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INTRODUCTION

1. Introduction
La transfusion sanguine est une discipline aux confins de I’hématologie et de
I’immunologie : elle implique la médecine, la biologie, la bio- industrie et la sociologie ;

elle repose sur I’éthique. [1].

La transfusion sanguine est une thérapeutique substitutive qui consiste a apporter a un
patient les éléments du sang qu’on appelle : les produits sanguins labiles (PSL)et qui sont
représentées par le culot de globule rouge, les plaquettes, plasma et les facteurs de
coagulation, [2]qui lui font provisoirement défaut en raison d’une hémorragie
(intervention chirurgicale, traumatisme), d’une maladie (anémie...) ou d’un traitement

(chimiothérapie...). C’est une thérapeutique vitale.|3].

Les globules rouges ont pour fonction le transport de l'oxygene vers les tissus. Leur
transfusion est nécessaire en cas d'anémie importante et/ou de signes de mauvaise

tolérance de celle-ci, dans le but d'éviter des complications, notamment cardiaques.

Les plaquettes sont indispensables a la formation d'un caillot. Elles sont transfusées si
leur nombre est tres insuffisant, dans le but de prévenir une hémorragie ou d'en faciliter

|'arrét.

Le plasma frais congelé contient les facteurs permettant la coagulation du sang. Leur
transfusion est neécessaire lorsque le taux de ces facteurs dans le sang est trop bas, dans le

but de prévenir une hémorragie ou d'en faciliter I'arrét.

Les globules blancs contribuent a la défense contre I'infection. Il peut étre nécessaire
d'en transfuser lorsqu'ils sont pratiquement absents du sang.
D'une maniere genérale, tous les efforts sont faits pour limiter 1'usage de ces produits au
strict nécessaire. |4].

La mise a disposition des produits doit obligatoirement répondre a des regles des
bonnes pratiques transfusionnelles : prélevement, préparation, qualification biologique,

distribution et indications cliniques. Le respect de ces regles est une nécessiteé absolue. [1]
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En Algeérie, la politique de la transfusion sanguine est menée par 1’ Agence Nationale
du Sang qui est une institution (entreprise a caractere administratif) sous tutelle du

Ministere de la Santé, de la Population et de la Réforme Hospitaliere.

Ses activités tournent principalement autour des trois thématiques suivantes
I’organisation, I’évaluation et la normalisation des activités transfusionnelles ainsi que la
formation, la recherche et la communication et ce, pour une sécurité¢ transfusionnelle

optimale.

L’Agence Nationale du Sang a é€laboré et mis en place des textes réglementaires

régissant |’activité transfusionnelle en particulier dans les domaines suivants :

-Régulation, création et attributions des structures de transfusion sanguine ;

-Liste des matériels et consommables nécessaires pour le fonctionnement des structures

de transfusion sanguine ;

-Dépistage obligatoire de I’infection par le VIH, les virus des hépatites B et C et de la

syphilis dans le don de sang et des organes ;

-Conditions de distribution du sang et de ses dérivés labiles ;

-Regles régissant le don de sang et de ses composants ;

-Regles régissant le prélevement pour une transfusion auto logue programmee ;

-Regles de bonnes pratiques de préparation des produits sanguins labiles a usage

thérapeutique ;

-Caracteristiques des produits sanguins labiles a usage thérapeutique ;

-Prévention et mesures a prendre en cas d’accident transfusionnel immunologique ou

septique ;
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-Regles et procédures de controle des dérives sanguins stables.

La tragabilité¢ des donneurs de sang est obligatoire. Elle est en effet régie par le texte
réglementaire definissant les imprimes et les informations y figurer (fiche d’identification

du donneur de sang, fiche de prélevement du donneur de sang, la carte de donneur de

sang).

La qualification infectieuse du don de sang est obligatoire pour les marqueurs du HIV,
de I’hépatite virale B et I’hépatite virale C et ainsi que pour la syphilis. Les prévalences
respectives sur les dons de sang sont de 0,01%, de 0, 69 %, de 0,17 % et de 0,12 %

durant [’année 2002.

Pour ce qui est des réactifs de sérologie infectieuse et immuno-hématologique,
I’Institut Pasteur d’Algérie en est I'importateur et le distributeur aux hopitaux. Ces
réactifs sont évalués avant importation par une commission d’expertise désignée par

I’ Agence Nationale du Sang.

Les poches a sang, leur importation et leur distribution a I’échelle nationale est assurée
exclusivement par la Pharmacie Centrale des Hopitaux. Le controle de conformité de ces
poches qui s’effectue avant la distribution, est réalisée par le Laboratoire National du
Contrdle des Produits Pharmaceutiques. Par le biais des opérations planifiées qu’elle
inscrit, I’Agence Nationale du Sang permet aussi le renforcement du programme de

controle et de séparation du sang par I’acquisition d’équipements.

L’Agence Nationale du Sang applique le plan de développement et de réorganisation
qu’elle met en place. Quelques wilayas ont commencé |’application de ce plan par le
changement de locaux, la centralisation de certaines activités transfusionnelles comme la

qualification du don et la préparation de PSL.[5].
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Chapitre 2 Les marqueurs biologiques

1. MARQUEURS BIOLOGIQUES

Un marqueur biologique est un €lément diagnostique essentiel. En effet, c'est grace a lui
qu'il est possible de détecter certaines maladies.

Le dosage des marqueurs sérologiques permet de mesurer tant les anticorps produits en
réponse a l’infection virale que certains antigenes viraux. Les résultats peuvent étre
qualitatifs ou quantitatifs. Ils permettent de connaitre la fraction d’IgG ou d’IgM des
anticorps circulants, mais aussi les anticorps totaux en englobant toutes les fractions
circulantes (I1gG et IgM) [6][7].

Dans le cadre de ce travail nous allons nous intéresser aux marqueurs biologiques utilis€s
pour le dépistage ou le diagnostic du virus de I’hépatite B(HBV), virus de I’hépatite
C(HCV), Le virus de I'immunodéficience (HIV) et syphilisau centre de transfusion

sanguine(CTS) de sidi mabroukConstantine.

1.1. LES INFECTIONS
Une infection désigne I'envahissement puis la multiplication de micro-organismes au sein

d'un organisme vivant.

Ces micro-organismes peuvent étre des virus (HBV, HCV et HIV), des bactéries (7.
pallidum, Paludisme), des parasites (les protozoaires donnant la toxoplasmose).
L'organisme va mettre en place des procédés de défense pour éradiquer le micro-

organisme indésirable [8].

1.1.1. LES HEPATITES
Une hépatite virale est une infection provoquée par des virus se développant aux dépens
du tissu hépatique. Les hépatites A, B et C sontregroupées sous le terme d’hépatites
infectieuses parce qu’elles causent toutes trois des Iésions du foie[9].
L’hépatite A est la moins grave des trois. Elle peut provoquer une affection pseudo-
grippale pendant plusieurs semaines. Apres cette periode, le patient est immunisé a vie
contre le virus de I’hépatite A. ce n’est pas le cas avec les deux autres hépatites, qui

peuvent €tre mortelles, I’hépatite B peut provoquer une maladie chronique [10].
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1.1.1.1. VIRUS DE L’HEPATITE B
Le virus de I’hépatite B (VHB en anglais: HBV) appartient a la famille des
Hépadnaviride, au genre Orthohepadnavirus, qui comprend en outre des virus animaux
provoquant une maladie analogue chez leur hote respectif [11].
L’hépatite B est un processus pathologique viral causé par le VHB, le virus existe a I’état
endémique dans le monde. Il passe par les fluides corporels (le sang) de tout individu

atteint d’infection chronique ou aigue|[12].

a. Epidémiologie
Dans le monde, on estime a 2,5 milliards le nombre de personnes infectées ou ayant été
infecté par le virus de I’hépatite B (VHB), soit 1/3 de la population mondiale. Parmi eux,
350 a 400 millions de personnes souffrent d’une hépatite chronique.
L'histoire naturelle de l'infection par le VHB est variable, allant d'un état de porteur
inactif a une hépatite B chronique, qui peut €voluer vers la cirrhose et le carcinome

hépatocellulaire.

- Les régions de faible endémicité ou moins de 2 % de la population générale a une
infection chronique. Elles sont représentées essentiellement par I'Europe de 1'Ouest,

I'Amérique du Nord et le Japon.

- Les régions de forte endémicité ou plus de 8 % de la population générale a une infection
chronique sont essentiellement les pays en voie de développement (Afrique, Chine, Asie

du Sud-est).

- Les régions d'endémicité moyenne ou 2 a 7 % de la population générale est porteuse
d'une infection chronique, recouvrent le pourtour méditerranéen, I'Europe de I'Est et

I'Amérique Latine|13].

L’ Algérie appartient a la zone de moyenne endémicite, avec une prévalence de I’Ag

Hbs de 2.16%, dans la population générale, 1.09% chez le donneur de sang, 1.8% a 2.2%
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chez la femme enceinte et 10.5% chez les hémodialysé€s. La transmission virale se fait par

voie parentérale, sexuelle et périnatale [14].

b. DESCRIPTION DU VIRUS DE L’HEPATITE B
b.1. Morphologie
La particule virale est sphérique et mesure 42-47 nm de diametre. Le génome est contenu
dans une nucléocapsideicosaédrique de 22-25 nm de diamétre enveloppée par une
bicouche lipidique associ€e a des proté€ines de surface. Cette enveloppe porte notamment

I’antigene de surface HBs [14].

Hepatitis B virus

Medium surface protein
z 5 + PreSZ,
Small surface protein (S) ( ]

Large surface protein
(5 + Pre52 + PreS1)

DHA

“
™ Folymerase (P)
leosahedral core (C)

Figure I : Morphologie du virus de I’hépatite B(Villeneuve JP, 2010)

b.2. Structure
C’est un virus a enveloppe complexe et mesure 42nm de diameétre. La
nucléocapside contient un ADN circulaire, partiellement monocaténaire et une ADN
polymérase. Cette description correspond a la structure de la particule de DANE.

L’enveloppe et le core renferment plusieurs antigenes dont HBs, HBe et HBc[15].
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E antigen HBeAg

Dna
polymerase
Core antigen
HBcAg
Large surface protein )
HBsAg [ Small surface protein

HBsAg
Medium surface protein
HBsAg

Figure 2 : Structure de particules de virus de I"’hépatite B(Moonnoon, 2015).

b.2.1. Génome

Figure 3 :Organisation du génome du VHB (SBAL 2012)

Le génome est formé€ d’ADN circulaire (3200 nucléotides) partiellement double

brin (sur les deux tiers de sa longueur)(SBAL 2012).

Le virus possede un brin long (L-) d’une longueur de 3,2 kb fixe entre les
différents mutants, et un brin court (S+) de longueur variable : de 50 % a 100 % de la
longueur du brin L-.

Il existe 4 régions ouvertes dans le génome correspondant a 4 phases de lectures ouvertes

situées sur le brin L-.
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e Larégion S code pour les protéines d’enveloppe.(antigeneHBs)

e Larégion C code pour la protéine de core (antigene HBe)

e Larégion P code I’ADN polymérase virale de 82 kDa. Cette enzyme possede a la
fois des activité€s de transcriptase inverse, d’ADN polymeérase ADN-dépendante et
de RNase H.

e Larégion X code un polypeptide de 145 a 154 acides aminés (dépendant du sous-
type du virus). Ce polypeptide ou protéine X est une protéine transactivatrice du

génome viral et cellulaire, elle a un potentiel oncogénique.

b.2.2. Protéome
v Protéines d’enveloppes
e protéine majeure de 24 kDa : codée par la région S.
® une prot€ine moyenne de 34 kDa codée par préS2+S.
® une grande protéine de 39 kDa codée par préS1+préS2+S. Ces prot€ines sont
présentes sous forme glycosylée ou non glycosylée. La partie codée par la région
préS1 est impliquée dans la fixation et la pénétration du virion au niveau de

I'hépatocyte [16].

v" Protéines du core

- Protéine HBc (22 kDa): codée par la région C. sous forme polymérise€e, elle constitue

la capsidevirale.

- Protéine HBe (15,5 kDa) : codée par la région pré-C et une partie de la région C. non
polymeéris€e,cette protéine n'est pas constitutive de la particule virale mais elle est

excrétée sous forme soluble parla cellule au cours de la réplication virale.

v ADN polymérase82 kDa.
Permet la réplication du DNA viral et possede €galement une activité reverse

transcriptase.
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v" Protéine X

Proté€ine non constitutive, elle joue un rdle de régulation dans la réplication virale.

Elle exerce une activité transactivatrice sur les genes viraux et des genes cellulaires [17].

c¢. Cycle de réplication

Le cycle de réplication du virus se fait sous les hépatocytes.

Le virion reconnait et s’attache a I’hépatocyte. Le récepteur cellulaire du virus
n'est actuellement pas identifié.

Fusion entre I’enveloppe virale et la paroi cellulaire, libération de la nucléocapside
dans le cytoplasme.

Translocation de la nucléocapside vers le noyau grace a des signaux de
localisation nucléaire portés par I’antigene HBc. Pénétration de I’ADN du VHB
dans le noyau.

Par un mécanisme encore mal connu, I’ADN asymeétrique ouvert dans la particule,
devient double brin circulaire fermé de fagon covalente dans le noyau. On parle
alors d’ADNccc (CovalentlyClosedCircular DNA). L’ADNccc s’associe a des
histones cellulaires pour former un « mini chromosome », I’ADN est a ce moment
super enroulé. Un ARN pré-génomique est transcrit par une ARN polymérase 11
cellulaire a partir du brin L- de cet ADN superenroulé.

Cet ARN pré-génomique synthétis€é migre dans le cytoplasme et sert de matrice
pour la synthése de I’antigéne HBc et de la polymérase.

En parallele, les différents ARNm viraux sont traduits en protéines virales.

Les protéines d’enveloppe et la protéine PréC sont dirigées vers le réticulum
endoplasmique (RE).

L’antigene HBe et les protéines d’enveloppe passent dans I’appareil de Golgi.
L’antigene HBe et les particules virales vides, constituées exclusivement de
protéines d’enveloppe, sont sécrétés.

De leur coté, I’ARN pré-génomique et la polymeérase sont recrutés dans les

capsides néoformées par I’antigene HBc.

10
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- Le brin long d’ADN est synthétis€¢ dans la capside par un processus de

transcription inverse par I’ADN polymérase virale (étape apparentée au cycle de

rééplication des rétrovirus).

- La synthese du brin court S+ débute ensuite a partir du brin L- d’ADN qui vient

d’étre formé.

- Les nucl€ocapsides ont deux devenirs. Une minorité va €tre recyclée vers le noyau

pour maintenir le pool d’ADNcce. L’ autre partie majoritaire va étre envoyée vers

le RE.
- Les nucléocapsides sont enveloppées.

- Les particules virales infectieuses sont sécrétées a leur tour [18].

y o PERre R @] -/+ ADN
£D- aom
@ ARN

Protéine core

/ 7z Polymérase
Hépatocyte / \_ e® o
neiacs AT

o cap o UAUAUAUAUTA,
FYOSNGS Vivaie ARN pré-génomique /

Figure 4 : Le cycle de réplication virale de I’hépatite B( Fattovich G,
2003)

d. Les différents marqueurs biologiques de I’hépatite B
v" Marqueurs directs de la réplication virale
e AgHBs
e AgHBe
e ADN viral
v Marqueurs indirects lies a la réponse immune
e Ac Anti-HBc de type IgG
e Ac Anti-HBc de type IgM

11



Chapitre 2 Les marqueurs biologiques

e Ac Anti-HBs
e Ac Anti-HBe|18].

1.1.1.2. LE VIRUS DE L’HEPATITE C
Le virus de I’hépatite C classé dans le genre Hepacivirus au sein de la famille des
Flaviviridae cette famille comporte deux autres genres :

- Le genre flavivirus : comportant de nombreux virus tels que le virus de la fievre

jaune le virus de la dengue Encéphalite japonaise

- Le genre Pestivirus : comportant le virus de la diarrhée bovine [19].

L'hépatite C est une maladie infectieuse transmissible par le sang et due au virus de
I'hépatite C (VHC ou HCV en anglais), qui s’attaque au foie. L'infection se caractérise
par une inflammation du foie (I”hépatite) qui est souvent asymptomatique, mais qui peut
evoluer vers une hépatite chronique et plus tard vers une cirrhose (fibrose cicatricielle du

foie) et enfin un cancer du foie[20].8

a. Epidémiologie

La transmission du VHC est essentiellement parentérale. La majorité des sujets
infectés sont des anciens transfuses et des toxicomanes. La transmission par transfusion
sanguine est devenue extrémement rare en raison des contrdles effectués chez les
donneurs de sang.

3% de la population mondiale présente une infection virale C chronique.

La prévalence des anticorps anti-VHC, en Algérie, est de 0,49% chez le donneur de

sang 23,8%, chez les hémodialyses 31% chez [’hémophile. Dans la population générale,

elle serait d’au moins 1% [13].
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b. DESCRIPTION DU VIRUS DE L’HEPATITE C

b.1. Morphologie

Enveloppe glycoprotéine

Capside

Protéine C

Génome

Figure 5 : Morphologie du virus de I’hépatite C (BAHRI.O. 2009).

b.2. Structure du virus

Envelope glycoprotein 2

Envelope glycoprotein 1

Envelope lipid
RNA genome

Capsid proteins

Figure 6: Structure de virus de I’hépatite C(Anzola. M et al.2003).

b.2.1. L’enveloppe

Le VHC est un virus enveloppé, de 55 a 65 nm de diametre, est de nature
lipidique[21]provenant des membranes de la membrane du réticulum
endoplasmique[22]de la cellule hote sur laquelle sont ancrées deux glycoprotéines virales
transmembranaires E1 et E2[21]qui participent a la pénétration cellulaire du VHC en se
fixant aux récepteurs de la cellule et en induisant la fusion de I’enveloppe virale avec les
membranes cellulaires de I’hote.
La protéine E2 est la cible préférentielle de la réponse immune|22].
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b.2.2. La capside

Une capside icosaédrique ; sert a protéger le virus et facilite le transfert de I’information
génétique a la cellule [25].
La capside du VHC est constituée d’une protéine en hélice alpha appelée protéine de
capside C qui comporte a son tour trois domaines [25] :

v" Domaine N-terminal D1 constitué de 117AA

v Domaine D2 constitué de 169AA

v Domaine D3 constitué de 20AA

b.2.3. Génome

Hepatitis C wirus RNA
S600 nt bases
Gene encoding precursor polyprotein =
Structural proteins non-structural proteins
P22z BEp35 EPp70 p7 P23 P70 (=2 =2 P27 pS6/58 p68
€] E [E=] [w=1] [m=2][nss | m=a] msas] mssa] m=sa ]
glycoproteins RNA helicase .
ucleocapsid transmembrane S
a protein MM
protein

Figure7 : Le génome de I’VHC(Amine SLIM, 2015).

Le génome du VHC est constitué d’un ARN monocaténaire de polarité positive d’une
taille de 9600 nucléotide environ .les régions non codantes situées aux extrémités 5 et 3
du génome encadrent une phase de lecture unique qui code pour une poly protéine de
3000 acide aminés environ se compose de trois parties[26-27].

% La région 5’ non codante ; constituée de 341 a 344 nucléotides, est structurée en
quatre domaines tige boucle. C’est une région trés organisée et hautement
conserveée avec une similarité qui atteint au minimum 90 % pour les souches de
VHC entre elles. Cette région permet la fixation de la sous-unit¢ 40S
du ribosome au niveau de I'IRES(Internal Ribosome Entry Site) rendant ainsi

possible I’initiation de la traduction (de maniére coiffe indépendante).Enfin la
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région 5° NC porte le signal d’encapsidation, nécessaire a la formation de la

nucléocapside [28].

%+ La région 3’ non codante ; a une longueur variable de 200 a 235 nucléotides, elle

est constituée (de 5° en 3°) d’une région non traduite directement en aval de la

protéine NS5B d’une longueur comprise entre 20 nt et 70 (de composition est

variable en fonction des isolats mais fortement conservée de maniére intra

génotypique), d’une région polyuridylée de longueur variable (30 a 150 Pb) puis

de la région X comprenant 98 nucléotides et qui est hautement conservee. La

région X et la région polyuridylée semble dans I'ineffectivité du VHC [29].

Enfin la phase ouverte de lecture (ou ORF, Open Reading Frame) est de taille variable

(9024 a 9 111 nucléotides) selon les isolats. Elle code une poly protéine qui est clivée

Co- et post-traditionnellement en dix protéines, en suivant la séquence suivante :NH2-

Capside-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH.

Deux types de protéines sont alors produits, les protéines structurales et les protéines non

structurales.

% Les protéines structurales : comportent la capside et les deux glycoprotéines

d’enveloppe (E1 et E2). Il existe aussi une prot€ine appelée protéine p7.

X Les protéines non structurales : assurent les fonctions enzymatiques utiles au cycle

viral[30] :

o

O

NS2 qui est une protéine hydrophobe attachée a la membrane cellulaire
NS3, qui est une protéase virale

NS4A, qui est une proté€ine trans-membranaire cofacteur de NS3

NS4B qui est une protéine trans-membranaire responsable du réseau
membranaire,

NS5 A une phosphoprotéine virale,

NS5B est une polymérase virale
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¢. CYCLE DE REPLICATION DU VHC
% Fixation et entrée dans la cellule

L’étape tout initiale du cycle de I’infection virale est la fixation du virus a la
cellule cible nécessitant une protéine virale et un récepteur spécifique .les particules du
VHC se lient d’abord aux récepteurs des LDL par les lipides associés aux virions ou les
sucres (SR-B1) les virions sont transférés au CD81 qui interagit avec E2 CD81 migre
alors vers la jonction de la cellule et transfert le virion aux récepteurs cloudin et occludin
qui permettent alors I’entrée par invagination le contenu est alors acidifi€ et le virus est
relaché dans le cytoplasme le virus peut €galement entrer par DC-SIGN ou L-SIGN sur
les cellules épithéliales du foie le virus présent dans les exosmoses peut entrer dans la

cellule grace au CD81 présent sur les membranes.

% Traduction

La traduction est initiée grace a I’IRES site interne d’entrée du ribosome au niveau
du codon AUG en position 342 dans la région 5 NC ou se fixent les sous-uniteés 40S des
ribosomes. Cette activité IRES est modulée par plusieurs facteurs notamment la région X
conservé de la région 3 NC du génome viral par un mécanisme encore inconnu. Des
protéines cellulaires interviennent aussi dans la stimulation de la traduction comme la
PTB citée ci —dessus mais aussi 1’auto antigene qui protégerait les ARN viraux de la
dégradation par les RN Aases cellulaires cette étape de traduction a lieu dans le réticulum
endoplasmique rugueux. La poly protéine est ensuite apprétée et clivée en protéines

matures nécessaire a la poursuite du cycle viral(livre d’hépatite biblio médecine) [30].

% Réplication de ’ARN génomique
La réplication semble se faire en deux étapes catalysées par I’ARN polymérase
ARN dépendante : elle synthétise un brin d’ARN négatif a partir du génome ce brin sert
ensuite de matrice pour la synthése de nombreux brins d’ARN positifs qui seront
encapsides et enveloppés pour devenir les génomes des particules virales néoformées. Ou
qui serviront de nouveaux messagers pour la synthese des protéines virales : structurales
ou non structurales les protéines structurales sont constituées par la protéine de capside C

et les deux glycoprotéines d’enveloppe El et E2 les protéines non structurales sont des
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protéines enzymatiques intervenant dans le cycle de réplication : protéases hélicases
ARN polymérase.
% Assemblage et sécrétion des virions

Les connaissances des modalités de I’assemblage et de la s€crétion des virions
VHC est encore partielle du fait des limites des modeles d’€tude. Les systemes des
(particules virales like : PVL) permettant I’expression de la totalit¢ du génome dans des
systemes hétérologues (virus de vaccin) ont ét€¢ récemment développés. Ils ont permis la
production a la fois de particules (capsides matures) non enveloppées mais a des taux tres
faibles et non sécrétées car retenues dans veésicules intracellulaires. Ces résultats peuvent
suggérer que la formation des particules virales soit initiée par la capside virale contenant
I’ARN génomique. Il existerait une fixation préfeérentielle de la nucléocapside néoformée
avec la moitié¢ 5 du génome viral. Ceci permettrait une encapsidation sélective des brins
génomiques de la polarité positive et en méme temps bloquerait la traduction via I'IRES
ceci pourrait constituer un mécanisme d’arrét de la traduction et de la transcription et de
début de I’assemblage des virions. Cependant le processus temporel d’encapsidation du
génome viral est inconnu.

Enfin qu’il y ait rétention des protéines d’enveloppe dans le systeme des VPL
suggere fortement que, au cours de I'infection virale, les nucléotides virales acquierent
leur enveloppes par bourgeonnement dans les membranes du réticulum endoplasmique et

du golgi ainsi les virions seraient sécrétés par la voie sécrétoire cellulaire [31].
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HEPATOCYTE
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Figure 8 : Cycle de réplication de I’hépatite C

d. LES DIFFERENTS MARQUEURS BIOLOGIQUES DE VIRUS DE HCV
Il existe deux types de marqueurs|[32]
» Les marqueurs directs
- Agde capside(AgC)
- ARN VHC
- Génotype VHC
- Profil de résistance
» Les marqueurs indirects

- Anticorps anti-VHC totaux
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1.1.1.3. LE VIRUS DE L’IMMUNODEFICIENCE (VIH)
Le responsable du sida est un rétrovirus de 0,lpm de diametre appartenant a la sous
famille des Lentiviridae|32|.
Le virus de I’'immunodéficience humain (VIH) est une maladie infectieuse épidémique,
due a un virus qui s’attaque et se transmet par une voie sexuelle, sanguine et périnatale
[33].
Il existe 2 types de VIH, le VIH-1 et le VIH-2, distincts par leur répartition
gcographique :
—le VIH-1, de loin le plus répandu, est présent dans le monde entier ;
—le VIH-2, plus rare, est essentiellement localis€ en Afrique de I'Ouest.
Les infections @ VIH-1 et a VIH-2 n'ont pas la méme virulence ni la méme
Sensibilité :
Le VIH-1 est plus virulent que le VIH-2 car il se multiplie plus rapidement : il se
transmet plus facilement, la durée d'incubation de l'infection est plus courte et, en

['absence de traitement, I'infection évolue plus vite vers le stade SIDA[34-35-36].

VIH-1 et VIH-2 .Chacun est caractérise€ par sa répartition géographique et par son
organisation génétique. Ils appartiennent a la famille des rétrovirus [37].
L’infection par le VIH est généralement facile a diagnostiquer une simple analyse
sanguine permet de détecter la présence d’anticorps anti VIH, cette analyse est
géneralement tres sensible sauf les premieres semaines suivant I’infection, les résultats

peuvent €tre négatifs méme en présence d’une infection réelle [38].

a. EPIDEMIOLOGIE
Il a été estimé que depuis la découverte du SIDA au début des années 80, le VIH a causé
la mort de plus de 25 millions d’individus de partout a travers le monde, dans le monde
34 millions de personnes ont étaient touchés par le VIH, la majorit¢ de ces malades
vivent dans les pays a revenu faible ou intermédiaire|38).
En Algérie selon les dernieres statistique de I’institut Pasteur d’Algeérie, une
prévalence de 0,1% a été enregistrée, Soit 6615 personnes atteintes du SIDA, dont 1234

cas de SIDA, et 5381 séropositifs enregistrés a la période allant de 1985 jusqu’au 30
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septembre 2011. Ces chiffres sont contestés par plusieurs associations. D’apres eux, ces

chiffres semblent €tre loin de la réalité du terrain|40].

b. DESCRIPTION DU VIRUS DU SIDA
b.1. Structure
Le VIH est un virus a ARN, il comprend des principales parties :
e Une enveloppe externe
Constituée d’une double couche lipidique dans laquelle sont fixées deux
glycoprot€ines :

» Glycoprotéine 120 (gp 120)

Prot€éine membranaire portée par la membrane du virion, elle intervient en
particulier dans la fixation du virus du SIDA aux lymphocytes T CD,, elle est capable de
se fixer aux récepteurs de ces cellule (fixation sur d’autres récepteurs, tels que la CCR-5
ou CXCR-4).

» Glycoprotéine 41 (gp 41)

Protéine transmembranaire travers la membrane du virion, elle intervient en
particulier dans la fusion la membrane du virus du SIDA aux lymphocytes T4 infecte,
elle est capable de s’insérer dans la membrane du lymphocyte apres la fixation de gp120
au récepteur CD4.

e (Capside extérieur « matrice »

Coque prote€iques de répétition d’une sous unité protéique (pl7 gag). Elle permet de
protéger le matériel génétique du virus. P17 est issue de la protéolyse d’un précurseur
protéique virale (gag p55) par une protéase virale. P17 est associ€¢ a la membrane du
virion.

e Capside intérieur « capside »

Coque proteéiques de répétition d’une sous unité protéique (p24 gag). Elle permet de
protéger le matériel génétique du virus. P24 est issue de la protéolyse d’un précurseur
protéique (gag pS5) par une protéase virale. P24 est associ€ a la par une protéase virale.

i Le VIH possede la particularité de disposer de deux capsides. Elle formée de p24

est la plus interne, et elle formée de p17 gag externe [41].
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b.2. Le génome du VIH
llest composé un ARN simple brin présent en double exemplaire. Cet ARN est
rétrotranscrit en ADN¢dans le cytoplasme de la cellule hote.
En plus des molécules d’ARN sont localisés trois enzymes essentiels :

X Transcriptase inverse : ADN polymérase qui permet la synthese de I’ADNdouble

brin, correspond a I’ARN virale.

X Intégrase : qui est nécessaire pour |'intégration de la forme ADN du génome du
VIH dans I’ADN nucléaire des cellules hote.

X Protéase : qui intervient plus tard dans le cycle d’existence du virus, elle constitue

comme la RT une cible thérapeutique pour les médicaments de I’infection du

VIH[42].
pal
Glycoprotéine transmembranaire
gp120

Enveloppe 62':%23.‘2.'1“

lipidique,

P ARN
protéase, » génomique
peptides

Transcriptase inverse

Figure 9 : Structure du virus d’immunodéficience humain (toony.2010).
% Corécepteurs du VIH
Le récepteur CD 4 seul est insuffisant pour une pénétration du VIH dans la cellule.
Des corécepteurs sont nécessaires. Parmi ceux-ci, on peut citer deux protéines
transmembranaires :
® CXCR-4 : exprimé par lymphocyte T.

® CCR-5 : exprimé par les macrophages.
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Ces corécepteurs ne sont pas des protéines spécifiques des lymphocytes T4 : de
nombreuses autres cellules les possédent. Toutes les souches de VIH n'utilisent pas le

méme corecepteur. Il existe aussi d'autres corécepteurs possibles... |43-44].

¢. Cycle d’infection du VIH

VIH est capable d’infection divers cellules du corps humain. Il s’agit en particulier
des cellules du systéme immunitaire telles les lymphocytes T4.

% Attachement

La protéine virale gp 120 portée par la membrane du VIH est capable de se lier
speécifiquement a la récepteur CD4 portée par la membrane des lymphocytes T4.Cette
association permet la fixation du VIH a ces cellules.
En plus de CD4 une autre protéine lymphocytaire intervient : il s’agit d’un corécepteur
(CXCR40ou CCRYS).

%+ Pénétration

Une fois la VIH fixé a la membrane du lymphocyte la protéine virale gp41 peut
s'insérer dans la membrane lymphocytaire. Elle permet alors une fusion des 2
membranes.

Le virus entouré de ses 2 capsides protéiques (mais sans sa membrane) peut alors

penétrer dans le cytoplasme du lymphocyte. Il va ensuite de débarrasser de ses capsides.

— ~ =g boucles variable:
~3 3 KdP la gpl20

Cellule

Figure 10 : Les étapes de pénétration deVIH a la cellule(Sano, 2007).

% Décapsidation
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La dissociation des 2 capsides permet de libérer I’ARN virale dans le cytoplasme du
lymphocyte T4. Pour pouvoir d’exprimer le génome du VIH doit alors étre rétrotranscrit

en ADN double brin.

% Réplication

Chaque ARN virale est associ€¢ a une transcriptase inverse. Cette enzyme est capable
de synthétiser tout d’abord un brin d’ADN de I’ARN virale.
Puis elle synthétise le brin complémentaire d’ADN pour aboutir a un ADN double brin.

Cet ADN peut ensuite pénétrer dans le noyau ou il se circularise.

** Intécration et transcription

Une fois dans le noyau de la cellule infectée ’ADN du virus du SIDA s’integre a
I’ADN de cette cellule. L’information génétique du VIH peut alors s’exprimer en
utilisant pour cela la machinerie du lymphocyte.

L’ADN virale est tout d’abord transcrit en ARN grace a une ARN polymérase du
lymphocyte (il y a en fait plusieurs ARN synthétis€s) cet ARN va ensuite quitter le noyau

pour €tre traduit.

% Traduction

Les ARN,, du VIH subissent des maturations complexes. A la suite de celle-ci, ils
sont traduits en différents précurseurs protéique. Grace a I’action de protéase (cellulaire
et virale).ces précurseurs sont clivés pour former les différentes protéines constitues du

VIH. Il est maintenant possible d’assembler le virion.

% Assemblage

L’ARN viral est associé aux protéines virales : I’ensemble permet de reformer un
virus en capside.
Les protéines virales membranaires du virus sont le plus intégrées a la membrane de la

cellule lymphocytaire. Tout est prét pour le bourgeonnement.

¢ Bourgeonnement
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Les nouveaux virions sont produits par le bourgeonnement : les 2 capsides contenant
le matériel génétique et quelques protéines s’associent a un fragment de membrane
plasmatique qui contient les protéines membranaire virales. Un tel mode de libération des

nouveaux virus permet de conserver la cellule infectée.

% Libération
La machinerie cellulaire du lymphocyte infecté a été détournée par le virus : grace a
elle, il a pu se répliquer. Milieu extracellulaire (sang, lymphe ...) suite au

bourgeonnement. Ils peuvent se fixer sur de nouvelle cellule [45-46-47-48-49-50].
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Figurell : Cycle de réplication du VIH (Sano, 2007).
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d. Les différents marqueurs biologiques de virus HIV
L’infection a VIH peut étre mise en €vidence soit par la découverte dans le sang
d’anticorps, soit par la recherche du virus, lui-méme ou encore de certains genes viraux.
Les marqueurs biologiques recherchés en pratique courante a partir d’un prélevement
sanguin sont [51]:
v Marqueurs directs
- I’ARN du VIH (ARN-VIH), recherché par des techniques de biologie
moléculaire.
v" Marqueurs indirects, ou sérologiques
- Les anticorps anti-VIH-1 et VIH-2.
- L’antigene p24 (Ag p24)
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1.1.1.4. SYPHILIS

Phylum spirochaetes
Classe spirochétes
Ordre spirochaetales
Famille treponematose
Genre freponema
Espéce T.pallidum

La syphilis est une infection sexuellement transmissible contagieuse, elle est due a une

bactérie : Treponema pallidum|52-53-54|.

La syphilis primaire est caractérisée par des boutons rouges et des ulcéres non
douloureux dans la région anale). La syphilis secondaire est caractérisée par de la fievre,
une fatigue, des maux de téte, des rougeurs et €ruptions cutanées, ainsi qu'une
inflammation des ganglions. Enfin, les symptomes de la syphilis tertiaire sont une
inflammation de l'aorte, un anévrisme ou une sténose aortique, des céphalées, des

vertiges et une modification de la personnalité...)|55].

a. Description du la syphilis
a.l. Morphologie
Treponema pallidumest 1’agent responsable de la syphilis, c’est une bactérie mobile de
forme hélicoidale, mesurant de 8 a 15 micrometres de long pour 0,2 micrometres de
diameétre.

Elle appartient a la famille des Spirochetes dont le seul hote connu est I’Homme.
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Figure 12 : Morphologie du treponema pallidum agent de la syphilis(Gavin E, 2006).

Treponema pallidum est une bactérie non cultivable dans un milieu artificiel, et ne se
colore pas bien par des colorants habituels (le bleu de Mytilene, la fuschine...), mais on
I’observe habituellement a I’état frais au microscope a fond noir, ou aprés coloration

spéciale (immunofluorescence, imprégnation argentique)|56].
Structure

Treponema pallidum a une structure complexe. Quatre groupes d'antigénes ont été mis

en évidence :

A Le cardiolipide ou hapténe lipidique de Wasserman:C'est un phosphatidyl-
glycérol commun a tous les tréponemes et présent dans les tissus animaux.
Associ€ a des protéines du tréponeme, cette hapténe devient antigénique et suscite

la formation d'anticorps appelés réagines.

X Un antigéne protéique spécifique de groupe: Il est extrait du tréponéme de

Reiter et peut €tre utilis€ en réaction de fixation du complément.

X Un antigéne polyosidique d'enveloppe: Il est spécifique de Treponema

pallidumet suscite la formation d'anticorps décelables par immunofluorescence.

& Des antigénes du corps tréponémiques: Leur nature est mal connue. Ils suscitent

la formation d'anticorps tres spécifiques de Treponema pallidum|56|.

b. Epidémiologie
La syphilis est devenue un probleme de santé publique dans plusieurs pays du
monde. Selon I’organisation mondiale de la santé ; 12 millions de nouveaux cas de
syphilis peuvent étre recensés chaque année dans le monde. En Amérique latine,
I’incidence de la maladie est de 3 millions par an.L’Asie du sud-est et I’ Afrique sub-

saharienne on note un fort accroissement estime a 4 millions de cas par an [56-57].
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c¢. Mode de transmission
Il est essentiellement sexuel car le germe est tres fragile a l'extérieur: a partir des

chancres plus ou apparents les Tréponemes sont libérés et passent au travers de la
muqueuse du partenaire (anale, génitale ou buccale et méme la peau dans le cas de la
roséole avec des l€sions muqueuses €rosives)|58]. Donc la syphilis se transmet par des
rapports sexuels non prot€gés, par voie sanguine et par voie transplacentaire pendant la
grossesse, de la mere a I'enfant|57].

d. Les différents marqueurs biologiques de la syphilis
La syphilis est une maladie causée Par le spirochete 7".pallium entraine la production
d’anticorps de spécificités distinctes :

v Anticorps non spécifiques anti lipidiques : ce sont des anticorps assimilés a des
réagines qui sont dirigées contre des composes tissulaires a la suite des I€sions
provoqueées par la bactérie. Rechercher par les tests suivants :

® VDRL
® Rapid Plasma Reagin test (RPR)
@ test de Bordet et Wassermann

v' Anticorps anti-tréponemique spécifique : ces anticorps sont détectés en utilisant
la souche de 7. Pallidum comme antigene ; plusieurs méthodes de sensibilité plus
au moins €quivalentes sont utilis€ées au laboratoire pour les détecter et les
quantifier par :

® TPHA
@® Fluorescent Treponemal Antibody Absorption Test (FTA abs)
® Treponema Pallidum Particle Agglutination (TPPA)[59].
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Chapitre 3 Diagnostic

1. DIAGNOSTIC
En 2015 les diagnostics au CTS Sidi Mabrouk Constantinereposent sur le dépistage des
agents infectieux grace a la recherche d’anticorps ou d’antigene. [54].
Les recommandations du Ministere de la Santé et I’Agence National du Sang exigent la
recherche systématique de :

% I’hépatite B I’antigéne HBs (Ag HBs).

% I’hépatite C les anticorps anti-VHC.

% Pinfection a VIH les anticorps anti-VIH 1 et VIH 2.

%+ la syphilis les anticorps anti-tréponémiques.

1.1. LE MARQUEUR DE L’HBV
Au niveau de laboratoire d’analyse on utilise le marqueur Ag HBs pour le diagnostic

du HBV.

1.1.1. L’antigéne HBs
Antigene HBs trouvé principalement dans le sang de malades atteints de I'hépatite B. Il
correspond a I’antigéne de surface du virus de I"hépatite B.
Il constitue actuellement le marqueur sérologique le plus couramment utilisé pour le
diagnostic des infections aigues et chroniques dues au virus de I’hépatite B et pour

ledépistage des donneurs de sang et d’organes. [56-57].

1.1.2. LES CRITERES DE CHOIX
L’Ag HBs semble étre un bon marqueur non invasif prédictif d’une réponse virologique
soutenue. Il constitue également un bon reflet indirect du contenu intra-hépatique en
ADN viral et/ou de I’ ADN super enroul€ ce qui est important pour le suivi d’une hépatite
chronique B. Cependant, ces donn€es restent encore a €tre confirmées, sur des €tudes

plus larges, avant d’introduire ce test en diagnostic de routine.|58-59].

1.2. LE MARQUEUR DE L’HCV
Au niveau de laboratoire d’analyse on utilise le marqueur Anticorps anti- VHC totaux

pour le diagnostic du HCV.
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1.3. LE MARQUEUR DE L’HIV

Au niveau de laboratoire d’analyse on utilise le marqueur Anticorps anti-VIH-1etVIH-2

pour le diagnostic du HIV.

3.2 Mécanisme réactionnelle
Les tests immuno-enzymatique sont des techniques appliquées a la recherche
d’antigene ou d’anticorps dans le plasma ou le s€rum humain (donneur).
Il existe trois types de tests ELISA (direct, indirect et de type sandwich).
Aulaboratoire nous utilisant le test ELISA indirect.

Le test comporte des étapes principales :

® Fixation de ’antigéne

L’antigene connu, spécifique a I’anticorps recherché€, est incubé sur une plaque de
microtitration. L’antigeéne va se fixer de maniere €lectrostatique au fond des puits. Ils sont

ensuite laves pour enlever les antigenes non fixes.

¥ Fixation de ’anticorps

On incube notre échantillon a doser (sérum contenant I’anticorps), ainsi que nos
standards (solution contenant des concentrations connues d’anticorps). Les anticorps
spécifiques vont se fixer aux antigenes. Un lavage des puits est nécessaire pour enlever

les anticorps non fixés.

® Fixation de anticorps de détection

On incube ensuite un anticorps secondaire couplé a une peroxydase. C’est un anti IgG qui
va donc reconnaitre I’anticorps primaire. Un lavage des puits est nécessaire pour enlever
les anticorps secondaires non fixés.

® Révélation
On incube un substrat spécifique a I’enzyme qui, si la réaction est positive (présence de

I’anticorps recherch€), va étre transformé et induire une coloration bleue. L’intensité de
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la coloration est proportionnel a la quantité d’enzyme présente et donc a la concentration
d’anticorps recherchés. |60].
NB : L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d’enzyme présente et

donc a la concentration d’anticorps recherchés. Plus la coloration est bleue est plus le

patient présente d’anticorps. |60].

RabMAD coated Microwells

Figure 13 : méthode d’ELISA indirect

III. 4.LE MARQUEUR DE LA SYPHILIS

Au niveau de laboratoire d’analyse on utilise le marqueur Anticorps anti-tréponémique

pour le diagnostic du la syphilis.

4.1 Anticorps anti-tréponemique

Est constitué par un lysat de 7".pallium adsorbé sur des globules rouges ovins ou aviaires
(moutons ou dindes).

La souche utilisée est une souche gardée sur des testicules de lapin (souche Nichols). Le
lysat de la souche Nichols est adsorbé de préférence sur des globules rouges aviaire
préalablement tannés et formolés, ces hématies sensibilisées constituent dans la réaction

TPHA.[54].
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4.2Les critéres de choix

Dans le cadre de la qualification biologique des dons, le dépistage obligatoire des
anticorps anti-tréponémiques se fait par le TPHA uniquement, dans le but de prévenir une
éventuelle transmission de Treponema pallidum par les produits sanguins transfuses et

d’informer les donneurs dépistés.|61-62].

4.3La nature chimique

Est un phospholipide commun aux tréponemes et présent également dans de nombreux
organisme(bactéries, végetaux, animaux). Il a été suggéré que I’antigenecardiolipidique
dérive du génome de I’hote du Treponema pallidum, qui I’intégre a sa membrane dans

une configuration qui le rend antigénique.|54]

4.4Mécanisme réactionnelle

Les techniques d’agglutinations indirectespermettent la détection des antigenes ou des
anticorps connus sont fixés sur une particule qu’on dira sensibilisé€e, si la recherche d’un
anticorps, celui-ci en se liant aux antigenes fixés sur les particules, va provoquer la
formation une agglutination, on parlera d’hémagglutination quand la particule est une
hématie.|54]

Il y a deux tests réalisés avec chaque antigene en général : VDRL et TPHA

La technique utilisée au laboratoire est la TPHA (Treponema pallidum
HaemagglutinationAssay) est une réaction d’hémagglutination passive permettant de
mettre en évidence dans le s€rum du patient la présence ou non d’anticorps dirigés contre

I’antigene polysidique constituant de I’enveloppe spécifique de Treponema pallidum.|54)
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Réaction entre un sérum positif
et les hématies antigéne
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Figure 14 : mécanisme réactionnelled’hémagglutination.

II1. 5. Les protocoles utilisés au laboratoire pour le diagnostic des 4infections

Chaque laboratoire et chaque trousse (KIT) a la sa propre prospective qui respect mais

le principe reste le méme (la réaction anticorps-antigene).

5.1. LE DIAGNOSTIC DE L’HEPATITE B
1) Materiel
® Centrifugeuse de paillasse réglé a la vitesse de (2000Tours/minutes), adaptable
aux tubes a 5-10ml.(thermo,fréquence : 11175670)
® Réfrigérateur (J.Rselecta, fréquence :2101497)
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Diagnostic

Bain marie ou incubateur sec, pouvant €tre thermostaté a 37 °C (thermo made in
France, fréquence : 42741000)

Laveur (thermo made in France, fréquence : 5150770)

Spectrophotométries 340nm (thermo made in France, fréquence : 41290002)
Spectrophotométrie

la trousse (kit) d’ELISA (Ag HBs, anti HCV, anti HIV-1et 2).

Micropipette réglable: monoclonal (20-100pul et 200-1000ul) et multicanaux
(8canaux de 20-100ul)

Les embouts jaunes (0-100ul)

Les embouts bleus (100-1000ul)

Portoir pour des tubes de 5-10ml

Conteneur pour déchets

Gants en latex

Gaze hydrophile

désinfectant : eau de javel

Papier absorbant

2) Réactifs

Sérum Controle négatif

Protéine

stabilis€ tampon test€ ne reéagit pas avecles antigenes du HBV

Stable pendant un mois a 2-8°C.

Sérum de controle positif

Sérum humain constitue antigene HBs dilué¢.

Stable pendant un mois a 2:8°C

Diluant des échantillons

Protéine

qui stabilisé le tampon de caséine et de solution de saccharose

Stable pendant un mois a 2-8°C.
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HRP réactif conjugué
Des Anticorps anti- IgG lyophilisées et marqués a la peroxydase
Stable pendant une semaine a la température ambiante ou pendant deux semaines a 2-
8°C.

Chromogéne solution A
Solution de peroxyde d'urée

Stable pendant un mois a 2-8 ° C.

Chromogéne solution B
Solution de TMB (Tétraméthyl benzidine dissous dans de l'acide citrique)

Stable pendant un mois a 2-8 ° C.

Une solution d'arrét

Une solution d'acide sulfurique dilué (2,0 M)

o Avant utilisation les réactifs attendre 30 minutes pour s'équilibrer a la

température ambiante (18-30°C).

3) Méthodes
- Préparer le nombre des barattes nécessaires (selon le nombre d’échantillon)
e 3 puits pour le contrdle négatif,
e Ipuits pour le contrdle positif

e | pour le blanc.
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- Déposer 50 pul de contrdle négatif et de controle
positif et I'échantillon dans leurs puits respectifs.

- ajouter 50 pul le conjugué HRP a chaque puits, sauf
le blanc.

- Meélanger en tapotant doucement la plaque.

- Couvrir la plaque et incuber pendant 60
minutes a 37 °C, dans un incubateur sec
thermostat pour assurer la stabilité et

I'humidité la température.

- Apres I'incubation sortir la plaque,
puis laver cinq fois chaque puits

avec la solution de lavage dilué.

- Délivrer 50 ul de chromogene A et B dans
chaque puits, y compris le blanc.

- mélanger en tapotant la plaque doucement.

- Incuber la plaque pendant 15 min a 37 °C, en
évitant la lumiere de la réaction enzymatique

entre les solutions de chromogenes A /B qui

produit la couleur bleu dans le contrdle

positif.
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- Apres I'incubation, ajouter 50 upl de solution d'arrét
dans chaque puits qui produit la couleur jaune dans le
controle positif

- mélanger en tapotant doucement la plaque.

- Cing minutes apres I’arrét de la réaction mesure et lire I’absorbance de la plaque a

450 nm.

Le contrdle qualité est vérifi€ et validé pour les résultats suivants :
% Si la DO de blanc qui contient uniquement le substrat (chromogéne A et B) et la
solution d’arrét, doit étre inférieur a 0.080 a 450 nm.

** Si la DO de contréle positif doit €tre supérieur ou égale a 0.800 a 450 nm.

** Sila DO de contrdle négatif doit €tre inférieur a 0.100 a 450 nm.

- Calculer la valeur de seuil (Vs) par la relation suivante :

Vé la moyenne de controles négatifs + 0.12 J

v" Sila Vs inférieur I’absorbance de I’échantillon qui signifie I’absence d’infection.
v' Si la Vs supérieur I’absorbance de I’échantillon qui signifie contamination
confirmer.

5.2 LE DIAGNOSTIC DE L’HEPATITE C

1) Matérielle méme

2) Réactif le méme sauf
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Sérum Controle négatif
Proté€ine stabilis€ tampon testé ne réagitpas avec les anticorps du HCV

Stable pendant un mois a 2-8%

Sérum de controéle positif
Sérum humain constitue Anticorps anti- VHC dilué.

Stable pendant un mois a 2-8%

3) Méthodes

Préparer le nombre des barattes nécessaires (selon le nombre d’échantillon)

e 3 puits pour le contréle négatif

e | puits pour le contrdle positif

e | pour le blanc
Déposer 100ul du diluant dans chaque puits exceptionnel le blanc.
Ajouter 10 pl de controle négatif et de controle positif et I'échantillon dans leurs
puits respectifs.
Mélanger en tapotant doucement la plaque.
Couvrir la plaque et incuber pendant 30 minutes a 37 °C, dans un incubateur sec

thermostat pour assurer la stabilit€ et ['humidité la température.

Aprés I’incubation sortir la plaque, puis laver cinq fois chaque puits avec la
solution de lavage dilué.

Ajouter 100 pl le conjugué HRP a chaque puits, sauf le blanc.
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- Couvrir la plaque et incuber pendant 30 minutes a 37 °C, dans un incubateur sec
thermostat pour assurer la stabilité et I'humidité la température.

- Apres I’incubation sortir la plaque, puis laver cinq fois chaque puits avec la
solution de lavage dilué.

- Délivrer 50 pul de chromogene A et B dans chaque puits, y compris le blanc.

- melanger en tapotant la plaque doucement.

- Incuber la plaque pendant 15 min a 37 °C, en évitant la lumiére de la réaction
enzymatique entre les solutions de chromogenes A / B qui produit la couleur bleu
dans le controle positif.

- Apres I’incubation, ajouter 50 pl de solution d'arrét dans chaque puits qui produit
la couleur jaune dans le contréle positif

- melanger en tapotant doucement la plaque.
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- Cinq minutes apres I’arrét de la réaction mesure et lire I’absorbance de la plaque a

450 nm.
Le controle qualité est vérifié et validé pour les résultats suivants:
+ Si la DO de blanc qui contient uniquement le substrat (chromogéne A et B) et la
solution d’arrét, doit étre inférieur a 0.080 a 450 nm.
+ Sila DO de controle positif doit étre supérieur ou égale a 0.800 a 450 nm.

+ Sila DO de controle négatif doit étre inférieur a 0.100 a 450 nm.

- Calculer la valeur de seuil (Vs) par la relation suivante :

( Vs = la moyenne de contréles négatifs + 0.12 )

v Si la Vs inférieur a la DO de I’échantillon cela signifie 1’absence
d’infection.

v" Si la Vs supérieur a la DO de I’échantillon cela signifie contamination
confirmer.

5.3 LE DIAGNOSTIC DE VIH

1) Mateériel le mémes

2) Réactifle méme sauf
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Sérum de Controle négatif
Sérum humain dilué et testé neréagit pas avec les anticorps anti —VIH.

Stable pendant un mois a 2-8°C.

Sérum-1 de contréle positif (VIH-1)
Anticorps anti- VIH dilu€ en prot€ines stabilisées tampon Stable pendant un mois

3 2-8°C.

Sérum-2 de contréle positif (VIH-2)
Anticorps anti- VIH dilu€ en prot€ines stabilisées tampon Stable pendant un mois

3 2-8°C.

3) Méthode
- Préparer le nombre des barattes nécessaires (selon le nombre d’échantillon)
e 3 puits pour le contrdle négatif
e | puits pour le contrdle positif
e | pour le blanc
- Déposer 100ul de controle négatif et de controle positif et 1'échantillon dans leurs
puits respectifs.
- Couvrir la plaque et incuber pendant 30 minutes a 37 © C, dans un incubateur sec
thermostat pour assurer la stabilit€ et ['humidité la température.
- Apres I’incubation sortir la plaque, puis laver cinq fois chaque puits avec la
solution de lavage dilué.
- Ajouter 100 pul HRP conjugué a chaque puits, sauf le blanc.
- Couvrir la plaque et incuber pendant 30 minutes a 37 °C, dans un incubateur sec
thermostat pour assurer la stabilit€ et ['humidité la température.
- Apres I’incubation sortir la plaque, puis laver cinq fois chaque puits avec la
solution de lavage dilué.
- Délivrer 50 ul de chromogene A et B dans chaque puits, y compris le blanc.

- melanger en tapotant la plaque doucement.

44



Chapitre 3 Diagnostic

- Incuber la plaque pendant 15 min a 37 °C, en évitant la lumiere de la réaction
enzymatique entre les solutions de chromogenes A / B qui produit la couleur bleu
dans le controle positif.

- Apres I'incubation, ajouter 50 pl de solution d'arrét dans chaque puits qui produit
la couleur jaune dans le contrdle positif

- melanger en tapotant doucement la plaque.

- Cinq minutes apres I’arrét de la réaction mesure et lire I’absorbance de la plaque a

450 nm.

Le contrdle qualité est vérifié et validé pour les résultats suivants:
% Si la DO de blanc qui contient uniquement le substrat (chromogéne A et B) et la
solution d’arrét, doit étre inférieur a 0.080 a 450 nm.
% Sila DO de contrdle positif doit étre supérieur ou égale a 0.800 a 450 nm.

% Sila DO de contrdle négatif doit étre inférieur a 0.100 a 450 nm.

- Calculer la valeur de seuil (Vs) par la relation suivante :

( Vs = la moyenne de contréles négatifs + 0.12 J
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v" Si la Vs inférieur a la DO de I’échantillon cela signifie absence d’infection.
v Si la Vs supérieur a la DO de I’échantillon cela signifie contamination

confirmer.

5.4 LE DIAGNOSTIC DE LA SYPHILIS
1) Matériels

® Centrifugeuse de paillasse réglé a la vitesse de (2000Tours/minutes),
adaptable aux tubes a 5-10ml.
Micropipette réglable: monoclonal (20-100pul)
Les embouts jaunes (0-100ul) pour micropipettes
Portoir pour des tubes de 5-10ml
Micro Plaque en U non fournie dans le kit
Conteneur pour déchets
Gants en latex
Gaze hydrophile

Désinfectant : eau de javel

Papier absorbant

2) Réactifs
Cellules Test
Heématies aviaires stabilisées et sensibilisées avec des antigenes T. pallidum

(Nichols), pH 7,2.

Cellules Controle

Suspension d’hématies aviaires stabilis€es, pH 7,2

Diluant Tampon phosphate
Extrait T.pallidum , pH 7,2

Controle positive

Sérum humain immunisé pré dilué au 1:20
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Controle négative

Sérum animal

NB : Les réactifs doivent étre conserveés a une température de +4°C.

3) Méthode
+» Chaque échantillon est préparé sur 3 puits de la microplaque :
o Dans le puits n°1 :
Diluer le sérum a tester au 1 :20 par :

- Déposer 190 ul de tampon de dilution.

- Ajouter 10pl de sérum a tester et mélanger.

¢ Déposer 25 ul de sérum dilué, le controle
négatif et de controle positif dans les

puits n°2 et n°3.

% Mélanger les flacons de cellules tests et cellules controles avant I’utilisation.

o Dans le puits n°2 :

Déposer 75 ul de cellules controles.
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o dans le puits n°3 :

Déposer 75 ul de cellules tests

» Agiter doucement la plaque pour

mélanger parfaitement les réactifs.

% Incuber 45 a 60 minutes a température ambiante, en évitant la lumiére, chauffage et
toute source de vibration.

¢ Faire la lecture a I’ceil nu.

RESULTATS DE HBV — HCV — HIV
Aprés une comparaison entre les cupules qui comportent des sérums du donneur avec

les réactifs des controles positifs et négatifs.

a) Résultats négatif

Pour les cupules ne possédant aucune coloration cela signifie I’absence antigéne HBs

(ou anticorps anti-HCV ou anticorps anti HIV-1 et 2).

L’absence de la couleur indique qui il n’y a pas une formation du complexe Ag-Ac et

donc le substrat ne réagira pas avec la peroxydase.
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b) Résultats positif

Pour les cupules possédant la couleur jaune identique a celle des réactifs de controles
positif cela signifie la présence antigene HBs (ou anticorps anti-HCV ou anticorps anti

HIV-1 et 2).

Cette couleur jaune résulte d’une réaction entre I’enzyme peroxydase et le substrat, la
réaction nécessite une formation précoce d’un complexe Ag-AC sur lequel le substrat se

joint au complexe et va réagir avec la peroxydase.
RESULTAT DE LA SYPHILIS

a) Résultat négatif
® une absence d’hémagglutination, est caractérisée par une sédimentation des
hématies au fond du tube, en donnant un aspect de bouton rouge, présentant

quelque fois une zone claire au centre.

b) Résultat positif
® Une forte hémagglutination apparait comme un voile lisse, diffus, de cellule au
fond de la cupule.
® Une hémagglutination moins forte est caractérisée par un voile moins diffus et
entoure par un cercle de globules rouges. Cet aspect peut €tre considéré comme

douteux.

CONDUITE A TENIR

a) Résultats négatif
Le sang dont la sérologie est négatif (I’absence d’antigene HBs, anticorps anti-HCV et
anticorps anti HIV-1 et 2 et anticorps anti-tréponemique). Donc on peut entamer la

production des PSL (préparation conditionnement distribution).

b) Résultats positif
- Pour le malade: prise en charge médicale et psychologique et orienté¢ vers les

services specialises.
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- Pour le sang infecté (sérologie), ce dernier est incinéré grace a un appareil utilisé

pour la destruction des déchets hospitaliers (déchets d’activité de sang)

Remarque :
Elisa C’est une méthode simple, sensible, spécifique, rapide, destinée au dépistage des
grandes series de prélevements. L’existence de quelques rares faux positifs, tout résultat

positif devra étre confirmé par répétition de méthode 3 fois.
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1. STRATEGIE DE PREPARATION ET D’UTILISATION DES PRODUITS
SANGUINS LABILES (PSL)

1.1. OBJECTIF
Les PSL sont des produits préparés a partir de sang de donneurs bénévoles.
Ses produitssont les globules rouges, le plasma frais congelé€, les plaquettes et beaucoup
plus rarement les globules blancs. Ils sont rigoureusement contrdlés et répondent a des
normes obligatoires de sécurité et de qualité : information et sélection des donneurs, tests
de dépistage obligatoires sur chaque don, régles pour garantir la qualité sur toute la

chaine depuis le donneur jusqu'au receveur[63].

1.2. LE DONNEUR
Les ressources humaines sont I’élément le plus précieux dans I’organisation de la
transfusion sanguine et en particulier les donneurs bénévoles réguliers.

- Les personnes volontaires se présentent spontanément pour donner leur sang.

- Systématiquement chaque donneur doit avoir une consultation avec un médecin du

service|64].

1.2.1. INTERROGATOIRE ET EXAMEN CLINIQUE DU DONNEUR ET
LES CRITERES D’EXCLUSION

v" Prévention d’une mauvaise tolérance liée au volume prélevé.

v" Poids corporel inférieur a 50 kg (pour un don de sang total, le volume prélevé

doit €treinférieur a 13% du volume sanguin total). Pression artérielle systolique

inférieur a 110 mm Hg ou supérieur ou €gale a 160mmHgPression artérielle

diastolique supérieure ou égale a 100mmHgFréquence cardiaque inférieure a

50 pulsations /min ou supérieure a 100pulsations/minute.

L’age de donneur supérieure a 70 ans

Coloration cutanéo-muqueuse

En cas de grossesse, allaitement, menstruation

Notion d’amaigrissement

L T T T

En cas d’acte chirurgical : subi ou prévu

49



Chapitre 4 Stratégie de préparation et d’utilisation des produits sanguins labiles(PSL)

En cas de maladie cardio-vasculaire
En cas de maladie neurologique et infectieuse.

En cas de prise de médicamentstels que: aspirine, antibiotiques.

L . T

Controle sanitaire des voyageurs de retour d’une zone reconnus endémique
pour I’'une de ces maladies.

v Dans les cas ou le personne a un tatouage, scarification, pergage de la peau,
toxicomane par voie intra veineuse.

v" Les personnes droguées|65].

1.2.2. PRELEVEMENT
Les prélevements de sang se fait par une ponction veineuse aux niveaux de la veine
centrale sur le bras gauche ou droite, a la fin de prélevement le sang préleveée passe
directement dans des poches de 500 ml. Un €chantillon du ce sang prélevée (10ml)

pour subir des analyse (groupage et s€rologie).

Tout prélevement biologique doit étre effectu€ dans un lieu :
- Permettant de préserver la confidentialité
- Permettant d’assurer le confort du donneur

- Disposant d’un point d’eau|65].

1.2.3. CONDITION DU PRELEVEMENT

= Le prélevement doit €tre réalisé avec du matériel stérile a usage unique.

* Identité¢ du donneur de sang (nom, prénom, sexe, date et lieu de naissance, adresse
personnelle, N téléphone)

* Le volume maximal prélevé a chaque don est de 08 ml/Kg sans dépasser un
volume total de S00 ml.

* La fréquence des dons de sang total ne doit pas €tre supérieure a 5 fois par an pour
les hommes et 3 fois par an pour les femmes.

® Toutefois entre soixante et soixante-cing ans, le nombre de prélevements annuels
chez les hommes et chez les femmes ne peut €tre sup€rieur a trois.

® L’intervalle entre deux dons est au moins €gale a 8 semaines.
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Chaque prélevement est obligatoirement précédé d’un examen meédical du
donneur comportant un entretien et un examen clinique sommaire :

- Appréciation de I’état général.

- Mesure de la tension artérielle et de la masse corporelle du donneur.
Au cours du prélevement de sang total, il est indispensable de vérifier a
intervalles réguliers, le débit, d’agiter la poche et d’en controler la masse.
La durée maximale du prélevement ne doit pas étre supérieure a 10 minutes.
En cas de prélevement d’une durée supérieure a 10 min, il ne doit aucun cas
servir a préparer un concentré plaquettaire.
Le prélevement des tubes €chantillons se fait a partir du bras du donneur. Ils ne
doivent pas €tre étiquetés avant le prélevement mais pendant le déroulement de
celui-ci.
Apres le prélevement, le donneur doit rester sous surveillance pendant 10 min
minimum.
Une unité de sang de 500 ml peut étre prélevée chaque semaine au cours des 35
jours précédant I’intervention. La derniére unité est prélevée 72 heures avant
I’intervention permettant ainsi d’obtenir un maximum de 05 unités de sang

autologue [65].

1.2.4. MATERIEL DE PRELEVEMENT
e Qarrot.
e Aiguilles a usage unique obligatoire.
e Solution antiseptique (alcool chirurgicale).
e Poche a sang.
e Tubes secs sansanticoagulant.
e Agitateurs pour poche a sang (pour é€viter la création des caillots si le sang
n'est pas bien melange avec l'anticoagulant.
e (Clampeuse électrique ou pince et clips.
e Coton.
e Pansements.

e Conteneur pour déchets.
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Nb : les poches a sang est une poche en plastique stérile, double ou triple a usage
unique, contenant une solution anticoagulante et de conservation Citrate Phosphate

Dextrose Adénine (CPDA).

Cette solution contient habituellement du :

Citrate de sodium : Se lie aux ions calcium dans le sang par échangeavec le sel de
sodium, ce qui empéche le sang de coaguler.

Phosphate : Soutient le métabolisme des globules rouges pendant le stockage de fagon
qu’ils libérent facilement leur oxygene au niveau des tissus.

Dextrose :Préserve la paroi des globules rouges pour augmenter la durée de conservation.
Adénine : Apporte une source d’énergie  (Fonctions de la solution anticoagulante et

deconservation ajoutée dans lespoches de sang)|65].

Figure 15 : prélévement du sang total

1.2.5. METHODE DU PRELEVEMENT

Une fois arrivé a |’établissement de transfusion sanguine, le donneur passe a la
consultation médicale. Le donneur de sang déclare apte pour le don de sang, se présente
au prélevement muni d’une fiche d’identification et d’étiquette adhésives portant le
méme numéro que la fiche d’identification.
Pendant le prélevement il faut respecter les étapes suivantes :

% Retirer les poches de I’emballage et vérifier la qualité du contenant et du

contenu.

% Vérifier I’identité du donneur.
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% Apposer les étiquettes autocollantes sur chaque poche et chaque tube pilote
au moment du prélevement.

% Placer le garrot au-dessus du pli du coude.

% Aseptiser la peau au niveau du pli du coude (alcool a 90°) en s’assurant de
I’absence de lésion ou de mycose a ce niveau.

% Clamper la tubulure avec une pince Kocher juste au-dessus de I’aiguille
pour éviter I’entrée d’air.

% Dégainer I’aiguille et piquer franchement la veine au niveau de I’avant-
bras/pli du coude.

% Le volume maximal prélevé a chaque don est de 08 ml/Kg sans dépasser un
volume total de 500 ml.

% Enlever le clip et lisser couler le sang dans la poche placée sur un agitateur
a la main jusqu’a son remplissage.

% Prendre une pince a bord plats et stripper la tubulure sur 10cm environ en
remontant du nceud (vers I’aiguille) pour libérer la poche.

% A partir de la tubulure strippée remplir les tubes pilotes.

% Enlever le garrot.

% Retirer I’aiguille de la veine en appliquant un tampon de couton sur le point
de piqure.

**  Agiter par plusieurs retournements le tube contenant I’anticoagulant.

**  Poser un bandage sur le bras.

% Récupérer la poche et placer a + 4°C.

* Récupérer et adresser les tubes pilotes respectivement en immuno-
hématologie pour le prélevement sur anticoagulant et en se€rologie pour le
prélevement sur tube sec.

% Enregistrer le n° de ce don sur le registre en apposant a coté 1’étiquette
correspondante.

% Enregistrer ce don sur une liasse composée de plusieurs folios et qui
circulera entre les unités de validation, I"unité de distribution et le secrétariat des
donneurs [54].

1.2.6. IDENTIFICATION DES PRELEVEMENTS

53



Chapitre 4 Stratégie de préparation et d’utilisation des produits sanguins labiles(PSL)

L’identification des prélevements se fait par I’apposition d’€tiquette mentionnant le
numéro du don en clair et assurant I’identification du donneur ou du patient. Elle doit
permettre une lecture facile.

L’identification doit étre réalisée par la personne effectuant le prélevement
immédiatement sur la poche et les tubes €chantillons correspondants en verifiant cette

identité aupres du donneur|54].

1.2.7. ACHEMINEMENT ET CONTROLE DES TUBES ECHANTILLONS
AVANT ANALYSE

Les tubes doivent étre bouchés hermétiquement et déposés en position verticale dans des
portoirs appropriés régulierement nettoyés et désinfectes.
Les portoirs sont accompagnés d’un document mentionnant le nombre de tubes
d’échantillons a soumettre aux analyses. Ce nombre doit correspondre au nombre de
donneurs préleves.
La température de conservation des échantillons pendant le transport doit étre respecté

(entre 2—l0°C)[54].

1.2.8. CENTRIFUGATION
- Lacentrifugation doit étre effectuée avec les tubes bouchés.
- Les conditions de centrifugation doivent tre définies :
v' Vitesse moyenne : 2000 tr/ min
v" Temps : au moins 10 min
v" Température moyenne 22 °C
- L’ouverture des tubes doit étre effectuée en respectant les conditions d’hygiene et
de sécurité du personnel
- Les bouchons ne doivent pas étre réutilisés et seront éliminés dans des conteneurs
adaptes.
- Toutes les analyses doivent étre faites a partir du tube primaire dans les six heures
qui suivent le prélevement si ce délai est dépassé transférer le s€rum dans un ou
plusieurs autres tubes correctement €tiquetés.

- Les €chantillons hémolysés et hyperlipémiques doivent €tre éliminés|54).
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1.2.9. CONDITIONS DE CONSERVATION

=  Avant analvse

- Les analyses doivent étre effectuées le plus rapidement possible apres le
prélevement.

- Lorsque I’analyse est différée d’une demi-journée la conservation des échantillons
doit étre faite a une température comprise entre 2-8°C.

- lls seront remis a une température ambiante avant analyse.

- Les analyses doivent étre effectuées dans un délai maximal de quatre jours apres le
prélevement.

= Apres analyse

- Apres réalisation des analyses les tubes doivent €tre conserves a une température
comprise entre 2-8°C durant un temps de quatre jours en moyenne.

- L’idéal est de pouvoir conserver tous les €chantillons (positifs ou négatifs)
pendant une durée indéterminée.

- Les €chantillons positifs seront correctement bouchés et placés dans conteneur
solide en vue de leurs incinérations.

- Les échantillons douteux seront conservés a 4°C pour le culot de globule rouge et

—800Cp0ur plasma frais congelé|54].

1.2.10. DEVENIR DE LA POCHE DE SANG TOTALE
Contréler que la poche de sang a utiliser est bien celle qui est destinée au patient
(compatibilité donneur - receveur).
Pour les poches conservées au réfrigérateur, controler toujours la date de péremption. La
durée de conservation est de 35 jours sans le citrate phosphate dextroseet les poches avec
CPD (citrate phosphate dextrose) comme anticoagulant la durée de conservation est de 42

jours|66].

1.3. GROUPAGE
Il existe deux techniques couramment utilisées pour déterminer les groupes sanguins.

1°" méthode :BETH-VINCENT
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L’étude des hématies qui consiste a rechercher les antigénes érythrocytaires A et B avec

les réactifs : anti A, anti B et anti A+B|71].

2°™ méthode :SIMONIN
L’étude de plasma qui consiste a rechercher des anticorps anti A et anti B avec des
hématies tests Al, A2 et B ; en cas de nécessite, cette €tude peut se faire a partir du

sérum|65].

Sang 4 tester + sérums Sérum du Sang @ tester + hématies
cellules cellules | cellules
Anti A l Anti B l Anti AB A 8 o
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Figure 16 : Techniques utilisées pour la détermination desgroupes sanguins
Le systtme ABO avec les différentes possibilités d’utilisation des différents groupes
sanguin.
v Le groupe O peut recevoir du sang de groupe O uniquement
v Le groupe A peut recevoir du sang de groupe O et A
v Le groupe B peut recevoir du sang de groupe O et B
v" Le groupe AB peut recevoir du sang de groupe O, A, B et AB [65].
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Figure 17 : Schéma résume les différentes regles du systeme ABO

1.4. PREPARATION DES PRODUITS SANGUINS LABILES
Les méthodes de préparation des produits sanguins labiles issus d’un prélevement de

sang total.
1.4.1. CULOT DE GLOBULE ROUGE

Neécessite un €quipement spécial (centrifuges, extracteurs de plasma,...) afin de soustraire
le plasma du sang total. Son volume est de plus ou moins 200 ml. I1 suffit simplement de
maintenir la poche en position verticale pendant 24 heures au frigo pour permettre aux
¢léments figurés de sédimenter au bas de la poche, puis soustraire le plasma surnageant.
On peut €galement a la banque de sang conserver la poche de sang suspendue par sa
base, puis, en €vitant soigneusement de mélanger les composants sanguins ainsi s€pares,
transfuser le contenu de la poche jusqu’a ce que le plasma arrive dans la chambre du

goutte a goutte de la tubulure de transfusion [67].

La conservation de culot de globule rouge nécessite une température comprise entre 2 -
8°C et cela pendant 35 jours au maximum si I’on dispose des poches multiples avec
appendice pour I’adénine. Au cas ou I’on n’en dispose pas, il suffirait lors de I’extraction
du plasma de prendre soins de garder environ 50 ml de plasma dans la poche pour
pouvoir assurer une conservation de 35 jours.

- Toujours respecter les regles de compatibilit¢ ABO entre le donneur et le receveur[67].
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Figure 18 : Séparation du globule rouge

1.4.2. PLAQUETTES

Les plaquettes sont obtenues par centrifugation (2000tr/10min) du plasma. Apres la
séparation du plasma et des plaquettes. Ces derniers sont agit€s en permanence au moyen
d’un agitateur spécial dans une piece.

Les plaquettes doivent €tre maintenues a une tempeérature comprise entre 20-22 °C sous
agitation afin de maintenir la fonction plaquettaire. En raison du risque de prolifération
bactérienne, la durée de stockage est limitée a 3 ou 5 jours, selon le type de poche de
sang utilis¢|68).

Les plaquettes ne peuvent €tre préparées qu’a partir d’un sang compatible avec celui du

receveur, dépourvu de toute infection[67].

Figure 19 :Centrifugation du plasma

1.4.3. PLASMA
Le plasma est un sous-produit de la préparation des concentrés érythrocytaires. Le plasma
perd les facteurs de coagulation (VIII et I1X).Si la préparation a été faite plus de six heures
apres le prélevement.
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La conservation se fait :
- soit par réfrigération entre 2 - 8°C pendant 35 jours au maximum faisant suite au
prélevement (systeme ferme)

- soit le mieux par congélation a -80°C pendant un an|[67].

e Plasma frais congelé
Le plasma frais congelé (PFC) est du plasma qui a €t¢ provient d'un prélevement par
aphérése ou par centrifugation du sang total et qui a été congelé rapidement dans les 24
heures suivant le prélevement et maintenu en permanence a-80°C[69].
Une unité de sang total fournit environ 250 ml de plasma. Il contient tous les facteurs y

compris les facteurs VIII et IX]67].

Figure 20 : Plasma frais congelé

1.5. UTILISATION DE PRODUITS SANGUINES LABILES
Les plus grands consommateurs des PSL en Algérie sont les services de chirurgie qui
utilisent 15.8% de I’ensemble des produits sanguins labiles distribués en Algérie suivis
des services d’hématologie (15.3%) et des urgences médicochirurgicales (13.2%)
Les services de pédiatrie de médecine interne et de gynécologie obstétrique ont des
consommations sensiblement similaires avoisinant les 13%
Les services d’hémodialyserestentaussi des grands consommateurs des PSL (9% des

PSL distribuées)|70].

1.5.1. CULOT DE GLOBULE ROUGE
Dans toute transfusion de globules rouges, il doit y avoir compatibilit¢ ABO entre les

globules rouges du donneur et le plasma du receveur.

59



Chapitre 4 Stratégie de préparation et d’utilisation des produits sanguins labiles(PSL)

La plupart des transfusions sont réalisées chez des prématurés dans un €tat grave :
- Pour remplacer le volume de sang préleve pour les analyses.
- Pour traiter I’hypotension et I’hypo volémie.
- Pour traiter les effets combinés de I'anémie due a la prématurité et des

pertes de sang dues aux prélévements.

Les concentrés de globules rouges sont indiqués dans le traitement de 1’anémie, qu’elle
soit d'origine meédicale, chirurgicale ou obstétricale, lorsqu’elle entraine un défaut

d’oxygénation des organes risquant de provoquer des dommages irréversibles.

Il est indispensable que la température maximale de stockage ne dépasse pas 8 °C afin de
réduire au minimum le développement de toute contamination bactérienne dans I’unité de
sang.

Les globules rouges doivent €tre perfusés dans les 30 minutes qui suivent leur sortie du

réfrigérateur|71].

1.5.2. PLAQUETTES
On utilise les plaquettes lors des certains pathologies (leucémie, aplasie médullaire...) ou
de traitements lourds empéchant la fabrication de cellules sanguines par la moelle
osseuse (chimiothérapie, radiothérapie...).
La transfusion réguliere de plaquettes permet alors d’éviter les risques d’hémorragies
mettant en jeu la vie des malades. (Pour donner ses plaquettes il faut étre majeur et avoir

entre 18 et 65 ans)[68).

1.5.3. PLASMA
On utilise le plasma chez les polytraumatisés, les grands brulés, les hémophiles, les
patients souffrant de troubles immunitaires graves, ont besoin de plasma. Celui-ci leur est

délivré par transfusion|72-73].
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« Receveur
« Donneur universel »

Figure 21 : Schéma résume les différentes regles du don du plasma

o Le plasma frais _congelé (PFC) pour la préparation de facteur de
coagulation

Il s’agit notamment des certains grands domaines pathologiques suivants :

Coagulopathies graves de consommation, avec effondrement de tous les facteurs
de coagulation.

Hémorragies aigués, avec déficit global de facteurs de coagulation.

Deéficits complexes rares en facteurs de coagulation, lorsque les fractions
coagulantes spécifiques ne sont pas disponibles.

Déficits complexes par défibrination. Syndromes hémorragiques du nouveau-né.

Il y a certaines situations chirurgicales sont associées a un risque hémorragique et/ou a

des

troubles de coagulation spécifiques ou plus fréquents. L’administration

prophylactique de PFC avant la survenue du saignement ou de lacoagulopathie chez un

patient ayant des concentrations normales de facteurs n’est pas indiquée|74].
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IC

LES DECHETS
1.1. LES DECHETS D’ACTIVITES TRANSFUSIONNELLES

Les déchets d’activités transfusionnelles sont essentiellement de deux groupes :

1.1.1. DECHETS INFECTIEUX

Ce sont les déchets contenants des micro- organismes (bactériens ou viraux) ou leurs
toxines susceptibles de causer la maladie chez I’homme ou chez d’autres organismes

vivants. Ils sont de trois types :

a. Déchets de type A
Ce sont les pansements et compresses souillés le matériel de protection sacs et tubes
ayant servi a la transfusion sanguine les blouses et textiles souillés ainsi que les

déchets de chambres de malades isolés atteints de maladies infectieuses contagieuses.

b. Déchets de type B (tous les déchets infectieux des laboratoires).
Ce sont tous les déchets contenant de fortes concentrations de germes pathogenes tels
que les cultures microbiennes ou de micro- organismes viraux ou leurs toxines les
milieux biologiques les cadavres d’animaux de laboratoire et d’autres déchets

pathologiques infectieux.

c. Déchets de type C (déchets coupants ou tranchants)
Ce sont tous les matériaux coupants , piquants ou tranchants souillés destinés a
[’abandon tels que les aiguilles seringues, lames et lamelles, pinces, scalpels et
bistouris, et ou autre matériel clinique jetable pouvant causer des blessures ou

coupures ayant €t€ ou non contaminé.

1.1.2. DECHETS TOXIQUES

a. Déchets de types A
Ces sont les résidus des produits pharmaceutiques et chimiques dans leurs emballages
internes ainsi que les médicaments primaires ou non utilis€ et les petites quantités de

produits cliniques primaires avec leurs emballages internes.
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b. Déchets de types B

Ce sont les déchets contenants de fortes concentrations de métaux lourds.

c. Déchets de types C

Ce sont les acides, huiles usagées et les solvants.

1.2. COLLECTE DE DECHETS
Ces déchets, a I’exception des déchets infectieux de type A, doivent étre pré-collectés
dans des sachets plastiques de 0.1 mm d’épaisseur, a usage unique, de couleur rouge,

résistants et solide et ne dégageant pas de chlore lors de I’incinération.

1.3. STOCKAGE DES DECHETS
La durée de stockage des déchets avant leur enlévement pour traitement, ne doit pas
dépasser 24 heures.

Le regroupement et I’entreposage des déchets sur des aires exterieures, situ€es en

dehors d I’enceinte de I’établissement de santé, sont interdits.

1.4. TRANSPORT DES DECHETS

L’emballage, le marquage et le transport des déchets sont soumis aux dispositions de
la réglementation en vigueur.

Les conteneurs ayant servi a la collecte et au transport des déchets sont

obligatoirement soumis au nettoyage et a la décontamination d’une maniereréguliere.

1.5. L’ INCINERATION

Les déchets appartenant au groupe 1(déchets infectieux) doivent étre incinérés.
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Conclusion

CONCLUSION

Un don de sang est un processus par lequel un donneur de sang est volontaire, bénévole
et gratuit. Ce don du sang implique le respect de contraintes biologiques,

immunologiques, médicales mais aussi réglementaires.

La qualification biologique du don a pour but essentiel de distribuer des produits
sanguins indemnes de tout agent pathogene connu et d’informer le donneur en cas de
dépistage positif. Elle se positionne dans la chaine transfusionnelle a deux niveaux :
organisationnel et sé€curitaire. Au cours des dernieres décennies, la qualification
biologique du don a significativement contribué a I’amélioration de la sécurité
transfusionnelle, grace a la mise en place de nouveaux tests de dépistage de plus en plus
sensibles et spécifiques a pour but de rechercher les anticorps. Ces anticorps sont
recherchés par des tests immunoenzymatiques (ELISA). De nombreux tests
réglementaires dont les bonnes pratiques transfusionnelles décrivent I’organisation et les
obligations des laboratoires de qualification biologique du don, qui réalisent les mémes
analyses obligatoires définies dans le code de la Santé publique. La qualification
biologique du don participe ainsi au sein de la chaine transfusionnelle, a la sécurité
transfusionnelle des receveurs, tant sur le plan immuno-hématologique que sur celui de la
prévention de la contamination par les agents transmissibles par le sang, tout en gardant a
I’esprit le respect du donneur et de son don, par I'utilisation de réactifs sélectionnés et de

meéthodes maitrisées.

L’amélioration permanente de la qualité¢ inscrit ainsi la veille scientifique et
technique au cceur des préoccupations de I’activit¢ de qualification biologique du

don|75].
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RESUME

La transfusion sanguine est un acte médical qui a pour but d’apporter au
malade qui en a besoin du sang ou des dérivés du sang afin de corriger une
défaillance induite par sa carence. C’est une thérapeutique essentielle ou I’on
recourt principalement aux produits d’origine humaine (sang ou ses dérives)

La sécurité transfusionnelle quant a elle est l'ensemble des mesures
visant a €liminer les risques liés a la transfusion. La sé€curité transfusionnelle
concerne toutes les étapes de la chaine de transfusion qui va du donneur au
receveur et a son suivi post-transfusionnel. Elle repose sur les différentes
stratégies qui vont de la sélection du donneur a [l'utilisation rationnelle des
produits sanguins.

La sécurité transfusionnelle suppose I’atteinte de certains objectifs tels que
la protection du receveur en lui €pargnant les risques liés a la transfusion
sanguine, la protection des donneurs de sang et la gestion rationnelle des unités
de sang disponibles.

Pour atteindre ces objectifs, il est impérieux de développer un systeme de
recrutement des donneurs sur base des principes €thiques comme le bénévolat
et le volontariat.

Le systeme a mettre en place devrait avoir pour finalit¢ un programme de
fidélisation des donneurs qui permettra d’avoir du sang sir, en quantite
suffisante, aupres des donneurs sélectionnés pour garantir leur sécurite et celle
des receveurs.

Pour garantir la solidité du systéme, la protection du donneur et du
receveur, les services de transfusion doivent avoir un programme solide et
cohérent de formation et I’encadrement les différentes intervenant de la filiere
(donneur-receveur) qui va avec le renforcement des capacités et la performance

de I’agence national du sang.



ABSTRACT

Blood transfusion is a medical procedure whose purpose is to bring the
patient who needs blood or blood products to correct a defect induced by its
deficiency. This is an essential therapy which use is mainly for products of
human origin (blood or its derivatives).

Transfusion safety is a set of measures designed to eliminate the risks
associated with transfusion. Blood safety concerns all stages of the transfusion
chain from donor to recipient and his post-transfusion tracking. It relies on
different strategies ranging from donor selection to the rational use of blood
products.

Transfusion safety implies the achievement of certain objectives such as the
protection of the recipient sparing him the risks associated with blood
transfusion, protection of blood donors, and the rational management of blood
units available.

To achieve these objectives, it is imperative to develop a donor
recruitment system based on ethical principles such as volunteering and
volunteerism.

The system set up should be conducted for a donor loyalty program that will
have safe blood in sufficient quantities, among selected donors to ensure their
safety and that of the recipients.

To ensure the robustness of the system, protection of the donor and
recipient, blood services must have a strong and coherent program of training
and mentoring the various intervening in the sector (donor-recipient) that goes

with capacity building and the performance of the national blood agency.
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