température ambiante
2. Préchauffer un bain d’eau a 50°C (permet de redissoudre tout précipité)
Remarque : Il y a suffisamment de tampons d’hybridation, de lavage rigoureux, de lavage ambiant et de tampon au
citrate actif, pour 100 bandelettes LINEAR ARRAY de génotypage du HCV. Ces tampons peuvent étre conservés dans
un récipient propre pendant 30 jours.
3. Préparer le tampon actif d’hybridation :
Examiner SSPE et SDS et si nécessaire chauffer a 50°C dans un bain d’eau
Ajouter 62.5ml de SSPE a 432.5ml d’eau distillée
Bien mélanger
Ajouter 5ml de SDS et bien mélanger
4. Préparer le tampon de lavage rigoureux :
Examiner SSPE et SDS et si nécessaire chauffer a 50°C dans un bain d’eau
Ajouter 25ml de SSPE a 965ml d’eau distillée
Bien mélanger
Ajouter 10ml de SDS et bien mélanger
5. Préparer le tampon de lavage ambiant actif
Examiner SSPE et SDS si nécessaire, chauffer a 50°C dans un bain d’eau
Ajouter 37.5ml de SSPE a 1447.5ml d’eau distillée
Bien mélanger
Ajouter 15ml de SDS et bien mélanger
6. Préparer le tampon actif de citrate
Examiner CIT et si nécessaire chauffer a 50°C dans un bain marie
Ajouter 50ml de CIT a 450ml d’eau distillée
Bien mélanger
7. Réchauffer le tampon actif d’hybridation et le tampon de lavage rigoureux dans un bain a 50°C pendant au moins
15min.
8. Préchauffer le bain d’eau a 55°C a une vitesse d’agitation de 60rpm
Remarque : Pour garantir la précision des conditions d’hybridation, il est important de vérifier que la température est de
55°C, que le niveau d’eau du bain marie est suffisant.
9. A l’aide de pince, déposer chaque bandelette (en fonction de nombre d’échantillon sans oublier les 2 contréles)
face numérotée vers le haut dans chaque puits et les identifier a 1’aide d’un stylo.
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10.
11.
12.
13.

14,
15.

16.

17.
18.

19.

20.
21.

22.
23.

24.

25.
26.

217.
28.

29.
30.

Ajouter 4ml de tampon d’hybridation actif préchauffé dans chaque puits
Déposer 100ul d’amplicon dans chaque puits tout en agitant doucement
Couvrir le plateau d’un couvercle et placer dans bain marie a 55° sous agitation a 60rpm pendant 20min
Préparation des conjugués actifs :
Ajouter 10ul de SA-HRP a 5ml de tampon de lavage rigoureux pour chaque bandelette. Bien agiter.

Retirer le plateau du bain d’eau agitée et retirer le tampon actif d’hybridation par aspiration sous vide.
Ajouter 4ml de tampon actif de lavage ambiant dans chaque puits. Agiter doucement le plateau de typage 3
a 4 fois pour rincer les bandelettes. Aspirer immédiatement le tampon actif de lavage ambiant.
Ajouter 4ml de conjugué actif a chacun des puits. Placer le plateau dans le bain d’eau a 55°C sous agitation a
60rpm pendant 20min.
Retirer le plateau du bain d’eau agitée et retirer le conjugué actif par aspiration sous vide.
Ajouter 4ml de tampon actif de lavage ambiant dans chaque puits. Agiter doucement le plateau de typage 3
a 4 fois pour rincer les bandelettes. Aspirer immédiatement le tampon actif de lavage ambiant.
Ajouter 4ml de tampon de lavage rigoureux a chacun des puits. Remettre le plateau dans le bain d’eau a 55°C.
Incuber 12min sous agitation a 60rpm.
Retirer le plateau du bain d’eau agitée et retirer le tampon de lavage par aspiration sous vide.
Ajouter 4ml de tampon actif de lavage ambiant dans chaque puits. Placer le plateau sur I’agitateur orbital a
température ambiante pendant 5min a une vitesse d’agitation de 60rpm.
Retirer le plateau de I’agitateur orbital et retirer le tampon actif de lavage par aspiration sous vide.
Ajouter 4ml de tampon actif au citrate dans chaque puits. Placer le plateau sur ’agitateur orbital a température
ambiante pendant 5min a une vitesse d’agitation de 60rpm.
Préparer les substrats actifs :

Ajouter 4ml de SUB A a 1ml de SUB B pour chaque bandelette

Bien mélanger

Conserver a I’abri de la lumiére directe
Retirer le plateau de 1’agitateur orbital et retirer le tampon actif au citrate par aspiration sous vide
Ajouter 4ml de substrat actif dans chaque puits. Placer le plateau sur I’agitateur orbital a température ambiante
pendant 10min a une vitesse d’agitation de 60rpm.
Retirer le plateau de I’agitateur orbital et retirer le substrat actif par aspiration sous vide.
Ajouter 4ml d’eau distillée dans chaque puits. Placer le plateau sur ’agitateur orbital a température ambiante
pendant 5min a une vitesse d’agitation de 60rpm.
Retirer le plateau de 1’agitateur orbital et retirer 1’eau distillée par aspiration sous vide.
Ajouter 4ml d’eau distillée dans chaque puits. Les bandelettes peuvent étre conservées dans 1’eau pendant 24h
maximum jusqu’a I’interprétation des résultats.

Annexe 5. Résultats

Tableau 1V : Niveaux de la charge virale des différents patients au stade pré-thérapeutique.

\ BPT \ Groupe 1 ] Groupe 2 ]
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effectif % effectif | %
ARN non détecté 0 0,00 0 0,00
<2000 0 0,00 0 0,00
2000-800000 5 62,5 12 54,55
>800000 3 37,5 10 45 45
TOTAL 8 100 22 100

Tableau V: Effet du traitement de 3 mois sur la charge virale.

3 mois de
traitement Groupe 1 Groupe 2

effectif % effectif | %
ARN non détecté 4 44 44 22 51,16
<2000 5 55,56 10 23,26
2000-800000 0 0,00 10 23,26
>800000 0 0,00 1 2,33
TOTAL 9 100 43 100

Tableau VI : Effet du traitement de 6mois (24 semaines) sur la charge virale.

6mois de
traitement Groupe 1 Groupe 2
effectif % effectif | %

ARN non détecté 8 72,73 36 65,45
<2000 1 9.09 9 16,36
2000-800000 1 9.09 9 16,36
>800000 1 9,09 1 1,82
TOTAL 11 100 55 100

Tableau V11 : Effet du traitement de 12mois (48 semaines) sur la charge virale.

Tableau VII1I : Niveaux de la charge virale des différents patients 6 mois (24 semaines) apres arrét

de traitement.

12mois de
traitement Groupe 1 Groupe 2
effectif % effectif | %0

ARN non détecté 4 57,14 19 55.88
<2000 2 28,57 7 20,59
2000-800000 1 14,29 5 14,71
>800000 0 0,00 3 8.82
TOTAL 7 100 34 100
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6 mois apres

arrét de
traitement Groupe 1 Groupe 2
effectif % effectif | %
AR i € 4 57,14 14 63,64
<2000 3 42,86 3 13,64
2000-800000 0 0,00 3 13,64
>800000 0 0,00 2 9,09
TOTAL 7 100 22 100
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