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Introduction

Introduction

L’hépatite C est une maladie nécro-inflammatoire du foie, due a une infection par un
virus hépato tropique. Ce virus est considéré potentiellement dangereux vu qu’il risque de
faire évoluer la maladie vers une cirrhose, voire un cancer du foie. Le virus de I’hépatite C
(VHC) a été identifi¢ a la fin des années 1980 comme 1’agent responsable de la plupart des

hépatites non-A non-B. » (Chooq et al. 1989)

Le VHC est un virus enveloppé a ARN qui fait partie du groupe des Flaviviride. Il
n’existe pas actuellement de systeme efficace de culture du virus, ce qui constitue un handicap
pour I’évaluation des méthodes diagnostiques et des agents thérapeutiques. Le tropisme du
virus ne se limite pas a I’hépatocyte des séquences d’ARN viral ont été détectées notamment
dans les cellules mononuclées du sang périphérique. L’infection a VHC est caractérisée par
un risque élevé de passage a la chronicité et la multiplication virale persiste tout au long de
I’évolution de la maladie. Dans environ 20 % des cas, cette hépatite évolue spontanément vers
la guérison et dans environ 80 % des cas vers la chronicité. La probabilité de développer une
cirrhose est estimée a 20 % aprés un délai moyen d’une quinzaine d’années. Une fois la
cirrhose constituée, le patient est exposé aux risques de défaillance hépatique et/ou de
survenue d’un carcinome hépatocellulaire dont I’incidence annuelle est de I’ordre de 3 a 5 %.
L’infection a VHC peut étre également a ’origine de manifestations extra-hépatiques variées
dont certaines peuvent étre améliorées par le traitement antiviral. La vitesse de progression de
I’hépatite vers la cirrhose est modifiée par différents facteurs, notamment I’age au moment de

la contamination, le sexe et la consommation d’alcool.

Le virus C présente une grande hétérogénéité génétique. Il peut étre classé en 6
génotypes majeurs, eux-mémes subdivisés en plus de 70 de sous types. La connaissance de
cette variabilité est importante sur le plan épidémiologique et thérapeutique. Leur distribution
varie selon les régions du monde, le génotype 1 étant le plus fréquemment rencontré dans nos
régions, suivi par les génotypes 2. Le génotype 4 est le génotype le plus rencontré en Afrique
Centrale et au Moyen Orient. Les génotypes 5 et 6 sont plus marginaux et prédominent en

Afrique du Sud pour le premier, en Asie du Sud Est pour le second

Des facteurs génétiques liés au systeme HLA et le génotype du virus lui méme
pourraient également intervenir. La variabilité importante du virus, expliquant son
échappement a la réponse immune, rend également difficile I’obtention d’un vaccin efficace.

La mise en ceuvre d’une sélection stricte des donneurs de sang, associée au développement de
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tests sérologiques fiables, a permis une réduction considérable du risque transfusionnel et une
baisse de I’incidence de I’infection. Actuellement, la toxicomanie devient le principal facteur
de risque. Les autres facteurs sont moins bien documentés, mais la transmission nosocomiale

a joué, sans doute, un réle non négligeable

La transmission de VHC se fait de facon quasi exclusive par la voie sanguine, elle
concerne les personne transfuseavant 1992, celle ayant subi en acte diagnostique et
thérapeutique invasif avant 1998 et surtout les usages de drogue par voie intra —veineuse ou

transnasale

L’hépatite virale C (HVC) est considérée comme un probléme majeur de santé publique
a I’échelle mondiale. Selon ’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), le VHC, avec 170
millions de porteurs chroniques soit 3% de la population générale, est présent dans toutes les
régions du monde mais avec des variations géographiques entre Afrique (5.3%), Amérique
(1.7%), Méditerranée Orientale (4.6%), Europe (1%), Asie du sud-Est (2.2%) et Pacifique
Occidentale (3,9%).

En Algérie, la prévalence de I’hépatite C est de 1%, soit 400 000 personnes
potentiellement infectées dont plus de 70% sont concernées par le génotype 1. On ne dispose
que des estimations selon lesquelles la séroprévalence du VHC varierait de 1,09 % a 7,63%
dans les 6 wilayas de I’Est du pays (prévalence : 3,43%). (DK news, 2015). Son traitement est
bien codifié et repose actuellement sur la bithérapie associant I’interféron et la ribavirine qui
reste un traitement onéreux dans les pays sans couverture sanitaire généralisée comme

I’ Algérie.

L’ampleur de la population infectée et le risque d’évolution grave en 10 a 30 ans font
de I’infection a VHC un enjeu important de santé publique. Des actions visant a sensibiliser le
personnel de santé a 1’égard de 1’hépatite C et a encourager le dépistage et la prise en charge
des malades sont recommandées. Jusqu’a aujourd’hui, les chercheurs n’ont pu mettre au point

ni vaccin ni un traitement efficace qui guérit I’hépatite C a 100%. (OMS, 2015).
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1. le foie et les hépatites

1.1. Le foie

Le mot grec pour foie est « hepar » ¢’est pourquoi les mots médicaux associés au foie
commencent souvent par « hépato » ou « hépatique ». Les Grecs considéraient que le foie
¢était le siege des émotions. Ils pratiquaient « 1’hépatoscopie » au cours de laquelle on
sacrifiait des beeufs ou des chévres pour examiner leur foie afin de déterminer la réussite
ou I’échec de leurs campagnes militaires. Les Grecs considéraient le foie comme 1’organe

le plus étroitement en contact avec les divinités.

Le foie est ’organe le plus volumineux du corps humain. Il pése entre 1400 et 1600
grammes et est constitué pour 90 a 95 % de cellules spécifiques, appelées hépatocytes, au
nombre d’environ 500 milliards. A tout moment le foie contient environ 10% du sang de
votre organisme et il y pompe environ 2016 litres par jour soit 1,4 litre a la minute. C’est
un centre de transformation, une station d’épuration, une usine de fabrication et un centre

de régulation. (Figure 01)

Ligament falciforme

Lobe droit
.

Ligament __...
coronaire

Péritoine

d’.
.

Veines
hépatiques

Veine cave
caudale

Figure 01 : représentation du foie
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1.1.1. Le r6le du foie

Le foie transforme et stocke (en partie) les substances nutritives en provenance des
intestins. Ces substances peuvent alors étre utilisées par le corps lorsqu’il en a besoin. Le
foie contribue aussi @ maintenir la glycémie stable. Les substances toxiques (1’alcool,
drogues, médicaments, etc.) qui sont ingérées traversent aussi le foie. Pour empécher
qu’elles soient nocives, le foie les décompose et les rejette ensuite dans I’intestin par
la bile, ou il les retourne dans le sang afin qu’elles soient filtrées par les reins et éliminées

par I’urine.

2. I’hépatite C

En 1970 aprés I'introduction en routine des tests diagnostiques pour les hépatites A et
B, il a été mis en évidence qu’un certain nombre de patients ne présentaient malgré les
signes cliniques aucun marqueur d’infection par ces deux virus. A la suite de cette
découverte en 1975, Feinstone a avancé I’hypothése d’une hépatite « non A, non B ». En
1989, grace a une collaboration entre Houghton et D. Bradley, un clone qui a été identifié
par une technique de clonage moléculaire. Ce dernier ayant les caractéristiques d’un
nouveau génome viral correspondant au virus de I’hépatite C. Le virus de I’hépatite C est
retrouvé dans le sang d’une personne infectée, il peut demeurer environ 5 a 7 semaines a
I’air libre. Il existe 6 génotypes d’hépatites C ainsi qu’un grand nombre de sous type. En
mars 1990, le dépistage systématique des anticorps anti VHC sur les dons du sang est
rendu obligatoire. Cette mesure va diminuer considérablement le risque d’hépatite post

transfusionnelle qui était estimé a environ 10%.
2.1. L’Hépatite virale

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. Il existe 5 virus hépato tropes : les
virus des hépatites: A, B, C, D et E. : les virus des hépatites A a E (hépatites A virus
(HAV), hépatites B virus (HBV), hépatites C virus (HCV), hépatites D virus (HDV) et
hépatites E virus (HEV)).
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Afin d’identifier lequel de ces virus est I’agent causal d’une hépatite, des tests sérologiques
sont nécessaires. En effet, bien qu’appartenant a des familles différentes (d’un point de vue
classification), tous ces virus induisent une hépatite aiglie. Mais, seuls les virus des
hépatites B, C et D (HBV, HCV et HDV) induisent une infection chronique pouvant durer
de nombreuses années. Toutefois, chez des patients immunodéprimés, de rares cas
d’infections chroniques ont déja été observés pour le HEV. Une hépatite chronique
correspond a une persistance de 1’infection virale qui peut entrainer sur le long terme une
fibrose pouvant elle-méme évoluer en cirrhose ou en carcinome hépatocellulaire. (Bihlé et
Negro, 2009 ; de Niet et al. 2012).

3. Epidémiologie de I’hépatite C

Selon ’OMS (2004), 170 millions de personnes (soit 3% de la population mondiale)
seraient infectées par le VHC dont 80% souffrant d’hépatite C chronique. Le VHC est un
virus ubiquitaire mais sa prévalence varie d’une région a une autre, d’un pays a un autre.
Dans les pays industrialisés comme 1’Australie, le Canada et I’Europe du Nord, la
prévalence du VHC est faible et inférieure a 1% (Sy et al. 2006 ; Sherman et al. 2007). Elle
est d’environ 1% dans les pays de faible endémicité comme les Etats Unis d’ Amérique
(Charlton, 2001 ;(Armstrong et al. 2006). En Afrique, la séroprévalence du VHC varie en
fonction des zones géographiques. Ainsi, ’Afrique de I’Ouest et 1’Afrique centrale
paraissent étre des zones de haute endémicité avec des prévalences supérieures a 8%. Au
nord du continent, la séroprévalence est modérée dans le Maghreb, (Nicot et al. 1997).
(Figure 02), (tablau01).

3.1. Prévalence en 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 %). Tamanrasset, le taux d’incidence a chuté, passant de
20,95% a 10,49 % cas pour habitants. Plus de la moitié des cas (59,16 %) ont été notifiée

dans la commune de Tinzaouatine.La wilaya d’Oum El Bouaki a enregistré un taux
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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, 1’incidence

enregistrée est de 8,72% cas pour habitants avec 78,5 % des cas notifiés dans la commune
de Tébessa (OMS, 2017).

Provalence ot
Hopatiis C
Virus infaction

> 2.9%
2.0% ~2.9%
88 10% - 19%
| <ro%
8 No Data

Figure 2 : Taux de prévalence du virus de I’hépatite C par pays. 2011. (Center for control

disease and prévention)

Tableau 1: I’estimation de la prévalence de I’infection par le VHC dans le monde par

région (OMS, 1999)

Région OMS Population Prévalence de | Population Nombre de pays sans données

totale (Millions) | I’hépatite C (%) | infectée épidémiologiques
(Millions)

Afrique 602 53 31,9 12

Amérique 785 1,7 13,1 7

Méditerrané 466 4,6 21,3 5

orientale

Europe 858 1,0 8,9 19

Asie du Sud 1500 2,2 32,3 3

Pacifique 1600 3,9 62,2 11

Occidentale

Total 5811 2,9 169,7 57




CHAPITRE I HEPATITE C

4. Modes de transmission

Le virus de I’hépatite C est essentiellement transmissible par contact direct avec le sang
humain. Il y a donc une prévalence considérable a I’échelle mondiale chez les personnes
14 transfusées avec du sang non testé, les hémophiles et les toxicomanes qui réutilisent les
seringues souillées. La transmission par voie sexuelle est discutée et peu fréquente et serait
de I’ordre de 4 a 10 % dans certains groupes a risques (prostituées, personnes a partenaires
multiples).
La transmission materno-feetale représente 3% des cas d’infections mais uniquement chez
des meéres virémiques. Cependant, certains facteurs de risques liés a la coinfection

VIHVHC seraient a I’origine d’un taux de transmission élevé (Mastet et al. 2005).

4.1. La drogue

L’usage de drogue reste le facteur de risque le plus important. Malgré la politique de
réduction des risques dés 1987, le risque de transmission du VHC li¢ 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 sOr reste la sensibilisation de cette population aux
risques de transmission de maladie par voie IV afin que leur comportement évolue.
(Jauffret et al., 2006)

4.2. Transfusion de Produits sanguins

Elle a été I’une des premicres causes reconnues, elle a joué¢ un role prépondérant dans la
diffusion de I’infection jusque dans les années 1990. Le nombre de sujets infectés par voie
transfusionnelle au cours des dernieres décennies a été estimé entre 100 000 et 400 000
personnes. 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. Le risque transfusionnel était lié a plusieurs facteurs :
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*|a prévalence du VHC chez les donneurs

*|a date de transfusion

*le nombre et types de produits transfusés Par exemple chez les personnes
hémophiles ayant recu avant 1990 de nombreux médicaments dérivés du sang le risque est
nettement supérieur que chez une personne ayant recu avant 1990 une unique transfusion

de sang provenant d’un donneur unique. (Marcellin et al., 2008).

4.3. Transmission Nosocomiale et iatrogene

Du fait d’un renforcement des méthodes d’asepsie la transmission du VHC est en nette
diminution. Pourtant cette derniére a joué un réle important bien que difficile & évaluer
dans les années 1950-1970. A cette époque le matériel a usage unique n’existait pas et les
méthodes de stérilisation et de désinfection étaient inefficaces pour éliminer le VHC. De
méme les chirurgies invasives peuvent étre une cause de transmission du VHC, en
particulier lors d’une biopsie. On observe une augmentation du risque d’infection
proportionnel au temps de [’anesthésie d’autant plus lorsque le méme flacon
d’anesthésique est utilisé pour plusieurs malades. L’exposition nosocomiale reste suspectée
chez 26% des femmes et chez 17% des hommes nouvellement pris en charge. De rares cas
de transmission meédecins patients ont été rapportées, ces derniéres ont lieu lors
d’interventions chirurgicales sanglantes qu’elles soient cardiothoraciques, orthopédiques
ou gynécologiques. Ce risque reste néanmoins exceptionnel estimé a 0.04%. La
transmission iatrogéne liée a des actes comme le tatouage ou le piercing reste possible mais
elle est difficile a prouver. Une étude italienne a noté une relation entre I’hépatite C et le
tatouage, 11.5% des sujets de 15 a 55 ans infectés par I’hépatite C, non transfusés et non

usagers de drogues auraient été contaminés lors du tatouage. (Marcellin, Asslah 2008)
4.4. Exposition professionnelle

L’exposition professionnelle liée a une blessure accidentelle avec du matériel souillé tel
que des aiguilles reste un risque de transmission mineur. Le risque a été estimé a seulement
1.8% aprés exposition au sang d’un patient contamingé, ce dernier augmente avec la charge
virale du patient. Méme si ce risque a toujours été faible il continue de diminuer depuis ces

dix derniéres années.
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4.5. Transmission de la mére a I’enfant

Le risque de transmission du VHC de la mére a I’enfant est rare, inférieur a 5%. Il
dépend essentiellement de la charge virale chez la mére. En présence d’une co-infection
avec le VIH le risque est beaucoup plus élevé il passe de 5% a 20%, bien que ce risque
semble diminuer depuis que les meres porteuses du VHC et VIH sont sous traitement
antirétroviral efficace. 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. (WHO, 2005).

4.6. Transmission familiale

La transmission familiale entre sujets habitant sous le méme toit est trés rare et elle est le
plus souvent liée au partage d'objets courants, en particulier objets de toilette (rasoir,
brosse a dent, coupe ongle, pince a épiler) ou objets usuels (aiguilles de couture, outils)
ayant pu étre en contact avec le sang de la personne infectée par le virus C. Ce mode de

transmission est favorisé par une proximité forte et des conditions d'hygiéne insuffisantes.

4.7. Transmission par voie sexuelle

La transmission entre partenaires sexuels est plus élevée chez les couples séropositifs.
L’ARN du VHC est présent dans le sang des menstruations chez les femmes infectées,
mais il n’est pas retrouvé dans les sécrétions vaginales, on le retrouve de maniére
inconstante dans le sperme a des concentrations infimes 10 a 100 fois plus faibles que dans
le plasma. Cette transmission plus fréquente chez les couples homosexuels masculins est
due a des rapports anaux traumatiques. Le taux de transmission chez des couples
hétérosexuels est de 0.07% on a donc environ une transmission pour 190 000 rapports

sexuels non protégés. (Marcellin, Asslah 2008)
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5. Evolution de I’hépatite C

L’hépatite C chronique est une maladie fréquente qui concerne plus de 233 000
personnes en France. L’évolution de 1’hépatite chronique est fortement influencée par un
certain nombre de facteurs. C’est une maladie qui reste grave car elle représente la
deuxiéme cause de cirrhose, de carcinome hépatocellulaire et de transplantation hépatique.
Gréce aux progrés considérables qui ont été faits ces derniéres années concernant les
nouveaux traitements antiviraux on peut espérer que dans quelques années 90% des
infections par le VHC pourront étre éradiquées chez les patients atteints d’hépatite C aiglie

ou chronique. (Figure03).

5.1. Hépatite aigie

Les cas d’hépatite C aigiie restent relativement rares ils ne représentent que 10% des cas
d’hépatite aigu€ en Europe. L hépatite C aigué reste le plus souvent asymptomatique chez
la majorité des patients. Dans 20% des cas I’hépatite C est ictérique, mais dans la majorité
des cas (80%) I’hépatite est anictérique avec peu ou pas de symptomes. 25 De plus les
symptomes pouvant étre retrouvés lors de I’hépatite C aigué ictérique ou non ne sont pas
specifiques. On retrouve principalement une asthénie importante, des nausées, des douleurs
de I’hypocondre droit et éventuellement 1’apparition d’urine foncée et d’icteére dans le cas
d’hépatite ictérique. Les anticorps anti-VHC ne sont eux détectables que dans 50-70% des
cas au cours de l’infection aigu€. Les transaminases sont habituellement 10 fois
supérieures a la normale. Dans les rares cas de guérison spontanée on observe rapidement
une normalisation des transaminases et ’ARN du VHC devient indétectable. (Pawlotsky
etal., 2014).

5.2. 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. Le
passage a la chronicité est dépendant de certains facteurs. Ce dernier est augmenté avec
I’age, le sexe masculin et le déficit immunitaire. Lors du passage a la chronicité les
transaminases peuvent se normaliser ou rester discrétement ou modérément élevées.

L’hépatite chronique reste asymptomatique dans la majorité des cas elle n’est détectée le
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plus souvent qu’une dizaine d’années plus tard. L’hépatite chronique peut
schématiquement se scinder en 3 formes :
*1’hépatite chronique avec transaminases normales (Deuffic et al. 1999),
*’hépatite chronique minime

*1’hépatite chronique modérée ou sévere

5.2.1. L’hépatite chronique avec transaminases normales

Environ 25% des malades ont un taux de transaminases normal malgré la persistance
de I’ARN viral. 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. Ils sont
plus communément appelés « porteurs sains ou asymptomatiques » ces termes sont
incorrects car la majorité des patients présentent des lésions hépatiques, seulement moins
de 20% présentent un foie normal. Le score Métavir est employé pour évaluer la gravité
d’une hépatite. Il nécessite une biopsie hépatique. Il associe la lettre A (activité) qui est
échelonnée de 0 a 3, cela traduit 1’activité de I’hépatite (inflammation et nécrose), donc sa
rapidité d’évolution. La seconde lettre est la lettre F (fibrose) elle caractérise les Iésions
fibreuses déja existantes sur le foie. Elle est graduée de O a 4 (absence de fibrose a
présence d’une cirrhose). (Silini et al., 1995 ; Pawlotsky et al., 2014)

5.2.2. L’hépatite chronique minime

Dans ce groupe de malades, ’ARN viral est détectable et les transaminases sont
modérément élevées. Le score Métavir de fibrose est situé entre FO et F1 et celui de
I’activité entre A0 et Al. C’est la forme la plus fréquente chez les femmes et chez les
malades jeunes. Les symptdmes sont non spécifiques, on retrouve une asthénie, des
nausees, une anorexie, un prurit ou un amaigrissement, beaucoup de patients sont
également asymptomatiques. L importance de 1’asthénie est variable d’un patient a 1’autre
et ne peut étre corrélée avec la gravité de I’hépatite ou des 1ésions. L hépatite chronique C
évoluant lentement chez ce groupe de patients, le risque de cirrhose est donc minime.
(Takahashi et al., 1993).
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5.2.3. L’hépatite chronique modérée ou sévere

Ce groupe se définit par le résultat de la biopsie hépatique avec le score Métavir : les
scores de fibrose et d’activité varient entre F2 et F4 et entre A2 et A3. 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 possedent des symptoémes similaires aux patients ayant une
hépatite minime. Néanmoins on peut également retrouver chez ces patients des douleurs
articulaires ou musculaires ou encore des troubles psychologiques (anxiété, dépression...)
non corrélés a la sévérité de la maladie. Cette forme d’hépatite est plus fréquemment
retrouvée et progresse plus rapidement chez les personnes agées, chez les hommes et chez
les malades consommant réguliérement de 1’alcool ou possédant un déficit immunitaire.

(Alter et al., 2000).

5.3. Cirrhose

La cirrhose se caractérise par une inflammation chronique due au virus de ’hépatite C
qui entraine la destruction des cellules hépatiques et leur régénération anarchique sous
forme de nodules. Elle se définit par un score Métavir de A3F4 ce qui correspond au stade
ultime de la fibrose hépatique. La maladie conduit a la perte des fonctions de I’organe et
s’accompagne de multiples complications responsables de la morbidité et de la mortalité de
la maladie. La cirrhose provoque une hypertension portale entrainant 1’apparition de
varices cesophagiennes, la rupture de ces dernieéres pouvant entrainer une hémorragie

digestive grave voire mortelle. (Marcellin et al., 2008).

5.4. Carcinome hépatocellulaire

La cirrhose est un facteur de risque important de CHC du fait de I’augmentation de la
prolifération cellulaire due a la nécrose et a la régénération importante dans le contexte
d’inflammation et de stress oxydatif. C’est cet environnement qui va faciliter I’apparition
d’altérations génétiques et épigénétiques responsables de I’apparition des tumeurs. Le
carcinome hépatocellulaire est exceptionnel en 1’absence de cirrhose (moins de 10%), par
contre en cas de cirrhose liée au virus de I’hépatite C 1’incidence du carcinome

hépatocellulaire est de 1’ordre de 2 a 4% par an. Le CHC est la plus fréquente tumeur
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maligne et primitive du foie, c’est le cinquiéme cancer mondial. Les facteurs indépendants
du malade associés a une progression plus rapide du CHC sont 1’age avancé au moment du
diagnostic et le sexe masculin. La co-infection avec le VIH augmenterait de 4 a 6 fois le
risque d’apparition d’'un CHC, de plus il semble apparaitre aprés une période de
contamination plus courte et donc chez des patients plus jeunes comparé aux malades qui
ne sont pas co-infectés. La consommation réguliére de plus de 70g d’alcool journalier
double le risque de CHC.
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Figure 03:Schéma représente Evolution de I’hépatite C

6. Aspects cliniques

Le VHC est responsable de 1ésions hépatiques. L hépatite survient apres une incubation

moyenne de 6 semaines. La durée de ’incubation semble étre influencée par le mode de
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contamination qui détermine la quantité de 1I’inoculum viral. L’évolution d’une hépatite C
virale se fait le plus souvent vers une infection chronique. L hépatite C chronique est en
générale asymptomatique et est caractérisée par la persistance d’une ¢lévation des
transaminases hépatiques et des lésions hépatiques a des degrés variables. La cirrhose est
une maladie chronique au cours de laquelle le foie se couvre de tissu fibreux, ce qui
provoque la décomposition progressive du tissu hépatique qui se remplit de 15 tissus
graisseux. Elle peut évoluer pour donner un hépato carcinome, qui est un cancer primitif du
foie. (Marcellin et al., 2008).

6.1. Les transaminases

Les transaminases sont des enzymes ayant une activité métabolique importante a
I'intérieur des cellules. Leur augmentation refléte une lésion cellulaire, en particulier au
niveau hépatique, cardiaque, rénal ou musculaire. Les transaminases les plus abondantes
dans le foie sont la TGO et la TGP. Quand les hépatocytes (cellules du foie) sont détruits,
ils liberent une partie de leur contenu dans le sang, ce qui provoque une augmentation des
transaminases, proportionnelle a I'intensité de I'agression. L'élévation des transaminases est
importante en cas d'hépatite aigue (plus de 10 fois la norme) et plus modérée en cas
d'épisode chronique (en général 2 a 5 fois la norme). La norme correspond a la destruction

normale des hépatocytes qui meurent et sont renouvelés. (Henderson, et al. 2003).

7. Réactions immunitaires et mécanismes d’échappement du virus

La réponse immunitaire non spécifique (réactions inflammatoires entre autres) est
responsable des premiéres réactions immunes et implique les cellules NK (Natural Killer),
les macrophages et les granulocytes. La réponse spécifique implique les lymphocytes T
(CD4+ et CD8+), activés via les cellules présentatrices d'antigene (CPA) comme les

macrophages ou les cellules dendritiques. (Marcellin et al., 2008).

7.1 La réponse cellulaire
Elle est assurée par les lymphocytes T4 (CD4+) ou T helper (Th) et les lymphocytes T8
(CD8+) ou cytotoxiques (CTL). Les lymphocytes T4 sont stimulés de maniére spécifique

par des peptides viraux, présentés en association au complexe majeur d’histocompatibilité
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de type 2 (CMH 1I) par les CPA (cellules présentatrices d’antigénes). Ils ont
essentiellement un role régulateur par la sécrétion de cytokines (112 et IFN pour la sous-
population Thl et IL4 et IL10 pour la sous population Th2) qui permettent la stimulation et
la proliferation des lymphocytes B (Th2) et des lymphocytes T8 (Th1l). Dans le sang
circulant, les lymphocytes CD4+ sont fortement stimulés lors de la phase aigué de
l'infection (plus d’un mois apres ’apparition de la virémie) et dirigés contre un large
spectre d'antigénes du VHC, mais repondent plus fortement aux 16 protéines non
structurales (Braitstein et al. 2005). Durant la phase chronique, la réponse s‘affaiblit et
semble étre stimulée essentiellement par les protéines structurales. De maniére genérale,
une forte stimulation de la sous-population Thl, multi-spécifique et persistante dans le
temps entraine I'éradication du virus de I'organisme. Les lymphocytes CD8+ sont stimulés
par la reconnaissance du peptide associé au CMH 1 via les CPA ou les cellules infectées
(hépatocytes) et ont pour role de détruire ces dernieres. De la méme maniere que pour les
lymphocytes CD4+, la stimulation des CTL dans le sang circulant est tres importante et
multi-spécifique lors de la phase aigué et s'estompe lorsque le virus persiste dans
I’organisme. Le phénoméne de compartimentation hépatique de la réplication virale au
moment de la chronicité permet de mettre en évidence une stimulation active de la réponse
cellulaire (Th1l et T8). Cette activité immunitaire serait a I'origine des lésions hépatiques de

degrés divers, caractéristiques de la persistance virale (Henderson, et al. 2003).

7.2 La réponse humorale

Les anticorps apparaissent en moyenne 14 a 18 semaines aprés l'infection et sont
dirigés contre la plupart des protéines virales. La réponse est toujours forte et stable vis-a-
vis de la capside et de NS3. Cette réponse persiste apreés 1’élimination virale puis disparait
progressivement. La région HVR1 en position N-terminale de la glycoprotéine d'enveloppe
E2 est l'antigéne viral le plus apte a induire la synthése d’anticorps neutralisants

(Henderson et al. 2003).

7.3 Les mécanismes d'échappement du virus
Pour échapper a la pression immunitaire de I'hote, le VHC utilise un certain nombre de

stratégies comme la régulation de génes cellulaires et viraux, l'interférence de diverses
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voies de signalisation ou encore l'utilisation de leurres antigéniques. Mais un des
meécanismes les plus étudiés est sans doute I'échappement associé au polymorphisme viral.
Outre le fait que certains genotypes soient plus souvent impliqués dans les cas d'infections
chroniques (génotype 1 a 95%) que d’autres, il a souvent ét¢ démontré que la répartition de
la population virale en quasi-espéces au sein d’un organisme pouvait étre le résultat d’une
stratégie employée par le virus pour échapper aux anticorps neutralisants de 1’hdte. La
région HVR1, définie comme 1’antigéne viral majeur impliqué dans la neutralisation, a
déja été proposée comme candidate a I'échappement immunitaire du fait de sa grande
variabilité (Pawlotsky, 2002).

8. Techniques de diagnostic du VHC

Le diagnostic des infections par le VHC repose sur deux types de tests : les tests
indirects, qui mettent en évidence les anticorps dirigés spécifiquement contre le virus, et
les tests directs fondés sur les techniques de biologies moléculaires, qui mettent en

évidence les constituants de la particule virale.

8.1. Les tests indirects ou sérologiques

Les tests sérologiques sont des tests immuno-enzymatiques de type ELISA (enzyme
linked-immuno-sorbent-assay). Ils utilisent des protéines recombinantes ou des peptides
synthétiques viraux, codés a la fois par les régions structurales (capside, enveloppe) et les

régions non structurales (NS3, NS4 et NS5) du génome viral.

8.1.1. Test ELISA

C’est un test immuno-enzymatique ELISA de troisieme génération la spécificité est
excellente de I'ordre de 99% et la sensibilité est en moyenne de 98% chez les patients
porteurs du virus de I’hépatite C. Les tests de premicre et de deuxiéme génération ne sont
plus commercialisés en France, la sensibilité des tests de troisiéme génération est
satisfaisante chez les hémodialysés et les personnes Coinfectées par le VIH en dehors
d’immunodépression. Dans le cas d’une immunodépression sévere le test peut apparaitre

faussement négatif, de méme au tout début de I’infection par le VHC.
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8.1.2. Les TROD : tests rapides d’orientation diagnostique

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 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 piéges 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 I’ceil nu (Thomas et al, 1995).

Tableau 2 : Avantages et inconvénients des systémes de dépistage des anticorps anti-
VHC (Pascal Merlin 2010)

Avantages Inconvénients

Test ELISA | Trés grande sensibilité et excellente spécificité -nécessité de chaine de froid
-Réalisable a basse T° 37° -nécessite 1’achat de matériel :
-Automatisable centrifugeuse, automate,
- bonne tragabilité (enregistrement automatique des | spectrophotométre
résultats)

TROD Mobilité du test -Prix élevé
-Utilisation de matrices autres que le sang ou le plasma : | -Probléme  d’élimination  des

indolore, non invasif
-Facilité d’utilisation
-Stockage a T ambiante

-Spécificité et Sensibilité satisfaisantes

déchets infectieux
-Absence de tragabilité

-Lecture subjective

8.2. Les techniques de biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire appliquées au diagnostic des infections par le

VHC peuvent étre classées en trois catégories :

les méthodes de détection de I’ARN du

VHC, les méthodes de quantification de I’ARN et les méthodes de génotypage.
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8.2.1. Détection qualitative de ’ARN du VHC

L’ARN du VHC est présent en quantités trop faibles dans le sérum et les tissus pour
étre détecté par les techniques d’hybridation classiques. Une étape d’amplification
préalable est nécessaire. Les techniques dites d’amplification de la cible, permettent de
fabriquer apres transcription inverse de I’ARN viral en ADN complémentaire et grace a
une réaction enzymatique, un grand nombre de copies (ADN doubles-brins au cours de la
polymérase Chain réaction ou PCR, ARN simples-brins au cours de la transcription
médiate amplification ou TMA.), qui deviennent visibles soit par électrophorése et
coloration spécifique de I’ADN, soit par hybridation spécifique sur microplaques. Les
techniques de PCR qualitative sont aujourd’hui les plus sensibles pour la détection de
I’ARN du VHC.

8.2.2. Quantification de ’ARN du VHC

La quantification de ’ARN du VHC (ou mesure de la charge virale) mesure le niveau
de réplication virale dans I’organisme. Elle repose sur deux types de techniques : les
techniques d’amplification de la cible (PCR ou TMA) et les techniques d’amplification du
signal. La quantification par amplification de la cible se fait le plus souvent par une
technique compétitive, ou un standard interne en quantité connue est ajouté a 1’échantillon,
extrait et reverse transcrit en paralléle avec I’ARN viral, puis amplifié¢ en compétition avec
celui-ci. La comparaison des résultats de la cible (ARN viral) et du standard, permet la
quantification. De nouvelles techniques fondées sur I’amplification en temps réel (real time
PCR) sont en cours de développement. Ces techniques bénéficient d’une sensibilité, d’une
spécificit¢ et d’un intervalle de quantification linéaire accrus. Les techniques
d’amplification du signal ont pour objectif, aprés hybridation de I’ARN viral a un support
solide, de fixer sur cet ARN, un grand nombre de molécules « signal » (enzymes). Ces
enzymes catalysent la transformation d’un substrat en un composé détectable. La quantité
de composé produite est comparée a une courbe étalon, tracée en paralléle avec des
standards en quantités connues et permet la quantification. Les avantages de cette méthode
sont sa spécificité et sa reproductibilité. Elle quantifie de facon équivalente les différents
génotypes du VHC. Le génotypage Le génotypage du VHC permet en particulier 1’étude
de sa variabilité geénétique. Les techniques de genotypage sont fondées sur une
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amplification initiale par PCR. En routine, on peut utiliser les techniques d’analyse du
polymorphisme de restriction des fragments amplifiés (restriction fragments length
polymorphisme analysis ou RFLP) ou des techniques standardisées d’hybridation inverse,
fondées sur [I’utilisation de sondes Oligo nucléotidiques specifiques des différents

génotypes et sous-type du VHC. (Thomas et al, 1995).

9. Traitement de I’hépatite C
9.1. Evolution du traitement dans le temps

Depuis la découverte du VHC en 1989 les traitements ont évolué de maniere
considérable permettant ainsi d’augmenter le nombre d’éradications post médicamenteuses
de I’hépatite C. 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 1’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 Peg IFNz 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 ’interféron pégylé et la Ribavirine. (Leroy et 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)
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10. Découverte du virus de I’hépatite C

En 1974, des tests sérologiques furent développés pour détecter la présence du virus de
I’hépatite A (VHA) ou de I’hépatite B (VHB) chez les patients atteints d’hépatite. L'année
suivante, Feinstone et son équipe testérent la présence d’anticorps dirigés contre divers
virus dans le sang de patients ayant contracté une hépatite apres transfusion. Il s’avéra que
certains patients ne produisaient pas d’anticorps dirigés ni contre les virus des hépatites A
(VHA) ou B (VHB), ni contre le Virus Epstein Barr (VEB). lls mirent donc en évidence
I’existence d’un ou de plusieurs nouveaux agents inconnus causant des hépatites, baptisés
« Hépatites Non A Non B » ou « HNANB » (Feinstoneet al. 1975). L’avancée majeure fut
la caractérisation du génome du virus en 1989 par Choo et son équipe (Choo et al. 1989)
grace aux techniques de biologie moléculaire. lls utiliserent du sérum de chimpanzés
infectés par I’agent causal des« HNANB » pour produire une large banque d’ADNc qui fut
clonée dans un bactériophage Agtll. Cette banque d'expression fut alors criblée par des
sérums de patients humains atteints de « HNANB ». Les auteurs isolerent le clone 5.1.1,
codant un antigene reconnu par les sérums de plusieurs patients. Par ailleurs, Choo et son
équipe montrérent que I’ADNc correspondant ne dérivait pas d'un ARN codé par le
génome de primate, démontrant ainsi son origine virale. L'agent causal des « HNANB »
ainsi identifié, prit alors le nom de VHC (Virus de 1’hépatite C). A la cour de la méme
année, Kuoet al (1989) misent au point un test ELISA pour détecter la présence du VHC
chez des patients CHAPITRE | Hépatite C 4 et montrerent que ce virus était la principale

cause des « HNANB » transfusionnelles a travers le monde (Kuo et al.1989). (Figure 04)
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Figure 04 : representation schématique de VHC




CHAPITRE II LA VIROLOGIE

10.1. Organisation du génome

Le génome du VHC est constitu¢ d’'un ARN monocaténaire, de polarité positive, d’une
taille de 9600 nucléotides environ. Les régions non codantes (NC) situées aux extrémites
5 et 3" du génome encadrent une phase de lecture unique qui code une polyprotéine de
3000 acides animés environ (Paul et Dominique, 2003). (Figure05)
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Figure 05 : L’organisation génomique de VHC

10.2. Caractéristiques et classification

Le virus de I’hépatite C appartient a la famille des Flaviviridae et au genre hépacivirus
(Lemon et al. 2007 ; Choo et al. 1991). La famille des Flaviviridae est constituée de virus
enveloppés, sphériques, d’environ 40-50 nm de diamétre, dont le génome est formé d’ARN
linéaire simple brin de 10 a 12kb. Cette famille regroupe trois genres (Flavivirus,

Pestivirus, Hépacivirus).
* Flavivirus : fievre jaune, encéphalite, la dengue...
* Pestivirus : fiévre porcine, diarrhée virale bovine...
* Hepacivirus : VHC

Le virus de la fievre jaune, premier virus connu de cette famille, lui a donné son nom
(du latin flavus, jaune). Les Flaviviridae les plus importants en termes de santé publique

sont le virus de la fiévre jaune, de la dengue, de I’encéphalite japonaise, le virus West Nile
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et le virus de ’Hépatite C. Les Flaviviridae se transmettent par des vecteurs arthropodes
(essentiellement tiques et moustiques) a I’exception du virus de I’Hépatite C qui se

transmet par voie sanguine.

Le VHC est un virus au tropisme restreint, infectant essentiellement les hépatocytes
(Huang et al. 2007) ; Molina et al. 2007 ; Flint et al. 2006) mais retrouvé également dans
les cellules dendritiques (Cosset, 2006) et dans les cellules mononuclées du sang (Moenne
et al, 2010 ; Navas et al, 1998).

10.3. Structure

Le VHC est un virus composé d’un génome & ARN monocaténaire de polarité
positive de 9.6kb qui code pour une polyprotéine de 3000 acides aminés. Le génome est
contenu dans une capside icosaédrique qui est elle-méme entourée d’une enveloppe
lipidique d’origine cellulaire. Des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 sont ancrées au
niveau de I’enveloppe virale. Ce petit virus enveloppé a un diameétre de 55-65nm, sa
densité est variable ; on explique cette variabilité par I’association du virus avec des
lipoprotéines de densité différente. 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

électronique.

Le VHC appartient a la famille des Flaviviridae et au genre hépacivirus.
(Bartenschlager et Lohmann, 2000). L’absence de systémes cellulaires capable de répliquer
efficacement le virus in vitro rend difficile, 1’étude de ce virus. Sa structure a été déduite en
grande partie de celle des flavi et pesti virus, autres virus de la famille des Flaviviridae et
ses protéines ont été obtenues par des expériences de transcription, traduction et expression

d’ADNc dans des cellules eucaryotes ou procaryotes (Chooq et al, 1989).

11. Le Génome

Le génome du HCV est une molécule d’ARN simple brin positif de 9.6 kb, qui aprés
I’entrée du virion dans la cellule est reconnu comme un ARN messager et traduit par la
machinerie cellulaire de 1’héte pour former une poly protéine précurseur d’environ 3 000
acides aminés (AA) (Penin, 2004b). La poly protéine subit I’action d’enzymes cellulaires
et virales au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE) pour donner

naissance a 10 protéines virales :
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(1) les protéines structurales a savoir la protéine de capside ou protéine C, les protéines
d’enveloppe E1 et E2-NS1

(2) les protéines non structurales NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A etNS5B (Moradpour,
2007). Un systeme de numérotation de la séquencenucléotidique et en AA a été proposé
sur la base de la séquence du génome completde 1’isolat H77 (numéro d’accession :
AF0099606) (Kuiken, 2006). (Figure 06).

Virus de I’Hépatite C

Capside Hélicase Polymérase

Enveloppe Protéase
s’—ﬁa@?&;

Génome du VHC

Figure06 : Génotype du HCV (Mammette et al, 2002)

11.1. Site interne d’entrée du ribosome la région 5’

L’extrémité 5’ non codante a une séquence de 342 nucléotides dépourvu de coiffe
méthyle, elle reste tres conservée au sein des différents génotypes. Elle a un role dans la
régulation des fonctions virales et est impliquée dans le processus d’initiation de la
traduction. Cette région a la capacité de lier les ribosomes en région 5’ terminale. Le site
d’entrée du ribosome est une structure complexe composée de 8 boucles en épingle a
cheveux qui lie les facteurs de I’hote. Ce site interne d’entrée du ribosome appelé IRES
forme un complexe avec la petite sous unité ribosomale 40S et les facteurs de traductions
essentiels a la production des protéines virales. L’IRES recouvre la région NC 5’ ainsi
qu’une petite partie de la région codant la protéine C (région structurale), ce dernier est
indispensable a la transcription coiffe dépendante de I’ARN viral. Un micro ARN (miR-
122) exprimé dans les hépatocytes permettrait de faciliter en culture cellulaire la
réplication de I’ARN du VHC en interagissant avec la région 5°’NTR. (Henkeet al., 2008 ;
Roberts et al., 2011)




CHAPITRE II LA VIROLOGIE

11.2. Région codant les protéines virales

La région 5’non codante est suivie par le cadre de lecture ouvert, ce dernier débute par le
codon AUG initiateur de la traduction. Cette région code les protéines structurales, elle comporte 3
génes distincts, ce grand cadre de lecture ouvert (ORF) se situe a la suite de la région 5’NC. Sa
traduction conduit & la synthése d’une polyprotéine qui sera ensuite clivée sous ’action des
protéases cellulaires et virales. Ce clivage va donner naissance aux protéines virales structurales
(E1, E2, Protéine C) et non structurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B), p7 et la
protéine F. La plupart de ces protéines ont un réle dans la persistance virale et la pathogénése ainsi
que dans la réplication et 1’assemblage du virus, elles sont dites multifonctionnelles. Le gene C
code pour la protéine de capside ou protéine core. Les génes d’enveloppe E1 et E2 codent pour les

glycoprotéines transmembranaires de 1’enveloppe virale. (Grakoui et al., 1993 ; Pawlotsky,2002)

11.3. Région 3’ non codante

Cette région est située a la suite du codon stop du cadre de lecture ouvert. Elle
comporte trois régions successives. Une premiére région variable non traduite d’environ 30
nucléotides. La deuxiéme région est un enchainement de U/C de longueur variable, enfin la
derniére région 3’ terminale est trés conservée elle comporte 98 nucléotides repliés en trois
tiges boucles successives. Cette région est impliquée dans I’initiation de la synthese du brin
d’ARN négatif au cours de la réplication, elle fixe également une protéine impliquée dans

I’initiation de la traduction. (Song et al., 2006)

12. Les protéines virales
12.1. Structurales

12.1.1. Protéine de capside

La protéine de capside ou protéine C ou protéine core est une phosphoprotéine
basique de 21kDa mais il existe un précurseur de 23kDa. Elle prend naissance a partir de la
poly protéine virale grace au clivage des protéases cellulaires au niveau de I’acide aminé
191. Sa fonction principale est de former la nucléocapside virale aprés assemblage du
virion. Elle est retrouvée dans un grand nombre de systémes bactériens et eucaryotes, c’est
une petite protéine basique composée de 191 acides aminés sous sa forme immature et 179
sous sa forme mature. La forme immature interagit avec la forme mature au niveau du
cytoplasme et ainsi régule sa localisation au niveau cellulaire. Elle est composée de régions
hydrophobes, notamment la région allant de ’acide aminé 174 a 191. Cette dernicre est

associee a des gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme cellulaire, ce qui induit une
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accumulation lipidique intracellulaire. Cette accumulation a un rdle probable dans
I’induction de la stéatose hépatocytaire, il est également probable qu’elle ait un role de
signal dans la localisation nucléaire. La protéine C mature ou immature est phosphorylée
par la protéine kinase A ou la protéine kinase C au niveau des sérines. Les sérines 99 et
116 représentent les sites de phosphorylation majeurs de la protéine de capside, ces sites
jouent un réle dans la localisation du noyau. Cette protéine appelée aussi protéine core a la
faculté¢ d’activer I’apoptose en se fixant au récepteur de la lymphotoxine. Une stéatose
hépatique a également été observée chez le chimpanzé suite a la liaison de cette protéine
avec I’apolipoprotéine A2. De plus, cette protéine joue un réle dans 1’assemblage des
virions et la libération du virus et €galement lors de I’entrée dans la cellule pour le

désassemblage des particules virales. (Gordien et al, 2003).

12.1.2. Protéines d’enveloppe

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 (= gp31) et E2 (=gp70) caractérisées par un poids
moléculaire de 31kDa et 70kDa, sont tres hautement glycosylées. Ces protéines résultent
du clivage de la polyprotéine par des signal-peptidases retrouvées en position 383 et 746,
ces glycoprotéines transmembranaires sont composées de régions hypervariables. Trois
régions hypervariables sont retrouvées dans la séquence E2, HVR1, HVR2 et HVR3. La
région HVR1 a un réle dans I’attachement du virus a la cellule, elle est trés conservée et est
reconnue en tant que cible par le systtme immunitaire. E1 et E2 participent a ’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’hote. Les protéines d’enveloppe
interagissent avec le récepteur du virus de I’hépatite C, la protéine CD81 ayant été
identifiée comme étant le récepteur du virus interagit avec la glycoprotéine E2. L’entrée du
virus dans 1’hépatocyte est due en partie a I’interaction de la protéine E2 avec la boucle
extracellulaire du CD81. Elles participent également a la régulation virale en se fixant a

d’autres protéines virales. (Roussel et al., 1984).

12.2. Protéines Non structurales
12.2.1. NS2

Cette protéine transmembranaire de 23kDa est retrouvée au niveau du réticulum

endoplasmique. Il semblerait qu’elle soit impliquée dans la phosphorylation de NS5A. La
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protéine NS2 couplée avec le domaine N-terminal de NS3 forme une métallo protéinase Zn
dépendante composée de résidus Cys et His au niveau du site actif. C’est cette métallo
protéase qui est responsable du clivage entre NS2/NS3.(Bartenschlager et Lohmann,
2000).

12.2.2. NS3

C’est une protéine de 70kDa composée de deux domaines, une protéase N-terminale
et une alpha-hélicase de type 2 C terminale. Le premier domaine possede une activité
sérine protéase et le deuxiéme domaine posséde une activité NTPase et hélicase
dépendante de I’ARN. L’activité sérine protéase n’est possible que si NS3 se lie avec son
cofacteur NS4A, on a alors clivage en cis de la jonction NS3/NS4A et en trans des
jonctions NS4A/NS4B, NS4B/NS5A et NS5A/NS5EB. Le deuxiéme domaine est essentiel
pour la traduction et la réplication du génome viral. L’hydrolyse des nucléosides
triphosphates fournit I’énergie nécessaire a 1’hélicase pour séparer les doubles brins de
I’ARN, c’est grace a cette séparation que le génome devient accessible aux enzymes
virales et cellulaires. NS3 serait également impliqué dans la formation des particules
virales intracellulaires. L’hélicase a un role de régulation de la transduction du signal, elle
influence également la survie et la prolifération de la cellule héte. Par conséquent, NS3 est
la cible de nombreux antiviraux en lien avec ses nombreuses interactions hote-pathogéne.

(Bartenschlager et Lohmann, 2000).

12.2.3. NS4A

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

12.2.4. NS4B

La protéine NS4B est une protéine hydrophobe de 260 acides aminés son poids
moléculaire est de 27kDa. C’est une protéine transmembranaire intégrale localisée dans la
paroi du réticulum endoplasmique et orientée vers le cytoplasme. La fonction de cette
protéine est mal connue il semblerait qu’elle participe a la formation de complexes
membranaires supportant la réplication virale appelés « complexes de réplication ». Il

semblerait que cette protéine interagisse en inhibant la synthése de certaines protéines de
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I’héte et en collaborant avec des oncogenes dans la transformation cellulaire. (Romero et

al., 2012)

12.2.5. NS5A

C’est une protéine modérément hydrophile de 56-58kDa sa phosphorylation est
variable. La phosphorylation survient aprés le clivage protéolytique de NS5A par la sérine
protéase NS3/NS4A. Elle est associée a une sérine/thréonine kinase cellulaire. La NS5A
code pour une région déterminant la sensibilité a I’interféron présent dans les souches

sauvages VHC des génotypes 1b ou 2(Lan et al, 2002)

12.2.6. NS5B

C’est une protéine de 68kDa phosphorylée et localisée a proximité des membranes
péri nucléaires, elle est associée a diverses protéines non structurales. Elle contient des
motifs caractéristiques des ARN polymérases dépendantes de I’ARN (Behrens et al, 1996)
(Figure 07)

Figure 07 : Structure de la protéine NS5B, formée de la paume (en bleu), du pouce
(en rouge) et des doigts (en vert). (PDB ID : 1GX6)

12.2.7. La protéine p7

Cette petite protéine de 7kDa hydrophobe est retrouvée au niveau de la membrane du
réticulum endoplasmique. 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. 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 réle sur la libération des virions ainsi que sur
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I’assemblage des particules virales (Griffin et al., 2003 ; Pavlovicet al., 2003 ; Griffin et
al., 2004)

12.2.8. La protéine F

La protéine F a une masse moléculaire de 17 kDa, sa durée de vie est tres courte
d’environ 10min. La protéine F pour « frameshift » est aussi appelée ARFP pour «
alternative reading frame protéine ». Sa localisation et sa fonction restent encore peu
connues mais elle ne semble pas essentielle a la réplication virale. Des anticorps et des
lymphocytes T specifiques des 57 protéines F ont été retrouvés dans le sang de patients
infectés par le VHC suggérant qu’elle est exprimée pendant I’infection.(Thomas et al.,
1995)

13. Récepteurs biologiques du VHC

L’adsorption du virus sur les cellules cibles lui permet ensuite de pénétrer dans la
cellule. Cet événement précoce initie 1’infection en fixant le virus sur ses récepteurs 9
spécifiques. Cette étape initiale est déterminante pour le tropisme cellulaire et est aussi un
point critique pour la pathogenése virale. Des récepteurs du VHC ont été identifies : les
molécules CD81 humaines, le récepteur des lipoprotéines de basse densité (rLDL) et le

récepteur scavenger type B classe 1 (SRB1/Cla-1). (Germiet al., 2001)

13 .1. Les récepteurs CD81

Les molécules CD81 appartiennent a la famille des tétraspanines et sont exprimées a
la surface des cellules de mammiferes a I’exception des hématies et des plaquettes. Ces
molécules sont impliquées dans de multiples fonctions cellulaires telles que I’adhésion et
I’agrégation moléculaires. Elles interagissent avec la glycoprotéine d’enveloppe E2,
responsable de la fixation du VHC aux cellules cibles. Elles interviendraient également
dans la prolifération et la fonction immunitaire des cellules (Germi et al. 2001 ;
Pawlotsky, 2002 ;Witteveldt et al, 2002).

13.2. Les récepteurs des lipoprotéines de basse densité (rLDL)
Des études sur le VHC et les lipoprotéines ont montré que les virus contenus dans les
plasmas ou sérums VHC positifs étaient fortement associés aux lipoprotéines de basse

densité (LDL) ou aux lipoprotéines de trés basse densité (VLDL). Ainsi, il a été proposé
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que ce complexe LDL-VHC puisse se fixer aux rLDL cellulaires par le biais de son ligand
naturel, les LDL (Germi et al, 2001 ;Pawlotsky, 2002).

13.3. Le récepteur scavenger type B classe 1 (SRB1/Cla-1)
Le SR-B1 (Human ScavengerReceptor class B type 1) est une glycoprotéine de 82
Kda. C’est un récepteur physiologique des lipoprotéines de haute densité qui facilite les

mouvements cellulaires de cholestérol (Scarselli et al.2002). (Figure08)

5'NTR
% iE Structurales Non structurales S'NTR
' e T A T T T T R S E e -/11 a3 %

/1%
f
W‘ N]

§
U201

aal { aa3010
Y 1 |
[ core E1| E=2 Ns2| Ns3 | | nsas| N nsse
| P77 I NS4aA |
Paid 1 |
22 31-37 61-72 7 21-23 70-72 a 27 66-58 e8-70
- Protéines structurales |oe Protaeines non structurales >
Canal
loniqua?
& S Sérins Protéase ““L‘*—“—’"‘ & ‘C?N: -
yeoprotgines e mernbranaire olym Gras
psida o2 b et Hélicasa A~
dépendante

NS2-3 Co-facteur de NS3

Zn®+métalio-prots ase Ehosphoprotding

Résistance & I'Interféron?

Figure 08 : Organisation génomique et protéique du virus de I’hépatite C.

A : Organisation du génome du VHC B : Maturation de la polyprotéine

14. Cycle cellulaire du virus de I’hépatite C

Le cycle de vie du virus demeure mal connu, du fait de 1’absence de systémes
deréplication efficaces (Pawlotsky, 2002). Les hypotheses relatives au cycle de vie du
virussuggerent que le VHC se lierait a un (des) récepteur(s) spécifique(s) a la surface de
la cellulehéte pour y entrer par endocytose, comme le font les autres membres des
Flaviviridae. 1l yaurait ensuite décapsidation du virus et libération du génome viral. Ce
dernier est traduit enune polyprotéine précurseur qui est maturée pour donner les
protéines virales. L’ARN négatifest synthétisé par la réplicase NS3-5B codée par le

virus et sert de matrice pour la productionde quantités excessives d’ARN viral positif.
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L’ARN positif est alors encapsidé par le biais del’interaction avec les protéines

structurales. Les particules sont enveloppées en bourgeonnant

dans la lumiére du réticulum endoplasmique et sécrétées a I’extérieur de la cellule par

leGolgi. (Marcellin et al., 2008). (Figure 09)
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Figure 09 : Représentation schématique du cycle (Marcellin et al, 2008)

15. 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 Il et Il va permettre le positionnement de la sous unité 40S du ribosome.
(Bartoschet al., 2003 ; Farci et al., 2002)

16. Réplication
La réplication du VHC (syntheése des ARN viraux génomiques) est assurée par I’ARN

polymérase dépendante de I’ARN virale (protéine NS5B) au sein du complexe de
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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 (Brinsteret al, 2001).

17. Assemblage et excrétion des virions

Les étapes tardives du cycle viral sont mal connues, ceci est dii a I’absence de systéme
de culture cellulaire productive. La formation des particules virales est initiée par
I’interaction de la protéine de capside avec I’ARN génomique qui aboutit a la formation de
nucléocapsides. L’assemblage a lieu au sein du réticulum endoplasmique. Les mécanismes
d’excrétions sont encore peu connus, les particules virales pourraient étre excrétées par
exocytose. L’interaction de nucléocapsides formées avec le métabolisme cellulaire des
lipides pourrait intervenir dans la maturation des virions et expliquer la présence de
particules virales associées aux lipoprotéines dans le sang circulant qui constituent la

majeure partie de la fraction infectieuse. (Marcellin et al., 2008)

18. Variabilité génétique du VHC
La variabilité génétique du VHC est la cause de 1’évolution darwinienne du virus c'est-
a-dire que la diversification permanente des populations virales conduit a leur compétition
et a la sélection continuelle des variantes viraux les mieux adaptés a leur environnement
réplicatif. Ce phénomene est favorisé par :
v' L’abondante production virale au cours de I’infection (~10 12
virions/jour (Neumann et al, 1998]) ;
v' Lagrande taille des populations virales ;
v Le taux élevé de mutations générées au cours de la réplication
(Domingo, 1998 ; Duarte, et al. 1994).

C’est une caractéristique commune aux virus dont le génome est un ARN. Cette
variabilit¢ s’explique par une absence de fidélité des enzymes responsables de la
réplication, les ARN polymérases et par 1’abondance de la production virale. L’ARN
polymérase dépendante de I’ARN est une protéine de 68kDa codée par la région située a
I’extrémité 3’ du cadre de lecture. Les ARN polymérases sont dépourvues d’activité
correctrice 3’-5° exo nucléase, il y a donc environ une erreur par copie du génome qu’elle
ne peut corriger. Au cours des cycles de réplication successifs les substitutions vont
s’accumuler sur le génome ce qui entraine des mutations létales. Si ces erreurs surviennent

dans des régions ou la conservation est indispensable a la survie du virus la conséquence




CHAPITRE II LA VIROLOGIE

sera une absence de production de virions infectieux. Si les mutations ne sont pas létales,
c’est-a-dire si elles surviennent dans des régions ou elles n’empéchent pas la réplication,
elles seront transmises a la descendance et s’accumuleront avec les générations. Ces
mutations peuvent étre considérées comme des avantages ou des désavantages suivant le
milieu de réplication du virus. Cette diversification permanente est le résultat de
I’évolution darwinienne du virus, ces mutations entrainent une mise en compétition des
populations virales et une sélection des populations les plus résistantes suivant
I’environnement. On voit ainsi apparaitre des populations virales spécifiques suivant
I’environnement ou la population de malades. Une variabilité¢ du génome viral a également
¢té observée chez un malade donné au cours de I’évolution de son infection. La
détermination du génotype est indispensable puisque certains sont plus résistants que
d’autres aux traitements, le choix des molécules et la durée du traitement pourra varier

suivant le génotype du VHC. (Asselah et al, 2000)

19. Diversification des génotypes du VHC

L’analyse des séquences complétes nucléotidiques de souches virales multiples
provenant des cing continents a permis de montrer que ces souches pouvaient étre classées
en un certain nombre de types et de sous types. Les types ou clades sont numérotés de 1 a
6, on dénombre plus d’une centaine de sous types identifiés au sein de chaque type, ils sont
identifiés par une lettre minuscule. Les clades different les uns des autres par environ 30 a
35% de leur séquence nucléotidique, les sous types different eux par 20 a 23% de leur
séquence. En résumé si I’homologie de séquence entre deux souches virales est supérieure
a 90% les souches sont forcément de méme type et de méme sous type. Si cette derniére est
d’environ 80% les types seront les mémes mais les sous types seront différents. Enfin si
I’homologie est inférieure a 70% alors les souches sont considérées comme appartenant a
deux types différents. (Gaudy, Goudeau ,2005)

De nombreuses régions hypervariables sont retrouvées au niveau du génome du VHC.
La région HVRI1 de la protéine E2 serait I’un des principaux épitopes neutralisant du VHC,
or, au cours de I’infection cette région mute a trés grande vitesse ce qui entraine une
absence de reconnaissance des antigénes par les anticorps humains. La mutation d’HVR1
pourrait conduire dans de nombreux cas au passage a la chronicité. (Khelifa., 2008)
(Figure 10)
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Figure 10 : Représentation d’un arbre phylogénétique des génotypes, sous types et isolats
du VHC, région NS5. (Mamette, 2008)

20. Répartition géographique du génotype

La répartition géographique des différents génotypes n’est pas uniforme. En effet, la
fréquence d’un type de VHC varie suivant les régions du globe. Les VHC de types 1la, 1b,
2a, 2b et 3a sont présents sur 1’ensemble des continents avec des prévalences variables
d’une région a une autre, le type 1 étant largement majoritaire dans la plupart des régions.
Les virus de type 3 sont présents en Inde. A coté de ces trois principaux génotypes, la
répartition des types 4, 5 et 6 apparait confinée a des régions particuliéres du globe. Le
VHC de type 4 infecte principalement les populations d’Egypte, du Moyen -Orient et d’un
grand nombre de pays d’Afrique centrale. Le type 5 est presque exclusivement retrouvé en
Afrique du sud et les virus de type 6 sont essentiellement observés dans les populations
d’Asie du sud -est. Dans les pays industrialisés. Certains génotypes sont associés aux
modes de transmission. Le génotype 1b est associé aux transfusions tandis que les
génotypes la et 3a sont associés a la toxicomanie intraveineuse. Au Maroc, le sous-type 1b

parait prévalent au sein des groupes des sujets ageés et des hémodialysés (Belaygue ,2017)

21. Distribution en quasi espéce
Le VHC circule chez tout malade infecté¢ sous la forme d’un mélange de variants
viraux genetiquement distincts bien qu’apparentés ce sont les « quasi-especes ». Les

modifications de I’environnement au cours de I’infection du VHC sont fréquentes elles
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peuvent étre spontanées, ou déclenchées par des facteurs extérieurs comme une prise
d’antiviraux, une maladie... Les quasi-espéces conférent un avantage de survie aux virus
car ils permettent une sélection rapide et continue de nouveaux variants viraux. Ces
derniers sont plus adaptés a 1’environnement en perpétuel changement dans lequel ils se
développent. Cette capacité de sélection et d’adaptation du VHC est assurée par des forces
sélectives antagonistes.

e Les pressions de sélection négative : contrainte de conservation de la
structure de I’ARN et des protéines virales afin de conserver leurs
fonctionnalités indispensables a la survie des virions (Jouvencel et al,
2006 ; Sentandreu et al, 2008).

e Les pressions de sélection positive : liées a la réponse immunitaire de
I’hote dirigée contre le virus et aux modifications de I’environnement
entrainent des changements plus ou moins importants de cette quasi-

espece.

22. Typage du génome viral

Les differentes méthodes utilisées pour la détermination du génotype viral sont :

22.1. Typage sérologique

Ce typage consiste a détecter les anticorps dirigés contres des épitopes viraux connus
et spécifiques des différents types. Cette technique sérologique fondée sur un ELISA
compétitif ne permet pas 1’identification du sous type. Les résultats sont interprétables chez
90% des malades immunocompétents ayant une hépatite chronique C, par contre la
sensibilité reste nettement inférieure chez les hemodialysés ou les immunodéprimes. La
concordance de cette technique avec d’autres tests moléculaires est excellente et d’environ
95%. Ce typage a un faible co(t mais est de moins en moins réalisé au profit du
génotypage moléculaire car il ne permet pas de différencier les sous types. (Belaygue
,2017)

22.2. Typage moléculaire
Les tests de génotypages sont basés sur 1’analyse d’une portion de génome amplifié.
Le plus souvent il s’agit de la région 5’NC qui est utilisée pour la détermination du

génotype. Cette région posséde un certain nombre de polymorphismes permettant de
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déterminer le génotype. La technique de référence du génotypage consiste en une
amplification suivie du séquencage et de I’analyse phylogénétique des séquences de la
région NS5B ou de la région E1 en comparaison a des séquences prototypes de différents
génotypes. La région NS5B est représentative du genome en totalité. Il existe deux
techniques standardisées, le séquencage direct de la région 5° aprés PCR ou I’hybridation
inverse de produit de PCR de la région 5’ non codante a des nucléotides spécifiques de
génotype donné fixés sur une bandelette de nitrocellulose. Ces deux techniques permettent
I’identification des 6 types ainsi que des sous types. L’identification des sous types est

erronée dans 10 & 25% des cas. (Belaygue ,2017)

23. Recombinaison génétique

La découverte d’un virus chimére issue d’un événement de recombinaison homologue
inter-génotypique (types 2k/1b) qui a éte identifié & Saint-Pétersbourg en 2002. Depuis, un
nombre restreint de virus recombinants inter-génotypiques ou intra-génotypiques a été
caractérisé in vivo. Le point de recombinaison est préférentiellement localisé entre les

genes non structuraux NS2 et NS3 (Legrand ; 1zopet, 2008)
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1. Problématique

Les examens sérologiques jouent un réle tres 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 1’hépatite C ?
2. Type, lieu et période d’études

L’étude a été réalisée au niveau de service de santé publique: EPH de sidi Ali-
MOSTAGANEM au niveau du laboratoire de sérologie, I’étude s’est déroulée pendant 15

jours.
3. Présentation du laboratoire de ’EPH de sidi Ali- MOSTAGANEM

Ce laboratoire est spécialisé dans les examens de biologie médicale permettant de
mesurer les différents constituants des liquides biologiques. 1l trait plus de 20 a 30 patients

par jour.

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, spectrophotometre.
3.1 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
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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.

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

4. Objectif

L’objectif principal de cette étude est :

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

2) Realiser les deux techniques de préférence dans tout les cas pour éviter les faux
négatifs.

5. Population

I s’agit d’une étude de 869 cas de I’hépatite viral C diagnostiqués, traités et suivis de

service de sérologie

a partir de 1 janvier 2020 jusqu’au 10 juin 2020 (tableau 3).

Tableau 03 : répartition de la population étudiée

Hommes Femmes Total
428 441 869
49,3% 50,7% 100%

6. Méthodologie de travail
6.1. Définition de dépistage

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

6.2. Indication de dépistage

L1 Bilan préopératoire
[ Qualification biologique des poches de sang (donneurs de sang)
L1 Lorsque une grossesse est envisagée

L1 Suite a une prise de risque (rapport sexuel non protége, déchirement du préservatif, partage

d’une seringue ou d un matériel infecte)

] Quand on souhaite savoir ou en est pas rapport au HCV

L] Lorsqu on a besoin de se rassurer (OMS, 2015)

7. 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 particuliére on

distingue :
7.1. 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 11)

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
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Figure 11 : matériel du test rapide

7.2. La technique ELISA « Enzyme Linked Immuno Sorbet Assay »
7.2.1. 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

12)
7.2.2. Principe

Les testes ELISA sont des techniques appliquées a la recherche d'AG ou I’AC dans les

liquides biologiques :

1- 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 reéaction AG-AC est détecte par I’addition d’un conjugué est un AC ou AG sue lequel est
fixe une enzyme.

3- la présence de I’enzyme conjugue fixée sur le complexe AG-AC est révélée par 1’addition
s’un substrat qui passe d’une phase non colorée a une phase colorée, 1’intensité de cette

activité enzymatique est mesurée par spectrophotometre
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Figure 12 : microplaque d’ELISA

8. Matériels et Méthodes

8.1. Matériels et produits

8.1.1 Test rapide

- Une bandelette

- Sérum du sujet (centrifugation)
- Pipette automatique

- Des gants

- Une carte de test

8.1.2. Matériel d’ELISA

- Couvercles de plaquettes

- Micropipettes

- Etuves incubateur réglée a 37 °C
- Centrifugeuse

- Spectrophotométre
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- Laveur
- Imprimante

8.1.3 Réactifs (réactifs préts a I’emploi selon le protocole)

(Bio-Rad Marnes, 2013) (Figure 13)

- Réactif 1 : Diluant R1

- Réactif 2 : Contrble positive

- Réactif 3 : Contrdle négative

- Sérum ou Plasma des patients

- Réactif 4 : Conjugue R7

- Réactif 5 : (Conjugue R8 +Conjugue R9)
- Réactif 6 : Stopingl

Figure 13 : les réactifs de la technique

8.2. Mode opératoire (Bio-Rad Marnes, 2013)
8.2.1 Test rapide

Peser 50ul de sérum dans la zone de détection sur la bandelette spécifique et laisser agir

quelque minute, aprés en peux lire le résultat manuellement.

8.2.2 Technique ELISA

Le principe d’utilisation dans le laboratoire :
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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 Contréle positive

Puits 3 : 50ul Contrdle positive

Puits 4 : 50ul Controle positive

4 -Ajouter 100l 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

8- ajoutez 100ul conjugue R7

9- incubation pondant 30 min a 37°C

10- lavage 5 fois

11-Ajoutez 80l solution de (R8 (100ul) + R9 (10ul))

12- incubation pondant 30 min a température ambiante au loin de la lumiére
13- ajoutez 100ul ° de réactif de stop

14- lire au spectrophotomeétre

15- imprime les résultats

9. Calcul et interprétation des résultats :
9.1 Test rapide

Cas positive : apparition des barre rouges dans la fenétre contréle annoter contréle et la
fenétre patient annoter patient sur la bandelette tout couleur rouge visuelle dans la fenétre

patient doit étre interpréter comme un résultat positif
9.2 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 contrdle négatif (DO) :
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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%

10. Interpretation des résultats

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

considéres Négatifs

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
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1. Répartition des patients en fonction du sexe

Résultats et discussion

Cette population représente des proportions de 49, 3% hommes et 50,7% femmes

(Figure 14)

B Femmes 50,7%

m Hommes 49,3%

Figure 14: Répartition des patients en fonction du sexe

2. Répartition des patients en fonction du sexe et les cas positifs et négatifs :

Cette population représente le nombre des cas positifs 50 et les cas négatifs 819

Tableau04: Répartition des patients en fonction du sexe et les cas positifs et négatifs .

Hommes Femmes Total
Cas positifs 40 10 50
Cas négatifs 388 431 819
Total 428 441 869
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Cas positifs ~ Cas négatifs Total

Figure 15 : Répartition des patients en fonction du sexe les cas positifs et négatifs

Les résultats du tableau 3 laissent remarquer que dans les échantillons examinés, sur les 869

patients, il se retrouve 428 hommes et 441 sont des femmes
Et des proportions de 49,3% chez les hommes et 50,7% chez les femmes.

Les résultats du tableau 4 montrent que les patients du sexe masculin présentant un dépistage

positif, on note 40 sur 428 ce qui est de I’ordre de 9,3%.

Tandis que les patients du sexe féminin présentant un dépistage positive, on note 10 sur 441ce
qui est de I’ordre de 22 ,7%.

Durant cette étude les hommes semblent plus disposés et plus exposés a I’infection par le
virus de I’hépatite C, et qui confirme les résultats obtenues par (Kechida et al, 2006). (Figure
15)

3. 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 3)
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Tableau 05 : les technique utilise pour le diagnostique du HCV

Tests rapides

Technique ILISA

Cas positifs

8

42

Cas négatifs

19

800

Total

27

842

900

800

700

600

500

M cas positifs

400 M cas négatifs

300 Total

200

100

Tests rapide Technique ILISA

Figure 16 : les techniques utilisées pour le diagnostique du HCV

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
spécifiqguement 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'étude de

I'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
posseédent une excellente sensibilité et une bonne spécificité mais elle prend des heures
(Fiegel N, 2014) (Figure 16)




Conclusion



Conclusion

Conclusion

La découverte du virus de I'hépatite C (VHC) remonte & 1989 (Choo et al, 1989).
Depuis cette date, de nombreux progres 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 probléme 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, 1’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 serologique, 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 sGrement l'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 terminee 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
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identifiés dans les pays industrialisés. Si le r6le de la transfusion est limité, le sang peut étre
en cause lors d'injections ou de pigdres 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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Résumeé

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 I'népatite 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.

Le diagnostique sérologique a été effectué suivant deux méthodes couramment utilise
dans le domaine médicale. ELISA, est I'une des techniques la plus utilisé la plus fiable des
techniques immun sérologiques dans la détection des particules virales a des quantités trés

infimes.

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

Abstract

Hépatites 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.

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.

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