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List_e des abréviations: ‘

Ac: Anticorps
Ac anti-VHC: Anticorps anti virus de I’ hepatlte C

ADN: Acide désoxyribonucléique

Ag: Antigéne
AgHBs: Antigéne de surface du virus de ’hépatite B

- ALAT: Alanine aminotransférase

ASAT: Aspartate aminotranférase
-ARN: Acide ribonucléique

CHC: Carcinome hiépatocellulaire )
" CNTS: Centre national de transfiision-sangnine

DO: Densité optique

EDTA: Ethyléne diamine tétra acétique’

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay ‘
FMPOS: Faculté de médecine de pharmacie et d’odonto-stomatologie
g/dl: Gramme par décilitre

g/l: Grarume par litre

IV: Intra veineux

mm: Millimétre ;
MST: Maladies Sexuellement Transnuss1b1es

,NANB: Non A non B
‘NFS: Numération Formule Sanguine

nm: Nanométre
OMS: Organisation mondiale de la santé
ONUSIDA: Organisation des nations unies pour le syndrome

- 'd’immunodéficience humaine
PAL: __Phosphatase alcaline
PBH: Ponction Biopsie Hépatique

PCR: Polymerase Chain Reaction
SIDA; Syndrome d’immunodéficience acquise

TP: Taux de Prothrombine
UT: Unité internationale ’

U/: Unité par litre
VHA: Virus de I’hépatite A.

-VHB: Virus de 1’hépatite B

VHC: Virus de ’hépatite C
VHD: Virus de I’hépatite D
VIH: Virus de I'immunodéficience humaine

VS: }fitesse de sédimentation o e o

~
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L'hépatite virale est une maladie infectieuse dont le mécanisme de transmission
‘peut étre oro-fécal, sexuel et/ ou parentéral. Elle est caractérisée par une atteinte.

prépondérante du systéme réticulo-endothélial et du parenchyme hépatique.(44)
Elle évolue sous une forme aigué et chronique avec un grand polymorphisme
des manifestations cliniques,.depuis les variétés asymptomatiques et frustes
jusqu'aux formes. graves. et mortelles avec intoxication générale, ictére,
hémorragie et autres signes d'insuffisance hepathue(44)

Depuis 1940 deux d'entre elles ont été reconnues comme des entités entiéres: 11
s'agit des hépatites A et B.

Depuis sa découverte en 1989, le virus de ’hépatite C(VHC) a émergé comme
étant, en'majeur partie, 'agent étiologique des maladies du foie dans la plupart

-des régions du globe.

Au niveau mondial, 'OMS estime que 170 millions de personnes environ, soit
3 % de la.populatlon sont infectées par le VHC et exposées au risque de
cirrhose et de-cancer du foie(52).

- En Europe on estime a 9 mllhons le nombre de sujets atteints par le VHC, soit

1,03 % de la population(52). -

En Afrique, 32 millions d'1nd1v1dus sont porteurs de.ce virus, soit 5,3 % de Ia
population(52). :
Quand a I’ hepatlte B, ’OMS estime a deux milliards le nombre de personnes
infectées y compris 400 millions de porteurs chroniques dont 60 millions en
Afrique(58). Un million d’individus meurent chaque année de I'inifection virale
B(62). .

Au Mali, l’hepante B 4 fait I’objet de. nombreuses études(16, 61, 63,68). Ces
études ont montré qu’elle était prévalante, En effet chez les donneurs de sang.au
CNTS de Bamako, la prévalence est estimée & 14,9 %(29), le sexe ratio est de
6,81 en faveurs des hommes et le mode de conta.mmatlon reste essentiellement
sexuel et parentéral(29). :

La coinfection la plus souvent décrite dans. d’autres pays est celle par le virus
delta.(62)

Mais la coinfection par le virus de I’hépatite C est trés peu décrite au Mali. En
effet une seule étude en milieu hospitalier s’y est. mteressee(60) et qui rapporte
que dans 13,4 % des cas de cirrhose I’ AgHBs est associé aux anticorps anti-
VHC.

La séroprévalence du VHC au Mah varie.de 2.4 5,4% chez les'donneurs de
sang(5,16,22,6)et est estimée a-2,37 % chez les femmes enceintes(22).

En Afrique, cette séroprévalence varie de 0,26 % en Afrique du Sud (66) a
13,5% en Egypte(l 8).

On estime actuellement que plus de 60 % des sujets VHC positifs developpent
une hépatite chromque dont 5 a 10 % pourraient aboutir a des formes.de cancer
tels que le carcinome hépato-cellulaire ou CHC(7,25,42).
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Y’a-t-il une relation sur le plan épidémiologique entre ces deux virus dont les
modes de transmission sémblent &tre les mémes?

Qu’elle est la prévalence de la coinfection VHC et VHB? .

Qu’elles sont les caractéristiques socio-démographiques assocides a cette
comfection? )

Existe-t-il des parameétres hématologiques ou biochimiques associés 3 1’infection
isolée et a la coinfection? |

Pour répondre a toutes ses.questions il nous a paru intéressant d’examiner surle
plan épidémiologique les marqueurs sérologiques de ses deux virus chez les
donneurs de sang ou ils sont systématiquement dépistés.
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Hypothése de travail

Notre hypothese de travail est que le VHB serait un facteur de risque dans la
transmission du VHC et qu’il existerait des facteurs socio-démographiques ou

biologiques associ€s 4 cette coinfection. Pour vérifier cette hypothése nous

avons entrepris cette étude dont les objectifs sont les suivants:




~ Objectify



I

OBJECTIF GENERAL

Donner une description clinique et biologique de la coinfection par I’hépatite B
et I’hépatite C chez les donneurs de sang au CNTS de Bamako.

OBJECTIFS SPECIFIQUES

1- Dépister I’AgI—IBS et I’Ac anti HCV chez les donneurs de sang
2- Effectuer un bilan hématologique et biochimique chez les sujets séropositifs
3- Déterminer la fréquence de la coinfection VHB et VHC chez les donneurs de

sang.
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I- Rappels sur les hépatites virales: [14 62,65]

Le terme dhépatite virale est communément utilisé pour de51gner
plusieurs. maladies cliniquement similaires mais distinctes sur le plan
étiologique et épidémiologique.

Ce sont des maladies inflammatoires des tissus parenchymateux qui

s 'expriment essentiellement sur le foie.

L'inflammation est une réaction de protection de l'orgamsme vis-a-vis
d'une agressmn extérieure ou intérieure.

Les virus des hépatites penetrent -dans l'organisme soit par voie
dlgestlve(VHA), soit par voie sanguine (VHC et VHB), soit pa.r voie

sexuelle (VHB surtout).

Six virus ont été identifiés & ¢e jour comme responsables de la majorité
des hépatites: il s'agit des virus A, B, C, D, E et G. Les. modes de:
transmission différent selon le type de virus.

I1- Le virus de I'hépatite C: VHC"™ :

II-1 Caractéristiques du virus :

*Clest un virus'a ARN de 50-60 nm de diamétre , enveloppé , trés résistant,

a la chaleur dont le génome, c'est 2 dire la partie génétique est hautement

“variable. Il survit au moins deux jours 4 l'air libre.

Sa variabilité génomique a été a 'origine de 1'émergence dans le temps a
partir de leur ancétre commun de plusieurs génotypes viraux qui ont une

répartition géographique qui leurs sont propres.
- 'Le poids moléculaire de .I'ARN est -voisin de: 4.10°Da. Par ses
caractéristiques il est apparenté 4 la famille des FLAVIVIRIDAE dont

les membres les plus connus sont les virus de la fiévre jaune et de la
dingue.
L'hépatite virale C, représentant _]usqua 85 % de tous les cas d'hépatites
post transfusionnelles, ne se propage, apparemment que par voie
parentérale a partir de donneurs de sang atteints de formes subcliniques de
l'infection. : |
L'hépatite C est une maladie dpnt.l'.évoh;tion est variable mais souvent trés
lentement progressive.
Aprés contamination par le VHC:

- 10 a 15 % des sujets guérissent spontanement

- 20 4 25 % ont une maladie chronique totalement asymptomatique avec
des Transaminases normales et des lésions au niveau du foie le plus
souvent minime.
Ainsi 30 a 40 % guérissent ou ont une maladie chronique bénigne sans
conséquence.
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- 60 .3 70 % développent une hépatite cirthose se manifestant par une
~ élévation le plus souvent modérée des Transaminases.

La majorité de sés patients ont des 1ésions inflammatoires discrétes sur le
foie-et une fibrose miniine.

Environ 20 % des hépatites chroniques C développent aprés 10 & 20 ans
d'évolution une cirrhose susceptible d'évoluer. vers une insuffisance des.
fonctions hépatiques ou plus rarement un cancer .

Le risque de cancer du foie, une fois la cirrhose constituée est de 145 %.
Plusieurs facteurs jouent un rdle mlportant dans le développement de la

- cirrhose:

- I'dge au moment de la contamination.
- La consommation d'alcool supérieure a 50 g par jour(l'équivalent: de 5
verres quelque soit le type d 'alcoo]) et pendant une période prolongge est

. un facteur favorisant. p

- Le sexe masculin: a ce niveau constant d'ige et de consommation
d'alcool, les hommes ont une vitesse de progression de la fibrose plus
rapide que les femmes. les mécanismes en sont inconnus.
- La coinfection par le virus du SIDA(VIH) ainsi que tous les états de
déficit. immunitaire sont associés a une progression plus rapide de la .
fibrose.
- La coinfection par le virus de I'hépatite B.
1I-2 Repartltlon géographique(épidémiologie ):
Depuis la mise au point des moyens de deplstage du VHC, des etudes
prospectives et méme rétrospectives ont permis de caractériser le virus
dans l'espace[26,33].0n sait aujourd’hui que le virus est ubiquitaire,
présent sur tous les continents avec cependant une prédominance dans les

pays occidentaux et d'autres pays industrialisés comme le J apon(1%)[64].

Le VHC se trouve dans le monde entier avec une prévalence moyenne de
3 %( soit 170 millions de personnes infectées )[62].

En France, la prévalence de la séropositivité VHC est de 1,1 4 1,2 % (soit

500 000 a 650 000 personnes infectées dont 55 a ‘85 % environ sont
porteuses du virus )[62].

Ceci s'expliquerait par les habitudes de la modemité qui favoriseraient la
propagation du virus dans leur population: toxicomanie a la seringue,
dialyse, homosexualité, greffe d’organe et transfusion.[43]

La prévalence de l'infection par le VHC est de 60 % environ chez les
usagers de drogue-intraveineuse(IV). Elle serait d'au moins 25 % chez les
détenus[62].

11y a environ 4 millions de porteurs chroniques aux Etats um's[4 1-

En Europe la proportion de sujets atteints varie de 0,5 a 2 %[13,54] en
fonction des pays avec un gradient Nord Sud. En Europe de 1’Ouest, 5
millions de personnes sont touchées tandis que en Europe de I’Est ,,
certains pays sont particuliérement touchés jusqu’a 3 4 4 %.[52,56].
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En Afrique noire, la prévalence varie de 2 3 6 % selon les pays[54]. La

distribution est trés hétérogéne en particulier en Afrique au Sud du

Sahara[52,56].

En Afrique occidentale, peu d’etudes sont publiées de nos jours.

Au Mali, une prévalence.de 3 % a été rapportée chez les donneurs de sang:
au.CNTS .de Bamako. en 1999 par Dembelé[22] et 5.4 % en 2002 par

Katembé[ 6 ] chez les mémes populations de donneurs.
Le VHC serait responsable de 19 % des hépatites.chroniques au Nigéf[10]

Une prévalence de 5,4 % a été-rappoitée chez les enfants en 4dge scolaire

au Ghana[47] et 3,3 % chez les donineurs de sang 4 Lomé [3 .

En Afrique centrale, des études ont rapporté une séroprévalence de 1’ordre
de 10220 % au Gabon orientale et au sud du Cameroun[21,41,51,57].

Al Zaire , la prévalence est de 6% .

En Afrique australe, au Zimbabwe, la prévalence est de 7,7 %.

L’Egypte apparajt comme ayant la’ plus haute prévalence: les -anticorps

anti-HVC ont été retrouvés ¢hez 22% des nouvelles recrues de 12armée et -
chez 16,4'% dés enfants avec hépatomégalie[1].
I1-3 Les modes de transmission:[40,48,53,62]
Les principaux modes de transmission du VHC sont connus. Il se-transmet
essentiellement _par voie parentérale. Les deux principaux modes de

‘contamination sont la toxicomanie intraveineuse ét les’ antécédents de

transfusion.
3-1 Les produits sanguins:

La transfiision de produ1ts sangums(sang total, albumine, plasma
* globulines, ...) a été la premiére cause reconnue de trarismission et ajoué
un role ma_]eur dans la diffusion de I’infection .Ce mode de transmission a

presque complétement disparu depuis 1991 dans les pays. developpes du
fait du dépistage systématique et des mesures d’inactivation virale dans la
préparation des produits dérivés: du sang. Le risque résSiduel . de
transmission du VHC est estimé en France en 1997 4 1 pour 204.000 donS:
de sang , ce qui représente moins de 10-nouveaux cas par an.

La "transfusion de produ1ts sanguins a été un important facteur de
contamination jusqu’en 1991. Sont donc largement concernés les
personnes polytransfusées, les hémophiles, mais aussi les hémodialysés et

les transplantés d’organe.

Depuis: 1999, un test de depxstage obligatoire du VHC, associé & un

dosage des transaminases, est fait systemathuement a tout donneur de

sang, ce qui réduit considérablement' ce risque. Actuellement, le risque de
contaniination est estimé a 1 pour 500 000 transﬁls1ons[62]
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3-2 La toxicomanie: . | |
La ‘toxicomani¢ intraveineuse est actuellement la principale Voie de

. transmission .du VHC dans les pays.. développés. La toxicomanie est

responsable-des 2 /3 de nouveaux cas de contamination par le VHC.

3-3 Les autres modes de- transmission:
3.3-1La transmission sexuelle:
La transinission sexuelle-du VHC, est trés rare. Elle est vraisemblablement.
liée ‘a une exposition sanguine au cour d’un rapport sexuel, en cas de
rapport Sexuel traumatique, de lésions génitales le plus souvent associées &

_des MST( herpés ++),-ou encore lors de rapport pendant les régles.

3-3-2 La transmission mére enfant: ‘

La transthission mére enfant du VHC est bien démontrée mais rare(3%).
Le risque de transmission est inférieur & 6 % mais peut atteindre- 10 % si la
mere a une chdrge virale élevée[53]. Le risque est plus élevé quand la mére

_ est coinfectéé par le virus du SIDA ou de I’HVB. S’agissant de

I’allaitement et bien que les études ne: soient pas toutes concordantes, le
risque semble extrémement faible ou nul.

3-3-3 La transmission intra familiale: -

La transmission entre sujets habitant sous:le méme toit est trés rare et est
le'plus souvent liée au partage d’objets courarts en particulier les objets de
toilette, Il n’y a pas de risque lié au balser ou au partage de la vaisselle.
11-4 Clmlque°

4-1 Hépatite aigu&: Lorsque le Virus est introduit par Voie sanguine dans
Porganisme il va gagner le foie. Il provoque alors aprés une période
‘d’incubation moyenne de 2 ‘mois une hépatite. aigug. Il §’agit d’une
période totalement silencieuse ol la quantité du virus.n’est pas suffisante:
pour provoquer des sign_es,cliniques ou pérturber les résultats des. pﬁses de
sang, |

Neuf fois sur dix, il n’y a pas de signes clnuques(totalement

- asymptomatiques), une fois sur dix, on a:[62]

- Syndrome grippal: fidvre, céphalées, douleurs musculaires,
abdominales et articulaires, fatigue.

- Des sighes dlgeshfs perte d’appet1t(anorex1e) nausées, diarrhées
douleurs dans la région du foie.

~ Parfois éruption cutanée de type urticaire: ces signes peuvent étre
suivis par I’apparition d’un ictére. Ils mettent plusieurs semaines
disparaitre.

Le déroulement de ’infection aigué:

- Apparition de I’ARN du VHC -premier marqueur, dans le séruni 7 a2l
jours aprés la contamination.. -

- Augmentation des transaminases sériques au dela du 15& jour; souvent
au dela de 4 semaines apres la contamination:.
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Les symptomes cliniques, -en particulier ’ictére, dans 10 % dés cas 2 4 12
semaines aprés la contamination et disparaissernt rapidement. Les anticorps
anti-VHC apparaissent dans le sérum 20 a 150 jours aprés la
contamination.

L’évolution habituelle de I’hépatite aigué est la guérison{qui est définie
par ["absence d’ARN du VHC détectable dans le séruin).

4-2 L’hépatite chronique:

L’évolution vers la chronicité est désormais bien démontrée[54], c’est la
complication majeure de ’HVC , ce qui fait toute sa gravité. Elle survient
dans 80 % des cas apres une infection aigué(symptomatique ou non ).

Elle se caractérise par la persistance du VHC dans le foie, et dans le sang,
- au.dela de 6 mois apres le contage. Les cellules de défense de 1’organisme

se révelent incapables d’éliminer toutes les cellules infectées , et le virus.
persiste au long cours dans le foie. ‘
Comme dans I’hépatite aigué, les cellules détruites régénérent. Toute.fois,

" chez certaines personnes , va se développer progressivement une fibrose,

qui est un tissu cicatriciel irréversible. La fibrose va délimiter |
progressivement des nodules: on parle alors de cirthose. Lorsque la

“cirrhose est constituée, il n’a pas obligatoirement de troubles, il peut

mérme n’y avoir aucun risque. Toute fois, lorsque la fibrose progresse, elle
finit par étouffer les cellules hépatiques normales, et entrainer des
manifestations qui peuvent €tre graves. :
La cirrhose peut survenir au terme de 20 années d’evolutlon dans environ
30 % des cas. Par la suite cette cirthose peut se compliquer d’un cancer du
foie survenant chaque année pour 4 & 5 % des cas de cirrhose Certains -
facteurs accélérent I’évolution de la maladie:

- Age élevé au moinent de la contamination(40-50 ans)

- Sexe masculin

- Alcool(consommation quotidienne supérieure a 40-50 g)

- Poids élevé

- Coinfection par le VIH ou le VHB

- Tabagisme

- Polytoxicomanie (Benzodiazepines, ecstasy, médicaments, . )
4-3 Le cancer du foie:
Les malades atteints de cirrhose ont un risque de développer un cancer
du foie. Généralement, les cancers de foie de petite taille peuvent étre
guéris alors que ceux évolués sont malheureusement peu accessibles au
trajitement et peuvent conduire au coma et 24 la mort(dans de nombreux
cas, le diagnostic est tardif).

4-4 1’insuffisance hépatique:

Elle tradiit une destruction importante du tissu hépatique fonctionnel. Le

. foie ne peut plus alors effectuer son travail et épurer les toxines de

I’organisme. Les troubles sont constants et associent souvent une fatigue
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importante, une jaunisse et un amaigrissement. L’importance de 1’atteinte
hépatique du tissu fonctionnel est appreciée par la determmatlon du taux
de prothrombine( TP ).
4-5 L’hypertension portale:

Le foie est traversé par une grosse veine au débit: important: la veine
porte, qui draine le sang en provenance du tube digestif. En cas de
cirrhose, le sang ne peut. pas traverser le foie en raison des transfusions
tissulaires consécutives 4 la fibrose . La pression dans la veiné augmente.
Le sang va alors emprunter. les itinéraires secondaires pour «court-
circuiter» le foie; il passe par des veines situées dans la paroi de
Paesophage. Ces veines se dilatent et se transforment en véritables varices.

" L’hypertension portale peut par ailleurs étre responsable -de

’accurnulation de liquide dans la cavité abdominale: 1’ascite.
4-6 Les manifestations extra hiépatiques:[22]
- Auto immunes dont les plus connues sont: la cryoglobulinémie mixte(les

cryoglobulines sont les protéines anormales qui possédent la propriété de

précipiter et de s’agglutiner lors d’une baisse ‘de température. Elle touche
50% des patients atteints d’hépatite chronique C).
- La thyroidite.auto immune( 10 4 20 % des cas)
- Hématologiques 2 type de purpura
- Rénales se traduisant par une glomérulo-néphrite
- Neurologiques entrainant des neuropathies périphériques
~ Articulaires : polyarthrite; syndrome de GOURGEROT-SJOEGREN et
périarthrite noueuse
- Dermatologiques: lichen plan, lupus érythémateux disséminé; porphyrie
cutanée tardive '
- Pseudo syndromes secs(sécheresse des muqueuses), présents chez un
malade sur deux. |

-II-5 Diagnostic biologique:

Le diagnostic des infections par le VHC, comme celui de toute infection
virale repose sur deux types de tests: les tests indirects qui mettent en
évidence les anticorps dirigés spécifiquement contre le virus(tests
sérologiques) et les tests directs qui mettent en évidence les constituants
de la particule vuale(PCR par exemple pourle VHC)

Le prélévement sanguin permet de rechercher la présence d’anticorps anti-
VHC.

La séroconversion a lié dans 95 % des cas au cour du premier mois, dans
99 % des cas au cour des 3 premiers mois, La positivité de ce test signifie
seulement que la personne a été en contact avec le virus. Elle ne permet
pas de savoir si le virus a été éliminé ou pas de I’organisme. De méme ce
test restera positif en cas de guérison.

10
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‘En cas de résultat positif, et si un doute persiste, un second test ELISA

sera prescrit pour confirmation. Mais la plus part du temps, on ‘s’aidera
d’un dosage qualitatif de 1a charge virale plasmatique(PCR)en VHC. Ce
test indique si I’ARN du VHC est retrouvé ou non, sans en déterminer la
quantité circulante, sa sensibilité actuelle.

5-1 Le diagnostic indirect:

détection spécifique d’anticorps anti-VHC. Deux types de tests -sont
actuellement utilisés : les tests de dépistage utilisés en premicre intention
et les tests de validation. ’
Tests de dépistage:

Il s’agit habituellement des tests ELISA. Les protéines recombinantes ou
les peptides de synthése viraux sont fixés soit sur des microplaques soit
sur des billes de polystyrene Les anticorps sont mis en évidéence par
immunocapture suivie d’une révélation enzymatique colorimétrique.
Aujourd’hui les tests sérologiques de dépistage commercialisés sont des
tests de troisiéme génération. Ils incluent des protéines recombinantes et
ou des peptides synthétiques codés a la fois par les régions
structurales(capside et enveloppe) et les régions non structurales(NS3,
NS4, NS5).

Plusieurs tests sont disponibles sur le marché: ELISA 3.0
HCV(Orthodiagnostic . system), HCV 3.0(abbott diagnostic), Murex anti
HCV (Murex diagnostic) et INNOTEST HCV ab IV(Innogenetics)

Tests de validation:

Ces tests utilisent une technique: d'immunotransfert. Les antigénes viraux,
souvent identiques ou voisins des antigénes utilisés dans le test de

détection correspondant sont mobilisés sur des bandelettes de
nitrocellulose eri bande paralléle aprés transfert a partir dun gel de
migration électrophorétique. Les bandelettes de nitrocellulose sont
incubées avec les séra ou plasma testés et des contrdles positifs et négatifs.
Si des anticorps anti-VHC sont réellement présents, ils réagissent avec les
antigénes fixés sur les bandelettes. La réaction est ensuite révélé par
immunoenzymologie et l'intensité de la. bande est proportionnelle 4 .la
quantité d'anticorps spécifique fixés a l'antigéne recombinant.

-Plusieurs tests sont disponibles sur le médrché: RIBA 3.0, HCV SIA(ortho

diagnostic system), WESTERN BLOT HCV(Murex dIagnostlc) MUTIX

HCV 3.0(Abott diagnostic).

5-2 Le diagnostic direct:
L’importance des hépatopathies NANB dans la’ pathologie virale

- hépatique et notamment ‘post transfusionnelle a fortement stimulé la

recherche de test de diagnostic sérologique et moléculaire afin de pouvoir
les identifier et mieux comprendré leur évolution(22).L’amplification
génomique par PCR introduite en 1985 par les chercheurs de la firme

.11 repose sur des tests qui utilisént les antigénes viraux permettant la -
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«Cetus»[37] pemmnettant d’obténir des molécules de copies d’ADN

spécifiques constitue a ce jour une véritable révolution dans ce diaghostic.

Pour le VHC cette anipliﬁcation nécessite une premiére étape dite

transcriptase reverse qui consiste en une transformation de I’ ARN viral en

ADN grice 4 une transcriptase reverse .L’amplification genomlque par

PCR. comporte 3.étapes[37]-

- ]a premiére étape consiste en une détermination de I’ADN double brin

par rupture des ponts d’hydrogéne & temipérature élevée aboutlssant a la

_libération d’ADN simple brin.

- la deuxi¢me étape réalisée a basse ternpérature permet le couplage aux
deux bring d’ADN issus ‘de 1’étape précédente, de deux amorces
oligonucléoti_diques.co’mplémentaires;- I’une de la région 5’ et "autre de'la
région 3’ de la séquence cible. '

- Pendant la troisiéme étape, 1'utilisation d’une polymerase permet la
synthése d’un brin complémentaire par extension 4 partir des amorces
dans le sens 5°- 3°.

11 en résulte un dédoublement de la séquence initiale puisque les deux:

brins issus de I’étape 1 sont copiés.

" L’opération est ensuite recommencée avec pour chaque cycle:
- un temps de dénaturation.de I’dcide. nuclelque a 95 °C pendant 1 mn
- un temps d’hybndatlon avec les amorces a 37 °C pendant 1 mn
- un temps d’extension des amorces.a 72 °C pendant 2 mn

L’amplification qui requiert environ 35 cycles est ensuite achevée par

" extension de 10:mn 472 °C.

° III- Le virus de ’hépatite B:

m-1 Caracternsthues fondamentales

Le virus de I’hépatite BIVB) décrit par Dane et Cameron en 1970 est un
virus de 42 nm de diameétre. Le VHB posséde une enveloppe exteme
lipoprotéique de 7 nm d’épaisseur, une enveloppe inteme de 2 nm
d’épaisseur et une nucléocapside compacte & 5 ou 6 faces. de 28 nm de-
diamétre .Cette nucléocapside est constituée par la protéine C.

La miicléocapside du VHB' contient également un-ADN circulaire 4 deux.
- spirales, renfermé dans un « €tui protéique » auquel manque une spirale
sur 25 % de son étendue, ef une ADN-polymérase qui. poursuit [a
construction de I’ADN au compte des protéines cellulaires. C’est .donc un
virus'a ADN contrairement au VHC qui est un virus 3 ARN.

La contamination est suivie .d’une incubation de 50 -3 180 jours en
moyenne mais le virus peut déja étre détecté-dans le sang.

Le VHB est résistant au refroidissement jusqu’a —20 °C pendant plusieurs
années, au chauffage jusqu’a 56°C durant 24 heures; chauffé 4 85-100°C,
il perd ses propriétés antigéniques(ce qui ne correspond pas & la perte de'la
virulence) au cours de plusieurs minutes. Le virus perd ‘son activité sots
I’action -du phénol a 3 ou 5 % et de la chloramine & 3 %. Il résisté en.

-
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_moyenne 7 jours en milieu exteneur et o "est pas inactivé par ’alcool ni

1’éther.

II1-2 Modes de transmlsswn [62]

2-1 Voie sanguine

- - Le partage d’aiguilles,-de seringues

-La tranS’fusionsanguine,
- Le partage de matériels tels que: brosses a dents, rasoirs, coupe-ongles
(transmission intra familiale),

--De méme, -des contaminations lors d’actes dentaires, de tatouages et de

percée d’oreilles sont possibles en cas de non —respect. des, normes de-

stenhsatlon
2-2 Voie sexuelle
-Rapport de pénétration anale ou vaginale
- Rapports bucco-génitaux >
2—3;Mére enfant

- Lors d’une infection aigué ou ch'ronique chez la mére, le risqué de
transmission lors de l’accouchement varie-entre 20 et 80 % en fonctlon de
la charge virale. : .

- Des transmissiofis de la mére 4 ’enfant peuvent survenir dans les

premiéres semaines. de la vie de ’enfant(contact sang sang) et

exceptionnellement au,cour de I’allaitement.

-

2- 4'Cas'exceptlonne15'

-Parle baiser, 4 condition qu’il y ait une effraction cutanée susceptible
de favoriser la pénétration du viris(maladie de la muqueuse, briilure etc.).

- Par partage de vaisselle, de verre(le fait:de manger avec les. couverts
d’une personne atteinte d’hépatite B aigug, de boire dans le verre -ou au
goulot de la méme bouteille, etc.). :

- Par une morsure de personne & personne

1113 Répartition géographique:

Le VHB a un caractére ubiquitaire, présent dans le monde entier .1l est la,

deuxiéme cause identifiée de décés’par cancer apres le tabac. Le VHB est
responsable d’un million de décés par an | 62 ].

Deux milliards de sujets ont été infectés. On dénombre 350 millions de
portetrs chromques (persistance de I’infection au dela de six mois).

11 existe schématiquement trois zones:[62 ]
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+ Une zone de trés forte prévalence: Chine,‘ Asie du Sud-est, Afrique
Subszaharienne. 70 & 95 % des résiderits ont fait une hépatite B. L’infection
chez ’enfant y est fréquente.

* Une zone de moyenne prévalence: Bassin méditerranéen, moyen orient,
Amérique du Sud, Europe de I’Est, ex-URSS. 20 a 50 % des résidents ont

- fait une hépatite B.

» Une zone de basse.prévaleﬁce: Europe de 1’Ouest, Amérigue du Nord,
Australie. 3 & 5 % des résidents ont fait une hépatite B. Elle est rare chez
’enfant.

En France, pays de faible prévalence, 910 000 personnes ont été
contaminées. On compte un taux de portage chronique de 0,2 2 0,3 % de
1a population générale(100 a 150 000 cas).L’incidence de I’infection est de
30 000 & 60 000 nouveaux cas par an. Les nouvelles contaminations
surviennent dans-90 % des cas aprés 20 ans de comptage. On estime enfin
que 1000 déces sont imputables chaque année & une forme chronique
d’hépatite B.

Au Mali, Xavier[68] en 1997 et Tembely[67] en 2002 avaient trouvé des
fréquences de 16,5 et 15,25 % au CNTS de Bamako chez les donneurs de

sang; Guihdo[29] a obtenu une fréquence de 17,1 % chez les nouvelles.

recrues de I’armée. Le taux de portage de I’AgHBs est estimé & 14,9%
selon Guindo[29].

I11-4 Clinique:

L’hépatite virale a une évolution cyclique et se caractérise par la présence
de 4 périodes: incubation, préictérique(prodromique), ictérique,
convalescence .La durée de ’incubation est de 50 a 180 jours dans
I’hépatite virale B.

La période prelctenque dure en moyenne I ou 2 semaines, elle peut se
réduire 4 2 ou 3 jours ou se prolonger jusqu’a 30 jours. Il y a une certaine

“dépendance entre la durée de la période préictérique et la -gravité de

I’évolution. Plus est longue la période préictérique et plus, généralement,
I’évolution du mal est grave. Cependant, chez les enfants c’est le contraire
qu’on observe. La période préictérique est caractérisée par les syndromes
suivants: dyspepsiques, arthralgiques, asthénovégétatifs, catarrhals et
mixtes. Le plus souvent la maladie commence par un syndrome
dyspepmque(dans 70% des cas) qui se traduit par un mauvais appetlt
jusqu’a Dinappétence compléte et dégoiit de la nourriture, nausées,
vomissements, douleurs sourdes a I’hypocondre droit et 3 1’épigastre,
tendance & la constipation, pourtant il peut y avoir de la diarrhée. Les
phénomeénes dyspepsiques s’accompagnent parfois de figvre(variante
dyspepsique fébrile). Chez un petit nombre de malades(8%) le syndrome
douloureux(douleur dans la moiti¢ droite de 1’abdomen) est fortement
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‘prononcé, il peut simuler une appendicite, une cholecystite, une colique
hépatique.
Le syndrome arthralgique se manifeste par,des douleurs dans les

jointures des membres, dans la région lombaire, les muscles, les 0s: On
n’observe pas dé déformation des articulations.

Le syndrome asthénovégétatif est caractérisé par une faiblesse générale
de’la capacité de travail, de ’irritabilité ou de 1’apathie, des troubles du
sommeil, des céphalées.

Dans le syndrome catarrhal on constate une inflammation des voies
aériennes supérieures.

Dans la période préictérique il n’est pas rare d’observer chez.les malades
I’association de deux ou trois syndromes. Cette variante de la période
préictérique est dite mixte.

Dans 3 a 5% des cas, la maladie commence par un ictére(prodrome latent).
Généralement, le diagnostic de [’hépatite virale n’est pas fait avant
I’apparition de Ia jaunisse. Pourtant, 4 I’examen du malade, outre les
symptomes déterminant la phase préictérique on observe certains signes
d’une grande importance pour le diagnostic. Ce sont: des phénoménes
généraux  d’intoxication, I'affaiblissement des bruits cardiaques,
Ihypotension, le météorisme, 1’hépatomégalie. Le foie est d’une

consistance assez ferme, il peut étre douloureux, sa surface est lisse. Dans

30 a 40% des cas on palpe la rate hypertrophiée. L’hyperthermie est un
signe fréquent d’hépatite virale; le caractére de la courbe thermique n’est
pas-déterminé. Dés qu’apparait I’ictére la température redevient normale.

Presque dés les premiers jours de la maladie, la couleur de I’urine est
foncée. Un peu plus tard, les féces se décolorent. Quelque fois, dans cette
période, on observe une éruption cutinée le plus souvent du genre
urticaire.

Les modifications de I’hémogramme sont la leucopénie, une
lymphocytose et monocytose relatives, L activité des transaminases est
augmenteée.

A la fin de la permde prodromique la maladle passe a la période
ictérique. Dés qu’apparait I’ictére, 1’état de la plus part des malades
s’améliore: la température s’abaisse, les douleurs articulaires
disparaissent, les signes catarrhaux cessent. Cependant, quand I’évolution
est grave, 1’état du malade empire peu 4 peu; quelque fois dés les premiers
jours de la période ictérique, le coma hépatique s’installe. Dans la période
ictérique, on observe les symptdmes d’une intoxicition générale:
faiblesse, dépression, irritabilité, troubles du sommeil, diminution de
1’appétit, nausées, vomissements. Les malades se plaignent- souvent de
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douleurs sourdes dans I’hypocondre droit. Il peut y avoir des douleurs
aigués dans la moitié supérieure de I’abdomen. Elles sont.dues a un début
d’hépatodystrophie, a des phénomenes hémorragiques et nécrotiques dans

la capsule de Glisson. Il y a tendance 4 la constipation, cependant il peuty

avoir de la diarrhée. Les féces sont acholiques; I’urine foncée.

Dans I’hépatite virale I’ictére se développe graduellement. Dans les ‘cas
typiques, on peut observer les stades de sa croissance, de son maximum,
de sa disparition. Au début, la jaunisse se manifeste .sur les sclérotiques,
sur le palais et le frein de la langue, puis la peau jaunit. L’intensité de
P’ictére correspond souvent 3 la gravité de la maladie.

L’hypertrophie du foie est le symp’tﬁme le plus caractéristique de
I’hépatite virale, on la constate chez 90 4 100% des malades .Le degré
d’hypertrophie n’est pas en rapport avec la gravité de ’atteinte. Si le foie
est de petites dimensions en présence d’une forte intoxication et d'un
ictere intense, I’issue de la maladie suscite ‘des craintes. Ordinairement, le
foie est d’une conmsistance modérément ferme, sa palpation est
douloureuse. Il peut étre hypertrophié aprés la disparition de la jaunisse.

La percussion réveéle I’hypertrophie de la rate chez 90 % des malades. A
cette période, I’hyperthermie peut &tre causée par le syndrome
d’inflammation du mésenchyme, par de profonds processus destructeurs
dans le foie, par des atteintes inflammatoires des voies blllau'es ou par des
maladies concomitantes.

A la période d’état, on peut observer l’affaiblissement des bruits
cardiaques, de la bradycardie. La substitution de_la tachycardie & la
bradycardie est un mauvais signe. La tension artérielle(TA) est
ordinairement basse. On observe parfois une petite protéinurie et
hématurie. On observe parfois de I’euphorie avec I'impression que fout va
bien qui crée I’illusion d’une amélioration. Les symptomes neurologiques
sont un vrai signe de la gravité de la maladie.

La durée de la penode ictérique est de 2 a 4 semaings avec des variations
allant de 1 ou 2 jours 2 plusieurs mois.

La convalescence commence par une amélioration de 1’état des malades

et par la disparition graduelle des sympt6mes.

La forme anictérique a ordinairement une évolution bemgne Cependant,
elle prend souvent une évolution chronique avec pour issue possible la

cirrhose du foie. Dans la forme grave de I’hépatite virale, il y a adynamie,

sommeil inquiet accompagné de cauchemars, nausées opiniatres,
voinissements fréquents, ictéreé intense, le foie étant petit, 51g11es
hémorragiques.
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La forme progressive grave peut’ entrainer une insuffisance hépatique

aigué avec état précomateux. et coma.

Dans. Ia période pré comateuse, on reléve des signes.d’atteinte du
systeme nerveux: grande faiblesse, adynamie, sommeil agité, troubles de
la mémoire, tremblement des membres, ralentissemerit du langage
sensation de tomber dans un abime, vertiges, quelquefois euphorie. On’
observe de la tachycardie, dé I’anorexie, des vomissements- incoercibles,
I’ictére augmente d’intensité, les dimensions du foie diminuent, la bouche

- dégage une odeur hépatique, il y a-des symptémes hémorragiques. Le taux

de prothrombine(TP) et du cholestérol baisse brusquement, I’activité-de la -
transaminase alanique et de la cholinestérase diminue, le taux de la
bilirubine est élevée. L hémogramme montre une leucocytose neutrophile.

Quand la maladie progresse, le: coma. hépatique apparait( dans 0,5 32%
des cas). 1l est precede d’une forte eXcitation motrice, d*un trouble de la
conscience suivi de perte de connaissance. Le malade ne réagit plus'a ce
qui I’entoure, ses pupilles sont dilatées, les réflexes tendineux-sont abolis,
la défécation et la miction involontaires. Les masses vomies. ont 1’aspect

- du marc de café, le foie diminue fortement-de dimensions et n’est plus

repérable :-il y a un vide dans 1’ hypocondre: droit. A de rares exceptlons
dans-de tels cas le pronostic est sombre.

Dans certains cas on observe une évolution tu'm'i_ll'tueuse: de la inala_die
avec coma deés les premiers jours €t-issue fatale: c’est la forme
fulminante.

La forme cholostatique de 1’hépatite virale survient per occlusion

intrahépatique et trouble de 1’écouleriient de la bile dans les canalicules:

biliaires. L éxcrétion de la bilirubine par ’hépatocyte est alors dérangée

(stase ‘intracellulaire), les cholangioles sont frappés, leur perméabilité est

accrue, la bile s’épaissit et des thrombus biliaires se forment. La maladie

prend une évolution prolongée, I’ictére dure des mois. Il ¥ a des
démangeaisons. Etant donné que les.hépatocytes sont peu atteints, les
symptomes d’intoxication” sont faiblement prononcés. Les analyses
b1och1mlques mettent en évidence une’ hypercholestérolémie et une
activité-accrue de la phosphalase alcaline (PAL)

IV-Cas particuliers des malades coinféctés par le VHC et le VHB:

La découverte du VHC i impose également un dépistage du VIH et du VHB
car ces deux virus peuvent également étre transmis par voie parentérale.

Les patients étant infectés par le VHB qui ont également contracté une

hépatite C se caractérisent par Timiportance de la quantité du virus
circulant, de la charge virale.

Dans ce cas la transmission Sexuelle ou meére “enf_ant devient -
importante[53]. La prévalence. de cette coinfection est de l'ordre de
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10-15% chez les sujets atteints d'hépatite virale B chronique. La
coinfection B-C signifie sévérité accrue de I'hépatopathie avec un
risque majoré d'hépatite fulminante, de cirrhose et de carcinome
hépatocellulaire.

La coinfection par le virus du SI_D‘A(VIH) ainsi que tous les états de
déficit immumnitaire sont' associés & une progression plus rapide de la
fibrose.

La coinfection par le virus de l‘hepatlte B augmente le risque d’apparition
de la cirrhose. La survenue d’hépatite fulminante est trés rare en cas
d’hépatite B et exceptxonnelle en.cas d’hépatite C. Cette forme fulminante

n’est observée qu’en cas de coinfection hépatite A, D.ou C, Le pouvoir

contaminant du VHB est trés grand; le risque de contamination lors d’un
. accident d’exposition au sang d’une personne infectée est de 3%. Par
comparaison, il est'de 0,3 % pour le virus de I’immunodéficience humaine

et de 3 % pour le virus de 1’hépatite C d’otl la ‘prudence recommandée

pour le personnel socio-sanitaire.
V- Traitement et prophylaxie:[62]

"V-1-Cas de I’hépatite C: quand une hépatite C chronique est suspectée,
on procéde 4 une ponction-biopsie-hépatique (PBH). La décision de traiter
repose sur les résultats de cette biopsie. La PBH a pour objectifs:

- de déterminer le stade précis d’évolution de la maladie
-.d’aider a la décision pour le traitement
" - de permettre de clarifier les atteintes multifactorielles.

En plus de la PBH, une nouvelle technique d’évaluation du degré de
fibrose a été mise en place . Il s’agit.du fibrotest c’est a dire d’un dosage
sangiin de cinq marqueurs biochimiques de fibrose(Gamma GT,
Bilirubine, Haptoglobine, Apolipoprotéine a,, Alphd 2 macroglobulines).

Ce fibrotest permettra d’éviter la PBH une fois-sur deux.

1-1 Lots de la phase aigug: le traitement par interféron ‘alpha- pén:h'et de
multiplier par dix la réponse compléte prolongee. Actiiellernent, ’hépatite
aigué doit étre traitée lorsque ’ARN du virus C devient 'positive au

décours d’un accident d’exposition au virus C. L’intérét d’un traitement

préventif n’a-pas été' démontré.

Le traitement-par interféron alpha: 3MU administrées trois. fois par

semainé pendant trois mois permet d’obtenir une réponse prolongée dans_

41 % des cas[56).

1-2 Lors de la phase chronigue: le traitement combiné interféron: alpha

et ribavirine doit étre proposé; s’il n’y a pas de contre indication car une
réponse prolongee est obtenue chez plus de 40% des patients apres 12
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. -La PBH permet d’établir le bilan 1ésionnel.

mois de. traitement combiné contre seulement 20% aprés 12 mois de
traiterhent par interféron seul.

- Ce traitement associe I’interféron 3. MU trois fois par semaines et

ribavirine 1000 a 1200mg par jour.

La présence d’une. réplication virale(75-80 % des cas) témoigne d’une

infection par le virus C.

Le bilan décisionnel: Il précise les arguments en faveur et en défaveur de

I"instauration d’un traitement antiviral. ‘

Le bilan biologique: IL comprend des tests hépatiques( Transaminases,

Gamma glytamyl transpeptidase, Phosphatase alcaline, Bilirubines, TP) et

un hémogramme.

- Jaugmentation des transaminases, malgré I’absence de corrélation
stricte avec des ésions histologiques est en faveurs d’une maladie
évolutive orientant vers un traitement. En revanche, la normalité des
transaminases fait évoquer une maladie peu ou pas évolutive.

- Cette normalité doit &tre-confirmée par un contrdle mensuel pendant 6
.nois.

- Lacharge virale: Elle est prédictive de la réponse au traitement. Une
charge virale élevée n’est pas associée & une progression plus rapide de

la maladie.

-~

- Une échographie abdominale est effectuée pour étudier le parenchyme

hépatique et chercher des signes d’hypertension portale.

V-2 Cas de Phépatite B:
2-1 Cas de Phépatite B aigué:

une simple surveillance et du repos sont prescrits,— avec le conseil d’éviter
la prise de médicaments ou d’alcool pendant la phase de I’infection.

Dans le méme temps, une enquéte familiale doit étre réalisée, pour ceux
d’entré eux qui ne-sont pas vaccinés, avec recherche de marqueurs
sérologiques et dosage des transaminases. Sans attendre les résultats des
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examens, il faut débuter les injections d’anticorps spécifiques et du vaccin,
simultanément.

2-2 Du nouveau-né de mere infectée:

Dés les premiéres heures de vie: injection d’anticorps spécifiques anti-

VHB et premiere dose de vaccin. La guérison est ainsi obtenue dans 100%
des cas. Ce succeés thérapeutique est a ['origine de 1’obligation de

dépistage du VHB au début du troisiéme trimestre de la grossesse.

2-3 Hépatite B chronique:

Le traitement a pour but d’mterrompre la multiplication virale pour
stopper Pactivité de I’hépatite chronique et pour empécher son évolution
vers la cirrhose. Les hépatites asymptomatiques et les cas d’hepatltes
chroniques les plus stables ne sont pas traités.

Substances disponibles:
- Pinterféron alpha
- 1a lamividune |
- D'autres traitements ou associations de traitements sont i I'étude.

V-3 Prophylaxie:

3-1 Cas de I'hépatite C:

Il n'y a pas & ce jour de vaccin disponible contre I'HVC. Devant
I’indisponibilité d'un vaccin, certaines précautions sont fondamentales. 11
s'agit de I'hygiéne de vie et des précautions a prendre pour éviter la
contamination et les complications: | - :

- L'existence du virus associ€é 3 une consommation réguliére d'alcool
majore de fagon nette, les lésions du foie.

- En cas de surpoids ou d'obésité, un régime amaigrissant peut étre
conseillé car ceci est un facteur de sensibilité hépatique.

Par contre il n'y a aucune restriction alimentaire et tous les aliments ‘sont
autorisés.

3-2 Cas de I'hépatite B:

Le vaccin contre l'HVB(ma.is aussi contre I'hépatite virale Delta ou

HVD puisque ce dernier virus ne peut infecter que les personnes

coinfectées par le virus B). La vaccination est efficace dans 95% des cas.
Les 5% de non réponse sont essentiellement dus & des déterminants
génétiques particuliers ; mais un dge supérieur 4 40 ans, le sexe masculin,
le tabagistine, l'alcoolisme, I'hémodialyse, la coinfection par le VIH ou
I'hépatite C ou l'existenice d'une cirrhose sont des. facteurs qui concourent a
une moindre réponse a la vaccination. :
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1- Le lieu d'étude:

Notre étude s'est déroulée au CNTS( Centre National de: Transfusion Sangume )
de Bamako, centre de référence pour la collecte et la dispensation des produits
sanguins et apparentés.. :

1-1 La création etla mission du CNTS:

Le CNTS a été créé par l'ordonnance N°90-38/ P-RM du 5 juin 1990.
L'ordonnance 041/ P-RM du 20 septembre 2000 lui confere le statut

-d_’Etabhs_sement Publique & Caractére Scientifique, Technologique et Culturel
( EPSTC ) avec une autonomie de gestion et le décret N° 587/ P-RM du 23

novembre 2000 réglemente son fonctionnement.

1-2 Lasituation géographique:

Le CNTS est situé en commune II du district de Bamako dans le quartier de
Quinzambougou sur la rue ACHKABAD. 1l est contigug au CFTQ( Centre de
Formation Technique de Quinzambougou)sur la voie qui méne au commissariat
du3*™ arrondissement de Bamako. -

-1-3  Le personnel: le CNTS est composé:

- D’un directeur

- De quatre médecins.

= De trois pharmaciens

- De cinq techniciens de santé et de trois techniciens supérieurs de santé
- Dedeux gestionnaires

- . D'une comptable

- De deux secrétaires de direction

- D'une réceptionniste téléphonique

- D'une cuisiniére

- D'un manceuvre

- D’un gardien

- D'un chauffeur

1-4 Leslocaux

Le batiment est composé:

- D’un bloc administratif

- D’un bloc pour les laboratoires(groupage, sérologie, hémato-biochimie,
traitement des prélévements sanguins)

- D'une chambre froide

- D'un magasin de stockage des matériels

= D'une salle de garde

- . De deux salles de consultations et de suivi des donneurs.

En outre le centre dispose d'une salle de restauration pour les: donneurs
bénévoles de sang, d'un incinérateur de déchets biomédicaux, d'un groupe
électrogene et d'un logement pour le gardien.
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1-5 Le fonctlonnement du CNTS:

Les prestations assurées par le CNTS sont: .
- - Lacollecte du sang des donneurs, en cabine close ou.en équipe mobile.

- Lasensibilisation de la popuIatmn au don-de sang volontaire.

- Les analyses de sécurité transfusionnelle afin de valider les produits sanguins

. selon les normes de 'OMS. '

- Le fractionnement des produits sanguins

- Les analyses dites. «diverses» concernent les prélévements des ion-donneurs.

- Laformation continue en transfusion sanguine.

- La mise en ¢euvre des projets de recherche et I'encadrement des theses de
Meédecine et de Pharmacie.

"1-6 Les équipements techniques de laboratoire: -

- Une chaine de microtypage en gel DIAMED

- Une chaine d'electrophorese SEBIA

- Un coagulométre

- Un automate d’hématologie.

- Un spectrophotométre

- Trois microscopes-optiques OLYMPUS-,

- Une chaine ELISA de BIORAD

- Une chambre froide

- Des réfrigérateurs et un-congélateur.a — 40°C

- Deux centrifugeuses réfrigérées pour les:poches. de sang et les petits
équipements et consommables pour la transfusion sanguine.

2- Le type et Ia période d'étude:

Notre étude est une-enquéte prospective et s'est déroulée de Mai'2003 3

décembre 2003.
3- L'échantillonnage: Nous avons effectué un échantillonnage de type aléatoire
portant sur les donneurs volontaires et occa.smnnels de sang.
3-1 Les critéres d'inclusion:

- s 'agit de la population de donneurs de sang bénévoles.et /ou occasionnels

remplissant les conditions du dori de sang et ayant donné léur consentement,
éclairé par signature-d'une fiche d'enquéte individuelle.
3-2 Les critéres de non inclusion:

‘Ont été exclus de cette enquéte:

- Les donneurs de sang au CNTS pendant la période d'étude ayant refusé leur
consentement pour participer 4 1'étude ou les donneurs de sang ayant fait leurs
dons en dehors de.1a période d'étude.

- Les donneurs de sang ayant donné leur consentement -mais-ayant été. jugés
inaptes au don de sang par le médecin de collecte: il s'agit :femmes en période
de régles;-de grossesse ou d'allaitement, de moins de 18 ans ou de plus-de 60 ans . -

auwmoment du don; les hypertendus les diabétiques, les personnes souffrant de
‘maladies héréditaires ou qui sont sous certains traitements medlcamenteux etc.
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3-3 La taille de I’échantillon:

Au départ nous n'avons pas fixé la taille de notre échantillon, nous avons décidé:
d'inclure tous les-donneurs ayant donné leur consentemerit éclairé-et Juges aptes
3 faire le-don de sang.

4~ Prélévement des donneurs de sang et collecte des echantlllons

4-1 La technique de prélévement du donneur de sang:

lorsque nous recevons un donneur de sang dans la salle de prélévemerit, apres
son entretien avec le médecin de collecte, nous commengons par l'installer, puis
nous attachons un garrot sur son bras.

Apres avoir désinfecté le pli du coude, nous piquons une grosse veine a ce
niveau. Ensuite, nous surveillons l'écoulement du sang dans la poche et I’état du.
~donneur j jusqu'au rempllssage de la poche. Une fois ceci fait, nous pingons la
tubulure puis nous retirons l'aiguille et appliquons un tampon alcoolisé ou sec
sur le point de piqfire et nous la sectionnons en aval du troisiéme nceud.

Enfin, nous transvasons le sang de la tubulure dans les tubes & hémolyse.

4-2 Le-matériel et les réactifs pour le prélévement du donneur de sang:
Nous disposons pour cela:

- D'un local bien aéré, ventilé et climatisé.

- De fauteuils dépliants

-D'un garrot

= De poches.en plastique simples ou doubles voire triples contenant un
anticoagulant CPDA reliées & une tubulure se terminant par une aiguille protégé
_par une capsule.
- Des tubes 4 hémolyse secs et des tubes contenant un anticoagulant comme. le
citrate et "EDTA.
- Des portoirs
- Des ciseaux, pinces'de Pean sans griffe

-Ducoton

- De I'alcool
- De l'eau de Javel
- Du sparadrap
- Des compresses.
4-3 La collecte des échantillons:
Nous disposons, dans la salle de prelevement de deux séries de tubes 3 hémolyse
‘pour la collecte des - échantillons de sang: une série de tubes secs destinés aux
analyses sérologiques et l'autre série constituée de tubes avec anticoagulant( du
citrate, de 'EDTA ou de I'héparine)destinée & l'hematologle et/ ou au groupage
sanguin.

Les mémeés dispositions sont prises lors-des sorties avec I'équipe mobile:
‘Environ 5 ml de'sang veineux étaient. prélevés dans un tube & hémolyse et
centnfuges 4 5000 tours/minute pendant 5 minutes.

o

-
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Tout tube étiqueté VHC et/ ou VHB positifs par une premiére technique subit un
deuxiéme contrble pour confirmer la sérologie.

Aprés le deuxiéme test, si la sérologie VHC et/ ou VHB se révéle toujours
positive, le sérum est prélevé et conservé dans un tube nunc en vue des tests
biochimiques ultérieurs.

Aprés consultation par le médecin de collecte pour pouvoir déceler d'éventuels
signes cliniques de l'infection, lé donneur est reprélevé pour les tests.
hématologiques.

5- Le prélévement des donneurs VHC et/ ou VHB: positifs:

Les donneurs VHC et/ ou VHB positifs sont prélevés par ponction veineuse

franche. Nous attachons un garrot sur le bras, désinfectons le pli du coude,
introduisons I'aiguille dans la veine et recueillons la quantité de sang nécessaire
aux analyses biochimiques et hématologiques.

* 6~ Les techniques d'analyses:

Nous commengons dans un premier temps par faire les analyses sérologiques a
travers la recherche de I'antigéne HBs (AgHBs) et des anticorps anti-HVC, et
dans un second temps nous procédons aux analyses hématologiques et
biochimiques de ces mémes donneurs en les reprélévant.

_Techniques de dépistage
6-1 Dépistage de ’AgHBs
Pour effectuer ce dépis_tage, nous avons utilisé le test MONOLISA® AgHBs

"PLUS.

6-1—-1 Matériel et réactifs

Les réactifs et matériels utilisés sont:

- Un papier absorbant;

- Des éprouvettes graduées de 10, 200, 1000 ml ;
- Des pipettes de 10, 50, 100, 200 et 1000;
- Des agitateurs; -

- TUn systéme de lavage automatique;

~ Un incubz;teur sec de micro plaques;

~ Des conteneurs de déchets contaminés;

- ﬁn bidon d’eau de Javel |

- Un spectrophotomeétre (PR 2100);
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~ “La trousse de réactifs MONOLISA® AgHBs PLUS;

6-1-2 Pi'incipe

MONOLISA® AgHBs PLUS est une technique immuno-enzymatique de type
«sandwich» en un temps utilisant trois anticorps monoclb_naux sélectionnés pour
leur capacité & se lier aux différents sous ‘;ypes de ’AgHBs actuellement
reconnus par ’'OMS. ’

La phase solide est constituée de 12 barrettes de 8 cupules en polystyi-éne

sensibilisées avec le premier anticorps monoclonal. Les deux autres anticorps

‘monoclonaux. sont a la peroxydase.

Le dosage comprend les étapes:suivantes :.

» Distribution des échantillons et deés sera de contrfle dans les cupules de la
micro plaque.

> Distribution du conjugué

» Incubation

» Lavage puis révélation de I’activité enzymatique lide 3 la phase solide par
addition de substrat.

» Arrét de la révélation, puis lecture des densités optiques -4 450/620 nm et
interprétation des résultats.

6-1-3 Mode.opératoire

Préparer la solution de lavage R2
Préparer la solution de conjugué (R6+R7)

- Sortir de 'emballage protecteur le caglré support et le nombre de barrettes
nécessaires (R1). Remettre les barreties non utilisées dans I’emballage et

refermer ce dernier.

~ Distribuer dans les cupules dans ’ordre suivant (plan de plaque conseillé)
Cupules A1, B1, C1 et D1 : 100-pl de controle négatif (R3)
Cupule E1 : 100 ul de- contrdle positif (R4)
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Cupule F1: 100 ul du premier échantillon a tester si cette cupule n’est pas

utilisée comme cupule témoin pour la validation dix dép6t des échantillons et.du

- conjugué

Cupules G1, H1,... : 100 pl d’échantillons 4 tester.

- Distribuer 50 jul de la solution reconstituée de conjugué(R6+R7)

Lorsque cela est.pc;ssible, homogénéiser par 3 aspirations au.minim}lm.

- Recouvrir d’un film adhésif et incuber : 60 min 4 37°c.

Retirer. le film adhésif, aspirer le contenu de chaque cupule dans le conteneur
pour déchets contaminés (contenant de 1’hypochlorite de sodium), et \ajqouter
dans chacune d’elles un minimum de 370 pl de solution-de lavage. Aspirer de .
nouveau. Répéter le lavage au moins '.4 fois (soit un minimum de 5 lavages).

Veiller 2 ce que le volume résiduel n’excédeé pas 5ul (éventuellement, sécher la

- plaque. par fetournement sur une feuille de papier absorbant). Respecter un

temps minimum de 30 secondes de trempage entre cycles de lavage. Si on

dispose d’un laveur automatique, respecter le méme cycle opératoire.

- Préparer la solution de révélation enzymatique (R8+R9).

- Distribuer 100 pl de la solution de révélation par cupule, placer la plaque 30
min 3 P'obscurité et 4 température ambiante. Ne pas utiliser de film adhésif
lors de cette incubation. |

- Ajouter 100 pl de Ia solution d"arrét(R_l_Q)-dans chaque cupule, en adoptant la
méme séquence et le méme rythme de distribution que pour la solution de
révélation. )

- Essuyer soigneusement le dessous de la plaque, et lire la densité optique a
450-620 nm, dans les 30 min qui suivent I’arrét de la réaction (les barrettes
devant toujours étre conservées a 1’abri de la lumiére avant la lecture).

» Calcul et interprétation des résultats

Calcul de la densité optique moyenne du contrdle négatif : DO R3

Exemple : -
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Contrdle négatif R3 DO

1 0,020
2 0,021
3 0,022
4 0,015
Total DO 0,078 )
— —— =0,020=DOR3
4 4

Calcul de la valeur seuil

_La'-valeur seuil ‘est %’gal;e a: DOR3 +0,040

Exemple: DOR3= 0,020

Valeur seuil =0,020 + 0,040 = 0,060

Les échazitillons: dont la densité optique est: inférieure a la valeur seuil sont

considérés négatifs d’aprés le test MONOLISA® AgHBs PLUS..

Toutefois, les résultats situés juste en dessous de la valeur seuil (V5-10%) .

doivent. &tre interprétés avec prudence (il est conseillé de.tester & nouveau les

échantillons en «duplicate» c’est-3-dire en.double, lorsque les systemes utilisés

“etles procédures de laboratoire le permettent):

Les échantillons dont la densité optique est supérieure ou égale a la valeur seuil
sont considérés comme initialement positifs et.doivent étre testés & nouveau en

«duplicate» avant 1’interprétation finale.

EA

Apres répétition de !’essai, 1’échantillon est considéré positif d’aprés: le test.

MONOLISA® AgHBs PLUS si au moins 'une des deux mesures est positive,
c’ést-a-dire supérieure ou égale a la valeur seuil. L’échantillon est considéré
négatif si ces deux valeurs sont .trouvé_és inférieures a la vzil'eu'r seuil.

Les échantillons qui ont été retestés en. double et trouvés. négatifs, mais pour
lesquels .une des valeurs est proche de la valeur seuil(VS-10%) doivent. étre
considérés avec prudence (ces patients doivent éire éventuellement retestés avec

une autre:méthode et un autre prélévement).
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6-2- 'Rech;arche d’Ac anti —~-VHC+
Pour la recherche des Ac ‘anti -VHC; nous avons utilisé la: teChni'que ELISA, qui -

est une méthode immuno-enzymatique. A cet effet, le réactif utilisé a été

MONOLISA® anti VHC PLUS Version 2 Sanofi Pasteur.

6-2-1 Principe du test:

Il s’agit d’une méthode immuno-enzymatique qui est différente de la

premiére car est basée sur le principe de la.compétition entre un Ac monoclonal,

marqué A la peroxydase et les Ac éventuellement présents dans I’échantillon vis

2 vis des antigénes du VHC immobilisé sur la phase solide.

6-2-2 Composition de la trousse

Le réactif comprend:

une micro. plaque composée de 12 barrettes de 8 cupules sensibilisées. avec
trois Ag recombmants purifiés spec1ﬁques de I’hépatite CRy).
solution de lavage concentrée 10 fois (Ry)

sérum de contrdle négatif(Rs)

sérum de contrble positif(Ry)

diluant-pour échantillon(Rg)

conjugue(Ry)

tampon substrat de la peroxydase(Rg) |

chromogéné(Rys)

solution d’arrét : solution d’acide sulfurique 1,5 N Rio)

films adhésifs "

6-2-3 Matenel nécessaire mais non fourni

eau d1st111ee ou complétement déminéralisée-

eau de Javel et bicarbonate de soude

papier absorbant-
gants 4 usage unique

lunettes de protection
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- tubes a usage unique

- pipettes automatiques ou semi automatiques réglables. ou fixes pouvant
distribuer 2041, 80 £1, 10041, 200 41, et 1 ml.

- Eprouvettes graduées de 10-mi, 200 ml-et 1000 ml

- Agitateur type vortex

- Systéme de lavage , automatique, semi automatique ou manuel pour micro
plaque

- Bain— marie ou incubateur sec pouvant étre-thegmostaté a37°/40° C£1° C

- Conteneur de déchets contaminés ]

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

6-2-4 Préparation des réactifs

Avant Putilisation dés réactifs de la trousse MONOLISA® anti VHC PLUS

‘Version 2, les laisser équilibrer 4 températute ambiante. pendant 30 minutes.

- Solution de lavage (R;):

Diluer au 1/10 la solution de lavage R, dans de I’eau distillée, sachant que 2
x 250 ml de solution prét a 'l’emploi sont nécessaires pour une plaque.
Homogénéisef. _

- Solution de révélation enzymatique (Ry+Ry):

Diluer le réactif Ry dans le réactif Rg au 1/51 ( exemple 0,1 ml de réactif Ry
dans 5 ml de réactif Rg ) sachant que 10 ml sont nécessaires et suffisant péur
traiter 6 barrettes.

6-2-5 Mode opératoire

Il comprend les étapes suivantes :
> Btablir soigneusement le plan de distribution et d’identification des
échantillons
» Préparer la solution de lavage
» Sortir le cadre support et les barrettes (Ry) de emballage protecteur

Déposer directement , sans prélavage de la plaque, successivement :

80 ¢1 de diluant dans chaque cupule
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20/1 de sérum de conirdle négatif (R3) en A; , By
20/1.de sérum de contrdle positif (Ry) en C, , Dy, E,;
20£1 du premier échantillon en F,

2041 du deuxiéme échantilion en G;, etc...... '
en_ﬁomogénéisant le me’langé par trois aspirations-minimum avec une pipette de
20 41. "
» Couvrir d’un film autocollant en appuyant bien sur toute la surface pour
assurer |’étanchéité. i
» Incuber la micro plaque. dans un incubateur sec de micro plaque pendant 60
miﬁufes 45 minutes & 37°C %1 °C. |
» Retirer le film adhésif. Aspirer le c;'mtenu de toutes les cupules dans un
conteneur de déchets contaminés .Répéter le lavage 2 fois (3 lavages) .Puis
sécher la plaéue par retournement sur une feuille d;a papier absorbant,
» Distribuer 100 Z1 de la solution de conjugué dans toutes les cupules. Le
conjugué doit étre agité avant I’emploi. Recouvrir d’un film neuf et incuber
pendant 30 minutes £ 5 minutes & 37°C = 1°C.
> Retirerle film adhésif , vider les cupules par aspiration et laver 4 fois comme
précédemment. Sécher les barrettes par retournement sur une feuille de papier
absorbant. |
» Préparer la solution de révélation (Rg + Ry)
» Distribuer rapidement ,100 £1 de la solution de révélation de I’activité
enzymatique dans les cupules. Laisser la réaction se développer dans I’obscurité -
pendant 30 minutes = 5 minutes a température ambiante(18 & 30°C),
Lors de cette incubation , ne pas utiliser-de film adhésif.
» Ajouter 100 £1 de la solution d’arrét (Ryo) en adoptant le méme rythme et la
mnéme séquence que la solution de révélation.
» Lire la-densité optique a 456/620 nm a [’aide d’un lecteur de plaque, dans les

30 minutes qui suivent ’arrét de la réaction.
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6-2-6 Calcul et interprétation des résnltats.

La présence ou I’absence des Ac Anti-HVC est déterminée en comparant

fpour chaque échantillon 1’absorbance enregistrée a celle de la valenr seuil(Vs)

calculée.
Calcul de la moyenne des absorbances mesurées pour le sérum. positif

(DORy) :

—  DO(CHDOD)+DPOE:)

DOR,- . '

3

Calcul de la valeur seuil (Vs).:
Vs= DORy

5

Les.critéres de validation sont les suivants :
- Pour le contrdle négatif : chaque valeur individuelle de 1’absorbance mesurée.

doit étre inférieure 20,150,

- Pour le contrdle positif : la moyenne des absorbances mesurées doit Btre
supérieure ou égale 2‘1.1,_000 et:inférieure ou égale a 2,400.
Interprétation des résultats -

Les échantillons dont la densité optique est inférieure-a la valeur seuil sont -

‘considérés négatifs d’aprés le test MONOLISA®Anti-HCV PLUS Version 2.

Toutefois, les résultats situés juste au dessus de la valeur seuil Vs10% inférieure

a DO doivent étre interprétés avec ptudence ét les échantillons correspondant

retestés en double avant |’ interprétation finale.

Les échantillons dont la densité optique est supérieure ou égale a la
valeur seuil sont considérés comme initialement positifs et doivent étre retestés:

en double avant I’interprétation finale.
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‘-6'-_3-Aut-rés analyses effectuées:

6-3-1 Réalisation de ’hémogramme:

L’hémogramme est réalisée sur du sang total prélevé sur du citrate
trisodique & ’aide d’un automate(ABX MICROSot) qui donne directement les

valeurs des paramétres suivants(Globules blancs, Globules rouiges, Taux

" d’hémoglobine, hématocrite, Plaquettes, Volume Globulaire Moyen, Taux

globulaire Moyen en Hémoglobine, Concentration Globulaill'e"' moyen en

Hémoglobine) et selon une méthode dite manuelle comportant deux. types

d’analyse : _

- ’analyse quantitative des éléments figurés du sang(globules.rouges, globules
blancs, plaquettes). :

- L’examen morphologique de ces céllules.

6-3-1-1 Yanalyse quantitative: Elle permet de calculer le nombre absolu dés

cellules contenues par unité de volume de sang.

6-3-1-1-1 numération des globules rouges:

6-3-1-1-1-1 Principe: on compte au microscope les globules rouges a I’état frais

dans un volume trés précis de sang dilué, on rapporte le résultat trouvé au

millimétre cube de sang.

6-3-1-1-1-2 ‘Matériel—réactif :

1

cellule hématimétre(cellule de Malassez)

lamelle spéciale(optiquement plane)

microscope

liquide diluant: solution de Hayem

compteur a main
6-3-1-1-1-3 Technique:
Dilution de sang au 1/200:
prélever 0,05 ml de sang recueilli sur anticoagulant, verser dans un tube
contenant 10 ml de la solution de Hayem, agiter 1égérement. |

Préparation de 1*hématimétre:
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‘Déposer sur la cellule de 'Malassez;la lamelle, 1a faire adhérer en lui donnant-de.

petits mouvements-d’aller et’ retour. Aspirer avec une pipette pasteur un péu de.

[T

la dilution sanguine, .placer I’extrémité de la pipette pasteur en regard. de
L Pinterstice compris entre la cellule et'la lamelle, laisser s’écouler pnidenunent lea'
sang en évitant de faire déborder la cellule ou d’introduire des bulles d’air, ‘
laisser repose1;:pour que les globules sédimentent au fond de la cellule. .
’ Numération proprement dite:

~Au microscope au moyen =grossiSsanE(dbjegtif 40) compter les hématies dans
quatre. rectangles de la celtule. Le nombre de globules rouges est obtenu en
multipliant N le nombre d’hématie couiptées dans les quatre rectangles par
5000. -

6-3-1-1-2 Dosage de I’hémoglobine:

Il se fait & I’aide d’un automate appelé HemoCue qui donrie la.valeur du taux
d’hémoglobine en g/dl.

L’HemoCue est composé de micro cuvettes(50 dans une -boite), et d’un lecteur.
On dépose du sang total sur une micro cuvette qu’on introduit dans le lecteur et
quelques instants aprés le résultat est affiché & ’écran.

6-3-1&1-3‘-Détet"mina_tion de ’hématocrite: |

6-3-1-1-3-1 Principe: Mesurer la valeur de I’hématocrite, c’est mesurer la
proportion des globules rouges: par rapport au plasma.

6-3-1-1-3-2 Matériel: " L

- centrifugeuse électrique pour micro hématocrite avec plateau §pécieﬁ.

- échelle pour lecture d’hématocrite.

- tubes capillaires de verre «héparinés».

- cirre molle.

l!‘

6-3-1-1-3-3 Technique: Le tube 3 micro hématocrite hépariné -est rempli aux
trois-quarts par capillarité, puis obstrué a 1'une de ses extrémités par la cire. Il

“est placé sur [e plateau de la centrifugeuse, ’extrémité scellée vers I’extérieur.
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On centrifuge 5 mn & 12 000 tours / mn. On fait sortir le tube pour effectuer la -

+ lecture avec I’échelle de lecture.

6-3-1-1-4 Numération des-globules biancs:

Elle comprend les mémes temi)s et le méme matériel que la numération des
globules rouges. Le diluant ici le liquide -de Turk qui hémolyse(dissout) les
globules rouges et garde intacts les globules blancs. La dilution est faite au 1/20.
Compter les leucocytes dans la moitié de la cellule de Malassez ¢’est-i-dire dans
cinq bandes horizontales, puis mu1t1p11er le nombre N déterminer par 40 pour
obtenir 1e nombre de leucocytes/:mllunetre cube de sang,..

6-3-1-2 Analyse qualitative:

Elle est réalisée en étalant une fine goutte de sang sur une.lame de verre et en
examinant au microscope aprés coloration au May-Grunwald Giemsa. Cet
examen nous permet d’étudier la morphologie des hématies et d’établir la

. formule sanguine.
6-3-1-2-1 Formule sanguine:

6-3-1-2-1-1 Confection du frottis mince:

Sur une lame dégraissée, déposer a une extrémité une petite goutte de sang,
placer en avant de cette goutte une ~ deuxiéme lame, I’incliner & 45 degrés et
I’amener au contact de la goutte; laisser le sang s’étaler dans le diédre formé par
les deux lames, faire glisser rapidement et régulidrement la lame «étaleuse» vers
I’extrémité libre de la lame porte-object, faire sécher rapidement par agitation.
6-3-1-2-1-2 Coloration du frottis: |
Les réactifs May-Grunwald et Giemsa colorent les leucocytes des étalements
minces de sang d’une maniére différentielle. Recouvrir la lame de May-
Grunwald et Giemsa et laisser au contact 3 mn. Ajouter I ml d’eau distillée,
laisser agir une minute, rejeter le-tout et colorer par la solution de Giemsa
préparée extemporanément. Laisser au contact 15 & 20 mn, laver, sécher et lire.
La formule leucocytaire est établie sur 100 leucocytes en examinant 2
I’immersion la lame réguliérement & 1’ objectif 100. Lorsque la formule a été
comptée, examiner les hématies afin de noter leur'anomalie de taille, de
coloration et de forme.
6-3-1-3 Sédimentation globulaire:
6-3-1-3-1 Principe:
Du sang recueilli sur anticoagulant est placé dans un long tube de-verre gradué
vertical. Les hématies tombent, sédimentent et une couche de plasma surnage.
La hauteur plus ou moins grande de cette couche de plasma aprés une heure, -
deux heures, traduit la vitesse de sédimentation des globules rouges.
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6-3-1-3-2 Matériel:
- Tube de Westergreen
- Support pour les tubes de Westergreen, un clironométre.
6-3-1-3-3 Technigue:
Aspirer le sang dans le tube gradué de Westergreen jusqu’a la graduation zéro.
Fixer le tube sur le support en appuyant bien le bas du tube contre la rondelle de
caoutchouc du support. Attendre une heure et noter alors la hauteur dela.
couche érythrocytaire en graduation «mmy» 2 partir du zéro du haut du tube.
Attendre une deuxiéme heure, noter alors la nouvelle hauteur de la couche
érythrocytaire,
6-3-2 Mode opératoire du MICROSot:
-~ Appuyer sur le bouton: MARCHE/ARRET du MICRO
(situé & I’arriére droit de 1’appareil)
- Appuyer sur le bouton: MARCI—IE/ARRET De 1’1mpnmante(s1tue a Parriére
et a droite de I’imprimante) et vérifier que le voyant «SEL» soit allumé.

- Attendre la fin du cycle de STARTUP(si le mode de STARTUP automatique est

sélectionné) ou appuyer sur la touche STARTUP.
Vérifier que les valeurs de cycle a v1de soient en dessous des limites smvantes
GB:0,310° /mm® ; GR: 0,02 10°/ mm® ;HGB:0,3g /dl; PLA: 8 10/ mm’
Lorsqie les valeurs sont'au dessus de ces limites, ’appareil effectue un
deuxiéme( et éventuellement.un troisiéme} cycle de STARTUP.
- Passer un sang de contrdle ou un sang de la veille, pour vérifier la calibration
de ’appareil:
- Entrer I’identification ou le numéro de tube du contrdle(selon le mode

_ d’identification choisi) si nécessaire en utilisant la touche «ID/SEQ».

- Placer le tube ouvert en position de Prélévement, 1’a1gu111e bien au fond du
tube.

- Appuyer sur la gichette ou sur la touche «START»

- -Effectuer la calibration uniquement si cela est nécessaire(résultats hors
limites de tolérances), suivant la procédure décrite dans le manuel
d’utilisation.

- Passage de la série de numération:

* Entrer I’identification de 1’échantilion ou le numéro de tube(selon le mode

d’identification choisi) et appuyer sur la touche ENTER.

- Placer le tube en position de-Prélévement.

- Appuyer sur la géchette ou sur la touche START.

- Lorsque le voyant de cycle passe au vert, retirer.le tube de sa position de

Prélévement. Répéter la procédure d’identification et de départ cycle.

6-3 Taux de Prothrombine(TP): |

11 se fait 4 ’aide d’un coagulométre(C.D2.DIAMED).

- Prélever 251 du plasma 4 tester et mettre dans la double cuvette.

- Déclencher le chronométre en appuyant sur TIMER 1 et TIMER 2.
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- .Incuber pendant 2 mn. Pendant ce temps I’échantillon est identifié en
appuyant sur OPTIC 1 et en introduisant son numéro puis OPTIC 2 et donner -
le méme numéro pour le méme échantillon.

- Régler la pipette automatique a la quantité suivante a pipetter.

- Activer les cuvettes de lecture en appuyant sur OPTIC 1 et OPTIC 2.
- Aprés I’incubation, ajoutér 50ul du réactif du TP(thromboplastine calcique:,
- DIA PLASTIN).
Les résultats sont affichés et imprimés.
6-3-4 Transaminases: R1I=ASAT , R2=ALAT et R3= 2,4 dinitrophény}-
hydrazine
(1 mmol/l).

mode opératoire: :

- ‘mettre dans des cuves appropnees 200pl de Rlou R2: blanc “étalon
échantillon a doser.

- Incuber 5 mn 3 37°C aubain marie

- Ensuite ajouter 40pl de 1’étalon et de I’échantillon respectwement dans les
cuves d’étalon et de dosage sans en mettre dans le blanc.

- Incuber une heure pour GOT et 30mn pour GPT.

. - Ensuite ajouter 200pl.du réactif 3 dans toutes les cuves.
- Incubera temperature ambiante puis ajouter 2ml de la. solutlon de soude 0,4N

" dans toutes les cuves. _
- Maélanger et attendre Smn, ‘faire la lecture dans les 60mn qui suiventau
spectrophotométre,
6-3-5 I’examen clinique:

11 permet de rechercher les signes cliniques en faveurs d’une hépatite virale. Le
patient subit un interrogatoire permettant de déceler les a.ntecedents(transﬁlsmn,
tatouages,.injection par matériel souillé, toxicomanie intraveineuse, etc.).
L’examen physique 2 travers I’observation, la palpation, 1a percussion peut
conduire a ’identification d*éventuels signes tels que: ictére,
hépatosplénomégalie, fatigue, perte de poids, paleur, vomissements et autres.

7- ANALYSE DES RESULTATS ' )

Les informations recueillies sur le sujet participant & 1’étude ont ete
anaIysees sur logiciel EPI info version 6.04 bfr et saisies .sur logiciel WORI;;D
98. Le test Khi a été utilisé pour comparer les résultats pour un p < 0,05.
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Tableau I: Répartition des donneurs selon le sexe

| Sexe Effectif Fréquence(%)
Masculin 5605 86,33

| Féminin 887 13,67
Total 6492

100

Les hommes représentent 86,33 % et les femmes 13,67 %. .Le sexe ratio est de
6,32 en faveurs des hommes.

Tableau IT: Répartition des donneurs de sang selon la tranche d’Age

Tranche d’4ge Effectif Fréquence(%)
18-23 1590 24,49

24-29 1854 28,55

30-35 1209 18,62

36-41 1615 109,47

>41 1224 18,87

Total 6492 100

La tranche d’4ge des 24-29 ans est majoritaire avec un taux de 28,55 %.

Tableau TII: Répartition des donneurs selon la situation matrimoniale

Situation matrimoniale Effectif Fréquence(%)
Mariés 2174 33,49 ‘
Célibataires 4318 66,51
Total 6492 1100

Les célibataires viennent en téte avec un taux de 66,51 % contre 33,49 % pour

les mariés.
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Tableau IV: Répartition des donneurs selon la prdfe;ssion ’

—

[Profession Effectif [Fréquence(%)
Hommes.en tenue 11924 129,64

Scolaires 12728 142,02
Commercant 1159 17,85

Autres 681 10,49

Total 6492 100

.Les scolaires et.les hommes en tenue sont majoritaires avec 42,02 et 29,64 %..

- Tabiéau- V: Fréquence de ’anticorps anti VCH chez Jes donneurs de sang

[Donneurs de sang | Effectif | Fréquence(%)
HCV- - 16170 95,04

HCV+ 322 4,96

Total 16492 100 -

La fréquence du VHC est de 4,96 %.

Tableau VI: Fréquence de I’ AgHBs chez les donneufs de sang

Donneurs de sang Efféctif Fréquence (%)
AgHBs -+ ] 1021 15,72

1 AgHBs - 15471 84,28 .
Total 6492 . 100

La fréquence de ’AgHBs est de 15,72 %.

Tableau VIL: Fréquence de la coinfection HVB et HVC chez les donneurs de

sang
(Donneurs de sang;_ Effectif _ Fréquence(%)
BVB/HVCH __ 47 1072
HVB/HVC- 16445 99,28

{Total . 16492 1100

La fréquence de la coinfection est de 0,72 %.
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Tableau VIII: Fréquence du VHC chez les donneurs de sang VHB+ et VHB-

VHB+ VHB- Tota)
VHC+ Effectif % Effectif %
47 4,6 275 5 322
VHC- 974 95,4 5196 95 6170
Total 1021 5471 16492

La fréquence du VHC est plus élevée chez les donneurs de sang infectés par le
VHB(4,6%) que chez ceux non infectés par le VHB(5%), mais la différence
n’est pas statistiquement significative entre les deux populations.

Tableau IX: Moyenne des transaminases ASAT selon la sérologie

Statut sérologique Moyerine en U/l Ecart type
HVC+ 34,795 3,160
HVB + 33,921 3,434
HVC/HVB+ 35,560 6,821

La moyenne la plus élevée est observée chez les coinfectés(35,560U/1) avec un
écart type de 6,821 et une variance de 46,526.

Tableau X: Moyenne des transaminases ALAT selon la sérologie

Statut sérologique Moyenne(UX/ml) Ecart type
HVC+ 40,030 4,665
HVB+ 39,901 2,485
HVC/HVB+ 39,304 4,181

La moyenne la plus élevée est de 40,030UI/ml observée chez les donneurs
HVC+: écart type: 4,665.
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Tableau XI: Taux d’hémoglobine chez lés donneurs HVC+

Taux Effectif Fréquence(%)
| 4’hémoglobine(g/dl)

6-11 42 13,0

12-14 203 63,0

15-17 45 14,0

>17 32 09,9
.| Total 322 100

L:a majorité des donneurs HVC+ ont un taux d’hémoglobine normal.

Tableau XII: Taux d’hémoglobine chez les donneurs de sang HVC/HVB+

1 Taux

Effectif Fréquence(%)
d’hémoglobine(g/dl) ‘
6-11 | 18 (17,0
12-14 33 70,2
15-17 3 6,4
>17 3 6,4
‘Total _ 47 100

Le taux d’hémoglobine reste normal chez la majorité des donneurs coinfectés.

Tableau X1II: Taux de Globules blancs chez les donneﬁ:rs de sang HVC+

Effectif

Taux de globules Fréquence(%)
blancs/mm’

2000-4000 123 7,1

5000-8000 253 78,6
9000-10000 3 0,9
1>10000 43 13,4
| Total 322 100

78,6 % ont un taux de globules blancs normal contre 13,4 % qui ont un taux de

GB anormalement €levé.
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Tableau XIV: Taux de globules blancs chez les donneurs de sang HVC/HVB+

Taux de globules Effectif | Fréquence(%)
blanes/mm’ :
2000-4000 3 6,4
5000-8000 40 85,1
9000-10000 1 2,1
>10000 3 6,4
[Total 47 100

85,1 % des donneurs coinfectés ont un taux de GB normal contre 6,4 % ayant un
taux de GB anormalement élevé.

Tableau XV: Vitesse de sédimentation(1*® heure) chez les donneurs de sang

HVC+
Vitesse de Effectif Fréquence (%)
sédimentation(mm)
5-10 184 57,1
11-15 85 26,4
16-30 26 8,1
[31-40 7 2,2
41-50 10 3,1
51-70 1 0,3
>70 9 2,8
Total 322 100

57,1 % des donneurs VHC+ ont une VS comprise entre 5 et 10 mm tandis que

2,8 % d’entre eux ont une VS supérieure.a 70 mm.
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Tableau XVI: Vitesse de sédimentation(1** heure) chez les donneurs de sang

HVC/HVB+

Vitesse de Effectif Fréquence(%)
sédimentation(mm)

5-10 23 43,9
11-15 15 31,9
16-30 4 8,5
31-40 1 2,1
141-50 10 10
51-70 0 0
>70 40 8,5
Total 47 100

48.9 % des donneurs coinfectés ont une VS comprise entre 5 et 10 mm tandis
que 8,5 ont une VS supérieure 4 70 mm.

Tableau XVII: Vitesse de sédimem:ation(iZ_‘Itme heure) chez les donneurs de sang

HVC+

Vitesse de Effectif Fréquence(%)
sédimentation(mm)

5-10 6 1,9
11-15 7 2.2
16-30 244 75,8
31-40 28 8,7
41-50 12 3,7
51-70 15 4,7
>70 10 3,1
Total 322 100

75.8 % des donneurs VHC+ ont une VS comprise entre 16 et 30 mm contre

seulement 3,1 % ayant une VS supérieure a 70 mm.
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Tableau XVIII: Vitesse de sédimentation(fmc heure) chez les don’neﬁrs de sang"

HVC/HVB+
Vitesse de | Effectif Fréquence(%)
sédimentation(mm) )
5-10 2 4,3
11-15 0 0
16-30 35 174,5
31-40 5 10,6
41-50. 2 4,3
[51-70 2 4.3
>70 ] 2.1
Total 47 100

74,5 % des donneurs coinfectés ont une VS comprise entre 16 et 30 contre

seulement 2,1 % ayant une VS supérieure & 70mm.

Tableau XIX: Répartition des coinfectés selon la tranche d’age

Tranche d’age Effectif Fréquence(%)
18-23 9 19,1
24-29 10 21,3
30-35 10 21,3
136-41 8 17,0
>41 10 21,3
Total 47 100

La tranche:d’dge la plus touchée est celle des 24-35ans ainsi-que les sujets ayant

un age supérieur a 41 ans.

Tableau XX: Répartition des coinfectés selon le sexe

Sexe Effectif Fréquence(%)
Masculin 41 87,2

Féminin 6 12,8

Total 47

100

Les hommes représentent 87,2 % des coinfectés contre 12,8 % de femmnies. Le

sexe ratio est de 6,83 en faveurs des hommes.
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Tableau XXT: Répartition des coinfectés selon la situation matrimoniale

Situation matrimoniale |Effectif Fréquence
Marié 26 553
Célibataire 21 44,7
Divorcé. 0 0
Total - 47

La majorité des coinfectés sont des mariés(55,3 %).

1100

Tableau XXTI: Répartition des co-infectés selon le type de'don de sang

Statut du don de sang

VHC/VHB+

Fréquence

Donneurs volontaires |5 10,6
Donneurs occasionnels 42 _ 1894
___Total 47 100

La majorité des co-infectés sont des donneurs occasionnels(89,4%).
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1- La période d’ étude et I’échantillonnage:

‘ L’AgHBs et les Ac anti VHC sont recherchés systématiquement chez les

donneurs-de sang.au CNTS de Bamako.

Les données accumulées sur I’épidémiologie du VHB sont de loin plus

nombreuses que celles sur le VHC. Pendant longtemps le cotit trés élevé du test-
du VHC n’a pas pernmiis son utilisation systématique. Les manifestations

cliniques et biologiques du VHC ne sont pas du tout connues de nos cliniciens.

Ne sachant pas comment évolie Vinfection par le'VHC encore moins la double
infection VHC et VHB, nous avons entrepris cette étude en recherchant les
modifications des paramétres hématologiques et biochimiques..

Le but de notre étude était de contribuer a la description de la coinfection
hépatites B et C au CNTS de Bamako notamment en déterminant la
séroprévalence du VHC, du VHB et de ’association VHC/VHB chez les
donneurs:de sang. )

Notre étude s’est déroulée du 01Mai 2003 au 31 Décembre.2003. Elle a porté
sur 6492 donneurs de sang recensés au CNTS pendant 1a période-d’étude. Pour
la recherche de ’AgHBs et des Ac anti-VHC nous avons tenu compte de tous
les donneurs mais pour les autres analyses hématologiques et'biochimiques nous
avons retenu dans un premier tenips les donneurs ayant une antigénémie HBs
positive. Sur les 1021 AgHBs+, nous avons retenu 549 seulement a cause du
consentement éclairé et les perdus de vue. pour pratiquer les tests biochimiques
et hématologiques. Ensuite nous avons soumis aux mémes tests biochimiques et
hématologiques les HCV+ et les co-infections HCV et HBV. Les coups humain
et matériel trés importants de ces différentes analyses ne nous a pas permis de
les faire chez tous les donneurs. D’ou 1a sélection qu1 a porté sur 549 donneurs,
tirés des 6492 donneurs.

Les résultats obtenus:sont les suivants:

2- La répartition selon le sexe et I’age:

Au plan socio-démographique des donneurs de sang, il y a eu plus

d’hommes(86,33%) que de femmes(13,67%) parmi les donneurs de sang et le
sexe ratio est de 6,32 en faveurs des hommes. Xavier en 1997, Kiemtoré[34] en
1998, Dembelé[22] en 1999, Tembely[67] en 2002 et Guindo[29] en 2003
avaient obtenu les sexes ratio respectifs 5, 8, 7, 7 et 6,81 au CNTS de Bamako.
Les donneurs de sang sont majoritairement des hommes(86,33 %) ayant un age
compris entre 18 et 29 ans. Ceux-ci pourraient également s’expliquer par la plus
grande disponibilité des hommes 4 donner le sang par rapport aux femmes(les

femmes en menstruation, les femmes encemtes ou allaltantes étant dispensées

du don de sang).
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3=La répartition-sélon la profession:

Les donneurs de sang sont constitués en majorité de scolaires( 42,02 %),
d’hommes en tenue (29,64 %) et de commergants(17,85).
Ceci s’expliquerait par le mode de recrutement de nos donneurs. En effet nous

recrutons nos donneurs surtout au niveau des établissements.scolaires et

universitaires, des garnisons et également dans les services publiques. Les
commergants viennent-en
-secteur informel donnant pour la plupart pour leurs parents malades.

3% position parce qu’ils représentent en majorité le

La plupart des scolaires et universitaires ont un 4ge compris entre 18 et 25 ans.

Pour les homines en tenue, ce sont en majorité des nouvelles recrues qui sont

des jeunes dgés de 18-2 30 ans.

4- La répartition selon le statut matrimonial:

La plupart des donneurs sont des célibataires(66,51%), ceci s’expliquerait par le
fait que la majorité des donneurs sont les jeunes scolaires et les nouvelles
recrues de I’armée.

5- La fréquence du VHB chez les donneurs de sang:

La séroprévalence du VHB est estimée 2 15,72 % au CNTS; ¢e résultat est

" comparable a celui de Guindo[29] qui a retrouvé en 2003 une séroprévalence de

14,9 % sur une population d’étude de 11592 donneurs[29].
Xavier[68] et Tembely[67] avaient trouvé des fréquences de 16,5 et 15,25 %.

Donc on assiste & une certaine stabilité de la séroprévalence du VHB au CNTS.
Le VHB est ubiquitaire. Sa fréquence est élevée en Afrique et plus
particuliérement au Mali avec iine prévalence-de 11 & 16% chez les donneurs de
sang. La conséquence directe de cette haute-prévalence est la pénurie en produits

sanguins puisque le seul portage de I’ AgHBs fait écarter” ’unité de sang de la
transfusion.-Cette haute frequence du portage de I’AgHBs est liée au fait qu’il y
a seulement quelques années, on utilisait des seringues & usages multiples
susceptibles de transmettre le virus.

6- La fréquence du VHC chez les don__ne;lr_s de sang:

La seroprevalence du VHC est de 4,96 %. Katembé en 2003[6] a obtenu un taux
de 5,4 % mais sur un échantillon plus petit. Cette seroprevalence variede 2a
3% selon certains auteurs[5,17,22] chez les donneurs et estimée & 2,37 % chez
les femmes enceintes[22]. A Lomé la prévalence est estimée a 3,3 % chez les
donneurs de sang[3]. Le VHC n’est. pas trés fréquent dans le monde(3%)[62]. En
Europe, la séroprévalence varie de 0,5 a 2% [13,54] en fonction des pays avec
un gradient Nord Sud. En Afrique, 1a prévalence varie de 2 4 6% selon les pays.
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7-Fréquence du VHC chez les donneurs de sang VHB+ et VHB-
Onremarque que le VHC ést plus fréquent(5 %) chez les donneurs de sang
" VHB- que chez les donneurs de sang VHB+. Mais cette différence n’est pas
statistiquement significative chez les deux populations. ]

8- La fréquence de la co-infection hépatites B et C:

- La fréquence de‘la co-infection est estimée & 0,72% dans une population d’étude .
de 6492-donrieurs. Sangaré avait remarque que dans 13,4 % des cas de cirrhose,
1>’AgHBs était lié aux_\a_nhcorps anti- VHC_[GO] Etdans 7,9 % des.cas de
carcinome hépatocellulaire les mémes marqueurs étaient liés[60]. Le VHC
s’ajoute au’ VHB pour présenter un'obstacle 2 la disponibilité des produits
saniguins. Sur le plan-clinique, elle entraine souvent une hépatopathie chronique.
cirthogéne. Il n’est pas aussi‘souvent associé au VHB qu’au VHD. La fréquence.

" de I’association-virus C et virus B n’est pas trés docuimentée. Les paramétres
p

associés a cette association sont encore moins-documentés.

9. Taux d’hémoglobine chez les donneurs de sang:

La majorité de nos donneurs ont un taux-d’hémoglobine normal, ce qui signifie
qu au CNTS les poches transfusées répondent au besoin des patients surtout
qu’on utilise trés souvent du sang total. Donc nos donneurs ne soufﬁ'ent pas de .
probléme d’anémie selon les normes établies par ’OMS.

* 10- Taux de globules blancs chez les donneurs de sang:

Le taux.de leucocytes n’est anormalement élevé(> 10 000) que chez une faible
proportion des donneurs.de sang infectés parle VHB et le VHC: 13,4%. des
AgHBs# et 6,4% des co-infectés VHB et VHC,

11- Transaminases chez les donneurs de sang:

Les transaminases sont normales mais légérement phis éle\fees'('surtout
alaniqiies) en cas de coinfection que de monoinfection. Donc il.n’y a pas de
perturbation des transaminases. La moyenne-est.estimée 3 39,40 U/ml. Ces
résultats sont.comparables & ceux d’autres auteurs[62]. Donc le seul-dosage des
transaminases ne suffit pas pour conclure la présence d’une hépatite virale
contrairement.a ce.qu’on pensait autre fois. En. effet une hypertransaminasémie
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peut faire soupgonner une hépatite vitale mais ne peut | pas étre conmderee
comme un diagnostic sir-d’autant plus qu’il peut y avoir une hépatite virale avec
transaminases normales.

>

-12-La Vitesse de Sédimentation chez les donneurs de sang:

La VS n’est pas accélérée que ce soit.en. 1%.0u 2™ heure, en cas de
monoinfection ou de coinfection. En effet chez 74,5 % des co-infectés.la VS est
comprise entre 16 et 30mm a.la deuxiéme heure. Cela prouve que nous sommes
en face d’une infection asymptomatique. La VS étant le signe de I'inflammation
et de'la dysprotéinémie. La valeur normale de la VS 1*° heure est comprise entre
5 et 10 mm, cellede la 2'™ heure se 51tue entre 10 et 20 mm.

13-La répartition des co-infectés selon P’4ge etle sexe:

- La différence d’4ge n’est pas statistiquement Eigtﬁﬁcative en cas de coinfection

tandis que 1& sexe,masculin reste le plus touché avec un sexe ratio de 6,83 en
faveurs des honmimes. Ces résultats concordent.avec.ceux d’autres auteurs[60]
La fatigue et la perte de poids ont été les signes cliniques les plus fréquents chez
nos.donneurs; Sangaré D[60], Bagayogo' S[5], Maiga S[43] et Coulibaly A[17]
avaient retrouvé des résultats comparables.

Les donneurs occasionnels sont les plus nombreux(82,5 %), ce qui est dfi au fait.
que la majonte des donneurs.-font le geste seulement lorsqu’ils ont besoin de
sang.. :

11 existe peu d’études(cliniques ou statistiques) publiées sur la comfectmn
hépatite B et hépatite C.

14-Répartition des co:infectés selon le type dé don de sang:

les co-infectés sont.en majorité des donneurs occasionnels(89,4 %). Les
donneurs volontaires ne représentant que 10,6:% des co-infectés. On peut donc.
dire que les-donneurs de sang volontaires sont moins exposés 4 la.co-infection
- VHB et VHC que lés donneurs de sang occasionnels.
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CONCLUSION

‘Notre étude nous a conduit aux conclusions suivantes:

les hommes donnent plus souvent leur sang que les femmes

la majorité des donneurs de sang est constituée par les jeunes

la prévalence de I’infection par le VHB reste toujours stable dépuis de
nombreuses années chez les donneurs de sang,

La fréquence de I’hépatite C est de 4,96 % chez les donneurs et est
relativement stable.

La fréquence du VHC est estimée 4 4,6% chez les donneurs de sang VHB+ et
5 % chez les donneurs de sang VHB-.

La coinfection VHB/VHC existe chez les donneurs de sang méme

72 %).

La co-infection paradoxalement ne s’accompagne pas d’importantes
perturbations des parameétres hématologiques et biochimiques.

La sélection des donneurs de sang ne peut-donc pas se reposer sur les seuls

paramétres hématologiques et biochimiques pour obtenir une sécurité
infectieuse des transfusions.
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RECOMMANDATIONS

-

Au terme de notre étude, nous formulons les recommandations suivantes:

- AuCNTS:

- Larecherche systématique du VHC sur les unités de sang et la réalisation des
tests biologiques chez les sujets VHCH. -

Aux praticiens:

- Larecherche systématique du VHC chez les sujets infectés par le VHB.

Aux autorités:

~la dotation du CNTS en matériels et réactifs nécessaires et adéquats pour la
recherche de I’anticorps anti-VHC.
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FICHE D’ENQUETE SUR LES VHC ET VHB AU CNTS

- Fiche N°................
Prénom : ' Nom :
Age Sexe Ethnie :
Situation matrimoniale : _
Mariée [J Célibataire O - Divorcé(e) O
Résidence : . - SR
Statut : DV [ DO DO
Etat Sérologique : VHC : OO VHB : O
Signes Cliniques : Bilan Hématologique
Ictéres : a - NFS :
Hépatomégalie: O vS:
Perte de poids [ TCK :
Anémie : 4 TP :
Vomissements O Bilan Biochimique :
Fatigue : O Transaminases : - ALAT
Fiévre : | - ASAT
Autres : 0 -PAL

Consentement éclairé :

J’accepte librement sans aucune contrainte d’étre prélevé pour les fins d’études
sur la coinfection VHC-VHB, en fois de quoi, j’appose aussi librement ma
signature sur le présent document d’enquéte .

Fait a Bamako (CNTR),

Signature
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Fiche signalétique:

Nom: TANGARA
Prénom: OUMAR

Titre de la thése: La coinfection hépatites B et C chez les donneurs de sang
au CNTS de Bamako. |

Année: 2004
Pays d’origine: Mali
Ville de soutenance: Bamako

Lieu de dépdt: Bibliothéque de la Faculté de Médecine, de Pharmacie et
d’Odonto-Stomatologie.

Résumé:

Au centre national de transfusion sanguine de Bamako, 6492 donneurs
ont été testés entre Mai 2003 et Janvier 2004, pour la recherche de

I’ AgHBs et des Ac anti-VHC par la technique ELISA.

La séroprévalence en AgHBs est estimée 3 15,72 %, le portage des Ac
anti-VHC était de 4,96 % et [’association AgHBs-Ac anti-VHC était
de 0,72 %.

Chez les coinfectés la tranche d’4ge la plus touchée est celle des 24-35
ans, le sexe masculin est le plus touché et Ia majorité des coinfectés
était des mariés. I1 n’y a pas de perturbation des transaminases. Les
donneurs VHB- sont plus infectés par le VHC que les donneurs
VHB+.

Mots clés: VHC, AgHBs, CNTS, donneurs de sang.
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SERMENT DE GALIEN

Je jure , en présence des maitres de la faculté , des conseillers de ’ordre des

pharmaciens et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de

leur témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;

- d’exercer dans I’intérét de la Santé Publique , ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la 1égislation en vigueur, mais

aussi les régles de ’honneur , de 1a probité et du désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade

et sa dignité humaine ;

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état

pour corrompre les mosurs et favoriser les actes criminels.
Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle & mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres si j’y manque.

Je le jure




