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ABSTRACT

Human Immunodeficiency Virus (HIV) and Hepatitis\Grus (HCV) are two viral
pathogens that cause chronic infections in thestdioThese viruses are responsible for

serious public health problems on a pandemic scale.

According to the literature, the HCV seroprevalena® among pregnant women is
1%. HCV can be transmitted from mother to child #md vertical transmission risk is higher

in HIV infected women.

There are few informations on HCV and HIV coinfeatiamong pregnant women in
Burkina Faso, from which the accomplishment ofghesent study.

A cohort of 3642 pregnant women in antenatal \asihe Ouagadougou Saint Camille
medical center, were screened for HIV antibodiepas of the program against mother to
child transmission of HIV. After HIV serogical tes00 of them (5, 49%) were positive; 196
women (98%) were infected with HIV 1. HIV 2 infecBswomen (1, 5 %) and a woman
(0,5%) was coinfected with HIV 1 and HIV 2. The HGwitibodies prevalence rate among
pregnant women is 1,6 % in this present study. Ree PCR showed the presence of HCV
RNA in 2 HIV infected women and in 2 HIV uninfecte®men.

Key words: HIV, HCV, HIV/HCV coinfection, pregnancy, verticatransmission,

Ouagadougou, Burkina Faso



RESUME

Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) et\érus de I'Hépatite C (VHC),
deux pathogenes viraux qui provoquent une infecttbronique chez leur héte, sont a
I'origine de sérieux problémes de santé publiqueorsia littérature, la prévalence du VHC
chez les femmes enceintes est environ 1%. En ¢eitrisque de transmission verticale du

VHC existe et semble s’accroitre par la coinfecawac le VIH.

Peu de données sur la coinfection par le VIHEeYHC chez les femmes enceintes

existe au Burkina Faso, d’ou la réalisation derésente étude.

Une étude menée au centre médicale Saint Camilleudgadougou, a concerné 250
femmes enceintes vues en consultation prénatals tarcadre du programme sur la

prévention mére-enfant du VIH.

A l'issue des tests sérologiques du VIH chez 3f&t2mes enceintes, 200 femmes
(5,49%) ont été diagnostiquées séropositives :fédBnes (98 %) sont infectées par le VIH
1; 3 femmes (1,5 %) sont infectées par le VIHt2iree femme (0,5 %) est co-infectée par le
VIH 1 etle VIH 2.

La séroprévalence des anticorps anti-VHC est @&61) 'utilisation de la PCR en
temps réel a révélé la présence de I'ARN du VHCz dbetes les femmes testées positives
aux anticorps dirigés contre le virus de I'’hépdiitd_es valeurs moyennes de charge virale du
VHC détectées étaient de 3,1 16opies/ml, 2,5 1ttopies / ml, 1,2 0copies/ml et 1
copies/ ml Deux femmes sont co-infectées p#iltieet le VHC.

Mots clés: VIH, VHC, coinfection VIH/VHC, grossesse, trariseion verticale,

Ouagadougou, Burkina Faso
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INTRODUCTION

Le virus de I'hépatite C a été identifié en 198%o0gr aux techniques de biologie
moléculaire comme étant I'agent responsable deatitép dites « non A-non B » (CHOOQ et
al., 1989). Ce virus infecte 170 millions de personaesavers le monde, soit 3% de la
population mondiale (WHO, 1997). Il constitue de faé, un probléeme majeur de santé
publique. Selon 'OMS, environ 85% des personnésci@es sont des porteuses chroniques.
Cette chronicité peut mener a une cirrhose (dafs @s cas) puis a un cancer du foie (dans
20% des cirrhoses) (MOHSENat, 2002 ; MRUS eal.,2006 ; WANG etl., 2000).

Le virus de I'hépatite C (VHC) partage avec le side I'immunodéficience humaine
(VIH), les mémes voies de transmission, favorisainisi une possibilité de coinfection.
(ARENDS etal., 2005 ; LAUER etal.,2002 ; PLAMONDON etfal.,2007 ;WHO,2005). La
séroprévalence de l'infection par le VHC est estimé30% chez les personnes infectées par
le VIH (ARENDS etal., 2005 ; SCHOOLEY eal., 2005 ; SULKOWSKI etl., 2003) .Ce
taux serait élevé chez les femmes enceintes sétivpesau VIH, variant entre 30% a 50 %.
En outre, la coinfection avec le VIH est considécéenme un facteur de la transmission
verticale du virus de I'hépatite C chez la femmeegmte. Cette transmission verticale pourrait
constituer la principale source de contaminatioezdtenfant (ROBERTS et YEUNG, 2002 ;
SERME etal., 2006).

Avant l'introduction des traitements antirétrowvirahautement actifs (TAHA), la
majorité des patients infectés par le VIH décédaitcomplications du SIDA. A partir des
années 1995-1996, [lapparition des TAHA a profoneém modifié les données
épidémiologiques, le SIDA n’étant plus la causengigale du décés de ces patients. En
revanche, les hépatopathies chroniques, en paetiadlles liées a une infection par le VHC,
sont devenues une cause majeure de mortalité gtodeidité chez les patients coinfectés
VIH-VHC.

Mais quelle est la situation épidémiologique VHCBarkina Faso, notamment chez
les personnes infectées par le VIH ?

Il existe peu de données sur la coinfection daswe 'immunodéficience humaine et

de I'hépatite C chez les femmes enceintes au Baifkaso.



* L’objectif général de cette étude est donc d’évalaeséroprévalence du VHC chez

les femmes enceintes.

* Les objectifs spécifiques sont :

v' déterminer la prévalence du VHC chez les femmesistes séronégatives au

VIH ;

v déterminer la prévalence de la coinfection VIH/VHC

v déterminer la charge virale du VHC.

Pour traiter de ce sujet, le présent documentesttsré de la fagcon suivante :

>

>
>
>

une revue bibliographique sur le VHC et le VIH ;
une description du matériel et des méthodes ilisé
une présentation et une analyse des résultatsuzbten

une conclusion générale et des perspectives.
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I.LE VIRUS DE L'"HEPATITE C (VHC)

.1. Structure et organisation génomique

« Structure

Le VHC appartient a la famille dedlaviviridae et au genre hépacivirus.
(BARTENSCHLAGER et LOHMANN, 2000). L'absence de ®mes cellulaires capable de
répliquer efficacement le virus in vitro rend diffe, 'étude de ce virus. Sa structure a été
déduite en grande partie de celle des flavi etipesis, autres virus de la famille des
Flaviviridae et ses protéines ont été obtenues par des exgesiele transcription, traduction
et expression d’ADNc dans des cellules eucaryotegrocaryotes (CHOOQ etl., 1989).
C’est un virus de 55 a 65 nm de diametre avecamome constitué d’'une molécule d’ARN
monocaténaire de polarité positive et logée damscmgue protéique icosaédrale, la capside.
La nucléocapside est entourée d’'une enveloppe tdeen#gpidique provenant des membranes
du réticulum endoplasmique des cellules infectéesswr laquelle sont ancrées deux

glycoprotéines virales, E1 et E2.

Hepatitis C f& W
virus

¥ o001 dames A Perking

Figure 1 : structure du virusi'tiépatite C
http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://di@ss-lyon.fr/vie/image/V05_2H1 Hepatite
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Organisation génomigue

Le génome du virus de I'hépatite C est constituéndseul brin d’ARN positif
d’environ 9400 nucléotides et possédant un seukade lecture ouvert flanqué en 5’ et 3’ de
régions non codantes (CHOOQ at, 1989).Ces régions jouent un réle dans la répioat

virale.

[.1.1. Les régions non codantes

= |arégion 5'NC

L’extrémité 5’ non codante est constituée de 384%@ nucléotides selon les isolats.
Elle renferme les régions les plus conservées dargé et est impliquée dans la synthése des
protéines virales. Elle a une conformation spatigpliée en boucle. Son extrémité 5’,
dépourvue de coiffe méthylée, présente un repkmngle a cheveux de 27 nucléotides qui
jouerait un réle dans la régulation négative dedduction des protéines virales. L'extrémité
5’ NC renferme également 4 a 5 petits cadres darkex ouverts, non traduits dont le role est
inconnu. Cette extrémité comporte également unetsite en tige boucle de grande taille qui
sert de site d’entrée interne du ribosome (IREQjuejoue un réle majeur dans la traduction
des protéines virales. L 'IRES recouvre les donsitleet IV et les 30 premiers nucléotides
du géne codant pour la capside (GRAKOU&let1993 ; PAWLOTSKY,2002) .

= |arégion 3'NC

L’extrémité 3’ NC du génome renferme trois régions

* une région de 40 nucléotides environ, dont la sécgigarie d'une souche a l'autre ;
* une région polyuridile de 40 a 150 nucléotides ;

* une région trés conservée de 98 nucléotides quigigmait I'initiation de la synthese
du brin complémentaire d’ARN. Cette région jouerdgalement un role dans la
stabilisation de I'ARN et dans l'activation detfaduction virale par interaction

directe avec la région 5’NC.



[.1.2. Les protéines structurales

Le cadre de lecture de I'ARN code pour une polyre denviron 3000 acides
aminés qui est secondairement clivée par les meséeellulaires et virales pour générer sept
protéines non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, BySYS5A, NS5B) et trois protéines
structurales (une protéine de capside C et deugoplptéines d’enveloppe, E1 et E2).
(CHOOQ etfal., 1991).

= La protéine de la capside (protéine C)

La capside est une phosphoprotéine de 191 acité®s et de 21 Kda qui est
retrouvée au niveau du réticulum endoplasmiquecdtsles infectées, auquel elle se lie par
son extrémité —COOH. Les molécules de protéinesives se lient a I'ARN viral ce qui
déclenche leur polymérisation indispensable a festraction de la capside. En plus de son
réle d’'empaquetage des molécules d’ARN viral, latgine C interagit avec de nombreux
constituants cellulaires. Elle interfere avec Esepteurs dUNF impliqués dans les réponses
immunes et dans I'apoptose. Elle est égalementotaypke moduler I'expression de certains
genes du cycle cellulaire. En effet, elle activedmyc et le c-fos et réprime le promoteur de
la p.53 et de la p.21. Ce pouvoir oncogene depaida C pourrait contribuer a augmenter le

risque d’hépatocarcinome dans les infections clques au virus de I'hépatite C.

= | es glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2, d'un pardgéculaire respectivement de
30 et 70 Kda sont organisées en complexes hétééodues non covalents ancrés dans
I'enveloppe virale par leur extrémité carboxy-temaie. Le domaine extracellulaire d’E1, et
particulierement d’E2, semblent jouer un rdle imtgnt dans l'interaction du virus avec ses
récepteurs et son adsorption sur ses cellulesscibiepartie N terminale d’E2 renferme une

région hypervariable appelée HY&une trentaine d’'acides aminés qui renfermerainains

un des déterminants antigéniques capables d’indkesranticorps neutralisants. Le haut taux

de mutation observé au niveau de HVésulterait de la pression de sélection exercedepar

systéme immunitaire et serait a I'origine de vasatiéchappement.



[.1.3. Les protéines non structurales

= La protéine p7

C’est un petit peptide de 63 acides aminés. Laépretp7 se situe au niveau de la
membrane plasmique, ses extrémités N et C-ternsiretbnt orientées vers l'extérieur de la
cellule et un petit domaine hydrophile vers la fag®plasmique. Sa fonction n'est pas encore
définie.

= | a protéine NS2

La protéine NS2 a un poids moléculaire de 23 Kdla. &t ancrée dans la membrane
du réticulum endoplasmique, ses extrémités, SHCOOH étant dans la lumiere. Son role
principal est de cliver la jonction NS2/NS3 en asstion avec NS3 lors des modifications
post-traductionnelles de la polyprotéine. Ce clevaglieu entre les nucléotides en position

898 et 1207 et implique un mécanisme zinc dépendant

= | a protéine NS3

La NS3est une protéine de 70 Kda qui présente une tagtieité enzymatique: une
fonction sérine protéase, une fonction hélicaseiret fonction ATPase, essentielles a la
réplication virale (BARTENSCHLAGER et LOHMANN, 2000

La fonction sérine protéase de la NgRessite la formation d’'un complexe stable
avec l'extrémité N-terminale de NS#ui permet le clivage de toutes les protéines non

structurales situées en aval de NS3.

= | a protéine NS4A

La NS4A est une petite protéine de 54 acides amilksest impliquée dans plusieurs
fonctions. Elle permet I'activation et la stalilion de la sérine protéinase NS3, I'ancrage de
NS3, l'interaction avec la NS5A et la régulationldg@hosphorylation de NS5A.

= | a protéine NS4B

La NS4B est une protéine de 30 Kda, dont la fonctist encore inconnue. Elle serait

un composant du complexe de réplication.



= | a protéine NS5A

La NS5A est une phosphoprotéine de 56 Kda. Saifancans la réplication virale
n'est pas connue mais il semblerait qu’elle puisgervenir dans la résistance du virus a
IFNa .NS5A serait également un puissant inhibiteur @ld°’KR, protéine kinase a action
antivirale induite par I'lFM en présence d’ARN double brins. En dehors de stiora
antivirale, la protéine PKR a un réle suppresseutugneur et son inhibition pourrait faciliter

la survenue d’'un cancer du foie.

= | a protéine NS5B

La NS5B est une protéine de 68 Kda qui correspoddRN polymérase ARN
dépendante indispensable a la réplication de I'ARAI.
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Figure 2 : Représentation schématique du génonvdHdi
http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://dicrss-
lyon.fr/ivie/image/VO5_2H1_Hepatites_7Repartition_Wfpg&imgrefurl=http: 11

|.2. Récepteurs biologigues du VHC

L’adsorption du virus sur les cellules cibles l@rmet ensuite de pénétrer dans la

cellule. Cet événement précoce initie l'infection &xant le virus sur ses récepteurs



spécifiques. Cette étape initiale est détermingoigr le tropisme cellulaire et est aussi un
point critique pour la pathogenése virale.

Des récepteurs du VHC ont été identifiés : les mdés CD81 humaines, le récepteur
des lipoprotéines de basse densité (rLDL) et leptur scavenger type B classe 1
(SRB1/Cla-1).

[.2.1. Les récepteurs CD81

Les molécules CD81 appartiennent a la famille demdpanines et sont exprimées a
la surface des cellules de mammiferes a I'excepties hématies et des plaquettes. Ces
molécules sont impliquées dans de multiples fonstioellulaires telles que I'adhésion et
I'agrégation moléculaires. Elles interagissent awvac glycoprotéine d’enveloppe E2,
responsable de la fixation du VHC aux cellulesasblElles interviendraient également dans
la proliféeration et la fonction immunitaire des los (GERMI et al.,, 2001 ;
PAWLOTSKY,2002 ;WITTEVELDT etl., 2002).

[.2.2. Les récepteurs des lipoprotéines de bassengé@é (rLDL )

Des études sur le VHC et les lipoprotéines ont néogtie les virus contenus dans les
plasmas ou sérums VHC positifs étaient fortemesw@és aux lipoprotéines de basse densité
(LDL) ou aux lipoprotéines de trés basse dendiiéD(). Ainsi, il a été proposé que ce
complexe LDL-VHC puisse se fixer aux rLDL cellulesr par le biais de son ligand naturel,
les LDL (GERMI etal., 2001 ;PAWLOTSKY, 2002).

1.2.3. Le récepteur scavenger type B classe 1 (SRBla-1)

Le SR-B1 (Human Scavenger Receptor class B typest)une glycoprotéine de 82
Kda. C’est un récepteur physiologique des lipopne® de haute densité qui facilite les
mouvements cellulaires de cholestérol (SCARSELIdle2002).



|.3. Cycle cellulaire du VHC et variabilité génétque

% Cycle cellulaire

Le cycle de vie du virus demeure mal connu, du dait’absence de systemes de
réplication efficaces (PAWLOTSKY, 2002). Les hypegles relatives au cycle de vie du virus
suggerent que le VHC se lierait a un (des) réecefgpspécifique(s) a la surface de la cellule
hote pour y entrer par endocytose, comme le fantldres membres des Flaviviriddiey
aurait ensuite décapsidation du virus et libératiangénome viral. Ce dernier est traduit en
une polyprotéine précurseur qui est maturée poaneioles proteines virales. L’ARN négatif
est synthétisé par la réplicase NS3-5B codée parus et sert de matrice pour la production
de quantités excessives d’ARN viral positif. L’ARd@sitif est alors encapsidé par le biais de
I'interaction avec les protéines structurales. pagicules sont enveloppées en bourgeonnant
dans la lumiere du réticulum endoplasmique et s&eséa I'extérieur de la cellule par le
Golgi. (BARTENSCHLAGER et LOHMANN, 2000).

Translation 3 h_’__\(:}_lﬂiiﬂw .
Processing

' 94

Endoplasmic Reticulum

\. /

Figure 3 : modéle du cycle de réplication du VHARBIENSCHLAGER et LOHMANN,
2000)
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« Variabilité génétique du VHC

Le VHC, comme tous les virus ARN, présente une dgarariabilité génomique liée
en grande partie aux erreurs de transcription ABN polymérase (CHOOQ etl., 1991 ;
PAWLOTSKY,2002). Ces erreurs sont a l'origine detations qui peuvent s’'observer sur la
totalité du génome. Toutefois, la région 5’NC esdstconservée. L’accumulation des
mutations au cours du temps, la sélection des rautes mieux adaptés a I'environnement et
leur transmission au sein des populations, ontdwibra I'émergence des principaux types de
VHC. Par la suite le brassage des populations,’ietroduction d’autres modes de
transmission (transfusion sanguine, toxicomanié¢)ésé a I'origine de la diffusion rapide du

virus, et a la diversification des sous types.

1.3.1. Les génotypesNOUSBAUM, 1997)

Le VHC est composé de 6 genotypes différents (Lausquels sont associées plus de
100 sous-types, figurés en lettres minuscules. @nitlen général deux génotypes différents
lorsqu’ils ont moins de 65% d’homologie de séquencacléotidiques et deux sous-types
différents au sein d’'un méme génotype lorsqu’il grare 65 et 80% d’homologie. Plus de
80% d’homologie signifie une appartenance a un méspas-type. La répartition
géographique des différents génotypes du VHC eptéaent établie et reflete I'histoire
épidémiologique du virus .Certains types sont priésselans I'ensemble des régions du
monde: les types 1, 2 et 3 rendent compte de laritéjdes infections par le virus C en
Europe de I'Ouest et en Amérique du Nord. D’autyees, plus rares, sont plus localisés dans
une région géographique précise. Le type 4 a d&atifttk avec une forte prévalence en
Afrigue Centrale, en Afrique du Nord et dans le MoyOrient ; le type 5 est essentiellement
limité aux populations d’Afrique du Sud, le typea6 Sud-est asiatique. La répartition des
sous-types est variable d’un continent a 'autrméme d’un pays a l'autre. Néanmoins, cette
répartition peut étre estimée schématiquement tietm suivante :

o En Asie, les génotypes 1b, 2a, 2b sont domindetsqus-type 1a est présent chez les
sujets hémophiles; le génotype 3 est majoritaireTkailande et sa fréquence est
croissante a Singapour. En ce qui concerne le couigent indien, on ne dispose

gue de peu de données ; le génotype 3 a été ideatif Népal, avec des isolats
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comparables a ceux observés a Singapour ; I'étlidelats provenant du nord de
I'Inde a montré que le sous-type 1b était fortenreptésenté, ainsi que le sous-type
3a. Dans le sud de I'Inde, la majorité des souskégsiencées correspondait au sous-
type 1b, avec quelques sous-types 3a et 3b.

0 Le sous-type 5a prédomine en Afrique du Sud, e ¥ en Afrique Centrale (Gabon,
Zaire, Burundi) et en Afrigue du Nord, mais on mmmait pas encore réellement

I'épidémiologie des génotypes dans la plupart dgs pfricains.

o

En Europe, le sous-type 1b est majoritaire en EuchpNord comme du Sud, puis les
génotypes la, 2a, 2b, 3a sont les plus fréqueets awe répartition variable selon les

pays.
En Amérique du Nord, les sous-types 1a et 1b ssplus représentés.

o

o

En Amérique du Sud, les génotypes 1a, 1b, mais d8adparticulierement au Brésil)

ont été identifiés.

Figure 4 : Analyse phylogénéégles génotypes du VHC (NOUSBAUM, 1997)

| .3.2. Les quasi-espéeces

C’est un ensemble de variants génétiquement pragies de 95% d’homologie de
séquence) coexistant et persistant au sein d’'unenggganisme sous la forme d’un équilibre
dynamique qui évolue au cours du temps. Le VHCasactérise par un taux de production
virale trés important et, par conséquent, un tauxndtations tres élevé (JOUVENCELadt,

2006 ; SENTANDREU eal., 2008) .
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I.4. Epidémiologie, modes de transmission et asgsclinigues

< Epidémiologie

L’épidémiologie du virus de I'hépatite C, découvedulement il y a une dizaine
d'années, est encore trés peu documentée. Le VHQuressirus ubiquitaire ; mais sa
prévalence varie d’'une région a l'autre. Lorsque dennées sont disponibles, les taux de
prévalence des infections par le VHC dans certpays d'Afrique (5,3 %), de Méditerranée
orientale (4,6%), d'Asie du Sud-est (2,15 %) ePduifique occidental (3,9%) sont élevés par
rapport aux pays de I'Amérique du Nord (1,7%) et'Herope (1,03%) (WHO, 1997). Cette
prévalence est élevée chez les personnes séropesiil VIH, du fait des mémes voies de

contamination.

Figure 5: Répartition géographique du virus dépatite C (NOUSBAUM eal., 1997).

< Modes de transmission

Le virus de I'hépatite C est essentiellementsmaissible par contact direct avec le
sang humain. Il y a donc une prévalence considéralbEchelle mondiale chez les personnes
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transfusées avec du sang non testé, les hémophilles toxicomanes qui réutilisent les
seringues souillées. La transmission par voie skxast discutée et peu fréquente et serait de
'ordre de 4 a 10 % dans certains groupes a ris@oesstituées, personnes a partenaires
multiples).

La transmission materno-fcetale représente 3%caes’infections mais uniquement
chez des méres virémiques. Cependant, certaireufaatle risques liés a la coinfection VIH-
VHC seraient a I'origine d’un taux de transmissédevé (MAST etl., 2005).

1 Infection parle VHC 2z Co-infection VHC/VIH
: o VIH
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Figure 6 : Conséquences de la coinfection su@alesimission mere-enfant du VHC (RANSY
etal., 2007).

% Aspects cliniques

Le VHC est responsable de Iésions hépatiques. hiitép survient aprés une
incubation moyenne de 6 semaines. La durée deubemon semble étre influencée par le
mode de contamination qui détermine la quantitBimieculum viral.

L’évolution d’'une hépatite C virale se fait le plwouvent vers une infection
chronique. L’hépatite C chronique est en générajengatomatique et est caractérisée par la
persistance d’'une élévation des transaminases ihgépsitet des Iésions hépatiques a des
degrés variables.

La cirrhose est une maladie chronique au coursagigelle le foie se couvre de tissu
fibreux, ce qui provoque la décomposition prognessu tissu hépatique qui se remplit de
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tissu graisseux. Elle peut évoluer pour donner émpatocarcinome, qui est un cancer primitif

du foie.

» Les transaminases

Les transaminases sont des enzymes ayant unetéatidtabolique importante a
l'intérieur des cellules. Leur augmentation refletge Iésion cellulaire, en particulier au
niveau hépatique, cardiaque, rénal ou musculaire.

Les transaminases les plus abondantes dans ledoida TGO et la TGP. Quand les
hépatocytes (cellules du foie) sont détruits,ildérent une partie de leur contenu dans le sang,
ce qui provoque une augmentation des transamingsepportionnelle a lintensité de
I'agression. L'élévation des transaminases estriate en cas d'hépatite aigue (plus de 10
fois la norme) et plus modérée en cas d'épisodmiiue (en général 2 a 5 fois la norme). La

norme correspond a la destruction normale des béyat qui meurent et sont renouvelés.

.5. Réactions immunitaires et mécanismes d’éabppement du virus

La réponse immunitaire non spécifique (réactiofflammatoires entre autres) est
responsable des premiéeres réactions immunes atjuedes cellules NK (Natural Killer), les
macrophages et les granulocytes. La réponse spéeiiinplique les lymphocytes T (CD4+ et
CD8+), activésvia les cellules présentatrices d'antigene (CPA) corl@manacrophages ou
les cellules dendritiques.

« La réponse cellulaire

Elle est assurée par les lymphocytes T4 (CD4+) dwelper (Th) et les lymphocytes
T8 (CD8+) ou cytotoxiques (CTL).

Les lymphocytes T4 sont stimulés de maniére spgafipar des peptides viraux,
présentés en association au complexe majeur doistpatibilité de type 2 (CMH II) par les
CPA (cellules présentatrices d’antigenes). lls esgentiellement un rble régulateur par la
sécrétion de cytokines (112 et IFN pour la soustpagion Thl et IL4 et IL10 pour la sous-
population Th2) qui permettent la stimulation epfalifération des lymphocytes B (Th2) et
des lymphocytes T8 (Thl). Dans le sang circulaag, lymphocytes CD4+ sont fortement
stimulés lors de la phase aigué de l'infectiongmwn mois apres I'apparition de la virémie)

et dirigés contre un large spectre d'antigenes HC Vmais répondent plus fortement aux
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protéines non structurales (BRAITSTEINatt, 2005). Durant la phase chronique, la réponse
s'affaiblit et semble étre stimulée essentiellenpantles protéines structurales. De maniere
générale, une forte stimulation de la sous-popardatinl, multi-spécifique et persistante dans
le temps entraine I'éradication du virus de I'oigae.

Les lymphocytes CD8+ sont stimulés par la recassaaice du peptide associé au CMHhI

les CPA ou les cellules infectées (hépatocyteshepour role de détruire ces dernieres. De la
méme maniere que pour les lymphocytes CD4+, lausition des CTL dans le sang circulant
est tres importante et multi-spécifique lors deplease aigué et s'estompe lorsque le virus
persiste dans I'organisme. Le phénoméne de compantation hépatique de la réplication
virale au moment de la chronicité permet de mettreévidence une stimulation active de la
réponse cellulaire (Thl et T8). Cette activité inmitaire serait a Il'origine des lésions
hépatiques de degrés divers, caractéristiques gertastance virale (HENDERSON eaf,
2003).

« La réponse humorale

Les anticorps apparaissent en moyenne 14 a 18 esnapres l'infection et sont
dirigés contre la plupart des protéines viralesrd@onse est toujours forte et stable vis-a-vis
de la capside et de NS3. Cette réponse persists djgtimination virale puis disparait
progressivement. La région HVR1 en position N-teade de la glycoprotéine d'enveloppe
E2 est l'antigene viral le plus apte a induire kntlsése d’anticorps neutralisants
(HENDERSON etl., 2003).

< Les mécanismes d'échappement du virus

Pour échapper a la pression immunitaire de I'hét¢HC utilise un certain nombre de
stratégies comme la régulation de génes cellulairedraux, l'interférence de diverses voies
de signalisation ou encore l'utilisation de leuraesigéniques. Mais un des mécanismes les

plus étudiés est sans doute I'échappement assop@yamorphisme viral.

Outre le fait que certains génotypes soient plusvesat impliqués dans les cas
d'infections chroniques (génotype 1 a 95%) quettau il a souvent été démontré que la
répartition de la population virale en quasi-espéa&e sein d’un organisme pouvait étre le
résultat d’'une stratégie employée par le virus pirapper aux anticorps neutralisants de
I'hote.
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La région HVR1, définie comme [l'antigene viral majeimpliqgué dans la
neutralisation, a déja été proposée comme candidatehappement immunitaire du fait de sa
grande variabilitée (PAWLOTSKY, 2002).

1.6. Technigues de diagnostic du VHC

Le diagnostic des infections par le VHC repose deux types de tests : les tests
indirects, qui mettent en évidence les anticorpgé@s spécifiguement contre le virus, et les
tests directs fondés sur les techniques de bidagi@éculaires, qui mettent en évidence les

constituants de la particule virale.

1.6.1. Les tests indirects ou sérologiques

Les tests sérologiques sont des tests immuno-enizyrea de type ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay). lls utilisent des gir@s recombinantes ou des peptides
synthétiques viraux, codés a la fois par les régismucturales (capside, enveloppe) et les

régions non structurales (NS3, NS4 et NS5) du géndnale

[.6.2. Les techniques de biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire appliquéediagnostic des infections par le
VHC peuvent étre classées en trois catégoriesmétbodes de détection de 'ARN du VHC,

les méthodes de quantification de ’'ARN et les rod#s de génotypage.

« Détection qualitative de 'ARN du VHC

L’ARN du VHC est présent en quantités trop faibdiess le sérum et les tissus pour
étre détecté par les techniques d’hybridation wass. Une étape d’amplification préalable
est nécessaire. Les techniques dites d’amplifinalie la cible, permettent de fabriquer aprés
transcription inverse de I'ARN viral en ADN compléntaire et grace a une réaction
enzymatique, un grand nombre de copies (ADN dotliries au cours de lpolymerase
chain reactionou PCR, ARN simples-brins au cours de ttanscription mediated
amplification ou TMA.), qui deviennent visibles soit par éleptnorese et coloration
spécifigue de I’ADN, soit par hybridation spécifejsur microplaques. Les techniques de
PCR qualitative sont aujourd’hui les plus sensiplegr la détection de 'ARN du VHC.
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¢ Quantification de 'ARN du VHC

La quantification de I'ARN du VHC (ou mesure declzarge virale) mesure le niveau
de réplication virale dans l'organisme. Elle repaae deux types de techniques: les
techniques d’amplification de la cible (PCR ou TMét) les techniques d’amplification du

signal.

La quantification par amplification de la ciblefaé le plus souvent par une technique
compétitive, ou un standard interne en quantiténgenest ajouté a I'échantillon, extrait et
reverse transcrit en paralléle avec I’ARN viraljspamplifié en compétition avec celui-ci. La
comparaison des résultats de la cible (ARN virafjiestandard, permet la quantification. De
nouvelles techniques fondées sur I'amplificatiortenps réel (real time PCR) sont en cours
de développement. Ces techniques bénéficient daemsibilité, d’une spécificité et d’un

intervalle de quantification linéaire accrus.

Les techniques d’amplification du signal ont pobjeatif, apres hybridation de 'ARN
viral & un support solide, de fixer sur cet ARN, gnand nombre de molécules « signal »
(enzymes).Ces enzymes catalysent la transformdtionsubstrat en un composé détectable.
La quantité de composé produite est comparée aumbe étalon, tracée en paralléle avec
des standards en quantités connues et permet [atifeqpaion. Les avantages de cette
méthode sont sa spécificité et sa reproductibilie quantifie de fagon équivalente les

différents génotypes du VHC.
% Le génotypage

Le génotypage du VHC permet en particulier I'étube sa variabilité génétique. Les
techniques de génotypage sont fondées sur unefaaipdin initiale par PCR. En routine, on
peut utiliser les techniques d’analyse du polymmmmle de restriction des fragments
amplifiés ¢estriction fragments lenght polymorphism analysis RFLP ou des techniques
standardisées d’hybridation inverse, fondées suiliation de sondes oligonucléotidiques

spécifiques des différents génotypes et sous-typeéHiC.
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II. LE VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE (VIH)

I1.1. Morphologie et biologie du virus

Le VIH appartient a la famille deRetroviridaeet a la sous famille ddsentivirinae

Ces virus sont définis par leur mode de réplicatigni passe par une étape de retro
transcription de leur matériel génétique constitdé molécules identigues d’ARN
monocaténaires. Cette étape indispensable a lapitmation du virus, est possible grace a
une enzyme présente dans le virus, la transcripiaserse. Le VIH se présente
schématiquement sous la forme d’une particule gipiede 90 a 120 nanometres de diametre
hérissé de spicules. Il présente une trés grandmbiudé génomique a l'origine de
nombreuses souches différentes. Selon leurs retamsreb génétiques, les souches du VIH
sont classifiees en types, groupes et sous-typesarfglaisclades. Il existe deux types
majeurs de VIH : le VIH de type 1 (VIH-1) et de &R (VIH-2) qui ont 42% d'homologie

génomique.
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Figure 7 : Coupe schématique du virus de I'immufiosdce humaine.

http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://imagesarta.msn.com

[1.2. organisation génomique

Le génome rétroviral est constitué de deux moléculdentiques d’ARN

monocaténaires de 9181 nucléotides et possedecaerds de lecture ouverts (Opeeaading
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Frames ORFs). Trois de ces cadres de lecture codentlpswolyprotéines Gag, Gag-Pol et

Env, qui sont par la suite clivées en protéinesviddelles. D’abord, le précurseur Env (ou

gpl160) geénere les deux protéines qui forment I'eypgee virale: la protéine de surface SU

(ou la gpl120) et la protéine transmembranaire TMIéogp41). Ensuite, outre la protéine p6,
le précurseur de 55 Kda, le Gag (P13, donne les protéines structurales de la mathite

ou pl7), de la capside (CA ou p24) et de la meapside (NC ou p7). Enfin, l'autocatalyse

de la polyprotéine Gag-Pol (Pri&8*) génére la protéase (PR), lintégrase (IN) et la
transcriptase inverse (Reverseanscriptase RT), protéines qui assurent les fonctions
enzymatiques du virus.

D’autre part, les six autres cadres de lecture yiseaht les protéines suivantes : Tat (
Transactivator of transcriptior) et Rev (Regulator of viral expressioh qui assurent des
fonctions de régulation génique, VpWifal protein U), responsable de I'assemblage viral,
Vif ( Viral infectivity factor), Vpr (Viral protein R) et Nef (Negative facto) qui possedent

diverses fonctions .

Les génegat etrev codent pour des protéines virales régulatricesgnt essentielles
a la réplication virale. Par contre, les gene§ vif, vpr et vpu codent pour des protéines
accessoires puisque leur expression n'est généatepas essentielle a la réplication du
VIH-1 in vitro. Mais ces protéines auxiliaires demeurent requpses la réplication virale et
la pathogeneésm vivo. Notons que le VIH-2 ne possede pas le ggnemais le gene/px
(HASELTINE, 1991 ; WANG eatl., 2000).

Figure 8 : Organisation génomique du VIH-1. (HASHVE, 1991)
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[1.3. Variabilité génétigue (VEZINET etal., 1999)

La variabilité des VIH est une des caractéristigmegeures de ces virus. Elle est liée
aux erreurs d’incorporation de nucléotides qu’dffent la reverse transcriptase, lors de la
rétro transcription de 'ARN viral en ADN. Ce taukerreur est de 1 a 10 mutations par
génome et par cycle. Par ailleurs, la dynamiquédeéplication virale est trés élevée, avec
une production de l'ordre de 1 a 10 milliards deiwipar jour. Ceci résulte en I'accumulation

de nombreux variants viraux.

La variabilité intra-patient, a partir d’'une popida virale initiale, est appelée « quasi-
especes ».Cette variabilité confére au virus urRedg capacité d’adaptation et lui permet
entre autres d’échapper au systeme immunitairéhdéel Les VIH-1 sont classés en trois
groupes M, 0 et N. Les virus du groupe M représaritetrés grande majorité des isolats de
VIH-1 caractérisés. Les analyses phylogénétiquesgtéent de distinguer actuellement dix
sous types de A a J. La différence des séquenadsotidiques du genenventre les sous-
types est au moins de 20% (20 & 30% en générdl)ntdrieur d'un méme sous-type, les
divergences sont de l'ordre de 5 a 20%. Des sougpgs peuvent exister au sein des sous-
types et correspondent a des isolats géographiqudide Ainsi, par exemple, on distingue a
I'intérieur du sous-type E un ensemble de soucless piroches, originaires de Thailande,
formant un sous-groupe et différent des souche®ds-type E originaires d’Afrique, qui sont

beaucoup plus divergentes entre elles.

Sur le continent africain, tous les sous-types did-¥ groupe M ont été retrouveés,
avec une distribution trés hétérogéne et une graadabilité a l'intérieur des sous-types
(sous-type A). Cela souligne le caractere anciefiidiection par le VIH en Afrique. En
Afrique de I'Ouest, le sous-type A est préedominaais tous les autres sous-types sont aussi
présents. En Afrique de I'Est, dans la région desds lacs, les sous-types A et D sont les
plus fréquents. Le sous-type C est majoritaire #oRie et en Afrique australe, (en méme
temps que le sous-type B). En Afrique centrale, m&irle sous-type A prédomine, tous les
autres sous-types ont été rapportés. Il faut samgedsouligner I'extréme diversité des
souches de VIH-1 dans certains pays d’Afrique edmtcomme le Cameroun ou se trouve
aussi la plus forte prévalence du VIH-1 groupe etont été isolés les premiers VIH-1

groupe N.
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Figure 9 : Analyse phylogénétique des virus desigee M et O (VEZINET edl., 1999)

[1.3. Cycle réplicatif du VIH 1 (HASELTINE, 1991 ; WANG eal., 2000)

Les virus de limmunodéficience humaine du type it an tropisme pour les
lymphocytes T CD4+ et les cellules de la lignée aoytes/macrophages. L'entrée dans la
cellule cible nécessite I'attachement du viriora&ulrrface cellulaire par fixation de la gp120
sur le récepteur CD4. Cette fixation entraine uangement conformationnel permettant
I'accessibilité de la gp4l a un second réceptawcayécepteur, appartenant a la famille des
récepteurs de chimiokines. Ce corécepteur est IREC(Présent physiologiguement a la
surface des monocytes/macrophages) et le CXCRdgjptr@ la surface des lymphocytes CD4
activés).D’autres corécepteurs ont été décrits.edptécapsidation dans le cytoplasme, la
synthese d’'un ADN double brin est catalysée paelerse transcriptase a partir de 'ARN
génomique viral. Le provirus migre vers le noyausstorme de complexe nucléoprotéique et
s'intégre au génome cellulaire grace a l'intégraséulaire. Le provirus intégré se comporte
comme une unité de transcription indépendante sseq@ropre promoteur. L’ADN proviral
est transcrit par 'ARN polymérase Il de la celldiéte. L'épissage alternatif de 'ARN

précurseur, permet la génération des ARN codantg@racune des protéines.

Transportés dans le cytoplasme, les ARNm sont itsadous forme de précurseurs
non clivés. Le précurseur gpl60 codé par le gameest clivé par une protéase cellulaire.
L’assemblage de la particule virale est initié fgapolymérisation du précurseur Pf8%au
niveau de la surface interne de la membrane plasmiGette protéine interagit d’une part

avec les glycoprotéines d’enveloppe qui ont miggEse sont insérées dans la membrane

22



plasmique, et d’autre part avec les molécules d’ARMNI génomique qui se trouvent
encapsidées. Les particules immatures ainsi formégtent la cellule par bourgeonnement.
La maturation du virion, qui lui confere son caéaetinfectieux, a lieu apres la libération,

lorsque la protéase virale clive les difféerentemposantes.
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Figurel0: cycle réplicatif du VIH1
http://search.msn.fr/images/results.aspx?g=remicatdu+VIH&simid

I1.4. Epidémiologie (ONUSIDA, 2008 ; SURVEILLANCE, 2008 ; UNAIDS, 2004)

« Statistigues mondiales

Le VIH reste un probléme mondial de santé d’'unegeosans précédent. Inconnu il y
a 30 ans, le VIH a déja provoqué quelques 25 malide déces dans le monde et entrainé de
profonds changements démographiques dans les gmyduls fortement touchés. A I'échelle
mondiale on estime que 33 millions de personnesiemnt avec le VIH en 2007.

Le nombre annuel des nouvelles infections a VIHagsd® de 3,0 millions [2,6
millions-3,5 millions] en 2001 a 2,7 millions [2r&illions-3,2 millions] en 2007. Bien que le
pourcentage de personnes vivant avec le VIH sestatiilisé depuis 2000, le nombre global
de personnes vivant avec le VIH a régulierementreamé, car de nouvelles infections se
produisent chaque année, les traitements du Vitbpgent la vie et les nouvelles infections

continuent a surpasser le nombre de décés dudau si
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L’Afrique subsaharienne reste de loin la régiomplias touchée, avec pres des deux
tiers (64%) de toutes les personnes infectées. riipé australe est la plus gravement
touchée.En 2007, cette sous région comptait presque us (82%) de toutes les nouvelles
infections a VIH et de tous les déces dus au SIDPechelle mondiale. La prévalence
nationale du VIH chez I'adulte était supérieure5&6ldans huit pays en 2005 (Afrique du
Sud, Botswana, Lesotho, Mozambique, Namibie, Swaadil Zambie et Zimbabwe). En
Afrique occidentale, la prévalence du VIH est gleb#nt stable avec une baisse apparente
dans un nombre croissant de pays (notamment enddétere, au Maliet dans les zones
urbaines du Burkina Faso).
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Figure 11 : Estimation de la prévalence (%) du ¢héz les adultes (15-49 ans) vivant avec
le VIH dans le monde et en Afrique subsaharien880+2007 (ONUSIDA, 2008)].

«+ Au Burkina Faso

L’épidémie de VIH poursuit son déclin dans les zomebaines du Burkina Faso.
Environ 2% d’'adultes vivaient avec le VIH en 200®utefois, la prévalence est toujours
élevée dans les villes de Bobo Dioulasso, Ouagamoey Ouahigouya ou respectivement
3,8%, 5,4% et 3,6% des femmes adultes (agées da 49 ans) qui fréquentaient les
consultations prénatales ont présenté un test \éBitiben 2005 (SIMPORE etl., 2007).
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Figure 12 : Prévalence du VIH chez les adultes ankiBa Faso entre 1990 et
2007. (UNAIDS/WHO, 2008)

s Féminisation de I'épidémie du SIDAINAIDS, 2004)

Le VIH infecte un nombre croissant de femmes gedaes filles dans la plupart des
régions du monde. En 1997, les femmes représentdi€n des personnes vivant avec le
VIH-1; mais en 2002, cette proportion avait ateprées de 50%. Cette tendance s’est
particulierement accrue en Afrique subsaharienn@08a des adultes (15 ans et plus) atteints
du VIH-1 sont de sexe féminin.

La dimension féminine du VIH est due au fait gloes des rapports hétérosexuels, et
en l'absence de toute autre infection sexuelletmansmissible, le virus a deux fois plus de
chances d'étre transmis de I'nomme a la femme qué demme a I'homme. Au plan
physiologique, les femmes sont plus susceptibléafaction par le VIH-1 que les hommes.
En effet, La fragilité de la muqueude I'appareil génital féminin surtout au niveauvdgin

et du col de l'utérus facilite les microlésions ganstituent des portes d’entrées au virus.
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Figure 13 : Pourcentage de femmes vivant avech ghtre 1990 et 2007 (ONUSIDA,2008)

I1.5. Modes de transmission

Le VIH est présent dans la plupart des liquidedogigues (sang, salive, LCR,
sperme, sécrétions vaginales, lait) mais il exggalement trois modes de transmission :

mere-enfant, sexuelle et verticale (CDC, 1999).

[1.5.1. Transmission mere-enfant

La positivité au VIH pendant la grossesse exposasgue de transmission du virus a
I'enfant. La prévalence du VIH chez les femmes iete® varie considérablement d’'une
région a l'autre, particulierement en Afrique. Dammesque tous les pays de I'Afrique australe
plus d’'une femme enceinte sur cing sont infectéas lp VIH, et dans quelques pays
subsahariens, la prévalence médiane du VIH comstizes les services de santé maternelle et
infantile dépassait 10% en 2003. Au Burkina Fasayiron 2% des femmes enceintes sont
infectées par le VIH (ONUSIDA, 2008).

La transmission du VIH de la mére a I'enfant peupsoduire avant, pendant ou aprés

I'accouchement, mais rarement au début de la ggessée taux de transmission verticale en
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dehors de toute prévention, est d’environ 15-20a¥sdes pays industrialisés et 30-35 % en
Afrique (RANSY etal., 2007). Le risque de transmission du VIH de laar& I'enfant est
sous l'influence de plusieurs facteurs en rappweecde virus, la mere et le nourrisson. La
charge virale d’ARN dans le plasma maternel jougdle important. Les femmes ayant un
taux de CD4 bas (moins de 200/mm3) peu avant lladoement et celles dont la maladie est
cliniguement grave, présentent un risque de trassan plus élevé que celles qui sont moins
atteintes. En outre la transmission du VIH parddis@ment au sein a été largement prouvée
(WHO, 2005).

11.5.2. Transmission sexuelle

Le VIH peut se transmettre a I'occasion de rappsetaliels (vaginaux ou anaux) non
protégés et de contacts bucco-génitaux avec usemes infectée. En Afrique subsaharienne,

plus de 90 % des infections a VIH chez les ad@ésfont par transmission hétérosexuelle.

11.5.3. Transmission sanquine

Le dépistage des anticorps anti VIH dans les daonssahg, ainsi que des dons
d’organes, l'inactivation des produits dérivés dag puis la détection du génome viral, ont
rendu ce mode de contamination exceptionnel. De jooss, la transmission sanguine
concerne les usagers de drogues par voie intraysné.e risque de transmission chez les
professionnels de santé est relativement faibleinsnde 0,5%) et peut étre prévenu par

I'application des précautions universelles.

I1.6.Technigues de diagnostic

I1.6.1.diagnostic sérologique du VIH

Le diagnostic des infections a VIH repose, chatult, sur la détection des anticorps.
La détection des anticorps anti-VIH est fondée lauréalisation et la visualisation d’'une

réaction antigéne — anticorps, entre les anticegmues du sujet infecté et les antigenes
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viraux produits en laboratoire. Les méthodes déreéfce pour la visualisation de la réaction
antigene - anticorps sont actuellement les méthimalesino enzymatiques du type ELISA.

Une bonne connaissance de la cinétique des argiedrge I'antigene p24 est indispensable a
I'interprétation des tests VIH.

Apres la contamination, le virus est détectabt®js sa forme d'acide ribonucléique
(ARN) deés les 10-12 jours et sous sa forme d'antigéne p24 représentam fraction du
virus, vers les 12-F4jours. Les premiers anticorps sont détectables ke2f jour. Cette
cinétique peut varier en fonction de chaque pattraussi de la souche virale. La positivité
des tests de dépistage dépend donc de l'appadésranticorps. Une fois produits par la
réponse immune, les anticorps anti-VIH persistetoutte la vie du patient.

[1.6.1.1. Tests ELISA

Ce sont des dosages immunoenzymatiques permetadétection des anticorps
sériques dans le sérum du sujet infecté. Les@mgyutilisés pour ces tests sont des protéines
recombinantes produites par génie génétique oupdptides synthétiques. Ces antigénes
doivent étre les plus représentatifs possiblesetsémble des virus en circulation.

Deux types de tests ELISA sont utilisés pour leistage :

* |e Test « sandwich » : la révélation de la réactintre antigénes de la trousse et
les anticorps anti VIH du patient, se fait par umigéne marqué se fixant sur les
anticorps restés libres. Ce test est sensiblesgidaificité est excellente.

* le Test « ELISA » indirect : |a fixation des antips du patient sur les antigénes de
la trousse est révélée par une anti-globuline hoenanti-lgG marquée par une

enzyme. Ce test manque de sensibilité lors d’uimeopinfection.

» Tests rapides

Ce sont des tests ELISA a lecture visuelle.dig fappel a une agglutination ou a une
adsorption du complexe antigene-anticorps sur uemlmane, suivie d’'une coloration visible
a I'ceil nu. lls peuvent étre faits en moins de 3AQutes sans appareillage sophistiqué et sont
capables de dépister les anticorps anti-VIH1 et-\aikt2. Cependant ils n’offrent pas la

méme sensibilité que les tests ELISA mais constitua excellant recours en cas d’'urgence.
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11.6.2.2. Tests de confirmation

La spécificité des tests ELISA est élevée, dedf® de 99,2 a 99,8% mais peuvent
donner des réactions faussement positives. Cependatest de confirmation est nécessaire,
permettant d’identifier les différents anticorpdetposer un diagnostic définitif de I'infection

ou de I'exclure. La technique de référence pouteshde confirmation est le western blot.

Principe du western blot:

Les protéines dénaturées du VIH1 et du VIH2 sépiasies par électrophorése en
fonction de leur poids moléculaire, puis transféréer une bandelette de nitrocellulose. La
présence d’anticorps dirigés contre I'une ou plusiede ces protéines est révélée par une

réaction immunoenzymatique, sous la forme d’unelbalorée.

Protéines du -
@ VIH
gplal _..ﬁ
I | — @
pé3 —_— i
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+ b4 —_—
® iz - — @
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thigration nitrocellulose

Figure 14 : résultat d’un western blot
http://georges.dolisi.free.fr/'Schemas/western bipi@imgrefurl
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11.8.2.Diagnostic direct

< Détection de I'antigéne p24.

L’antigene p24 est un marqueur direct de l'infectéo VIH1. Il correspond a la présence
de particules virales et de protéines virales $ibtéintérét de ce test réside dans le diagnostic

d’'une primo-infection durant la période ou les emtps sont encore indétectables.

s Quantification de I'’ARN viral plasmatique.

La présence d’ARN viral dans le plasma témoign@&e’teplication virale constante dans
'organisme. Trois trousses commerciales sont detment disponibles mais aucune ne

permet la quantification du VIH2 :

» la trousse Amplicor HIV Monitor (Roche Diagnosticysfem) associe une
retrotranscription de I'ADN en ARN a une amplificat par polymérisation en chaine

dans le gengag Le seuil de la technique est de 400 copies/ml.

» le test NASBA QR system de la maison Organon Tekrepose sur une amplification

cyclique de I'ARN. Le seuil est de 80 copies/ml.

» la trousse Quantiplex HIV RNA de la maison Bayeilisg une technique
d’hybridation du genepol sans amplification génique, fondée sur I'utilisatide
sondes ramifiées permettant une amplification dmadi d’hybridation. Le seuil de

cette technique est de 50 copies/ml.
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES



|. Cadres et population d’étude

L’étude s’est déroulée dans les laboratoires d’'imohegie et de biologie moléculaire
du centre médical Saint Camille de Ouagadougodueatentre de recherche biomoléculaire
(CERBA),de Septembre 2008 a Avril 2009.

« Centre médical Saint-Camille

Le centre médical Saint Camille est une formatianitaire de la congrégation des
Péeres camilliens située dans une agglomératiophs¥ique de la capitale, Ouagadougou.
C’est un site de surveillance épidémiologique aiégalement considéré par le ministere de
la santé du Burkina Fasmmme un centre de référence en matiére de sahli@umi et plus

spécifiguement de santé maternelle et infantile.

% Centre de Recherche Biomoléculaire (CERBA)

Le CERBA abrite le laboratoire de biologie et den@é@ue (LABIOGENE) de
I'Université de Ouagadougou. C’est également urireethe recherche qui a comme objectif
principal, de promouvoir le développement de laé&au Burkina Faso et en Afrique par la
formation de jeunes médecins, pharmaciens et bgtexy Il posséde un plateau technique

moderne pour les recherches fondamentales, phalogapees et de biologie moléculaire.

Il. Matériels

[I.1. Matériel pour la détection des anticorps dirgés contre le VHC

Les consommables

» Gants a usage unique

» Embouts

» Papier adsorbant

» Eprouvettes graduées de 25ml a 1000m|

Les équipements

» Micropipettes réglables de 0 a 200 pl
» Mélangeur vortex

» Chronomeétre
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» incubateur
» Laveur automatique de microplaques LP35 de Sarsficar

» Spectrophotometre lecteur de microplaques LP4(®an@fi Pasteur équipés de filtres

> Autoclave

Les solutions et réactifs
» Eau de javel
> Eau distillée

» Kit HCV rapid test IHC-401
» Trousse de réactifs HCV ab REF KHC3IWA RADIM

[I.2. Matériel pour I'extraction, la retro transcription et la quantification du génome
du VHC

Les consommables

> Tubes d’extraction de 1,5 ml

Y

Tubes d’élution

Filtres muni de tubes collecteurs
Gants a usage unique

Embouts

YV V V V

Papier adsorbant

Les équipements

» Micropipettes réglables de 0 a 1000ul
» Mélangeur vortex

» Centrifugeuse

» Chronometre

» Micropipettes de 0 a 50 pl

> Bain marie
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Les solutions et réactifs

» Eau de javel
» Glace
» kit d’extraction d’ARN Analytikjena

» kit de transcription inverse PrimerDesign Precision

[1.3. Matériel pour la PCR en temps réel

» Mastermix

» Plateforme pour PCR couplé a un micro-ordinateur
» Micropipette et embouts

» Vortex

» Centrifugeuse

» Tubes pour PCR de 1,5 mi

» Kit d’amplification PrimerDesign

. METHODES

[I.1. Echantillonnage

11.1.1. Population concernée par |'étude

L'étude a concerné 250 femmes enceintes, agées8da #4 ans et vues en
consultation prénatale au CMSC, dans le cadre dgramme sur la prévention de la
transmission mere-enfant du VIH (PTME). Apres awwnné leur consentement éclairé, les
femmes participent d’abord a un entretient prédtedividuel au VIH avec les sages femmes
du CMSC. A l'issue de cet entretient, elles sorgraees vers le laboratoire pour le diagnostic
du VIH.
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I1.1.2. Collecte du sang

Pour chaque femme enceinte, du sang veineux aréléve dans des tubes stériles
contenant de 'EDTA tripotassique. Aprés le dégstaapide des anticorps anti-VIH avec le
sang total, les tubes sont centrifugés a 3000 rpmagnt 5 minutes. Les plasmas sont ensuite

séparés et conservés a —-80°C pour le diagnostériaut du VHC et les analyses

biochimiques.

[I.2. Techniques d’analyse
Les kits préalablement conservés a 4°C sont ex@oéempérature ambiante du

laboratoire avant la réalisation de chaque test.

[1.2.1. Recherche des anticorps dirigés contre lelH

L’algorithme de diagnostic prévoit l'utilisation d&tests rapides dont le second est
effectué pour confirmation et discrimination dedHysi le résultat du premier test est positif.
La sensibilité et la spécificité de ces deux tegpsdes sont confrontées a la méthode ELISA
sur spectrophotometre, dans le cas ou ces deus taptdes fournissent des résultats

discordants.

11.2.1.1. Abbot determine ™ HIV %2
Determine HIV % est un test immunochromatographigypéde et a lecture visuelle pour

la détection qualitative des anticorps anti VIHt heti VIH 2.

» Principe du test

L’échantillon est déposé sur la zone de dépotui-célmigre jusqu’a la zone de dépbt du
conjugué. |l se reconstitue et se mélange avearipigué colloide de sélénium-antigéne.
Le mélange poursuit sa migration sur la phase sdglidgu’aux antigenes recombinants
immobilisés et aux peptides synthétiques au nideala fenétre « patient ».

Si les anticorps anti VIH 1 et /ou anti VIH 2 sgmEsents, ils se lient a l'antigene du
conjugué antigene-colloide de sélénium et a I'amigde la fenétre patient en formant une

ligne rouge.
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Si les anticorps anti VIH 1 et /ou anti VIH 2 sdrsants, le conjugué antigéne-colloide de

sélénium traverse la fenétre « patient »sans fodadigne rouge.

» Mode opératoire

* Enlever la protection plastique de chaque test.

» Distribuer 50 pl d’échantillon dans la zone de dé&@I’échantillon.

* Attendre une minute, puis distribuer une gouttéadi@pon de fixation dans la zone de
dépobt de I'échantillon.

« Attendre au moins 15 minutes puis lire les réssiltat

» Interprétation des résultats

= Le test est dit positif lorsque deux barres rouggsaraissent sur la bandelette dans les
fenétres « patient » et « controle ».

= || est négatif lorsqu'aucune barre n’apparait sar Handelette dans la fenétre
« patient » ; la barre rouge de la fenétre « ctmtsGeste présente.

= Le test est non valide si aucune barre rouge niagp#ans la fenétre « contrble »

Barre-contrdle Bare-Controj s Bame-contrtie Bare-controls
Bare-ationt Barre-patint Barre-patfent BaTo-DEioN fmme
Positit Négatif umu'.thm; Non vallde

Figure 16 : résultats possibles du test Abbot deter™ HIV %2

[1.2.1.2. Le HIV tri-dot

C’est un test immunoenzymatique rapide et visuetyde ELISA pour la détection et la
différenciation des anticorps dirigés contre le it le VIH 2.
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» Principe

Les antigenes des VIH, c’est-a-dire la gp 41 atlon c-terminale la gp 120 pour le
VIH 1 et la gp 36 pour le VIH 2 sont fixés sur umembrane poreuse d’immunofiltration.
L’échantillon a tester du patient traverse la mamnbr Si les anticorps anti-VIH 1 et anti-VIH
2 sont présents, ils se lient aux antigenes fixéxonjugué se lie a la partie Fc des anticorps

pour donner un point rosace.

» Mode opératoire

« Distribuer 3 gouttes de solution de lavage au eethtirdispositif
» Déposer une goutte de I'échantillon du patienséete

» Distribuer 3 gouttes de solution de lavage

* Ajouter 2 gouttes de liquide de conjugué

» Distribuer a nouveau 5 gouttes de solution de lavag

* Lire les résultats

> Interprétation des résultats

= Lorsgu’un seul spot rosacé apparait, I'échantilesté n’est pas réactif pour les
anticorps anti VIH 1 et anti VIH 2.

= Un spot supérieur et un spot médian droit indiquantrésence d’anticorps anti
VIH 1.

= Un spot supérieur et un spot médian gauche indigagorésence d’anticorps anti
VIH 2.

= L'apparition simultanée des trois spots précédesnignifie la présence des

anticorps anti VIH 1 et anti VIH 2 dans I'échartiil correspondant.

[1.2.2. Diagnostic du VHC

Aprés une décongélation des plasmas a la températabiante du laboratoire, les
anticorps dirigés contre le virus de I'hépatite 1 été recherchés dans tous les plasmas, par

I'utilisation dans un premier temps, d’un test tapiLes plasmas positifs par ce premier test,
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ont été par la suite soumis a un deuxieme tespdfrmation par la technique EIA (enzyme
immuno assay).
L’ARN du VHC a été recherché dans les échantillomsfirmés positifs aux anticorps

anti-VHC par la technique PCR@¢lymerase chain reactipn

[1.2.2.1. Le test ELISA rapide

La bandelette de test ELISA rapide du VHC est unembrane de dosage
immunochromatographique, utilisée pour la détectjoalitative des anticorps dirigés contre
le VHC dans le sang total, le plasma et le sérum.

» Principe

Les antigénes recombinants du VHC, combinés a degyes de protéines A, sont
fixés sur la zone de réaction de la bandelettecdwrs du test, le dép6t de sang total ou de
plasma ou de sérum, migre par capillarité versalat ke la bandelette. Lorsque les anticorps
recherchés sont présents, ils réagissent aveatiigemes fixés sur la membrane pour donner

une coloration visible a I'ceil nu.

» Mode opératoire

* Retirer la bandelette de test de son emballagéuemraum.

» Décoller le ruban de la carte de test.

» Coller la bandelette au milieu de la carte avedlézhes orientées vers le bas.
» Déposer 100 pl de plasma dans la zone de dép6t.

» Déclencher le chronomeétre puis interpréter 10 nesapres.

> Interprétation des résultats

La présence des anticorps se traduit par I'apparnle deux traits distincts rouges : un
trait dans la zone de contréle C et un autre ttaits la zone de test T. L'intensité de la
coloration dans la zone de test varie en fonctienla concentration d’anticorps dans
I’échantillon testé. Par conséquent un test avecfaible coloration est considéré positif.

L’absence d’anticorps est signifiée par 'appantaiun seul trait rouge dans la zone

de contrble C et aucun trait dans la zone de test T
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Les résultats sont invalides si le trait du comtrdlapparait pas. Cela peut étre du a
I'insuffisance de la quantité d’échantillon a dégosu au non respect des procédures de

manipulation.

11.2.2.2. Le test ELISA avec lecture sur spectropbtometre
C’est une technique immuno-enzymatique indirectetrdesieme génération pour la
détection des anticorps dirigés contre le virud'ldépatite C, dans le plasma ou le sérum

humain.

» Principe

Elle repose sur I'utilisation d’antigenes recombitsa Les échantillons de plasma sont
introduits dans les puits enduits d’antigenes ifijpées du VHC. Les anticorps anti-VHC
présents dans I'échantillon, forment des complexesuns avec les antigenes du VHC
recouvrant les puits. Les puits des microplaguest davés et de l'immunoglobuline
antihumaine couplée a la peroxydase est ajoutée.

Si le complexe antigéne /anticorps est présentpigugué de peroxydase s'y lie et
reste dans les puits. Apres un second lavage,hstratid’enzyme est ajouté.

Pendant l'incubation, une couleur bleue se formeest fonction de la concentration
d’anticorps anti-VHC fixés dans les puits. Une solu d’arrét est ajoutée dans chaque puits

et 'absorbance est lue a 40 sur un spectrophotometre lecteur de microplaques.

» Mode opératoire
» Placer le nombre requis de micropuits sur le supgtolaisser le premier puits
libre pour le « blanc » ;

» Distribuer dans les puits appropriés :
- 3x200 pl de contréle néfgat
- 2x200 pul de calibrateur
- 200 pl de contrdle positif

» Ajouter 200 ul de diluant d’échantillon dans toes puits d’échantillons puis
distribuer 10 ul d’échamtiildans chaque puits soigneusement identifié ;

» Agiter doucement et précautionneusement la micopyaa
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» Distribuer 50 ul de diluant de dosage dans touspléts de contrble, de
calibrateur et d’échantillons ;

» Veérifier que la couleur des échantillons a viréau sombre ;

* Incuber la microplague a 37°C pendant 45 minutes ;

« Laver la microplague 4 a 5 fois avec un laveur matiique de microplaque ;

» Pipeter 100 pl de conjugué d’enzyme dans toutuéts pxcepté le « blanc » ;

» Couvrir la microplaque avec du plastic adhésif ;

* Incuber la microplague a 37°C pendant 45 minutes ;

» Laver 4 a 5 fois les puits ;

* Pipeter 100 pl du mélange chromogene-substrat tbaissles puits y compris
le «blanc » ;

* Incuber la microplaque a I'abri de la lumiere etree température de 18-24 °C
pendant 15 minutes ;

» Pipeter 100 ul d’acide sulfurique dans tous ledspein respectant I'ordre de
pipetage dans I'étape précédente pour arréteatdiod enzymatique ;

» Mesurer l'intensité de la coloration dans chaquiéspu450nm a l'aide d’un

spectrophotometre.

> Interprétation des résultats
La présence ou l'absence des anticorps dirigésrecdat virus de I'hépatite C se
détermine en comparant pour chaque échantillobsdebance enregistrée par rapport a celle

de la valeur seuil.

Les échantillons dont les absorbances sont infiérsedl la valeur seuil, sont considérés
comme négatifs.
Si les absorbances des échantillons sont supéieurta valeur seuil, alors ces

échantillons sont positifs.

[1.2.3. Quantification du génome du VHC

Le génome du VHC étant constitué d’ARN, une étppmalable d’extraction et de
retro transcription de ’ARN en ADNc s’'impose, avémphase d’amplification

11.2.3.1. Extraction de I'ARN du VHC
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L'extraction de 'ARN comporte quatre étapes :yad des leucocytes, la séparation

des acides nucléiques, la purification de 'ARNdttion de 'ARN.

» Mode opératoire

v’ Lyse des leucocytes

Pipeter 450 pl de solution de lyse et 150 pl desmpl dans un tube
d’extraction de 1,5ml ;

Bien mélanger au vorte ;

Incuber 15 minutes a la température ambiante ;

Mélanger toutes les 4 minutes pendant I'incubation

Centrifuger pendant 5 minutes ;

v/ Séparation des acides nucléiques

Ajouter 600u! de Binding Solution RBS a I'échamtiillysé ;

Bien mélanger au vortex ;

Transférer 6501 de I'échantillon dans le filtremhd’un tube collecteur ;
Centrifuger pendant une minute a 12000rpm ;

Ecarter le tube collecteur

Insérer le filtre dans un nouveau tube collecteur ;

Transférer le volume restant (550ul) du lysa damaéme filtre ;

Centrifuger 12000rpm pendant une minute ;

v’ Purification des acides nucléiques

Insérer le filtre dans un nouveau tube collecteur ;
Ajouter 500ul de solution de lavage HS dans lesfijt
Centrifuger pendant une minute a 12000rpm ;
Ecarter le tube collecteur ;

Insérer le filtre dans un nouveau tube collecteur ;
Ajouter 650l de solution de lavage LS ;
Centrifuger pendant une minute a 12000rpm ;
Changer de tube collecteur ;

Centrifuger 2mn a la vitesse maximale 14000rpm ;
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+ Ecarter le tube collecteur ;

v Elution de 'ARN
» Transférer le filtre dans un tube d’élution de 1,5m
» Ajouter 60ul de RNase free ;
* Incuber pendant 2 minutes a la température ambjante
» Centrifuger pendant une minute a 8000rpm.

+ Conserver le tube d'élution contenant I'ARN élu2@°C ;

[1.2.3.2. Retro transcription de 'ARN en ADN

» Mode opératoire

» Pour chaque échantillon d’ARN purifié, préparermix de réaction selon le
tableau ci-dessous :

ARN purifié 5ul
Primer mix 1pl
dNTP mix 10mM de chaque 1ul
Eau 3ul
Volume final 10ul

» Porter les échantillons a 65°C pendant 5 minutas da bain marie ;
» Refroidir immédiatement les tubes dans bain d’'dacég ;

» Pour chaque échantillon d’ARN, préparer un mixéhection selon :

MMLV 5X buffer 4 ul
eau 5.2 ul
Enzyme MMLV 0.8 ul
Volume final 10 pl

» Ajouter 10 pl de ce mix a chacun des échantillonse&oidissement ;
* Fermer les tubes et les vortexer brievement ;

* Incuber les tubes a 42°C pendant 60 minutes ;
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» Conserver les échantillons d’ADNc obtenues a 2¢udgu’a la PCR ;

[1.2.3.3. La PCR en temps réel.
La PCR en temps réel utilise le principe générallale PCR classique avec pour

différence, une amplification mesurée tout au ldada réaction.

» Principe

Une sonde oligonucléotidique non extensible paDNA\polymérase, est ajoutée en
méme temps que les deux amorces neécessaires alifieetipn du produit. Cet
oligonucléotide est complémentaire d’'une séquentrie du fragment d’ADN a amplifier,
située entre les deux amorces. A son extrémité aaive un fluorochrome, la FAM et a son
extrémité 3’, une molécule « quencher ». Lorsquéluerochrome et le « quencher » sont
proches, la fluorescence est absorbée par le «hjaen.

Durant I'étape d’élongation de la PCR, il y aurpaétion du fluorochrome de la
sonde, suite a l'activité 5’-3’exonucléasique deptdymérase thermostable. Il en résultera
alors une émission de la fluorescence car le filomme s’éloignera du « quencher » .
L’intensité de la fluorescence est directement prigpnnelle a la quantité d’ADN amplifiée
au cours de la réaction de PCR. On peut ainsiesliaimplification de la séquence cible aprés

chaque cycle.

» Mode opératoire.

* Préparer un mix de réaction selon le tableau cales

Mastermix 10 pl
Mix sonde/amorce du virus 1l
Mix de contrdle 1 pl
Eau 3 ul
Volume final 15ul

« Pipeter 15ul de ce mix dans chaque puits selofatege la plaque de PCR ;

* Diluer les échantillons d’ADNc obtenus par retrangcription dans I'eau au
1/100e ;

e Pipeter 5ul de solution d’ADNc dans chaque p@igton le plan de plaque. Le
volume final dans chaque puits est 20l ;
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» Préparer la courbe standard de dilutions en sgarie e
» pipetant 900ul d’eau dans 7 tubes numeérotés d&. 2 a
= pipetant 100ul de contrdle positif dans le tube 2.
= changer d’embout et pipeter 100ul du tube 2 dahsoie 3.
= compléter les séries de dilution.
e Pipeter 5 ul de standard dans chaque puits selplatede plague. Le volume
final dans chaque puits est 20ul ;
* Recouvrir la plague avec un couvercle chauffant08°C pour éviter toute
évaporation ;
* Insérer la plaque dans la plate forme pour PCR iagmiosystems 7500/7500
Fast Real-Time PCR System ;
* Analyser les résultats a la fin de la réaction akedogiciel PCR Applied
Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR System ;

[1.2.4. Dosage des enzymes sériques

La transaminase glutamino-oxaloacétique (TGO), tansaminase glutamique
pyruvique (TGP), la gamma-glutamyl-transféras&7) et I'a-amylase ont été dosées a 37°C

chez toutes les femmes.

Tous les dosages ont été effectués a I'aide d’entsgphotometre de marque Mina plus
RAC 040 Aind. C. les réactifs utilisés sont :

¢ GOT U.V Kinetic test code HBEO6 IFCC;

GPT U.V Kinetic test code HBEO7 IFCC,;
* y-GT Kinetic test code HBEO5S IFCC,;

« a-amylase Kinetic test code HBEO3 IFCC.
Les valeurs normales ont été:

e TGOetTGP<31

* y-GT entre 11 et 50
45



* a-amylase <90 U/

[1.3. Analyse des données

Les données recueillies ont été analysées avdodiesels Epi-info version 6 et SPSS
version 12. La différence entre les valeurs moysrmété définie par le test-t, et une valeur

de p<0,05 a été considérée comme significative.
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CHAPITRE Ill : RESULTATS ET DISCUSSION



[.RESULTATS

[.1. Répartition des femmes par tranche d’ages

Les femmes sont agées de 18 a 44 ans avec un agnrde 29,88 + 5,6 ans. La
classe d’'ages de 32 a 37 ans est la plus représ@it® %), suivie de celle d’ages inférieurs
a 26 ans (30%).Les femmes agées entre 26 et 3feprésentent 29,6 % et celles d’'un age
supérieur a 37 ans, 8,8 %.

Tableau 1: Répartition des femmes par classe d’ages

Classe d'ageseffectifs | pourcentages Ages moyen
(en années)
<26 75 30% 23,19+2,2%
[26; 31] 74 29,6% 29,12+1,44
[32; 37] 79 31,6% 34,19+1,69
>37 22 8,8% 39,77+1,57
total 250 100% 29,8815,6

8,80%

H <26

M [26;31]
[32;37]

u 37

Figure 17 : répartition par tranches d’ages
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[.2. Sérologie VIH des femmes

Deux cent femmes sont séropositives aux anticarfged contre le VIH avec un age
moyen de 30,16%5,4 ans. Les classes d’ages ledquukées par le VIH sont celles de 32 a
37 ans et de 26 a 31 ans, avec respectivement @ femmes infectées. Aucune différence
significative n’a été observée entre ces deux etadfiges (P=0,452).

Le VIH impliqué dans la majorité des infections lestype 1 avec 98% des infections.
Le VIH 2 infecte 1,5% des femmes enceintes et 0,8e% femmes enceintes sont infectées
parle VIH 1 et le VIH 2.

Cinquante femmes, soit 20% de notre échantillompassedent pas d’anticorps dirigés
contre le VIH.

Tableau 2: statut sérologique pour le VIH par tranches dsg

VIH- VIH+ effectifs
<2€ (I 19 56 (28%) 75
[26; 31] (II) 14 6C0(30% 74
[32; 37] () 12 67(335%) 7S
>37( 1V) 5 17(8,5%; 22
total 50 20C 25C
Le test t statistique donne :
Relation| probabilité| interprétation

|—1I P=0,659 NS

|—1lI P=0,233 NS

[—IV P<0,001 S

=l P=0,452 NS

-V | P<0,001 S

l—IVv | P<0,001 S

NS : non significatif

S : significatif
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Figure 18 : répartition des femmes VIH positivestpanches d’ages

Tableau 3: sérologie VIH des femmes enceintes

Test VIH Types de VIH
HIV- HIV+ HIV 1 HIV2 HIV1/2
nombre 50 200 196 3 1
pourcentage 20% 80% 98% 1.5% 0,5%
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VIH 2 VIH 1/2

Figure 19 : profil des infections a VIH

I.3. détection des anticorps dirigés contre le VHC

Les anticorps anti VHC sont présents chez 4 femias 4ge moyen de 32,5+5,45
ans. Deux de ces femmes sont également infectéés 8. Cette présence des anticorps a
été confirmée par la méthode ELISA avec lecturespactrophotometre.

Le test rapide a donné des résultats faussemeritifpashez quatorze femmes
enceintes. Les résultats des différentes technigeediagnostic du VHC sont mentionnés

dans le tableau 3.

Tableau 4: résultats du diagnostic du VH

Techniques de diagnostic du VHC
Test rapide ELISA PCR
Ac VHC+ | Ac VHC- | Ac VHC+ | Ac VHC- + -
VIH+ 6 244 2 4 2
VIH- 8 42 2 7 1
Taux de| 5,6% 1,6% 1,6%
positivité
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La figure 20montre le taux de positivité des difféerentes médisoditilisées pour le diagnostic
du VHC.

6,00%

4,00% _II

2,00% —'I

0,00% =

test rapide D

Figure 20 : prévalence des anticorps anti VHC skdsmlifférentes techniques de diagnostic

I.4. Recherche et quantification de 'ARN du VHC

La recherche de 'ARN du VHC par PCR a été positiiez les 4 femmes possédant
les anticorps anti-VHC. La quantification de la e virale a charges virales sont
respectivement de 3,1 2@opies/ml, 2,5 1topies / ml, 1,2 T0copies/ml et 1dcopies/ ml.

Tableau 5: charges virales du VHC

NuUMEros Charges virales
1 3,1 10 copies/ml
2 2,5 10 copies/ml
3 1,2 10 copies/ml
4 10’ copies/ml
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I.5. dosage des enzymes
Les concentrations sont exprimées en unités pardiéchantillon (U/l).
» a-amylase ep-glutamyl-transférase/{GT)

Les valeurs de ces enzymes étaient comparablegeixs de référence chez toutes les

femmes.
Tableau 6: valeurs moyennes detfamylase et de l&GT
VIH POSITIF VIH NEGATIF VHC POSITIF
a-amyl v-GT a-amyl v-GT a-amyl v-GT
Effectif 198 198 48 48 4 4
Moyennes (U/l)| 87,5+£14,15| 14,5+7,04| 56,5+11,5| 5,75+4,5| 65,75+£14| 17+6,78

* Transaminase glutamino-oxaloacétique (TGO)

Les niveaux moyens de la TGO étaient de 33+9,5¢h#¥ les femmes infectées par
le VHC et 20+14,15 U/l chez les femmes infectéade&IH. On note une différence
significative avec P=0,004.

Chez les femmes VIH négatives, la TGO avait unewainoyenne de 23,75+2,061 U/I.

Tableau 7: valeurs moyennes de la TGO

VIH POSITIF (I) | VIH NEGATIF (Il) | VHC POSITIF (Ill)

Effectifs 198 48 4

Moyennes (U/l) 20+8,83 23,75%+2,06 3349,59
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Le test t a donné comme résultats :

|—II | P=0,003
=11l | P=0,004
1=l | P=0,26

e Transaminase glutamique pyruvique (TGP)

Les valeurs moyennes de la TGP étaient de 31,5&22)&hez les femmes infectées par
le VHC, 7,2+4,26 U/l chez les femmes infectéesl@afiH et 18,25+12,99 U/l chez celles

qui ne sont pas infectées par ces deux virus.

Tableau 8: valeurs moyennes de la TGP

VIH POSITIF (a)

VIH NEGATIF (b)

VHC POSITIF (c)

effectifs 198 48 4
Moyennes (U/l) 7,25%4,26 18,25+£12,99 31,5£22,88
L’application du test t donne :
a—b | P<0,001
a—c | P=0,242
b—c | P=0,012
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II. DISCUSSION

Au cours de la présente étude qui s’est déroulégegeembre 2008 a Avril 2009, sur
3642 femmes enceintes ayant subi un dépistage IpodiH, 200 femmes ont été testées
positives aux anticorps dirigés contre le VIH. efait la prévalence du VIH établie est de
5,49%. Cette prévalence differe de celle d’'une gutéate étude ou ILBOUDO at. (2000)
avaient montré que 7,9% des femmes enceintes €iafeatées par le VIH. Cette prévalence
est également inférieure a celles des études d&€SRE etal. (2004 ; 2006), ou des taux
proches de 10,6 % avaient été annoncés. Selon |®IDA (2008), I'épidémie de VIH serait
en déclin dans les zones urbaines du Burkina Fato mévalence serait de 2% parmi les
femmes enceintes.

Les femmes les plus touchées par le VIH dans mbtide sont celles agées de 26 a 37
ans, avec un niveau d’instruction tres faible, dasnaissances limitées sur le VIH et issues
pour la plupart, de couches sociales pauvres. Ckisse d’ages est sexuellement trés active
et est par conséquent tres vulnérable au VIH.

La prévalence des anticorps dirigés contre le viteid’hépatite C est de 1,6% dans
notre étude. Ce taux est superposable a la préeldes anticorps anti-VHC dans la
population générale des Etats-Unis selon I'étudeR#ISTRONG etal. (2006), qui était
aussi de 1,6 %. Ce taux est également en accox lasedonnées de la méta-analyse de
ROBERTS et YEUNG (2002), ou la prévalence du VH@zcles femmes enceintes variait
entre 0,1% et 2,4%. Des prévalences comparablé%uda 2,6%, avaient été rapportées dans
certains pays d’Afriqgue de I'Ouest, comme la Guiaéka Cote-d’Ivoire par RUGGIERI et.
(1996) et ROUET eal. (2004). Mais cette prévalence est largement iefée a celles des
études de ILBOUDO dil. (2000) et de SERME eil. (2005), ou des valeurs de 5,8% et de
8,5 % ont été évoquées. Lors de précédentes ételases au Ghana par CANDOTT lagt
(2003), au Gabon par NDONG @t (2008), et en Thailande par JAMIESONakt(2008), les
prévalences du VHC chez les femmes enceintes nétaspectivement de 1,3%, 2,1% et
3,6%.

Aucun facteur favorisant la transmission du VHCzhes femmes enceintes n'a été
recherché dans la présente étude. Mais des prataieaut risque de contamination par le
VHC telles que, I'excision, le tatouage des gergives scarifications ethniques et le tatouage
cutané, sont courantes dans nos sociétés. Dandd'éle SERME eal. (2005), 76 % des

femmes testées positives aux anticorps anti- VHiiet excisées.
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La prévalence du VHC avait été précédemment aneonoéhme étant trés élevée
chez les personnes VIH positives, notamment clefelames enceintes. En effet, selon les
données de I'étude de SCHOOLEY (2005), parmi lesgmmes vivant avec le VIH, 30 %
étaient également infectées par le VHC aux Etais-dontre 50% en Thailande et 33% en
Europe de I'Ouest. Mais dans notre étude, 2 surf@®nes sont coinfectées par le VIH et le

VHC, soit un taux de coinfection par ces deux vide9,8 %.

La progression de I'hépatite C vers la cirrhos¢h@pato-carcinome est tres lente,
pendant des décennies chez les personnes montée¥quar le VHC (BLACKARD eal.,
2008). Mais certains auteurs estiment qu’en casoddection par le VIH et le VHC, le VIH
pourrait étre considéré comme un facteur de maupaigostic et accélérerait I'histoire
naturelle de I'infection par le VHC. En effet, sel®INEDA et MACIAS (2005), le VIH
accélere la progression vers la fibrose hépatitpuenécanisme de cette progression rapide
demeurant encore inconnu. Aussi, DARBYagten 1997, avaient rapporté que le taux de
mortalité due a un carcinome hépatique était plegééchez les hémophiles infectés par le
VIH que chez ceux non infectés par le VIH. Dansecetéme lancée, MOHSEN &t (2002)
et CARMO etal. (2008) avaient également démontré I'impact du ¥ii le VHC. Selon ces
deux études, le VIH en détruisant les lymphocytB4 Qjui sont également impliqués dans la
réaction immunitaire contre le VHC, contribuerailaapersistance du VHC dans le sang du

sujet infecté.

Nous avons détecté 'ARN du virus de I'hépatite @z les 4 femmes possédant les
anticorps dirigés contre ce virus. Les chargeslesra&taient de 3,1 10 copies/ml, 2,5
10%copies / ml, 1,2 T0copies/ml et 1d copies/ ml. Selon MANZIN egl. (2000), une
virémie élevée de la mere serait un facteur deieiste transmission du VHC au foetus. Ainsi,
OKAMOTO et al. (2000), avaient estimé dans leur étude, qu’a rpditine charge virale
maternelle seuil de 2,5 46opies/ml, la transmission verticale du VHC étaisgible. Mais
ZANETTI et al. (1995) n'avaient trouvé aucune corrélation erdreHarge virale de la mere
et une éventuelle transmission du VHC a I'enfant.

La fréquence de transmission du VHC n’a pas éttuégacar nous ne disposions pas
de données sur les enfants, qui n’étaient pas ems@s. Néanmoins, cette fréquence était de
0,5 % dans I'étude de SERME &t (2005), et de 5% dans celle de RESThEt(1998).
THOMAS et al. (1998) ont suggéré que le VIH augmente ce tawtralessmission d’'un
facteur de 2. Selon MOK etl. (2005), le mode d’accouchement jouerait un rélesdia
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transmission mere-enfant du VHC. Cette hypothésait a&té également confirmée par
PAPPALARDO (2003), dans sa méta-analyse sur l'erite du VIH sur la transmission
verticale du VHC. Mais NJOUOM ai. en 2005, n’avaient détecté aucun cas de transmissio
verticale du VHC chez des nouveaux nés, dont leesrevaient pourtant des charges virales
élevées lors de I'accouchement.

Cependant, les génotypes du VHC en cause dansnfestions n'ont pas été
déterminés dans notre étude. Toutefois, dans EetledSERME eal. (2005), le génotype 2a
était impliqgué dans la majorité des infections. @Gabon, les formes circulantes du VHC
appartiennent au génotype 4 (NDOMGal. ; 2008).

Nous avons noté une légere augmentation des tramsses (TGO et TGP) chez les
femmes infectées par le VHC, avec des valeurs nmmgede 331£9,59 U/l pour la TGO et
31,5+22,88 U/l pour la TGP. Mais YOUNG (1997), ségg qu’'une augmentation des
transaminases pourrait avoir une autre cause mateyielle que I'absorption d’alcool et de
certains produits pharmaceutiques. Par contre, GHR\kt al. (2000) dans leur étude,
avaient mentionné une diminution des transaminabez les femmes enceintes. Aucune
augmentation de la TGO et de la TGP, n'a été obsedans I'étude de SIMPORE ait
(2004).
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Conclusion genérale et perspectives



[.CONCLUSION GENERALE

Le virus de I'hépatite C infecte 1,6 % desnfes enceintes. Il constitue aussi un
probleme de santé publique, du fait des complinatfotentielles a long terme chez la femme
et éventuellement chez l'enfant infecté. Le risgieetransmission du VHC de la mére a
I'enfant existe et varie selon les études. Auastolinfection avec le VIH augmente ce risque
de transmission verticale. Il n'existe pas aoctmedint, d'immunoprophylaxie permettant de
prévenir une éventuelle transmission du VHC. Paiséquent, des regles d'’hygiéne doivent
étre observées, comme le non partage d’instrunpentgant mettre en contact avec le sang du
sujet infecté.

Compte tenu des contre-indications deseiraints antiviraux de I'hépatite C chez la
femme enceinte, il serait utile de proposer un stdge de I'hépatite C chez la femme qui
envisage une grossesse, car son diagnostic poluirgiermettre de décider d’'un traitement

antiviral avec, en cas de guérison, une absendsqles de transmission verticale.

II.PERSPECTIVES

Les résultats fournis par la présente étude péented’envisager les perspectives suivantes:

o Lélargissement de I'étude a une plus large pdpmrareprésentative du Burkina
Faso ;

o L’étude de la variabilité génétique du VHC au BukiFaso par le génotypage et le
séquencage ;

e L’étude de la recombinaison genétique entre lesintr du VHC ;

» Le diagnostic du VHC chez les enfants nés de mevedectées par le VIH et le
VHC.
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ANNEXES



Annexe |. Résultats des tests sérologiques du VIH@u VHC

Numéros | Determine VIH 1/2 | Tridot | Test rapide VHC | Test ELISA
1 + VIH 1 - -
2 + VIH 1 - -
3 + VIH 1 - -
4 + VIH 1 - -
5 + VIH 1 - -
6 + VIH 1 - -
7 + VIH 1 + -
8 + VIH 1 - -
9 + VIH 1 - -
10 + VIH 1 - -
11 + VIH 1 - -
12 + VIH 1 - -
13 + VIH 1 - -
14 + VIH 1 - -
15 + VIH 1 - -
16 + VIH 1 - -
17 + VIH 1 - -
18 + VIH 1 - -
19 + VIH 1 + +
20 + VIH 1 - -
21 + VIH 1 - -
22 + VIH 1 + -
23 + VIH 1 - -
24 + VIH 1 - -
25 + VIH 1 - -
26 + VIH 2 + -
27 + VIH 1 - -
28 + VIH 1 - -
29 + VIH 1 - -
30 + VIH 1 - -
31 + VIH 1 - -
32 + VIH 1 - -
33 + VIH 1 - -
34 + VIH 1 - -
35 + VIH 1 - -
36 + VIH 1 - -
37 + VIH 1 - -
38 + VIH 1 - -
39 + VIH 1 - -
40 + VIH 1 - -
41 + VIH 1 - -
42 + VIH 1 - -
43 + VIH 1 - -




Numeéros | Determine VIH 1/2 | Tridot | Test rapide VHC | Test ELISA
44 + VIH 1 - -
45 + VIH 1 - -
46 + VIH 1 - -
47 + VIH 1 - -
48 + VIH 1 - -
49 + VIH 1 - -
50 + VIH 1 - -
51 + VIH 1 - -
52 + VIH 1 - -
53 + VIH 1 - -
54 + VIH 1 - -
55 + VIH 1 - -
56 + VIH 1 - -
57 + VIH 1 - -
58 + VIH 1 - -
59 + VIH 1 - -
60 + VIH 1 - -
61 + VIH 1 - -
62 + VIH 1 + +
63 + VIH 1 - -
64 + VIH 1 - -
65 + VIH 1 - -
66 + VIH 1 - -
67 + VIH 1 - -
68 + VIH 1 - -
69 + VIH 2 - -
70 + VIH 1 - -
71 + VIH 1 - -
72 + VIH 1 - -
73 + VIH 1 - -
74 + VIH 1 - -
75 + VIH 1 - -
76 + VIH 1 - -
77 + VIH 1 - -
78 + VIH 1 - -
79 + VIH 1 - -
80 + VIH 1 - -
81 + VIH 1 - -
82 + VIH 1 - -
83 + VIH 1 - -
84 + VIH 1 - -
85 + VIH 1 - -
86 + VIH 1 - -
87 + VIH 1 - -
88 + VIH 1 - -
89 + VIH 2 - -




Numeéros | Determine VIH 1/2 | Tridot | Test rapide VHC | Test ELISA
90 + VIH 1 - -
91 + VIH 1 - -
92 + VIH 1 - -
93 + VIH 1 - -
94 + VIH 1 - -
95 + VIH 1 - -
96 + VIH 1 - -
97 + VIH 1 - -
08 + VIH 1 - -
99 + VIH 1 - -
100 + VIH 1 - -
101 + VIH 1 - -
102 + VIH 1 - -
103 + VIH 1 - -
104 + VIH 1 - -
105 + VIH 1 - -
106 + VIH 2 - -
107 + VIH 1 - -
108 + VIH 1 - -
109 + VIH 1 - -
110 + VIH 1 - -
111 + VIH 1 - -
112 + VIH 1 - -
113 + VIH 1 - -
114 + VIH 1 - -
115 + VIH 1 - -
116 + VIH 1 - -
117 + VIH 1 - -
118 + VIH 1 - -
119 + VIH 1 - -
120 + VIH 1 - -
121 + VIH 1 - -
122 + VIH 1 - -
123 + VIH 2 - -
124 + VIH 1 - -
125 + VIH 1 - -
126 + VIH 1 - -
127 + VIH 1 - -
128 + VIH 1 - -
129 + VIH 1 - -
130 + VIH 1 - -
131 + VIH 1 - -
132 + VIH 1 - -
133 + VIH 1 - -
132 + VIH 1 - -
134 + VIH 1 - -




Numeéros | Determine VIH 1/2 | Tridot | Test rapide VHC | Test ELISA
135 + VIH 1 - -
136 + VIH 1 - -
137 + VIH 1 - -
138 + VIH 1 - -
139 + VIH 1 - -
140 + VIH 1 - -
141 + VIH 1 - -
142 + VIH 1 - -
143 + VIH 1 - -
144 + VIH 1 - -
145 + VIH 1 - -
146 + VIH 1 - -
147 + VIH 1 - -
148 + VIH 1 - -
149 + VIH 1 - -
150 + VIH 1 - -
151 + VIH 1 - -
152 + VIH 1 - -
153 + VIH 1 - -
154 + VIH 1 - -
155 + VIH 1 - -
156 + VIH 1 - -
157 + VIH 1 - -
158 + VIH 1 - -
159 + VIH 1 - -
160 + VIH 1 - -
161 + VIH 1 - -
162 + VIH 1 - -
163 + VIH 1 - -
164 + VIH 1 - -
165 + VIH 1 - -
166 + VIH 1 - -
167 + VIH 1 - -
168 + VIH 1 - -
169 + VIH 1 - -
170 + VIH 1 - -
171 + VIH 1 - -
172 + VIH 1 - -
173 + VIH 1 - -
174 + VIH 1 - -
175 + VIH 1 - -
176 + VIH 1 - -
177 + VIH 1 - -
178 + VIH 1 - -
179 + VIH 1 - -
180 + VIH 1 - -




Numeéros | Determine VIH 1/2 | Tridot | Test rapide VHC | Test ELISA
181 + VIH 1 - -
182 + VIH 1 - -
183 + VIH 1 - -
184 + VIH 1 - -
185 + VIH 1 - -
186 + VIH 1 - -
187 + VIH 1 - -
188 + VIH 1 - -
189 + VIH 1 - -
190 + VIH 1 - -
191 + VIH 1 - -
192 + VIH 1 - -
193 + VIH 1 - -
194 + VIH 1 - -
195 + VIH 1 - -
196 + VIH 1 - -
197 + VIH 1 - -
198 + VIH 1 - -
199 + VIH 1 - -
200 + VIH 1 - -
201 - - -
202 - - -
203 - + -
204 - - -
205 - - -
206 - - -
207 - + -
208 - - -
209 - - -
210 - + -
211 - - -
212 - - -
213 - - -
214 - - -
215 - - -
216 - - -
217 i - s
218 - - -
219 - - -
220 - + +
221 - - -
222 - - -
223 - - -
224 - - -
225 - - -
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Annexe II. Ages des femmes

Numéros Ages (années)
1 18
2 18
3 20
4 20
5 20
6 20
7 21
8 21
9 21

10 21
11 21
12 21
13 21
14 22
15 22
16 22
17 22
18 22
19 23
20 23
21 23
22 23
23 23
24 23
25 24
26 24
27 24
28 24
29 24
30 24
31 24
32 25
33 25
34 25
35 25
36 25
37 25
38 25
39 25
40 25
41 25
42 25
43 25
44 25

viii



Numéros Ages (années)
45 25
46 25
47 26
48 26
49 26
50 26
51 26
52 26
53 26
54 26
55 26
56 27
57 27
58 27
59 27
60 27
61 27
62 27
63 27
64 27
65 27
66 27
67 28
68 28
69 28
70 28
71 28
72 28
73 28
74 28
75 29
76 29
77 29
78 29
79 29
80 26
81 29
82 29
83 29
84 29
85 30
86 30
87 30
88 30
89 30
90 30




Numéros Ages (années)
91 30
92 30
93 30
94 30
95 30
96 30
97 30
98 30
99 30
100 30
101 30
102 30
103 31
104 31
105 31
106 31
107 31
108 31
109 31
110 31
111 31
112 31
113 31
114 31
115 31
116 31
117 32
118 32
119 32
120 32
121 32
122 32
123 32
124 32
125 32
126 32
127 32
128 32
129 33
130 33
131 33
132 33
133 33
134 33
135 33
136 33




Numéros Ages (années)
137 33
138 33
139 33
140 33
141 33
142 33
143 33
144 33
145 33
146 33
147 34
148 34
149 34
150 34
151 34
152 34
153 34
154 34
155 34
156 34
157 34
158 34
159 34
160 35
161 35
162 35
163 35
164 35
165 35
166 35
167 35
168 36
169 36
170 36
171 36
172 36
173 36
174 36
175 36
176 37
177 37
178 37
179 37
180 37
181 37
182 37
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Numéros Ages (années)
183 37
184 38
185 38
186 38
187 38
188 39
189 39
190 39
191 39
192 39
193 40
194 40
195 40
196 41
197 42
198 42
199 42
200 44
201 19
202 19
203 20
204 20
205 20
206 20
207 21
208 22
209 22
210 23
211 23
212 23
213 23
214 24
215 24
216 25
217 25
218 26
219 26
220 27
221 27
222 27
223 27
224 28
225 28
226 28
227 28
228 29

Xii



Numéros Ages (années)
229 29
230 30
231 30
232 30
233 31
234 32
235 32
236 33
237 33
238 34
239 35
240 35
241 36
242 36
243 37
244 37
245 37
246 39
247 39
248 39
249 40
250 40
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