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L Hépatite virale C est une maladie du foie causée par le virus de 1’hépatite C
(VHC).Selon ’OMS en 2015, environ 150 millions de sujets sont porteurs
chroniques du virus de I’hépatite C et environ 500 000 personnes meurent
chaque année dans le monde de pathologies hépatiques liées a 1’hépatite virale
C [98].

En Afrique, des études réalisées au Rwanda, en Egypte, au Gabon et au
Cameroun ont montré des prévalences supérieures a 5% [39, 110,112].

En Cote d’Ivoire la prévalence de D’infection au VHC chez les donneurs de
sang a ¢té estimée a 4,2 % en 2008 et a 3,6% en 2010 [40], et chez les femmes
enceintes elle était de 1% en 2004 [114].

Le diagnostic biologique d’une hépatite virale C se fait par la détection des
anticorps circulants anti-VHC (tests sérologiques) et par la détection de I’ARN
du virus (technique de la biologie moléculaire) [105].

Ce diagnostic revét une importance capitale car il permet de réduire les risques
de contamination d’une part et d’autre part d’assurer une meilleure prise en
charge des personnes contaminées. Cependant le colt ¢élevé des tests de
dépistage, la mise a disposition d’un personnel qualifié, de laboratoires équipés

sont des obstacles majeurs a un dépistage de masse.

Dans les pays sous développés ou les ressources allouées au dépistage du VIH et
des hépatites sont limitées, il est nécessaire de faciliter I’utilisation des tests
rapides qui constituent une bonne alternative.

Ces tests de dépistage rapides présentent un grand intérét du fait de la
simplification de leur réalisation, de leur colit moindre, de la mise a disposition
rapide des résultats, facilitant la prise en charge rapide des personnes
contaminées. Cependant, selon les recommandations de I’OMS, tous les tests

doivent étre évalués par des laboratoires de référence pour vérifier leurs
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performances et garantir la fiabilité¢ de leurs résultats.

C’est dans ce contexte que nous avons réalisé notre étude dont I’objectif général
était d’évaluer le test rapide ORAQUICK®™ HCV.
Les objectifs spécifiques étaient de :

- déterminer les performances techniques du test ORAQUICK® HCV.

- décrire les caractéristiques opérationnelles du test ORAQUICK® HCV.
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Premiére partie :
REVUE DE LITTERATURE SUR
L’HEPATITE VIRALE C
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I. HISTORIQUE

L’ hépatite désigne toute inflammation aigue ou chronique du foie. Les
causes les plus connues étant les infections virales du foie (notées de A a G) et
I’alcool. Mais I’hépatite peut étre due a certains médicaments (hépatite
médicamenteuse), un trouble du systéme immunitaire de 1’organisme (hépatite
auto-immune). Pendant plus de 19 siécles, ces infections ont été confondues
avec de nombreux syndromes ictériques (Fiévre jaune, mononucléose
infectieuse, infection a cytomégalovirus) [13,110]. Les virus des hépatites A, B,
C, Delta et E ont un tropisme hépatique quasi-exclusif et sont reconnus comme
responsables de ce que I'on appelle communément "hépatites virales"[13].

En 1964, BLUMBERG et coll. ont mis en évidence [’antigene
« australia » reconnu ensuite comme 1’antigéne de surface du virus de I’hépatite
B (VHB)[110]. En 1968, OKOCHI et MURA-KANI ont découvert le virus de
I’hépatite A (VHA) a transmission féco-orale par visualisation au microscope
¢lectronique. Au milieu des années1970, les travaux de Alter et al.ont démontré
que la plupart des cas d'hépatites post-transfusionnelles n'étaient pas dues au
virus de 1'hépatite A ni a celui de 1'hépatite B. Ces hépatites ont ét¢é nommeées
«hépatite non-A non-B »[3]. Le géne viral de I'agent causal a été caractérisé en
1989 par Choo et al.[31], puis il fut nommé virus de I'hépatite C (VHC)[74] a

transmission essentiellement parentérale.
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ILEPIDEMIOLOGIE

I1.1- Répartition géographique

Découverte en 1989, le virus de I’hépatite C (VHC) serait
responsable de plus de 90% des cas d’hépatite chronique non A non B dans les
pays occidentaux[12].Chaque année, 3 a 4 millions de personnes sont infectées
par le VHC dans le monde. Environ 150 millions d'individus dans le monde
(Figure 1) sont porteurs chroniques et encourent le risque que leur atteinte
hépatique évolue vers la cirrhose et/ou le cancer du foie [97].Environ 500 000
personnes meurent chaque année de pathologies hépatiques lices a I'hépatite
C[98].
En France, on estime que 500 000 a 2 millions de personnes sont s€ropositives
pour le VHC [12].

En Afrique ou la situation est beaucoup plus contrastée, des études
réalisées au Rwanda, en Egypte, au Gabon et au Cameroun ont montré des
prévalences supérieures a 5% [39, 110,112,]. Ainsi en Egypte la prévalence des
anticorps anti-HCV varie de 20% chez les donneurs de sang a 31,4% chez les
prisonniers[39]. En Tunisie, la prévalence est de 45,10 % chez les
hémodialysés[60].Au Cameroun elle est de 11,1% chez les pygmées et 31,7%
chez les bantous[73]. Une ¢étude similaire réalisée en Cote d’lvoire par
SIRANSY et coll. a noté une prévalence globale de 17% chez les donneurs de
sang avec 32% dans la tranche de 18-24ans et 49% dans la tranche de 25-
34ans [123]. Cependant la prévalence chez la femme enceinte a été estimée a

1% lors d’une étude rétrospective réalisée en 2004 [114].
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O 1:0%-1-9%
= 2.0-2.9%
M -29%

3 Not included in WHO region

Figure 1: Prévalence du VHC dans le monde en 2007 [5].

I1.2-Voies de transmission

Le réservoir du virus est essentiellement constitu¢ par ’homme et
le chimpanzé [69]. 1l existe deux voies de transmission du VHC qui sont :
-la voie parentérale

-la voie materno-fcetale.
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I1.2.1-Voie parentérale

La transmission du VHC par voie parentérale résulte de la mise en contact
directe du sang d'un individu indemne avec le sang d'un individu infecté. Elle
représente 60% a 80% de la  transmission du  VHC:
La transmission du VHC par le sang ou les dérivés du sang est une certitude
aujourd’hui. En effet le VHC est responsable de 50% a 90% des hépatites post-
transfusionnelles [69].

Certains parametres accentuent le risque de transmission transfusionnelle du
VHC. Ce sont le nombre d’unités transfusées, le type de produit transfuse et le
statut des donneurs (nouveau ou ancien).

La prévalence de I’infection par le VHC chez les usagers de drogue par voie
intraveineuse est voisine de 50% mais peut atteindre 90% aprés 6ans de
toxicomanie [102]. Les toxicomanes constituent actuellement la population la
plus touchée par le VHC dans les pays développés. En France la toxicomanie
est devenue le principal facteur de risque de transmission du VHC avec 60% de
la population toxicomane [41,67]. Des études réalisées ont pu mettre en
¢vidence une prévalence des anticorps anti-VHC de 1'ordre de 48% en
Allemagne, 70% en Espagne et 81%aux Royaumes Unis chez les toxicomanes
[59].

Aussi 1l y a la transmission due aux accidents professionnels (piqure avec une
aiguille ou coupure avec du matériel souillé) et toutes les pratiques utilisant les
aiguilles et objets coupants [69].

Il existe plusieurs groupes a risque d’infection par le VHC qui correspondent
aux modes de contamination [62]. Ce sont les malades transfusés surtout les
polytransfusés [123], les hémophiles [103], Les hémodialysés [103], les
drépanocytaires [118], les transplantés d’organes [62], le personnel de santé

[103], les toxicomanes intraveineux [59].
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I1.2.2- Transmission verticale mére-enfant

Cette voie de contamination est bien connue, surtout chez les
femmes co-infectées par le VIH, avec qui, le risque de transmission du VHC est
estimé¢ a 20% [111]. En revanche, les femmes non infectées par le VIH
présentent un risque faible de transmission mere-enfant du VHC de ’ordre de
3% [135]. Le risque de transmission est significativement li¢ a la charge virale
chez la mere.

La transmission du VHC se fait au cours de I’accouchement et ne semble pas
étre liée au mode d’accouchement (césarienne ou voie basse). L’allaitement
n’apparait pas comme un risque supplémentaire de transmission du VHC et

n’est donc pas contre indique [5].

I1.2.3-Autres transmissions

Ces voies de transmissions sont moins courantes. Il s’agit de la transmission

sexuelle et de la transmission intrafamiliale.
> transmission sexuelle

Elle est considérée comme un mode de transmission moins courant [98]. Le
risque de contamination sexuelle parait plus élevé lorsque le sujet infecté a une
charge virale élevée ou une hépatopathie sévere ou une infection par le VIH
associée[69]. Elle a lieu lors de rapports sexuels non protégés avec une personne

infectée par le virus de I'hépatite [5].

> transmission intrafamiliale

Des études intrafamiliales ont montré que le VHC pourrait étre transmis de
personne a personne en dehors de la transmission sexuelle et de la transmission

mere-enfant. Ainsi la prévalence du VHC varie entre 0 et 7%. La probabilité de
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transmission augmente en fonction de la durée d’exposition et est plus élevée en
cas d’infection chronique du sujet indexé. Cependant, les mécanismes de
contamination ne sont pas complétement élucidés. On pense que des gestes de la
vie quotidienne comme le partage de rasoirs, de brosse a dent, des blessures lors

des jeux entre enfants pourraient étre potentiellement contaminants [88].

III-AGENT PATHOGENE

III-1. Taxonomie
Le virus de 1'hépatite C (VHC) est un virus du genre Hepacivirus de la
famille des Flaviviridae. A ce jour, six génotypes importants de VHC (numérote
de 1a 6) avec un grand nombre de sous-types dans chaque génotype sont connus

[122].

III-2. Structure et organisation génomique

Le VHC est un virus enveloppé sphérique de 55 a 65 nm de diametre
ayant un génome a ARN de polarité¢ positive [104]. 11 est treés difficilement
visualisable en microscopie ¢électronique. Il est constitué d'une nucléocapside a
symétrie icosaédrique contenant I'ARN viral et d'une enveloppe lipidique dans
laquelle sont insérées les protéines virales spécifiques El et E2 [107] (Figure 2).
Le génome du VHC se compose d'une molécule dARN monocaténaire, de
polarité positive de 9.6 kb [132]. Cette molécule lin€aire contient un fragment
simple ouvert ou single open reading frame (ORF) codant pour un polypeptide
précurseur d'approximativement 3000 résidus d'acide aminé. Ce polypeptide est
fragmenté en trois protéines structurales (core, El, E2) et sept protéines non-

structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) [131] (Figure 3).
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» La région structurale
Les protéines de capside et d’enveloppe (Elet E2) sont codées par la
position amino terminale de la polyprotéine et sont ensuite clivées par
des signal-pepsidases. Ces trois protéines (core, E1, E2) associées au
génome ARN représentent les principaux composants du virion. La
protéine de core contient des acides aminés basiques, comme la lysine et
I’arginine, qui seraient impliqués dans 1’attachement de I’ARN. Les
protéines d’enveloppe constituent probablement les spicules qui entourent
la membrane virale et les fonctions probables de ces protéines sont
I’attachement, la fusion a la membrane cellulaire et les propriétés

d’¢échappement a la réponse immunitaire.

» La région non structurale
La région carboxyterminale de la polyprotéine code pour les régions non
structurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B,NS5A, NS5B) qui sont impliquées
dans un cycle de réplication virale. Ces proté€ine ont principalement une

activité enzymatique mais n’ont pas de role structural.

> Les régions non codantes
La région codant pour la polyprotéine est entourée a ses deux extrémités
par des régions non codantes en 5’ et en 3°. Alors que la région 5’ non
codante est trés conservée, la région 3’ est tres hétérogeéne. La région 5’
non codante comprend 341 bases génotypes indépendantes et joueraient
un réle important dans la réplication virale. La région 3’ non codante
comprend 23 a 66 acides nucléiques et constitue avec la région
hypervariable de la protéine E2 les séquences les plus hétérogenes du

génome viral [12].
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Figure 2: Structure du virus de 1'hépatite C [107]
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Figure 3: Génome du VHC et protéines exprimées [77]
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II1-3. Propriétés physico-chimiques
Le virus de I’hépatite C est un virus thermorésistant. Il peut vivre & 80°C

pendant 72 heures. Il est détruit par les détergents et le chloroforme [12].

I11-4. Propriétés antigéniques
Certaines protéines ont des  propriétés antigéniques et induisent par leur
présence la production d’anticorps :
-La protéine C de la capside est trés conservée d’une souche virale a I’autre et
est fortement antigénique. Elle sert essentiellement a la formation de la capside
par polymérisation[65].
- Les protéines NS3 et NS4A : NS3 est une protéine hydrophile de 67 kDa qui
possede un domaine protéase dans son tiers N-terminal et un domaine
NTPase/hélicase dans ses deux tiers C-terminaux. L’activité serine protéase de
I’hétérodimere formé par NS3 et NS4A (petite protéine transmembranaire de 54
kDa), assure le clivage des protéines situées en aval. L’activité hélicase de NS3
pourrait servir a séparer les brins positifs des brins négatifs lors de la réplication
et a permettre ’acces a ’ARN pour la traduction ou I’interaction avec certaines
molécules [71].
- La protéine NS4B est une petite protéine hydrophobe de 27kDa,
transmembranaire intégrale, et localis¢ dans la paroir du réticulum
endoplasmique ou elle est orientée vers le cytoplasme [64]. Elle est associée aux
autres protéines non structurales au sein du complexe de réplication pourrait
avoir des propriétés transformantes in vitro.
-la protéine NS5A est modérément hydrophile. Elle existe sous deux formes de
56 et 58 kDa qui différent par leur degré de phosphorylation. Elle a une fonction
importante dans 1’assemblage du virus et une activité inhibitrice de la PKR
(une protéine kinase synthétisée sous I’action de I’INFa) qui pourrait étre a

I’origine de certaines résistances au traitement [108].
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-la protéine NS5B est une protéine phosphorylée de 68 kDa, localisée a
proximité des membranes péri-nucléaires au sein du complexe de réplication.
Elle contient des motifs conservés caractéristiques des ARN polymérases ARN

dépendante [79].

III-5. Génotype

L’ARN polymérase virale commet des erreurs au cours de la réplication dont la
fréquence est d’environ 10 & 10” par position nucléotidique. En I’absence
d’activité correctrice de la polymérase, les mutations s’accumulent.

Des pressions de sélection différentes s’exercant sur les groupes de population
d’individus infectée ont permis au cours du temps 1I’émergence de génotypes
viraux et leur diversification [113]. L’analyse phylogénique a permis de définir
actuellement six groupes principaux ou types numéroté de 1 a 6 et plusieurs
sous types au sein de chaque type, identifiés par des lettres minuscules (a, b, c,
d....) [99].

La répartition géographique varie d’un continent a I’autre. En France, il y a

prédominance du génotypelb (transfusés), puis 1a et 3a (toxicomanes).

IV. PHYSIOPATHOLOGIE
I'V-1.Récepteurs du VHC
L'adsorption du Virus sur les cellules cibles lui permet ensuite de
pénétrer dans la cellule. Cette étape qui initie l'infection en fixant le virus sur ses
récepteurs specifiques est déterminante pour le tropisme cellulaire et la
pathogénese virale.
Les récepteurs spécifiques du VHC identifiés sont :
» La tétraspanine ou les molécules CD81 qui sont exprimées a la surface des
cellules de mammiferes a lI'exception des hématies et des plaquettes. Elles

fixent spécifiquement la glycoprotéine d'enveloppe E2 du VHC ;
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» le récepteur des lipoprotéines de basse densité (rLDL) ; les virions

infectieux pourraient également se fixer spécifiquement aux récepteurs des

LDL, sans doute par le biais de leur interaction de surface avec les VLDL et

les LDL. Cette fixation serait associée a une internalisation des particules

virales [133]. Ce récepteur fixe uniquement la glycoprotéine d’enveloppe El

du VHC [89].

» le récepteur Humanscavengertype B classe 1 (SRB1) est une

glycoprotéine de 82 Kda. C'est un récepteur physiologique des lipoprotéines

de haute densité qui facilite les mouvements cellulaires du cholestérol.

Les récepteur rLDL et SRBI1 pourraient ¢galement reconnaitre les virions,

notamment associé€s aux lipoprotéines.

» D’autres protéines, la Claudine (CLDN-1) et 1’occludine (OCLDN)

pourraient participer a I’entrée du virus dans la cellule [50].

IV.2- Cycle de réplication du virus

Le VHC se lie a la surface de la cellule hote pour y entrer par endocytose. Il y a

ensuite décapsidation du virus et libération du génome viral. Ce dernier est

traduit en une polyprotéine précurseur qui subit une maturation pour donner les

protéines virales. L'ARN négatif est synthétisé par la replicase NS3-5B codée

par le virus et sert de matrice pour la production de quantités excessives d'ARN

viral positif. Cet ARN positif est internalis€¢ dans les futures particules virales

composeées de protéines de capside, de El et E2. Les particules sont enveloppées

en bourgeonnant dans la lumiére du réticulum endoplasmique. Le relargage

extracellulaire s'opére ensuite grace a des vésicules d'exocytose vers la

membrane cellulaire [132](Figure 4).
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Traduction ot clivage
de la polyprotéine  Réplication Réplication

Figure 4: Cycle de réplication du VHC

IV. 3- interaction hote-virus

Les interactions entre le virus de I’hépatite C et son hote jouent un role de
premier plan dans la persistance de I’infection virale. Cette persistance résulte
de I’échec de I’élimination du virus par la réponse immunitaire, et dans
I’apparition et 1’évolution ultérieure des 1ésions hépatique ; ce qui est en rapport
avec la réponse immunitaire dirigée contre les hépatocytes infectés exprimant
des antigénes viraux. Le diagnostic et la prise en charge virologique des
infections par le virus de I’hépatite C sont fondés sur 1’utilisation de tests
sérologiques, détectant des anticorps anti-VHC et ’antigeéne de capside du virus
et des tests moléculaires détectant, quantitativement et caractérisant le RNA-

HCV [106].
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IV-4. Histoire naturelle

Les étapes successives de l'histoire naturelle de l'infection par le virus de

'hépatite C (VHC) sont :

» L'hépatite aigu€ est le plus souvent inapparente. Dans 20% a 30% des cas

seulement, 1’évolution se fera spontanément vers la guérison sans séquelles ;
le plus souvent dans les trois(3) mois suivant les signes cliniques [116].

L’ hépatite C est responsable de 10% des hépatites aigue en Europe [49].
L’incidence de I’hépatite C aigue est de 1/100000 sujets par an, mais est

probablement sous-estimée en raison de caractére asymptomatique [47].

L'hépatite chronique est souvent de découverte fortuite lors d’une
consultation pour asthénie, une €lévation des transaminases ou la mise en
¢vidence d’anticorps anti-VHC lors d’un dépistage systématique. La
progression de la maladie se fait sur plusieurs dizaines d’années et peut étre
accélérée en présence de co-facteur tels que la consommation d’alcool, la co-
infection VIH/VHB, 1’age de la contamination ou encore la résistance a
I’insuline. Ainsi d’aprés une étude réalisée en France [85] , le sexe masculin ,
un age supérieur a 50 ans, et surtout la consommation excessive d’alcool
ainsi que la co-infection VIH, seraient associés a une propagation accélérée
de la fibrose et une augmentation de 1’incidence de la cirrhose et du

carcinome hépatocellulaire.

Certains facteurs diminuent le risque de progression de l'infection (sexe féminin,

malades jeunes) [130].
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V. DIAGNOSTIC

V.1- Diagnostic clinique
La symptomatologie de I’hépatite virale C est rarement bruyante. Le passage a
la chronicité est une caractéristique de 1’hépatite C (environ 60 a 80 % des cas)
avec la possibilité d’évolution vers la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire

[7,13].

V.1.1-L'hépatite aigué

La période d’incubation du VHC est en moyenne de 4 a 8 semaines, avec des
extrémes de 2 a 26 semaines. La phase pré-ictérique est caractérisée par
I’association de fagon variable d’une asthénie, d’une anorexie, des céphalées,
des myalgies, et des arthralgies avec fébricule ou avec prurit. L’ictére n’est pas
toujours présent, il ne survient que dans 10 % des cas dans une hépatite a virus
C. Quand il est présent, c’est un ictere d’intensité variable généralement
progressif, atteignant la peau et les muqueuses. Les urines sont foncées et les

selles décolorées.

La phase aiglie est asymptomatique dans 90 % des cas, donc de diagnostic
difficile. Ce qui facilite son évolution vers la chronicit¢é en 1’absence de

diagnostic biologique [47].

V.1.2-L'hépatite chronique
L’ hépatite chronique est due a la persistance du virus dans I'organisme pendant

plus de six mois et se présente sous différentes formes selon les symptomes.

V.1.2.1- Hépatite chronique a 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
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sérum), ont une activité des amino-transférases normale. Ces patients n'ont
habituellement aucun symptome, mais environ 90% d'entre eux ont des lésions
d'hépatite chronique a la biopsie[16]. Cependant les Iésions histologiques
hépatiques sont généralement minimes et les 1€sions séveres, en particulier la
cirrthose, sont rares en 1’absence d’autres facteurs hépato-toxiques (antécédents
de consommation excessive d’alcool, co-infection VIH). Les caractéristiques
virologiques de ces patients (génotypes et charge virale) ne semblent pas
différentes de celles observées chez les patients atteints d’hépatite chronique C
avec transaminases €levées. L’évolution a long terme de ce groupe de patients
n’est pas connue et une surveillance réguliere des transaminases (deux fois par
an) est recommandeée, bien que le pronostic paraisse a priori tout a fait favorable

[84].

V.1.2.2- Hépatite chronique modérée ou séveére
L'hépatite chronique C modérée ou séveére est la plupart du temps
asymptomatique, bien qu'il puisse exister une asthénie ou certaines
manifestations extra-hépatiques. Le bilan hépatique met en évidence une
¢lévation de l'activité sérique de I'Alanine amino-transferase. La ponction-

biopsie hépatique permet d'évaluer la gravité de la maladie [16].

V.1.2.3- Cirrhose
La cirrhose induite par I'hépatite chronique C peut rester silencieuse pendant de
nombreuses années. Elle est le plus souvent découverte lors de la biopsie
hépatique. Chez les patients ayant une cirrhose liée a une hépatite chronique C,
la mortalité¢ liée a I'hypertension portale, l'insuffisance hépatocellulaire ou le
carcinome hépatocellulaire est de 1'ordre de 2% a 5% par an [53]. Dans certains
cas, la cirrhose est diagnostiquée a 1’occasion d’une complication (hémorragie

par rupture de varices cesophagiennes, ascite, ictére, encéphalopathie).
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Dans d’autres cas, le diagnostic de cirrhose se fait au stade de carcinome hépato-
cellulaire. L’examen clinique, 1’échographie et les tests hépatiques peuvent
suggérer ’existence d’une cirrhose. La cirrhose décompensée résultant de
I’hépatite chronique C , est la deuxieéme cause de transplantation hépatique en
France (apres la cirrhose alcoolique). C’est la premicre cause de transplantation
hépatique en Europe. En cas de cirrhose, I’incidence du carcinome hépato-
cellulaire est élevée (3% a 10% par an) et justifie un dépistage systématique par

¢chographie et dosage de I’alpha-feotoprotéine tous les 6 mois [37].

V.1.2.4- Carcinome hépatocellulaire
Dans 80 a 93% des cas, le Carcinome hépatocellulaire survient sur foie

cirrthotique. Il reste asymptomatique longtemps [16].

V.1.3- Manifestations extra hépatiques

Les patients présentant l'infection chronique au virus de I'hépatite C présentent
le risque d'un grand nombre de manifestations extra hépatiques.

Ces manifestations extra hépatiques sont observées chez 40 a 76% de patients
infectés par le VHC. Les plus fréquentes sont les cryoglobulinémies mixtes qui
se manifestent dans 36% a 55% des cas. L’infection par le VHC favorise
I’expression clinique de la porphyrie cutanée tardive. Le VHC pourrait
¢galement jouer un réle dans certains lymphomes non hodgkiniens de bas grade
de malignité. Les manifestations psychiatriques et psycho-comportementales
sont fréquentes au cours de I’hépatite C. Elles sont observées dans au moins 6%

des cas [21].
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V.2- Diagnostic biologique
Le diagnostic des infections par le VHC repose sur deux types de tests :
- les tests directs, qui mettent en évidence des constituants de la particule virale
(tests de biologie moléculaire).
- les tests indirects, qui mettent en évidence les anticorps dirigés contre le virus

(tests sérologiques) [32].

V.2.1- Diagnostic direct
Il est réalisé¢ grace a des techniques de biologie moléculaire qui peuvent étre
classées en trois catégories : les méthodes de détection de ’ARN du VHC, les

méthodes de quantification de I'ARN et les méthodes de génotypage [29].

V.2.1.1- Détection qualitative de L’ ARN viral
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
génique ou PCR, permettent de répliquer apres transcription inverse de I'ARN
viral en ADN complémentaire, un grand nombre de copies ou amplicons. Ces
copies sont révélées soit par €lectrophorése et coloration spécifique de I'ADN,

soit par hybridation spécifique sur microplaques ou par PCR en temps réel [S8].

V.2.1.2- Quantification de ' ARN du VHC
La quantification de 'ARN du VHC (ou mesure de la charge virale) détermine le
niveau de réplication virale dans l'organisme. Elle repose sur deux types de
techniques:
- les techniques d'amplification de la cible (PCR)ou les techniques
d'amplification du signal.

La quantification par amplification de la cible se fait par une technique
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compétitive, ou un standard interne (en quantité connue est ajouté a
I'échantillon) ou externe (gamme standards) est extrait et amplifi¢ en parallele
avec I'ARN viral. Le standard interne est amplifié en compétition avec ’ARN
viral. La comparaison des résultats de la cible (ARN viral) et du standard,
permet la quantification. Pour le standard externe, une gamme est réalisée avec
des standards et avec une valeur connue. Les résultats des échantillons sont
rapportés a la gamme.

Les techniques d'amplification du signal ont pour objectif, apres hybridation de
I'"ARN viral a un support solide, de fixer sur cet ARN, un grand nombre de
molécules « signal » (sondes, enzymes). Ces enzymes catalysent la
transformation d'un substrat en un compose détectable. La quantité de compose
produit est comparée a une courbe étalon, tracée en paralléle avec des standards

et permet la quantification.

V.2.1.3- Génotypage

Le génotypage du VHC permet 1'étude de sa variabilité génétique.

Les techniques de génotypage sont fondées sur une amplification initiale par
PCR. En routine, on peut utiliser les techniques d'analyse du polymorphisme de
restriction des fragments amplifiés ou restriction fragments lenght
polymorphism analysis (RFLP), les techniques standardisées d'hybridation
inverse, basées sur l'utilisation de sondes oligonucléotidiques spécifiques des
différents génotypes et sous-type du VHC et sur le séquengage par la méthode

de Sanger grace a un séquenceur automatique [29].
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V.2.2- Diagnostic indirect

Le clonage du génome du virus de I'hépatite C a permis la production de
protéines recombinantes et de peptides de synthése codés a la fois par des genes
structuraux et non structuraux.

Ces antigenes sont utilisés dans les tests sérologiques et permettent la détection
spécifique d'anticorps anti-VHC. Deux types de tests sont actuellement utilisés
pour le diagnostic de l'infection au VHC :

Les tests de dépistage utilisés en premiere intention et basés sur la méthode
immuno-enzymatique et les tests de confirmation basés sur la technique

d'immunoblot [58].

V.2.2.]- Méthodes immuno-enzymatiques

Le dépistage des anticorps anti-VHC s'effectue le plus souvent par des tests
immuno-enzymatiques en phase solide ou enzyme linked immuno sorbent assay
(ELISA).
Dans cette technique, les protéines recombinantes ou de synthése sont fixées sur
des microplaques. Les anticorps sont mis en évidence le plus fréquemment par
immuno-capture suivi d'une révélation enzymatique colorimétrique. Les
antigenes viraux utilisés different suivant les tests, par leur longueur, leur
structure et la localisation des régions du génome viral qui les codent.
Ces tests ont connu une évolution rapide. Quatre générations de tests ont été
développées depuis 1989 :

» Tests de premiére génération
Le premier test sérologique commercialisé en 1989 (test de premicre
génération), utilisait la protéine recombinante CI00-3 comme antigene.
Cette protéine est codée par la région NS4 du génome viral de la souche
prototype du VHC. Ce test permettait de détecter des anticorps chez moins de

80% des malades ayant une hépatite chronique non A non B [51].
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Il utilise moins de 5 épitopes immuno-dominants. Ils étaient responsables de
nombreux faux positifs et faux négatifs [126]. Afin de gagner en sensibilité et
spécificité, des protéines a la fois structurales et non structurales ont été
utilisées. Les nombreuses imperfections de ces tests (faibles performances) ont

valu leur remplacement par des tests dits de deuxiéme génération [10,126].

» Tests de deuxiéme génération
En 1992, des tests de deuxiéme génération, permettant la détection des anticorps
dirigés contre des protéines recombinantes des régions NS4 (C100-3), C (C22-3)
et NS3 (C33c) du génome du VHC, ont fait leur apparition et ont permis
d’augmenter nettement la sensibilité[17]. Ces tests contiennent 5 a 10 épitopes
utilisant des protéines recombinantes. D'autres ont pour support des peptides
viraux synthétiques correspondant a des parties fortement antigéniques de

constituants structuraux ou non du VHC [2].

» Tests de troisiéme génération
IlIs Ces tests ont ¢été introduits en 1994. Cette troisiéme version contient un
peptide de plus que les tests de deuxiéme génération. C’est la découverte d'une
protéine codée par la région NS5 qui a permis la mise au point de ces tests. Ils
mettent en évidence les anticorps dirigés contre des séquences des protéines
NS3, NS4, NS5 et du core.
Ils détectent les anticorps des 6 semaines apres I’exposition [11].

Exemple : Le Test DIA.PRO HCV Ab version 4.0

» Tests de quatriéme génération
Ces tests permettent la détection simultanée d’anticorps anti-VHC et d’antigéne
de capside du VHC. Ils permettent de réduire la fenétre sérologique lors d’une
infection récente par le VHC. C’est une alternative a la PCR qui reste coliteuse

[76]. Exemple : le Test INNOTEST HCV Ab IV.
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V.2.2.2- Méthodes Chimiluminescence immunoassay (CLIA)
Dans ces méthodes, les protéines recombinantes ou de synthése sont fixées sur
des billes de polystyréne. Les tests CLIA sont similaires aux tests ELISA dans
leur principe et ne différent que par le mode de détection des complexes immuns
formés. Avec les tests CLIA, ces complexes sont détectés par la mesure de

l'intensité de rayonnement (lumiére) produite par la réaction.

V.2.2.3-Tests Immunoblot
Ils sont fondés sur une technique d’immunoblotting ou recombinant Immunoblot
Assay (RIBA)
Ce sont les tests de confirmation permettant de détecter la présence de plusieurs
anticorps spécifiques du VHC.
Les antigénes viraux sont souvent identiques a ceux utilisés dans les tests
ELISA.
Ces antigénes viraux sont immobilisés sur des bandelettes de nitrocelluloses en
bandes paralleles. Les bandelettes de nitrocellulose sont incubées avec les
sérums ou plasmas a tester et des controles positifs et négatifs. Si des anticorps
anti-VHC sont présents, ils réagissent avec les antigénes fixés sur les
bandelettes. La réaction est ensuite révélée par immuno-enzymologie. Ces tests
sont qualitatifs, ils permettent d’identifier la spécificité des anticorps anti-VHC
contenus dans un échantillon. Ils ont I’avantage d’avoir une meilleure spécificité
que les tests ELISA.
Ces tests supplémentaires pour le dépistage des anticorps anti-VHC ont été
développés pour aider a résoudre les résultats faux positifs des tests de
dépistage.
En pratique, il est conseillé, pour le diagnostic de I’infection par le virus de

I’hépatite C d’utiliser deux tests ELISA.
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» Premicre étape : le dépistage des anticorps de I’hépatite C par un test
sérologique qui permet d’identifi€¢ les personnes qui ont été infectée par le
virus.

» Deuxieme étape : si le test est positif pour les anticorps de 1’hépatite C, un
test d’amplification des acides nucléiques (TAN) pour 1’acide
ribonucléique (ARN) du VHC est nécessaire pour confirmer 1’infection
chronique [99].

Il permet alors de confirmer le diagnostic lorsqu’il est positif, d’évoquer un faux
positif du test de dépistage lorsqu’il est négatif. Il peut cependant poser un
probléme lorsqu’il est indéterminé. Ces limites rendent indispensable utilisation
des tests directs, permettant de mettre en évidence les constituants de la particule
virale [34].

Apres que le diagnostic d’hépatite chronique C ait été posé chez une personne,
on détermine le degre de gravite des lésions hépatiques (fibrose ou cirrhose).
Cette évaluation peut se faire par une biopsie du foie ou par divers tests non
invasifs. En outre, un examen au laboratoire devra identifier le génotype de la
souche du virus de I’hépatite C.

Il existe 6 génotypes du VHC et ils réagissent différemment au traitement. Une
méme personne peut étre infectée par plusieurs génotypes. Le degré de gravite
de I’atteinte hépatique et le génotype du virus sont utilisés pour orienter les

décisions en matiere de traitement et de prise en charge de la maladie [99].
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VI. TRAITEMENT

VI.1- Objectif
Le but du traitement de 1’hépatite C est d’éradiquer le virus afin de prévenir les
complications liées a I’atteinte hépatique telles que I’inflammation, la fibrose, la
cirrthose, le carcinome hépato-cellulaire, voire le décés. L’objectif premier est
d’obtenir une réponse virologique soutenue, c’est-a-dire un ARN viral
indétectable 24 semaines apres 1’arrét du traitement. Quand le virus est éradiqué
chez les patients non cirrhotiques, la progression de I’'inflammation et de la
fibrose est généralement stoppée. Une amélioration de 1’¢tat hépatique est
souvent observée. Cependant, chez les sujets cirrhotiques le risque de survenu

d’un carcinome hépato cellulaire persiste [47].

VI.2- Les antiviraux
Les antiviraux utilisés pour le traitement de 1'hépatite C sont I'interféron (IFN)
alpha, l'interféron pégylé (IFN-PEQG), la ribavirine et les antiviraux a action

directe.

VI.2.1-Les interférons standards et pégylés

L'effet antiviral de I'I[FN dans I'hépatite chronique C est bien démontré avec une
rapide diminution du taux d'ARN plasmatique du VHC, suivie d'une diminution
du taux sérique des transaminases (ALAT) [63].

Les IFN sont des cytokines endogenes sécrétées par I'organisme en réponse a de
nombreux stimulis, en particulier les infections virales, et dont l'activité
antivirale est a I'origine de leur découverte.

Il en existe environ 13 sous-types doués de nombreuses activités biologiques
dont Il'inhibition de la réplication virale, 1’inhibition de la multiplication
cellulaire, I'induction de I'apoptose ainsi que la modulation de la différenciation

et de la réponse immunitaire. L’IFN pegylé se différencie du standard par la
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fixation du polyéthyléne-glycol a ’interféron alpha (peg-interféron alpha). Ce
qui prolonge sa demi-vie et la durée de I’activité thérapeutique. L’INF pégylé
est administré une fois par semaine.

Les effets indésirables du traitement sont le syndrome pseudo-grippal, la fatigue,
I'anorexie, la perte de poids, la diarrhée, les rashs cutanés, 1’alopécie,
I’inflammation au point d'injection, l'irritabilité, l'instabilit¢ de I'humeur, le
syndrome dépressif sévere, les hyper et hypothyroidies, la neutropénie et
thrombopénie. Des complications plus rares peuvent ¢&tre observées
Pneumopathie interstitielle, anomalies rétiniennes, atteintes dermatologiques
(prurit, sécheresse cutanée ou aggravation d'un psoriasis). Les IFN sont contre-

indiqués en cas de grossesse [124].

VI1.2.2- La ribavirine

La ribavirine est un analogue nucléotidique de la guanosine qui a été découvert
en 1972 et possede un large spectre d'action antivirale (myxovirus, virus
respiratoire syncitial, flavivirus...) [127]. Elle a aussi une action directe sur le
virus par I’inhibition de I’ARN polymérase virale.

La principale complication du traitement par la ribavirine est la survenue d'une
anémie hémolytique. Elle est également responsable de nausées, de sécheresse
cutanée, de prurit, de toux et d'hyperuricémie. Elle est formellement contre-

indiquée chez la femme enceinte en raison de son pouvoir tératogéne [124].

V1.2.3- Les antiviraux a action directe (AAD)

Il existe 3 principales classes d’antiviraux a action directe (Tableau I).
-les inhibiteurs de la protéase NS3/4A
-les inhibiteurs de la protéase NS5A

-les inhibiteurs de la polymérase NS5B
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Tableau I : classification des antiviraux a action direct [75].

CLASSSE NOMS MECANISME MOLECULES
D’ACTION
Inhibiteurs de la | -prévir | Inhibent la protéase virale | Télaprévir (Incivo®),
protéase NS3/4A C NS3/4A Bocéprévir (Victrelis®),
Siméprévir(Olysio®),
Paritaprevir (Viekirax®),
Asunaprévir,Grazoprevir
Inhibiteurs de la | -asvir | Inhibent la NS5A une | Daclatasvir(Daklinza®)
protéase NS5A protéine virale C impliquée | Ombitasvir(Viekirax®)
dans la réplication et la Lédipasvir(Harvoni®)
production de particules Elbasvir, GS5816
virales
Inhibiteur de la |-buvir |Inhibent la polymérase | Sofosbuvir(Sovaldi®)

polymeérase

NS5B

virale C

Dasabuvir(Exviera®)

Béclabuvir, MK3682

» Les antiviraux a action directe de premiére génération

- Le télaprévir et le bocéprévir

Le télaprévir et le bocéprévir sont deux puissants inhibiteurs de la serine

protéase NS3/NS4A du virus de I'hépatite C. Cette enzyme joue un role clé dans

la maturation par clivage protéolytique de la protéine virale. Par ce méme

mécanisme, la serine protéase virale C est aussi responsable de l'inactivation de

plusieurs facteurs

intracellulaires de 1'hote

impliqués dans la réponse
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immunitaire innée. De ce fait, 1'intérét de bloquer l'activité de la serine protéase
virale est double, car son inhibition entraine l'arrét de la multiplication virale
ainsi que des effets déléteres du virus au niveau de certaines fonctions de

défense de 1'hote contre les infections.

Ils ne sont utilisés qu’en combinaison avec d’autres traitements, le risque
d’acquisition de résistance étant €levé s’ils sont employés seuls. Mais leur
utilisation est limitée au génotype 1 au stade de cirrhose et qui ne répondent pas

a la bithérapie. Ils sont arriveés sur le marche en 2011[68].

Ils avaient €té préconisés dans les lignes directives de I’OMS en 2014 en
association avec le PEG-INF et la ribavirine. Les études réalisées montrent
qu’ils entrainent plus d’effets secondaires et moins de guérison que les
nouveaux AAD. Ces 2 médicaments ne sont plus recommandés par ’OMS [99].

Les effets secondaires du télaprévir sont les €ruptions cutanées, les
démangeaisons, 1'anémie, les symptomes gastro-intestinaux (nausée, diarrhée et
démangeaisons anales).

Les effets secondaires du bocéprévir sont la fatigue, I'anémie, la nausee,

la diarrhée, I'altération du gofit, la neutropénie [93].

» les nouveaux antiviraux a action directe(AAD) de deuxiéme
génération

- Le sofosbuvir

C’est un Inhibiteur de la polymérase NS5B analogue de nucléosides. Il est
donné en association avec la ribavirine avec ou sans interféron pégylé (en
fonction du génotype du VHC). Il s’avéere efficace pour les infections par le
VHC de génotype 1, 2,3 et 4. Cette association (SOFOSBUVIR+RIBAVIRINE)

est recommandée de préférence a 1’association interféron pégylé +ribavirine,
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dans le cas du traitement pendant 12 a 24 semaines pour les personnes qui ne

tolerent pas I’interféron [98].

L’association Lédipasvir-Sofosbuvir a ¢été approuvée par la FDA pour le
traitement de 1’infection chronique par VHC de génotype 1. Elle est administrée
en une dose unique quotidienne et a donné lieu a plus de 97% RVS chez les
patients. C’est le premier régime de traitement qui ne nécessite pas

I’administration d’INF ou RIBAVIRINE [125].

- Le siméprévir

C’est un inhibiteur des protéases ciblant la NS3/A, (non structural
3/4A) du virus de I’hépatique C. Il est donné en association avec 1’interféron
pégylé (en fonction du génotype du VHC) et a la ribavirine. Cette association est
recommandée pour les personnes atteintes de 1’hépatite C de génotype 1b et 1la
sans polymorphisme Q80K, au détriment de 1’association interféron

pégylé+ribavirine [98].

VI1.3- Protocole thérapeutique

Depuis 1989, le traitement de 1'hépatite C a considérablement progressé. Il
reposait sur l'interféron (IFN) alpha en monothérapie, ne permettant d'obtenir
une réponse prolongée que chez moins de 20% des patients [63]. En 1998, avec
l'association de I'IFN et de la ribavirine, le taux de réponse prolongée était
d'environ 41 % [109]. Puis l'association de I'lFN pégylé¢ (IFN-PEG) et de la
ribavirine (bithérapie) a permis d'obtenir une réponse virologique prolongée
(RVP) de I'ordre de 55 % [109].

En cas de génotypes 2ou 3, la durée du traitement est de 24 semaines et la RVP
est de 80%. En cas de génotypes 1 et 4, la durée du traitement est de 48
semaines et la RVP de 50% pour le génotype 1 et de 65% pour le génotype 4.
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La présence d’une cirrhose avérée diminue la probabilit¢ de succes du
traitement.

Si le traitement par interféron-ribavirine n’entraine pas une réduction de la
réplication virale ou une réplication compléte de I’ARN (connue sous le terme
de « réponse virale précoce ») aprés 12 semaines pour le génotype 1, les chances
de succes du traitement sont inférieures a 1%. La réponse virale précoce n’est
généralement pas vérifiée pour les patients qui ne sont pas de génotype 1. Le
mécanisme d’action n’est pas tout a fait ¢lucide¢, parce que méme les patients qui
semblent avoir eu une RVP peuvent encore avoir une réplication active du virus

dans le foie et dans les cellules mononuclées du sang périphérique [23].

Depuis le début des années 2010, un bouleversement thérapeutique a débuté. Il
repose sur une meilleure connaissance du virus acquise grace a la recherche.
Les premiers inhibiteurs spécifiques de la proteéase NS3/4, le telaprévir et le
boceprévir ont été introduits. Ces deux molécules associées a la bithérapie de
référence (INF-PEG+RIBAVIRINE) ont permis de relever le taux de guérison
pour pres de 70% des personnes traitées de génotype 1 avec une durée de
traitement raccourcie dans environ la moiti¢ des cas [121]. Les trithérapies
associant l'interféron pégylé + la ribavirine + les inhibiteurs de protéase
(bocéprevir ou télaprévir) sont proposées pour traiter les patients ayant un
génotype 1, mais il s'agit de traitements lourds, colteux, avec des effets
indésirables importants.

En 2014, une nouvelle génération de traitement est apparue. Avec I’introduction
de nouveaux DAA (directly acting antivirals) dénués d’effets secondaires
importants, ils permettent d’atteindre un taux minimal de guérison de 90 a 95%
en moins de 12 semaines de traitement [75]. Mieux ils sont rapidement
combinés entre eux, avec une bonne tolérance sans devoir étre associé avec la

bithérapie de référence mal tolérée.
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En Cote d’Ivoire, il existe un programme national de lutte contre les hépatites
virales (PNLHV). Ce programme accorde des subventions pour la prise en
charge thérapeutique des malades des hépatites virales. Pour ce qui concerne le
type viral C, les deux molécules couramment associées dans le traitement
standard des malades sont I’interféron alpha 2a pégylé et la ribavirine. La
ribavirine est gratuite etl’interféron alpha 2a pégylé est subventionné a 14250
FCFA.

La Cote d’Ivoire a travers le PNLHV subventionne les nouveaux antiviraux a

action directe que sont le SOFOSBUVIR et le DACLASTAVIR.

VII. MESURES PREVENTIVES
Il n'existe pas de vaccin disponible contre I'hépatite C.
Mais il est possible de réduire le risque d'infection en évitant:

v' les produits sanguins a risque;
v’ le partage du matériel d'injection;
v’ le partage d'objets personnels tranchants ou piquants pouvant
étre contaminés par du sang infecté;
v' les tatouages, les piercings et les actes d'acupuncture pratiqués

avec du matériel contaminé [97].
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Deuxi¢me partie :
ETUDE EXPERIMENTALE
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I-MATERIEL ET METHODES

I.1.Type et période d’étude
Il s’agit d’une étude transversale qui s’est déroulée de septembre 2014 a

décembre 2015.

I.2.Cadre de I’étude
L’¢tude s’est déroulée au laboratoire d’immunologie du centre de diagnostic et
de recherche sur le SIDA et les autres maladies infectieuses (CeDReS) sis au
sein du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Treichville d’Abidjan, Cote

d’Ivorire.

1.3. Population d’étude

L’¢tude a porté sur des sujets de tout sexe et I’évaluation a été conduite sur un
¢chantillon de 955 patients (dont I’origine est présentée par le Tableau II) qui
venaient en consultation dans les sites suivants :

e Service des Maladies Infecticuses et Tropicales (SMIT) du CHU de

Treichville

e Clinique CONFIANCE de Bietry (Marcory).
L’¢étude a concerné des sujets adultes agés d’au moins 18 ans, volontaires (voir
annexe 1), a statut sérologique VIH connu et documenté. L’anonymat a permis

de garantir la confidentialité lors de I’évaluation.
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Tableau II — origine des échantillons utilisés pour 1’évaluation.

ORIGINE NOMBRE DE PATIENT (S)
Service des Maladies Infectieuses et

Tropicales (SMIT) du CHU 353

Treichville

Clinique CONFIANCE

(Bietry, Marcory) 602

TOTAL PATIENTS 955

1.4-Matériel

1.4.1-Appareillage, réactifs et petit matériel de laboratoire

Pour la réalisation de notre étude, nous avons utilisé le matériel suivant :

une blouse

- des gants a usage unique

- du papier absorbant

- une solution d’hypochlorite de sodium a 12° diluée a 10%

- un chronomeétre

- des micropipettes

- un portoir

- des embouts pour micropipettes
- des cryotubes

- des cryoboites

un centrifugeur
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Une chaine ELISA regroupant :
e Un incubateur sec réglé a37°C
e Un lecteur de microplaques (spectrophotomeétre)
e Un laveur de microplaques

e Un agitateur de microplaques

des Kkits du test a évaluer ORAQUICK® HCV du lot numéro 6638606 de

OraSure Technologie.

les kits du test de référence DIA.PRO HCV version 4.0° de Diagnostic
Bioprobes Sarl du lot numéro C10T11/5

des kits du test de référence INNOTEST® HCV Ab IV de
INNOGENETICS N.V du lot numéro 235443.

1.5-Méthodes

Notre étude a comporté une analyse biologique et une analyse statistique.

[.5.1-Analyse biologique
I.5.1.1-Collecte des échantillons
Les échantillons ont €té obtenus par ponction veineuse sur des tubes avec
I’anticoagulant éthyléne diamine tétra acétate (EDTA). Les prélévements ont été
transportés au laboratoire CeDReS en respectant les régles d’hygiéne et de
biosécurité. Apres centrifugation du sang total a 3000 tours/s pendant 5 minutes,
nous avons réalisé¢ un aliquote de 1ml de plasma pour chaque échantillon, et

conservé a -20 ou -80° au CeDReS.
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1.5.1.2- Réalisation des tests biologiques
Nous avons soumis le sang total de tous les échantillons au test ORAQUICK®
HCV et le plasma des mémes échantillons ont été testés par le DIA.PRO HCV.
Ensuite tous les €chantillons positifs au test DIA.PRO HCV et les échantillons
discordants entre ORAQUICK et DIA.PRO HCV ont été testés a PINNOTEST®
HCV. C’est le résultat du test INNOTEST® HCV qui a été pris en compte dans

notre étude.

1.5-1-2-1-Test ORAQUICK" HCV.
1.5.1.2.1.1- Présentation

ORAQUICK®™ HCV est un test de diagnostic rapide du VHC de troisiéme
génération a usage unique (Figure 6).
Il permet la détection qualitative de I’immunoglobine G (IgG), dirigé contre le
virus de I’Hépatite C dans les €chantillons suivants :
-Fluide buccal,
-Sang total (ponction digitale, ou ponction veineuse)
-Plasma (EDTA, héparine sodium, Héparine lithium et citrate de sodium)
-Sérum.
Le dispositif de test contient une membrane de nitrocellulose avec des peptides
synthétiques et des protéines recombinantes issues des régions centrales, NS3 et
NS4 du génome du VHC au niveau de la zone test et une anti-IgG humaine de
chevre au niveau de la zone de contrdle.
Le Kit comporte 25 tests a conserver entre 2-30°C. Le numéro de lot utilisé pour
notre ¢tude était le 6638606 avec pour date d’expiration Mai 2015.

» Le Kit du test est composé de trois(3) parties(Figure 5).
e Un sachet compartimenté contenant :
-le dispositif de test ORAQUICK® HCV

-un sachet absorbant dessicatif
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-la solution révélatrice (tube contenant 0.75ml de soluté tampon de
phosphate compose des polymeres et un agent antimicrobien)
e Supports de test réutilisables

e Anses de prélevement

> Le dispositif de test ORAQUICK® HCV est composé de trois (3) parties :
-un support de prélévement ou zone de dépot échantillon
-une zone de migration contenant une membrane de nitrocellulose
sur laquelle est déposé un conjugué (protéine VHC+or colloidal 1i¢ a la protéine
A)
-une zone ou fenétre de lecture comportant :
aune zone « C » dite de controle contenant des anticorps-anti [gG humain

une zone test « T » contenant I’antigéne VHC

-

Sclution
de développement

\ Portoir

Anse
de prélévement

Test

Fenétrede Sachet
lecture Support absorbant
Deprélévement
Figure5: kit du test rapide ORAQUICK® HCV
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échantillon

Figure 6: dispositif de test ORAQUICK® HCV

1.5.1.2.1.2-Principe

Le test de dépistage rapide des anticorps dirigés contre VHC, ORAQUICK®
HCV utilise le principe de ’'immunochromatographie (Figure 7).

L’¢échantillon est déposé sur le support de prélevement ou zone de dépot
¢chantillon. Il migre par capillarité le long de la membrane de nitrocellulose.

Si I’échantillon contient des anticorps anti-VHC,ceux-ci se lient au conjugué
(protéine du VHC fixées a I’or colloidal+protéine A) au niveau de la zone de
migration pour former des complexes immuns.

Ces complexes migrent vers la zone de lecture et se fixent aux peptides du VHC
immobilisés au niveau de la zone test (T).Les immuns complexes formés a ce
niveau €tant de plus grande taille, ils vont s’immobiliser et faire apparaitre une
bande de couleur rouge/pourpre.

Ensuite, I’apparition de la coloration de la bande de contrdle est générée par la
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formation d’un immun complexe entre les anticorps anti-IgG (fixés au niveau de

le zone de contrdle) et les IgG contenus dans le spécimen biologique.

A Anti-Anticorps Humain ®,_J* Orcolloidale conjugué ala Y Anticorps Humain
A Antigéne VHC o Proshine A Y Anticorps VHC

Ligne Ligne Conjugué (protéine du VHC+ des particules
Controle Test d’or colloidale liées a la protéine A)
N A
——R
W{
4 =<
0t
>
L -

Zone de dépot

Membrane de nitrocellulose . .
échantillon

Figure7: principe du test ORAQUICK® HCV|25].

1.5.1.2.1.3-Mode opératoire
e Retirer du sachet, le test et tous ses composants
e Placer le support réutilisable sur une surface plane et propre.
e Déboucher le flacon de solution révélatrice et glisser celui-ci dans 1’un des
logements du support de test réutilisable.

e M¢langer le sang prélevé contenu dans le tube a EDTA par inversion

Remplir I’anse de prélevement d’échantillon (sang mélangé par inversion)
o Insérer immédiatement I’anse dans la solution révélatrice

e M¢langer avec I’anse.

o Insérer le dispositif de test dans le tube de solution révélatrice

e Déclencher la minuterie et faire la lecture apres vingt (20) minutes et le

résultat reste stable pendant quarante (40) minutes.
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1.5.1.2.1.4- Résultats et interprétation

La validation du test est assurée par 1’apparition d’une bande colorée au niveau
de la zone contréle (Figure 8).
Les différents résultats possibles sont :

» Non réactif
Si un trait apparait dans la zone C et qu’aucun trait n’apparait dans la zone T ;
Un résultat de test non réactif signifie que des anticorps anti VHC n’ont pas été
détectés dans I’échantillon. Le patient n’est vraisemblablement pas infecté par
le VHC.

» Réactif
Si un trait apparait dans la zone C et qu’un trait apparait dans la zone T. La
couleur des traits peut varier d’intensité. Le test est réactif, quelque soit
I’intensité de ces traits. Un résultat de test réactif signifie que des anticorps
dirigés contre le VHC ont été détectés dans 1’échantillon. Le patient est
vraisemblablement infecté par le VHC.

» Non valide
Si aucun trait n’apparait dans la zone C.
Si le fond rouge du test obscurci les résultats.
S’il y a un trait partiel d’un coté de la zone C ou T.
Un résultat de test non valide indique un probléme durant le test, ou une lecture

du résultat au dela du temps requis ; dans ce cas il faut reprendre le test.
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Figure 8: Résultats et interprétation du test ORAQUICK® HCV

1.5.1.2.2. Test DIA.PRO HCV Ab version 4.0"
1.5.1.2.2.1. Présentation

Le test dia.pro HCV Ab Version 4.0 est un test immuno-enzymatique de

troisiecme geénération sur microplaque dont les cupules sont recouvertes de

peptides du noyau et peptides recombinants NS3, NS4 et NS5. Il est utilisé pour

la détection des anticorps anti-VHC dans le sérum ou le plasma humain.

Il se présente sous forme de kit composé comme suit :

Une microplaque composée de 96puits

Un controéle positif et négatif

Un calibrateur

Une solution de lavage

Le conjugué : constitu¢ d’IgG et IgM de chevre anti-immunoglobuline
humaine associées a la peroxydase

Le substrat : TetraMethylBenzydine

Le diluant test : Diluant d’analyse

Le diluant échantillon : Diluant Specimen

La solution d’arrét de la réaction : acide sulfurique

Des couvre-plaques
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1.5.1.2.2.2. Principe
Les anticorps anti-VHC contenus dans 1’échantillon se fixent aux antigenes du
VHC préalablement fixés dans les puits. L’exces d’anticorps est éliminé par
lavage. Le conjugué constitu¢ d’IgG et IgM de chevre anti-immunoglobuline
humaine associé¢ a la peroxydase est ajouté et se fixe aux complexes anticorps-
antigeéne dans les puits. L’excés de conjugué est éliminé par lavage. Le substrat
tétraméthylbenzidine/peroxyde d’hydrogene (TMB/H,0,) est ensuite additionné,
pour donner une coloration qui passe du bleu au jaune apres ajout de la solution
d’arrét (acide sulfurique). La coloration du mélange réactionnel produit un
signal optique qui est proportionnel a la quantit¢ d’anticorps anti — VHC

présente dans I’échantillon.

1.5.1.2.2. 3. Mode opératoire

1. Placer le nombre requis de puits dans le support de la microplaque. Laisser le
premier puits vide pour le blanc.

2. Déposer 200ul de témoin négatif dans trois puits suivants, puis 200ul de
calibrateur dans deux puits suivants et 200ul de contrdle positif dans un puits.
Ne pas diluer les témoins, les calibrateurs et le blanc. Ils sont pré-dilués et préts
a I’emploi.

3. Distribuer dans les autres puits 200ul du diluant pour échantillon (DILSPE) et
10ul d’échantillon. Mélanger doucement en évitant le débordement et la
souillure des puits adjacents, afin de disperser entiérement 1’échantillon dans le
diluant.

4. Distribuer 50ul du diluant d’analyse (DILAS) dans tous les puits y compris
les calibrateurs et les controles sauf le blanc. Vérifier que la couleur des
¢chantillons passe au bleu foncé.

5. Sceller la microplaque avec de I’adhésif fourni dans le kit et I’incuber pendant

45mn a +37°C.
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6. Faire 5 cycles de lavage en utilisant 350ul de solution de lavage.

7. Déposer 100ul de conjugué dans tous les puits sauf celui contenant le blanc.
Sceller a nouveau.

8. Incuber la microplaque pendant 45mn a +37°C.

9. Laver la microplaque comme dans 1’étape 6.

10. Ajouter 100ul de substrat (TMB/H,0,) dans tous les puits y compris le
blanc. Incuber alors la microplaque a une température de 18 a 24°C pendant
15minutes a 1’abri de la lumicere.

11. Ajouter 100ul de la solution d’arrét (acide sulfurique) dans tous les puits y
compris le blanc pour arréter la réaction enzymatique. L’addition de ’acide fait
changer la coloration du témoin et des €chantillons positifs qui passe du bleu au
jaune.

12. Lire la densité optique (DO) a 450nm dans les 15 minutes.

1.5.1.2.2.4. Critéres de validation et Interprétation
¢ Validation
-L’absorbance du blanc doit étre infericure a 0,10
-L’absorbance des trois témoins négatifs doit €tre inferieure a 0.05
-Calculer la DO moyenne du témoin négatif (NC)
-Calculer la DO moyenne du calibrateur (S)
-L’absorbance du témoin positif doit étre supérieure a 1,000
-Calculer la valeur seuil(VS)= NC+ 0,350
-Calculer le Ratio S/VS qui doit étre supérieur a 1.1

+» Interprétation

Les résultats sont interprétés avec le ratio DO/VS.
-DO/VS : c’est le rapport de la densité optique sur la valeur seuil.
Le résultat est négatif si le ratio DO/VS est inferieur a 0,9. Cela signifie qu’il

n’y a pas d’infection.
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Le résultat est positif si le ratio DO/VS est supérieur a 1,1. Cela signifie qu’il y a

une infection au VHC.

Le résultat est douteux si le ratio DO/VS est compris entre 0,9 et 1,1.Dans ce cas

il faut reprendre le test.

1.5.1.2.3- INNOTEST“HCYV Ab 1V
1.5.1.2.3.1. Présentation

C’est un test ELISA de quatrieme géneération qui est utilisé pour la détection des

anticorps anti-VHC dans le sérum ou le plasma humain.

Il se présente sous forme de kit composé comme suit :

Un témoin positif et un témoin négatif

Le conjugué : constitu¢ par un anticorps anti-IgG humaine de lapin
associé avec I’enzyme peroxydase de raifort(HRP)

Le diluant du conjugué

Le substrat : solution de TetraMethylBenzydine

Tampon substrat : Dimethylsulfoxide

Diluant échantillon :(Diluant Specimen)

La solution d’arrét : acide sulfurique

Une solution de lavage

Un dispositif de fermeture des sachets

Des couvre-plaques

Une microplaque composée de 96 puits qui sont recouvertes d’un

mélange de peptides synthétiques VHC protéines recombinantes dérivées

des régions immunodominantes (core, NS3, NS4A, NS4B, NS5A)

Les antigenes immunodominants provenant de ces régions sont dérivés de

différents génotypes du VHC (1a, 1b, 2,3a).
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1.5.1.2.3.2- Principe

C’est un test ELISA indirect pour la détection de I’anticorps anti-VHC.

Le sérum du sujet est ajouté a la phase solide. Les anticorps spécifiques anti-
VHC dans I’échantillon vont se lier aux antigenes du VHC fixés en phase solide.
Par la suite, le conjugué constitué par un anticorps anti-IgG humaine de lapin
associé avec I’enzyme peroxydase de Raifort est ajouté.

Cet anticorps marqué contenu dans le conjugué se lie au complexe antigene-
anticorps en phase solide préalablement formé qui réagit positivement apres
incubation avec le substrat (solution de TetraMethylBenzydine dilu¢ dans le
Dimethylsulfoxide). Ce complexe produit une couleur bleue dans le puits, qui
devient jaune lorsque la réaction est arrétée avec 1’acide sulfurique.

La révélation se fait par une antiglobuline humaine marquée et I’intensité de la
coloration obtenue est proportionnelle au taux d’anticorps présents dans le

sérum.

1.5.1.2.3.3- Mode opératoire

1. Préparer la solution de travail de conjugué

2. Distribuer les sérums dans les cupules pour le test. Ajouter 200ul de
diluant échantillon dans chaque cupule.

3. Ajouter 20ul d’échantillon ou de contréle dans les cupules

4. Couvrir la plaque d’une feuille adhésive et incuber pendant 60+3 minutes
a37x1°C

5. Laver les cupules 6 fois avec la solution de lavage

6. Distribuer 200ul de solution de travail de conjugué dans les cupules

7. Couvrir la plaque d’une feuille adhésive neuve et incuber pendant 60+3
minutes a 37+1°C. Préparer la solution de substrat durant I’incubation.

8. Laver les cupules 6 fois avec la solution de lavage

9. Distribuer 200pl de solution substrat dans les cupules

These de Diplome d’Etat de ACKA N’Drama Louis Page 47
docteur en pharmacie



EVALUATION DU TEST DE DEPISTAGE RAPIDE ORAQUICK® HCV POUR LE DIAGNOSTIC DE L’HEPATITE VIRALE C
A ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

10.Incuber a température ambiante a 1’obscurité pendant 30+1 minutes

11.Arréter la réaction en ajoutant 50ul de solution d’arrét a toutes les cupules
en respectant la méme séquence et les mémes intervalles de temps que
lors de I’ajout de la solution substrat. Tapoter soigneusement le support
pour s’assurer un mélange parfait.

12.Lire ’absorbance de la solution dans les 15 minutes suivant I’etapell, a

I’aide d’un lecteur de microplaque équipé d’un filtre a 450nm.

1.5.1.2.3.4- Résultats et interprétation
-Abréviation :
P=absorbance moyenne du controle positif

E=absorbance moyenne de 1’échantillon

+* Validation :

Vérifier la validité individuelle des cupules contrdles positifs et négatifs

-Chaque controle négatif doit étre inferieur a 0,100 (DO CN<O0,100)

-Chaque controle positif doit étre supérieur a 0,800 (DO CP>0,800)

-Calculer P en excluant les valeurs controles inférieures a 0,800
P=DO CP;+ DO (CP,/ 2)

-Calculer la valeur seuil (VS) définie par : (P/2,75)

+» Interprétation :

Un échantillon est considéré positif si le ratio DO/VS est supérieur ou égal a 3.

Les échantillons donnant un ratio entre 1 et 3 doivent étre retestés.
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I.5.2-Analyses statistiques des données

1.4.2.1 Détermination des performances techniques

Les résultats positifs du test DIA.PRO HCV et les discordants entre les tests
ORAQUICK® et DIA.PRO HCV ont été confirmés par le test INNOTEST®
HCV. Puis, c¢’est le résultat du test INNOTEST® HCV qui a été utilisé comme
référence pour le calcul des performances techniques du test évalué.

Ces performances techniques que sont la sensibilité, la valeur prédictive
positive, la spécificite, la valeur prédictive négative et le pourcentage de
discordants ont été calculées a partir du tableau de contingence (Tableau III)

» La sensibilité (Se) est la capacité du test évalué a détecter correctement les
¢chantillons contenant des anticorps anti-VHC.

» La valeur prédictive positive (VPP) est la probabilité, lorsqu’un test est
positif, que 1’échantillon contienne réellement des anticorps anti-VHC.

» La spécificité (Sp) est la capacité du test évalué a détecter correctement
les échantillons ne contenant pas des anticorps anti-VHC.

» La valeur prédictive négative (VPN) est la probabilité, lorsqu’un test est
négatif, que I’échantillon ne contienne pas réellement des anticorps anti-
VHC.

» Le pourcentage de discordants (PD) est la proportion des faux positifs et

des faux négatifs parmi I’ensemble des sujets.
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Tableau III: Calcul des performances techniques du test évalué

Test de référence
Positif Négatif Total
Positif Vrai positif A Faux positif B A+B
Test évalué | Négatif | Faux Négatif C | Vrai Négatif D C+D
Total A+C B+D A+B+C+D

Se = [A/ (A+C)] x 100
Sp=[D/ (B+D)] x100
VPP = [A/ (A+B)] x 100

VPN= [D/(C+D)] x100
PD = [(B+C) / (A+B+C+D)]x100

1.4.2.2-Etude des caractéristiques opérationnelles

Les caractéristiques opérationnelles des tests rapides dans un laboratoire
périphérique ont €té estimées en utilisant certains criteres proposeés par I’OMS.
Ces criteres tiennent compte des performances techniques, de 1’appréciation
technique et de la praticabilité des tests rapides a évaluer [24].
Le test est considéré

e Trés approprié si le score total est strictement supérieur a 30

e Approprié si le score total est compris entre 23 et 30

e Peu approprié si le score total est strictement inférieur a 23
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II-RESULTATS

I1.1. Caractéristiques sociodémographiques de la population d’étude

33,8%
n =323
B Masculin

B Féminin

Figure 9 : Répartition de la population d’étude en fonction du sexe

La population d’étude était majoritairement de sexe féminin avec un Sex-ratio

de 0,51.
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Figure 10 : Répartition de la population d’é¢tude en fonction de la situation

matrimoniale

La population d’étude était majoritairement célibataire (75,6% des cas)
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Figure 11 : Répartition de la population d’étude en fonction du niveau d’étude

La population d’étude avait, pour la plupart, un niveau d’é¢tude ¢élevé dans le

secondaire (29,3%) et dans le primaire (27%).
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Figure 12 : Répartition de la population d’étude en fonction de la nationalité.

La population d’étude était majoritairement de nationalité ivoirienne avec un

pourcentage de 81,5%.
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Figure 13 : répartition de la population d’étude en fonction de I’age

La population d’étude était majoritairement jeune avec 35,7% dans la tranche
d’age de 25-35 ans et 32,1% dans la tranche d’age de 36-46 ans. L’4ge moyen

¢tait de 36,9 ans avec un écart type de 10,8 et des extrémes de 18 ans (mini) a 72

ans (maxi).

These de Diplome d’Etat de
docteur en pharmacie

ACKA N’Drama Louis Page 55



EVALUATION DU TEST DE DEPISTAGE RAPIDE ORAQUICK® HCV POUR LE DIAGNOSTIC DE L’HEPATITE VIRALE C
A ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

I1.2. Evaluation des performances techniques

Les performances du test évalué sont présentées dans le tableau 1V.

Tableau IV : Performances techniques du test ORAQUICK® HCV

Algorithme séquentiel de référence

Positifs Négatifs Total
Positifs 3 1 4
Test
ORAQUICK® HCV Négatifs 0 951 951
Total 3 952 955

> Sensibilité (Se) = 100%

» Spécificité (Sp) = 99,89%

» Valeur prédictive positive (VPP) = 75%
» Valeur prédictive négative (VPN) = 100%

Tableau V : Comparaison entre les tests ORAQUICK® HCV et DIA.PRO HCV

Test DIA.PRO HCV
Positifs Neégatifs Total
Positifs 3 1 4
Test )
Négatifs 31 920 951
ORAQUICK"HCV
Total 34 921 955

Apres avoir soumis tous les échantillons aux tests ORAQUICK® HCV et

DIA.PRO HCV, nous avons obtenu 32 échantillons discordants. Le taux de
concordance entre les tests ORAQUICK® HCV et DIA.PRO HCV était de
96,6%. Les 32 échantillons discordants ont été testés par 'INNOTEST® HCV et

ont donné les résultats présentés dans le tableau VI.
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Tableau VI : Profil des 32 échantillons discordants.

Numéros des DIAPRO HCV INNOTEST HCV
échantillons Ratio DO/VS Résultat Ratio DO/VS Résultat
S010 1,32 Positif 1,18 Négatif
S073 2,75 Positif 0,11 Négatif
S099 2,13 Positif 2,19 Négatif
S0190 1,53 Positif 1,40 Négatif
S191 1,56 Positif 0,17 Négatif
S192 1,17 Positif 0,40 Négatif
S200 3,75 Positif 0,09 Négatif
S209 1,07 Positif 0,37 Négatif
S221 1,02 Positif 0,18 Négatif
S243 1,20 Positif 0,42 Négatif
S283 1,01 Positif 0,12 Négatif
S289 3,31 Positif 0,76 Négatif
S298 1,06 Positif 0,88 Négatif
S313 2,42 Positif 0,47 Négatif
S347 1,12 Positif 1,23 Négatif
C030 2,02 Positif 0,71 Négatif
Cco44 1,41 Positif 0,12 Négatif
C064 2,72 Positif 1,01 Négatif
C094 1,03 Positif 0,46 Négatif
C126 1,01 Positif 0,33 Négatif
C128 0,53 Négatif 0,31 Négatif
C130 1,32 Positif 0,44 Négatif
C190 1,05 Positif 0,36 Négatif
C286 1,25 Positif 1,48 Négatif
C293 1,54 Positif 1,99 Négatif
C295 1,38 Positif 0,69 Négatif
C299 1,26 Positif 1,17 Négatif
C370 1,21 Positif 0,93 Négatif
C433 1,66 Positif 2,18 Négatif
C453 1 Positif 0,41 Négatif
C459 3,30 Positif 0,18 Négatif
C481 1,17 Positif 0,25 Négatif

Sur les 32 échantillons qui ont été testés a 'INNOTEST® HCV, nous avons
obtenu 32 négatifs ; montrant ainsi que le test DIA.PRO HCV donne beaucoup
de faux positifs.

These de Diplome d’Etat de ACKA N’Drama Louis Page 57
docteur en pharmacie



EVALUATION DU TEST DE DEPISTAGE RAPIDE ORAQUICK® HCV POUR LE DIAGNOSTIC DE L’HEPATITE VIRALE C

A ABIDJAN COTE D’IVOIRE EN 2015

I1.3.Détermination des Caractéristiques opérationnelles
Les caractéristiques opérationnelles du test ORAQUICK® HCV sont présentées

par le tableau VII

Tableau VII: Caractéristiques opérationnelles du test ORAQUICK® HCV

Critéres Score |Performances du test| Score du test

Sensibilité

100% 5 5

98-100% 3 100%

< 98% 0

Spécificité

> 98% 5 5

95-98% 3 99,89%

<95% 0

Conditions d’incubation

ITIf)rrIlspTaenr;?Z?;?t)ian te ? Température ambiante 3

Durée de vie

>1 an 3 3

6-12 mois 2 >1 an

< 6 mois 1

Conditions de conservation

Temp ambiante (kit ouvert) 5 5

Temp ambiante (kit non ouvert) 2 Température ambiante

2-8°C 1

Coiit du test en CFA

<1000 (2) 3

1000-2000 (2-4) 2 9825 1

> 2000 (4) 1

Facilité d’utilisation

Trés simple 5

Simple 3 Tres simple 5

Peu simple 1

Rapidité d’exécution (1 test)

<10 mn 3 )

10-30 mn 2 20 mn

> 30 mn 1

Nécessité Agitateur/Laveur

Non nécessaire 3 3
K . Non

Nécessaire 1

Lecture

Visuelle avec variabilité interlecture< 3% 5 5

Visuelle avec variabilité interlecture> 3% 5

Avec un appareil 1

Score Total 40 37

Le test ORAQUICK®™ HCV est trés approprié vu les critéres qu’il présente lui
permettant ainsi une facilité¢ d’utilisation confirmée.
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DISCUSSION
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Bien que la recherche médicale avance et que des traitements efficaces
permettent aux malades de mieux vivre et d’espérer, I'infection au VHC est
toujours présente en Afrique, précisément en Cote d’Ivoire, ou elle touche toutes
les catégories de population. Trop souvent encore, I’infection est diagnostiquée
tardivement, et ce retard de dépistage empéche les personnes infectées de

bénéficier pleinement des traitements [S7].

Mettre a la disposition de la population des techniques de dépistage rapide,
fiables et a moindre coflit constitue I’un des axes de la prévention de I’infection
a VHC dans le monde. Ces tests rapides présentent donc un intérét pour les pays
a ressources limitées du fait de leur facilit¢ d’utilisation et de leur colit plus
abordable par rapport aux autres tests de dépistage. En raison de la variabilité
génétique du virus et des limites de certains tests de dépistage, I’OMS
recommande 1’évaluation des tests avant leur utilisation dans une région donnée

[26].
Nous nous sommes alors proposé dans cette étude d’évaluer les performances
du test ORAQUICK® HCV de OraSure Technologie utilisé pour le dépistage de

I’infection au VHC.

> Performances techniques du test étudié

v' Sensibilité
Sur un panel de 955 échantillons, la sensibilité du test ORAQUICK® HCV était
de 100% au cours de notre étude.

Ce test présente donc des performances de sensibilité trés satisfaisantes selon

les directives de I’OMS [26] (Sensibilité supérieure a 99%).
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Ce résultat est superposable a ceux obtenus par Cha et coll. en 2013 et Bryce et
coll en 2011, qui ont rapporté respectivement 100 % [28] et 99,3% [19] de
sensibilité¢ pour ORAQUICK sur sérum.

Il est supérieur a la sensibilité obtenue lors d’une étude menée par Gao et coll.
sur les performances de ’'ORAQUICK® HCV en 2014(94,1%) [56].

La sensibilit¢ du test ORAQUICK lors de notre étude était supérieure a la
sensibilité¢ d’autres tests sur sang total tels que le test chembio HCV (92,1%),
chembio VIH-VHC assay (91,5%), chembio VIH-VHC SyphilisASSAY
(92,3%), le test Med Mira VIH/VHC/VHB (79,1%) [54], le test Chembio HCV
(97,8%), Med Mira HCV (88,3%) [19].

v' Spécificité
Notre étude a montré que le test ORAQUICK® HCV avait une spécificité de
99 ,89%.
Ce test présente donc une spécificité trés satisfaisante selon les directives de
I’OMS [26] (Spécificité supérieure a 99%).
Ce résultat est superposable a ceux rapportés par les équipes de Bryce en
2011(99,8%) [19] et de Gao en 2014 (99,5%) [56]. La spécificité obtenue lors de
notre étude est ¢galement superposable a la spécificite d’autres tests tels que les
3 tests Chembio : le test chembio HCV (99,2%), chembio VIH-VHC assay
(99,4%), chembio VIH-VHC Syphilis ASSAY (99,3%) [54], ainsi que les tests
Med Mira HCV (100%)[28].
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» Caractéristiques générales et opérationnelles, facilité d’utilisation du

test.

Notre étude a montré que le test ORAQUICK® HCV est d’une praticabilité
relativement simple. De plus il est réalisable dans tous les postes de dépistage.
Sa mise en ceuvre ne requiert pas de personnel qualifi¢ de laboratoire. Il ne
nécessite ni reconstitution de réactifs ni réfrigération ; Il convient donc bien dans
des environnements pauvres en ressources et a des groupes de population
difficiles a atteindre.

En outre ce test se réalise en deux étapes et sa durée de réalisation lors de notre
¢tude ¢était de 20 minutes, ce qui confirme que ce test est un test rapide selon
les critéres de I’OMS (inferieur a 30 minutes)[26].

Par ailleurs, le test ORAQUICK® HCV ne pose pas de problémes de lecture.

Ce test revét une utilité en dépistage de masse et en transfusion sanguine
permettant ainsi la détection précoce des échantillons positifs au VHC.

Il peut donc étre utilisé lorsqu’une transfusion s’avere urgente afin de minimiser
les risques de contamination.

Du fait de ses nombreuses qualités, le test ORAQUICK® HCV de OraSure
Technologie pourrait étre utilis€ dans les algorithmes de dépistage en Cote
d’Ivoire d’autant plus que les résultats fournis ont une bonne concordance avec
les tests de référence.

Cependant, d’autres évaluations de ce test devraient étre envisagées en vue de

confirmer les résultats obtenus dans notre étude.
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» Limite de ’étude
Le test rapide ORAQUICK HCV a été évalué sur un nombre d’échantillon

n= 955. Nous avons obtenu dans nos résultats que trois échantillons positifs.
Ce faible échantillonnage positif peut étre a I’origine de biais. Notre ¢tude ne
nous a pas permis d’obtenir un grand nombre d’échantillons positifs pour une
¢valuation suffisante du test ORAQUICK.

Des évaluations supplémentaires seraient requises sur un panel plus grand.
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CONCLUSION
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Les objectifs de notre ¢tude étaient de déterminer les performances techniques et
les caractéristiques opérationnelles du test ORAQUICK*HCYV de OraSure.

Nous avons obtenu comme résultats de performances techniques sur 955
¢chantillons, une sensibilité de 100% et une spécificité de 99,89%.

Nos résultats montrent ainsi que :

» Le test évalué posséde une bonne performance de dépistage car il présente
une sensibilit¢ et une spécificité trés satisfaisantes, répondant aux

recommandations requises par I’OMS.

» Ce test est d’emploi aisé, ce qui constitue un avantage car permet son
utilisation par un personnel non qualifi¢ de laboratoire ; de plus il se conserve

a la température ambiante.

Ces résultats, nous permettent de conclure que le test ORAQUICK® HCV de
OraSure peut étre utilisé dans le cadre des stratégies avancées pour le dépistage

de I’'infection a VHC.

Au terme de cette évaluation nous suggérons les recommandations suivantes :

> Au fabricant

Une réduction du cofit du test pour accroitre son accessibilité.

» Au Ministere de la Santé et de la Lutte contre le Sida
L’utilisation de ce test dans le cadre des stratégies avancées de dépistage

de I’infection a VHC en Cote d’Ivoire.
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Annexe 1 : fiche de consentement

SO -
i Fiche de consentement « étude fibrose hépatique »

Jai lu et compris ou bien, on m’a traduit dans la langue que je
comprends, les objectifs, les avantages et les risques liés a cette étude. Apres
avoir posé¢ toutes les questions de compréhensions et obtenu les réponses
satisfaisantes, je consens librement a participer a la dite étude. Je sais que je
peux me retirer en tout temps sans préjudice et sans devoir justifier ma décision.

U J’accepte que I’enquéteur remplisse la fiche de recueil de données, que du
sang soit prélevés au bout de mon doigt pour la recherche de plusieurs virus
(VIH, virus des hépatites B et C) et enfin j’accepte que soit réalisé une recherche
de fibrose hépatique par Fibroscan

O J’accepte ¢également qu’un prélevement veineux soit effectue. Ce
prélevement étant conservé dans un réfrigérateur pour analyse complémentaire
(charges virales du virus de 1’hépatite B

Personne participant a Personne participant a

I’étude I’étude

Nom : Nom :

Prénom : Prénom :
Signature : Signature :
Date: -/ / Date: -/ /

Jesoussigné Dr

Déclare avoir expliqué le but, la nature, les avantages, les risques et les
inconvénients de 1’étude et avoir répondu au meilleur de ma connaissance aux
questions posees.

Signature du médecin
Date :

Pour toute question relative a la recherche, Ou pour vous retirer de la recherche,

pour vous communiquer avec :

Le Dr au numéro de téléphone suivant : 22 /  /  /  /

Ou Le Pr au numéro de téléphone suivant : 22 / /[ /
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Le dépistage de ’infection a VHC est d’une importance capitale pour la
lutte contre I’hépatite virale C car il est le point d’entrée des efforts de
prévention et de prise en charge thérapeutique des malades du VHC. Ce
diagnostic doit étre réalisé€ avec des tests performants.

L’objectif de notre étude était de décrire les performances et les caractéristiques
opérationnelles du test ORAQUICK®HCYV de OraSure Technologie.

L’¢tude s’est déroulée de Septembre 2014 a Décembre 2015 sur un panel
de 955 échantillons de sang provenant de sujets recrutés dans deux centres (le
SMIT et la clinique CONFIANCE) en Cote d’Ivoire. Les résultats du test
ORAQUICK® HCV de OraSure Technologie ont été comparés a ceux d’un
algorithme séquentiel DIA.PRO HCV et INNOTEST HCV de référence et a
d’autres tests rapides de dépistage de I’infection a VHC.

Nos résultats ont montré que le test ORAQUICK® HCV de OraSure
Technologie a une sensibilité de 100% et une spécificité de 99,89%. Ce test a
de bonnes caractéristiques opérationnelles et est tres appropri€ pour le dépistage
de I’infection a VHC.

Le test ORAQUICK® HCV de Orasure Technologie peut donc étre utilisé
pour le dépistage sérologique de masse et revét d’une utilit¢ en transfusion

sanguine.

MOTS CLES: VHC- DEPISTAGE - ORAQUICK® HCV- COTE D’IVOIRE
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