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L'infection par le virus de I'hnépatite C (VHC) ré&sente un probléme de santé publique
mondial & I'origine d’'une importante morbi-mortélitplus de 170 millions de personnes dans le
monde sont infectées par le VHC .Et depuis sa dérteien 1989(1), le virus de I'hépatife
n'a cesseé de faire I'objet de recherches intensemsaison de la prise de conscience progressive
de sa gravité (2).

Le virus est rarement a l'origine d’hépatite fulaame, il entraine essentiellement des
hépatites aigues, souvent asymptomatiques, parfarsjuées par une fatigue et un ictere. Ces
hépatites évoluent malheureusement dans 80% degecagles hépatites chroniques (3), ces
derniéres seront responsables de 20% des casrideseirqui évolueront au bout de 20 ans vers
un carcinome hépatocellulaire (cancer du foie) daagl% des cas(4).

Les pays en voie de développement sont bien pushés que les pays d’Europe de
I'Ouest ou d’Amérique du Nord(5). En Algérie, a motonnaissance, il n'y a pas de chiffres
publiés concernant la prévalence de linfectionHCVdans la population générale, a I'exception
de I'’Agence Nationale du Sang qui a publié en 20id prévalence de 0.45% chez les donneurs
de sang(6).
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1. Epidémiologie :
1.1. Prévalence mondiale :

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)26m2 :

« 170 millions de personnes sont touchées par le daits le monde(8)(9) ;

« Environ 150 millions d’entre elles sont infectédsoniquement par le virus de
I'hépatite C (8);

« 3 a4 millions de personnes sont infectées chaquéea(8)(9)(10);

« Plus de 350 000 individus meurent chaque annéeatl®lpgies hépatiques
lies a I'népatite C (8).
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Figure n°1: Taux de prévalence du virus de I'hépatite Cpaars en 2011(8)

On distingue schématiquement plusieurs zones endémi(gedon le taux de l'infection
VHC) (voir figl) :

- Zone de forte prévalence (plus de 2.9 %) : | {Egyle 9% jusqu'a 50% dans certaines zones
rurales égyptiennes(11)(12).
- Zone de moyenne prévalence (1 a 2.9%) : Chiné,, F&ance

- Zone de faible prévalence (< al %) : Libya, Ir&audi Arabia
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1.2. Prévalence en Algérie :

En Algérie, on n’a pas de chiffre publié concetrlarprévalence de l'infection & VHC
dans la population générale, cependant on peut: cite

- La prévalence des anticorps anti-VHC chez lesndors de sang en 2014 qui était de
0.45% selon I’Agence Nationale du Sang(6).

2. Modes de transmission :

Le virus de I'hépatite C est essentiellement traasible par contact direct avec le
sang contaminé(13).

» Transfusion de Produits sanguins par exemple, lors:

- D’une intervention chirurgicale important
- D’une hémorragie importante.
- D’'une anémie profonde non tolérée(14).

* Toxicomanie:

- L'usage de drogues par voie intraveineuse (lipatage des seringues et du matériel de
préparation).

- L'usage de drogues par voie nasale est probableawssi un mode de contamination
du fait du partage d’'une méme paille(14).

* Transmission de la mere a I'enfant :

Le risque de transmission du virus de I'hépatitgeCa mere a I'enfant est estimé entre
5% et 6 % et a lieu probablement au moment dediahement. Mais ce risque augmente
pour atteindre les 20 % si la mere est infectéenéme temps par le VIH (virus du sida).
L’allaitement maternel n’est pas contre-indiqué zlhme meére porteuse du VHC (sans la
présence de VIH)(14)(15).

» Transmission par voie sexuelle :

Le risque de transmission du VHC par voieusdig est tres faible, qu'il s’agisse de
rapports hétérosexuels ou homosexuels, le VHG enét en évidence dans le sang des regles
des femmes infectées et il n'est pas retrouvé tEssécrétions vaginales, ni dans les
spermatozoides ou le sperme(14).
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* Transmission familiale:

La transmission familiale entre sujets hattisous le méme toit est tres rare et elle est
le plus souvent liée au partage d'objets courantparticulier objets de toilette (rasoir, brosse
a dent, coupe ongle, pince a épiler) ou objetslsgaguilles de couture, outils) ayant pu étre
en contact avec le sang de la personne infectde paus C. Ce mode de transmission est
favorisé par une proximité forte et des conditidigygiene insuffisantes(14).

* Risque nosocomial :

Ce mode de contamination a pu étre fréqueand, certains matériels d'injection ou
de chirurgie étaient non jetables, mais réutileg@®s stérilisation plus ou moins adéquates.
Actuellement, ce risque persiste toujours a caedautllisation d’appareils a usage médical
ou dentaire mal désinfectés avec non respect dessreniverselles d’hygiene, par exemple :
- Dans les centres d'hémodialyse (la prévalendéndiection VHC était de 65% en 2005 au
niveau d’un hépital algérois) .

- Lors d’endoscopies digestives, notamment avegsies.

- Lors de soins dentaires.

- Lors de séances d'acupuncture avec aiguillegisabtes, ou toute autre technique utilisant
du matériel non jetable(14).

» Tatouages, piercinget scarifications/hidjama :

Ces pratiques pourraient étre a l'origine de coimations lors de l'usage du maté
non jetable dont la stérilisation a pu étre insaffite voire inexistante(15).

* Risque professionnel

La contamination professionnelle liée a utesdure accidentelle avec du matériel
souillé est un mode de transmission mineur du VI8X(b).

L’hépatite C n’est pas propagée par les altm@u I'eau ou encore par un simple
contact tel qu'une étreinte, un baiser ou le partag nourriture ou d’'une boisson avec une
personne infectée(17).
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3. Structure et organisation génomique (Fig n°2) :

Hepatitis C virus

RMNA

E protein (El, EZ)

Enveloppe

Figure n°2: Structure du virus de I'hépatite C (18)

3.1. Structure :

Le VHC appartient a la famille dédaviviridae, genrehépacivirusll se caractérise
par une enveloppe de 55 a 65 nm de diameétre gqouenune capside icosaédrique laquelle
héberge un génome d’ARN(19)(20)(21).

1) L’enveloppe: il s'agit d'une enveloppe lipidique qui entoura hucléocapside
(capside), elle provient des membranes du rétcidndoplasmique des cellules infectées et
sur laquelle sont ancrées sous forme d’hétérodsn@eex glycoprotéines virales E1 et E2,
ces dernieres permettent au virus de se fixer awellule du foie (hépatocyte) avant d'y
pénétrer(12)(20).

2)La capside protéique: est formée par I'oligomérisation de la proté&oee , elle s'agit
d’'une coque constituée de protéines permettantatéger le virus(22).

3)Le génome: est une molécule d'acide ribonucléique (ARN)notaténaire de polarité
positive et d’'une longueur de 9500 a 12500 nuidést(nt)(22).
3.2. Organisation génomique :

Le génome du VHC comporte une région codardaqfiée a ses deux extrémités 5’et
3’ de régions non codantes (5)(20) (voir fig n°3).
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Figure n°3: Organisation génomique du VHC(23)

3.2.1. Les régions non codantes (NC) :
- Larégion 5'NC :

L’'extrémité 5’ est une région hautement conéde d’'une longueur de 341 a 349 nt.
Elle forme une structure secondaire et tertiairmm@nant 4 domaines majeurs (I a IV), un
pseudo-noeud et une hélice. Elle joue un réle itapordans la synthése de protéines virales
par la régulation négative de la traduction desémes virales et par l'initiation de la
traduction(20).

- Larégion 3'NC :

C’est une courte séquence non traduite quererd une région tres conservée de 98 nt
qui permettrait I'initiation de la synthése du bdaomplémentaire d’ARN négatif au cours de
la réplication(20).

3.2.2. Larégion codante
Cette région comporte un cadre de lecture auwdgue, formée de plusieurs genes

qui codent pour une polyprotéine précurseur deeolgs protéines virales structurales et non
structurales du VHC(20).
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3.3. Les protéines virales :

% Les protéines structurales :

- La protéine de la capside C(Core) codée par le gerC: les molécules de protéines C
natives se lient a 'ARN viral ce qui déclencherlgolymérisation indispensable a la
construction de la capside, elle interagit avea@®breux constituants cellulaires et elle est
également capable de moduler I'expression de osrtgnes du cycle cellulaire(20).

- Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 codées pas génes E1 et E2Ce sont des
protéines transmembranaires, organisées en conspleggero dimériques non covalents
ancres dans I'enveloppe virale par leur extrématdaxy-terminale.
» La glycoprotéine E1 porte le peptide nécessaireaafusion apres
I'endocytose de I'enveloppe virale avec la membdan&ndosome.
» La glycoprotéine E2 est responsable de l'attachemes particules a la
cellule, elle présente a son extrémité N-terminede région hypervariable
(HVR1) qui renferme au moins un des déterminantig@mques, cible
identifiée d’anticorps(20).

% Les protéines non structurales :

- La protéine p7 codée par le gene p7cette protéine forme un canal ionique a a2
impliquée également dans la réplicatidn virus(5).

- La protéine NS2 codée le géne NSZette protéine est une meétalloprotéase douée d’une
activité autocatalytique dépendante du zinc quimeé la coupure de la jonction NS2-
NS3(5)(20).

- La protéine NS3 codée par le géene NSZ'est une protéine hydrophile présentant une
triple activité enzymatique:
» Une activité sérine protéase.
» Une activitt NTPase (phosphatase des nucléotidesune activité
hélicase(5)(20).

- La protéine NS4A codée par le gene NS4lle permet I'activation et la stabilisation de la
sérine protéinase NS3, I'ancrage de NS3, l'intévacavec la NS5A et la régulation de la
phosphorylation de NS5A(5)(20).

- La protéine NS4B codée par le gene NS4elle induit la formation de vésicules
intracellulaires servant de support a la réplicatia virus(24).

- La protéine NS5A codée par le géne NStelle joue un réle important dans la régulation
de la réplication et semblerait intervenir dangkistance du virus a I'lF5)(20) .

- La protéine NS5B codée par le géne NSZelle correspond a 'ARN polymérase ARN
dépendante du virus indispensable a la réplicafi@h(5)(20).
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4. Cycle cellulaire du VHC (voir fig 4):

Pour infectées les hépatocytes, le VHC passespatthpes suivantes:

- Interaction des glycoprotéines virales de I'eppple avec une série de récepteurs qui sont :
la tétraspanine (CD81), le récepteur Bl des ma@geh « scavenger » (SR-BI), les molécules
d’adhésion DC-SIGN et L-SIGN et la lipoprotéinefdidle densité (LDL)(25).

- Internalisation du virus par endocytose(20).

- Décapsidation et libération du génome viral d@nsytoplasme quservira d’'une part a la
réplication virale grace a la synthése par 'ARN polymérase, de baimmlarité négative,
appelés "brins négatifs ", complémentaires de I'ARMdl. Ces brins néosynthétisés serviront
de matrice pour la synthese de nouvelles moléalilsBN virales a polarité positive .Et
d’autre part da synthése de la polyprotéinecette derniére subira une maturation et un
clivage en protéines structurales et non struaa(ab)(25).

- Encapsidation de ’ARN a polarité positive damséticulum endoplasmique(25).

- Formation de I'enveloppe virale par bourgeonnalans la lumiere du réticulum
endoplasmique(20).

- Sécrétion de nouvelles particules virales parcgiase dans I'espace péri cellulaire par
I'appareil de Golgi (27).

-10 -
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Figure n°4 : Le cycle viral du virus de I'hépatite C (28)

5. Variabilité génétique :
5.1. Génotype :

Un systeme de classification a été propos&9®4 parSimmonds et affondé sur la
seule comparaison des régions 5'NC des différesutiatis, pour caractériser les génotypes.
Cependant, la nomenclature a été redéfinie et gigwlen 1998, elle repose sur I'analyse
phylogénétique des régions C/E1, NS5B ou de laes@mpicompléte du génome(29).

Le VHC montre une importante diversité génétiqummnséquence du défaut d’activité
correctrice de 'ARN-polymérase ARN-dépendanter@duction de substitution) et d’'une
absence d’activité 5’-3 ’exonucléasique (absenceateection d’erreur). Le taux moyen de
mutations nucléotidiques varie entre 1,4 et 1;9.Hlbstitution par nucléotide et par
an(30)(31).

Les variants du VHC sont ainsi classés en segistypuis en sous-types correspondant
aux sous-ensembles de virus les plus reliés phytggiement au sein d’'un méme type. Le
type est désigné par un chiffre arabe (de 1 a qielest attribué une lettre minuscule (a, b,
c...) correspondant au sous-type (voir fig 5)(29)(32)
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Figure n°5 :Arbre phylogénétique représentant les différe@tsotypes et sous-types
du VHC (34)

5.2. Lesquasi-especes

C’est la population formée de I'ensemble dmsamts viraux appartenant a un méme
génotype, résultant des mutations ponctuellesesgénome ce qui explique I'existence a un
moment donné d'un mélange complexe de moléculeRNI'A'ensemble des variants de la
guasi-espece ne different entre eux que par queltueations (plus de 90 % d’homologie de
séquence nucleotidique) (35).

5.3.Recombinaison génétique :

La découverte d’'un virus chimere issue d’uénament de recombinaison homologue
inter-génotypique (types 2k/1b) qui a été ideatdi Saint-Pétersbourg en 2002. Depuis, un
nombre restreint de virus recombinants inter-gérigtyes ou intra-génotypiques a été
caractérisé in vivo. Le point de recombinaisonpestérentiellement localisé entre les genes
non structuraux NS2 et NS3(36)(37)

6. Répartition géographiques des génotypes :
La répartition géographique des différentsoggmes du VHC variable d’un continent

a lautre et méme d'un pays a l'autre. Néanmoirettec répartition peut étre estimée
schématiquement de la fagon suivante (voir fig 6):
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- Génotype 1 :le génotype 1 (1a et 1b) est le plus fréquent tanmsonde entier : on cite les
pays de I'Asie, de I'Afrique Sub-saharienne, deopeiide I'est (38).

- Génotype 2 :le génotype 2 (2a, 2b et 2c) est le plus counaraérique, en Ouest Afrique
sub-saharienne et en Europe de I'Ouest(38).

- Génotype 3 :est le plus fréquent en Asie, en Europe de ltessh @mérique du Nord(37) .
- Génotype 4 :est le plus courants en Egypte et en Moyen-O88)¢{89).

- Génotype 5 :ll se trouve majoritairement en Afrique du sud(38)

- Génotype 6 :est le plus souvent retrouvé en Asie du sud-est(33

-Génotype 7: est retrouvé dans la République démocratiquéahgo (Afrique centrale)
(32)(38).

Figure n°6 Répartition géographique des différents génatyp8)

7. Principales méthode de typage du VHC :

Il existe plusieurs méthodes permettant de typeVHC, soit a partir des AC anti-
VHC (sérotypage), soit a partir de 'ARN viral (géppage) :
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7.1. Le sérotypaggar ELISA compétition :

Il consiste a rechercher des anticorps spé@fiqdes divers sérotypes VHC (1 a 6)
dans le sérum ou le plasma a l'aide de peptidda degion NS4, représentatifs des différents
sérotypes.

Le sérotypage ne permet pas le sous-typage ca@plaspes de la protéine NS4 sont
relativement conservés entre les différents sopestyd’un méme type. Par ailleurs, certains
sujets ne développent pas d’'anticorps anti-NS4dig par conséquent non sérotypable et ils
représentent 20 a 25% des cas.

Cette technique présente l'avantage de pouvokrater le sérotype a partir de
sérums de patients non virémiques(41)(42).

7.2. Tests moléculaire de détermination du génotypeGENOTYPAGE

Le génotypage du VHC permet I'étude de saabdiié génétique. Les techniques de
génotypage sont fondées sur une amplification abéald’'une partie ou de la totalité du
génome viral par PCR(20).

» Séquencage :

Le séquencage est la technique de référernisquelle consiste en une analyse de la
séquence nucléotidique de la souche donnée, gffedige dans différentes régions du
génome viral, le plus souvent les réegions NS5B,eEla capside. Il sert de référence a la
constitution des arbres phylogéniques permettamasser les isolats en types et sous-types.
Les séquences ainsi identifiees sont comparéeséquences enregistrées dans les différentes
banques de données(35).

» La PCR entemps réel :

Apres une RT-PCR d'une séquence cible du géndmVHC, les génotypes sont
détectés a I'aide de sondes oligonucleotidiquesjuggs par un fluorochrome spécifique au
génotype.

» Etude du polymorphisme de restriction :

L'étude du polymorphisme de restriction (ieson fragment length polymorphism,
RFLP) consiste a réaliser une amplification d'uggian donnée du génome du VHC (le plus
souvent les régions 5'NC et NS5B), suivie d'ungpaoeldu produit d'amplification a l'aide de
plusieurs enzymes de restriction, puis la séparat® ces fragments par électrophorese. Le
choix approprié des combinaisons d'enzymes pertoletethir des fragments de taille variable
caractéristique de type ou de sous-type .Cettenigieh, peu onéreuse, permet de différencier
dans 80 % des cas les sous-types du VHC (méthoamihs au moins utilisée)(35).
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» Hybridation inverse :

Cette technique consiste en une amplificatierta région 5’NC du VHC, puis en une
hybridation des produits d'amplification avec demdes nucléotidiques spécifiques des
différents types et sous-types. Ces sondes sorit isonobilisées sur bandelette de
nitrocellulose, soit fixées dans des puits d'uneroaplaque. L'hybridation est ensuite révélée
par une méthode colorimétrique enzymatique. Cetteriique, de réalisation simple est tres
informative pour la détermination des types et ggpes dans pres de 96 % des cas(35).

8. Traitement:
- L’association interféron alphapégylé et ribaner(26).
- L’'antiprotéases, comme le bocéprévir et lepiédair(4) .

- Les nouvelle molécules ;exemplee sofosbuvir(Sovaldi®, Gilead science) ,le dadaia
(Daklinza®,BMS)(43),......

Actuellement, il n’existe aucun vaccin pour 'hépatC(44).
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Au cours de l'étude prospective que nous avonscteie au niveau du service de
microbiologie du CHU Mustapha Bacha durant la piride Mars 2016 jusqu’a Juin 2016, nous
avons testé 28 sérums de patient atteints d’hépattthronique.

Nous avons également effectué une étude rétrvgpeaan analysant les résultats de
génotypages effectués sur 726 sérums pendantitaipdte Janvier 2009 jusqu’a Mai 2015.

Nous allons donc analyser les résultats d’'un tig#al54 échantillons.
1. Prélevements et conservation

Les échantillons sanguins prélevés dans des &ib&# vont subir une centrifugation
a fin de récupérer le plasma qui sera conserv8aC+pour quelques jours, sinon congelé a
- 20°C.

2. Méthodes :

2.1.Génotypage du VHC par technique d’hybridation mverse (INNO-LIPA HCV 2.0,
Innogenetics/ Bayer HC):

Ce test de 2éme génération amplifie deworésgdu génome viral, la régi&NC et
la régionC. Contrairement au précédent test de 1lere génémgiomamplifiait que la région
5'NC, celui de 2™ génération permet une meilleure discriminatiorreetds sous types 1a et
1b d’'un coté et permet de distinguer certains sous types dgd&6c a i )qui étaient souvent
confondus avec le G1 d’un autre coté(45).

2.1.1.Le principe :
Dans ce test, il y a 3 opérations principales :

2.1.1.1.L’extraction :

L’extraction de 'ARN comporte quatre étapéas lyse, la séparation, la purification et
I'élution d’acide nucléique virale.

2.1.1.2. Amplification :

Amplification de I'ADNc par RT-PCR a l'aide 'ainorces complémentaires,
spécifiques du VHC consiste a amplifier la régidiG et la région C.

2.1.1.3.Hybridation inverse:

Aprés l'extraction et I'amplification de I'AR virale,l'hybridation permettra de
révéler les differents génotypes en utilisant lem@es biotinylées, on obtient de '’ADN
double brin biotinylé. Celui-ci sera dénaturé pqouvoir I'hybrider avec des sondes
nucleotidiques spécifiques des differents typesoas-types du VHC. Celles-ci sont fixées sur
une bandelette de nitrocellulose. Cette technigeemet non seulement de typer mais
également de sous-typer le VHC.
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Les differentes étapes d’hybridation inverse sliugtrées dans les figures suivantes :

v
T NS3

5-ppp- F:IL. W Protense, Helicase A ¥ ,’-15 b
! ol A
m=OEEREEE Wrsee] nsse [ nssm )
IRES Q7 468107 eSS Xl

(88) (327 w“81) (83

TR ) (188 (27 wsl) (832) FNTR

Figure n°7 : Génome du VHC(46)

HT?TTTTTW

DMNA probe

Mitrocellulose strip

Figure n°8: Hybridation inverse principe 1 : des sondesarligcleotidiques spécifiques des
différents types du VHC et relativesix régions 5’NC et C sont fixées sur la bandelé¢e
nitocellulose.

Blotin Amplified
target

T TTTTTT
DMNA probe

Nitrocellulose strip

Figure n°9: Hybridation inverse principe 2 :le produit d’anfigition(ADN) biotinylé est
dénaturé vient s’hybrider au niveau des sondes Eamgntaires
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Alkaline
Phosphatase

Streptavidin

Rebertio Amplified
target

S TTTTTTT
DNA probe

Nitrocellulose strip

Figure n°10: Hybridation inverse principe 3 : aprés une étd@davage qui élimine TADN
non fixéés aux sondes, il y a liaison de la stnagiae marquée par la phosphatase
alcaline(conjugué) a la biotine de I'hybride.

Chromogen Purple

(NBT/BCIP) ’ precipitate

Alkaline
Phosphatase

Streptavidin

B in Amplified
target

=ETTTTTTT
DNA probe

Nitrocellulose strip

Figure n°11: Hybridation inverse principe 4: aprés étape ldeage, on ajoute un
chromogene BCIP/NBT(substrat)qui va réagir avephHasphatase alcaline pour former un
précipité de couleur violette/marron, qui entraiméormation d’une série de bandes visibles
sur la bandelette.
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+« Lecture et interprétation :

L’hybridation ADN-sonde est révélée par une riéactolorée sous forme de bandes.
Chaque profil de bandes obtenu correspond a unetype sous-type particulier du VHC .

- Lecture :

Aprés validation des contréles,l'identifcation sddandes révélées se fait par
comparaison a I'abaque (voir fig 12).

]

2 |
=F g
o g
Produit de PCR Hi |8
: = o B
(ADN dénature) e |8
=K ”

— B
=: )%

Figure n°12: Lecture des bandes

A droite I'abaque utilisée comme référence plautecture des résultats. A gauche la
bandelette utilisée pour I'échantillon ou le témah sur laquelle sont fixées les sondes
oligonucleotidiques spécifiques des différents ggmes VHC.En haut, la ligne de contréle
conjugué(CONJ CTRL) sert de contréle a la réactiooloréee. Le contrble
d’amplification(AMPL CTRL 1) a la ligne 2 contienies sondes universelles qui s’hybrident
au produit de PCR de la region5’NC. Le contrélengpdification(AMPL CTRL 2) a la ligne
23 contient des sondes universelles qui s’hybrideargroduit de PCR de la région C.
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Exemple des differents génotypes :

Tableau 1 :Ces profils corréspond selon le tableau fournil@it au differents génotypes

Gl

G2

G3

G4

G5

3. Protocol (voir annexe).
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1. Résultats :

Nous allons présenter les résultats de I'analyseréié échantillons

1.2 Répartition des patients atteints d’hépatite @hronique selon le sexe (N=754) :

Les 754 patient atteins d’hépatite C chronigiaésant I'objet de cette étude sont
répartis en 368 sujets de sexe masculin, et 38&ssde sexe féminin. Ces données sont
illustrées dans le tableau suivant.

Tableau 3: Répartition des patients atteints d’hépatite iigue selon le sexe (N=754)

Le sexe | Nombre | Pourcentage %
(2009-2016)| des
patients
Homme 368 49
Femme 386 51
Total 754 100
pourcentage%

B Homme

® Femme

Figure n°14 : Répartition des patients atteints d’hépatite C wigpae selon le sexe

Les résultats obtenus montrent qu'il N’y a pas i@elpminance de sexe.
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1.2. Répartition des patients atteints d’hépatite @hronique selon 'age :
Tableau 4 :Répartition des patients atteints d’hépatite C iclopee selon I'age (N=754)

L’age moyen des patients est de 49 ans.

Les tranches d’age Nombre des patients Pourcentage%
(2009-2016)

<20 41 5

21 -30 70 9

31-40 117 16

41-50 141 19

>51 385 51

Total 754 100

%
60

51
50
19
16
9
10 5
, W |
<20 21-30 31-40 41-50 >51

Tranche d'age
(2009-2016)

chronique
w B
o o

Pourcentage des patient atteits I'hépatite C
S

Figure n°15 :Répartition des patients atteints d’hépatite C wiopee selon I'age

Les résultats obtenus montrent que la trancheedt&sil ans) est la plus touchée avec
un taux de 51%.
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1.3. Distribution globale des génotypes du VHC (N54) :
Tableau 6: Distribution globale des génotypes du VHC

Génotype Gl G2 G3 | G4 G5 Indéterminé Total
Le nombre 557 82 71 29 7 8 754
Le pourcentage% 73,87 | 10,87 | 9,42 3,84 0,92 1,06 100

Le pourcentage

EG1
mG2
mG3
mG4
m G5

W Indéterminé

Figure n°17 :Répartition globale des génotypes du VHC

Parmi les échantillons testés, on a retrouué tes génotypes du VHC sauf le
génotype 6, avec une nette prédominance du génatygévi des génotypes 2 et 3. Donc les
trois principaux génotypes retrouvés en Algérid $amG1, G2 et G3.
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1.4. Distribution des génotypes du VHC selon le sex

Tableau 7 :Distribution des génotypes du VHC selon le sexe7(4)

Génotypes Hommes Femmes
n % n %

Génotypel 264 72,92 293 76,30
Génotype 2 36 9,94 46 11,97
Génotype 3 39 10,77 32 8,33
Génotype 4 19 5,24 10 2,60
Génotype 5 4 1,10 3 0,78

Total 362 100 384 100

%

90

B Hommes

B Femmes

Génotypel Génotype2 Génotype 3 Génotype 4 Génotype 5

Figure n°18 : Distribution des génotypes du VHC selon le sexe

Les résultats obtenus montrent que le sexe n'ajrafuence sur la distribution des
génotypes donc quel que soit le sexe le génotygst firédominant.
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1.6 Distribution des génotypes du VHC selon 'age :
Tableau 8 : Distribution des génotypes du VHC selon I'age 184)

L'age <51 ans >51 ans
Le génotype N % N %
Gl 267 75 283 73,89
G2 39 10,95 43 11,22
G3 35 9,83 36 9,39
G4 12 3,37 17 4,43
G5 3 0,85 4 1,04
Total 356 100 383 100
%
70 -
60 -
50 -
40 - m<51ans
0 m >5lans
20 -
10 -
0 - : - : [ :  Génotypes
Gl G2 G3 G4 G5

Figure n°19: Distribution des génotypes selon I'age

Les génotypes (1 a 5) sont les plus fréquents lehganche d’age supérieur ou égale a
51 ans.
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1.7. Relation entre génotypes du VHC et facteur désque :
Tableau 9:Relation entre génotypes du VHC et mode de trarssomgN=754)

Génotypes Gl G2 G3 G4 G5 Total

Mode
de N | % N| % | N[ % | N| % | N % N %
transmission
Hémodialyse 97 | 72,93| 14| 1058 12 9,02 b 3,76 5 3|76 [1B30
Transfusion 105 | 75,54| 14| 10,0y 1B 9,3% 5 3,80 2 1|44 (1890
sanguine
Intervention 86| 81,14| 10 9,43 10 9,43 D 0 0 D 1060
chirurgicale
Soin dentaire | 109 | 75,69 15| 10,42 18 9,03 v 4860 0 144] 100
Professionnelle 5 62,5 1 12,5 1 1275 1 1,26 0 0 800
Sexuelle 3 75 1 25 0 0 g 0 D 0 4 010
Toxicomanie 21 70 0 0 5| 16,7 4 13,33] O 0 30| 100
Scarification 4 | 57,14 3 42,86 0 0 ( 0 0 0 7100
Familiale 22 | 73,33 5 16,67 3 10 (0] 0 0 0 3000
Inconnu 95| 65,51 23 | 15,86 19| 13,10 8 551 0 0 145100
%
90
80
70 -
60 -
30 1 EG1
40 -
mG2
30 -
20 - G3
10 -  mG4
0 - m G5
Q e \& <& \& N < Q . N2 N
§§§ égs 6§? é&ﬁ é&b é&b §§& &§Qp $§® é§§
‘@0 c,'b -\Qo Qb o,") ) 45(; ’2§\ <<'b AN
SO O <° <
é’\é "00 <
a e}“eo
&

Figure n°20 : Distribution des génotypes selon les facteurssipie

Les résultats obtenus montrent que le typestle plus fréquent chez les sujets ayant
une hépatite C par transmission nosocomiale.
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1.8. Distribution géographique des différents géngpes en Algérie : (N=754)

Les 754 patients atteints d’infection chroniquelpa/HC sont originaires :

Résultats et discussion

69,49% des wilayas de centre (Alger, Boumerdes,id&buira, Tiziouzou, Tipaza)

18, 3% des wilayas de I'est (Batna, Bejaia, KhemcBEtif, Mila, Tébessa ,Djidjel)

6,36% de l'ouest de pays (Chlef,
Mascara ,Media)

5,57% du sud de pays et des hauts plateaux (Djtassada, Laghouat, Bechar, Hassi

Messaoud ,Tamanrasset)

Khemismiliana, Adefla, Oran, sidi

belabbes,

Tableau 10 :Répartition géographique des différents genotypealgérie : (N=754)

Région | Centre Est Ouest Sud

Nombre | % Nombre | % Nombre | % Nombre | %
Génotyp
G1 355 71,28 | 118 87,40 35 74,47 | 32 80
G2 48 964 |12 8,89 9 19,15 | 8 20
G3 65 13,05 | 3 223 |1 213 |0 0
G4 23 462 |2 1,48 |2 425 |0 0
G5 7 141 |0 0 0 0 0 0
Total 498 100 135 100 47 100 40 100

Nos patients sont originaires pour la plupdet,la région centre du pays. Au niveau
de celle-ci, on constate la prédominance du G1i slivG3, puis des G2, G4, G5 situation
comparable a celle qu'on retrouve dans de nombsetgggons du mondegar contre aucun

G6 n’'a été dépiste.
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Cette constatation est a confirmer avec un éclamplus représentatif
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Figure n°21 :Les différents génotypes du VHC retrouvés en Algéri

1.9. Les différents sous-types génomiques du VHC treuvés en Algérie :
(identifiés par hybridation inverse)

Tableau 11 :Les sous-types génomiques du VHC retrouves en iBlgRE754)

Sous types Nombre de patient Pourcentage %
Gla 108 14,32
Glb 450 59,68
G2 82 10,87
G3a 71 9,41
G4 25 3,31
G4de 2 0,26
Gaf 1 0,14
Gba 7 0,92
Indéterminé 8 1,06
Total 754 100
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Pourcentage %

mGla
EGlb
mG2

mG3a
mG4

W Gde
m G4f
mG5a

Indéterminé

Figure n°22 : Les différents sous-types génomiques du VHC retésugn Algérie

On note la large prédominance du sous type lbrapport au sous type la
en Algérie.
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Figure n°23:ce profil corréspond selon le tableau fournilpékit au gentype 1b.
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1.10. Distribution annuelle des différents génotygedu VHC de 'année 2009 a I'année
2016 (N=754) :

Tableau 12 : Distribution annuelle des différents génotypes \HIC de I'année 2009 a

'année 2016
énotype G1 G2 G3 G4 G5 G6
Total
Année N % N % N % N % N % )
Janvier 78 69,03 15 13,27 11 9,74 8 7,07 1 0,88 0 113
2009
2010 95 74,8 14 11,03 15 11,82 2 1,57 1 0,78 0 127
2011 43 78,18 6 10,91 4 7,27 1 1,82 1 1,82 0 55
2012 79 79 10 10 7 7 2 2 2 2 0 100
2013 106 | 74,12 15 10,49 12 8,39 9 6,29 1 0,70 0 143
2014 98 75,97 14 10,93 13 10,07 3 2,33 0 0 0 128
2015 40 75,47 2 3,76 7 13,22 3 5,66 1 1,89 0 53
Juin2016 18 66,66 6 22,22 2 7,40 1 3,70 0 0 0 27
%
90
80 ——— - G1
70 — e,
-~ —_—G2
60
e G3
50
40 — G4
30 G5
20 R e GG
0 +—0 _*’-it:"
0 _<¥: : 1:;::;::" ,
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figure n°24 : Distribution annuelle des différents génotypesMHIC de I'année 2009 a
2016
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On n'a pas de différence du profil de distributaes génotypes en comparant les
différentes années de la période d’observationq20R014). L'évolution de la répartition des
génotypes montre une tendance similaire, avecg#eds variations d'année en année.
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2. Discussion :

Il ressort de notre étude que la prévalencéimfection par le VHC augmente avec
'age et notamment chez les sujets de la cinquaaitdtn effet, dans notre série, la classe
d’age la plus touchée est celle des sujetslue de 50 ansavec une fréquence 8&%.

En outre, les résultats de notre travail laissespecter que le mode de transmission le
plus probable du VHC serait la transmissimsocomialecar la notion de soins médicaux est
retrouvée dans72,27% des cas (Hémodialyse, Transfusion sanguine, labdion
chirurgicale, Soins dentaires).

La toxicomanien’est présente que da#4 % des cas .

D’autre part, dan46,44% des casucun facteur de risquen’est retrouveé et le mode
de transmission reste inconnu.

Des différences géographigues sont observées waawide la répartition des
génotypes du virus de I'hépatite C.

On constate dans notre échantillon, la nette prétme duG1lb, suivi des autres
types :1a, 2, 3a, 4, ba, 4 4f , par contre aucun G6 n’'a été dépisté. Géfartition est
comparable a celle qu’on retrouve dans de nombseéggons du monde.

En Europe de I'Ouest, les génotypes les plus &daunent rencontrés sont les 1b, 3a,
la et le 2. Le GBb a tendance a étre plus fréquent en Europe duEBSuBirance, le Gb est le
plus répandu4l %) suivi du G3a (22 %), du Gla (16 %), du G2 (11 E&s G4 (4 %) et les
génotypes 5 ou 6 (1 %) sont plus rares. Le Gllplastfréquent chez les femmesplas de
50 anset chez les malades ayant un antécédent de tsamsfsanguine. Le G3a est plus
retrouvé chez les malades ayant un antécédenkiteraanie.

En Afrique, G4 est fréguemment observé en Afrique de I'Est (paligrement en
Egypte). En Libye, ce sont G1 et G 4 qui sonples fréquents.

Nos résultats concordent surtout avec ceux devaisns tunisiens. En effet selon
Radhouane Debbeche ef dla été montré une prédominance du Gb (79%) et 1a (5 %),
suivi par les G2 (10 %), 3a (3 %) et 4a (1 %). hénotypes 5 et 6 n'ont pas été retrouves.
(47)
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Chapitre ... e e Résultats et discussion

La répartition générale des génotypes du VHC pedaatonstater que I8 1 est nettement
prédominant dans toutes les régions du pays. Catyjnest associé a une mauvaise reponse
au traitement antiviral classique par rapport auX @t G3 dont la bonne réponse a ce
traitement est évaluée aux environs de 80%(48).

La prédominance dG1b : 59,68% par rapport au Gla : 14,32% est un agardans
le cas de l'utilisation de traitement sans intemfécar le sous type la nécessite I'ajout de
ribavirine.

Actuellement le typage du VHC se fait en routirssentiellement par deux tests :
hybridation inverse et PCR en temps réel.

Par ailleurs, la frequence du G3a est estiméd R, elle est particulierement élevée
dans la région centre du pays avec un taux de C&¥taines nouvelles molécules sont moins
efficaces chez les patients infectés par le G3 esjuierent un plus long schéma
thérapeutique(51) (52) (48).

Tous les génotypes sont retrouvés sauf les géestyet 7.

Le G 7 n’a pas éteé retrouvé donne notre étudd eat soit de profil indéterminé soit
confondu avec le G 2.A noter que sa présence egridlg’a pas été encore signalé.
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Conclusion



CONCIUSION . . e et e e e e e e e e e e e e e e

La technique d’hybridation inverse nous a perngi€annaitre les différents génotypes
circulants en Algérie.

En effet, le G1 (1b) qui est prédominant dans en@tchantillon et qui est le plus
fréquent en Algérie , est heureusement devenuémotgpe bon répondeur aux nouveaux
traitement .Ce génotype est suivi par le G3 aureetht pays et par le G2 dans les autres
régions.

Grace aux nouvelles molécules thérapeutique uaredgrnote d’espoir est apportée car
pratiquement tous les génotypes répondent biemagerhent 90%, a I'exception de G3qui
semble étre légerement moins bon répondeur dgmélalence en Algérie est de 9,41%.
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Annexe

Génotypage du VHC par technique d’hybridatia inverse

- Etapes du testcomporte trois étapes :
A/ extraction de 'ARN du VHC
B/ amplification génique

C/ hybridation inverse

A/ Extraction de ’ARN viral par utilisation du kit « AMPLICOR HCV»

OlAamp®ViralRNA Mini Kit50:

+ Reéactifs fournis dans le kit :

- Buffer AW1, wash buffer 1 (19ml concentrate).
- Buffer Aw2 , wash buffer 2 (13ml concentrate).
- Buffer AVL Viral lysis buffer ( 31ml).

- Buffer AVE Elution buffer ( 2.0ml).

- Carrier RNA (310u0).

- Tubes de 2ml.

- QiAamp Mini Spin column.

% Réactifs non fournis dans le kit :
- Ethanol 96 — 100°
« Matériels requis :
- Hotte a flux laminaire.
- Micro pipettes réglables a différempdumes.

- Embouts a filtre (Iml, 200ul, 50Q0ul).
- Eppendorf de 1,5ml ou 2ml .



- Micro centrifugeuse a 16 000 X g.

-Vortex.
- Minuterie.
- Gants sans talc.
% Réactifs a préparer :
- Vérifier 'absence de précipité dans le tamponLAVincuber a 80° si nécessaire.

- Diluer le «carrier-ARN-tampon AVE » (aliquote congelé a 20°) dans le tampafi en
fonction du nombre d’échantillon a extraire (Mélangar retournement 10 fois, ne pas
vortexer).

NB: lors de la premiére utilisation du kit :

- Carrier RNA est reconstitué avec 310ul de tampdk.

- Les tampons AW1 et AW2 sont dilués avec respentant 25 et 30 ml d’Ethanol 96-100°.
% Procédure :

1- Mettre560 pL de tamporAVL-Carrier RNA dans un Eppendorf de 1.5 ml .

2- Ajouter140 plde I'échantillon a traité.

- Vortexer pendarnt5 secondes

3- Incuber a température ambiante pend@ntinutes

4- Centrifuger brievement.

5- Ajouter560 pld’Ethanol.

- Vortexer pendant5 secondes.

- Centrifuger brievement.

6- Appliquer soigneuseme®30 pl du mélange de I'étapg a la colonne QIA Amp Mini
(placée dans un tube collecteur de 2 ml)sans neouds bords et sans toucher le filtre avec
lembout .Bien fermer le bouchon pour éviter la teonination croisée pendant la
centrifugation.

- Centrifuger & 6000 g pendadlin.

- Placer la colonne dans un tube collecteur prdpreml et jeter le tube contenant le filtrat. Si
la solution n’est pas entierement passée a tré&aenembrane centrifuger encore une fois.

7- Ouvrir la colonne avec précaution et répétdapé6.

8- Ouvrir la colonne avec précaution et ajo&@0 pldu tampomWL1.

- Fermer et centrifuger a 6000g pendhamin.



- Placer la colonne dans un tube collecteur prdpr2 ml et jeter le tube contenant le filtrat.
9- Ouvrir la colonne avec précaution et ajodi@d pldu tamporAW?2.

- Fermer et centrifuger a 20 000 g pendantin.

10- Placer la colonne dans un Eppendorf de 1 &tet e tube contenant le filtrat.
- Centrifuger a 20 000g penddimin.

11- Placer la colonne dans un Eppendorf de 1 &tet e tube contenant le filtrat.
- Ouvrir la colonne avec précaution et ajo@@nl du tamporAVE.
- Fermer et incuber a température ambiante peridari.

- Centrifuger & 6000g pendathin.

- Récupérer I'Eppendorf contenant I'éluat etdaserver a -20° ou -80°.

B/ Amplification génigue (RT-PCR) par utilisation du kit « HCV
Amplification 2.0 Kit (LIiPA) » de SIEMENS:

+ Reéactifs fournis dans le kit :

La trousse contient les réactifs en quantitéisarite pour amplifier 'TARN de
40 échantillons ou controles

- ENZ MIX: contient les transcriptases inversesngscript et Omniscript, la
polymérase HotStarTaq et I'uracile-N-glycosylasecénserver entre -25° et -15°C.

- AMP MIX : contient les oligonucléotides de syasle dans un tampon avec le
cocktail de dNTP/dUTP et MgCI2. A conserver engg°-et -15°C.

« Matériel requis :

- Hotte a ADN.

- Thermocycleur.

- Tubes Ependorff 1.5-2 ml.

- Vortex.

- Micropipettes a différents volumes.
- Tube de PCR de 0.2 ml et portoirs.

- Embouts a filtre.

- Gants sans talc.



- Congélateur a — 20°C.
- Glace.

< Précautions avant la réalisation de la RT-PCR
a. Vérifier que le thermocycleur est calibré avarhploi.

b. Ne pas amener '/ENZ MIX a température ambialgesortir du congélateur juste avant
'emploi et le remettre immédiatement apres.

c. Amener 'AMP MIX a température ambiante envir8@ minutes avant I'emploi et le
remettre au congélateur immédiatement apres.

d. Conserver les réactifs sur la glace en prépdaastlution-mere de mélange réactionnel de
RT-PCR.

< Procédure :

1- Préparer la solution mere de mélange réactiodedRT-PCR (ENZ MIX + AMP MIX)
dans un tube Ependorff .

- Faire sortir 'TENZ MIX du congélateur et le nretimmédiatement dans de la glace.

- Pour amplifier un échantillon, mélanger 4 pl NEMIX avec 26 pul d’AMP MIX, pour X
échantillons, il faut 4 x pl d’'ENZ MIX et 26 x ufAMP MIX (Prévoir toujours un volume
supplémentaire). Spiner 'ENZ puis le remettre angglateur immeédiatement.

- Mélanger brievement en aspirant puis en rejetalijuéde avec la micropipette.
- Vortexer brievement.

2- Mettre 30 ul de la solution mére de mélangetid@ael, obtenue ci-dessus, a chaque tube
de réaction (tube PCR).

3- Vortexer 'ARN extrait, puis ajouter 20 pl a che tube de réaction (contenant déja 30 pl
de la solution mere de mélange réactionnel).

4- Placer les tubes a température ambiante ped@a#t 1 minutes avant amplification pour
permettre la dégradation de tout ADN contaminant.

5- mettre les tubes PCR dans le thermocycleur iésauit le profil thermique suivant, avec la
vitesse de montée par rampe en mode max :



ETAPE Température réay

a-Transcription inverse 50 +/-0.5°C 30 minutes
b- étape initiale d’activation de [a95 +/- 0.5 °C 15 minutes
PCR

c- dénaturation 95 +/- 0.5°C 30 secondes
d- hybridation 50 +/- 0.5°C 30 secondes
e- extension 72 +/- 0.5°C 15 secondes

f- répéter les étapes ¢ a e 39 fpis
(40 cycles au total)

g-extension/élongation finales 72 +/- 0.5°C 2 umers

h- maintien 4 +/- 0.5°C A utiliser dans les 2 ey
ou conserver immédiatement
a -20 +/-5°C.

6-Enlever les tubes du thermocycleur et consemgamplicons a -20 +/- 5 °C ou proceder
immédiatement au test de génotypage.

Bien entendu, pour toute analyse PCR, il faut prenie les précautions appropriées pour
éviter les contaminations croisées.

C-Hybridation_inverse par_utilisation du Kit « HCV__Genotype 2.0 Assay
(LiPA) » de SIEMENS :

++ Reéactifs fournis dans le Kit :

La trousse contient les réactifs et le matériefeantité suffisante pour effectuer 40
tests ,y compris les échantillons et les controles.

- Bandelettes : membrane s de nitrocellulose remtes de sondes oligonucleotidiques
spécifiques des différents génotypes du VHC.

- Conjugué concentré 100X (CONJ 100X).

- Diluant du conjugué (CONJ DIL).

- Solution de dénaturation (DENAT SOLN).

- Solution d’hybridation et de lavage stringentey 81 SW SOLN).
- Solution de ringage concentrée (RINSE SOLN 5X) .

- Tampon substrat (SUBS BUF).



- Substrat (SUBS BCIP_NBT 100X).
- Plateaux Supportant chacun 8 barquettes quiseavéncubation des barquettes.
- Carte de lecture pour identifier les bandes pasitsur une bandelette.
- Fiches de compte rendu des données.
- Tableau d’interprétation.
% Matériel requis :
- Bain-marie avec plate-forme d’agitation (temém et nombre de tours mn réglables).
- Agitateur oscillant ayant un angle inferieureégale a 13°.
- Dispositif d’aspiration.
- Minuterie.
- Micropipettes réglables (de 1ul a 20ul a 200@@Aul a 1000ul).
- Multi pipette.
- Pointes.
- Eprouvette graduée (100ml).
- Tubes de 10ml et de 20ml.
- Eau distillée ou désionisée.A21.
- Gants.
- Pinces.
- Crayon.
- Papier absorbant.
La procédure du test comporte quatre étapes palesp
a- Dénaturation des échantillons
b- Hybridation proprement dite
c- Lavage des bandelettes .

d- Réaction colorée



a- Dénaturation des échantillons :

- Equilibrer la température du bain marie a agitath 50 +OU — a 0.5 °C ; et régler le bain
marie a 72 tr/mn.

-Vérifier que I'eau du bain marie recouvre le IfBerieur d’'une barquette témoin.

- Sortir les bandelettes (avec des pinces) et INAE SOLN, les laisser a température
ambiante 35 minutes (sur une surface propre).

- Placer la HYB/SW SOLN dans le bain marie (de 330ac) environ 35minutes jusqu’a
dissolution de tous les cristaux.

-Ecrire au crayon a papier un numéro d’identifizsatau dessus de la ligne de repere verte de
chaque bandelette.

- Inclure une bandelette pour le contrble négatif.
- Pour chaque bandelette, placer une barquettelelateteau.

- Déposer 10ul de DENAT SOLN dans le coin supéramichaque barquette et refermer le
flacon rapidement.

- Ajouter 10pl d’échantillon (le produit d’amplifition par RT-PCR) ou de contrdle dans
chaque barquette . Mélanger soigneusement en maspiuéss en rejetant le liquide avec la
micropipette.

- Laisser la dénaturation s’effectuer a températummbiante pendant 5 minutes.
b-Hybridation des échantillons :

1- Ajouter 2ml de HYB/SOLN dans barquette.

2- Faire osciller délicatement la barquette poatamger les réactifs.

3- Immerger chaque bandelette marquée avec la igmepére orientée vers le haut dans la
barquette correspondante.

4- Placer le plateau contenant les barquetteslddran marie a agitation, a 50 + ou — 0.5 °C
eta 72 tr/mn.

5- Incuber le plateau pendant 60 + ou — 2 minwgeseérifier que chaque bandelette demeure
complétement immergée et peut se déplacer librement

6- 10 minutes avant la fin de l'incubation, rameadgempérature ambiante le RINSE SOLN
5X, le CONJ 100X et son diluant ainsi que le SUBSBNBT 100X et son SUBS BUF.

7- A la fin de l'incubation enlever le plateau dailbmarie.



c- Lavage des bandelettes

Maintenir le plateau selon un petit angle afin ¢piéiquide s’accumule a I'extrémité d’'une
barquette, au dessus de la ligne de repere daetkeledte, pour faciliter I'aspiration.

1- Aspirer la solution de la barquette a l'aide d'upeinte raccordée a un systeme
d’aspiration.

2- Ajouter 2 ml ’HYBR/SW SOLN dans chaque barquette.

3- Osciller le plateau pendant 60 secondes a températobiante.

4- Aspirer la solution.

5- Répéter le lavage (étape 2 a 4).

6- Ajouter 2 ml d’'HYB/SW SOLN dans chaque barquettelecer le plateau dans le bain
marie a agitation, réglé a 50 + ou — 0.5 °C et &/m2n.

7- Incuber pendant 30 + ou — 2 minutes.

8- Préparer 8 ml de solution de rincage diluée pouaquok barquette (plus 2 ml
supplémentaire), en diluant la RINS SOLN 5X alf @iéns de I'eau distillée.

9- Préparer 2 ml de conjugué dilué pour chaque bamplus 2 ml supplémentaire), en
diluant le CONJ 100X au 1/10@ans du CONJ DIL ; méme dilution pour le SUBS
BCIP/NBT 100X dans du SUBS BUF.

10- Garder le substrat dilué a I'abri de la lumiere.

11- Remettre les différents réactifs a + 4°C, sa8UBS BUF.

12- Enlever le plateau du bain marie a la fin de Libation.

d- Réaction colorée :

1- Aspirer la solution de la barquette.

2- Ajouter 2 ml de solution de rincage diluée dahaque barquette et faire osciller le
plateau 90 secondes a température ambiante.

3- Aspirer la solution.
4- Répéter les étapes 2 et 3.

5- Ajouter 2 ml de conjugué dilué dans chaque wsttg et placer le plateau sur agitateur
oscillant réglé a 42 tr/mn, & température ambiante.

6- Incuber 30 + ou — 2 minutes.
7- A la fin de I'incubation, aspirer la solutioarts chaque barquette.

8- Ajouter 2 ml de solution de ringcage diluée delnaque barquette et faire osciller le plateau
90 secondest@mpérature ambiante.

9- Aspirer la solution.
10- Répéter les étapes 8 et 9.

11- Ajouter 2 ml de SUBS BUF dans chaque barquatttaire osciller le plateau 90 secondes
a température ambiante.



12- Aspirer la solution dans chaque barquette.

13- Ajouter 2 ml de substrat dilué dans chaqueumtte et placer le plateau sur 'agitateur a
température ambiante.

14- Incuber pendant 30 + ou — 2 minutes.

15- Fin d’incubation, aspirer la solution.

16- Ajouter 2 ml d’eau distillée dans chaque battpu
17- Agiter pendant 3 a 4 minutes.

18- Aspirer I'eau.

19- Répéter les étapes 16 a 18.

20- A l'aide de pinces, enlever chaque bandelidtesa barquette et la faire sécher entre 2
feuilles de papier absorbant.

21- Lire les résultats.

22- Conserver les bandelettes a I'abri de la loenié



RESUME :

L’infection par le virus d’hépatite C (VHC) esiurobleme majeur de santé
publique. Elle est caractérisée par une fréquelesge de passage a la chronicité, le risque de
survenue de cirrhose et I'association au carcino@patocellulaire. La transmission du VHC
est essentiellement nosocomiale. Le VHC présenteguande variabilité génétique avec la
distinction de génotypes (1a7) et de quasi-espaeesjui rend difficile la réalisation d'un
vaccin. Pour typer le VHC il existe plusieurs nugtbs, soit a partir des AC anti-VHC
(sérotypage), soit a partir de I'ARN viral (génodge), en fonction de ces génotypes on
distinguera des bons et des mauvais répondeursraiterments qui ont subi une évolution
rapide dans le temps pour aboutir a des molécidedednieres générations de plus en plus
efficace. D’apres notre étude nous avons pu carstgie le génotype 1(1b) le plus fréquent
en Algérie est considéré comme mauvais répondeutraitement et prédominant dans notre
échantillon .

Mots clés :Virus de I'hépatite C, chronicité, variabilité ggimque, génotypes, quasi-espéeces,
sérotypage, génotypage

SUMMARY :

Hepatitis C virus infection is a major problempiblic health, it is characterized by a
high frequency of change to chronicity, cirrhosisky and hepatocellular carcinoma. The
HCV transmission is essentially a hospital acquirddction. The HCV has an important
genetic variability with genotypes distinction @ 7) and quasispecies, which makes so hard
the production of a vaccine. There are many methodgpe the HCV either from the AC
anti-HCV (serotyping) or from viral ARN ( genotym)) according to these genotypes we
distinguish good and bad treatment responders,hakie undergone a quick evolution, to end
in the latest molecules most efficient. Accordiogour study we found that the genotype 1
(1b) which is most frequent in Algeria is considees a bad responder to tratment and it is
predominent in our sample

Key words : Hepatitis C virus, chronicity, genetic variatyli quasispecies, serotyping,
genotyping.
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