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Glossaire

Cirrhose : Maladie chronique du foie provoquée par une altération de ses cellules
(Pierre, 2002).

Dépistage : c’est un examen dont 1’objectif est d’identifier rapidement une maladie ou
une anomalie et si possible, un stade précoce. (Tebbal et al., 1998)

Fibrose : transformation de certains tissus en un tissu composé de fibres (Traore,
2005).

Ictére : coloration jaune de la peau et des muqueuses a cause de 1’exces de bilirubine
dans le sang (Pierre, 2002).

Stéatose : c'est-a-dire 1’accumulation anormale des graisses dans les cellules

hépatiques (Moreau, 2010).



Recume

Cette ¢tude vise a dépister I’hépatite viral B et C en mesurant la prévalence chez 13.500
donneurs de sang au niveau de centre de transfusion sanguine (CTS) de la wilaya de Blida qui
consiste a réaliser des testes immuno-enzymatique basés sur un systéme d’agglutination AC-
Ag via la recherche de I’Ag HBs et I’Ac HCV a partir d’un sérum humain dont les résultats
obtenues pour I’hépatite viral B (31 cas positifs) et I’hépatite viral C (09 cas positifs) en
utilisant une technique immuno-enzymatique ELISA (Sandwich et indirecte) recommandé par
I’agence national du sang sensible et spécifique, et au niveau de laquelle nous avons tenté a
remodeler certains parameétres en jouent sur le facteur temps et le facteur température, ;et
serait la technique ELISA optimisée dont le but d’accélérer 1’activité enzymatique et donc
gagner le temps ; surtout dans les cas d’urgence ou quant le nombre des donneurs trés élevés
ce qui donne un avantage au laboratoire. Pour cela nous avons comparé nos résultats obtenus

pour les deux techniques pour confirmer la fiabilité.

L’atteinte par I’hépatite viral B et C peut entrainer une perturbation hépatique ,pour cela
nous avons compléter notre étude au laboratoire Ibn Techrine de la wilaya de Blida par le
dosage de certains parameétres biochimiques a savoir la phosphatase alcaline, la bilirubine et la
transaminase ; les résultats obtenus rapportés par les deux technique utilisées (Sandwich et
indirecte et celle d’optimisation ) nous rassurent la fiabilit¢ de la technique optimisé,

I’existence des perturbations et une augmentation des taux dans le bilan hépatique.

Les poches de sang issues de donneurs séropositifs sont écartées de la distribution des

produits sanguins labiles afin de préserver la santé des receveurs.

Mot clés : Bilan hépatique, Donneurs de sang Hépatite B, ELISA, Hépatite C, Optimisation.
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sum nary

This study aimed to screen for viral hepatitis B and C by measuring the prevalence of
13,500 blood donors at the blood transfusion center (CTS) in Blida. This study consisted of
enzyme-linked immun-osorbent assay agglutination of AC-Ag via HBsAg and HCV Ac from
human serum, the results of which for viral hepatitis B (31 positive cases) and viral hepatitis
C (09 positive cases) using an enzyme-linked ELISA Sandwich technique recommended by
the national agency of sensitive and specific blood, and we tried to review some parameters of
this technique play on the time factor and temperature, ELISA optimization for purpose:
speed; saves time; in case of emergency or the number of donors enormous, or the case of the
automaton inoperative or a lack of reagents, gives more advantage to the laboratory, to allow
a comparative study between the two methods to know the most reliable for detection of Ag
and Ac and whether the same results are obtained.

Infection with viral hepatitis B and C can lead to hepatic disturbance. This is why we
completed our study in the ibn techrine laboratory of Blida by biochemical parameters,
namely alkaline phosphatase, bilirubin and transaminase ; the results obtained allowed us to
note the existence of disturbances and an increase of the rates in the liver balance.

Blood pockets from seropositive donors are excluded from the distribution of labile blood

products in order to preserve the health of the recipients.

Key words: hepatitis B, hepatitis C, blood donors, ELISA, optimization, liver function tests.
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Introduction




Introc uction

Depuis longtemps, I’étre humain sait que le sang est la vie, et que la perte d’une quantité du
sang, entraine la mort ; mais ils ne savaient pas remplacer le sang perdu. Le traitement de ces
pertes est résolu par la transfusion sanguine qui est avant tout une discipline médicale dont la
particularit¢ de traiter I’homme par I’homme , un sujet sain et volontaire, le donneurs ,
constitue la source de traitement d’un malade, qui est le receveur (Lehot et Ricaud ,2010).

Selon POMS Une hépatite, c’est une inflammation du foie due a un élément toxique comme
I’alcool, certains médicaments ou a un virus comme HBs et HCV, on estime que 170 millions
de personnes ont une infection chronique par HCV dans le monde, et que 3 a 4 millions de
personnes sont nouvellement infectées chaque année.

En Algérie, environ 5% de personne sont atteintes d’hépatites virale B et C (Anonyme, 2005).

L’hépatite virale B et C sont des maladies grave, elles comportent habituellement une phase
aigue qui est quelque fois poursuivie par une phase chronique, les maladies se ressemblent
cliniquement et peuvent seulement étre différenciées par des testes de laboratoire (Schaechter

et al., 1999).
Dans cette optique s’inscrit notre travail qui vise a répondre a notre problématique suivante :

Si on optimise la technique ELISA Sandwich, par augmentation de la température a ( 56C° )
ainsi que la réduction le temps d’incubation (par deux) .Peut on avoir les mémes résultats
sérologiques dans le cas d’hépatite virale B et C obtenus par la technique immuno-
enzymatiques ELISA Sandwich conventionnelle. Pour répondre a notre question nous avons

tracé les objectifs suivants :

-Dépistage des cas de I’hépatite B et C a partir de 13.500 donneurs au niveau centre de
transfusion sanguine (CTS) de la wilaya de Blida, par la technique ELISA Sandwich et la

technique ELISA optimisée dans les cas séropositifs.

-Réalisation d’un bilan hépatique dans les cas séropositifs de I’hépatite virale B et C au niveau
de I’hopital Ibn Techrine de la wilaya de Blida a s’avoir la phosphatase alcaline, la bilirubine,
la transaminase, afin d’écarter les poches séropositives et d’assurer la sécurité

transfusionnelle.
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Chapitre 1 :
Partie bibliographique




I-Etude bibliographique :
I-1- Sang et transfusion sanguine :

I-1-1-Sang : Le sang est une suspension de cellules dans un liquide complexe : le
plasma, celui-ci est constitué lui-méme d’eau, de sels minéraux et de molécules

organiques. Aprés coagulation, le plasma dépourvu de fibrinogene constitue le sérum.

Les cellules, que 1’on peut séparer par centrifugation, appartiennent a trois catégories

(Levy ; 2001) :

e -les globules rouges (érythrocytes ou hématies)
e -les globules blancs (leucocytes)

e -les plaquettes (thrombocytes)

I-1-2- Transfusion sanguine : Une transfusion sanguine est une opération consistant a
injecter par perfusion intraveineuse un produit sanguin labile(PSL) (Siegenthaler et

Bosman, 2008).

Cependant, les receveurs ne peuvent pas recevoir n’importe quel sang, ce sang doit étre
adapté au groupe sanguin, c’est la compatibilité entre groupe sanguins, on dit alors que
le groupe sanguin O est un donneur universel et que le groupe sanguin AB est un

receveur universel (Malraux, 2008).

I-1-2-1-Produits sanguins labiles : Les produits sanguins labiles (PSL) sont obtenus a
partir d’un don de sang total, dont la séparation permet d’obtenir des concentrés de
globule rouge (CGR), des concentrés plaquettaires(CP) et de plasma congelé(PFC)
(Levy, 2001).

I-1-2-2- Risques: La transfusion sanguine peut entrainer dans certains cas des

accidents qui peuvent étre immunitaires et infectieux :
A/ accidents immunitaires :
Un accident immunitaire survient quand il y a incompatibilité entre groupes sanguins.

Si le groupe sanguin est incompatible alors I’accident peut étre mortel. Grace aux

technologies modernes et a 1’analyse des groupes sanguins, ces accidents arrivent



rarement. De ce fait, la transfusion sanguine est a 98% sur les 2% restant proviendrait

d’une réaction (frisson- fievre), incidents courts et bénins (Malraux, 2008).
B/ Accidents infectieux :
Un accident infectieux peut intervenir par :

. Une contamination bactérienne du produit (sang, plaquettes, plasma) transférés
aujourd’hui ce type d’accident est trés rare. Les conservations de sangs sont rigoureuses
pour éviter ce probléme. Cependant, quand cet accident se produit, il peut étre mortel.
Ces bactéries peuvent provenir d’une infection de la peau, d’une aiguille ou du matériel
lors de la ponction veineuse.

o Le risque viral, aujourd’hui a nettement diminué grace aux interrogatoires et
analyses de sang qui n’acceptent pas le sang des (donneurs a risque) ainsi que le
traitement du sang recueilli .le risque viral peut contaminer le patient de maladie tel que

les hépatites virales, HCV, HBV et HIV (Malraux, 2008)

I-1-2-3- Contréles :

A T’occasion de chaque don ; le donneur fait I’objet d’un contrdle clinique : entretien
médical (un document de préparation a I’entretien Médical préalable au don du sang), et
de contrdles biologiques obligatoires : c¢’est le dépistage de la syphilis, la détection de
I’antigéne de surface de virus d’hépatite(HBs), le dépistage des anticorps anti virus de
I’immunodéficience humaine (VIH), et le dépistage des anticorps anti virus de

I’hépatite virale C(VHC) (Tazerout et Galinier, 2003).

I-2- Anatom- physiopathologique du foie :

I-2-1-Anatomie : Le foie est ’organe le plus volumineux de I’organisme et le seul
capable d’une régénération en masse (Denis, 1991 ;Hadjiky et al, 2000). II est divisé¢
en deux gros lobes, un grand lobe hépatique droit et un plus petit lobe hépatique gauche
(Schaffler et Schidi, 1999). Le foie a une structure essentiellement cellulaire, le
parenchyme hépatique est organisé autour d’un réseau vasculaire complexe et

entrecoupé par les canaux biliaires (Hadjiky et al., 2000).
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Figure 01 : Anatomie du foie (couinaud, 1957)

I-2-2-Physiopathologie : Les maladies du foie affectent des personnes de tout age.

Certaines sont fréquentes comme la stéatose, 1’hépatite (B et C) alors que d’autres sont

rares comme la cirrhose biliaire primitive (due a une atteinte auto-immune des voies

biliaires) ou certaines maladies génétiques (Moreau, 2010).

I-3- Hépatite virales : Cinq virus sont des agents spécifiques d’hépatites, et leurs

principales caractéristiques sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau I : Principales caractéristiques des virus de I’hépatite virale :

A B C D E
caractéristiqu
Flaviridea | Apparent |caliciviride:
famille picornaviridae | hépadnaviridea | outgaviridae Aux
viroides
Génome ARN ADN ARN ARN ARN
Enveloppe B + + + B




Contamination enterale parenterale parenterale |parenterale | enterale
Risque _ + + + B
transfusionnel
Hépatite B + + + +
fulminante
Hépatite _ + ++ + B
chronique
Thérapeutique B Vidarabine IFN B B
anti virale IFN
Prévention par + + B + B
vaccination
+: présence, _ : absence, IFN : Interféron (Crainic et Nicolas,
1993).

I-3-1- Hépatite virale B :

Le virus de I’hépatite B (HBV) identifi¢ par Blumberg en 1963 (Seigneurin et
Morand, 1997).Appartenant a une famille de virus a ADN enveloppée les
Hepadnaviridae(Schaechter et al., 1999) il infecte les hépatocytes principalement,
avec réplication surtout nucléaire(Goffard, 2012).

I-3-1-1- Structure virale :
Dans le sang d’un malade en phase active de synthése virale, on peut observer deux
types de structure (Fleury, 1993) :
» Des particules incomplétes de forme sphérique ou tubulaire (Maurin,1984),
d’un diametre de 22 nm ne sont pas infectieux (Segondy, 2005)
» des particules complétes de forme sphérique de 42 nm (Crainic etNicolas,
1993), sont des virions qui sont infectieux (Segondy, 2005), constitu¢ d’une
enveloppe virale de 27 nm contenant I’ADN virale et ’ADN polymérase

(Huraux et al, 2003).

v" Génome virale :
C’est une petite molécule d’ADN (le plus petit génome des virus a ADN)
(Thibault, 2001), de 3200 paires de base. Ce génome est circulaire partiellement



bicaténaire (Figure 02), il code pour des protéines virales distinctes (Zoulime et

al., 2006).

A- Protéines de I’enveloppe :
On distingue 3 types de protéines d’enveloppe (Segondy, 2005)(Figure
02) :
= Petite protéine : codée par la région S, représente la protéine majeure
(80%).
* Protéine moyenne : codée par la région pré S+ S, la moins abondante.

» Grande protéine : codée par la région pré S1 +pré S2 + S.

B- Protéine de la capside (core) :
On distingue 2 types de protéines de la capside (Segondy, 2005)(Figure
02) :

. Protéine HBc : codée par la région C, elle constitue la capside virale.

. Protéine HBe : codée par la région pré- C et une partie de la région C
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Figure02 : Structure du virus de I’hépatite B (Goffard, 2012)



I-3-1-2-Epidémiologie :
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Figure03 : Distribution géographique du HBV dans le monde (Charlotte, 2009).

L’ hépatite B est une maladie infectieuse grave, extrémement contagieuse, qui provoque
plus de 600 000 déces par an dans le monde (Goldstein et al., 2005)

On estime a environ 375 millions le nombre de porteurs chroniques du VBH

(Maurin, 1984).

Entre 15 et 40% de ces derniers développent des complications hépatiques de type
cirrhose, Iésion du foie et hépato carcinome (Lok, 2002 et Lavanchy, 2004), selon la

figure 03 on distingue :

-Pour une de forte endémie, 8 a 20% de la population présente une infection
chronique.
- Dans les zones de moyenne endémie, 23 8 % de la population présente une infection
chronique.
- Et pour les zones de faible endémie, moins de 2 % de la population présente une

infection chronique (Villeneuve, 2012).

I-3-1-3-Mode de transmission :
I1 est important de préciser que la source de I’infection n’est pas identifiée dans 35% des
cas (Who, 2002).
A-Transmission a risque élevé :
% Transmission parentérale :
Le VBH peut se transmettre par transfusion sanguine, accident par pique ou

infection avec du matériel non stérile (Seigneurin et Morand, 1997).



I peut également étre transmis lors de soins, notamment par :
-des injections administrées avec des aiguilles ou des seringues réutilisées sans
stérilisation
-I’administration de produits sanguins dans les pays ou aucun dépistage de I’AgHBs
n’est pratiqué sur les dons de sang (Franchis et Marcellin, 2003).
-la chirurgie, soins dentaires, hémodialyse, le risque professionnel (ce mode de
transmission peut toucher le personnel soignant, lors d’accident d’exposition au sang)
(Catrice, 2009).

+ Transmission sexuelle :

Le VBH se transmet trés facilement par des rapports non protégés avec une
personne porteuse de I’Ag HBs du HBV. Le risque de contamination par voie sexuelle
peut varier de 30a 80 % (Franchis et Marcellin, 2003).

+ Transmission périnatale :
Les enfants nés de mere Ag HBs positif qui n’on pas été infectés pendant la Période
périnatale. Dans une ¢étude (Karamvis et Kew, 2007), rien n’indique Que le VHB se

transmet par I’allaitement maternel (Catrice, 2009).
B-Transmission a faible risque :

¢ Transmission horizontale :

Elle se produit par des contacts €troits avec des porteurs chroniques au sein de la
famille ou en collectivité. Elle résulte le plus souvent des contacts de 1ésions cutanées
ou muqueuses avec du sang contamin¢ (Catrice, 2009), ou le partage d’objets tel que
brosse a dents , et objets de toilette, de tatouage et de maquillage(Sophie, 2002 ;
Bernard et al., 2005).

C — Transmission a risque nul :

Le VBH ne se transmet jamais par 1’air, la nourriture, I’eau, ni par les selles (Collier et

Oxford, 2004).

I-3-1-4-Clinique de I’hépatite virale B :
Le VBH est responsable d’infection aigues, d’hépatite chronique et parfois évolue
vers la cirrhose et le cancer du foie (Liaw et Chu, 2009).
A- Hépatite aigue a VHB :
L’ hépatite B aigue se présente sous différentes formes (Goffard, 2012) :



* Une forme asymptomatique ou antictérique dans 70% des cas environ

* Une forme symptomatique dans 30% des cas environ

* Une forme fulminante : 1 a 2% des cas environ
Suite a une hépatite B aigue, certains patients évoluent vers la chronicité, chez 1’adulte
la guérison survient dans plus de 95% des cas (Goffard, 2012). L’évolution vers la

chronicité est observée dans environ 10% des cas (Segondy, 2005).
B-Hépatite chronique a VBH :

L’hépatite chronique est définie par la persistance de 1’anti géne HBs associé aux

anticorps anti HBc et au marqueur de réplication virale (Zarski et al ., 1991)

Les porteurs inactifs : sont définis par des transaminases normales pendant 1 an, un
ADN viral indétectable (inférieur au seuil de significativité), Ag HBs positif et Ac Anti
HBs négatif (Catrice, 2009).

Il est important de vérifier I’absence de signe clinique, biologique ou échographique de
fibrose hépatique évolue ou de cirrhose chez ces patients (Asselah et al., 2008). Des
réactivations peuvent survenir chez ces patients, avec une réapparition de I’ADN viral
dans le sérum. Ils doivent donc étre surveillés annuellement et a vie (Levy et al.,
1990 ;Gayon et Mercellin, 1992).

Selon I’Organisation Mondiale de Gastroentérologie (OMG) en 2008, I’hépatite
chronique active peut étre définie par des transaminases ¢levées, un ADN viral
présente a un titre significatif, elle occasionne plus de cirrhoses car la durée de la

maladie est plus longue.

C —Evolution de ’infection par le VBH :
L’infection de 1’hépatite B peut évoluer selon (Goffard, 2012) vers :
. La Cirrhose : représente environ 20% des évolutions naturelles des
hépatites chroniques.
. L’hépato  carcinome : le virus de I’hépatite B est un puissant
carcinogene.
La vaccination contre le VHB, entraine une diminution de la fréquence d’apparition de

carcinomes hépatocellulaires(CHC).



I-3-1-5-Traitement et prévention :

Il n’existe pas de médicaments permettant de traiter une hépatite aigue pour
améliorer les chances de guérison (Goffard, 2012), le traitement des hépatites
chroniques virales repose essentiellement sur I’interféron alpha (Marcellin, 2004),
Pour but d’arréter la réplication virale (Catrice, 2009), afin de prévenir 1’évolution
vers la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire (Vochelle et al, 2007) , on obtient
une réponse virologique (disparition de L’ADN wviral, disparition HBeAg) dans
environ 40% des cas, avec normalisation des transaminases et amélioration
histologique (Segondy, 2005).La prévention repose sur la vaccination avec de
I’antigéne HBs purifié du sang de sujets porteurs chroniques ou obtenu par
recombinaison génétique (Fleury, 1993), Il faut vacciner le personnel de santé, les
personnes a risques (hémodialysés, greffés, toxicomanes, personnes a partenaires
sexuels multiples) nouveau-nés de méres AgHBs ™ (Goffard, 2012).

I-3-2-Hépatite virale C :

La découverte successive du virus de 1’hépatite B puis du virus de 1’hépatite A, au
cours des années 1960-1970 a permis d’identifier un groupe d’hépatites transmissibles
a ’homme et au chimpanzé dont les caractéristiques épidémiologiques et cliniques
pouvaient les rapprocher des hépatites virales A et B. Le terme provisoire d’hépatites
(non A- non B) avait été proposé et la recherche de 1’agent causal faisait 1’objet de
nombreux travaux. Apres cela, 1’utilisation des techniques modernes de biologie
moléculaire a permis 1’identification du virus responsable de la majorité des hépatites
non A- non B a transmission parentale correspondant le virus de I’hépatite C
découvert en 1989 par les chercheurs de la firme Californienne (Chiron) (Pawlostky

et Lunel, 2004).

I-3-2-1-Structure virale :

Le VHC est un petit virus a ARN ; enveloppé de 55 a 65 nm de diamétre et
appartient a la famille de flaviviridea, L’ARN viral est contenu dans une capside
protéique (C) a asymétrie icosaédrique, elle-méme située dans une enveloppe lipidique

dans laquelle sont insérées les protéines virales spécifiques E1 et E2 (Penin, 2003).
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Figure 04 : structure schématique de la particule virale VHC (Paul etDominique,
2003)
»  Génome viral :
Le génome du VHC est constitu¢ d’un ARN monocaténaire, de polarité positive,
d’une taille de 9600 nucléotides environ. Les régions non codantes (NC) situées aux
extrémités 5° et 3’ du génome encadrent une phase de lecture unique qui code une poly-

protéine de 3000 acides aminés environ (Paul et Dominique, 2003).

Virus de I'Heépatite C et Marqueurs

Organisation Génomique

ngngngng

Figure 05 : Organisation génomique du VHC et protéines virales (Roingeard et al.,

2004).

I-3-2-2- Epidémiologie :

Depuis la mise au point des moyens de dépistage du VHC, des études prospectives et
méme rétrospectives ont permit d’étudier le virus dans 1’espace (Esteba et al., 1990 ;
Kew et al,, 1990). On sait aujourd’hui que le virus ubiquitaire, a une prédominance
dans certains pays industrialisés (Snon et al., 1992). La prévalence moyenne du VHC

dans le monde est de 3% (soit 170 million de personnes infectées) (Traore, 2005).
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L'hépatite C: épidémiologie

le- 16 Hepatitis ©, 2003 15

= 200 million de personnes infectées dans le monde
= 500 000 &a 600 000 personnes infectées en France
- Prgvalence nationale = 0.89%

Figure 06 : carte de distribution géographique du VHC dans le monde (OMS, 2003).

I-3-2-3- Mode de transmission :

La transmission du VHC se fait par voie parentale, le mode majeur de transmission est
le contact direct avec le sang, ce mode de transmission comprend les transfusions
sanguines non controlées, les transplantations d’organes, 1’'usage de drogue
intraveineuse avec partage de seringues, les transmissions nosocomiales et certaines
pratiques sociales et culturelles (tatouage, piercing, circoncision). Le risque de
transmission par voie sexuelle est trés faible, la transmission materno-feetale ou
verticale a été observée (Kiyoswa et al.,, 1994). Une co-infection par le virus de
I’immunodéficience humaine(VIH) favoriserait la transmission du VHC D’autre
maladies sexuellement transmissibles joueraient aussi un réle de cofacteurs pour la
transmission du VHC (Thomas, 2000).

I-3-2-4-Clinique :

A- L’hépatite aigue : la contamination par le VHC est suivie par 1’apparition
d’une hépatite aigue apres un délai d’incubation de 4 a 12 semaines Le premier
marqueur de I’infection par le VHC est I’apparition de I’ARN viral avec augmentation
des transaminases sé€riques (elles sont souvent supérieures a 10 fois la normale). Les
anticorps VHC apparaissent dans le sérum 20a 150 jours apreés la contamination.
L’infection aigue par le VHC est cliniquement inapparente dans la plupart des cas, et

seuls 10 % des patients présentent des symptomes. La forme symptomatique se
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caractérise par un ictére, une asthénie, des nausées, des vomissements, des myalgies, de
la fievre et des douleurs de I’hypocondre droit (Grando et Trinchet, 2003).

La guérison avec éradication du virus se voit dans 20 a 30% des cas, elle est plus
fréquente en cas d’hépatite aigue asymptomatique (50% des cas) (Naveau etBilian,
2003).Dans 60 a 80% des cas, I’hépatite aigue ne conduit pas a 1’élimination du virus et

le malade développe une infection chronique (Mammette, 2002).

B- Hépatite fulminante : le VHC ne semble pas capable d’induire des hépatites
fulminantes en absence de co-infection par un autre virus hépato trope, il favorise leurs
survenues en cas de co-infection avec le virus De I’hépatite B ou celui de 1’hépatite A

(Huraux et al., 2003).

C-L’infection chronique : L’infection chronique est définie par la persistance de
I’ARN du VHC détectable dans le sérum pendant plus de 6 mois apres [’hépatite
aigue. Les mutations apparues lors de la réplication du virus lui permettent d’échapper
a la réponse immunitaire. Suite a 1’agression virale, se développe une réaction
inflammatoire chronique, on parle alors d’hépatite chronique active. Ceci entraine le
développement d’une fibrose pouvant aboutir a la cirrhose. En cas de passage a la
chronicité, les transmissions peuvent se normaliser ou rester discrétes ou modérément
¢levées, cependant, I’ARN viral reste détectable et reste négativement transitoire dans

certains cas (Marcellin et al ., 2004 ; Lejeune, 2006).
I-3-2-5- Traitement :

A-Traitement préventif: La prévention contre I’hépatite virale C poste
transfusionnelle repose sur la recherche d’anticorps VHC chez les donneurs de sang, ce
test €limine probablement un nombre important de produits sanguins transmetteurs du
virus d’hépatite C, un dépistage positif en technique ELISA doit étre complété par un
test de confirmation, le dosage de 1’alanine aminotransférase sérique (ALAT) consiste a
dépister les sujets a la phase précoce de VHC (Genetet et al., 1991)

» Vaccin : le virus est trés hautement variable et développe rapidement des
mutations qui le rendent résistant au systéme immunitaire (Lefrére, 1998).

B- Traitement curatif : Le traitement a pour but d’éliminer le virus et d’améliorer

I’¢état du foie, il repose sur des traitements spécifiques :
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Lors de la phase aigue : Le traitement par interféron alpha permet de multiplier la
réponse immunitaire .Actuellement 1’hépatite aigue doit étre traitée lorsque ’ARN du
virus C devient positif au cours d’un accident d’exposition au virus C (Gouban et

Pellegrins, 2000).

Lors de la phase chronique : Le traitement de 1’hépatite C chronique était initialement
limit¢ a [Dinterféron alpha en monothérapie mais moins de 20% des patients
¢tablissaient une réponse virologique durable .Aujourdhui il repose sur 1’association de
deux molécules : interféron alpha pégylé (pegasys” et Viraferonpeg™ et la Ribavirine
( Copegus® et Rebetol®) , ce qui a permis d’augmenter considérablement la réponse

virologique soutenue (Pawlotsky et Lunel, 2004) .
I-4- tests de dépistage des hépatites virales B et C :
I-4-1-Dosage radio-immunologique (RIA) :

C’est la méthode la plus sensible, tant pour le dépistage de I’antigéne (Ag) que pour le

dépistage de ’anticorps (Genetet., 2002).
I-4-2- H’émagglutination :

Cette technique est tres utilisée pour la recherche des anticorps dirigés contre les
antigeénes constitutifs d’une membrane cellulaire ou fixés artificiellement sur une cellule
ou une particule, lorsque ces anticorps ne sont pas agglutinants directement (Genetet,

2002).
I-4-3- Dosage immuno-enzymatique :

Comporte le test Enzyme LinkesdImmunoSorbentAssay est un test immuno
enzymatique rapide et sensible pour la détection de I’antigéne de surface du virus de
I’hépatite B dans le sérum ou le plasma humain (Genetet, 2002); ou fondés sur
I’utilisation de microplaques ou de billes de polystyréne couvertes d’antigénes viraux

pour détecter les anti corps anti-VHC dans le sérum ou le plasma (Gretch,1997).
Cette méthode comporte 03 types :

v" ELISA sandwich.
v" ELISA indirecte.
v' ELISA compétitive

14



I-5-Tests biochimiques complémentaires :

Le bilan hépatique permet d’apprécier le retentissement du virus sur le fonctionnement

du foie. Les principaux dosages réalisés sont le dosage des parametres biochimiques.

v" Les transaminases (ALAT et ASAT).
v" Les phosphatases alcalines (PAL).
v La bilirubine.

I-5-1 — Les transaminases :

Les transaminases : un groupe d’enzymes qui assurent le transfert de groupements
aminés a partir de deux acides aminés (I’alanine et 1’acide aspartique) pour former deux

autres (les acides pyruviques et oxalo —acétique ), il s’agit de :

K/

< L’alanine amino transférase (ALAT), anciennement dénommée Sérum
Glutamo —pyruvique Transférase (TGP), est d’origine essentiellement hépatique
accessoirement musculaire.

<> L’aspartateaminotrasférase (ASAT) : anciennement dénommée Sérum
Glutamo-Oxaloacétate Transférase (TGO), est trouvée dans le myocarde, les muscles,

les reins, le cerveau et le également le foie.

En cas d’atteinte hépatique I’augmentation prédomine souvent sur les ALAT (Buffet et

pelletier, 1994).

I-5-2 — Phosphatase alcaline (PAL) :

Cette enzyme est présente dans toutes les membranes biologiques ; mais ’activité
phosphatase alcaline du sérum est dlie surtout au passage d’iso enzymes pouvant étre

distingués par leurs propriétés €lectro phorétiques (Gerolami, 1990).
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I-5-3 — La Bilirubine :

C’est un pigment jaune présent dans la bile, le sérum sanguin et les excréments ;
produit de la dégradation de 1’héme, elle donne a la bile hépatique sa couleur jaune

brunatre (Doré, 1994).

En cas de cytolyse hépatique la bilirubine totale est ¢levée (Bemhamou, 1987).

16



o)

Chapitre II :
Matériel et Méthodes




Chapitre II : Matériel et méthode :

Notre stage de Master a été réalisé au niveau de centre de transfusion sanguine
(CTS) de la wilaya de Blida durant une période de cinq mois (du Janvier au Mai 2017)
consiste de dépister 1’agent infectieux de I’hépatite viral B et C afin d’avoir un
échantillonnage significatif, nous avons estimé¢ 13.500 donneurs de sang qui ont étaient
analysées ,durant notre stage devant se chiffre exagéré , nous avons tenté la techniques
ELISA optimisée on augmentant la température et on divisent le facteur temps sur
deux pour but : gagner de temps, on cas d’urgence , ou le nombre des donneurs est tres
important est enfin si ’automate est en panne ou il ya un manque du réactifs ; ce qui
donne un avantage au laboratoire, pour cela nous avons comparé nos résultats obtenus

par les techniques (sandwich, indirecte, et optimisée) pour confirmer sont fiabilité .

- I-1-Population étudiée : Dans notre étude I’ensemble des donneurs doivent
répondre aux critéres inclusions :
v" Bénévoles
Adultes (age compris entre 18 et 65 ans).
Sujets sains (ne présents pas des contre indications médicales).

Tension artérielle (11/8 — 16 /9).

SN NEE NN

Poids corporel (supérieur a 50 Kg).

I-2-Questionnaire :
Un questionnaire a été soumis a tous les donneurs pour des renseignements

cliniques (Annexe I).
I-3- Echantillonnage :

Des prélévements sanguins de 13.500 donneurs ont étaient récoltés dans des poches
de sang ; les donneurs agée entre 18 ans a 65 ans ; 8.800 de sexe masculin et 4.700

de sexe féminin.
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I-4-Matériel non biologique :

L’ensemble des réactifs et [’appareillage, le matériel consommable de laboratoire et

sont cités dans les annexes I1.

II- Méthodes :

II-1-Méthode de prélévement sanguin :

La collecte du sang est réalisée au niveau du centre de transfusion sanguine fixe ou

mobile. La fréquence des prélévements ne doit pas étre supérieure a 5 fois par an pour

les hommes et 3 fois an pour les femmes, avec un intervalle de 4 mois pour chaque don,

La quantité du sang prélevée ne doit pas étre supérieure a 450 ml. Le prélévement a été

effectué pour chaque donneur apres un léger repas, dans des poches de sang.

NN NN N

(\

Désinfecter la zone de phlébotomie a 1’aide d’un coton alcoolisé.
Placer la poche du sang sur I’agitateur.
Le prélevement doit se faire au niveau de la veine de I’avant bras.
Placer le garrot sur le bras du donneur puis laisser sécher.
Introduire 1’aiguille.
Demander au donneur d’ouvrir et de fermer la main pour augmenter le débit
sanguin.
Une fois terminée retirer le garrot puis I’aiguille et bien serrer I’anneau de la
tubulure de la poche.
Couper la tubulure au dessus de nceud et remplir deux tubes: sec pour la
sérologie et citrate pour le groupage.
La poche contenant le sang total d’un donneur bénévole contient une quantité
maximale de 400 ml prélevé sur une quantité de solution anti coagulant environ
60 ml. Les solutions utilisées généralement sont :

e ACD : acide citrate dextrose.

e (CPDA : citrate phosphate dextrose adénine.
A T’aide d’une centrifugeuse, la poche (poche triple) de sang total sert a préparer
les concentrés érythrocytaires, concentrés plaquettaires et plasma frais congelé
(dans les six heures qui suit le prélévement).

L’unité du sang prélevé doit porter les renseignements suivants :
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e Nom et prénom.

e [’age et I’adresse du donneur.

e Date de prélevement et de péremption du sang.
e Groupe sanguin et numéro de la poche.

e La conservation dans la banque du sang a température + 4

C°.
II-2- Traitement des échantillons :

Les tubes héparinés sont centrifugés a 4000 tours/min, pendant 5 minutes, le plasma

est récupéré pour la sérologie et la biochimie.
I1-3- Technique de dépistage de I’hépatite virale B :

Nous avons utilis¢ la technique immuno-enzymatique (ELISA) pour la détection

qualitative de 1’antigéne de surface de I’hépatite virale B dans le plasma humain.

Les marqueurs (antigene HBe et AC anti HBc) n’ont pas été nécessaires, parce qu’ils
sont recherchés dans le suivi des hépatites chroniques et ceci n’était pas le but de notre

travail.
I1-3-1- Principe ELISA Sandwich :

La technique utilisée est la technique immuno-enzymatique de type « sandwich », la
phase solide de BIOLOGIX HBs Ag EIA KIT est constituée de 12 barrettes de 8
cupules en polystyrénes, qui contient anticorps anti HBs purifié¢ dirigé contre I’antigéne
HBs, et deuxieme AC conjugué a la peroxydase (converti le substrat en composant
fluorescente), aprés incubation I’antigéne HBs présent dans 1’échantillon forme un
complexe anticorps- antigene- enzyme dans la cupule. Apres lavage une solution de
substrat est ajoutée dans les cupules qui contient I’antigéne HBs se lient au conjugué
puis développé une couleur bleue est développée qui devient jaune quand on ajoute la

solution d’arrét (acide sulfurique).
I1-3-2-Mode opératoire :

v" Préparation de la solution de lavage : dilution de 1/20 de solution de lavage

dans 1’eau distillée.
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v Mettre 100 pl de contrdle négatif dans les cupules Al, B1, et 100 ul de controle
positif dans les cupules C1, D1l.et 100 pl de plasma des échantillons dans les
autres cupules.

v’ Distribuer 50 pl de conjugué dans chaque cupules par la solution de lavage
diluée.

v Recouvrer la microplaque par un film adhésif est incubé pendant 1 heur (h) a
37°C.

v’ Effectuer un lavage de 5 fois.Aprés incubation.

v" Ajouter 50 ul de substrat « hydrogéne de peroxyde » puis 50 ul de substrat
« tétraméthylebenzoique » dans chaque cupule.

v’ Recouvrer par un film adhésif et incubé pendant 15 minutes (mn) a 37°C.

v' Aprés incubation, ajouter 50 uL de solution d’arrét(l’acide sulfurique) dans
chaque cupule.

v' Aprés10mn, lecture la densité optique de chaque cupule a 450 nm.
I1-3-4- Calcul et interprétation des résultats :

> Calcul de la valeur seuil ou Cut-off :

La C.O est calculé selon la formule suivante :

Cut-off (c.0)=*Nc+0.07

*Nc : la moyenne de la Do des 2 controles négatifs

» Interprétation des résultats :
Les échantillons dont la densité optique (DO) est :
<> Inferieure a lac.o sont considérés comme des résultats négatifs et donc
ne contiennent pas I’Ag Hbs.
% Supérieure ou égale a la c.o : le test doit se refaire deux ou trois fois, s’il est
toujours positif, les échantillons sont considérés comme des résultats positifs

donc soit contiennent 1I’Ag Hbs ou il ya un facteur de réaction non spécifique.

Dans le cas des résultats positifs et il faut confirmer par la technique PCR au niveau de

I’institut pasteur.
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I1-4- Technique de dépistage de I’hépatite virale C :

Nous avons utilisé la technique immuno-enzymatique (ELISA) pour la détection

qualitative des anticorps de ’HCV dans le sérum ou le plasma humain.
I1-4-1- Principe d’ELISA indirect :

La technique utilisée est une technique immuno-enzymatique de type « indirect ». phase
solide de BIOLOGIX EIA Test KIT,elle est constitué¢e de 12 barrettes, de 8 cupules en
polystyrénes, sensibilisée par des antigénes de synthése spécifique de HCV, le
recouvrement des puits par les échantillons de plasma a tester .nous effectuons un
lavage pour éliminer tout les constituants de 1’échantillon. L’ajout aux puits des
anticorps secondaires qui se lieront a 1’anticorps primaire, Ces anticorps secondaires
sont couplés a I’enzyme modificatrice de substrat qui permet de suivre 1’évolution de la
réaction .Apres lavage nous ajoutons une solution de substrat, si 1’échantillon contient
I’Ac HCV il se forme un complexe Ag-Ac, pour arréter la réaction enzymatique nous

ajoutons la solution d’arrét, et lisons la densité optique a la longueur d’onde 450 nm.
I1-4-2- Composition de coffret BIOLOGIX HCYV anti body EIA Test Kit :

La composition de chaque réactif de coffret est citée dans les annexes.

I1-4-3- Mode opératoire :

v’ Préparation de solution de lavage.

v Mettre 100 pl de diluant dans toutes les cupules.

<

Distribuer 10 pl de contrdle négatif dans les cupules Al, B1, 10 ul de contrdle
positif dans les cupules C1, D1 et 10 pl de plasma dans les autres cupules.
Recouvrir la microplaque par un film adhésif et incuber pendant 30 min a 37°C.
Apres incubation, effectuer un lavage de 05 fois par la solution de lavage.

Ajoute 100 ul d’AC conjugué dans chaque cupule.

N N NN

Recouvrir la microplaque par un film adhésif et incuber pendant 30 min a
37°C.

Répéter le lavage 5 fois par la solution de lavage.

Distribuer 50 pl de substrat « A » et 50 ul de substrat « B » dans chaque cupule.

Recouvrir par un film adhésif et incuber pendant 15 min a 37°C.

D N N NN

Ajouter 50 pul de solution d’arrét dans chaque cupule.
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v" Lire la densité optique (DO) a la longueur d’onde 450 nm.
Note : La DO doit se lire dans les 30 min qui suivent I’addition de solution d’arrét.
I1-4-4 Calcul et interprétation des résultats :
Calcule de valeur seuil ou Cut-off :

La C.O est calculée selon la formule suivante :

|Cut-0ff(c.0)=NCx+O. 145

NCx : la moyenne de la DO des 2 controles négatifs.
Interprétation des résultats :

Les échantillons dont la densité optique (DO) est :

v' Inferieure a la C.O: sont considérés comme des résultats négatifs donc ne

contiennent pas I’AC HCV.

v Supérieure ou égale a la C.O : le test doit se refaire deux ou trois fois. Aprés

répétitions du test, si I’absorbance est inférieure a la c.o le résultat initial est non

reproductible et 1’échantillon est déclaré¢ négatif,

Si I’absorbance est toujours supérieure ou €gale a la c.o, I’échantillon est déclaré

positif donc il contient I’Ac HCV ou il ya un facteur de réaction non spécifique.

Dans le cas des résultats positifs sont confirmés par la technique PCR au niveau

de I’institut pasteur.

I-5- Technique Elisa optimisée :

Principe générale :

Les techniques immuno-enzymatiques sont des techniques appliquées a la recherche

d’Ag ou d’Ac dans le plasma ou le sérum humain. L’Ag ou I’ Ac recherché va entrer en

réaction avec respectivement, I’Ac ou I’Ag fixé sur la phase solide (cupule de la

microplaque) la réaction Ag-Ac est détectée par 1’addition d’un conjugué, Ac ou Ag sur

lequel est fixé un enzyme. La présence de I’enzyme conjugué (fixé sur le complexe Ag-

Ac) est révélée par un substrat qui passe d’une phase non colorée a une phase colorée

comme suite a une catalyse par cette enzyme avec I’augmentation de la température et
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division le facteur de temps en deux anne ou un manque du réactifs. La densité optique
(DO) de la solution est mesurée par un spectrophotometre ou un fluor-métre selon le

type de réaction.

I-5-1- Mode opératoire :
v' Préparation de solution de lavage.
v Mettre 100 pl de diluant dans toutes les cupules.
v’ Distribuer 10 ul de contrdle négatif dans les cupules Al, B1, 10 ul de contrdle
positif dans les cupules C1, D1 et 10 ul de plasma dans les autres cupules.
v Recouvrir la microplaque par un film adhésif et incuber pendant 15 min a
56°C.

v Effectuer un lavage de 05 fois par la solution de lavage. Aprés incubation,

AN

Ajoute 100 ul d’AC conjugué dans chaque cupule.

AN

Recouvrir la microplaque par un film adhésif et incuber pendant 15 min a
56°C.

Répéter le lavage 5 fois par la solution de lavage.

Distribuer 50 pl de substrat « A » et 50 ul de substrat « B » dans chaque cupule.
Recouvrir par un film adhésif et incuber pendant 7 min a 56°C.

Ajouter 50 pul de solution d’arrét dans chaque cupule.

AN N NN

Lire la densité optique (DO) a la longueur d’onde 450 nm.

Note : La DO doit se lire dans les 30 min qui suivent I’addition de solution d’arrét.
I1-5-2- Calcul et interprétation des résultats :

Calcul de valeur seuil ou Cut-off :

La C.O est calculée selon la formule suivante :

|Cut-0ff (c.0)=NCx+0.145

NCx : la moyenne de la DO des 2 contrdles négatifs.
Interprétation des résultats :

Les échantillons dont la densité optique (DO) est :
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v' Inferieure a la C.O: sont considérés comme des résultats négatifs donc ne
contiennent pas I’AC HCV.

v Supérieure ou égale a la C.O : le test doit se refaire deux ou trois fois. Aprés
répétitions du test, si ’absorbance est inférieure a la c.ole résultat initiale est non
reproductible et 1’échantillon est déclarer négatif,

Si I’absorbance est toujours supérieure ou égale a la c.o, I’échantillon est
déclarer positif donc soit contient ’Ac HCV ou il ya un facteur de réaction non
spécifique.

Dans le cas des résultats positifs est confirmé par la technique PCR au niveau de

’institut pasteur.

I-6-Tests biochimiques hépatiques complémentaires :

Nous avons réalis¢ notre étude biochimique qui consiste a la réalisation du bilan
hépatique au niveau de 1’hopital Ibn Techrine de la wilaya de Blida dans le laboratoire

central

Les échantillons ont été prélevés chez les donneurs de sang séropositif par VHB et HCV

de CTS

Objectifs : notre travail consiste a réalisée le dosage de certain enzyme et autres
parametres biologiques hépatiques en relation avec les hépatites :

v Phosphatase alcaline (PAL)

v" Transaminase (ASAT -ALAT)

v" La bilirubine (totale et directe)
I-6-1- Echantillonnage :
Le sérum de malade (porteur de I’Ag Hbs et I’Ac HCV) est récupéré dans des tube sec
apres avoir effectué les tests sérologiques sur le quelle nous avons réalisés le dosage

des parametres biochimiques hépatiques nécessaire a doser.

I-6-2 Bilan hépatique :

A.Dosage des transaminases :

ALAT (GPT) : Alanine aminotransférase catalyse le transfert réversible du

groupement amine (NH;) de I’alanine sur a- cétoglutarate pour former le glutamate et le
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pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate par le lactate déshydrogénase (LDH)

en présence du NADH :
ALAT

Alanine +a-cétoglutarate *—— glutamate + pyruvate
LDH

Pyruvate+NADH ; H' 5 lactate tNAD"

On mesure la vitesse de disparition du NADH a 340 nm qui est proportionnelle a
I’activité catalytique de I’ALAT.
Mode opératoire :
1-Condition du lecteur :
-Epaisseur de la cuve : 1cm
-Température : 37°C
2 -Régler le zéro de I’instrument sur 1’eau distillée
3- Introduire dans des tubes a essais :
-Réactif du travail 1ml
-Echantillon 100 pl
4- Agiter, incuber pendant 1min a température 37° C

5- Lire I’absorbance initiale (A) de I’échantillon, puis lire 1’absorbance a 1min puis a 3

min.
Calculs :
AA 340/ min xF =UI/ L F=1750
Valeurs de référence : Homme40UI/L Femme 32UI/L
o ASAT (GOT) :I’Aspartate aminotransférase catalyse le transfert réversible du

groupement amine NH, de ’aspartate sur a-cétoglutarate pour former le glutamate et
I’oxacloacétate ; 1’oxaloacétate produit est réduite en malate par le malate

déshydrogénase (MDH) et NADH.
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ASAT
Aspartate +a- cétoglutarate *——— glutamate + oxaloacétate
MDH
Oxaloacétate +NADH,H* | malate + NAD"
P

L’activité catalytique de I’ASAT est déterminée par la mesure de la vitesse de

disparition du NADH a 340 nm

Stabilité de I’échantillon : sérum ou plasma est stable 7 jours a 2-8° C
Mode opératoire :
1- Condition du lecteur :
- Epaisseur de la cuve 1cm
- Température 37°C
2- Régler le zéro de I’instrument sur 1’eau distillée.
3-Introduire dans des tubes a essais :
Réactif du travail 1 ml
Echantillon 100ul
4- Agiter, incuber pendant 1 min Température 37°C.
5- Lire I’absorbance initiale (A) de 1’échantillon, puis lire I’absorbance a 1 min puis

pour 3 min

Calculs :
AAzq/min x F=UI/L F=1750
Valeurs de référence : Homme 38 UI/L Femme 31 UI/L

B- Dosage de PAL : en milieu alcaline et sous I’action des phosphatases alcalines le p-
nitrophénylphosphate est hydrolysé en p-nitrophénol et phosphate.
La vitesse d’apparition du p-nitrophénol suivie par la variation de 1’absorbance a 405nm

est proportionnelle a 1’activité de phosphatase alcaline.

PAL

p-nitrophénylphosphate+H,0O — __» p-nitrophénol+phosphate
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Stabilité de I’échantillon : sérum ou plasma est stable 3 jours a 2-8°C

Mode opératoire :
1-Conditions de lecteur :
Epaisseur de la cuve 1cm
Température 37°C
2-Régler le zéro de I’instrument sur I’eau distillée
3-Introduire dans des tubes a essais :
Réactif du travail 1.2ml
Echantillon 20pul
4- Agiter, incuber pendant 1 min
5- Lire I’absorbance initial (A) de I’échantillon, puis lire I’absorbance a 1 min puis pour

3 min.

Calculs :
AA49s/min x F= UI/L F=3300
Valeurs de références :

Adulte : 98-279 UI/L

C-Dosage de la Bilirubine Totale et Directe : la bilirubine directe présente dans
I’échantillon réagit avec 1’acide sulfanilique diazoique pour donner un complexe coloré
qui peut étre quantifié¢ par spectrophotométrie.

Le diméthylsulfoxyde(DMSO) solubilise la bilirubine indirecte, en permettant ainsi sa
réaction en méme temps que la fraction directe. Les termes «« directe et totale»» se
rapportent aux caractéristiques de réaction en présence ou 1’absence de solubilisant
(I’accélérateur). La bilirubine «directe et indirecte»» équivalente seulement d’une

manicre approximative, aux fractions conjuguée et non conjuguée.

Stabilité de I’échantillon : La bilirubine est stable de 2-8°C pendant 4 jours.
Mode opératoire :
1-Conditions du lecteur :

Longueur d’onde 540nm

Epaisseur de la cuve 1 cm

Température 15-25 °C
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2- Régler le zéro de I’instrument sur 1’eau distillée.

3- Introduire dans une cuvette :

Blanc BT Blanc BD
Réactif 1(D) (ml) - - 1.5 1.5
Réactif 2(T) (ml) 1.5 1.5 -- -
Réactif 3 (ul) -- 50 - 50
Echantillon (ul) 100 100 100 100

4- Mélanger et incuber pendant 5 minutes a 15-25°C.

5-Lire I’absorbance (A)

Calculs :

Le calcul du taux de la bilirubine comme suit :

Bilirubine (mg/dl) = (Abs Echant.— Abs Echant. Blanc) x facteur
Facteur théorique : Bilirubine totale : 19,1

Bilirubine directe : 14

Facteur de conversion : mg/dl x 17,1= umol/l

Valeur de référence : Bilirubine Total= 1,10mg/dl ~ 18.81 pmol/l Bilirubine
Directe = 0.25 mg/dl= 4.25 pmol/l
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Chapitre I11 :

Résultats et Discussion




Chapitre III : Résultats et Discussions
III-1-Résultats sérologiques :

Au cours de notre stage pratique, bas¢ sur le dépistage de 1’hépatite viral B et C chez
13.500 donneurs de sang dont 8.800 Hommes et 4.700 Femmes dans la tranche d’age
comprise entre 18 et 65 ans et par des techniques immuno-enzymatique ELISA
Sandwich et indirecte et aussi par la technique ELISA optimisée suivie par des analyses
biochimiques hépatiques complémentaires sur les séropositives nous a permis d’avoir

les résultats suivants :
I1I-1-1-Répartition des donneurs en fonction du sexe :

La répartition des donneurs en fonction du sexe est présentée dans la figure 7 et le

tableau II (Annexe V)

34,81%

® homme

femme

Figure 07 : Répartition des donneurs selon le sexe.

D’apres la présentation graphique des donneurs du sang en fonction du sexe; on
remarque une prédominance masculine avec (65.18%) contre (34.81) de sexe féminin

(Figure 07).

Cette prédominance masculine a été aussi retrouvée dans I’étude de Dembélé (1999),
Guindo(2003) et Tangara (2004) qui ont signalé que les donneurs sont majoritairement
de sexe masculin. Ceci pourrait étre li¢ aux conditions socioculturelles de notre pays et
aussi probablement aux multiples contre indications au don de sang chez les femmes

(allaitement, menstruation et gestation).
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I11-1-2-Répartition des donneurs selon les tranches d’age :

La répartition des donneurs selon les tranches d’age est représentée dans la figure 8 et le

tableau III (annexe V )

45,00%

40,00%

35,00%

30,00%

25,00%

20,00%

15,00%

10,00%

5,00%
0,00% . . T i

[18-28] [28-38] [38-48[ [48-58] >=58

Figure 08 : Distribution des donneurs selon les tranches d’age.

d’aprées notre histogramme le pourcentage des donneurs le plus élevé (39.44%) se situé
dans la tranche d’age [28-38[ans ; suivie de (28.96%) et (27.73%) dans les tranches
d’age [18-28[ et [38-48[ ans .pour la tranche d’age de [48-58[ ans le pourcentage des

donneurs est faible (3.52%) , alors que les donneurs plus de 58 ans sont rares ( 0.35 %)

Nos résultats sont comparables a ceux Sarro(2002) et Tangara (2004) qui ont trouvé
que les donneurs du sang sont majoritairement agés de 18 a 39 ans ; Ceci pourrait étre
di au fait que la plupart des donneurs sont des universitaires ; en effet notre
recrutement trouver principalement les enseignants, les étudiants et des fonctionnaires

et certain corps comme la police.
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III-1-3- Répartition des donneurs en fonction des résultats sérologiques par la
technique immuno-enzymatique ELISA Sandwich et la technique ELISA

optimisée:

La répartition des donneurs en fonction des résultats sérologique est représentée dans

les figures 09,10 et les tableaux IV et V respectivement (Annexes V)

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
0

sérologie positif

H sérologie négatif

Ag Hbs Ac Hev

Figure 09 : Répartition des donneurs en fonction des résultats sérologiques de la

technique immuno-enzymatique ELISA Sandwich

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

W sérologie positif
Ag Hbs Ac Hev W sérologie négatif

Figure 10 : Répartition des donneurs en fonction des résultats sérologiques de la

technique immunoenzymatique ELISA optimisée :

D’apres les figures 09 et 10 (99.77%) et (99.93%) des donneurs ont une prévalence
négative pour les hépatites virale (B et C), avec une faible prévalence positive de
(0.23%) de virus d’hépatite virale B (Hbs) et une trés faible prévalence positive (0.07%)
de virus d’hépatite virale C; par les deux technique ELISA Sandwich et ELISA
optimisée qui dans la quelle on a augmenté la température a 56 C ° et on a divisée le

facteur de temps sur deux pour avoir si il ya une différence entre les deux ou non ; et es-
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que on obtient les mémes résultats que la technique ELISA , mais d’aprées les figures 09
et 10 on observe que les résultats se sont les mémes sauf que la deuxiéme est plus

rapide que la technique ELISA .

Pour la prévalence de HCV :

Nos résultats sont comparables avec les résultats d’Ayed et Honinato (1995) qui ont
trouvé que la prévalence de HCV est 0.18% chez les donneurs du sang. Le taux de
prévalence de HCV est de 0.07%, elle est nettement inferieure a 1.50% (la valeur de

prévalence de I’hépatite C en Algérie) (Chikhi, 2011).

Pour la prévalence de HBS :

Nos résultats sont comparables avec les données de ’OMS qui a noté que la France est
un pays considéré comme ayant une prévalence faible (<2%) de ’HBV, le nombre de

cas intrafamiliaux élevé suggérent une transmission

Horizontale importante dans la population et celle de Denis (2004) qui a signalé que la
prévalence de HBV est inferieure a 2%. Deux autres études sur 1000 donneurs, ont

trouvé une prévalence de (1.2%) (Ainas, 2009) et de 0.38% (INTS, 1993) en France.
IT1-1-4- Répartition des donneurs séropositifs pour HBV et HCV selon le sexe :

La répartition des donneurs séropositifs pour HBV et HCV en fonction des sexes est

présentée dans la figure 11 et 12 tableaux VI et VII respectivement (Annexe V) :

Mormbre
30
20 B homme
10 m femme
0 1 1
sexe

Figure 11 : Répartition des donneurs séropositifs pour HBS+ selon le sexe
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Mombre

8
6 B Homme
4
2 H femme
0

sexe

Figure 12 : Répartition des donneurs séropositifs pour HCV+ selon le sexe :

D’aprés les figures 11 et 12on remarque que le pourcentage des donneurs séropositifs
pour Hbs selon le sexe masculin 8.800 donneurs (28 cas positifs ; 0.32% ) le sexe
féminin 4.700 donneurs (03 cas positifs ; 0.03 %) et le pourcentage des donneurs
séropositifs pour HCV selon le sexe masculin 8.800 donneurs (08 cas positifs ; 0.17%)

le sexe féminin 4.700 donneurs (01 cas positifs ; 0.02%).

Pour la prévalence de HBS selon le sexe :

Le nombre des cas séropositifs d’HBV est plus fréquent chez les hommes (28 cas), que
les femmes (03 cas) ces résultats sont comparables avec les résultats de Bernard et al.,
(2005) qui ont signalé que les hommes sont plus fréquents porteurs que les
femmes ;ceci du probablement au comportement sexuel des hommes par apport aux

femmes.

Selon Eyquem et al., (1983) : lors des premicres examens effectués par Blumberg dans
les iles de philippines ; Iatteinte préférentiel du sexe masculin avait été noté , de méme

les hommes étaient plus nombreux que les femmes.

Pour la prévalence de HCV selon le sexe :

Concernant la séropositivit¢ en HCV nous constatons que (0.17%) hommes sont
infectés par le virus d’hépatite C. Ces résultats sont en accord avec ceux de Demblélé
(1999) qui a trouvé une séroprévalence de 6.52% chez les hommes contre 3.34% chez

les femmes au CNTS de Bamako.
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IT1-2- Résultats du dosage des parametres biochimiques hépatiques :

Dans notre étude nous nous somme concentrés sur les cas porteurs de I’hépatite viral B

et C Hbs" et HCV' chez les deux sexes dont les résultats sont les suivantes :

II1-2-1- Variation de taux des phosphatases alcalines chez les donneurs pour Hbs"
et HCV' :

Variation de taux des phosphatases alcalines chez les donneurs pour Hbs+ et HCV "est

présentée dans les figures13, 14 et tableaux VII,VIII respectivement (Annexe V)

Ta 180
o 175
de

170
-
P& 165
L 160 -
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155 -+

’
N

sain Ag Hbs +

Figure 13 : Variation de taux de phosphatase alcaline chez les donneurs d’AgHBs+

Ta 250
LU= 200
de

150 -
3
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L 50 -

L
a0
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Figure 14 : Variation de taux de phosphatase alcaline chez les donneurs d’Ac HCV+

Par I’interprétation de ces deux figures et la comparaison entre les moyennes de
phosphatase alcaline (PAL) des donneurs sains et Hbs'et HCV", on observe que chez
les donneurs sains, les moyennes des phosphatases alcalines(PAL) est de (163.2+£25.32)

par contre chez les donneurs Hbs" est de (176.2+22.32) donc il ya une élévation des
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Taux et chez les donneurs HCV" est de (230.2+45.39) ce qui signifier que il ya une

augmentation par apport aux moyenne de PAL chez les donneurs sains.

Nos résultats montrent que les moyennes des PAL chez les donneurs HCV" sont plus
élevés par apport au moyennes des PAL chez les donneurs Hbs" donc il ya une
perturbation de PAL au cours des infections par 1’hépatite virale B et C , ce qui suggere

que le dosage de PAL est suffisant pour conclure la présence d’une hépatite viral B et C

On constate donc que la phosphatase alcaline est affectée chez les donneurs ayant

I’hépatite virale B et C

Selon (Aeyquem,1983) I’augmentation du taux de PAL indique une cholestase intra

hépatique, une cholestase intra hépatique et une cytolyse hépatique.
IT1-2-3- Variation de taux des transaminases chez les donneurs Hbs' et HCV ":

. . . + + r r
Variation de taux des transaminases chez les donneurs Hbs et HCV' est représentée

dans les figures15,16 et les tableaux X, XI respectivement (annexe V)
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Figure 15 : Variation de taux des transaminases chez les donneurs Hbs"
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Figure 16 : Variation de taux des transaminases chez les donneurs HCV"

: +
On constate selon les deux figures que les transaminases chez les donneurs HBs ' et

+ . . . r r :
HCV sont significativement élevé par rapport aux donneurs sains.
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Chez les donneurs sains le taux d’ASAT est (32,8+3,88 UI/L) par contre chez les
donneurs Hbs" est (39,2+5,08 UI/L) 1’augmentation est donc de 64,50% (P=0,031)

Pour le taux d’ALAT chez les donneurs sains est (33,8+4,94). Par contre chez les

donneurs Hbs" est (40,01+6,78), avec une augmentation est de 51,22%( p=0,030)

Et chez les donneurs sains le taux d’ASAT est (65.846.88 UI/L) et le taux de ASAT
est de (88.6+8.09) pour les donneurs HCV" donc il ya une augmentation par rapport au

donneurs sains.

Et pour ALAT chez les donneurs HCV" (98.3+9.77) est toujours élevée par apport aux

normes.

Nos résultats montre que les taux d’ALAT sont élevés par rapport aux moyennes, des
taux a ¢élevée ceux d’ASAT dans le cas d’hépatite virale B et C et les moyennes de taux
des transaminases chez les donneurs HCV' sont plus élevés par apport au donneurs

Hbs" .

cela concorde avec les travaux de bascil et frexinose (2004)qui ont noté une €lévation
des transaminases, atteignant 20 a 40 fois la normale (en particulier de I’ALAT) dans le
cas d’hépatite virale B et atteignant 60 a 80 fois la normale(en particulier de I’ALAT)
dans le cas d’hépatite C ;ce qui confirme que ’ALAT augment dans la maladie de foie

dont il provoque des perturbations hépatiques concernant le métabolisme de ce dernier.

Selon Doré(1994) une hypertransaminasémie important qui est supérieur a 40UI/L est
observée au cours des hépatites aigue et une ¢lévation plus modérée se voit dans les

hépatites chroniques virales.

Par ailleurs, nous avons noté une augmentation des taux des transaminases (ALAT et
ASAT), cela rejoint les données bibliographiques de Nilsen (1971), qui rapportent que
les patients qui présentent une hépatite B et C en relation avec augmentation
permanente des aminotranférases, cette augmentation de transaminase se traduit par

I’apparition de la cytolyse.
III-2-2-Variation de taux des Bilirubine (Directe et Totale) chez les donneurs :

Variation de taux des Bilirubine (direct et totale) chez les donneurs Hbs" et HCV" est

représentée dans les figures 17,18 et les tableaux XII , XIII respectivement (annexe V)
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La bilirubine (directe et totale), selon la présentation graphique se trouve en état

légerement élevé par apport & 1’état normal chez les donneurs Hbs '

La bilirubine (directe et totale) est élevé chez les donneurs HCV' par rapport les

donneurs sains donc il ya une différence.

Pour la BT elle est de (6.4+0.75 U mol / L) chez les donneurs sains, et de (6.6+0.51)
chez les donneurs Hbs ", chez les donneurs HCV "elle est de (16.6+2.62).

En effet ; pour BD elle est de (1.8+0.2) chez les donneurs sains, de (2+0.25) chez les
donneurs Hbs" et de (8.4+0.95) chez les donneurs HCV".

On constat donc que 1’hépatite virale B et C affect la Bilirubine. Ce qui suggere que le
dosage de la bilirubine (directe et totale) est suffisant pour déduire la présence d’une

hépatite virale B et C.

Et les moyennes de la bilirubine directe et totale chez les donneurs HCV" sont les plus

élevés par rapport a la moyenne de la bilirubine directe et totale chez les donneurs Hbs"
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Conclusion




Conc usion

Au cours de notre étude nous nous somme intéressés a 1’étude de la présence des

hépatites virales B et C chez les donneurs de sang ; en appliquant la technique immuno-

enzymatique ELISA Sandwich et la technique ELISA optimisée ; d’apres les résultats

sérologiques obtenus, nous avons constaté que :

+ Le nombre des donneurs est important

*

Les virus de I’hépatite virales B et C sont rarement trouvée chez les donneurs du
sang par rapport au nombre exagérer qu’on a traité
Une prédominance de I’hépatite virale B sur I’hépatite virale C
Une prédominance du sexe masculin par rapport au sexe féminin
La majorité des donneurs infectées par le virus de I’hépatite virale sont une
population jeunes (la tranche d’age et comprise entre 30 et 49 ans)
La technique immuno-enzymatique ELISA standard est précise, spécifique, par
contre la technique d’optimisation ELISA est plus rapide, on gagne du temps, le
développement des testes sérologique fiable et la sécurité transfusionnelle, on
cas d’urgence ou le nombre des donneurs énormes, facilite 1’opération donne un
avantage au laboratoire et a la fin on obtient les mémes résultats que la
technique ELISA standard.
D’aprés les résultats biochimiques hépatiques On a conclu que :
Les moyenne de tous les paramétres biochimiques chez les donneurs HCV * sont
plus élevés par rapport les moyennes des donneurs Hbs
Toutes les moyennes de ces parametres biochimiques sont ¢levés par rapport les
moyennes des donneurs sains.
Les moyennes de taux d’ALAT sont élevées par rapport a la moyenne des taux
d’ASAT chez les donneurs Hbs" et HCV".
I’existence des perturbations et une augmentation des taux dans le bilan

hépatique.
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Figure 20 : Schéma récapitulatif du principe ELISA Sandwich.
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Figure 21 : Schéma récapitulatif du principe FLISA indirecte.
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Annexe lll

Appareillage :

Centrifugeuse des tubes.

Centrifugeuse des poches.

Réfrigérateur.

Tensiometre.

Balance.

Agitateur des poches.

Clampeuse.

Chaine Elisa.
v" Incubateur ou étuve a 37°.
v’ Laveur automatique des microplaques.
v’ Lecteur des densités optiques (spectrophotométre).

v Imprimante.

I.  Matériel utilisé :
un garrot.
Gants de laboratoire en latex a usage unique.
Les poches du sang.
Les tubes héparines.
Les micropipettes réglables.
Les micropipettes fixes de volume : 10 pl, 50ul, 100pul.
Portoirs en plastiques.
Les embouts jaunes (0 pl- 100 pl).
Les embouts bleus ( 10 ul- 1000ul ).
Coton.
Compresse.
Alcool.
Eau de javel.

Eau distillée.
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Figure 15 ; Trousse BIG-RAD pour le dépistage des anticorps anti-HCY
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Annexe IV

Tableaw B : Feullle de résufiats (axample 0e OO oblenves aprés leciure dune
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Tableau IX : Feullle de résultats {exemple de DO obtenies aprés lecture
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Tabieau X: Feunille de résultats (exemple de DO abtenves aprés lecture d'une

prliggune HUW ).









Annexes V

Tableau II : Répartition des donneurs en fonction de sexe :

Sexe Homme Femme totale
Nbre du donneur 8800 4700 13500
Pourcentage(%) 65.18% 34.81% 100%

Tableau III:Répartition des donneurs selon les tranches d’age

Tranche d’age | [18-28] [28-38| [38-48| [48-58] >=58
Effectif des 3910 5325 3743 475 47
donneurs

Pourcentage 28.96% 39.44% 27.73% 3.52% 0.35%
(“0)

Tableau IV :Répartition des donneurs en fonction de résultat Sérologie pour AG Hbs :

Sérologie de ’AG Hbs Effectif Pourcentage
Sérologie positif 31 0.23%
Sérologie négatif 13,469 99.77%
totale 13,500 100%

Tableau V : Répartition des donneurs en fonction de résultat Sérologie pour I’hépatite

virale ¢ :

Sérologie de I’AG Hcev Effectif Pourcentage
Sérologie positif 09 0.07%
Sérologie négatif 13,491 99.93%
totale 13,500 100%




Tableau VI :Répartition des donneurs d’Ac Hbs positif selon sexe :

Homme femme
Effectif des donneurs 8,800 4,700
Hbs positif 28 03
pourcentage 0.32% 0.03%

Tableau VII:Répartition des donneurs d’AC Hcyv positif selon sexe :

Homme femme
Effectif des donneurs 8,800 4,700
Hecv positif 08 01
pourcentage 0.17% 0.02%

Tableau VII : taux de phosphatase alcaline chez les donneurs de sang pour Ag HBS™ :

Ag Hbs — (sain) Ag Hbs +
167 255
107 185
210 141
227 227
105 127
160 120
104 177
109 174
224 182
230 144
178 148
133 189
200 122
204 120
176 147




166 205
134 250
138 202
144 220
210 189
234 230
222 221
176 200
176 134
102 182
114 142
133 139
168 201
176 170
202 140
206 134
Moyenne

Ecartype 163.2 +-25.32 176,2 +- 22,32

Tableau IX: taux de phosphatas alcaline des donneurs de sang pour ’hépatite virale c

HCV":

AcHcev - AcHcv+
290 322
299 258
309 333
404 460
206 403
350 440
567 453
450 330
402 371
Moyenne




Ecartype  223.2 +- 54.31

230.2 +-45.39

Tableau X: taux des transaminases chez les donneurs de sang pour AgHbs+ :

Ag Hbs + TGP Ag Hbs + TGP Ag Hbs - TGO Ag Hbbs+ TGO
30 65 25 61
30 30 37 36
20 68 22 60
40 55 39 51
49 60 41 40
22 62 24 34
34 33 30 52
50 64 27 44
32 57 42 52
42 61 A 34
39 40 37 32
48 35 39 33
30 39 22 55
40 34 32 37
25 46 49 30
28 38 20 30
37 27 37 30
44 30 39 39
47 39 46 33
49 31 40 40
21 26 38 39
39 20 28 33
22 24 29 26
36 33 40 42
32 47 47 32
50 56 37 39
49 20 25 32
31 22 29 26




43 45 32 36

33 40 30 20

48 32 34 22
Moyenne

écartype 33.8 +-4.94 | 40.01 +- 6.78 32.8 +-3.88 39.2+-5.08

Tableau XI: taux des transaminases chez les donneurs de sang pour I’hépatite virale ¢

HCV+:

AcHcv - TGP AcHcv + TGP AcHcv - TGO AcHcev + TGO
80 185 150 86

88 96 144 128

90 94 90 134

120 103 98 98

105 108 120 136

110 121 119 109

128 9 100 100

132 66 104 88

92 94 93 90
Moyenne

Ecartype 66.8+- 7.93 | 98.3 +-9.77 65.8 +- 6.88 88.6 +-8.09

Tableau XII: taux de la bilirubine chez les donneurs de sang pour Ag Hbs+ :

Ag Hbs - BT Ag Hbs + BT Ag Hbs - BD Ag Hbs + BD
7 6 2 1
9 7 2 2
5 8 1 2
5 5 2 1
6 7 2 2
4 3 3 2
3 2 4 2
7 4 2 1
2 9 1 2




1 7 1 3
9 5 2 2
4 5 3 3
4 4 3 3
9 1 4 2
8 3 2 1
7 2 2 1
2 4 2 1
5 4 1 2
3 8 3 3
2 7 2 3
7 9 1 2
8 2 3 3
4 1 1 3
3 2 1 1
4 3 2 3
5 2 2 2
5 5 3 2
4 5 1 3
7 8 2 1
8 3 3 2
7 1 1 2
Moyenne

Ecartype 6.4 +-0.75 | 6.6 +- 0.51 1.8+-0.2 2+-0.25

Tableau XIII : taux de la bilirubine chez les donneurs de sang ’hépatite virale c HCV" :

AcHcv - BT AcHcev + BT AcHcev - BD AcHcev + BD
15 22 9 9
22 24 8 8
25 34 10 8
30 30 8 8
24 25 9 9




18 19 10 10

29 33 10 11

32 29 12 8

37 40 9 9
Moyenne

Ecartype 18.4+-2.79 | 16.6 +- 2.62 8.8 +-0.9 8.4 +-0.95




