Hélène Le Guillou-Guillemette 
  
Praticien Hospitalier 
  
Véronique Apaire-Marchais 
email: veronique.marchais@univ-angers.fr
  
  
Dochead dossier

Keywords: acide ribonucléique, diagnostic biologique, suivi virologique, variabilité génétique, virus de l'hépatite C

Moins de 30 ans après la découverte du virus de l'hépatite C, sa structure, son cycle de réplication et sa biologie sont largement caractérisés. En parallèle, le développement intense d'outils diagnostiques rapides, sensibles et automatisés, tenant compte de l'importante variabilité génétique virale, permet aujourd'hui un dépistage sérologique et un suivi virologique de l'efficacité thérapeutique.

Depuis la découverte du virus de l'hépatite C (VHC) en 1989 grâce aux outils de biologie moléculaire, de nombreux travaux de recherche ont permis de mieux comprendre le cycle de réplication complexe de ce virus ainsi que l'hétérogénéité génétique afin de développer des outils diagnostiques performants et des traitements antiviraux d'action directe (AAD).

T1 Le virus de l'hépatite C

Le VHC appartient à la famille des Flaviviridae, caractérisée par la présence d'une enveloppe et d'un génome à acide ribonucléique (ARN) monocaténaire de polarité positive. Il est le principal représentant du genre Hepacivirus [START_REF] Simmonds | ICTV Virus Taxonomy Profile: Flaviviridae[END_REF]. Il s'agit d'un virus de petite taille, la particule virale, sphérique, étant d'un diamètre compris entre 40 et 80 nm. Cette dernière est composée d'une seule copie du génome viral, d'une capside icosaédrique constituée de la protéine de core C et d'une enveloppe phospholipidique d'origine cellulaire dans laquelle sont enchâssées les deux glycoprotéines virales transmembranaires, E1 et E2 (figure 1).

T2 Génome et protéines virales

TEG1 Le génome du VHC est constitué d'un ARN génomique monocaténaire linéaire, non segmenté, de polarité positive (c'est-à-dire directement codant) d'environ 9 600 bases. Il possède un cadre de lecture ouvert unique qui code une seule polyprotéine immature d'environ 3 000 acides aminés (figure 2). Celle-ci est ensuite clivée, après la traduction, par des protéases virales et cellulaires en trois protéines structurales (core, E1 et E2) et sept protéines non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS5A, et NS5B). Le cadre ouvert de lecture est flanqué aux extrémités 5' et 3' de deux régions non codantes (5'NC et 3'NC) qui jouent un rôle très important dans la régulation de la traduction et de la réplication du génome viral. La protéase NS3, la polymérase NS5B et la protéine pléiotropique NS5A constituent les principales cibles thérapeutiques des AAD [START_REF] Bukh | The histoty ohf hepatitis C virus (HCV): Basic research reveals unique features in phylogeny, evolution and the viral life cycle with new perspectives for epidemic control[END_REF].

TEG1 Une des particularités du VHC est sa grande diversité génétique : il est actuellement classé en sept génotypes et 75 sous-types, des souches de VHC recombinantes inter-et intra-sous-types ayant aussi été identifiées. Cette caractéristique a d'importantes implications pour le diagnostic et le traitement, ainsi que pour le développement d'un vaccin. Les principaux génotypes ont une distribution mondiale, mais il existe des différences au niveau de la répartition géographique. Les génotypes 1 et 3 sont impliqués dans 75 % des infections. En Europe, environ 90 % d'entre elles sont liées à des génotypes 1, 2 ou 3 [START_REF] Bukh | The histoty ohf hepatitis C virus (HCV): Basic research reveals unique features in phylogeny, evolution and the viral life cycle with new perspectives for epidemic control[END_REF] ; les génotypes 1a et 3 sont principalement associés à la toxicomanie intraveineuse alors que le génotype 1b l'est clairement à un antécédent de transfusion sanguine.

T2 Cycle viral

TEG1 Le VHC est un virus difficilement cultivable en culture cellulaire, ce qui explique son identification tardive et par des outils de biologie moléculaire. Les modèles animaux restent aussi difficiles à mettre en oeuvre (chimpanzés ou souris humanisées).

TEG1 La mise au point du modèle réplicon en lignées cellulaires continues, puis du modèle de pseudoparticules virales et enfin, en 2005, du modèle clone infectieux a néanmoins permis des avancées majeures sur la connaissance du cycle de réplication du VHC et l'étude de la sensibilité aux antiviraux. Ainsi, la cellule cible principale du VHC est l'hépatocyte avec un cycle viral cytoplasmique. Plusieurs récepteurs ont été identifiés (notamment le récepteur CD81) qui interagissent avec les glycoprotéines E1 et E2 ; cette étape d'attachement permet ensuite l'endocytose de la nucléocapside, puis son relargage dans le cytoplasme. Après décapsidation, l'ARN génomique sert à la fois de matrice pour la réplication virale et d'ARN messager pour la synthèse protéique. La traduction, puis le clivage de la polyprotéine se déroulent au niveau du réticulum endoplasmique, formant un réseau membranaire typique du VHC (membranous web). L'ARN polymérase virale ARN dépendante synthétise de nombreux brins d'ARN de polarité positive qui seront les futurs génomes des virions néoformés. Les étapes d'assemblage permettent ensuite la libération de particules virales par exocytose non lytique [START_REF] Dustin | Hepatitis C virus: life cycle in cells, infection and host response, and analysis of molecular markers influencing the outcome of infection and response to therapy[END_REF][START_REF] Manns | Hepatitis C virus infection[END_REF] (figure 3). TEG1 Ces mutations ponctuelles, alliées à une forte production de virus (estimé à environ 10 12 virions/jour), surviennent au hasard et conduisent à une évolution permanente des génomes viraux. Cette évolution est aussi soumise à une pression de sélection par le système immunitaire ou la présence d'antiviraux. Ces mécanismes expliquent l'existence de génotypes et de sous-types à l'échelle interindividuelle et la présence de sous-populations virales différentes et dérivant de la souche initiale (appelées quasi-espèces) à l'échelle intra-individuelle.

TEG1 Certaines mutations sont susceptibles de conférer un avantage sélectif en présence d'antiviraux (mutations associées à la résistance [RAS]

) et les populations virales qui en sont porteuses, permettant de se répliquer en présence d'antiviraux, sont à l'origine de la résistance aux AAD. Cette problématique tend à s'amoindrir grâce à la mise sur le marché d'AAD pangénotypiques (actifs sur tous les génotypes), puissants et combinant plusieurs cibles virales, limitant ainsi largement le risque d'émergence de variants résistants [START_REF] Bartlett | Sequencing of hepatitis C virus for detection of resistance to direct-acting antiviral therapy: A systematic review[END_REF]. Néanmoins, il reste important de continuer à surveiller l'évolution de cette diversité génétique et l'éventuelle émergence de nouveaux variants ou de souches recombinantes.

TEG1 En outre, cette diversité génétique doit être prise en compte lors du choix des outils diagnostiques (dans le domaine de la sérologie) et de suivis thérapeutiques (virologie moléculaire). Il est important de s'assurer que l'ensemble des génotypes sont détectés et correctement quantifiés par les techniques de calcul de la charge virale. TEG1 Enfin, cette diversité génétique représente un frein majeur au développement de vaccins : à ce jour et malgré plusieurs essais encourageants, l'instabilité génétique des cibles telles que les glycoprotéines d'enveloppe E1 et E2 ne permet pas d'obtenir une réponse en anticorps neutralisants efficace et stable dans le temps [START_REF] Keck | Mapping Determinants of Virus Neutralization and Viral Escape for Rational Design of a Hepatitis C Virus Vaccine[END_REF].

T1 Le dépistage et le diagnostic viral

Si l'infection par le VHC est le plus souvent asymptomatique, l'infection aiguë est symptomatique. Elle se présente sous forme d'un tableau d'hépatite aiguë non spécifique du VHC avec, par exemple, une asthénie, un ictère et une cytolyse hépatique. Ainsi, le dépistage peut être proposé devant l'identification de facteurs de risque, un tableau clinique évocateur d'une hépatite aiguë ou lors d'un bilan systématique.

Il est actuellement recommandé que chaque adulte bénéficie au moins une fois dans sa vie d'un dépistage du VHC, du virus de l'hépatite B (VHB) et du VIH. La Haute Autorité de santé (HAS) doit prochainement revoir la stratégie de dépistage à adopter au niveau national à la lumière de l'évolution récente de l'épidémiologie de l'infection par le VHC.

T2 Dépistage biologique

TEG1 Au niveau biologique, le dépistage repose sur la recherche des anticorps anti-VHC sur sérum à l'aide de tests sérologiques automatisés de type ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) de 3 e génération. L'arrivée sur le marché des tests rapides d'orientation diagnostique (Trod) représente une autre opportunité. Il s'agit de tests unitaires, actuellement non remboursés, permettant le dépistage sur du sang total au bout du doigt ou sur liquide craviculaire. Ils sont réalisables hors les murs et ne nécessitent ni matériel de ponction veineuse ni environnement spécialisé. Ils permettent d'atteindre des populations jusque-là éloignées de cette démarche :

• celles qui ont peu accès au système de soins (sujets précaires, utilisateurs de drogues par injection [UDI], personnes originaires de pays de forte prévalence) ;

• celles qui sont difficiles à prélever (UDI avec capital veineux déplété) ou refusent la ponction veineuse au pli du coude (alternative proposée en Centre gratuit d'information, de dépistage et de diagnostic [CeGIDD] ou en milieu carcéral par exemple) ;

• celles qui sont à risque, fréquentent des structures de soins, mais sont insuffisamment dépistées (UDI en cours de traitement substitutif, détenus, personnes vivant avec le VIH, populations fréquentant des lieux de rencontres…).

Les associations investies dans la prévention de la transmission du VIH, des hépatites et infections sexuellement transmissibles sont autorisées à utiliser les Trod [START_REF]Recommandation en santé publique. Place des tests rapides d'orientation diagnostique[END_REF]. Une attention particulière doit être portée quant au choix du test. En effet, seuls quelques-uns sont à ce jour approuvés par la HAS, l'origine de la fabrication et le niveau de qualité étant à surveiller, comme pour les Trod VIH [START_REF] Mourez | Performances de 9 TROD/autotests de dépistage de l'infection à VIH à partir de sang total. 37 e Réunion interdisciplinaire de chimiothérapie anti-infectieuse[END_REF].

TEG1 En cas de dépistage positif, un second prélèvement doit être réalisé pour confirmer la première sérologie, mais aussi s'affranchir de tout risque d'identitovigilance. Un test ELISA d'un autre fabricant que celui utilisé en première intention doit être mis en oeuvre ; un test de confirmation de type immunoblot ou western blot peut aussi être choisi comme alternative [START_REF]Actualisation des actes de biologie médicale relatifs au diagnostic et à la prise en charge des hépatites B[END_REF]. La présence confirmée d'anticorps anti-VHC sur deux prélèvements signe un contact avec le virus. La recherche et la quantification de l'ARN du VHC permettent de distinguer l'infection guérie (ARN du VHC indétectable avec des techniques ultrasensibles ; < 15 UI/mL) d'une infection active (ARN du VHC détectable) qui rend nécessaire une prise en charge globale et l'initiation d'un traitement antiviral basé sur une combinaison d'AAD (figure 4).

T2 Détermination du génotype

TEG1 La détermination du génotype et du sous-type viral du VHC avait un caractère systématique dans le bilan initial jusqu'en 2018. Il s'agit de séquencer un gène cible du VHC suffisamment conservé mais aussi porteur de séquences signatures (régions 5'NC, NS5A ou NS5B), puis de comparer cette séquence à des bases de données pour déterminer le génotype à l'origine de l'infection du patient.

TEG1 Avec la mise à disposition de traitements pangénotypiques, cette analyse est maintenant discutée. Les experts français ne recommandent plus le génotypage en première intention [START_REF]Recommandations AFEF pour l'élimination de l'infection par le virus de l'hépatite C, en France[END_REF] alors que les experts européens [START_REF] Study | EASL Recommendations on treatment of hepatitis C 2018[END_REF] sont plus mesurés, laissant le choix de sa réalisation en fonction de sa disponibilité, son coût et la stratégie thérapeutique retenue. TEG1 L'absence de ce paramètre posera question chez les patients en échec thérapeutique chez lesquels il sera nécessaire de différencier une rechute ou une réinfection (nécessité de séquencer a posteriori un échantillon qui ne sera peut-être plus disponible). Les conséquences de l'indisponibilité de données sur les génotypes circulants doivent aussi être évoquées en termes de surveillance épidémiologique et de performances des techniques de laboratoires.

T1 Le suivi virologique

Avec l'instauration d'un traitement pangénotypique ou d'un traitement dépendant du génotype pour une durée courte de douze, voire huit semaines, la mesure de la charge virale du VHC est indispensable douze semaines après l'arrêt du traitement.

T2 Charge virale indétectable

TEG1 Si la charge virale est indétectable (< 15 UI/mL), le patient est considéré en réponse virologique soutenue (RVS), c'est-à-dire guéri. Les anticorps anti-VHC persistent après la guérison virologique et restent le témoin du contact avec le virus.

TEG1 Chez des patients ayant des conduites à risque persistantes (UDI, comportements sexuels à risque), une recherche régulière de la charge virale du VHC est proposée [START_REF]Recommandations AFEF pour l'élimination de l'infection par le virus de l'hépatite C, en France[END_REF]. En effet, l'infection guérie ne conduit pas à une immunité protectrice et la réinfection par une souche de même génotype ou de génotype différent est possible.

T2 Charge virale détectable

TEG1 En cas de charge virale détectable lors du contrôle post-thérapeutique, et en fonction de l'observance et de la combinaison thérapeutique utilisée, il est important d'évoquer le risque d'émergence de variants résistants. Dans ce cas, la recherche de mutations associées à la résistance doit être mise en oeuvre. Cela nécessite le séquençage des gènes cibles des antiviraux, principalement du gène NS5A, en laboratoire de virologie spécialisé [START_REF] Pawlotsky | Sequencing of hepatitis C virus for detection of resistance to direct-acting antiviral therapy: A systematic review[END_REF].

TEG1 La détermination de ce génotype de résistance, réalisée au plus près d'un nouveau traitement anti-VHC, permet de proposer une nouvelle stratégie thérapeutique adaptée et sensible à la souche du patient. Dans ce cas, il est aussi recommandé de renouveler le génotypage pour identifier un échec ou une réinfection. Malgré l'extraordinaire évolution de l'arsenal thérapeutique en très peu d'années, quelques patients présentent plusieurs échecs thérapeutiques et sont infectés par des souches porteuses de mutations associées à la résistance qui ne permettent pas de proposer une solution thérapeutique satisfaisante.

Points à retenir

• Le virus de l'hépatite C (VHC) appartient à la famille des Flaviviridae, genre Hepacivirus.

• Le VHC est actuellement classé en sept génotypes et 75 sous-types, les génotypes 1 et 3 représentant 75 % de toutes les infections.

• La résistance aux antiviraux d'action directe (AAD) tend à diminuer par la mise sur le marché d'AAD pangénotypiques (actifs sur tous les génotypes), puissants, combinant plusieurs cibles virales et limitant ainsi largement le risque d'émergence de variants résistants.

• Le dépistage repose sur la recherche des anticorps anti-VHC sur sérum à l'aide de tests sérologiques automatisés de type ELISA de troisième génération. Un test ELISA d'un autre fabricant que celui utilisé en première intention doit être réalisé sur un second prélèvement pour confirmer la première sérologie.

• La détection d'acide ribonucléique (ARN) du VHC signe une infection active à VHC et la nécessité d'une prise en charge globale avec l'initiation d'un traitement antiviral basé sur une combinaison d'AAD.

T1 Conclusion

L'infection par le VHC peut évoluer vers une maladie hépatique sévère avec risque de cirrhose et de complication majeure, le carcinome hépatocellulaire. Or, actuellement, 75 000 personnes ne seraient pas dépistées en France.

Les recommandations prônent un dépistage universel du VHC, combiné avec celui du VHB et du VIH. L'autorisation récente d'utilisation des Trod est venue compléter l'offre, notamment à destination de populations en marge du système de soins ou dites "à risque". Tout dépistage positif, réalisé soit par test sérologique traditionnel en laboratoire d'analyses de biologie médicale, soit par Trod, systématiquement confirmé par un test ELISA de troisième génération, doit initier une recherche d'infection active et, le cas échéant, un suivi virologique adapté de l'efficacité thérapeutique des AAD. 
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