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Liste Des abréviations

VHC : virus d’hépatite C.

VHB : virus d’hépatite B.

VIH : human immunodeficiency virus.

ALAT : Alanine Amino Transférase.

ASAT : Aspartate Amino Transférase.

ARN : acide ribonucléique.

VHA : virus de I’hépatite A.

IRES : Site interne d’entrée du ribosome.

His : histamine.

Cys : cystéine.

ARFP: alternative Reading frame protein.
TROD : test rapide d’orientation diagnostique.
RIA : I'immuno-essai radioactif.

ELISA : dosage immuno-enzymatique des immuno-absorbants.
IgG : imuno-globuline de type G.

IFN : interféron.

ADD : Antiviraux d’Action Directe.

LBM : laboratoire analyse médicale.

EDTA : acide éthyléne-Diamine-tétra-Acétique.
TP : taux de prothrombine.

TCK : Temps de Céphaline Kaolin.

TPHA : Tréponeme Pallidum Hem agglutinations Assay.
AG : antigene.

AC : anticorp.

pl : micro litre.

DO : densité optique.

CP : contrdle positive.
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Introduction

L’infection par le virus de I’hépatite C (VHC) est la cause d’un fardeau majeur sur
les populations de nombreux pays, elle est considérée comme un probléme majeur de santé
publique a [D’échelle mondiale (Benouda et al., 2008). Sa transmission se fait
principalement par voie parentérale : transfusion sanguine, injection intraveineuse de
drogues, utilisation de matériel médical contaminé et tatouage. La transmission sexuelle ou
périnatale est tres peu efficace. L’infection par le virus se traduit par I’hépatite C aigué,
symptomatique dans seulement 15 a 25% des cas (Maheshwari et al., 2008). Environ 70%
des individus exposés développent une infection chronique Te HS (Jensen et la, 2014),
dont 3 a 11% développeront une cirrhose hépatique dans les 20 années suivantes (Dore GJ
et al, 2002), avec des risques associ¢s d’insuffisance hépatique et de carcinome
hépatocellulaire.

Si le virus existe a I’état endémique depuis plusieurs centaines d’années dans
certaines régions du monde, sa propagation chez I’humain a été potentialisée par
I’émergence de ’utilisation de la voie parentérale au XXeéme siecle a des fins médicales ou
d’injection de drogues (Simmonds et al., 2013). Le caractere aspécifique et trés souvent
asymptomatique de I’infection aigu€ et le délai important avant 1’apparition de
répercussions sur la santé des malades ont permis la propagation silencieuse de 1’épidémie.
Quand en 1989 le génome viral est reconstitué pour la premicre fois, il est déja présent
dans le monde entier.

Pour ces mémes raisons, 1’épidémiologie de I’infection reste relativement mal
connue de nos jours. Les données de prévalence et plus encore d’incidence de I’infection a
VHC sont insuffisantes pour de nombreux pays, en particulier les pays a moyens et bas
revenus du continent Africain. Malgré ces lacunes, la séroprévalence globale du VHC a été
estimée entre 115 et 185 millions d’individus, soit environ 2 a 3% de la population
mondiale (Lavanchy ef al, 2011 ; Gower et al., 2014). La seule revue systématique se
concentrant sur 1’Afrique Subsaharienne a ¢été réalisée en 2002, avec un nombre
d’individus porteurs d’anticorps anti-VHC estimé a 18 millions (Madhava et al., 2002).
D’autres revues globales avec méta-analyse ont été réalisées, avec des estimations variant

entre 28 et 38 millions pour I’ensemble du continent Africain,
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Jusqu’a une période récente, la prise en charge de 1’hépatite C chronique était basée
sur des traitements longs et souvent mal supportés incluant | interféron =+, avec des taux de
réponse de 40 a 50% (Manns et al, 2001 ; Fried et al, 2002). D’énormes efforts de
recherche ont permis le développement récent de nouveaux traitements antiviraux oraux et
sans interféron. Ces nouveaux traitements permettent d’atteindre des taux de guérison de
plus de 90% (Pawlotsky et al., 2014), permettant d’envisager le traitement des populations
a grande échelle et méme, selon certains auteurs, 1’éradication du virus (Hagan et al.
2013). A I’occasion de la 67¢me Assemblée mondiale de la santé en mai 2014, une nouvelle
résolution a été adoptée, appelant Etats membres a prendre des actions immédiates pour
répondre a I’épidémie mondiale du VHC, notamment par 1’augmentation des efforts de

prévention et d’accessibilité aux traitements (WHO et al., 2014).

Le but de notre travail est :

Faire une étude comparative entre la technique ELISA et les testes rapides

Démontrer I’importance de confirmation des résultats des tests rapides et de la technique
ELISA.

Réaliser les deux techniques de préférence dans tout les cas pour éviter les faux négatifs

-
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I.1. Les hépatites virales

Les hépatites virales sont secondaires a une infection virale, elles représentent un
groupe de maladies du foie caractérisées par une inflammation du parenchyme hépatique.
L’hépatite est I’expression clinique de cette infection. (Mario et al., 2002)

I1 existe 5 virus hépato tropes :
Les virus des hépatites : A, B, C, D et E.

Tous ces virus peuvent étre responsables d’hépatites aiglies qui sont la plupart du
temps asymptomatiques. Seuls les virus de 1’hépatite B et C peuvent étre responsables
d’hépatites chroniques. Une hépatite chronique correspond a une persistance de I’infection
virale qui peut entrainer sur le long terme une fibrose pouvant elle-méme évoluer en

cirrhose ou en carcinome hépatocellulaire. (Mario et al., 2002)

I.2. Epidémiologie de I’hépatite C
I.2.1. Incidence et prévalence de l'infection virale C
1.2.1.1 dans le monde

On rencontre I’hépatite C partout dans le monde. Les Régions de I’OMS les plus
affectées sont la Région de la Méditerranée orientale et la Région européenne, avec une
prévalence de 2,3% et de 1,5% respectivement. Dans les autres régions, la prévalence de
I’infection a VHC varie de 0,5 a 1%.

325 millions de personnes vivent dans le monde avec une infection chronique par le
virus de 1’hépatite B (VHB) ou de I’hépatite C (VHC).Il y a eu environ 1,75 million de
nouveaux cas d’infection a VHC. La septieme cause de mortalit¢ dans le monde.
Responsable 1,4 million de déces/an dus aux infections aigués cancers du foie cirrhoses
liés aux hépatites. En 2015 L’hépatite virale a provoqué 1,34 million de déces. L’hépatite
virale est également une cause de mortalité de plus en plus importante chez les personnes
vivant avec le VIH (OMS, 2017).
1.2.1.2en Algérie

Faute d’études épidémiologiques récentes concernant la population générale
algérienne, on ne dispose que des estimations selon lesquelles la séroprévalence du VHC

varierait 2,10%, dans le pays en 2014 (OMS, 2017).
Les wilayas les plus touchées: M’Sila, incidence de 11,60 cas pour habitants.

Les deux communes les plus touchées sont M’Sila (37,3% des cas) et Magra (32,8 %).




A Tamanrasset, le taux d’incidence a chut¢, passant de 20,95% a 10,49 % cas pour
habitants. Plus de la moiti¢ des cas (59,16 %) ont ét¢ notifi¢ dans la commune de
Tinzaouatine.

La wilaya d’Oum El Bouaki a enregistré¢ un taux d’incidence de 9,03% cas pour
habitants, soit 65 cas au total dont 61,5% ont été notifiés dans la commune d’Oum El
Bouaki et 20 % a Ain M’Lila. A Tébessa, I’incidence enregistrée est de 8,72% cas pour

habitants avec 78,5 % des cas notifiés dans la commune de Tébessa (OMS, 2017).

I.3. Facteurs de risque

1.3.1. Les drogue

L’usage de drogue reste le facteur de risque le plus important. Malgré la politique
de réduction des risques des 1987, le risque de transmission du VHC 1ié a la toxicomanie
n’a pas diminué aussi vite que celle du VIH. Cette diminution moindre par rapport au VIH
peut s’expliquer par une meilleure résistance du VHC en dehors du milieu biologique ainsi
que par une plus forte contagiosité. (Jauffret et al., 2006).

La mise a disposition des Stéribox (petit kit comportant le petit matériel de
préparation stérile) dans les officines permet une diminution des risques de contamination
entre utilisateurs. Le plus important bien siir reste la sensibilisation de cette population aux
risques de transmission de maladie par voie IV afin que leur comportement évolue.
(Jauffret et al., 2006).Cependant, il semblerait que le VHC puisse ¢galement se
transmettre par voie nasale lors du partage de pailles utilisées pour « sniffer », cette
transmission n’aurait lieu que lorsque la muqueuse est 1¢sée (Jauffret et al., 2006).
1.3.2-Transfusion

Elle a été 1’'une des premicres causes reconnues, elle a jou¢ un réle prépondérant
dans la diffusion de ’infection La contamination était due aussi bien aux transfusions de
sang venant d’un donneur unique, qu’aux produits stables (médicaments dérivés du sang)
obtenus a partir de multiples donneurs (Marcellin ez al., 2008).

Le risque transfusionnel était 1i¢ a plusieurs facteurs :
-la prévalence du VHC chez les donneurs
-la date de transfusion

-le nombre et types de produits transfusés




1.3.3-Transmission
- La transmission nosocomiale et intro géne bien que loin derriére la transmission par
usage de drogue reste néanmoins la deuxieéme cause de transmission (Marcellin et al.,
2008).
- La possibilit¢ d’une transmission du VHC a été rapportée apres différents actes
diagnostiques ou thérapeutiques invasifs, par exemple aprés des endoscopies digestives
Réalisées avant la généralisation actuelle des normes de désinfection des endoscopes. La
contamination pourrait Etre liée aux saignements minimes provoqués par les biopsies, a
une décontamination Insuffisante en particulier au niveau des canaux opérateurs et des
pinces a biopsie, ainsi qu’aux caractéristiques d’endoscopes anciens munis de gaines
poreuses, plus difficiles a décontaminer. Le risque de transmission du VHC par voie
sexuelle apparait comme tres faible (Vandelli ef al., 2004).
- Le risque de transmission familiale est tres faible et il est probable que la contamination
résulte le plus souvent d’une exposition commune a du sang contaminé (Musset ef al.,
1997), La Contamination du nouveau-né semble survenir le plus souvent au moment de
I’accouchement. Cette derniere est favorisée lors d’un accouchement long et difficile avec
une rupture prolongée des membranes. La césarienne ne semble pas diminuer le risque de
transmission du virus, I’allaitement lui est autorisé car il ne semble pas y avoir de risque de
transmission du virus via le lait, par contre le risque de transmission du VHC de la meére a
I’enfant est rare (Marcellin et al., 2008).
- Transmission non identifiée De nos jours environ 20% des cas d’hépatites C restent
inexpliqués Plusieurs hypothéses peuvent étre émises :
» Facteur de risque dissimulé par le malade (ex : usage de drogue)
» Facteur de risque méconnu ou oublié (tatouage, transfusion...)

1.3.4-Prévention

Chez les usagers de drogues la prévention passe par deux é€léments majeurs :
I’acces aux seringues et les traitements de substitution aux opiacés (Dhumeaux et al.,
2014)

En 1987, une politique de prévention des risques chez les usagers de drogue a été
lancée par M.Bazach avec la mise a disposition de seringues en vente libre, Cette
prévention a permis une légere diminution des contaminations liées au VHC chez les

usagers de drogue. Pourtant cette diminution reste minime car le VHC est extrémement




résistant dans le milieu extérieur et dans beaucoup de cas un seul et unique partage de

matériel suffit a é&tre contaminant. (Dhumeaux et al., 2014)

I.4-Les aspects cliniques de I’hépatite C et son évolution

C’est une maladie qui reste grave car elle représente la deuxieme cause de cirrhose,
de carcinome hépatocellulaire et de transplantation hépatique. (Touzani et al., 2012)

L’évolution silencieuse de la maladie et la fréquence élevée de passage a la
chronicité expliquent 1’existence d’un grand réservoir de sujets infectés. Ainsi, bien que le
VHC ne soit pas trés contagieux, il est transmis largement, essentiellement par voie
parentérale (Touzani et al., 2012). La contamination par le VHC pourra étre éradiquée
chez les patients atteints d’hépatite C aigiie .Le risque majeur réside dans le passage a la

chronicité (figure 1).

Contamination par le VHC

o —" Hépatite C aigué (Dans 70-80%de cas) Eradication ’Vlrale
spontanée
(rare)
(25% de cas)
Hépatite C chronique (75% de cas)
Hépatite C chronique active

Cirrhoses décompensée Cirrhoses (10-15 % de CAS) EDALe CaCoie

(1-4% de cas)

Figure 1 : Histoire naturelle de I’hépatite C (Lédinghen, 2002)




1.4.1-Hépatite C aigiie

L’hépatite C aigue est définie comme « une inflammation aigue des cellules du foie
survenant dans les 6 premiers mois apres une contamination par le VHC ». Cette définition
est proposée empiriquement, par analogie avec I’infection aigue par le VHB (Insee et al.,
2010).

Biologiquement, 1I’hépatite C aigué se traduit par une cytolyse hépatique, avec une
¢lévation du taux des transaminases sériques ALAT et ASAT supérieur a 10 fois la
normale (Marcellin et al., 1999).

L’hépatite C aigué reste le plus souvent asymptomatique chez la majorité des
patients. Dans la majorité des cas (90%) ’hépatite est an ictérique avec peu ou pas de
symptomes, mais Dans 10% des cas I’hépatite C est ictérique, On retrouve principalement
une asthénie importante, des nausées, des douleurs de I’hypocondre droit et éventuellement
I’apparition d’urine foncée et d’ictere (Pawlotsky et al., 2014).

1.4.1.1Forme An ictériques

Elles sont fréquentes, et ne se différencient de la forme classique ictérigene
commune que par ’absence de I’ictére. Leur diagnostic doit étre évoqué devant toute
asthénie inexpliquée ou des manifestations extra hépatiques. Elles sont confirmées devant
une existence d’un syndrome de cytolyse et des marqueurs HVC positifs (Frexinos et al.,
1991).

1.4.1.2-Forme ictérique

Sa durée est variable allant de 2 a 6 semaines, 1’ictére s’installe progressivement et
atteint son maximum en 1 a 2 semaines. Les symptdmes de la phase pré-ictérique
s’effacent quelques jours aprés I’apparition de D’ictére, a ’examen clinique, le foie est
modérément augmenté de volume (50%), avec un bord inférieur ferme, une splénomégalie
(25%), parfois des adénopathies cervicales, Les anticorps anti-VHC ne sont eux
détectables que dans 50-70% des cas au cours de 1’infection aigué. Les transaminases sont
habituellement 10 fois supérieures a la normale (Pawlotsky et al., 2014).
1.4.2-Hépatite chronique

L’hépatite chronique par le VHC est définie par la persistance de ’ARN du VHC 6
mois apres ’hépatite aigué, elle est responsable de 70% des cas d’hépatites chroniques.
L’évolution de la maladie est trés variable d’un patient a I’autre (Deuffic et al., 1999), la
maladie est découverte chez un patient se plaignant d’asthénie, ou a I’occasion d’examens

biologiques systématiques. L’hépatite chronique est le plus souvent pauci symptomatique,




dominée essentiellement par une asthénie persistante, [’examen clinique étant
généralement normal.

L’hépatite chronique peut schématiquement se scinder en 3 formes :

» D’hépatite chronique avec transaminases normales
» I’hépatite chronique minime
» I’hépatite chronique modérée ou sévere
1.4.2.1 L’hépatite chronique avec transaminases normales

Un certain nombre de patients ayant une infection chronique par le VHC ont des
transaminases normales en permanence .Environ 25% des malades ont un taux de
transaminases normal malgré la persistance de I’ARN viral (Esteban et al., 1991). Ces
malades souvent Asymptomatiques voient leur maladie diagnostiquée le plus souvent a la
suite d’un don de sang ou d’un bilan biologique systématique (Esteban et al., 1991)

La définition de ce groupe de patients doit étre stricte : Positivité des anticorps anti-
VHC, positivité de ’ARN VHC par PCR et transaminases strictement normales (Esteban
et al., 1991). Cela nécessite au moins trois dosages des transaminases sur une période d’au
moins 6 mois, on retrouve un nombre plus élevé de femmes jeunes (Pawlotsky et al,
2014). Ces patients n’ont habituellement aucun symptome, mais environ 90 % d’entre eux
ont des lésions d’hépatite chronique a la biopsie hépatique (Esteban et al, 1991 ;
Marcellin et al., 1997).

Les caractéristiques virologiques (génotype, types...) ne sont pas différentes des
autres groupes (Silini ez al., 1995 ; Pawlotsky et al., 2014)
1.4.2.2 L’hépatite chronique minime

Dans ce groupe de malades, Un autre groupe de patients atteints d’hépatite
chronique C est caractérisé par une maladie du foie minime avec de I’ARN viral détectable
dans le sérum par PCR et des transaminases tres modérément élevées, ils représente
actuellement environ 50 % des patients atteints d’hépatite chronique C (Takahashi et al.,
1993). Ce type d’hépatite chronique C évolue généralement trés lentement et le risque, a
long terme, de développer une cirrhose est faible.

Cependant une minorité de ces patients peut éventuellement développer, surtout
apres 50 ans, une maladie plus évolutive. Ils doivent donc étre régulierement surveillés
(Takahashi et al., 1993).

1.4.2.3 L’hépatite chronique modérée ou sévére
Le troisieme groupe de patients représente environ 25 % des patients atteints

d’hépatite chronique C, Les patients de ce groupe sont souvent difficiles a distinguer avec




le groupe de patients ayant une hépatite C minime car malgré les atteintes hépatiques plus
séveres les malades sont la plupart du temps asymptomatiques ou posseédent des
symptomes similaires aux patients ayant une hépatite minime. (Roudot-Thoraval et al.,
1997)

.L’examen clinique est généralement normal. En outre, bien que ces patients aient
tendance a avoir des transaminases plus élevées (Boyer et al., 2000).

Cette forme d’hépatite chronique C est plus fréquente et progresse plus vite chez les
patients agés, chez les hommes et chez les patients ayant un cofacteur, tel que 1’alcool ou
un déficit immunitaire (Roudot-Thoraval et al., 1997).

On estime qu’environ 20 % des malades atteints d’hépatite chronique
développeront une cirrhose en 20 ans. Dans certains cas, la biopsie faite lors du premier

bilan met déja en évidence I’existence d’une cirrhose (Alter et al., 2000).

Cinétique d’évolution des marqueurs
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Figure 2 : Cinétique des marqueurs virologiques au cours d’une hépatite C aigué (a) et

d’une hépatite C chronique (b). (Chevaliez, et al., 2010)

(a) Hépatite C aigué. Aprés une période d’incubation de 4 4 12 semaines, le génome viral est détectable

dans le sang. Le pic de virémie précede 1’¢lévation transitoire du taux de transaminases hépatiques.
L’augmentation des anticorps anti-VHC signe la séroconversion. La guérison spontanée se traduit par la
disparition de la virémie et la normalisation du bilan hépatique.

(b) Hépatite C chronique. La persistance de I’ARN viral plasmatique au-dela de 6 mois marque le passage

a la chronicité. Au cours de I’hépatite C chronique, la charge virale reste ¢€levée et le taux de transaminases
est variable. Les anticorps anti-VHC persistent de fagon constante. ALT : Alanine Amino Transférase.

(Chevaliez, et al., 2010)




1.4.2.4. L' hépatite C chronique due peut se transforme a une cirrhose ou une Fibrose
1.4.2.4.1. Cirrhose

La cirrhose se caractérise par une inflammation chronique due au virus de I’hépatite
C qui entraine la destruction des cellules hépatiques et leur régénération anarchique sous
forme de nodules. La maladie conduit a la perte des fonctions de 1’organe et s’accompagne
de multiples complications responsables de la morbidité et de la mortalité de la maladie
(Marecellin e al., 2008).

On observe les conséquences suivantes :
- Insuffisance hépatocellulaire (IHC)
- Hypertension portale (HTP)
- Ascite
- Encéphalopathie hépatique
- Etat précancéreux

La cirrhose hépatique induite par le virus de 1’hépatite C peut rester silencieuse
pendant plusieurs années, on parle de cirrhose compensée, elle est le plus souvent
découverte lors d’une échographie, ou d’une biopsie hépatique. (Marcellin et al., 2008).

1.4.2.4.2. Fibrose

Elle se caractérise par une inflammation chronique due au virus de 1’hépatite C qui
entraine la destruction des cellules hépatiques et leur régénération anarchique sous forme
de nodules. La maladie conduit a la perte des fonctions de I’organe et s’accompagne de
multiples complications, son terme évolutif est la cirrhose. (Schuppan et al., 1990)

Il est trés important d’évaluer le stade de la fibrose hépatique afin d’estimer le
pronostic de I’hépatite en termes de morbidité et de mortalité et de décider ou non la mise
en route du traitement (Bissell ez al., 1999)

Facteurs de la fibrose liés au malade : (Pessione et al., 2001 ; Ortiz et al., 2002 ;
Peters et al., 2002 ; Hezode et al., 2003;)

- L’age

- Sexe

- Masculin Surpoids,

- obésité et troubles métaboliques

- Alcool et tabac




L.5. Virologie

1.5.1 Définition de I’hépatite C

Apres la découverte du virus de 1’hépatite B (VHB) en 1968 (Blumberg et al.,
1965), puis du virus de I’hépatite A (VHA) en 1973 (Feinstone et al., 1973), I’existence
d’un autre agent transmissible responsable d’hépatite post-transfusionnelle dite « non-A,
non-B » fut envisagée des 1975 (Alter et al., 1975) . En 1989, grace a une collaboration
entre Houghton et D.Bradley, un clone a été identifié¢ par technique de clonage moléculaire
(Feinstone et al., 1975). Ce dernier ayant les caractéristiques d’un nouveau génome viral
correspondant au virus de I’hépatite C. (mario R et al, 2002).Le VHC appartient a la
famille des FLAVIRIDAE, genre Hepacivirus (Simmond et al., 2005)

1.5.2 Structure

Le VHC est un virus enveloppé de 55 a 65 nm de diametre, dont le génome est
contenu dans une capside protéique icosaédrique. Sa réplication est cytoplasmique
(Figure 3) (Kaito et al., 1994)

La circulation du VHC pourrait se faire sous forme de nucléocapsides non
enveloppées, leurs roles restent encore inconnus. Le nombre de particules du VHC est
faible ce qui rend leur visualisation directe difficile par microscopie ¢lectronique.

(Wolfram et al., 2002)

Enveloppe

Glycoprotéines
E1etE2

Figure 3: mod¢le structurale du VHC. (Fénéant et al., 2014)

Le génome du VHC est composé de 3 parties (Chevaliez et al., 2010) :

» Dextrémité 5’ non codante : elle est hautement conservée et son homologie entre les

différentes souches du VHC est de 90 % minimum.




» le cadre de lecture ouvert : unique et long de 9 100 nucléotides environ. Il code pour une

>

poly protéine, qui est secondairement clivée en protéines structurales (protéine C de la
capside, glycoprotéines d’enveloppe El et E2, viroporine p7) et protéines non structurales
(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B).

I’extrémité 3’ non codante

Virus de I’Hépatite C

Capside Hélicase Polymérase

Enveloppe Protéase
e e

|Génome du VHC |

Figure 4 : génotype du HCV (Mammette et al., 2002)

L’enveloppe virale est composée d’une bicouche lipidique dans laquelle sont insérées les deux
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2. Cette enveloppe renferme une nucléocapside a I’intérieur de laquelle se
trouve la molécule d’ARN simple brin de polarité positive. Cette particule virale est associée a des

lipoprotéines. (Fénéant et al., 2014)

1.5.2.1Les régions

I.5.2.1.1.La région 5’>-UTR

L’extrémité 5’ non codante a une séquence de 342 nucléotides dépourvus de coiffe
méthyle, elle reste trés conservée au sein des différents génotypes (Mammette ef al.,
2002). Est marquée par des structures secondaires et tertiaires tres repliées. Elle contient
les fonctions régulatrices de la réplication du VHC et le site interne d’entrée du ribosome
(Friebe et al., 2001 ; Kim et al., 2002)

Le site d’entrée du ribosome est une structure complexe composée de 8 boucles en
épingle a cheveux qui lie les facteurs de 1’hote. (Blumberg et al., 1965). Ce site interne
d’entrée du ribosome appelé IRES. (Wolfram et al., 2002)

Cet IRES comporte tous les ¢léments indispensables a ’initiation de la traduction
de la poly protéine virale (Pestova et al., 1998 ; Fraser et al., 2004 ). Par ailleurs, la
séquence du 5’-UTR comporte deux sites de liaison a un micro-ARN cellulaire spécifique

du foie, miR-122 (Jopling et al., 2008). Ce micro-ARN stimule la réplication de I’ARN




viral (Jopling et al, 2005) et la traduction de la poly protéine (Henke et al, 2008 ;
Roberts et al., 2011)

1.5.2.1.2.La région 3’-UTR

A Tlextrémité 3’ de I’ARN viral, la région 3’-UTR présente trois régions
successives : une courte région variable, une zone comportant un motif poly
uracile/pyrimidine poly (U/C) et un domaine 3’ terminal, appelé X-tail (Kolykhalov et al.,
1996). Les ¢léments conservés de cette région sont nécessaires a la réplication virale
(Tanaka et al., 1996 ; Kolykhalov ez al., 2000). En relation étroite avec I’IRES, la région
3’-UTR est également impliquée dans la régulation de la traduction (Song et al., 2006)
1.5.2.2. Les protéines structurales

1.5.2.1.3.La protéine de capside

La protéine de capside ou protéine Coré est une phosphoprotéine conservée, riche
en résidus basiques (Santolini ef al., 1994). Sa fonction principale est de former la
nucléocapside virale apres assemblage du virion. (Vauloup et al., 2006). La protéine
mature se présente sous forme de dimeres stabilisés par des ponts disulfures et s’organise
en trois domaines fonctionnels (Markland et al., 2000)

La protéine Coré joue un role essentiel pour la production de particules virales
infectieuses (Marusawa et al, 1999). De plus, cette protéine joue un role dans
I’assemblage des virions et la libération du virus et également lors de I’entrée dans la
cellule pour le désassemblage des particules virales. (Gordien ef al., 2003).

1.5.2.1.4.Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont trés hautement glycolyses.
(Mammette et al., 2002). Ces protéines résultent du clivage de la poly protéine par des
signal-peptidases, ces glycoprotéines transmembranaires sont composées de régions
hypervariables.

Trois régions hypervariables sont retrouvées dans la séquence E2, HVR1, HVR2 et
HVR3. La région HVRI1 a un role dans I’attachement du virus a la cellule, elle est treés
conservée et est reconnue en tant que cible par le systeme immunitaire.E1 et E2 participent
a I’entrée du VHC dans la cellule, elles se fixent aux récepteurs cellulaires et entrainent la
fusion de I’enveloppe virale avec les membranes cellulaires de 1’hdte. (Roussel et al.,

1984).




1.5.2.3. Les protéines non structurales

1.5.2.3.1.NS2

NS2 constitue une protéine hydrophobe transmembranaire (Carrére et al., 2004),
est retrouvée au niveau du réticulum endoplasmique. Il semblerait qu’elle soit impliquée
dans la phosphorylation de NS5A. La protéine NS2 couplée avec le domaine N-terminal de
NS3 forme un métallo protéinase Zn dépendante composée de résidus Cys et His au niveau
du site actif. C’est ce métallo protéase qui est responsable du clivage entre NS2/NS3.

1.5.2.3.2.NS3

La protéine NS3 possede deux fonctions enzymatiques (Yao et al., 1999). Une protéase
N-terminale et une alpha-hélicase de type 2 C terminale. (Marcellin et al, 2008), NS3
forme un complexe non covalent avec son cofacteur NS4A. La protéine NS3 active le
clivage auto catalytique de la jonction NS2-NS3. En association avec NS4A, elle intervient
¢galement dans les clivages des sites NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NSSA/NSSB (Failla et
al., 1994 ; Lindenbach ez al., 2005 ; Dhumeaux et al., 2014)

En plus de ce réle dans la maturation des protéines virales, la protéase NS3/4A
clive des protéines cellulaires de 1’hote impliquées dans la réponse immunitaire innée.
(Meylan et al., 2005 ; Evans et al., 2006)

1.5.2.3.3.NS4A

C’est une protéine transmembranaire de poids moléculaire de 8kDa, localisée sur la
poly protéine entre les acides aminés 1658 et 1711 (Koch ef al., 1999 ; Lindenbach et al.,
2007). Sa seule fonction connue actuellement est son role de cofacteur pour la protéine
NS3. (Phan et al., 2011 ; Kohlway et al., 2014)

1.5.2.3.4.NS4B

C’est une protéine transmembranaire intégrale localisée dans la paroi du réticulum
endoplasmique et orientée vers le cytoplasme. (Pawlotsky et al., 2004), et impliqué dans
I’induction du complexe de réplication (Romero et al., 2012 )

1.5.2.3.5.NS5A

NSS5A constitue une phosphoprotéine, contribuant a la réplication (Elazar et al.,
2003 ; Tellinghuisen ef al, 2008). La phosphorylation survient apres le clivage
protéolytique de NS5A par la sérine protéase NS3/NS4A. (Pawlotsky ef al., 2004)

NSS5A interagit aussi avec de nombreux facteurs de 1’hote impliqués dans la
régulation de la transcription, I’apoptose ou le contréle du cycle cellulaire. La
phosphoprotéine participe ainsi a la pathogenése et au développement d’hépato carcinome.

(Lan et al., 2002)
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1.5.2.3.6.NS5B

C’est une protéine phosphorylée et localisée a proximité des membranes péri
nucléaires (Pawlotsky et al, 2004), assure la fonction d’ARN polymérase ARN-
dépendante du VHC (RdRp pour RNA-dépendent RNA polymérase), elle est associée a
diverses protéines non structurales. (Behrens et al., 1996)

1.5.2.3.7.La protéine p7

Est retrouvée au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique, Située a la
jonction entre les protéines structurale E2 et non structurale NS2, Elle est localisée entre
E2 et la protéine NS2, les clivages entre p7 et E2 et entre NS2 et p7 sont catalysés par une
signalasse cellulaire (Mammette et al.,, 2002), La fonction de cette petite protéine est
encore mal connue. Il semblerait qu’apres polymérisation elle forme un canal ionique, elle
joue par conséquent un rdle sur la libération des virions ainsi que sur 1’assemblage des
particules virales. (Griffin ez al., 2003 ; Pavlovic et al., 2003 ; Griffin et al., 2004)

1.5.2.3.8.La protéine F

Sa durée de vie est tres courte d’environ 10min. (Thomas et al., 1995). La protéine F
pour « frame shift » est aussi appelée ARFP pour « alternative Reading frame protéine »
La protéine ARFP pourrait étre impliquée dans :
la réplication virale (Thomas et al., 1995 ; McMullan et al., 2007)
les processus de pathogenese (Basu et al., 2004 ; Vassilaki et al., 2008)
la modulation de la réponse immunitaire (Vassilaki et al., 2009)

Elle ne parait pas indispensable au cycle de réplication virale (Thomas e al., 1995)

I.6. Cycle cellulaire du virus de I’hépatite C

1.6.1. Etapes précoces du cycle cellulaire

Les étapes précoces du cycle cellulaire du VHC mettent en jeu deux groupes
d’acteurs:

Les protéines de surface du virus et les molécules de surface cellulaire impliquées
dans le complexe du récepteur. (Bartosch et al., 2003)

Les glycoprotéines E1 et E2 situées a la surface cellulaire jouent un réle important
dans ’entrée virale et dans la fusion qui permet de libérer le génome dans le cytoplasme

cellulaire. (Marcellin et al., 2008)




La région HVRI1 hypervariable situé a I’extrémité N-terminale de la glycoprotéine
d’enveloppe E2 est une des cibles principales de la réponse neutralisante anti VHC.
(Farci et al., 2002 ; Marcellin et al., 2008 )
1.6.2. Production des protéines virales

La traduction du cadre de lecture ouvert du VHC est sous la dépendance d’une
structure ARN repliée localisée dans la région 5’ non codante du génome viral, L entrée du
ribosome a lieu en amont du codon initiateur. L’IRES (Internal Ribosome Entry Site) via

ces domaines II et Il va permettre le positionnement de la sous unité 40S du ribosome.

(Bartosch et al., 2003 ; Farci et al., 2002)
1.6.3. Réplication

La réplication du VHC (synthése des ARN viraux génomiques) est assurée par
I’ARN polymérase dépendante de ’ARN virale (protéine NS5B) au sein du complexe de
réplication, dont la formation résulte de réarrangements des membranes intracellulaires et
qui associe protéines virales non structurales, protéines cellulaires et molécules d’ARN en
formation (Brinster et al., 2001).

1.6.4. Assemblage et excrétion des virions

Les étapes tardives du cycle viral sont mal connues, ceci est dii a 1’absence de
systtme de culture cellulaire productive. (Marcellin ez al.,, 2008). La formation des
particules virales est initiée par l’interaction de la protéine de capside avec I’ARN
génomique (Shimoike ef al., 1999 ; Tanaka et al., 2000). L’assemblage semble avoir lieu
au sein du réticulum endoplasmique, Les mécanismes d’excrétions sont encore peu connus.

(Marcellin et al., 2008)
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Figure S : Représentation schématique de le cycle (Marcellin ez al., 2008)
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I.7. Diagnostic de I’hépatite ¢
1.7.1. Définition de dépistage

Le dépistage consiste a identifier de manicre présomptive, a 1’aide de tests
appliqués de fagon systématique et standardisée, Les tests de dépistage doivent permettre
de faire le partage entre les personnes apparemment en bonne santé mais qui sont
probablement atteintes de la maladie ou de I’anomalie donnée et celles qui en sont
probablement exemptes. Ils n’ont pas pour objet de poser un diagnostic. Ainsi défini, le
dépistage s’adresse donc a une population et non a des individus. Le repérage d’une
maladie chez des individus, par exemple, fondé¢ sur des facteurs de risques
environnementaux, n’est pas un dépistage. (Wilson et al., 1970 ; Jenicek et al., 1993)
1.7.2. Les tests rapides

On appelle « test rapide d’orientation diagnostique (TROD) », un test unitaire, a
lecture subjective, de réalisation simple et congu pour donner un résultat dans un délai
court (moins de 30 minutes généralement) lorsqu’il est pratiqué aupres du patient. Il peut
étre réalisé¢ sur sang total, salive, plasma ou sérum en fonction de la (les) matrice(s)
revendiquée(s) par le fabricant pour son produit (Carrére-Kremer et al., 2004 ; Jopling et
al., 2005)

Les TROD ont un principe simple, le test consiste en la capture d’antigénes ou
d’anticorps sur une surface solide. Une fois les anticorps piégés on rajoute des peptides
synthétiques ou dans le cas des antigénes on rajoutera des immunoglobulines spécifiques.
L’interaction entre les analystes et leurs immunoglobulines ou peptides entrainera
généralement un trait de couleur permettant une détection a 1’ceil nu. (Thomas et al., 1995)

La technique la plus utilisée des TROD est I’immuno-chromatographie sur
bandelettes permettant la mise en évidence d’anticorps ou d’antigénes spécifiques sur
bandelettes. (Thomas et al., 1995)

Cependant, des limites existent a 1’utilisation des TROD. Ceux-ci sont en effet
moins sensibles que les tests immuno-enzymatiques de référence. Cette perte de sensibilité
peut étre due a la dilution des anticorps dans le sang total par absence de centrifugation et
a la faible concentration des anticorps contenus dans les fluides buccaux. De plus, la
réalisation de ces tests a température ambiante (et non a 37°C, comme pour les tests
immuno-enzymatiques) et le temps de réaction raccourci peuvent également en diminuer la
sensibilité. Enfin, la réalisation de ces tests en-dehors de structures de santé habilitées peut

poser des problémes concernant la tragabilité et 1’archivage des résultats qui ne sont pas




informatisés, mais aussi concernant la prise en charge des déchets biologiques

potentiellement contaminants (Pawlotsky et al., 2014)

1.7.3. La technique ELISA

Le principe de base du test ELISA et de 1'immuno-essai radioactif (RIA) remonte a
1941 (Coons et al.,, 1941), la méthode RIA a été utilisée pour la premiere fois pour
mesurer le plasma endogéne niveau d’insuline (Yalow et al., 1960).

En fait, la méthode ELISA a été inventée simultanément par deux équipes de
recherche en méme temps (Engvall et al., 1971 ; VanWeemen et al.,, 1971). Cependant,
La méthode ELISA a été développer en 1971 en modifiant la méthode RIA (Figure 6)
(Engvall et al., 1971).
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Figure 6 : Le spectrophotomeétre de la technique ELISA

1.7.3.1. Types de tests ELISA

Les méthodes d'immuno-essais enzymatiques sont prises en compte dans deux cas
rubriques générales comme méthodes d'immuno-essais enzymatiques homogenes et
méthodes d'immuno-essais enzymatiques hétérogenes (O'Kennedy et al., 1990).

Dans les méthodes d'immuno-essais enzymatiques homogenes, les enzymes
deviennent inactivées lorsqu'elles sont liées a l'anticorps, et donc, il n'y a pas d'étape
(lavage) ou l'antigene est séparé du milieu.

Méthode d'immuno-essai enzymatique homogene est habituellement utilisé pour
mesurer des substances en petites quantités, comme le les médicaments thérapeutiques

(O"Kennedy et al., 1990).




La méthode hétérogeéne est plus sensible que I'homogene, les laboratoires 1’utilise
couramment pour la détection d'anticorps spécifiques et d'antigenes solubles.

La structure et les caractéristiques des substances a mesurer ne sont pas toujours les
mémes, divers types de tests ELISA ont été mis au point pour accroitre la spécificité de la
mesure (O'Kennedy et al., 1990).
1.7.3.2. ELISA direct

La technique a été développée simultanément en 1971 (VanWeemenet al., 1971).
La méthode ELISA directe permet de déterminer la quantité¢ d'antigénes de poids
moléculaire ¢élevé. La surface de la plaque est revétue directement de l'anticorps ou de
l'anticorps \antigeéne.

Un anticorps ou un antigéne marqué par une enzyme permet la mesure.
L'incubation est suivie d'un lavage qui permet d'éliminer le antigénes ou anticorps non liés
du milieu. Ensuite, le substrat approprié¢ est ajouté au support pour produire une traversée
de signalisation coloration. Le signal est mesuré pour déterminer la quantité d’antigéne ou

anticorps (Hornbeck et al., 2001 ; Engvall ef al., 2010). (Figure 7)

A 2 3

Colowr

Anti-human IgG o4
enzyme labelled

AT

Plastic surface

Figure 7 : Elisa direct (Engvall et al., 2010)

1.7.3.3. ELISA indirect

La technique a été¢ développée en 1978 (Lindstrom et al., 1978), qui se sont
inspirés de la méthode ELISA directe en mesurons les IgG porcines a l'aide de cette
méthode (Figure 8).

La raison pour laquelle cette méthode est appelée la méthode indirecte c’est que
elle détermine et sépare l'antigéne a mesurer est non pas l'anticorps primaire, mais un autre

anticorps qui est placé dans le systéme immunitaire. (Lindstrom e al., 1978)




Le médium dans cette méthode, le sérum du malade est ajouté au sérum de 1'animal
et les plaques sont incubées. Au cours de cette incubation, les anticorps formés contre les
antigenes dans les cellules malades produisent un complexe antigene-anticorps. Afin de
rendre visible le complexe antigéne-anticorps, un anticorps secondaire qui reconnait
l'anticorps dans le sérum et qui est étiqueté avec l'enzyme est ajoutée. Ensuite, le substrat
de l'enzyme est ajout¢ au milieu pour produire la couleur et la concentration est
déterminée. Cette méthode est utilisée pour identifier les antigenes est plus couramment

utilisée en endocrinologie. (Lindstrom et al., 1978)
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Figure 8 : Elisa indirect (Lindstrom et al., 1978)

1.7.3.4. ELISA en sandwich

La technique a été développée en 1977 (Kato et al., 1977) (figure 9). Dans cette
technique 1’antigéne se trouve entre 2 anticorps spécifiques, les puits sont d’abord
recouverts d'un anticorps de capture, la plaque est incubée pendant un 2 heures a 37°C,
puis lavé en une nuit a 4°C. Le lavage élimine les antigénes non liés. Lors de la 2™ étape,
on dépose I’échantillon possédant [I’antigéne a identifier qu’on laisse incuber a 37°C
pendant 2 heures, puis laver on une nuit a 4°C. Dans la troisiéme étape on fixe I’anticorps
de détection marqué avec une enzyme sur 1’antigéne recherché, pour cela on dépose la
solution d’anticorps dans les puits, puis on incube I’ensemble a 37°C pendant 2 heures.

La derniere étape, on dépose une solution révélatrice contenant le substrat pour

I'enzyme et on laisse incuber pendant 30 a 120 minutes. Le produit de réaction obtenu est




soluble et coloré. L'intensité de cette coloration peut étre mesurée a l'aide d'un photometre
(Kato et al., 1977).

La coloration montre un résultat positif, tandis que I'absence de coloration indique
L'absence d'enzymes, ou un résultat négatif, car la protéine concernée est bloquée entre
deux molécules d'anticorps, cette méthode est appelée Sandwich ELISA. Les tests ELISA
en sandwich ont été signalés comme étant de 2 a 5 fois plus nombreux. Plus sensible que

tous les autres tests ELISA. (Kato et al., 1977).

Well coated with Non-specific binding Detection antibody Enzyme-conjugated Substrate added
capture antibody sites blocked and added detection reagent and plate read at
antigen added added 450 nm

©2016 Rockland Immunochemicals, Inc.

Figure 9 : ELISA sandwich (Kato et al., 1977)

1.7.3.5. Test ELISA compétitif

La technique a ét¢ mise au point en 1976 (Yorde et al., 1976). Dans cette méthode,
la surface des puits est revétue d'une couche d'ozone (figure 10).

Anticorps spécifique de l'antigéne ou antigéne spécifique de l'anticorps.
L'échantillon a mesurer et l'antigéne ou l'anticorps marqué par une enzyme sont placés
dans le puits simultanément.

Les étiquettes étiquetées et non étiquetées (antigene du patient) ou des molécules
d'anticorps rivalisent avec l'antigene pour se lier a I'anticorps ou a 'antigéne dans les puits.
Apres les puits sont lavés et le substrat enzymatique est ajouté, la coloration obtenue
permet de quantifier la concentration.

Il y a une proportion inverse entre la concentration de 1'analyste et la concentration
de 1 l'intensité de la coloration résultante. En d'autres termes, lorsque I'option la quantité

d'antigene ou d'anticorps analysée dans le sérum est la suivante une absorbance faible et




¢levée est obtenue, tandis que de plus grandes quantités produisent faible absorbance.

(Yorde et al., 1976).

Competitive ELISA
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Figure 10 : Elisa compétitive (Yorde et al., 1976)

I.8. Traitement de I’hépatite C

1.8.1. Evolution du traitement dans le temps

Au début des années 1990 le traitement reposait sur 1 utilisation d interféron + qui
permettait d’obtenir a peine plus de 20% de réponse virologique prolongée. Ont montré
I’intérét de la bithérapie associant I’interféron et la Ribavirine permettant ainsi de doubler
le pourcentage de réponse virologique prolongée. Une étude réalisée en 2001 a mis en
évidence que le PeglFN= était plus efficace que I Interféron + seul. (Dhumeaux et al.,
2014)

Depuis 2011 on retrouve sur le marché les premiers inhibiteurs de la protéase du
VHC, le Telaprevir et le Boceprevir. Ces molécules sont alors utilisées sous forme d’une
trithérapie en association avec I’interféron pégylé et la Ribavirine. (Leroy ef al., 2016)

Une nouvelle génération d’antiviraux d’action directe a vu le jour depuis 2014, on
retrouve I’anti protéases, les anti-polymérases, les antis-NS5A...ces molécules agissent en
inhibant certaines étapes du cycle viral empéchant ainsi la production de particules virales
par les hépatocytes infectés. (Dhumeaux et al., 2014 ; Leroy et al., 2016)

1.8.2. Traitement de I’hépatite C aigiie

Le diagnostic de D’infection repose sur la présence d’ARN du VHC et sur la
présence d’anticorps anti VHC (ces derniers pouvant apparaitre de fagon retardée = fenétre
sérologique) on retrouve également une augmentation de 1’activité sérique de 1’alanine

transférase (ALAT), 60 a 90% des patients atteints d’hépatite C aigué voient leur infection




devenir chronique, le passage a la chronicité dépend de 1’age du patient, du génotype, du
mode de transmission. (Guirlet et al., 2012)

Dans les années 90, cinq méta-analyses évaluant 1’efficacité de I’interféron ont été
publiées. Au total six essais cliniques incluant 206 patients atteints d’hépatite C aigiie ont
permis de comparer ’IFN (= interféron) a un placebo. La réponse virologique en fin de
traitement s’est révélée étre de 42% pour les malades traités par IFN vs 4% pour le groupe
témoin (p<0.001) L’absence d’ARN viral recherché par PCR 12 mois apres 1’arrét du
traitement a permis de mettre en évidence une réponse virologique prolongée chez 32%
des patients traités par IFN vs 4% chez les patients traités par placebo. Cette méta-analyse
permet de confirmer 1’efficacité de I’'IFN au cours de I’hépatite aigiie. (Pawlotsky et al.,
2014)

Une autre étude plus récente publiée en 2003 étudiant 60 malades atteints d’hépatite
C aiglie suggere le traitement immédiat des malades ayant une forme asymptomatique. A
contrario les malades présentant des symptomes devront €tre traités 12 semaines apres le
début des symptomes en cas de persistance d’ARN viral. (Pawlotsky et al., 2014)

Les malades présentant des symptomes devront étre traités 12 semaines apres le
début des symptomes en cas de persistance d’ARN viral. En effet la persistance de I’ARN
viral a ce stade exclut toute possibilit¢ de guérison spontanée, le traitement consistera en
I’administration d’IFN a la posologie de 1.5mg/kg/semaine pendant 24semaines.

En conclusion, la recherche d’une hépatite C aigiie est fortement conseillé chez tous
les patients présentant des facteurs de risque (usagers de drogues, soignants apres
exposition au sang d’un patient contaminé ...) car un traitement efficace au cours de
I’infection aiglie permet le plus souvent I’élimination définitive du virus et évite ainsi
I’installation d’une hépatite C chronique.

1.8.3. Traitement de I’hépatite C chronique
1.8.3.1. Indications du traitement de I’hépatite C

Dans un premier temps on a priorisé 1’acces au traitement antiviral en fonction de la
sévérité de la fibrose, le traitement a été proposé a tous les patients ayant une fibrose
modérée ou sévére avec un score METAVIR : F2, F3 ou F4. Le traitement antiviral était
¢galement proposé a toute personne ayant une cirrhose décompensée ou compensée (Van
der Meer et al., 2012).

Dans un second temps l’accés au traitement a été élargi mais il est encore

difficilement envisageable de traiter toutes les personnes atteintes en raison du coft




important et des contraintes organisationnelles. Les patients pouvant bénéficié¢ en priorité
de ces traitements sont : (D’ Ambrosio et al., 2012).

- Les patients infectés par un génotype 3, c’est aujourd’hui le plus difficile a éradiquer
car seulement 3 molécules ont une activité contre celui-ci, mais leur puissance antivirale
reste moindre par rapport aux autres génotypes.

- Les patients avec comorbidités telles que la consommation excessive d’alcool ou le
syndrome métabolique qui ont un risque plus important de progression de la maladie.

- Les patients Co-infectés VHC/VIH ont une progression de la fibrose hépatique
nettement plus rapide que les autres patients ce qui majore le risque de cirrhose et de
CHC. Cette progression plus rapide est expliquée par I’immunodépression engendrée par le
VIH.

- Les patients Co-infectés VHB ont également une progression de la fibrose accélérée
par cette co-infection.

- Les patients en attente de transplantation ou transplantés d’organes doivent avoir un
acces au traitement antiviral indépendamment de la sévérité de la maladie hépatique, la
réinfection du greffon par I’hépatite C étant quasi constante. Celle-ci entraine une
réduction de 10% de la survie du greffon (D’Ambrosio et al., 2012).

- Les patients atteints de cryoglobulinémie avec vascularité, de néphropathie auto-
immune, de lymphome non hodgkinien et de neuropathie doivent recevoir en priorité un
traitement antiviral sans considérer la sévérité de la fibrose. -De méme les patients ayant
une fatigue invalidante.

- Enfin les patients ayant un risque important de transmission de la maladie devront
eux aussi étre traités prioritairement. Il s’agit des usagers de drogues par voie 1V, des
femmes désireuses d’avoir des enfants, des homosexuels masculins ayant des pratiques a
risque, des patients hémodialysés et ceux vivant en institution ainsi que des migrants et des
détenus (Zignego et al., 2007).

Pour conclure un traitement antiviral devrait étre proposé a tous les patients atteints
d’hépatite C chronique qu’ils aient recu ou non un traitement et quel que soit le stade de la
fibrose. L’acces au traitement pour tous est un objectif a court terme qui devrait permettre
la disparition complete de 1’hépatite C en 2025. Seuls les patients ayant une comorbidité
limitant considérablement leur espérance de vie a court terme ne bénéficieront pas des
recommandations de traitement de I’hépatite C. (Kurbanov et al., 2008).

En effet I’interféron et la ribavirine n’avait que peu d’effet direct sur le virus, leur

activité était essentiellement indirecte sur le systtme immunitaire. La découverte du virus




de I’hépatite C et la compréhension de son capital génétique ont permis de comprendre
quelle partie du virus avait quelle action. Cette étape a permis le développement d’ADD
(Antiviraux d’Action Directe).Le virus comprend plusieurs parties, le matériel génétique
(ARN), la nucléocapside (premiére protection) et ensuite I’enveloppe (Kurbanov et al.,
2008).

Pour rentrer dans une cellule hépatique il fusionne avec la membrane via des
récepteurs spécifiques, ce qui laisse imaginer un jour une famille d’inhibiteur d’entrée ou
de fusion. Ensuite, il libere son ARN il va ensuite étre lu, ce qui correspond au partie
NS3A4 et NS3 pour lesquels on peut envisager des traitements spécifiques (figure 5).

Il y a ensuite la réplication du matériel génétique, véritable photocopieuse ce qui
correspond a la partie NS5A et NS5B pour les quels des inhibiteurs spécifiques ont été
développé (Figure 11).

Une fois les différentes parties du virus produites il y a alors une étape
d’assemblage puis une fois les virus reconstitués, la mort de la cellule avec I’étape de
relargage. On peut aussi imaginer des traitements spécifiques de ces étapes.

Actuellement plusieurs molécules ont été développées et commercialisées ou sont
encore en période d’essais. Elles sont plus de 20 actuellement, mais I’on sait maintenant
que le pouvoir de mutation des virus nécessite 1’utilisation de 2 Molécules agissant a des
endroits différents. La compréhension de ce mécanisme est fondamentale pour comprendre

les progres des dernicres familles de molécules (Asselah et al., 2009).
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Figure 11 : Les cibles potentielles des agents antiviraux directes (Asselah et al., 2009)
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Chapitre 11 étude expénimentale

II.1 .Problématique

Les examens sérologiques jouent un rdle trés important dans le dépistage de
I’hépatite C. Deux techniques sont utilisées par les laboratoires pour mettre en évidence
I’agent causal.
Les deux techniques sont : la méthode ELISA ; et les tests rapides
En partant de ces données ; on peut poser la question de départ :

- Quelle est la technique de choix pour le dépistage de I’hépatite C ?

I1.2. Type, lieu et période d’études
L’étude a été réalisée au niveau de service de santé publique: EPH meére et enfant
de Mostaganem au niveau du laboratoire de biochimie et le service de médecine interne,

I’étude s’est déroulée pendant trois mois (mars a mai 2019).

I1.3. Présentation du laboratoire de ’EPH mere et enfants de

Mostaganem (LBM)

Ce laboratoire est spécialisé¢ dans les examens de biologie médicale permettant de
mesurer les différents constituants des liquides biologiques. Il trait plus de 50 a 60 patients
par jour.

I1.3.1. Effectif du LBM

Le personnel du laboratoire est réparti comme suit :

- Deux médecins généraux

- Chef de laboratoire

- 3 assistants administratifs : leurs mission consiste en la réception des patients,
I’enregistrement des données nécessaires (Nom, prénom, age, type d’analyse...) et de
remettre les résultats.

- 12 techniciens de laboratoire (Des biologistes et des laborantines).
I1.3.2. Matériels et équipements

Pour les besoins des différentes analyses, le laboratoire de biologie médicale
dispose du matériel et des équipements de base communs a tous les laboratoires composés
essentiellement de :

- Centrifugeuses
- Matériels de paillasse (pipettes, micropipettes, portoirs...)

- automate biochimique, étuve, spectrophotomeétre.
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De plus, avec I’augmentation des demandes de diagnostics biologiques, le
laboratoire a dii investir dans des automates de haute technologie qui permettent de réaliser
un grand nombre d’analyses avec rapidité et fiabilité.

Les différents tubes utilisés :
Le laboratoire dispose de 5 types de tubes principaux indispensables avec chacun sa
spécificité.
- Les tubes verts : contenant de I'héparine qui est un anticoagulant, utilisés pour les
analyses chimiques.
- Les tubes violets : contenant de 'EDTA qui est aussi un anticoagulant, utilisés pour
I'hématocrite.
- Les tubes bleus : contenant du citrate qui est ¢galement un anticoagulant, utilisés pour la
coagulation.
- Les tubes rouges : ce sont des tubes secs contenant le sang total sans anticoagulant, mais
le tube peut étre muni d'un séparateur de sérum, ils sont utilisés pour analyser le sérum.
I1.3.3. Les différentes spécialités du LBM
Les activités de ce laboratoire se focalisent sur les examens suivants :

I1.3.3.1. Biochimie

La biochimie est 1’étude des réactions chimiques qui se déroulent au sein des étres
vivants, et notamment dans les cellules. La biochimie s’intéresse en particulier aux
structures, aux fonctions aux interactions des macromolécules biologiques telles que les
glucides, les lipides, les protéines et les acides nucléiques, qui constituent les structures
cellulaires et réalisent de nombreuses fonctions biologiques.

Parameétres : calcémie, glycémie, acide urique sérique ou urinaire, bilan lipidique,
bilirubine totale et conjugué, créatininémie, urée,
I1.3.3.2. Hématologie

L’hématologie s’intéresse aux différentes lignées cellulaires du sang : globules
blancs, globules rouges et plaquettes, I’étude cytologique ou la détection de protéines de
surface particulieres de ces cellules permet de diagnostiquer des pathologies telles que
I’anémie
Parametres : compte des cellules sanguines circulantes (globules rouges, globules blancs,
plaquettes)

I1.3.3.3. Hémostase
L'hémostase est I'ensemble des mécanismes qui assurent le maintien du sang a

I'intérieur des vaisseaux.
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Les tests d’hémostase et de coagulation permettent de dépister les maladies
hémorragiques ou thrombotiques. Ces tests sont régulierement demandés dans le cadre de
bilans préopératoires ou d’exploration d’accidents thrombotiques. Ces accidents,
relativement fréquents, mettent souvent en jeu le pronostic vital et nécessitent une
évaluation précise des facteurs de risque biologiques de thrombose.

Parametres; TP, TCK
I1.3.3.4. Sérologie

La sérologie sert a déterminer I’'immunité de chacun, de la plus jeune enfance
jusqu’a I’age adulte, sans oublier la femme enceinte, face a diverses infections virales,
bactériennes ou parasitaires.

Quand les cultures, identifications antigéniques ou toute autre méthode de
diagnostic direct d’agent responsable d’infection ne sont pas utilisables, il est souvent
recommandé d’avoir recours aux sérologies infectieuses. Ces méthodes de diagnostic
indirect permettent de détecter et quantifier la présence d’anticorps spécifiques dirigés
contre des micro-organismes donnés. Ainsi, il est possible de savoir si un sujet a été en
contact avec un agent infectieux ou s’il est bien immunisé (apres vaccination par exemple).

Parametres : VIH, hépatites A, B, C, TPHA.

I1.4. Objectif

L’objectif principal de cette étude est :

1) Faire une étude comparative entre la technique ELISA et les tests rapides

2) Démontrer I’importance de confirmation des résultats des tests rapides et de la
technique ELISA.

3) Réaliser les deux techniques de préférence dans tout les cas pour éviter les faux

négatifs.

I1.5. Population
La présente étude est une transversale de type observationnelle ; réalisée sur une
période de 3 mois sur 100 patients dont 1’age varie entre 25ans et 60ans. Constitue 47%

femmes et de 53% hommes (tableau 1).
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Tableaul : répartition de la population étudiée

Femmes | Hommes | totales
47 53 100
47% 53% 100%

I1.6. Méthodologie de travail
I1.6.1. Définition de dépistage

Le dépistage en médecine consiste en la recherche d une ou plusieurs maladies ou
anomalies dites (a risque) chez les individus d une population donnée. Ces investigations
sont suivies ou non de consultation médicale, d examens cliniques et de traitements.

De plus le dépistage constitue une procédure préliminaire (test ou examen) visant a
détecter un ou plusieurs signes ou symptomes caractéristique d une maladie ou d'un
syndrome et pouvant potentiellement mener a une investigation plus approfondie.
(Douglas .M, 2012)

I1.6.1.1. Indication de dépistage

> Bilan préopératoire

> Qualification biologique des poches de sang (donneurs de sang)

> Lorsque 'une grossesse est envisagée

> Suite a une prise de risque (rapport sexuel non protege, déchirement du préservatif,

partage d une seringue ou d un matériel infecte)
> Quand on souhaite savoir ou en est pas rapport au HCV
> Lorsqu'on a besoin de se rassurer  (OMS, 2015)
I1.6.2. Les techniques de dépistage du HCV

il existe plusieurs tests de mise en évidence des anticorps anti-HCV aussi sensibles
que les tests ELISA sans pour autant nécessiter de matériel spécial ou de compétences
particuliere on distingue :
I1.6.2.1. Les tests rapides

Test rapide ou essai de CHV est un examen de diagnostique in vitro d’une étape
base sur I’analyse immuno-chromatographic. Elle est congue pour la détermination
quantitative des anticorps contre CHV dans le spécimen humain de sérum, de plasma ou

de sang total comme aide dans le diagnostic de I’infection par le CHV. (figure 12)
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Essai rapide en une étape simple de CHV :

-prise de sang : 20ul de sang total/de sérum/ de plasma

-excellente représentation 99.5%

Le noyau, les protéines NS3 et NS5 de recombinaison sont employés temps d’essai : 15
min

-stockage : température ambiante (1-30°C)

-durée de conservation : 18 mois

Figurel2 : matériel du test rapide

11.6.2.2. La technique ELISA « Enzyme Linked Immuno Sorbet Assay »
» Définition
Le test ELISA est une méthode de laboratoire qualifiée d’Immuno- enzymatique. Il
s’agit d’un test immunologique, car il a pour principal objectif de mettre en évidence la
présence d’anticorps ou d’antigéne spécifique a une pathologie, dans un échantillon de
sang. (Figure 13)
» Principe
- Les testes ELISA sont des techniques appliquées a la recherche d"AG ou I’AC dans
les liquides biologiques :
I- L’AG ou I’AC recherche va entrée en réaction avec I’AG ou I’AC fixe sur une
phase solide (cupule de la microplaque)
2- la réaction AG-AC est détecte par 1’addition d’un conjugué est un AC ou AG
sue lequel est fixe une enzyme.
3- laprésence de I’enzyme conjugue fixée sur le complexe AG-AC est révélée par
I’addition s’un substrat qui passe d’une phase non colorée a une phase colorée,

I’intensité de cette activité enzymatique est mesurée par spectrophotometre
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Figure 13 : microplaque d’ELISA

I1.7. Matériels et Méthodes

I1.7.1 Matériels et produits
I1.7.1.1 Test rapide

- Une bandelette

- Sérum du sujet (centrifugation)

- Pipette automatique

- Des gants

- Une carte de test

I1.7.1.2. Matériel d’ELISA

Couvercles de plaquettes
Micropipettes

Etuves incubateur réglée a 37 °C
Centrifugeuse
Spectrophotometre

Laveur

Imprimante

I1.7.1.3Réactifs (réactifs préts a I’emploi selon le protocole)

(Bio-Rad Marnes, 2013) (Figure 14)

Réactif 1 : Diluant R1
Réactif 2 : Contrdle positive
Réactif 3 : Controle négative

Sérum ou Plasma des patients
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- Réactif 4 : Conjugue R7

Réactif 5 : (Conjugue R8 +Conjugue R9)

Réactif 6 : Stopingl

Figure 14 : les réactifs de la technique

I1.7.2. Mode opératoire (Bio-Rad Marnes, 2013)
I1.7.2.1 Test rapide
Peser 50ul1 de sérum dans la zone de détection sur la bandelette spécifique et laisser
agir quelque minute, apres en peux lire le résultat manuellement.
I1.7.2.2 Technique ELISA
Le principe d’utilisation dans le laboratoire :
1 - Centrifuger les échantillons a analyser pendant 2min, pour séparer le surnageant
(sérum) au culot.
2 - Utiliser uniquement le nombre de cupules nécessaires pour le test.
3 - Ajouter dans les cupules (puits) :
Puits 1 : 50ul Controle négative
Puits 2 : 50ul Controle positive
Puits 3 : 50ul Controle positive
Puits 4 : 50ul Controle positive
4 -Ajouter 100ul d'échantillons a tester (sérum) dans les restes cupules
5-Ajouter 100 pl diluant de R6 dans toute la plaque
6- incubation pondant 60 min a 37°C

7- lavage 5 fois
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8- ajoutez 100ul conjugue R7
9- incubation pondant 30 min a 37°C
10- lavage 5 fois
11-Ajoutez 80ul solution de (R8 (100ul) + R9 (10ul))
12- incubation pondant 30 min a température ambiante au loin de la lumiere
13- ajoutez 100ul ° de réactif de stop
14- lire au spectrophotometre

15- imprime les résultats

Remarque : Préparer la solution de lavage (concentrée 20X), diluer au 1/20 la solution de
lavage (washing solution) dans de I’eau distillée.

Préparer la solution de conjugué (R8 + R9)

I1.8. Calcul et interprétation des résultats :
I1.8.1 Test rapide
Cas positive : apparition des barre rouges dans la fenétre controle annoter controle

et la fenétre patient annoter patient sur la bandelette tout couleur rouge visuelle dans la
fenétre patient doit étre interpréter comme un résultat positif
I1.8.2 Technique ELISA

La présence ou I’absence d’antigéne HCV ou d’anticorps anti-HCV détectable est
déterminée en comparant pour chaque échantillon 1’absorbance enregistrée a celle de la
valeur seuil calculée.

Calculer la moyenne des absorbances du controle négatif (DO) :

DO CP=DO (CP1) +DO (CP2) +DO (CP3)
3

1) Calcul de la valeur de cut-off :
Cut-off= DO CP x0,4
2) Calcule du green zone

Cut-off 10%

I1.9. Interprétation des résultats

1-Les échantillons dont les absorbances sont inferieur a la valeur du green zone sont

consideres Négatifs
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2-Les échantillons dont les absorbances sont égales ou supérieurs a la valeur du green zone
sont consideres initialement Positifs
3-Les échantillons dont les absorbances sont supérieurs a la valeur du green zone sont

considéres Positifs

Remarque : pour les échantillons positifs ils doivent étre contréles de nouveau en doubles avant
interprétation final. Si aprés répétition de ’essai, ’absorbance des 2 doublets est négatifs, le résultat initial

est non reproductible et I’échantillon est déclare négatifs
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Résultats et discussion

I11.1. Répartition des patients en fonction du sexe

Cette population représente des proportions de 53% hommes et 47% femmes

(Figure 15)

répartition de la population étudiée

B Femmes

® Hommes

figurels : Répartition_des patients en fonction du sexe

I11.2. Répartition des patients en fonction du sexe et tranche d’age

Cette population représente des proportions de 25% cas positive et 75% cas négatives.

(Tableau 2)

Tableau 2 :

Répartition des patients en fonction du sexe et tranche d’age

Hommes | Femmes Totales
Positive 21 4 25
Négative 32 43 75
Totales 53 47 100
pourcentage 53% 47% 100%
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O
(5]
5 ® Hommes
=
B
— H Femmes
o

Positive Négative Totales
(femmes+hommes)

Figurel6 : Répartition des patients en fonction du sexe et tranche d’age

Les résultats du tableau 2 laissent remarquer que dans les échantillons examinés,
sur les 100 patients, il se retrouve 53 hommes et 47 sont des femmes.
Parmi les patients du sexe masculin présentant un dépistage positive, on note 21 sur 53 ce
qui est de I’ordre de 39%.

Tandis que les patients du sexe féminin présentant un dépistage positive, on note 4
sur 47 ce qui est de 1’ordre de 7%.

Durant cette étude les hommes semblent plus disposés et plus exposés a 1’infection
par le virus de I’hépatite C, et qui confirme les résultats obtenues par (Kechida et al,

2006). (Figure 16)
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II1.3. Répartition des infections selon I’age chez les femmes :
Cette population représente des proportions de 47% femmes qui se divisent entre
4%positive et 43% négative. (Tableau 3)

Tableau 3 : Répartition des infections selon I’age chez les femmes

Femme
Age 25-30 30-37 37-60 Totaux
i Nombre 2 2 0 4
Positive
Pourcentage 50% 50% 0% 100%
Nt Nombre 25 15 3 43
Pourcentage 58% 35% 7% 100%
Femme

25 ~

20 A

5]

g 15 -

i‘c; M positive
>

‘0

= 10 -

=" M negative

25-30 ans 30-37 ans 37-60 ans

I'age

Figure 17 : Répartition des infections selon 1’age chez les femmes
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Le tableau 3 nous indique que la tranche d’age des jeunes femmes est sensible a

I’infection au HVC, par rapport a I’age avancé. Ceci peut s’expliquer pour les femmes qui

sont en cours de ménopause. (Tableau 3). (Figure 17)

II1.4. Répartition des infections selon I’age chez les hommes :

Cette population représente des proportions de 53% hommes qui se divisent entre

21%positive et 32% négative. (Tableau 4)

Tableau 4 : Répartition des infections selon 1’age chez les hommes

Homme
Age 25-37 37-40 40-60 Totaux
.. Nombre 6 0 15 21
Positive
Pourcentage 29% 0% 71% 100%
Négative Nombre 10 7 15 32
Pourcentage 31% 22% 47% 100%
Hommes
71%47%
16 -
14 -
o 12 1 31%
o
& 10 -
o 22% .
S 8 - B positive
3 6 - nombre
a
4 7 M negative
2 - nombre
O T T 1
25-37 ans 37-40 ans 40-60 ans
I'age

Figurel8 : Répartition des infections selon 1’age chez les hommes

Le tableau 4 montre que (40%) des cas positive chez les hommes représente la

tranche d’age entre 25 et 37. Ceci peut s’expliquer par la vulnérabilité de cet age tres
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sensible et 1’utilisation des drogues par injection (Boivin et al., 2005). Aucune infection

n’est détectée dans la tranche d’age 37 a 40 ans, due principalement a la conscience et la
bonne pratique de prévention contre cette maladie.

Cependant 71% des cas positive dans la tranche d’age plus avancé entre 40 et 60 ans. Ceci
peut étre due si une enquéte ait été mené sur ces patients qui pourront étre des patients

hémodialysés (Kerati et al., 2015). (Figure 18)
IIL.5. La technique utilisé pour le diagnostic du HVC
La répartition des patients se fait en fonction de deux techniques, les tests rapides 15% et

technique ELISA 85%. (Tableau 5)

Tableau 5 : les technique utilise pour le diagnostique du HCV

technique
test rapide | ELISA
positive 5 20
négative 10 65
totales 15 85
pourcentages 15% 85%
()
70 -~
60 -
50 -
g -
positive
§ 40 -
“ .
D 30 - ® negative
.
20 A o,
o,
10
0 1 1
test rapide technique ELISA
les téchniques utilsées

Figure 19 : les technique utilise pour le diagnostique du HCV
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Le diagnostic des infections par le VHC repose, comme celui de toute infection
virale, sur deux types de tests : les tests indirects, qui mettent en évidence les anticorps
dirigés spécifiquement contre le virus, et les tests directs, qui mettent en évidence des
constituants de la particule virale principalement des tests de biologie moléculaire

permettant I'é¢tude de 'ARN du VHC (Lunel, 1997).

Le tableau 5 ci-dessous montre les deux techniques utilisées dans notre étude, Le
test rapide préconisé pour avoir des résultats rapides en quelques minutes (selon 1’urgence
de I’intervention). Et la technique ELISA la méthode de confirmation des tests rapides qui
possedent une excellente sensibilité et une bonne spécificité mais elle prend des heures

(Fiegel N, 2014) (Figure 19)







Conclusion

La découverte du virus de I'hépatite C (VHC) remonte a 1989 (Choo et al., 1989).
Depuis cette date, de nombreux progrés ont été faits tant au point de vue de la
connaissance du virus que celui du diagnostic des infections et de leur prise en charge
thérapeutique et virologique. L’objectif de cette étude est de faire le point sur les deux
outils virologiques utiles dans le diagnostic.

L’hépatite chronique C est un probléeme majeur de sante publique. C’est une
épidémie « silencieuse » de par ses formes asymptomatiques fréquentes. C’est une
maladie grave car elle évolue vers la chronicité dans 80 % des cas et est responsable de
cirrhose et de cancer hépatique.

C’est une maladie dont on peut guérir aujourd’hui. Des médicaments antiviraux de
plus en plus efficaces sont disponibles.

Malgré les recherches en cours, il n’y a pas encore de vaccin pour la prévention de
I’infection par le VHC. De nombreuses questions sont encore a ¢lucider. La prise en charge
d’un malade atteint d’hépatite C doit étre globale. Il faut rechercher tous les facteurs
associés a une moins bonne réponse au traitement (telle la consommation excessive
d’alcool, I’obésité, et I’insuline résistance), afin de les traiter.

Les activités de dépistage et la déclaration des cas de VHC diagnostiqués au cours des
Dernieres années ont permis de mesurer I’ampleur du phénomene. Le VHC est aujourd’hui
un probléme de santé publique majeur : prés d’un pourcent de la population est touchée, la
majorité ignore leur statut sérologique, le virus se propage au sein de groupes spécifiques
restreints, les conséquences a long terme d’une infection chronique non traitée, en termes
de morbidité et de mortalité, sont sérieuses. Ces constats sont suffisamment importants
pour justifier des interventions de santé publique

L'Afrique est donc un continent dans lequel la prévalence de l'infection par le VHC
varie de facon importante. Le continent africain, tout particulierement dans sa zone
équatoriale, est stirement 1'un des réservoirs majeur du VHC. On peut estimer qu'il y a en
Afrique plus de 10 millions de sujets séropositifs pour ce virus et plus de 6 millions de
malades virémiques. L'identification des génotypes africains n'est pas terminée et devrait

éclairer sous un jour nouveau l'histoire et la diffusion du VHC au niveau planétaire. Les




modes de contamination ne sont vraisemblablement pas superposables en Afrique a ceux
identifiés dans les pays industrialisés. Si le role de la transfusion est limité, le sang peut
étre en cause lors d'injections ou de piqlres avec du matériel contaminé. Les transmissions
par scarification, tatouage, ou pratique rituelle (circoncision, excision, infibulation) ne sont
pas a négliger. On ne doit pas sous-estimer une possible transmission entre individus par

contact avec des plaies a la faveur de la grande promiscuité liée aux conditions de vie.
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Résume

L'hépatite C est une maladie infectieuse causée par un virus (HCV) qui attaque le foie et
provoque une inflammation et se termine par une cirrhose. Le virus de 1'hépatite C est transmis par
voie sanguine essentiellement, par usage de matériel contaminé. La maladie peut également étre
transmise d'une mere atteinte a son enfant. La transmission sexuelle est exceptionnelle.

Elle constitue un probléme de santé publique dans le monde, et I’Algérie reste un pays
d’endémie intermédiaire.

C’est dans ce sens que s’inscrit notre travail, qui porte sur I’étude de prévalence de cette
maladie au niveau d’EPH meére et enfant de la wilaya de Mostaganem.

Le diagnostique sérologique a été effectué¢ suivant deux méthodes couramment utilisé
dans le domaine médicale. ELISA, est ’'une des techniques la plus utilis¢ la plus fiable des
techniques immun sérologiques dans la détection des particules virales a des quantités tres
infimes. Le HCV a été détecté¢ dans le sérum du sexe masculin plus que le sexe féminin
(53%- 47%respect vous) et des tranches d’age différents de 25 ans a 37 ans, et 40 a 60 ans
pour les hommes.

Mots clés : ELISA, HCV, Hépatite c, anti-HCV.

Abstract

Hepatitis C is an infectious disease caused by a virus (HCV) that attacks the liver and causes an
inflammation and ends with cirrhosis. Hepatitis C virus is transmitted mainly through blood and the
use of contaminated equipment. The disease can also be transmitted from an affected mother to her
child. Sexual transmission is exceptional.

It is a public health problem worldwide, and Algeria remains an intermediate endemic country.

This is the purpose of our work, which involves studying the prevalence of this disease at the
mother and child EPH of the wilaya of Mostaganem.

Serological diagnosis was carried out using two methods commonly used in the medical field.

ELISA is one of the most reliably used techniques of serological immunology in the detection
of viral particles in very small quantities. HCV has been detected in male serum more than female
serum (53%-47%) and in different age groups from 25 to 37 years old, and 40 to 60 years old for men.

Keywords: ELISA, HCV, Hepatitis c, anti-HCV.
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