Chapitre II                                                                                                              Diagnostic  des hépatites virales  


1-Teste de la transaminase :

1-1  Principe et but du test :

C’est la détermination cinétique de l’activité transaminase. On distingue : 

    -Transaminase glutamique  oxaloacétique . « TGO »

    -Transaminase glutamique pyruvique. « TGP » 

Ce test consiste à dosé les enzymes :
a /TGO-ASAT : (aspartate aminotransférase )

                                                  TGO

-L-aspartate + αcétoglutarate                oxaloacétate + L-glutamate

                                                 MDH

-Oxaloacétate + NADH + H+                L-malate + NAD+
b/TGP-ALAT: (alanine aminotransférase)

L-alanine + α cétoglutarate                pyruvate + L-glutamate

                                           
Pyruvate + NADH + H+                   L-lactate + NAD+      

 1-2 Préparation de l’échantillon:

Sérum ou plasma recueilli sur héparine ou EDTA obtenu après la centrifugation du sang prélevé à 3500 tours par minute .(l’hémolyse gênante) 
1-3 Réactifs utilisés 
  Tableau  (1) : Concentration des réactifs utilisés pour les tests TGO TGP.

	TGO
	TGP

	Réactif 1

Tampon

aspartate
	Tampon tris PH 7,8          80mmol/l

L-aspartate                       200mmol/l

α cétoglutarate                   12mmol/l
	Réactif 1

Tampon alanine
	Tampon tris PH 7,5         100mmol/l

L-alanine                          500mmol/l

α cétoglutarate                   15mmol/l

	Réactif 2

Enzyme-

coenzyme
	NADH                            0,18mmol/l

MDH
> 500 U/L

LDH
> 1200 U/L
	Réactif 2

Enzyme-

coenzyme
	NADH                           0,18mmol/l

LDH                              > 1200 U/L


    

Reprendre un flacon de réactif 2 par 20 ml de réactif 1,puis tous le contenu d’un flacon de réactif 1 à l’aide d’un bouchon adaptateur.

La solution de travail est stable 5 à 7 jours à température ambiante et 1 mois à 2-8 C

1-4 Mode opératoire : 

- La longueur d’onde de spectrophotomètre est de (334nm-365nm).

- La température              25C°- 30C° -37C °

- Le zéro de l’appareil est ajusté contre l’air ou l’eau distillé.

- Introduire dans un tube ou cuve de mesure thermostatés à 25C- 30C- 37C :

	Réactif 2 repris
	1ml

	Echantillon
	100μl


- Mélanger, attendre 1 minute.

- Mesurer la diminution moyenne de DO par minute.

1-5 Calcule :

Les DO par minute : DO0-DO1- DO2- DO3.

DO3-DO2=Δ1
DO2-DO1=Δ2     
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La concentration en U /L = n  x  le facteur .

340 nm                 U/L = n x 1746
334 nm                 U/L = n x 1780
365 nm                 U/L = n x 3235

Les résultats obtenus sont interprétés en fonction des valeurs usuelles suivantes :  

Tableau (02): Les valeurs usuelles 
	TGO
	TGP

	
	25C°
	30C°
	37C°
	
	25C°
	30C°
	37C°

	Hommes

Femmes
	< 19U/L

< 15 U/L
	< 26U/L

< 21 U/L
	<37 U/L

<31U/L
	Hommes

Femmes
	< 22U/L

< 18 U/L
	< 29U/L

< 23U/L
	<40 U/L

<31U/L


2- Test de la bilirubine :     

2-1 Principe :

Dosage de la bilirubine total (BT), en présence de la caféine selon une réaction de diazotation avec l’acide Sulfanilique diazoté. Le dosage de la bilirubine conjuguée directe (BD) se fait en l’absence de caféine.

2-2  Préparation de l’échantillon :

Sérum ou plasma recueilli sur l’héparine obtenu après centrifugation du sang prélevé.

(l’hémolyse gênante) 

2-3 Réactif utilisés :

Tableau (3) : Concentration des réactifs utilisés pour le test bilirubine.
	Réactif 1

Acide sulfanilique
	Acide sulfanilique                          5g/l

	Réactif 2

Nitrite de sodium
	Nitrite de sodium                           1g/l

	Réactif 3

Réactif révélateur
	Caféine                                         50g/l

Acétate de sodium                     125g/l

Benzoate de sodium                     75g/l

	Réactif 4

étalon
	Bilitrol  (lyophilisé)


2-4 Mode opératoire:

* Préparation de l’étalon : reconstituer le lyophilisat R4 avec 3ml d’eau distillée.

2-4-1  Bilirubine totale:

- Préparer la solution de travail bilirubine total (BT)

- Réactif 1                        20 volume
- Réactif 3                        1 volume    

Tableau (4): Mode opératoire 

	Mode opératoire
	Blanc bilitrol
	Dosage bilitrol
	Blanc échantillon
	Dosage échantillon

	Echantillon
	/
	/
	100µl
	100µl

	Bilitrol
	100µl
	100µL
	/
	/

	Réactif 1
	1ml
	/
	1ml
	/

	Solution de travail (BT)
	/
	1ml
	/
	1ml


Mélanger, lire l’absorbance après incubation à 37 C° pendant 10 minutes

· La longueur d’onde                    550 nm 

· Zéro de l’appareil :

                 -Lire le témoin contre le réactif 1.

                 -Lire le dosage contre la solution de travail (BT)

   2-4-1-1 Calcule :

 (DO dosage –DO témoin) échantillon     

 (DO dosage – DO témoin) Bilitrol  

- Le titre de bilitrol : 58.5mg/l ou 93µmol/l.

2-4-2 Bilirubine directe (BD) :

 Préparer la solution bilirubine directe :

- Réactif 2                       20 volume

- Réactif 3                        1 volume

Tableau (5): Mode opératoire .

	Mode opératoire
	Blanc bilitrol
	Dosage bilitrol
	Blanc échantillon
	Dosage échantillon

	Echantillon
	/
	/
	100µl
	100µl

	Bilitrol
	100µl
	100µl
	/
	/

	Réactif 2
	1ml
	/
	1ml
	/

	Solution de travail (BD)
	/
	1ml
	/
	1ml


Mélanger. Lire l’absorbance après exactement 5 minutes à 20-25C° ou 4 minutes à 37C°

· Longueur d’onde                   550 nm 

· Zéro de l’appareil :

-Lire le témoin contre le réactif 2.

-Lire le dosage contre la solution de travail (BD).

2-4-2-1 Calcule :

   (DO dosage – DO témoin) échantillon    

   (DO dosage – DO témoin) bilitrol  

- Titre bilitrol : 38 mg/l ou 65 µmol/l 

3-Test des antigènes HBs:                                                                                                                                                                                                 
Pour la détection de l’antigène de surface du virus de l’hépatite B(Ag HBs) dans les échantillons du sang humain , on utilise la technique ELISA

3-1 Principe de test :

Le test repose sur l’utilisation d’une phase solide préparé avec des anticorps polyclonaux dirigé contre l’Ag HBs et d’une phase conjuguée constitué d’anticorps de chèvre de anti-HBs humain purifiés par chromatographie d’affinité et couplé à la peroxydase  (Wisdom ,1976)

La mise en oeuvre du test comprend les étapes réactionnelles suivantes : 

        1)- Les échantillons à étudier ainsi que les sérums de contrôle sont distribués dans les cupules. Si des Ag HBs sont présent, il se lient au anticorps fixés sur la phase solide 

         2)-Les anticorps IgG marqué à la peroxydase gouttés après lavage .Il se fixent à leur tour aux  antigènes spécifique retenus sur la phase solide.

          3)-Après élimination de conjugué enzymatique non lié, le complexe antigène-anticorps est révélé par addition  du substrat.

           4)-Après arrêt de la réaction., la lecture s’effectue au spectrophotomètre à 450/620nm .

L’absorbance mesurée pour un échantillon permet de conclure quant à la présence ou l’absence d’antigène , l’intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité d’antigène HBs sur la phase solide   

3-2 Réactif utilisés:
R1: Micro plaque 12 barrettes de 8 cupules sensibilisées. 

R2: Solution de lavage.

R3: Sérum de contrôle négatif

R4: Sérum de contrôle positif.
R5: Diluant pour échantillons.

R6: Conjugué.

R7: Tampon substrat de la peroxydase.

R8 : Chromogène.

R9: Solution d’arrêt.

Films adhésifs. 

3-3 Matériels utilisés:

- Eau distillé ou complètement déminéralisées

- Papier absorbant.
- Gants à usage unique.

- pipettes réglable ou fixes pouvant distribuer 20µl,80µl ,100µl 200µl 1ml.

- Eprouvettes graduées de 100ml, 200ml et 1000ml 

- Agitateur.
- Système de lavage.

- Bain marie ou incubateur sec (37 ou 40 C°)

- Conteneur de déchets contaminés.

- Appareil de lecture pour micro plaque (équipés de filtre 450/620nm) 

3-4 Echantillon:                                                                                                                     
Sérum ou plasma recueilli sur l’héparine ou EDTA. Un sévère hémolyse peut altérer la réalisation de test.

3-5 Mode opératoire :
1) Préparer la solution de lavage dilué (1/10 la solution R2 dans l’eau distillée) 2x250 ml sont nécessaire pour une plaque.
2) Sortir le cadre support et les barrette de l’emballage protecteur . 

3) Déposé directement sans prélavage de la plaque successivement:

     3-1  80 µl de diluant (R5) dans chaque cupule 

     3-2  20 µl de sérum de contrôle négatif (R3) en A,B.

            20 µl de sérum de contrôle positif (R4) en C,D,E.

            20 µl de premier échantillon en F1.

            20 µl de deuxième échantillon en G ….etc.

En homogénéisant le mélange par trois aspiration minimum avec une pipette de 20 µl.

4) Couvrir par un film autocollant en appuyant bien sur toute la surface.

5) Incuber la micro plaque au bain marie thermostatés ou dans un incubateur sec de micro plaque pendant une heure ±5 minutes à 37C°

6) Retirer le film adhésif, aspirer le contenu de toutes les cupules dans un conteneur pour déchets et ajouter un minimum de 370µl de solution de lavage. Aspirer de nouveau .Répéter le lavage deux à trois fois. Sécher la plaque par retournement sur un papier absorbant.

7) Distribues rapidement 100µl de la solution de conjugué dans toutes les cupules. Le conjugué doit être agité avant l’emploi. Recouvrir d’un film neuf et incuber pendant une heure et demie ±5 minutes à 37C°.    

8) Retirer le film adhésif, vider toutes les cupules par aspiration et laver quatre fois comme précédemment et sécher les barrettes .  

9) Préparer la solution de révélation (diluer le réactif 8 dans le réactif 7 au 1/11eme.10ml sont suffisant pour traiter 12 barrettes 

10) Distribuer rapidement à l’abri de la lumière vive, 100µl de la solution de révélation de l’activité enzymatique dans toutes les cupules.

Laisser la réaction se développer à l’obscurité pendant 30 ±5 minutes à température ambiante (18 à 30 C°). Lors de cette incubation, ne pas utiliser le film adhésif.

11) Ajouter rapidement 100µl de solution d’arrêt (R9) en adaptant la même séquence et le même rythme de distribution que pour la solution de révélation. 

12) Essuyer soigneusement le dessous de la plaque et lire la densité optique 450/620 nm à l’aide d’un lecteur de plaques dans 30minutes qui suivent l’arrêt de la réaction.  

3-6 Calcules:

La présence ou l’absence des Ag HBs est déterminer en comparant pour chaque échantillon l’absorbance enregistrée à celle de la valeur seuil calculée .

    1) Calculer la moyenne des absorbances murées pour le sérum positif (DOR4) :

DOR4 = DOC + DOD + DOE

                             3

     2) Calcule de la valeur seuil:

Vs =  moyenne DOR4
                    5    

3-7 Interprétation des résultats :
- Les échantillons dont la densité optique est inférieure à la valeur seuil sont considérés négatifs.

- Les échantillons dont la densité optique est supérieure ou égale au seuil son considérés comme initialement positif.        

	Malades
	transaminase
	bilirubine
	Sérologie de l’Ag HBs

	
	TGO U/l
	TGP U/l
	BT mg/l
	BD mg/l
	

	1
	96
	69,50
	74
	46
	(+)

	2
	1787
	2542
	163
	122,3
	(+)

	3
	18
	36
	11
	6
	(+)

	4
	384,1
	332,9
	/
	/
	(+)

	5
	2190
	1180
	/
	/
	(+)

	6
	28
	21
	0,97
	/
	(+)

	7
	303
	196
	55
	16
	(+)

	8
	255
	303
	141,51
	82,5
	(+)

	9
	29
	27
	32
	 3
	(+)

	10
	533
	233
	67
	34
	(+)

	11
	1240
	894
	283
	88
	(+)

	12
	57
	72
	8,59
	/
	(+)

	13
	23
	17
	/
	/
	(+)

	14
	39
	45
	4,58
	/
	(+)

	15
	161
	34
	15,28
	/
	(+)

	16
	31
	27
	1,91
	/
	(+)

	17
	131
	190
	33,36
	/
	(+)

	18
	157
	103
	37,25
	/
	(+)

	18
	157
	103
	37,25
	/
	(+)


Tableau (06): Les résultats (HVB)
Tableau (07): les résultats (HVC)

	malades
	transaminase
	bilirubine
	Sérologie de VHC

	
	TGO U/l
	TGP U/l
	BT mg/l
	BD mg/l
	

	19
	1443,75
	971,25
	112,49
	/
	(+)

	20
	1035
	916
	158
	/
	(+)

	21
	211
	625
	235,31
	/
	(+)


Interprétation des résultats:
Les résultats des dosages spécifiques de l'hépatite virale sont figurés dans les tableaux N° (06) et N° (07).

Ces chiffres ont été récoltés au niveau de l'Institut Pasteur de M'sila et c'est à partir de 03/05/2006.  

· L'Ag HBs positif ou VHC positif avec taux de TGO et TGP augmenté 10 fois la normal, on est en présence d'une HVB ou HVC en phase aigue comme en témoignent les exemples: N° 2, 5, 8, 19, 20. 

· L'Ag HBs positif ou VHC positif avec taux de TGO et TGP normal ou légèrement augmenté, on est en présence d'une HVB ou HVC en phase de décroissance ou en phase de guérison ou d'une VHB ou VHC chronique. Comme en témoignent les exemples: N° 18, 22. 

· L'Ag HBs positif ou VHC positif avec taux de TGO et TGP normal, il s'agit probablement d'un porteur sain. Par exemple le malade N° 16.   
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