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RESUME

Le diagnostic de I'hépatite C repose sur la détection des anticorps anti-VHC totaux, a ’aide de tests Elisa de 3¢ génération,
et la détection-quantification de TARN du VHC a 'aide d’une technique de PCR en temps réel avec un seuil de détection
de 10-15 UI/mL. Ces examens s’effectuent classiquement sur sérum ou plasma a partir d'un prélévement veineux centri-
fugé par un laboratoire de biologie.

Des alternatives aux techniques Elisa sur sérum ou plasma sont aujourd’hui développées, comme par exemple des tests
immunologiques sur carte ou bandelettes permettant la mise en évidence d’anticorps anti-VHC (test rapides d’orien-
tation diagnostique) et des tests non immunologiques sur papier buvard permettant de détecter et éventuellement de
quantifier TARN du VHC. Ces tests utilisent des matrices biologiques telles que le liquide craviculaire ou le sang total
capillaire prélevé au bout du doigt. Ces méthodes permettent une biologie délocalisée aupres du patient, ou “point-of-
care testing” (POCT).

Le développement de tests fiables, ainsi que la demande des autorités de santé visant a promouvoir le dépistage de masse
dans les pays industrialisés et le diagnostic dans les pays en développement, devraient permettre a ces tests de trouver
une place prépondérante en pratique clinique.

Des évaluations prospectives des tests rapides d’orientation diagnostique (TROD) sont aujourd’hui nécessaires pour
établir leurs performances analytiques, leurs indications et connaitre leurs avantages et limites dans les stratégies de
dépistage. Une standardisation, en particulier par ’automatisation de I'analyse des papiers buvards, est indispensable si
ce type de support doit étre utilisé a plus large échelle.

ABSTRACT

Hepatitis C virus infection diagnosis is based on the detection of total anti-HCV antibodies (Ab) by means of 3-generation EIA,
together with HCV RNA detection-quantification with a real-time PCR assay with a lower limit of detection of 10-15 IU/mL. Serological
and molecular tests are performed from plasma or serum obtained from whole blood and separated from red blood cells by means of
centrifugation.

Alternative methods are currently in development, including immunoassays, such as immunochromatographic and immunofiltration-
based tests, that detect anti-HCV Ab, or non-immunological tests based on nucleic acid detection from dried blood spots. Point-of-care
(POC) tests can be used in clinical specimens such as oral fluids or fingerstick whole blood.They potentially offer substantial benefits
for the diagnosis and the management of HCV infection as they may help promote large-scale screening of HCV-infected patients in
both industrialized countries and the developing world. Prospective assessment of rapid POC tests is however warranted in order to
assess their analytical performance (specificity, sensitivity) and their clinical utility. Dried blood spots could represent an alternative for
the diagnosis of HCV infection and for quantification of viral nucleic acids, pending standardization and better automation.
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Introduction

Environ 120 a 130 millions d’individus dans le monde sont
porteurs chroniques du virus de I'hépatite C (VHC) [1]. Plus de
250 000 personnes meurent chaque année des conséquences
de la maladie chronique du foie liée au VHC, décompensation de
la cirrhose ou carcinome hépatocellulaire (CHC). En France, le
nombre annuel de déces attribuables au VHC est d’environ 2 600
[2]. L'infection par le VHC est devenue la principale indication de
transplantation hépatique et sera trés bientét la principale cause
de CHC dans les pays industrialisés [3]. L'hépatite C constitue un
véritable probléme de santé universelle. L'utilisation de drogues
par voie veineuse ou nasale et les actes médicaux ou chirurgi-
caux invasifs sont les principaux facteurs de risque d’infection
par le VHC [4;5]. L'enquéte nationale de prévalence des hépa-
tites B et C, réalisée en 2004 auprés de plus de 14 000 individus,
a estimé a 0,84% la prévalence des anticorps anti-VHC, soit en-
viron 400 000 individus, dont une grande majorité (65%) étaient
atteints d’hépatite chronique [6].

Du fait du caractére asymptomatique de I'infection chronique
par le VHC jusqu’a des stades avancés de la maladie, on
estime qu’environ 40% a 60% des sujets infectés ignorent leur
infection [7]. Cette estimation a été confirmée dans I'enquéte
de prévalence de 2004 [6]. Le diagnostic tardif de I'infection par
le VHC a d’importantes implications cliniques, car la cirrhose
est un facteur primordial d’échec thérapeutique et de morbidité-
mortalité [8]. Le risque de complications hépatiques chez le
sujet cirrhotique est en effet élevé et persiste, méme s'il est
diminué, en cas de réponse virologique soutenue (RVS) au
traitement antiviral [9].

Contrairement aux infections causées par le VHB ou le VIH, I'in-
fection par le VHC est curable. Le traitement de I'hépatite chro-
nique C repose aujourd’hui sur I'administration d’interféron pé-
gylé alpha-2a (Pegasys®, Roche) ou alpha-2b (Viraferonpeg®,
MSD) associé a la ribavirine (Copegus®, Roche ou Rebetol®,
MSD). L'éradication définitive du virus est obtenue chez 40%
a 50% des patients infectés par un VHC de génotype 1, géno-
type majoritaire en France [10], et chez environ 80% des pa-
tients infectés par un VHC de génotype 2 ou 3 [11]. En 2011,
de nouveaux traitements seront disponibles pour les patients
infectés par un VHC de génotype 1. lls reposeront sur I'admi-
nistration d’un inhibiteur spécifique de la protéase du VHC,
le telaprevir (Janssen-Cilag) ou le boceprevir (MSD), asso-
cié a linterféron alpha-2a ou alpha-2b pégylé et la ribavirine.
Les résultats des essais cliniques de phase 3 récemment présen-
tés ont montré que les trithérapies augmentent significativement
les chances de guérison des patients infectés par un VHC de
génotype 1, avec des durées de traitement éventuellement plus
courtes en fonction de la réponse virologique précoce [12].

Le plan national de lutte contre les hépatites B et C 2009-2012
(http://www.sante.gouv.fr/plan-national-de-lutte-contre-les-
hepatites-b-et-c-2009-2012.html ) a défini plusieurs axes straté-
giques, dont le renforcement du dépistage de I'hépatite C chez
les personnes a risque, afin de réduire le risque de développe-
ment de complications a long terme et de prévenir d’éventuelles
transmissions. Ces sujets constituent un groupe hétérogéne
comprenant les individus transfusés avant 1992, les utilisateurs

de drogues par voie veineuse ou nasale ou ayant fait usage de
drogues auparavant, les patients co-infectés par le VIH, les su-
jets ayant une activité sérique des transaminases élevée sans
autre cause, les enfants nés de méres séropositives pour le
VHC, les homosexuels masculins et les patients hémodialysés.

“Point Of Care Testing” : la biologie délocalisée
aupreés du patient

Plusieurs marqueurs biologiques sont a la disposition du
clinicien pour le dépistage et le diagnostic précoce de l'in-
fection par le VHC. Les marqueurs virologiques (anticorps
anti-VHC totaux, antigéne de capside, ARN du VHC et géno-
type), biochimiques (activité sérique des transaminases) et
histologiques (sévérité de I'atteinte hépatique) sont utilisés en
pratique clinique pour le diagnostic et la prise en charge thé-
rapeutique des infections par le VHC. La détection des anti-
corps anti-VHC totaux repose sur l'utilisation de tests Elisa de
3¢ génération. Les méthodes de détection et de quantification
de '’ARN viral font appel aux techniques de PCR en temps
réel qui bénéficient d’'un seuil de détection de I'ordre de 10 a
15 unités internationales par millilitre (Ul/mL). Ces examens
s’effectuent classiquement sur sérum ou plasma a partir d’'un
prélévement veineux centrifugé par un laboratoire de biolo-
gie. Ces approches constituent la méthode de référence pour
le diagnostic de I'infection par le VHC.

Des alternatives aux techniques Elisa sur sérum ou plasma
sont aujourd’hui développées, comme par exemple des
tests immunologiques sur carte ou bandelettes, permettant
la mise en évidence d’antigénes ou d’anticorps spécifiques,
et des tests non immunologiques sur papier buvard permet-
tant de détecter et éventuellement de quantifier les acides
nucléiques. Ces tests représentent une alternative au pré-
levement veineux au pli du coude, car ils utilisent des ma-
trices biologiques telles que la salive ou le liquide craviculaire
(liquide sécrété entre le sillon antérieur de la gencive et les
levres) ou le sang total capillaire prélevé au bout du doigt.
Le prélévement sanguin, qui implique seringues, tubes, cen-
trifugeuses, congélation et personnel expérimenté, est ainsi
évité. Ces méthodes permettent une biologie délocalisée
aupres du patient, ou “point-of-care testing” (POCT). Elles
peuvent en effet étre utilisées directement aupres du patient,
c’est-a-dire dans les cabinets médicaux, les services d’ur-
gences, les unités de soins intensifs, les CIDAG (Centres
d’'information et de dépistage anonyme et gratuit), les struc-
tures de prévention ou les structures associatives, voire au
domicile du patient. L'arrété du 9 novembre 2010 a fixé les
conditions de réalisation des tests rapides d’orientation dia-
gnostique (TROD) de l'infection par le VIH. Cet acronyme
conforte le statut de dispositif médical au test rapide démédi-
calisé, qui pourrait étre réalisé a domicile a I'instar d’'un auto-
contrble de glycémie.

Le développement de tests fiables, ainsi que la demande des
autorités de santé visant a promouvoir le dépistage de masse
dans les pays industrialisés et le diagnostic dans les pays
en développement (PED), devraient permettre a ces tests de
trouver une place prépondérante en pratique clinique.
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Tests rapides d’orientation diagnostique (TROD)
Les TROD sont souvent résumés aux tests “savonnettes”, du
méme type que les tests de grossesse disponibles en officine.
Leur définition exacte est cependant plus complexe. En 2003,
le programme de recherche et de formation en maladies
tropicales de I'Organisation mondiale de la santé a défini les
caractéristiques idéales d’'un POCT (tableau 1) [13]. Le test
doit étre bon marché, sensible, spécifique, facile a réaliser en
un maximum de 3 a 4 étapes a température ambiante et ses
résultats doivent étre disponibles en moins de 30 minutes.
Ces tests ne doivent pas nécessiter de matériel spécifique.

Aux Etats-Unis, I'utilisation de TROD pour le diagnostic de
l'infection par le VIH a considérablement augmenté par rap-
port aux tests classiques au cours des derniéres années. Par
exemple, le test OraQuick Advance HIV-1/2 Antibody Test®
(OraSure Technologies, Inc.) ne représentait que 5,2% de la
totalité des diagnostics de VIH réalisés dans une vingtaine
d’hépitaux et de cliniques de New York et de sa région en
2005. Trois ans plus tard, il concerne plus de 85% des dia-
gnostics VIH [14]. En France, le seul dispositif médical qui
dispose d’'un marquage CE pour le diagnostic de l'infection
par le VHC est le test OraQuick HCV Rapid Antibody Test®
(OraSure Technologies, Inc.), dont le revendeur est Méri-
dian Biosciences. Le prix du test est d’'une dizaine d’euros.
Ce test peut étre utilisé a partir de cing matrices différentes
(sérum, plasma, sang total veineux, sang total capillaire,
fluide buccal) chez des individus de plus de 11 ans a risque
d’infection par le VHC et/ou présentant des signes cliniques.

Aux Etats-Unis, la FDA permet depuis juin 2010 d'utiliser ce
test pour la détection des anticorps anti-VHC a partir de sang
total veineux chez les individus de plus de 15 ans a risque
d’infection par le VHC et/ou présentant des signes cliniques
Les performances analytiques de ce test pour la détection des
anticorps anti-VHC semblent satisfaisantes, comme en témoi-
gnent deux études récemment publiées [15;16]. La spécificité
et la sensibilité variaient en effet respectivement entre 99,8%
et 100% et entre 98,1% et 100% selon le type de matrice bio-
logique considérée. La moins bonne performance a été obte-
nue pour le liquide craviculaire, qui contient moins d’anticorps
que le sang. Ces résultats doivent cependant étre confirmeés
dans des études prospectives indépendantes, comme cela a
été réecemment le cas pour le VIH dans une étude frangaise
menée chez plus de 200 adultes séropositifs [17].

Des limites existent a l'utilisation des TROD sur sang total
ou salive, qui manquent de sensibilité pour différentes rai-
sons : la nature des antigenes utilisés, ’hémolyse, la dilution
entrainée par la présence des globules rouges lors des pré-
levements capillaires au bout du doigt, la trés faible quantité
d’anticorps naturels dans le liquide craviculaire, la liaison des
anticorps aux antigénes de synthése a température ambiante
et non a 37°C comme dans les tests immuno-enzymatiques.
Le temps de réaction raccourci diminue encore la sensibilité.
Enfin, lors d’utilisation en dehors d’un laboratoire de biologie
ou d’une structure de santé habilitée, la tragabilité, I'archi-
vage des résultats et la gestion des déchets biologiques po-
tentiellement contaminants posent probleme (tableau 2) [18].

Tableau 1. Caractéristiques idéales d’un “Point Of Care Testing” (POCT) : criteres ASSURED

A = Prix attractif (Affordable)

S = Sensible (Sensitive)

S = Spécifique (Specific)

U = Facile d’utilisation en un minimum d’étapes (User-friendly)
R = Robuste et rapide (Robust and rapid)

E = Sans équipement spécifique (Equipment-free)

D = A disposition de tous ceux qui en ont besoin (Deliverable)

Tableau 2. Avantages et inconvénients des systémes de dépistage des anticorps anti-VHC

Tests rapides d’orientation diagnostique (TROD)

Tests Elisa 3¢ génération

Avantages
Facilité d’utilisation Excellente spécificité
Stockage a température ambiante Grande sensibilité
Réalisable partout Automatisation (haut débit)
Spécificité et sensibilité satisfaisantes Réalisation a 37°C
Bonne tragabilité (enregistrement
informatique des résultats)
Inconvénients

Absence de tragabilité

Nécessité de chaines du froid

Lecture subjective (dépendante de 1’opérateur)

Matériel (centrifugeuses)

Elimination des déchets infectieux

Prix élevé (>10 euros)
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Papier buvard : une technique prometteuse

Le recours au papier buvard pour I'analyse de prélevements
sanguins remonte a 1960 avec le test de Guthrie (méthode
de dépistage de la phénylcétonurie chez le nouveau-né).
Le papier buvard permet de recueillir du sang et de le conser-
ver sous forme desséchée. Une fois séchés a température
ambiante, les prélévements peuvent étre acheminés par voie
postale puis conservés rigoureusement a -20°C afin de ne
pas altérer la qualité des acides nucléiques [19].

Le papier buvard permet la détection des anticorps anti-VHC,
ainsi que la détection et la quantification de 'ARN du VHC.
Néanmoins, la charge virale VHC est sous-estimée d’un
facteur au moins 100 par rapport a celle déterminée sur un
préléevement sérique ou plasmatique [20]. De plus, le seuil
inférieur de détection de '’ARN du VHC sur papier buvard est
de I'ordre de 500 Ul/mL. Ce manque de sensibilité par rapport
aux techniques réalisées sur sérum ou plasma pose un réel
probléme d’utilisation du buvard pour le suivi thérapeutique,
car l'objectif du traitement antiviral est d’obtenir une charge
virale indétectable (<10-15 Ul/mL) le plus précocement pos-
sible afin d’augmenter les chances de guérison [11].

Le papier buvard représente néanmoins une alternative au
diagnostic prometteuse pour les pays ne disposant pas d’ap-
pareillages de biologie moléculaire performants (PED), pour
les structures de dépistage ou associatives, et pour le dia-
gnostic précoce de la transmission mere-enfant par recherche
de 'ARN viral dans le sang du nouveau-né.

La manipulation des buvards requiert un temps et un savoir-
faire réservés a un personnel bien formé. Si les tests de bio-
logie moléculaire réalisés sur papier buvard doivent étre op-
timisés, en particulier automatisés, les travaux déja publiés
et en cours montrent que ce support est fiable a la fois pour
des tests de sérologie et de biologie moléculaire. L'étude de
Tuaillon et coll. [20] récemment publiée a montré que, parmi
les 200 patients testés (100 patients séropositifs pour le VHC
dont 62 avec un ARN détectable et 100 patients séronégatifs
pour le VHC), la sensibilité et la spécificité de détection des
anticorps anti-VHC étaient respectivement de 99% (intervalle
de confiance (IC) 95% : 97-100%) et 98% (IC95% : 97-99%).
Seuls deux résultats de buvard étaient discordants par rap-
port aux résultats obtenus a partir d’échantillons sériques.
Il s’agissait d’'un patient co-infecté par le VIH faussement
négatif et d’'un autre patient faussement positif pour lequel
aucun anticorps anti-VHC n’avait été détecté dans son sérum.

Conclusion

Les améliorations continuelles au cours des derniéres an-
nées des POCT en terme de sensibilité, de spécificité, et
de matrices biologiques utilisables, comme par exemple
la salive ou le sang capillaire prélevé au bout du doigt, en
font des alternatives prometteuses au préléevement sanguin.
Des évaluations prospectives des TROD sont aujourd’hui
nécessaires pourétablirleurs performances analytiques, leurs
indications et connaitre leurs avantages et leurs limites dans
les stratégies de dépistage. Une standardisation, en parti-

culier par 'automatisation de I'analyse des papiers buvards,
est indispensable si ce type de support doit étre utilisé a plus
large échelle.
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