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1. Le centre régional de transfusion sanquine de Feés :

La transfusion sanguine consiste a administrer le sang et ses dérivés d’un sujet

sain (donneur), a un sujet malade ou accidenté (receveur).

Le don de sang constitue un geste de générosité et de solidarité qui peut sauver des

vies humaines.

Le Maroc dispose depuis la deuxieme guerre mondiale d’un systéme transfusionnel,
actuellement en pleine évolution. Il a connu une certaine rapidité d’expansion en
fonction de 1’évolution du réseau hospitalier marocain et du progres scientifique en

matiére de transfusion sanguine.

a. Organisation de CRTS:

Le centre régional de transfusion sanguine de Feés fait partie du réseau National
de Transfusion Sanguine composé de 16 CRTS, de 13 Banques de Sang (BS) et de
24 Antennes de Transfusion, tous sous la dépendance du Centre National de
Transfusion Sanguine (CNTS), placé sous la tutelle du Ministere de la santé et
relevant hiérarchiqguement de la direction des hdpitaux et des soins ambulatoires.

I1 s’agit de I’un des plus importants centres du Maroc.
b. Rolesdu CRTS:

» Promouvoir le don du sang et organiser des collectes pour promouvoir
I’autosuffisance en produits sanguins labiles (PSL).

> Préparer et fournir les (PSL) nécessaires aux malades et aux banques de
sang.

» Garantir la qualité et la sécurité des produits.

» Faire les tests immunohématologiques permettant d’éviter une
incompatibilité donneur-receveur.

» Assurer le contr6le médical des donneurs via I’examen biologique et
chimique.

» Assurer le perfectionnement de son personnel medical et paramédical via la

formation continue en collaboration avec le CNTS.



c. Les différents rayons du CRTS :

Le CRTS comporte 4 services pour le déroulement du don de sang :

e Le service d’accueil : pour D’inscription et la récolte des renseignements
nécessaires pour constituer le dossier du donneur (nom, CIN....).

e Le service médical : I’entretien médical a pour but de recueillir des
informations sur 1’état de santé du donneur et de rechercher d’éventuelles
contre-indications au don de sang.

e Lasalle de prélevement : le préléevement du sang veineux est réalisé sur un Kit
triple poche, et sur deux tubes, un pour la sérologie et I’autre pour le
groupage.

La poche de sang est ensuite acheminée vers les rayons suivants :

» L’immuno-hématologie.

» La production.

» Lasérologie.

> Ladistribution.



2. Organigramme CRTS :
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3. Obijectif du stage :

Le module du projet de fin d’¢études (PFE) constitue non seulement un
récaputilatif des cours, mais nous permet aussi de compléter les acquis des multiples
travaux pratiques, sur le terrain professionnel.

Mon séjour dans le CRTS m’assure I’acquisition d’un savoir faire trés
valorisant, il me permet de renforcer mes connaissances en matiere de méthodologie
de travail puis d’approfondir mon sens d’analyse et d’interprétation de situations
diverses.

Ce stage est pour moi une initiation a la vie active du laboratoire, et I’occasion

d’explorer mes talents professionnels. Il a comme objectif de :

> Mettre le spot sur les efforts déployés dans le domaine de la transfusion
sanguine afin de réduire le risque de transmission de 1’hépatite C relatif a

cette pratique.

» Evaluer la prévalence de I’infection a VHC chez les donneurs de sang du
CRTS Fes.

» Apprendre certaines techniques biologiques et principalement I’ELISA
dont le but d’ajouter a mes connaissances théoriques acquises en matiere de

Biologie et santé, d’autres connaissances d’ordre pratique.
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Introduction générale :

L’hépatite est une atteinte inflammatoire du foie le plus souvent consécutive a

I’infection par I’un des virus de I’hépatite.

C’est en 1989, que I'utilisation des techniques de biologie moléculaire a permis
I’identification du virus de I’hépatite C, responsable de la majorité des hépatites
n’ayant pas les marqueurs sérologiques de I’hépatite A et de I’hépatite B ( hépatite

non A, non B).

L’hépatite C pose un véritable probléme de santé publique par sa prévalence
élevée. La prévalence mondiale de I’hépatite C est estimée selon ’OMS a 3 % soit
170 millions de personnes atteintes. Cette infection est le plus souvent

asymptomatique.

Dans environ 20 % des cas, cette hépatite évolue spontanément vers la guérison,
mais dans environ 80 % des cas, elle évolue de maniére insidieuse vers la
chronicité. L’état chronique expose un grand nombre de patients a des
complications parmi lesquelles les plus graves sont la cirrhose (20 % des cas) et le

carcinome hépatocellulaire (3 a 5 % des cas).

L’identification du génome du VHC a ouvert la voie a la mise au point de trousses
diagnostiques permettant soit la recherche d’anticorps témoignant d’un contact avec
le VHC (anti-VHC), soit la mise en évidence de la présence du génome du virus
(recherche de I’ARN de VHC).

En I’absence de vaccin contre le VHC, la prévention est plus que jamais une
priorité, basée sur le dépistage et la maitrise des voies de transmission du virus, d’ou

I’obligation du dépistage systématique de 1’hépatite C sur tous les dons de sang.

Outre son intérét scientifique, I’infection a VHC illustre la complexité des
problématiques en virologie humaine et la nécessité de les intégrer dans un contexte
pluridisciplinaire.

Dans ce travail, le principal objectif est focalisé sur la mise en évidence des
anticorps anti-VHC par le dépistage ELISA, chez des donneurs de sang et des
patients marocains présentant un risque d’infection 8 VHC, ainsi que sur la maitrise

des techniques de dépistage.
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I. Généralités : hépatites virales

Les hépatites virales sont des inflammations du foie qui sont principalement dues
a une infection par des virus a tropisme héepatique.

Elles sont caractérisées par une nécrose hépatocellulaire diffuse. Elles évoluent sous
une forme aigue et /ou chronique et présentent des manifestations cliniques
variables depuis les formes asymptomatiques jusqu’aux formes graves et mortelles.

Les hépatites virales sont de plusieurs types et c’est la terminologie alphabétique
qui a été retenue pour leur nomenclature (A, B, C, D, E....).

Tableau 1 : Les hépatites virales

Virus Genome Transmission Evolution vers la
chronicité
Hepatite A (VHA) ARN Oro-fecale 0%
Picornaviridae
Hépatite B (VHB) ADN Sexuelle Nouveaux-nes 90%
Hepachaviridoe Parenterale Adultes 5%
Perinatale
Hépatite C (VHC) ARN Parenterale 85%
Flaviviridae
Heépatite D (VHD) ARN IdemaVHB | Co-infection VHB :5-10%
VHB requis Surinfection VHB : 80%
Hepatite £ (VHE) ARN Oro-fecale 0%
Calicivirus
Hepatite & (VHE) ARN Parenterale 80%
Flaviviridae
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Il. L’hépatite C :

1. Historigue :

Dans les années 70, en développant des tests sérologiques pour la détection
des virus de I’hépatite A et B chez des patients atteints d’hépatite, Feinstone et
collaborateurs observerent que certains patients étaient séronégatifs pour le virus de

I’hépatite A et B. Ils en déduisirent I’existence d’un agent inconnu pouvant causer

les hépatites non A non B (NANB) (1).

En 1978, Alter et son équipe réussirent a infecter les chimpanzés a partir des
sérums des patients ayant une hépatite NANB a transmission parentérale (2).
Cependant, aucune technique classique n’a permis I’isolement d’antigénes, ou de

particules infectieuses.

Dix ans plus tard, Choo et al. Produisirent une banque d’ADN complémentaire,
a partir du sérum de ces chimpanzés infectés, puis criblérent cette banque avec des
sérums des patients atteints de 1’hépatite NANB (3). Cet ingénieux procédé a permis
de préciser la séquence du génome viral et d’identifier les caractéristiques
moléculaires de 1’agent causal des hépatites NANB que nous appelons aujourd’hui
le virus de I’hépatite C. Cette découverte a permis la mise au point d’un dépistage
ELISA, mettant ainsi fin a la premiére cause de transmission du VHC, a savoir, la

transfusion sanguine.

2. Structure du VHC :

2.1. Classification et structure du virus :

Le virus de I’hépatite C est classé dans la famille des Flaviviridae. Cette
famille est constituée de trois genres : le genre flavivirus (virus de la fiévre jaune,
virus de la Dengue), le genre pestivirus (virus de la peste porcine, virus de la
diarrhée bovine), le genre hepacivirus (VHC) (4). C’est un virus a tropisme
restreint, puisqu’il infecte principalement les hépatocytes, mais peut également étre

retrouvé dans les cellules dendritiques et les cellules mononuclées sanguines.

C’est un virus de petite taille (55 a 65 nm de diametre), dont I’enveloppe,
dérivée de la membrane de la cellule infectée, contient deux glycoprotéines virales
Elet E2 qui se présentent sous la forme d’un hétérodimére non covalent.
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A P’intérieur de I’enveloppe se trouve une capside icosaédrique renfermant le

génome compos¢ d’une molécule d’ARN simple brin.

Nucicocapsid {(Coic) = E1/E

ke Enveloppe

Figure 1 : structure du VHC

2.2.  Organisation génomique du VHC :

Le génome du VHC est constitué d’un ARN monocaténaire riche en G-C, de
polarité positive, comprenant environ 9600 nucléotides. Les régions non codantes
(NC), situées aux extrémités 5’et 3’du génome, encadrant une phase unique de
lecture qui code pour une polyprotéine d’environ 3000 acides aminés. La
polyprotéine, secondairement clivée par des protéases cellulaires et virales, génére
des protéines virales structurales (capside, E1 et E2) et non structurales (NS2, NS3,
NS4, NS5) (5). Les protéines structurales sont situées a 1’extrémité N-terminale de
la polyprotéine et sont codées par le premier tiers du génome. Les deux tiers restants

codent pour des protéines non structurales.

o Larégion 5’non codante

Cette région de 341 nucléotides est la plus conservée du génome. Elle contient un
site interne d’entrée des ribosomes cellulaires impliqué dans I’initiation de la
traduction.
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e Larégion 3’ non codante :

Elle est de longueur variable, située en aval du cadre unique de lecture, elle
comporte une structure hautement conservée d’environ 27a 45 nucléotides dont le

role reste inconnu.

X/

«» Les protéines structurales :

Les protéines structurales sont situées a I’extrémité N-terminale de la polyprotéine :

» La protéine Core (C ou p 21) : elle forme la capside du virus. Il s’agit de la
premiére protéine codée par le génome viral. Elle est clivée par un signal peptidase.
Cette protéine est trés conservée d’une souche virale a I’autre et elle est fortement
antigénique.

» Les glycoprotéines de I’enveloppe E1 et E2 : les glycoprotéines E1 et E2
sont des composantes essentielles de I’enveloppe des virions. Elles sont impliquées
dans la reconnaissance cellulaire et ’interaction des particules virales avec les
molécules réceptrices et la pénétration du virus dans la cellule.

« Les protéines non structurales :

» NS2 : est une protéine transmembranaire de 23 kDa formant avec NS3 une
protéase auto-catalytique.

» NS3 et NS4A : NS3 est une protéine hydrophile de 67 kDa qui possede un
domaine protéase dans son tiers N-Terminale et un domaine NTP-ase / hélicase
dans ces deux tiers C-terminaux. L’activité sérine protéase de 1’hétérodimere formé
par NS3et NS4A, assure le clivage des protéines situées en aval. L activité hélicase
de NS3 pourrait servir a séparer les deux brins positifs des deux brins négatifs lors
de la réplication.

» NS4B : est une petite protéine hydrophobe de 27 kDa transmembranaire
intégrale dont la fonction n’est pas bien connue.

» NS5A : protéine modéerément hydrophile existant sous deux formes
distinctes de 56 et 58 kDa. Elle inhibe 1’action d’interféron au cours de 1’infection et
pourrait étre a I’origine de certaines résistances au traitement.

» NS5B : protéine phosphorylée de 68 kDa, il s’agit de I’ARN polymérase
ARN dépendante. Elle contient des motifs conservés.
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Virus de I’éhépatite C (HCV)

GENOME DE L'HCV : RNA+

région §' non codante  région 3' non codantd

E1 EZ NS2 NS2 NS4 NSSA NSSB\ ------- 13'

apside gp d'enveloppe ¢ NS = protéines non structurales

Précuérseur polypeptidique unique géant

Clivages par protéases cbliu!airesl Clivages par protéases virales

A -

E1 E2 NS2 NS3 NS4ANS4ABNSS5A NS5B
_ Protéases RNA polymérase
Cours VI —illustration 2/4 % cible potentielle pour des antiviraux

Fiqure 2 : organisation génomique du virus de I’hépatite C

3. Variabilité génétique :

La comparaison des séquences d’un grand nombre d’isolat du VHC provenant
d’individus de différentes régions géographiques a montré que la variabilité
génétique de la séquence nucléotidique du VHC est tres importante. Cette variabilité
génétique estimée & 2x107 substitutions par site et par an, est liée au défaut de

I’activité correctrice de I’ARN polymérase.

Cette variabilité n’est pas répartie de fagon homogéne sur I’ensemble du génome : la
région 5’NC est tres fortement conservée avec plus de 90 % d’homologie entre les
souches (6). La région codant pour la capside est conservée a un degré moindre avec
81 a 88 % d’identité entre les souches. Les autres régions du génome présentent une
variabilité de séquence comprise entre 57 % pour la région NS2 et 70 % pour les
séquences des autres proteines non structurales. La région la plus variable du
génome est la séquence codant pour les glycoprotéines d’enveloppe Elet E2.
Certaines zones des protéines d’enveloppe présentent plus de 50 % de variation

nucléotidique entre les isolats : ce sont les régions hypervariables (HVR). Le
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domaine « hypervariable » HVR1 de 27 acides aminés situé dans la région N-

terminale de la protéine E2, présente un taux de mutations élevé.

Suivant le degreé de divergence entre les souches, une classification en génotypes
(chiffre) et sous types (chiffre + lettre) a été établie. A 1’heure actuelle, six

génotypes viraux et plus de soixante dix sous- types ont été identifiés.

Europe du Nond ¢ Bussie -

Anhh'ullL "
~Nouvelle Eélan |l|_

Y €:0:0:0:0:0:0

Figure 3 : la répartition géographique par génotype.

La plupart des génotypes du VHC ont une répartition mondiale. Ainsi le sous
type 1b est le plus fréquent au Japon et en Europe de 1’Ouest, le génotype 2 est plus
fréquent au Japon et en Chine que dans les autres pays. Le génotype 3 est frequent
dans les pays européens et en Inde. Le génotype 4 est majoritaire dans certains pays
africains (Gabon, Egypte, Cote d’Ivoire). Le génotype 5a été localisé en Afrique
du Sud et reste relativement rare. Le génotype 6, découvert a Hong-Kong ou un
tiers des donneurs de sang infectés par le VHC le sont par ce génotype, ce dernier

est essentiellement localisé dans les pays d’Asie du Sud Est (7).

Au Maroc, le sous-type 1b est prédominant (47%) ainsi qu’en France (40 % des
cas).
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4. Cycle de réplication virale :

7. Sécrétion

&

. EEA S
morphogénése JARN

o : | 2 Décapsidation |

?:ﬁ Zus

¥ \ | v
: Clivage de la | ™
£ A3 \ == e

= Mt ()

Figure 4 : le cycle viral du VHC

WMy

4.1. Etapes précoces du cycle :

Les fonctions d’attachement et de pénétration du VHC dans la cellule ont été
particulierement difficiles a étudier en raison de 1’absence de systéme de culture in
vitro de ce virus.

Cependant, les mécanismes impliqués dans ces étapes ont progressé au cours des
derniéres années grace a I’utilisation des différents mod¢les (chimpanzé, souris) (2).
Le complexe récepteur cellulaire CD8L1 et le récepteur scavenger de classe B, et de
type | (SR-B1) sont initialement isolés sur la base de leur capacité a se lier a une
forme soluble de la glycoprotéine virale E2, lors d’expérience in vitro (8).

La premiére étape de la reconnaissance et de liaison serait suivie d’une modification
conformationelle de I’hétérodimeére E1-E2 qui provoquerait la fusion des
membranes cellulaire et virale gréce a I’intervention d’un peptide de fusion. Cette
étape aboutirait a I’internalisation de la nucléocapside dans le cytoplasme de la

cellule.
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4.2. Réplication, assemblage, et excrétion des virions :

La réplication commence par la synthése d’un ARN complémentaire de
polarité négative. Ce brin néosynthétisé, sert de matrice pour la synthése d’un
nouveau brin de polarité positive sous 1’action catalytique d’'une ARN polymérase
ARN dépendante. Les nouveaux brins synthétisés sont soit traduits pour former de
nouvelles protéines virales, soit encapsidés lors de la formation de nouveaux

virions. Les virions matures sont excrétés apres une étape de bourgeonnement.

5. Modes de transmission du VHC :

I est bien établi que le virus de I’hépatite C se transmet essentiellement par
voie parentérale ; les transmissions sexuelle et mere-enfant sont rares. Les deux

principaux modes sont : la toxicomanie intraveineuse, et la transfusion sanguine.

5.1. La transfusion sanquine :

La transfusion des produits sanguins a été la premiére cause reconnue de
transmission et a joué un rdle majeur dans la diffusion de I’infection. Ce mode de
transmission a presque completement disparu depuis 1991 dans les pays développés
du fait du dépistage systématique et des mesures d’inactivation virale dans la
préparation des produits dérives du sang. Le risque résiduel de transmission du
VHC est estimé en France en 1997 a 1 pour 204 000 dons de sang, alors que celui
du VHB est estimé a 1 pour 220 000 dons de sang.

Des mesures biologiques de prévention ont permis de réduire progressivement

le risque transfusionnel de contamination par le VHC :

» Elimination des poches de sang ayant un taux d’Alanine Amino-transférase
(ALAT) supérieur a 2 fois la normale.

» Elimination des poches de sang contenant des anticorps anti-HBs.
Utilisation des tests ELISA anti-VHC de premiere génération (1990), puis de

deuxiéme génération (1991), et enfin de troisieme génération en 1993 (9).

5.2. Latoxicomanie intraveineuse :

La toxicomanie intraveineuse représente le groupe de risque le plus touché

par le VHC. Le partage d’aiguilles et de seringues par les usagers de drogues
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constitue le mode de contamination prépondérant.

Malgré les mesures de prévention, 1’'usage progressif de seringue a usage unique, la
toxicomanie intraveineuse reste le principal facteur de risque d’infection par le

VHC, depuis la réduction majeure du risque de transmission transfusionnelle.

5.3. Les autres modes de transmission :

» La transmission sexuelle :

Dans plusieurs études, la prévalence des marqueurs du VHC était plus élevée chez
les homosexuels que dans la population générale, ces marqueurs sont trouvés chez

seulement 3 & 6 % de partenaires sexuels réguliers de sujets infectés.

» La transmission verticale (mére - enfant) :

La transmission est probablement périnatale et 1’allaitement maternel ne constitue
pas un facteur de risque.

Ce risque de transmission est majoré, en cas de charge virale élevée chez les
femmes co-infectées par le HIV avec un ordre de 20 % (10).

> Transmission nosocomiale :

Par I’intermédiaire d’instruments ou d’aiguilles souillés de sang infecté et
insuffisamment desinfectés (11), la contamination par le VHC peut donc se faire a
I’occasion de soins médicaux diagnostiques ou thérapeutiques, en cas de faute
d’asepsie ou de procédure de désinfection insuffisante. Des transmissions du VHC
ont été rapportées dans des unités d’hématologie, lors d’hémodialyses,
d’endoscopies digestives avec biopsies et dans des procédures d’anesthésie ou la

grefte d’organe.

Aujourd’hui, un meilleur respect des régles universelles d’hygieéne et des
recommandations de désinfection du matériel médical non jetable et le
développement de matériel a usage unique devraient permettre une quasi-disparition

de ce type de risque nosocomial.

> Risque professionnel :

Pour les professionnels de santé, le risque est faible, mais il ne doit pas étre

négligé. Il se limite pour 1’essentiel aux accidents d’exposition au sang avec une
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aiguille creuse ayant servi aux soins d’un patient infecté par le VHC. Dans cette

circonstance, le risque a été estimé a 1,5 % a 10 %.

5.4. Autres moyens de transmission :

Le tatouage, le piercing, I’acupuncture, la scarification, les pratiques d’aspiration de
sang a I’aide de ventouses, la circoncision (30 % des femmes porteuses du VHC en
Egypte) et le partage d’objets congus pour usage personnel (objets de toilette)

constituent aussi des moyens de transmission potentiels (12).

5.5. Co-infection par le VHC et le VIH :

De part leur voie de transmission commune, la co-infection par le VHC et le
VIH est fréquente ; une infection par le VHC touche jusqu’a 20 % des sujets
infectés par le VIH.

6. Prévalence mondiale et épidémioloqie :

L’Organisation Mondiale de Santé estime que 170 millions de personnes dans
le monde, soit une prévalence de 3%, sont infectés par le VHC. Parmi eux, 130
millions sont porteurs chroniques et risquent de développer une cirrhose ou un

carcinome hépatocellulaire.

Bien que le VHC soit endémique dans le monde entier, il existe une grande
variabilité géographique dans sa distribution. Dans les pays industrialises, la
prévalence de la maladie est faible (<1%) en Australie, au Canada, et en Europe du
Nord. Elle est d’environ 1% dans les pays d’endémicité moyenne, comme les USA
et la plupart des pays de I’Europe. Cependant elle est élevée (<2%) dans de
nombreux pays d’Afrique, d’Amérique latine et du Sud Est asiatique. Dans ces

pays, la prévalence oscille entre 5 % et 10 % voire parfois plus.

En France, la prévalence de la séropositivité VHC estde 1,1a 1,2 % de la

population.

Le Maroc semble situé, d’aprés des études préliminaires effectuées chez les
donneurs de sang et les femmes enceintes, dans une zone a prévalence moyenne. La
prévalence chez les donneurs de sang est de 1,25 % en 1993 et 1,3 % en 1996 (13).
L’hépatite C est souvent silencieuse. On estime ainsi qu’environ 70 % des porteurs

chroniques n’ont pas été dépistés.
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Figure 5 : prévalence du VHC a travers le monde.

I1l.  Physiopathologie de Uinfection par le VHC

1. Histoire naturelle de l’infection par le VHC

Le principal risque de I’infection par le virus de I’hépatite C est la fibrose, qui
est la conséquence de I’inflammation chronique du foie. Elle est caractérisée par le
dép6t de la matrice extracellulaire conduisant a une modification de 1’architecture
hépatique associée a des anomalies de la microcirculation et de la fonction
hépatocellulaire. Elle peut aboutir a une cirrhose et ses complications (insuffisance

hépatocellulaire, hémorragie digestive, carcinome hépatocellulaire).

23



Infection par le VHC

Hépatite Aigué
20-30% avec des symptimes

asymptomatique
20 430%

Carcinome Hépatocellulaire (CHC)
-7¢me cancer le plus fréquent chez 'homme
-Trés mauvais pronostic

Chen & Morgan, 2006

20 440
années

Hépatite Chronique
Active

\

Cirrhose

10 4 20% au bout de 10 ans

y

Carcinome

Hépatocellulaire
14 4% par an

Figure 6 : histoire naturelle de la maladie apres linfection par le

VHC.

2. Hépatite aigue :

Le début de I'infection par le VHC est difficile a déterminer, puisque la majorité

des hépatites aigués sont asymptomatiques.

Quel que soit le mode de transmission du virus, I’hépatite aigue survient aprés une

période d’incubation d’environ 4 & 12 semaines. Elle reste donc inapercue dans plus de

90 % des cas, ou s’accompagne d’une symptomatologie modérée.

Le premier marqueur de I’infection par le VHC est I’apparition d’ARN viral

détectable dans le sérum par PCR dés la premiére semaine apres la contamination (14).

Les anticorps anti-VHC sont détectables au stade aigu de I’hépatite dans la plupart des

cas. Il arrive que dans certains cas, la séroconversion survienne tardivement une a

plusieurs semaines apres le pic des transaminases. Les transaminases s’élévent avant

I’apparition des symptdmes. Le pic des transaminases est le plus souvent supérieur a

10 fois la normale méme si des valeurs plus basses peuvent étre observeées.
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L’incidence de I’éradication spontanée de VHC (disparition de I’ARN viral) apres une
hépatite aigue varie de 11 % a 46 %.
La réponse cellulaire immunitaire, en particulier la réponse des lymphocytes T, joue un
role essentiel dans I'élimination spontanéee du virus. Les lymphocytes T helper (CD4+)
sont répartis en 2 classes : les lymphocytes Th1, qui sont nécessaires a la prolifération
des lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) et a I'activation des cellules natural killer, et
les lymphocytes Th2, qui inhibent I'action des cellules Thl. Lors de la phase aigué de
I'infection virale C, il existe une activation principalement des cellules Th1(15).
Les cellules T CD8+ éliminent les cellules infectées, les cellules Thl contrdlent
I'importance de la réponse des cellules T CD8+ et les cellules Th2 suppriment la
réponse des lymphocytes T CD8+.
Les facteurs associés a une elimination spontanée du virus sont les suivantes :

> Sujet de race blanche (16).

> Hépatite aigue ictérique.

» Absence de co-infection par le virus de I’immunodéficience humaine.

> Faible pic de virémie (16).

3. Hépatite chronique :

Environ 80% des personnes infectées par le VHC ne parviennent pas a éliminer
le virus et développent ainsi une hépatite chronique persistante. Cette capacité a
produire I’hépatite chronique est I’une des caractéristiques les plus frappantes de

I’infection par le VHC.
On peut distinguer trois types d’hépatites chroniques :

+ Hépatite chronique avec transaminases normales :

Parmi les malades ayant des anticorps anti-VHC positifs, certains, malgré la
présence d'une multiplication virale (ARN viral détectable par PCR dans le sérum),
ont une activité des aminotransférases normale. Cette derniére est définie par une
activité sérique de l'alanine aminotransférase (ALAT) normale sur 3 prélévements

distincts effectués durant une période de 6 mois (17).

La prévalence des malades ayant un ARN viral détectable et une activité des

aminotransférases normale de fagon répétée varie de 7,5 % a 53 %.
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+ Hépatite chronigque minime :

L’hépatite chronique minime est asymptomatique, caractérisée par une maladie
minime du foie avec de I’ARN détectable dans le sérum par PCR et des

transaminases modérément élevées.

+ Hépatite chronique modérée ou séveére :

L'hépatite chronique C modérée ou sévere est dans la plupart des cas
asymptomatique bien qu'elle puisse exister une asthénie ou certaines manifestations
extra-hépatiques. Le bilan hépatique met en évidence une élévation de l'activité
sérique de I'ALAT et, a I'heure actuelle, c'est la ponction-biopsie hépatique qui

permet d'évaluer la gravité de la maladie.

4. La cirrhose et ses complications :

La cirrhose est définie par I’association de trois 1ésions : des lésions
hépatocellulaires, I’existence d’une fibrose, et la présence de nodules de
régénération. Il s’agit du résultat de la lente transformation du foie en un organe
dur, avec une surface irréguliere et dont le volume augmente au début et diminue en

fin d’évolution.

La cirrhose peut survenir au terme de 20 années d’évolution dans environ 30 % des

cas. Les deux principales conséquences de la cirrhose sont :

+ L’insuffisance hépatique qui se traduit par une destruction du tissu hépatique
fonctionnel.

+ L’hypertension portale qui constitue un obstacle a la circulation du sang qui
s’accumule dans les veines du tube digestif. Ces derniers se dilatent et se

transforment en véritables varices.

Les complications de la cirrhose sont dominées par le carcinome hépatocellulaire

qui se développe chez plus de 30 % des patients aprés 10 ans d’évolution.

5. Manifestations extra hépatigues :

La cryoglobulinémie est le syndrome le plus couramment associé a I’infection par

le VHC et est présente chez 19 a 50 % des patients ayant une hépatite chronique C.

L’infection 8 VHC peut étre associée a une apparition des auto-anticorps (anti-

26



noyaux, anti-muscles lisses, anti-microsomes de foie et de rein LKM,....) qui
pourrait orienter vers une hépatite auto-immune, vers des troubles dermatologiques
(la porphyrie cutanée tardive, lichen plan) et vers des troubles de la thyroide

(hypothyroidie en général) (18).

IV. Movyens diagnostiques de I’hépatite virale C.

Le diagnostic virologique, a partir du sérum ou du plasma des patients, repose
sur des tests directs de biologie moléculaire qui se basent sur la détection de I’ARN
du VHC et sur des tests indirects de sérologie, permettant de détecter des anticorps
dirigés contre les différents génotypes du VHC.

1. Le bilan biochimique :

+* Les Transaminases.

ALAT = enzymes qui se trouvent normalement a l'intérieur de I'hépatocyte. Elles se
liberent dans le sang en cas de destruction totale ou partielle de ces cellules. Le taux
des ALAT dans le sang sert a diagnostiquer et suivre les maladies du foie. Les
ALAT avec les aspartate amino-tranférase (ASAT) sont des enzymes qui se
trouvent normalement a l'intérieur des cellules et a une faible quantité dans le sang.
Quand les cellules du corps meurent dans des proportions anormales ou quand elles
sont abimées, comme c'est le cas lors des hépatites, ces enzymes se liberent
massivement dans le sang, ce qui fait augmenter trés vite leur concentration

sanguine.

Une élévation importante du taux des ALAT est un signe de I'hépatite C, méme si ce
n'est pas un signe spécifique. D'autres tests (PCR) sont alors nécessaires pour
déterminer si une personne souffre de I'népatite C ou non. Lors du suivi des
personnes atteintes par I'hépatite C, le taux des ALAT montre le niveau de la

destruction des hépatocytes.

2. Examens sérologiques.

La détection des anticorps anti- VHC, dans le laboratoire de Sérologie au
niveau de CRTS de Fes, repose uniquement sur le test ELISA de troisieme

génération appelé le dosage Murex anti-VHC, qui permet la détection des anticorps
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anti-protéines virales structurales ( capside) et non structurales ( NS3, NS4, et

NS5). Les techniques de Biologie Moléculaire ne sont pas encore appliquées.

2.1.  Test de dépistage.

+ Principe général du test ELISA.

La technique ELISA (Enzym-Linked-Immuno-Sorbant-Assay) est une
technique immuno- enzymatique. Elle offre la possibilité de détecter aussi bien des
antigénes que des anticorps dans un liquide biologique.

La spécification des tests ELISA parait satisfaisante avec 1’apparition des tests de
troisieme génération qui comprennent les protéines du core, les protéases/hélicases
NS3, les réplicases NS4 et NS5 qui présentent une sensibilité significativement
meilleure, en particulier une réactivité plus élevée avec I’antigéne NS3 et une

détection plus précoce de la séroconversion (19).

Le test ELISA 3, a une spécificité de plus de 99 %. Malgré cela, des fausses
réactions positives peuvent étre observes chez les donneurs de sang, et un test de

validation doit étre toujours effectué.

2.2. Test de validation :

Appelé a tort test de confirmation. La présence d'anticorps anti-HCV chez un
sujet n'est pas le signe obligatoire d'une infection. Elle peut étre le signe d'une
séquelle sérologique due a une infection ayant évolué vers la guérison.

Les tests de validation permettent d'analyser la spécificité de la réponse anticorps
anti-VHC c'est a dire de préciser le profil des anticorps vis-a-vis de différentes
molécules.Ces tests reposent sur le principe d'une technique immuno-enzymatique.
Le test de validation le plus utilisé et le plus reférencé dans la littérature est le test
RIBA (Recombinant-Immuno-Blot-Assay).

Le RIBA est fondé sur une technique d'immunoblot permettant la détection
semi guantitative des anticorps. Quatre antigenes spécifiques sont fixés sur une
bandelette de nitrocellulose : C100 (antigéne de la région NS4), C33 (antigéne de la
région NS3), C22 (antigene du Core de la capside) et NS5. La présence d'anticorps
specifiques de ces quatre antigénes est révélée par technique immuno-enzymatique

donnant au RIBA la valeur d'un test analytique qualitatif et semi quantitatif
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(I'intensité du signal est proportionnelle a la quantité d'anticorps fixés sur chaque
antigéne recombinant) (20).

3. Techniques d’étude du VHC par Biologie Moléculaire.

Les tests fondés sur I'étude de I'ARN du VHC peuvent étre classes en trois
grandes catégories : les méthodes de détection de I'ARN du VHC, les méthodes de

quantification de I'ARN du VHC, et les méthodes de détermination du génotype.

3.1. Détection de I’ARN viral par la réaction de polymérisation
en chaine « PCR » .

L'ARN du VHC est présent en quantité trop faible pour étre détecté par les
méthodes d'hybridation classique, une étape préalable d'amplification est alors
nécessaire. Elle peut étre assurée par deux types de techniques :

e |es techniques d'amplification de la cible:

Elles sont essentiellement représentées par la RT- PCR qui consiste en une
reverse transcription de I’ARN viral en ADNc, suivie d’une PCR classique.
La RT- PCR de I’ARN du VHC existe sous un format industriel standardisé
(Amplicor HCV. Roche Diagnostic Systems).

+ Principe de la PCR :

La PCR est une technique d’amplification d’un segment d’ADN compris entre

deux régions de séquences connues par un procédé d’extension d’amorce. Elle
consiste a utiliser deux amorces oligonucléotidiques, encadrant la séquence a
amplifier. Une de ces amorces est une copie du brin codant et I’autre, une copie du
brin non codant. Sous I’action d’une enzyme (ADN polymérase thermostable),
chaque amorce est allongée dans le sens 5’3’ en une séquence exactement
complémentaire du brin matrice. La répétition des cycles aboutit a une amplification

exponentielle de la séquence cible considérée.

® | es techniques d'amplification du signal :

Elles consistent en une hybridation de I’ARN viral sur un support solide, suivie
d’une amplification du signal, visant a obtenir un grand nombre de signaux pour
chaque molécule d’ARN fixée.. La méthode d’amplification du signal disponible
utilise les ADN branchés (Quantiplex HCV RNA 2.0. Chiron Diagnostics).
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s Principe de ’ADN branché :

L’acide nucléique viral est adsorbé sur un support grace a des sondes de
capture, puis détecté grace a des sondes ramifiées sur lesquelles s’hybrident des
sondes de révélation.

Des molécules luminescentes sont présentes sur les sondes de réevélation; le signal

luminescent est proportionnel au nombre de molécules d'acide nucléique viral

adsorbées.
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Figure 7 : Détection et quantification du génome viral.

3.2. Quantification de ARN viral -

La quantification de ’ARN du virus du VHC, c’est a dire la mesure de la
concentration de genomes viraux dans un fluide ou dans un tissu, est censée refléter

le niveau de la réplication virale dans 1’organisme ou dans I’organe étudié.

Deux types de techniques peuvent aussi étre utilisees, la technique d'amplification
du signal par I’ADN branché et la PCR quantitative.

3.3.  Génotypage :

La détermination du génotype peut avoir une certaine importance pratique.
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En effet, la sévérité des 1ésions hépatiques et la réponse a I’interféron dépendent en
partie du génome viral. Ainsi, le génotype 1, particuliérement le sous type 1b, est
associe a des lésions hépatiques plus severes et a une mauvaise réponse a
I’interféron (21).

«* Principe du test :

La technique LIPA (Line Probe Assay) se déroule en deux étapes successives :
aprés une amplification de la région 5’non codante a I’aide d’amorces universelles,
les produits amplifiés sont ensuite hybridés avec des sondes spécifiques des
différents types et sous types fixés sur des bandelettes de nitrocellulose.

L’hybridation est ensuite révélée par une méthode enzymatique.

Chromogéne Précipité
(NBT/BCIP) pourpre

Phosphatase alcaline

Streptavidine

Biotine
Cible amplifiée

“‘\“ ANNEN
Sonde ADN

Bandelette nitrocellulose ——

Figure 8 : principe du Génotypage : Inno-LIPA

L'ADN biotinylé obtenu aprés amplification par RT- PCR de la région 5' non
codante est hybridée aux sondes oligonucléotides fixées sur la membrane.

Apreés I'étape d'hybridation, la streptavidine marquée a la phosphatase alcaline
(conjugué) est liée a I'nybride biotinylé.

Le chromogéne BCIP/NBT (substrat) forme un précipité violet/ marron lorsqu'il
réagit avec le complexe phosphatase alcaline- Streptavidine, résultant en un profil
de bandes sur la bandelette.
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4. Examen histologique :

La ponction biopsie hépatique (PBH) est nécessaire au diagnostic d’une
hépatite chronique active. Elle est prescrite lorsque la détection qualitative de
I’ARN viral est positive et pour la majorité des auteurs, lorsque les ALAT sont

augmentes.

La PBH consiste a prélever un cylindre du parenchyme hépatique au moyen d’une
aiguille spéciale, en général par voie transpariétale. Cette coupe histologique sera
analysée par microscopie électronique afin d’évaluer le degré d’activité nécrotique

et inflammatoire, et I’existence ou non d’une fibrose, a partir du type de lésions.

Chez un sujet ayant une sérologie de I'népatite C positive, il convient, dans un
premier temps, d'effectuer deux tests simples (dosage des transaminases ALAT et
détection de I'ARN VHC par PCR) afin de distinguer les sujets guéris, les sujets
nécessitant une simple surveillance et les patients chez qui une ponction biopsie

hépatique est indiquée.

Recherche anti-VHC
(2 tests sanguins Elisa)

A A J

Pas d'infection VHC ARN-VHC qualitatif ‘
(sauf immunodéprimé) |

v \j
Négative Positive
\ \
Infection spontanément Infection chronique VHC
guérie (génotype, charge virale,

PBH-Fibrotest

estimation lésions hépatiques)

Figure 9: arbre décisionnel du diagnostic de I’hépatite C

32



V. Traitement de ’hépatite C

Depuis la découverte du virus de 1’hépatite C, I’efficacité du traitement de
I’hépatite C n’a cessé de progresser. En 1989, la monothérapie avec I’ interféron-o
standard permettait d’obtenir moins de 10 % de réponse virologique prolongée
(négativation de I’ARN viral persistant 6 mois aprés 1’arrét du traitement). Avec la
bithérapie associant I’IFN et la ribavirine, le taux de réponse prolongée était environ
40 % en 1998. Les nouveaux IFN pégylés conjugués a du polyéthyléne glycol (IFN-
PEG), utilisés en monothérapie, sont deux fois plus efficaces que les IFN standards
et, recemment, des grands essais controlés ont montré que la nouvelle bithérapie
associant un IFN-PEG et la ribavirine permet d’obtenir 55 % de réponses

prolongées.

1. Le mode d’action de ’interféron :

L’interféron a est une cytokine endogene secretée par les lymphocytes, et
possede des propriétés anti-virales, immunomodulatrices, anti-tumorales et anti-
fibrosante. L’effet antiviral de I’'I[FN-a dans 1’hépatite C est bien démontré avec une
rapide diminution du taux d’ARN VHC sérique suivie d’une diminution du taux
sérique des transaminases (ALAT). L’IFN-a active une cascade de signalisation qui
aboutit a I’induction de nombreuses protéines, les mieux connues sont la protéine
kinase dépendante de I’ARN double brin (PKR), le systéme 2°, 5’oligoadénylate
synthétase / Rnase L, et certaines protéines Mx. L’activation des deux premiéres
voies enzymatiques entraine une inhibition non spécifique de la réplication virale,

en inhibant la synthése des protéines.

Dans I’hépatite chronique C il a été¢ démontré que I’IFN a essentiellement quatre
fonctions (22) : diminution de la réplication virale ; induction d’un état antiviral
dans les cellules non infectées ; augmentation de la lyse des cellules infectées ;

inhibition de la fibrogénése hépatique.

Le remplacement de I’interféron o standard par I’interféron PEG (élimination rénale

plus rapide et demi-vie plus longue), a permis d’accroitre I’efficacité du traitement.

Les effets secondaires de I’IFN sont essentiellement un syndrome pseudo grippal

souvent modére, des complications psychiatriques ou des dysthyroidies.
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2. Mode d’action de la ribavirine :

La ribavirine est un analogue nucléosidique de la guanosine qui posséde un
large spectre antiviral, agissant par renforcement des effets de 1’interféron et par

inhibition de la réplication virale.

Les mécanismes d’action de la ribavirine sur le VHC ne sont pas clairement
élucides, les études expérimentales étant jusqu’a présent limitées par I’absence de
systeme efficace de réplication du VHC en culture cellulaire et de modéle animal

facilement disponible.

La ribavirine, en inhibant I’inosine monophosphate déshydrogénase, vide le
stock intracellulaire de nucléotides (GTP et dGTP), ce qui entraine la diminution de
la réplication du génome viral. Elle inhibe aussi I’ARN polymérase de certains virus

et donc la synthese des protéines virales (23).

Les effets secondaires de la ribavirine sont essentiellement une anémie hémolytique
qui justifie la surveillance hebdomadaire de I’hémogramme. Elle est formellement

contre indiquée en cas de grossesse.

3. La transplantation hépatique :

L’hépatite chronique C est la premiére cause (environ 30 %) de transplantation
hépatique aux Etats-Unis et en Europe. La transplantation peut étre justifiée par
I’existence d’une cirrhose compliquée, d’un carcinome hépatocellulaire, ou de
I’association des deux. Les résultats de la transplantation sont essentiellement
limités par la récidive quasi constante de ’infection par le VHC sur le greffon, qui
se traduit par la réapparition, en moyenne deux semaines apres la transplantation, de
I’ARN viral dans le sérum (24).

4. Autres traitements antiviraux :

IIs relévent encore du domaine de la recherche. Compte- tenu du nombre de
malades infectés dans le monde, les progres sont permanents et de nouveaux
traitements sont prévus dans les prochaines années. Des trithérapies sont en cours
d’évaluation. Elles sont administrées dans le cadre d’essais cliniques permettant

d’évaluer leur niveau d’efficacité et leurs effets secondaires.
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V1. Prophylaxie et vaccination :

Pour retarder 1’évolution de I’infection par le VHC, nous avons a coté du
traitement antiviral, d’autres précautions qui sont fondamentales. Il s’agit de
I’hygiéne de vie et des précautions a prendre pour éviter la contamination et les

complications.

1. Précautions :

La transmission se fait principalement par contact sanguin, il faut donc éviter
le partage des objets de toilette potentiellement contaminants comme les rasoirs, les
brosses a dents, coupes angles. En cas de blessure, il est nécessaire de bien

désinfecter la plaie a I’aide d’antiseptique et de la protéger avec un pansement.

Le virus est peu transmissible par voie sexuelle, mais en cas de partenaires

multiples, 1’usage du préservatif est recommandé de fagon systématique.

2. Vaccination :

De nos jours, il n’y a pas de vaccin préventif disponible contre le VHC, ce
vaccin doit étre capable d’induire la production des anticorps neutralisants efficaces

contre le VHC et de cellules T mémoires reconnaissant spécifiqguement le virus.

Cependant, du fait de la grande variabilité génétique du VHC et du
développement rapide des mutations qui le rendent résistant au systéeme
immunitaire, la construction d’un vaccin efficace contre tous les génotypes du virus

reste difficile a réaliser compte- tenu des nombreux sous-types existants.

35






I. Population étudiée :

Cette étude est effectuée sur des donneurs de sang au sein du centre régional
de transfusion (CRTS) de Fes. Ces donneurs sont de deux types : ceux qui viennent
régulierement donner volontairement du sang au CRTS (donneurs réguliers) et ceux
qui par occasion, viennent donner du sang pour un malade de famille (donneurs
occasionnels ou donneurs familiaux).

Le sang de ces donneurs est recueilli sur des tubes secs, et est ensuite soumis a une

breve centrifugation pour récupérer le plasma.

Il. Tests biologiques : détection des anticorps anti-VHC

La détection des anticorps anti-VHC dans le sérum est basée sur des techniques

immunoenzymatiques ELISA.
% Principe :
C’est une technique immuno-enzymatique qui immobilise ’Ag ou I’AC couplé

a I’enzyme et qui permettra ensuite 1’évaluation de D’activité enzymatique du

complexe Ag-AC-Enzyme.

L’antigene est d’abord fixé sur un support solide (plaque en plastique a 96 cupules
sensibilisées). Apres lavage, 1’anticorps a détecter est ajouté et il se combine avec
I’antigéne. Un nouveau lavage est réalis€¢ et le ligand est ensuite ajouté, en
I’occurrence une molécule couplée a une enzyme (peroxydase). Ce ligand se lie a
I’anticorps. Apres lavage, sa présence est révélée par I’adjonction d’un chromogene
qui est une substance initialement incolore, qui devient colorée sous ’effet de la
portion enzymatique du ligand, la présence des anticorps est révélée par une

réaction colorimétrique enzymatique (25).
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Figure 10 : principe du test ELISA «sandwich».

I1l.  Technique de dépistage de I’hépatite C

1. Procédure expérimentale du test Murex HCV Adg/Ab
combination :

Le test Murex HCV Ag/Ab combination est un dosage immunoenzymatique
qualificatif pour la détection simultanée de 1’antigéne Core du virus de I’hépatite C
et des anticorps anti-VHC dans le sérum ou le plasma humain au cours d’un méme

dosage.

Ce test est destiné a améliorer la détection précoce d’une infection par le VHC lors

du dépistage chez les donneurs de sang ou d’examens cliniques.

1.1. Principe de la méthode :

Le test Murex Ag/Ab combination est basé sur le principe de ’ELISA
sandwich. Dans le coffret Murex HCV, les cupules sont recouvertes de 1’anticorps
monoclonal dirigé contre ’antigéne Core du VHC, contre I’antigéne recombinant et

contre des peptides représentatifs des régions immunodominantes NS3.

Les échantillons a analyser et les contrdles sériques sont incubés dans les cupules et
I’antigéne Core du VHC et/ou les anticorps anti-VHC se lient aux cupules
sensibilisées de la microplaque. Les échantillons et les contréles sont ensuite lavés.
Lors de 1’étape suivante, le conjugué marqué a la péroxydase, contenant des

épitopes antigéniques de la protéine NS3 et de 1’antigéne Core ainsi que les
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anticorps monoclonaux anti-Core, est ajouté. 1l se lie a son tour a tout antigéne Core

du VHC et/ou aux anticorps spécifiques déja liés aux reactifs de la cupule. Les

échantillons ne contenant ni 1’antigéne Core ni I’anticorps spécifique n’entraineront

pas la fixation du conjugué a la cupule.

Le conjugué non lié est éliminé par lavage et une solution contenant du 3,3, 5,5’-

tétraméthylbenzidine (TMB) et de I’ecau oxygénée est ajoutée.

Les cupules contenant 1’antigéne ou I’anticorps anti-VHC développent une couleur

bleu vert qui vire a I’orange lorsque la réaction est stoppée par de I’acide sulfurique

(1N).

La couleur initialement jaune des cupules non réactives ne change pratiqguement pas

voire pas du tout.

Néanmoins, la couleur passe du jaune au rose apres 1’ajout d’acide sulfurique.

1.2.

Préparation des Réactifs :

CONSTITUANTS || PROPORTIONS || CONSERVATION | COULEUR
Solution de lavage Le concentré 1 volume Durée < 1 mois Incolore
T°:entre18°Ca | Vi j
L’cau distillée 19 volumes enire worl.a | Vireadjaune
30°C
Enzyme Le lyophilisat Un flacon Au congélateur mais Rouge
Conjuguée ne doit pas étre
Le diluant Un flacon décongelé plus de 3
fois
Substrat Le concentré 1 volume +2°C<T°<8°C Jaune
P nservation
Le diluant 1 volume as de conservatio

apres reconstitution.
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%+ Préparation du liguide de lavage :

Il s’agit d’un flacon contenant 125 ml de liquide Tween salin a concentration de
travail (20x). Pour préparer ce liquide, il faut diluer la solution de lavage au 1/20°™

avec de I’eau distillée ou désionisée afin d’obtenir le volume requis.

%+ Préparation de la solution conjuguée :

Le conjugué contient 1,25 ml d’antigénes du VHC et un anticorps monoclonal
conjugué a de la peroxydase, sous forme lyophilisée.

Pour préparer la solution conjuguée, il faut verser tout le contenu du flacon de
diluant conjugué dans le flacon de conjugué concentré.

Le conjugué doit €tre reconstitué au moins 15 min avant I’emploi pour assurer sa

dissolution compléte.

%+ Préparation du substrat :

I1 s’agit d’un flacon contenant 35 ml d’une solution orange de 3, 3°, 5,5’-
tétraméthylbenzidine (TMB) avec des stabilisants.
Pour préparer la solution substrat, on ajoute un volume de diluant substrat incolore a

un volume égal de substrat concentré orange dans un récipient propre.

£ Témoins :

Parallélement aux échantillons analysés, des témoins sont également préparés.
Ils sont indispensables pour valider la technique. En général les coffrets contiennent

un témoin négatif et un témoin positif.

Remarque : Les témoins positifs sont souvent un peu trop forts d’ou I'utilité
d’introduire un témoin interne ayant une DO limite mesurée par le
spéctrophotomeétre BIO RAD pour uniformiser et évaluer la sensibilité de la

technique.
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1.3.  Mode opératoire :
TEMOIN | TEMOINS | TEMOIN
ETAPES NEGATIF
(TN) POSITIFS | INTERNE | ECHANTILLONS | COULEUR
T.AC (TI)
T.AG
3 2 1 X Aspect
échantillon
1. Distribution 50 ul Vert-
du diluant brun
2. Distribution 50ul
échantillons
3. Recouvrir la microplague et incuber 60min a 37°C
4. Effectuer 5 cycles de lavages et sécher
5. Répartition 120ul
du conjugué Rouge
6. Recouvrir la microplague sans laisser le reflet de la lumiere
Incuber 60 min a T° ambiante (15°Cet 28°C)
7. Effectuer 5 cycles de lavages et sécher
8. Répartition 80ul Négatif =
du substrat Jaune
Positif =
Mauve
9. Recouvrir la microplaque et incuber 30 min a 37°C
10. Solution 50ul Négatif =
d’arrét Rose
H2S0O4 (1N) Positif =
Jaune

11. Lirela densité optique D.O au spectrophotometre a (450nm)
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1.4. Recommandations a suivre au cours du mode opératoire :

1.4.1. Distribution des échantillons et des réactifs :

«+ Un cone de distribution neuf pour chaque sérum et pour chaque réactif doit
étre utilisé.

Il ne faut pas souiller les bords des puits avec 1’enzyme conjuguée pour
éviter les faux positifs.

+« Un méme récipient ne doit pas étre utilisé pour la distribution de la solution

conjuguée et la solution de révélation.

1.4.2. Incubation

Il est recommandé de respecter les protocoles indiqués par les fabricants. Le non
respect des bonnes conditions d’incubation est responsable du phénoméne d’effets

de bord. Pour cela il faut éviter :

% Une incubation dans une atmosphere seche qui peut étre a I’origine d’une
mauvaise répartition de la température entre les différents puits de la
microplaque.

% Les temps d’incubation courts, empéchent d’atteindre 1’optimum de la
réaction.

“ L’exposition a la lumiére, si I’obscurité est recommandée.

“» L’évaporation, d’ou la nécessité de recouvrir la microplaque avec des films
adhésifs.

» Incubation a 37°C :

La premiere incubation est réalisée dans un incubateur a une température interne de
37°C.
» Incubation a température ambiante

Les echantillons sont ensuite incubés a température ambiante : 18° C<T< 25° C, il
faut éviter de travailler en dehors de cette fourchette.

1.4.3. Procédure de lavage :

C’est une étape essentielle pour avoir des résultats d’une haute qualité. Une
mauvaise exécution de cette procédure est responsable de faux positifs, pour cela il

faut :
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e Assurer une bonne turbulence des puits sans débordement et sans formation
de mousse.

e Commencer un cycle de lavage par une aspiration de liquide.

e Respecter le nombre de lavage indiqué par le fabricant

e S’assurer que toutes les cupules sont complétement remplies, puis

complétement vidées avec un temps de trempage.

e Faire égoutter la microplaque par retournement et tapotement sur une feuille
de papier absorbant.

e Ne pas laisser la plaque sécher, ni entre les lavages, ni entre la fin du dernier
lavage et la distribution des réactifs (conjugué ou solution de révélation).

1.4.4. Arrét de la réaction :

La réaction est stoppée par addition de la solution d’acide sulfurique (1N).
1.45. Lecture:

Cette étape nécessite que la surface externe des fonds des puits soit propre et
séche. Il faut respecter la longueur d’onde indiquée par le fabriquant et lire les DO
en mode bichromatique selon les recommandations du coffret.

La lecture visuelle est nécessaire pour détecter une éventuelle erreur du lecteur.
La lecture doit se faire dans I’intervalle de temps recommandé¢ par le fabriquant et

ne doit pas dépasser les 30 min apres arrét de la réaction.

1.5. Interprétation des résultats :

A la suite de la corrélation des D.O des échantillons avec la lecture
macroscopique et de la détermination de la valeur seuil et de la zone grise, les

échantillons sont classés en trois catégories :

» Les échantillons qui ont une D.O > la valeur seuil sont dits positifs.
Un résultat positif est le reflet d’un contact antérieur avec le virus VHC.
» Les échantillons qui ont une D.O < la zone grise sont dits négatifs.
Un résultat négatif indique 1’absence de contact antérieur avec le virus.
» Les échantillons qui ont une D.O appartenant a la zone grise sont dits
douteux.
Les échantillons douteux ou positifs sont gardés pour un contréle ultérieur sur le

tube et sur la poche pour Vérifier leur conformité.
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Lorsque le contréle tube et le contrble poche sont avérés encore positifs, le patient
est invité pour réaliser un deuxiéme prélévement pour vérifier s’il est vraiment un

cas positif, (ce résultat devra étre confirmé par un test direct (PCR)).

Pour avoir des résultats fiables, il est nécessaire de respecter les critéres de

validations suivantes :

e La moyenne des témoins négatifs TN < a 0,25

e La moyenne des témoins positifs TP = [la moyenne des TN+0,8]
e Lavaleur seuil (VS) = [la moyenne des TN+0,2]

e VS-20% < Zone Grise < VS

1.6. La transcription

La transcription des résultats est une étape tres importante. Le plus grand soin
doit lui étre apportée pour assurer son exactitude. L’identification des échantillons a
tester doit étre réalisée systématiqguement par lecture du numéro imprimé sur
I’étiquette de chaque échantillon.
Chaque résultat doit étre enregistré d’abord sur une fiche de paillasse puis reporté
sur un registre. Le registre de transcription, présent dans le laboratoire comporte
toutes les données nécessaires pour chaque échantillon :
» Le numéro de don.
Le type d’analyse.
La date d’analyse.
Les noms et les numéros de lots des réactifs.
L’identification des témoins utilisés.

la référence du lecteur utilisé.

YV V. V V VYV VY

L’identité du manipulateur.

> la valeur seuil, le résultat brut et le résultat net.
L’opérateur doit calculer les valeurs seuils, valider chaque support de réaction a
I’aide des témoins et des contrdles ainsi que le déroulement effectif de la réaction et

interpréter les échantillons en termes de résultats nets.

En conclusion, le test Murex HCV Ag/Ab est un test de dépistage trés sensible pour
la détection des anticorps anti-HCV dans le sérum.

44






I. Etude statistique :

Les tableaux ci-dessous illustrent le taux de sérologie HCV positive parmi

(16273 +7892) donneurs de sang qui se sont présentés au CRTS Fes depuis Janvier
2009 jusqu'a Mai 2010. Ce taux sérologique est mis en évidence par la technique
ELISA Ag-Ab combiné.

Tableau 1 : Répartition mensuelle des séropositifs par rapport aux donneurs
totaux durant 2009

Mois | Nombre de donneurs | Nombre de porteurs HCV+ | Pourcentage %
01/09 1563 9 0,57 %
02/09 1170 1 0,08 %
03/09 1261 1 0,08 %
04/09 1215 2 0,16 %
05/09 1377 2 0,14 %
06/09 1561 6 0,38 %
07/09 1284 3 0,23 %
08/09 1158 7 0,6 %
09/09 1400 7 0,41 %
10/09 1708 7 0,34 %
11/09 1154 4 0,4 %
12/09 1422 4 0,28 %
Total 16273 53 0,32 %
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Le graphe suivant illustre les résultats de sérologie HCV positive en 2009 :
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Figure 11 : variation des résultats d’HCV+ en fonction des mois.

Tabeau 2 : Répartition mensuelle des séropositifs par rapport aux donneurs
totaux du 1°" semestre de 2010

S

47

Mois | Nombre de donneurs | Nombre de porteurs HCV+ | Pourcentage %
01/10 1350 6 0,44 %
02/10 1452 1 0,06 %
03/10 1692 1 0,05 %
04/10 1881 2 0,1%
05/10 1517 3 0,19 %




Le graphe suivant illustre les résultats de sérologie HCV positive du 1° semestre de
2010
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Figure 12 : Variation des résultats d’HCV+ en fonction des mois.

D’apres ces résultats, le taux de séropositifs pour le VHC, parmi les donneurs de
sang en 2009, oscille entre 0,08 % (min) et 0,6 % (max) avec une moyenne de
0,32 %. En 2010, la variation est entre 0,06 % et 0,4 %, avec une moyenne de
0,16 %. Le taux moyen de toute la période étant de 0,27 %.

I1. Discussion des résultats :

L’exploitation des données statistiques des marqueurs viraux (taux de sérologie
positive) sert dans le domaine de la transfusion sanguine comme indicateur de
qualité de la sélection pré-don. Plus ce taux est faible plus la qualité de la sélection

est prouvée.
L’écart constaté entre la valeur max et min peut étre dii a :

e Ladifféerence de la qualité de travail des médecins effectuant la sélection et

de la réponse des donneurs.

e Une collecte réalisée dans une population de haute prévalence d’HCV.
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De nouveaux lots de réactifs donnant plus de faux positifs.

Ces résultats ne représentent pas la prévalence réelle de I’hépatite C au sein des

donneurs de sang du CRTS Feés ni celle du Maroc en général, pour les raisons

suivantes :

Ces résultats sont ceux d’une premicre détermination faite par ELISA, donc
dépistage des anticorps seulement. La séropositivité exacte ne peut étre
confirmée que par un dépistage génomique viral (PCR) pour faire écarter les
faux positifs et les cas guéris, puisque les anticorps sont présents méme en

cas d’une séquelle d’infection guérie.

L’étude est portée sur une population relativement sélectionnée car les
donneurs de sang sont choisis sur la base d’un guide d’entretien, comportant
des contre-indications temporaires ou définitives au don. L’échantillon n’est

donc pas choisi de maniere randomisée.

L’échantillon représentatif permettant d’évaluer la prévalence au Maroc doit
tenir compte des variations environnementales. Toutes les régions du Maroc

doivent y étre représentées.

De maniére générale, la prévalence de I’infection par le VHC est relativement faible

par rapport a d’autres pays (Cf. paragraphe relatif a la prévalence), ce qui prouve

que c’est un bon indice pour la santé publique. Cette faible prévalence serait due a

plusieurs raisons :

La faible fréquence de la toxicomanie intraveineuse au sein de la population

marocaine.

La diminution du risque transfusionnel de transmission grace a

I’introduction des mesures de prévention et de dépistage précoce.

La diminution du risque de transmission nosocomial via ’amélioration des

conditions d’hygiéne et de sécurité¢ dans le milieu hospitalier.

L’éducation sanitaire et la sensibilisation de la population vis-a-vis des

mesures préventives contre les maladies transmissibles.
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Conclusion

L’hépatite C constitue un redoutable probléme de santé publique mondiale

par sa prévalence élevée, estimée a 3 % selon I’OMS.

L’évolution silencieuse de la maladie et la fréquence elevée de passage a la

chronicité expliquent I’existence d’un grand réservoir de sujets infectés.

Le virus de I’hépatite C est un virus a ARN monocaténaire linéaire, de polarité
positive appartenant a la famille des Flaviviridae. Ce virus est caractérisé par une

grande variabilité génétique d’ou son échappement au systéme immunitaire.

Ainsi, le VHC possede 6 génotypes et de nombreux sous types dont la distribution

varie selon le mode de contamination et selon la zone géographique.

Les principaux modes de transmission sont la transfusion sanguine et la
toxicomanie intraveineuse, alors que la transmission sexuelle et verticale demeurent

rares.

Le diagnostic biologique repose sur la recherche des anticorps anti-VHC et la
détection de I’antigene de capside du VHC, par un test ELISA de troisieme
génération, complété par la recherche qualitative de I’ARN du VHC par PCR, la

mesure de la charge virale et le génotypage.

La ponction biopsie hépatique est nécessaire en cas de diagnostic d’une hépatite

chronique active.

Le traitement de référence de I’hépatite C est fondé sur 1’association de 1’interféron

a pégylé et la ribavirine, dont 1’efficacité varie selon le génotype viral.

Ce traitement présente en outre des problémes liés & son co(t élevé ainsi qu’a sa

médiocre tolérance.

Des études pour la réalisation d’un vaccin contre 1’hépatite C sont en cours, et
les deux objectifs a atteindre sont d’empécher la transmission du virus ainsi que le
passage a la chronicité lorsque le patient est déja infecté. Ce vaccin doit
impérativement protéger contre tous les génotypes existants ce qui rend sa

réalisation difficile compte-tenu des nombreux sous types existants.
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Liste des abréviations

Ab : anticorps.

ADN : Acide Désoxyribonucléique.

Ag : antigéne.

ALAT : Alanine- Amino-Transférase.

ARN : Acide Ribonucléigue.

ASAT : Aspartate-Amino-Transférase.

CRTS : Centre Régional de Transfusion Sanguine.
D.O : Densité Optique.

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.
HVR : Région Hypervariable.

IL : interleukine.

IFN : interféron.

LIPA : Line Probe Assay.

OMS : Organisation Mondiale de Santé.

PCR : Polymérase Chaine Reaction.

PBH : Ponction Biopsie Hépatique.

PEG : Pégylé.

PKR : Protéine Kinase R.

RIBA : Recombinant- Immuno-Blot-Assay.
TI : Témoin Interne.

TN : Témoin Négatif.

TP : Témoin Positif.

TMA : Transcription Mediated Amplification.
VIH : Virus d’Immunodéficience Humaine.
VHC : Virus de I’Hépatite C.

VS : Valeur Seuil.
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La méthode automatisée de dépistage :

Le mode de fonctionnement de ’automate BEP 2000

La méthode automatisée de dépistage est realisee grace a un automate BEP 2000

illustré par la photo ci-dessous :

Figureld : photo de I'automate BEP 2000

1. Démarrage de routine :

» Les solutions de lavage sont préparées et mises dans les conteneurs
correspondants.

» La ralange multiprise puis I’automate sont allumés.

» Le logiciel BEP 2000 est ensuite lance.

» Le nom de I'utilisateur et le mot de passe sont affiches.

Le systeme est automatiquement initialisé pour controler le:

Pipetage

Le lavage

Le colorimetre

Le transport de la plaque
Les incubateurs

2. Test de lavage :

Ce test met en évidence le fonctionnement correct du laveur.
» Cliquer sur:

e Nouvelle liste

e Créer plaque

e Ajouter test

e Choisir DB-Wascher
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e Ouvrir

o Ok

e Démarrer

e Faire correspondre sur I’écran qui apparait, les conteneurs de la solution de

lavage et de I’eau distillée a ceux réellement remplis

e Ok

e Oui (Si tous les consommables sont chargés)

e Ok (apres chargement de la plaque sur le chariot de I’unité de transport).
Le test ayant pris fin, retirer la plaque et Vérifier la qualité de la distribution en
regardant si les six premiéres barrettes sont complétement remplies, et celle de
I’aspiration en regardant si les six derniéres barrettes sont completement vides.

3. Réalisation des tests sérologiques :

»  Charger les réactifs et les contréles dans leurs racks.

»  Charger les échantillons dans leurs racks (capacité max = vingt
échantillons).

»  Lestémoins internes sont a introduire a la suite des échantillons a tester.

»  Faire glisser le rack échantillon sur son quai.

»  Attendre ’affichage de la boite de dialogue ou figurent les numéros des
échantillons introduits, lus par le lecteur code a barre intégré a 1’appareil.

»  Choisir HIV parmi la série de tests qui défile, en cliquant sur la 1ére boite
de dialogue de I’entéte du tableau (a partir de la gauche).

»  Choisir HCV parmi la série de tests qui défile, en cliquant sur la 2eme boite
de dialogue de I’entéte du tableau (& partir de la gauche).

»  Choisir HBS parmi la série de tests qui défile, en cliquant sur la 3eme boite
de dialogue de I’entéte du tableau (a partir de la gauche).

»  Sélectionner les tests a faire passer pour chaque échantillon en cliquant
devant.

»  Valider la sélection en cliquant sur fermer.

»  Refaire la méme opération autant de fois qu’il y a de rack échantillons.

»  Cliquer sur nouvelle liste.

»  Faire enter les plaques chargées sur leurs supports, successivement dans
I’ordre demandé par I’appareil tout en identifiant chaque plaque par le nom du
test+date du jour.

»  Ok.

»  Accepter le lot proposé par le programme tant qu’il n’y a eu pas de
changement, le cas écheant

»  Saisir les parametres du nouveau lot.

Une fenétre apparait ou est affiché:

e Schéma de la plaque
e Schéma des réactifs demandés
e Statut du systéme
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¢ Registre de messages

e Liste de travail
»  Le choix de I’'une ou ’autre de ces options dépend des informations qu’on

désire savoir

»  Cliquer sur démarrer. Un écran apparait illustrant tous les parametres du
travail a savoir les échantillons, les réactifs, les cones, les solutions de lavage et les
contréles. Les réactifs non lus automatiquement figurent a droite et non sur le
schéma des racks. Réintroduire le rack correspondant jusqu’a ce qu’il ’accepte.
»  Les contrdles sont a déplacer manuellement selon I’ordre réel.
»  Charger les cones selon le besoin et le schéma demandé.
»  Cliquer sur START.

Une vérification des volumes des réactifs et controles commence. Toute anomalie
en état est signalée et reste a corriger immédiatement.

»  Demarrage réel du travail et Fin de toute intervention manuelle sauf le cas
ou un probléme surgit.
»  Dans ce cas se référer a la procédure C.A.T vis a vis des messages d’erreurs.
4. Résultats :

Les résultats sont imprimés apres leur affichage sur 1’écran et transcrits sur le
registre de sérologie s’ils sont valides.
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