Conseil

Supérieur de la Santé

F /120106

AVIS DU CONSEIL SUPERIEUR DE LA SANTE N° 8785

Inactivation et sécurisation des tissus et cellules vis-a-vis des bactéries, virus et

des prions
Partie lll : Virologie

In this science-policy advisory report, the Superior Health Council issues advice on viral
inactivation and securisation of tissues and cells for safe human use

7 novembre 2012

Mots clés

Keywords Mesh terms* Sleutelwoorden | Mots clés Stichworte

HIV HIV HIV HIV HIV

HBV Hepatitis B virus HBV HBV HBV

HCV Hepatitis C virus HCV HCV HCV

HTLV HTLV-i infections HTLV HTLV HTLV

West Nile virus West Nile virus West Nile virus West nile virus West-Nil-Virus

Decontamination Decontamination Decontaminatie Décontamination Dekontaminierung

Sterilization Sterilization Sterilizatie Stérilisation Sterilisation

Disinfection Disinfection Desinfectie Désinfection Desinfektion

Tissue allograft Tissue transplantation Weefselallogreffe Allogreffe tissulaire | Gewebe-
allotransplantation

Infection transmission | Communicable Infectietransmissie Transmission  de | Infektionsubertragun

diseases l'infection g

Nucleic Acid | Nucleic Acid | NAT NAT NAT

Amplification Amplification techniques

techniques

Serology Serology Serologie Sérologie Serologie

* MeSH (Medical Subject Headings) is the NLM controlled vocabulary thesaurus used for indexing articles

for PubMed.

Conseil Supérieur de la Santé

rue de I’Autonomie 4 e

_1_

1070 Bruxelles e www.css-hgr.be


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh

F /120106

TABLE DES MATIERES

I | N I = 10 1 I [ ]\ 6
2. ELABORATION ET ARGUMENTATION ..ottt e e e e e aana e 6
2.1, METHODOLOGIE ......ootiteeeieeee et ettt et ettt ae et e s et e e st et et e s ste s et essateseeteeteneateresaeneeeenens 6
3. DEFINITION, CLASSIFICATION ET GENERALITES ....ccooviiieiieeicieesee e 7
3L, DEFINITION Lottt ettt ettt ettt et et et et e s et et e s et et et et et et ensstessetenestesseteneseenesteaeas 7
3.1.1. D=3 {1 71 1o o P TSRS 7
3.1.2. CaraCteriStIQUES ES VITUS ....uueiiiiiiieeiiiiee e siieie e e sstieee e sttee e s sstaeeesssbeeeeesstbaeeestaeeeesnbaeeessssanaeeanes 7
3.1.3. (03 ol [ = | PP TP PPRP PP 8
3.1.4. SITUCLUIE VITAIE ...ttt e e e e st e e e et e e e e bbe e e e e snbbeeeeanbeeeeennes 8
3.2, TAXONOMIE VIRALE ...ttt ettt ettt ettt et snte e e st e et e e tee e snte e enneeeseeeennaeesnseeanneeanes 9
3.3, APERGU DE LA SITUATION ....oitit ittt ittt e stieestee e stieesieeateeasteeessteesseeesneeeasseeesnsessnsessnsesesseneesnseeans 9
4. DIAGNOSTIC DES INFECTIONS VIRALES ... 11
N |\ 1= (@ ] 1 T 1 [ PRSP 11
4.2. FACTEURS ANTERIEURS A L'ANALYSE ....ociiiitiieeeeeeee ettt en e eaen 11
4.2.1. Y/ e Lol e (o o] o o 1= | TP 11
4.2.2. Dilution dU PIASIMAL. ... ...t e et e e e e e e e e eas 12
4.3, SPECTRE DES VIRUS ...ttt ittt sttt te et s et e e et e e stte e ante e e ssaeesnaeesnteeesnteeeseeenseas 12
4.3.1. PR 12
4.3.2. 1 USSP 13
4.3.3. o (PSPPSR 14
4.3.4. I O 15
4.3.5. Agents iNfECtIEUX SPECITIQUES .....uuiiieeii it e s e e e e s e s e e e e e e e anns 16
4.3.6. JLIC=E) £53e 1 153 o 0] g 11 o 1= PR 18
4.3.7. Validation des tests diagnostiques in vivo contre post mortem .........ccocceeevvieeeeniieeee e, 27
4.3.8. Interprétation des résultats deS tESES .......cuii it e 28
5. INVENTAIRE DES PUBLICATIONS : TRANSMISSION DES INFECTIONS VIRALES PAR
[T I D01 U L USRI 29
5.1, INTRODUCTION ....ooiiiite ittt ettt et e et e et e e et e e et e et e e e ebae e sabeeeabeesbeeeabbeesaaaeesabeesbeeessseesaneens 29
B 2. HBV ettt e e e be e e e te e e abae e e beeabeeateeeataaeeareeaareeas 29
LCTRC T = (O SRS PPR 30
L S | TS UURSUSRUPRRPP 31
L3R T = 1 I/ S PPOPPT 33
LS TR =31 €SS SPR 33
5.7, CMV e 33
5.8.  VIRUS AORGANOTROPISME ......ocooiiiiiiiiiniiiiiiiinii s 34
5.9.  INFECTIONS EMERGENTES ......coiiiieiiiiiieeiieesiieesee s e stee e snte e st e e nteesstaeesnteesneeeanneeenneeesnneees 34
6. PREVENTION DES INFECTIONS VIRALES ..o 35
6.1. CRITERES DE SELECTION LORS DU PRELEVEMENT ......ccviiiiiieiiteeeeteeee e 35
6.1.1. Do RS TT g 01 1=To o= | SRR 35
6.1.2. Criteres d’exclusion généraux pour les donneurs vivants et dECEdES.............covvveerivnneenns 35
6.1.3. Facteurs de risque a dépister chez les donneurs vivants/dECEdES ............ceevvvveeiiiiieeennnns 36
6.1.4. Preuves cliniques d'INfECHIONS VIFAIES...........uuiiiiiiiii e 37
6.1.5. Preuves physiques d'infections Virales ... 38
6.2. TESTS SEROLOGIQUES ........ooiiiiiiiieiteecee ettt sttt e st e e s tae e s aae e s ta e e snaeesnaaesntaeaaseeenneens 38
6.2.1. Exigences générales pour le dosage des marqueurs biologiques (UE, 2006; AR, 2009).. 38

6.2.2. Tests de dépistage virologique pour les donneurs de cellules et de tissus vivants et
décédés (a I'exception des dONNEUrS de JAMELES)......uuiieiiiiiiiiiiieee e cicrrrer e e e e e s e e e e e s e e srarreeeaaeeen 39
7. DESINFECTION — STERILISATION ...cuuiiiiiii ettt e e e e e e e et e e e e e e e eeees 40
7.1, INTRODUCTION ....ooiiiiieiitit ettt ete e st e et e e st e e s s e e st e e et e e e ebaeesaseesateesateeeasseesnsaeessbeesbeeessneensneens 40

—_ 2 —_

Conseil Supérieur de la Santé
rue de I’Autonomie 4 e 1070 Bruxelles e www.css-hgr.be



F /120106

7.2. DESCRIPTION DES CONCEPTS ....tiiiiiiiiiee ettt et sttt et e e st e e s sntae e e s snteeeeanbeeeennees 40
7.3.  NETTOYAGE MECANIQUE ......cociiiiieeeeieeeetetete et s et te et es ettt ensastesn s ssetes s s saesenesaasenens 41
7.3.1. LO70] 01 (=) (=P PP 41
7.3.2. Application aux allogreffes ... 41

T4, TRAITEMENT ...ttt ettt e e s bt e e e ek bt e e e bbe e e s anbbe e e e s anbeeeeeasbeeeeanbeeeennees 42
7.4.1. Demineralized Bone Matrix (DBM).......cccoociiiiiiiee e e s s e e sae e e e e e e s nnnreeeee s 42

7.5,  TRAITEMENT CHIMIQUE........coitiii ittt ettt sttt s e e et e e e e e st e e e st e e e e sataeeessstaaaeeantbeeaeanes 42
7.5.1. ST ()10 = 43
7.5.2. (04 01 o] g 0Tt T |1 = PRSP 47
7.5.3. DTN T o [0 ol o] o (SR STPRR 49
7.5.4. AGENES AIKYIANTS ... 50
7.5.5. Antiseptiques MercurielS OrganiQUES ...........coii it 52
7.5.6. Y (oo o ] ST PP 53
7.5.7. [[oTo (oI =] aTo o (o] o] a0 Y= SRR 55
7.5.8. AGENLS ENSIOACHTS ....uviiiiii i e e s e e e e e e s et s e e e e e e s e s nranrrrereaeeean 56
7.5.9. Stérilisation ChIMIQUE BIOCIBANSE® ..........cveeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeee et ee e ene s 57
7.5.10. (1@ P YU o =T o 1T [T SRR 58

7.6.  STERILISATION PAR LE GAZ.....oooieceeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt es et e en et es et ennne s 59
7.6.1. ()40 [0 =107/ =T 1= SRR 59
7.6.2. S e T o] (o] o]To] F=Tei (o] o[- RSO PP PP POUPPPTPPPPPN 61
7.6.3. 0T gaaT= 1[0 =] 011 [ USRS 62
7.6.4. Peroxyde A’ NYArOgENE ......co.uiiiiiie ittt st ee et e et e e snt e e snbe e e e e enees 62
7.6.5. Yoo [N o T=T = (o= 1o | SRR PRR 62

7.7.  METHODES DE STERILISATION PHYSIQUE .......c.covotiviteeeeeeeieteeeeteeeeesie s esen s senees 63
7.7.1. Stérilisation par la chaleur (autoclave a vapeur — chaleur SEChe) .........cccccovvveveeeiieeeeeennne, 63
7.7.2. « SYSTEME LODALOT SU-2 % ...vviiiiiiiiii ittt e s e e e e e e e s e e e e e e s e sanreeeeaeeesannnnnns 64
7.7.3. Stérilisation par plasma a basse tEMPEratUre............cooccvieeieeee i e 64
7.7.4. Stérilisation/désinfection par rayons UV/IMPUISIONS ..........cccceeiiiiiiiiiiiee e 65
7.7.5. Sterilisation Par MICIO-ONUES.........ccuiieiiee e e e e s e e e e s s e e e e e e s e nnnneees 67
7.7.6. Irradiation gamma et stérilisation par faisceau d’électrons..........cccccceevvvciieeeee s, 67

7.8.  TECHNIQUES DE PRESERVATION. .....ceoiitiiiieieteeeeee e eeee ettt eeete et stes et s saessaeas e s 74
7.8.1. (@70T 9o 1= F= o] o IS PR 74
7.8.2. (O3 /o] o] {=TY=T oY= o] o PRSP 75
7.8.3. (Y o] o] o111 1ST= Ui o] o PR RP TP 76
7.8.4. (€Y1 (o U RUUPRPUPRI 77

8. CONSIDERATIONS FINALES ...t e e e e e e e e e e e e eaean 80
9. REFERENCES ... e e et e e et e e e et e e e eaa e e e eanns 82
10. COMPOSITION DU GROUPE DE TRAVAIL...... oot 95
Au sujet du Conseil Supérieur de [a SANTE (CSS).....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e —————— 96

—_ 3 —_

Conseil Supérieur de la Santé
rue de I’Autonomie 4 e 1070 Bruxelles e www.css-hgr.be



F /120106

ABREVIATIONS ET SYMBOLES

AATB
Ac
ADN
Ag
AIEA
APA
AR
ARN
ARNmM
ARNr
BMPs
CB
CDC
CE
CH3;COOH
Cialit
CLIA
CMV
CNB
CoV
CSS
D1o
DBM
DMSO
DO
EATB
EBAA
EBV
EDTA
EIA
ELISA
FDA
G+
G-
GAG
H202
HAV
HBc
HBsAg
HBV
HCI
HCV
HIV
HPA
HSV
HTLV
ICTV
I9G
IgM
LDso
LIA
MMLV

American Association of Tissue Banks

Anticorps

Acide désoxyribonucléique

Antigene

Agence internationale de I'Energie atomique
Acide peracétique

Arrété royal

Acide ribonucléique

ARN messager

ARN ribosomal

Bone morphogenetic proteins ou protéines osseuses structurales
(Donneur &) coeur battant

Centers for Disease Control

Label européen

Acide acétique
Sodium-2-éthyl-mercuri-mercapto-benzoxazole-5-carboxylique acide
Dosage immunologique par chimioluminescence
Cytomégalovirus

(Donneur &) coeur non battant

Coronavirus

Conseil Supérieur de la Santé

Réduction de 10 % de la quantité initiale des bactéries/virions
Demineralized bone matrix

Diméthyl sulfoxide

Densité optique

European Association of Tissue Banks

Eye Bank Association of America

Epstein-Barr virus

Ethylenediaminetetraacetic acid (acide éthylene diamine tétra-acétique)
Enzyme immunoassay

Enzyme-linked immunosorbent assay

Food and Drug Administration

Micro-organisme Gram-positif

Micro-organisme Gram-negatif
Glycosaminoglycane

Peroxide d’hydrogéne

Hepatitis A Virus

Hepatitis B core

Hepatitis B surface antigen ou Antigéne de surface de I'hépatite B
Hepatitis B virus

Hydrogen chloride ou Acide chloridique

Hepatitis C virus

Human immunodeficiency virus

Hybridisation protection assay

Herpes simplex virus

Human T-cell lymphotropic virus

International Committee on Taxonomy of Viruses
Immunoglobuline G

Immunoglobuline M

Lethal dose for 50 % of the tested population
Line immunoassay

Moloney murine leukemia virus
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NASBA
NAT
NIBSC
OSHA
PBS
PCR
PES
PPV
PVP
PVP-I
QCA
Rnase H
RT
SaBTO
SAL
SARS
SIDA
TCIDsg
TIFI
TMA
TNF
TRIP
UK
UKBTS
uv
VHP
VPP
VRS
USA
WIP

WNV
WHO

Morbidity and mortalility weekly report

Nucleic acid sequence based amplification
Nucleic Acid Amplification Testing

National Institute for Biological Standards and Control
Occupational Safety and Health Administration
Phosphate buffered saline ou tampon phosphate
Polymerase chain reaction

Stérilisation acide peracétique-éthanol

Positive predictive value

Polyvinyl-pyrrolidon

Povidone-iodine

Dérivés de 'ammonium quaternaire
Ribonuclease H

Reverse transcriptase ou transcriptase inverse
Advisory Committee on the Safety of Blood, Tissues and Organs
Sterility assurance level

Severe acute respiratory syndrome

Syndrome d'immunodéficience acquise

Median tissue culture infective dose

Test d'immunofluorescence indirecte
Transcription-mediated amplification

Tumor necrosis factor

Test de radio-immunoprécipitation

United Kingdom

United Kingdom Blood Transfusion Services
Ultraviolet

Vapour-phase hydrogen peroxide

Valeur prédictive positive

Virus respiratoire syncytial

Etats-Unis

Werkgroep infectiepreventie ou groupe de travail sur la prévention des

infections
West Nile virus
World Health Organization
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1. INTRODUCTION

Il ressort des statistiques relatives a la transplantation d’allogreffes d’origine humaine que celles-
ci occupent une place grandissante dans les soins de santé. Chaque année en Europe, des
centaines de milliers de patients subissent un traitement médical nécessitant I'utilisation de ces
matériaux. Bien que l'utilité thérapeutique de la transplantation allogene humaine soit reconnue
depuis des dizaines d’'anneées, il faut tenir compte de ce que la transmission de maladies par
l'intermédiaire de ces allogreffes ne peut étre totalement exclue. Il va de soi que ces tissus,
destinés a une transplantation, doivent étre analysés quant a leurs garanties en matiere sanitaire
conformément a I'état de nos connaissances scientifiques actuelles. La plupart des maladies
transmissibles peuvent étre évitées grace a un examen minutieux du donneur et de ses produits
dérivés. Les allogreffes doivent étre traitées et conservées avec soin. Malgré la grande sensibilité
des tests sérologiques et ADN actuels dans la détection des virus et de leurs marqueurs, une
fenétre sérologique subsiste entre le moment de la contamination et le moment ou celle-ci peut
étre mise en évidence dans le sang. Si des tissus, cellules ou organes sont prélevés durant cette
période, une contamination peut étre transmise sans qu’elle ne soit décelable au moment-méme.
Il subsiste également un risque de transmission d’'agents infectieux inconnus. Il est donc
important d’appliquer des méthodes d’inactivation a ces agents transmissibles présents dans les
tissus, cellules et organes humains.

Afin de pouvoir répondre a la problématique et, sur base des connaissances, d’émettre des
recommandations et de modifier les standards de qualité pour les allogreffes en Belgique et
accroitre, de la sorte, la sécurité des tissus, cellules et organes d’origine humaine, un groupe de
travail ad hoc a été constitué. Ce groupe se compose d’experts dans les disciplines suivantes:
banque de cellules et tissus, biologie, biologie clinique, anatomopathologie, hygiéne hospitaliere,
chirurgie orthopédique, coordination des transplantations, thérapie cellulaire, médecine de la
reproduction, dermatologie, sciences médicales, etc.

Aprés avoir été approuvé par le groupe de travail ad hoc, I'avis a été soumis pour approbation au
groupe de travail permanent « cellules, tissus et organes d'origine humaine et animale » qui, a
son tour, a marqué son accord a ce sujet.

Les recommandations pratiques concernant les tests de laboratoire et les méthodes d’inactivation
virologiques sont repris dans les standards de qualité spécifiques relatifs aux différents matériels
corporels humains.

2. ELABORATION ET ARGUMENTATION

2.1. METHODOLOGIE

La littérature a été compulsée de mars 2006 a octobre 2011 dans les moteurs de recherche
Sumsearch, Medline (Pubmed) et Google, sur la base des mots clés suivants: [hepatitis C virus]
and [hepatitis B virus] and [HIV] and [HTLV] and [West Nile virus] and [transmission] and
[infection] and [allograft] and [tissue] and [bone] and [tendon] and [skin] and [cornea] and
[tympano-ossicular graft] and [heart valve] and [prevention] and [serology] and [nucleic acid
amplification] and [decontamination] and [sterilization] and [disinfection] and [gamma irradiation]
and [peroxide] and [rinse] and [peracetic acid] and [chlorhexidine] and [formaldehyde] and
[glutaraldehyde] and [alcohol] and [methanol] and [iodide] and [cryopreservation] and [glycerol]
and [lyophilization]. Les sites Internet des organisations suivantes ont également été explorés:
Conseil supérieur de la Santé (CSS), le Moniteur Belge, European Union law, Department of
Health United Kingdom (UK), Food and Drug Administration (FDA), World Health Organization
(WHO), Centers for Disease Control (CDC).
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3. DEFINITION, CLASSIFICATION ET GENERALITES

3.1.DEFINITION

3.1.1. Définition
Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires. lls ne peuvent se multiplier qu'a
I'intérieur d’une cellule. Le virus se compose principalement d'un code génétique sous la forme
d'un brin d’'acide nucléique intégré dans une structure qui lui permet de passer en toute sécurité
d’une cellule a une autre et d'un hote a un autre. Les virus ont été identifiés pour la premiére fois
au xIx® siecle comme étant des agents infectieux possédant la propriété particuliere de pouvoir
traverser des filtres bactériens (Dimmock et al., 2007; Murray et al., 1998).

3.1.2. Caractéristiques des virus
> lls sont trés petits
Cette caractéristique a été une des premiéres observées. La taille des virus varie de 20 nm pour
le parvovirus a 300 nm pour les poxvirus. Ces derniers se situent a la limite inférieure de la
détection au microscope optique. Afin d’observer les virus, des microscopes électroniques sont
utilisés.

> lls se multiplient

Lors des premiéres expériences, les chercheurs sont parvenus a transmettre une maladie a I'aide
d’un ultrafiltrat, obtenu a partir de matériel infectieux. Ils ont alors d’abord pensé étre peut-étre en
présence d'une toxine. Néanmoins, le fait que l'infection puisse étre transmise sur plusieurs
générations a montré que quelque chose se multipliait dans I'héte.

> lls sont composés de plusieurs éléments

Au contraire des cellules, qui sont toutes issues de la division d’'une cellule meére, les virus sont
composeés d’éléments produits séparément : acide nucléigque, enzymes et protéines structurales.
Apres avoir infecté une cellule, le virus disparait et se décompose en ses divers éléments. Des
particules virales ne peuvent étre retrouvées qu'aprés une phase de multiplication et
d’'assemblage.

» lls contiennent une seule sorte d’acide nucléigue

Le code génétique des virus peut étre porté soit par de 'ARN (acide ribonucléique), soit par de
'ADN (acide désoxyribonucléique). Toutefois, une particule virale ne contient qu'une seule de
ces formes. Ainsi, le virus du SIDA (syndrome d’'immunodéficience acquise), ou HIV (Human
immunodeficiency virus), contient de I'’ARN, tandis que le virus de I'hépatite B (HBV) contient de
I’ADN.

> lls sont strictement dépendants du métabolisme d’une cellule

Hors d’'une cellule, un virus est totalement inactif. Pour se multiplier, il doit pouvoir utiliser les
différents éléments cellulaires (enzymes, ribosomes, etc.). Les virus simples, qui ne contiennent
pas d’enzymes, sont particulierement dépendants des cellules. Les virus plus complexes, en
revanche, contiennent parfois une grande quantité de protéines régulatrices.

> lls sont spécifiques a une cellule et donc, a un héte

Les virus humains infectent principalement les humains. En outre, dans 'organisme humain, ils
ciblent certaines cellules. Ainsi, les virus de I'hépatite infectent essentiellement ou exclusivement
les hépatocytes, tandis que le HIV infecte les lymphocytes CD4 positifs du systéme immunitaire
(Dimmock et al., 2007; Murray et al., 1998).
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3.1.3. Cycle viral

Le cycle viral differe considérablement d’'un virus a l'autre. Toutefois, nous pouvons décrire
quelques étapes générales. La premiére est la reconnaissance de I'héte et la liaison entre la
cellule et le virus (attachement). Ensuite, le virus pénétre dans la cellule grace a divers
mécanismes. Vient ensuite le démantélement, c’est-a-dire la libération de I'acide nucléique de la
capside et de I'enveloppe. L'étape suivante est celle de la réplication, ou le code génétique se
multiplie et ou de 'ARNmM (ARN messager) et des protéines sont fabriqguées. Au cours de la
phase d’assemblage, les différents éléments sont assemblés de maniere a former un virus. Dans
certains cas, une maturation peut ensuite avoir lieu. Enfin, les particules virales sont libérées en
grand nombre par divers mécanismes (Dimmock et al., 2007; Murray et al., 1998).

3.1.4. Structure virale
Comme dit précédemment, les virus se composent principalement d’'un code génétique porté par
un acide nucléique, a savoir soit I'ARN, soit 'ADN. Cet acide nucléique est associé a des
nucléoprotéines qui stabilisent le tout et forment le noyau du virus. Ce noyau, ainsi que des
enzymes, sont enfermés dans une capside composée d’éléments répétitifs appelés capsomeres.
L'ensemble porte le nom de nucléocapside. Certains virus, appelés virus nus, ne possédent
gu’une nucléocapside comme structure. Les sites de reconnaissance cellulaire (récepteurs) sont
intégrés dans la structure de la capside. Les virus enveloppés sont entourés d’'une enveloppe
provenant de membranes cellulaires, composée d'une double couche lipidique. La matrice
garantit la structure entre cette enveloppe et la capside. Des glycoprotéines virales de surface
sont intégrées dans I'enveloppe et jouent notamment le r6le de récepteur cellulaire. La Figure 1
et le Tableau 1 présentent quelques caractéristiques générales des virus nus et des virus
enveloppés. Il existe des exceptions a ces regles générales (Blichen-Osmond, 2003; Dimmock et
al., 2007; Murray et al., 1998).

Figure 1 : Composants de base d’un virion

® Acide nucléique (ADN ou ARN)
NOYAU )

® Nucléoprotéines )
> NUCLEOCAPSIDE

® Capside composée de capsomeres

® Enveloppe - Matrice (protéines M)
- Double couche lipidique
- Glycoprotéines transmembranaires et externes

Tableau 1 : Structure virale (modifié d'aprés Murray et al., 1998).
Capside nue Avec enveloppe

Composant ala surface

e Membrane :
e Protéines o0 Lipides
0 Glycoprotéines

Caractéristiques

Stable dans le milieu ambiant en présence Instable dans le milieu ambiant — est endommagé
de: par :
e Acides e Acides
e Température e Détergents/solvants
o Protéases o Desseéchement
—_ 8 —_
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e Détergents e Chaleur
e Desséchement
Est libéré par des bourgeons qui se forment sur la
Est libéré par la cellule par lyse ou exocytose | membrane cellulaire, par lyse cellulaire ou par

exocytose
Conséquences

e Peut se propager facilement e Doit rester dans un milieu stabilisant ou
(instruments, contact de main a main, passer directement d’'une cellule a une
poussiére, gouttelettes) autre

e Peut se dessécher et rester infectieux ¢ Ne peut pas survivre longtemps dans le

e Peut survivre dans le systéme gastro- tractus gastro-intestinal (sauf en cas de
intestinal diarrhée)

e Peut résister aux détergents et a un e Se propage via les grosses gouttes, les
traitement inapproprié des eaux sécrétions, les transplantations d’organes
usées et les transfusions sanguines

e Des anticorps peuvent suffire pour ¢ Ne doit pas tuer la cellule pour se propager
offrir une protection immunitaire ¢ Un anticorps et une réponse immunitaire

médiée par les cellules peuvent étre
nécessaires en vue de la protection et de
la maitrise

e Déclenche une hypersensibilité et une
inflammation qui provoquent
'immunopathogenése

3.2. TAXONOMIE VIRALE
La classification virale consiste & nommer les virus et a les insérer dans un systeme
taxonomique. Cette classification fait I'objet d’un débat permanent. Actuellement, il existe deux
systemes de classification : le systeme ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses)
et la classification de Baltimore qui classe les virus en 7 groupes.
Le systéeme ICTV utilise une classification linnéenne comportant les niveaux suivants : ordre,
famille, sous-famille, genre et espéce. Le suffixe « -virales » identifie I'ordre. Les familles sont
identifiées par le suffixe « -idae », les sous-familles par le suffixe « -virinae » et les genres par
« virus ». Jusqu'a présent, 6 ordres de virus ont été déterminés par I'lCTV.
La classification de Baltimore repose sur la combinaison du type d’acide nucléique viral (ADN ou
ARN, simple ou double brin, sens) et la méthode de réplication. Il s'agit de la classification que
nous utilisons tout au long de ce document.
La classification sur la base de la pathologie, autrefois trés utilisée, est aujourd’hui dépassée. Le
HBV et le virus de I'hépatite C (HCV), par exemple, sont tous deux des virus de I'hépatite, mais
ils ont peu de caractéristiques virologiqgues communes.

3.3.APERCU DE LA SITUATION

1. Un premier point important en ce qui concerne la transmission des virus par le sang, les
tissus ou les organes est la durée de l'infection. Les virus qui provoquent une infection
chronique représentent un risque plus grand que les virus présents durant un laps de
temps limité lors d’'une infection aigué. Cet aspect est encore plus important lorsque le
virus est présent dans le sang ou certains tissus. Les principaux virus concernés a cet
égard sont le HIV, le HBV et le HCV. Des virus tels que le HTLV (Human T-cell
lymphotropic virus) et certains Herpesviridae tels que le cytomégalovirus (CMV)
provoguent également des infections chroniques, souvent a vie.

2. Un deuxiéme probleme concerne la période d’incubation plus ou moins longue de la
plupart de ces virus. Pendant cette incubation, il existe une période durant laquelle
I'organisme ne contient pas encore d’anticorps (Ac) (facilement détectables) mais déja
des virus infectieux (plus difficilement détectables, par exemple au moyen de tests NAT
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(Nucleic acid amplification testing)) alors que la personne ne présente parfois aucun
symptdme. Le Tableau 2 ci-dessous donne un apercu de quelques virus importants. Le
probléme se pose surtout pour le HCV et le HIV ainsi que, dans une moindre mesure,
pour le HBV.

Tableau 2 : Caractéristiques de quelques virus importants sur le plan clinique (mod. de De Clercq,
1998).
Période
. . . . d’incubation
Virus Taille (nm) Enveloppe Génome Famille Formation Ag/As
(jours)
HBV 42 - 47 Oui ADN Hepadnaviridae 45 -160
HCV 30-60 Oui (+) ARN Flaviridae 20-120
HIV 80— 100 Oui (+) ARN Retroviridae 14 - 45
HTLV 80 — 100 Ou  (4)ARN  Retroviridae Quelques
semaines
Virus d’Epstein- . L
Barr (EBV) 100 - 150 Oui ADN Herpesviridae 30-50
Cmv 100 - 150 Oui ADN Herpesviridae minimum 21

3. Les virus sont sujets a une variation génétique importante, en particulier les virus & ARN.
Par conséquent, une fois infectée, la personne héberge peu a peu un mélange de divers
mutants qui différent plus ou moins du virus d'origine. L'analyse phylogénétique permet
d’étudier les liens de parenté entre les virus et ainsi, d’avoir une idée de la source de
contamination possible. Ce principe s’applique surtout aux infections iatrogénes par le
HIV et le HCV (De Clercq, 1998; Dimmock et al., 2007).

4. Certains virus tels que le CMV et le HTLV sont strictement cellulaires et sont donc
transmis par les cellules ou tissus riches en leucocytes. Les donneurs de cellules/tissus
vivants riches en leucocytes, tels que des cellules souches hématopoiétiques ou du
sperme, doivent donc de préférence subir un dépistage du CMV et du HTLV (FDA,
2007a). La cornée, la sclérotique, la peau, les os, les tendons, les ligaments, le cartilage,
les valves cardiaques, la dure-mére et les ovocytes ne sont pas des cellules vivantes
riches en leucocytes (FDA, 2007a).
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4. DIAGNOSTIC DES INFECTIONS VIRALES

4.1.INTRODUCTION

Le risque de transmission d’agents infectieux par le biais de tissus est un sujet important depuis
les premiers rapports de l'utilisation de tissus humains a des fins de transplantation. Au fil des
ans, les banques de tissus ont mis au point diverses approches interdisciplinaires de dépistage
des agents infectieux chez les donneurs cadavériques potentiels, mais aussi sur les tissus et
greffes dérivés de ces donneurs. Pour le dépistage des infections virales, des tests sérologiques
et des tests NAT (pratiqués sur un échantillon de sérum ou de plasma du donneur) portant le
label européen (CE) sont utilisés (AR, 2009).

En outre, les tests doivent étre réalisés dans un laboratoire agréé.

Dans la suite de ce document, nous souhaitons attirer l'attention sur les différents virus
importants dans le cadre d’'une transmission éventuelle par le biais des tissus, le contexte des
tests et les problémes de nature technique susceptibles de se poser lors de la réalisation de tests
sérologiques sur du sang de personnes décédées.

4.2. FACTEURS ANTERIEURS A L’ANALYSE

4.2.1. Type de donneur
La qualité de I'’échantillon sanguin d’un donneur dépend fortement de la situation dans laquelle le
donneur se trouve au moment de la prise de sang. Le CSS distingue trois cas.

4.2.1.1. Donneurs a cceur battant (CB) et donneurs a coeur non battant (CNB)

Les donneurs CB cédent leurs organes apres avoir été déclarés en état de mort cérébrale (déces
constaté sur la base de criteres neurologiques). Entre-temps, ces donneurs continuent a
bénéficier d'une assistance cardiorespiratoire afin que leur sang puisse étre prélevé par la voie
normale (comme chez les donneurs vivants). Les donneurs CNB (décés constaté sur la base de
critéres cardiorespiratoires classiques) présentent un arrét cardiocirculatoire depuis 30 minutes
au maximum (a I'exclusion de la période de réanimation). Chez ces personnes aussi, le sang
peut étre prélevé par la voie normale.

4.2.1.2. Donneurs cadavérigues

Les donneurs cadavérigues ne peuvent plus étre pris en considération en vue d'un don
d'organes car l'arrét cardiocirculatoire dure depuis trop longtemps. Les tissus peuvent encore
étre prélevés durant 24 a 48 heures post mortem (selon le type de tissu, cf. normes de qualité
spécifiques). Pour les donneurs décédés, les échantillons de sang doivent étre prélevés dans les
48 h précédant le décés. Si cela s'avére impossible, les échantillons doivent étre prélevés le plus
vite possible et dans tous les cas, endéans les 24 heures qui suivent le décés (AR, 2009).

Les échantillons de sang post mortem seront de préférence prélevés dans le cceur, la veine
sous-claviére ou la veine fémorale (SaBTO, 2011). Il faut toujours éviter les endroits proches de
lignes intraveineuses (SaBTO, 2011).

4.2.1.3. Donneurs vivants
Un échantillon de sang prélevé au moment du don ou, a défaut, dans un délai de 7 jours suivant
le don est utilisable en vue du premier contréle sérologique d’'un donneur de tissus/cellules (AR,
2009). Si les tissus et cellules de donneurs vivants allogénes peuvent étre conservés pendant
une longue durée, de nouveaux échantillons seront prélevés aprés 180 jours afin de procéder a
nouveau aux tests sérologiques. Ces cas sont les seuls dans lesquels I'échantillon peut étre
prélevé entre 30 jours avant et 7 jours aprés le don (AR, 2009).
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4.2.2. Dilution du plasma
Si un donneur a perdu une quantité importante de sang, toutes les perfusions intraveineuses
(sang et produits sanguins, colloides ou cristalloides) subies par le donneur au cours des 48
heures précédant le prélevement de I'échantillon ou le décés seront évaluées afin de vérifier la
dilution éventuelle du plasma du donneur (analyse des risques) et la validité des tests
sérologiques (SaBTO, 2011).
Si ’'hémodilution est supérieure a 50 %, I'échantillon sanguin sera rejeté, hormis si une technique
d’analyse validée a cet effet a été utilisée ou si un échantillon sanguin prélevé avant la
transfusion est disponible (CSS 7691-1, 2007; EU, 2006). Le calcul général suivant est utile afin
de déterminer le volume maximal autorisé de la transfusion : [(X x 45):2] ml, ou X = le poids du
patient exprimé en kilos. Si le volume obtenu est inférieur & cette valeur (soit 50 % du volume
plasmatique initial), I'échantillon sanguin concerné peut étre utilisé. Si une quantité plus
importante doit étre transfusée, il convient d’utiliser un échantillon antérieur a la transfusion.
Toutefois, cette régle des 50 % peut étre remise en question. Le Centraal Laboratorium van
bloedtransfusie néerlandais a rapporté que les Ac anti-HCV peuvent encore étre identifiés apres
une dilution de 1:32. Les Ac anti-HIV se comportent de la méme maniere. La régle des 50 % est
slre mais pas vraiment réaliste. Elle ne tient pas compte des dilutions successives des protéines
dans le plasma perdu, qui entraine une diminution des concentrations en protéines moins
importante que prévu (Koopman-van Gemert, 1996). Rose et al. (2001) ont également constaté
gu'’il n’existe aucune preuve que la régle des 50 % de I'hémodilution soit un niveau acceptable
pour I'obtention de tests sérologiques précis et que I'hémadilution peut avoir un impact négatif sur
la sensibilité du test. Les tests NAT actuels utilisent du sang cadavérique dilué a raison de 1/5
afin de limiter l'influence possible des substances inhibitrices (FDA, 2009; FDA, 2007b).
Grace a une réaction d'amplification, un test NAT reconnait un acide nucléique spécifiqgue du
génome viral et détecte la présence d'un virus avant que des Ac spécifiques n’entrent en action
(CSS, 2005). Une hémodilution de 50 % ne pose pas de probléeme en soi lors de la réalisation
d’un test NAT, d’autant plus que le virus continue & se multiplier (10" & 10° virions/jour). Dans ce
cas, I'exclusion du donneur est uniguement liée au risque de transfusions multiples.
Un test NAT peut étre réalisé sur les lymphocytes d’'un patient afin de dépister TADN du HIV. Le
HIV et I'ADN cellulaire peuvent subir une amplification afin de connaitre le nombre de cellules
étudiées. Dés lors, le test de dépistage de I’ADN est plus fiable que le test de dépistage de I'ARN
car il exclut le facteur « dilution » (CSS, 2005).

4.3.SPECTRE DES VIRUS
Lors du dépistage des agents infectieux présents dans le sang d’'un donneur, le HIV, le HBV, le
HCV et, dans des cas précis, le HTLV sont recherchés.

4.3.1. HIV
Il existe différents sous-types du HIV : les tests devraient rechercher le HIV-1 et le HIV-2. La
virémie survient en moyenne 10 jours aprés linfection, tandis que les Ac ne sont détectables
gu’aprés 22 jours en moyenne. Entre-temps, le test peut donner un résultat positif pour I'antigéne
(Ag) p24 du HIV-1 (Fischer-Fréhlich & Lauchart, 2004).

Les statistiques pour lI'année 2011 nous apprennent que la prévalence du HIV parmi les
donneurs de sang  belges était de 0,8/100.000 habitants  (http://www.fagg-
afmps.be/nl/binaries/Bloed%202004%20-%202011 tcm290-73802.pdf). Aux Pays-Bas, un
nouveau cas atteint du HIV (incidence de 2,5/100.000 habitants) est apparu en 2011 avec une
prévalence de 0/100.000 parmi les donneurs de sang (Sanquin, 2011). En 2009, l'incidence du
HIV (nouveaux cas confirmés) était de 5,7/100.000 habitants dans I'Union européenne et pour la
méme année, de 10,3/100.000 habitants en Belgique
(http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/1111 SUR_Annual_Epidemiological Re
port on_Communicable Diseases_in_Europe.pdf).
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La prévalence réelle parmi la population générale reste inconnue car seuls les cas qui se
présentent en vue de passer un test de dépistage sont connus. Dans la zone couverte par
I'Eurotransplant Foundation (organisation pour I'’échange d’organes aux Pays-Bas, en Belgique,
au Luxembourg, en Allemagne et en Autriche), le pourcentage annuel de donneurs dont le
dépistage du HIV est positif est de 0,1 % (Patijn et al., 1993). Challine et al. (2004) ont rapporté la
présence d’Ac anti-HIV chez 12,4 % des donneurs de cornée, 0,3 % des donneurs de tissus et
0,9 % des donneurs d’'organes. Les auteurs attribuent le pourcentage élevé chez les donneurs de
cornée au grand nombre de résultats faux positifs dus a une hémolyse et un ictére (post mortem)
(Challine et al., 2004). Stanworth et al. (2000) ont constaté que 40/1.833 donneurs (2 %)
présentaient a plusieurs reprises des tests de dépistage réactifs pour le HIV dans la banque de
tissus cadavériques du Royaume-Uni. La prévalence du HIV chez les donneurs de tissus se situe
entre celle des donneurs de sang et celle de la population générale, car les donneurs de tissus
sont plus représentatifs de la population générale que les donneurs de sang et parce qu’ils sont
sélectionnés en fonction de leurs antécédents, d'un examen physique et d’entretiens avec les
proches parents. Toutefois, I'entretien direct avec les donneurs de sang est plus efficace (Zou et
al., 2004).

Un test de dépistage réactif (enzyme immuno assay — EIA) nécessite un test de confirmation
(Western Blot, par exemple) (Angelis et al., 2003). Depuis I'approbation des tests NAT, la FDA a
arrété les tests de dépistage de I' Ag p24 du HIV. Des données ont montré que 'ARN du HIV-1
donne plus rapidement un résultat positif que les tests de dépistage de I'Ag p24 du HIV durant la
période de fenétre peu aprés l'infection et que tous les donneurs positifs pour I'Ag p24 du HIV le
sont aussi pour I'ARN du HIV (Stramer et al., 2004). Des tests NAT pour le HIV ont également
été approuvés par la FDA en ce qui concerne le sang cadavérique. Toutefois, en 2003, Laperche
et al. (2003) ont rapporté qu'un test NAT de détection de 'ARN du HIV, chez des sujets positifs
pour I'Ac anti-HIV-1 possédant une charge virale faible, ne permettait pas de détecter 'ARN du
HIV jusque dans 11 % des échantillons. lls recommandent donc fortement de conserver les tests
sérologiques (Ac anti-HIV) en complément aux tests NAT afin de garantir la sécurité des produits
sanguins. L'Arrété royal (AR) du 28/09/2009 le prescrit également: le test devant au minimum
étre réalisé chez les donneurs vivants est le dépistage des Ac anti-HIV-1/2, tandis que chez les
donneurs décédés, un test NAT pour le HIV doit également étre réalisé, sauf si une étape
d’inactivation validée du virus concerné est incluse (AR, 2009). Notons également que I'AR du
28/09/2009 prescrit que les tests doivent étre effectués par un laboratoire agréé utilisant un kit de
test portant le label CE : le type de test doit étre validé en vue de I'objectif visé, conformément a
I'état actuel de la science (AR, 2009). En outre, un test HIV, HBV et HCV NAT permet d'éviter un
deuxiéme contrdle sérologique aprés 6 mois chez les donneurs vivants (AR, 2009). Le back-
screening des Ac anti-HIV-1 et anti-HIV-2 des receveurs d'organes trois mois aprés la
transplantation peut également ajouter un degré de sécurisation.

Notons a cet égard que I'AR du 28/09/2009 n’autorise les échantillons autres que le sérum ou
plasma, a savoir les autres liquides et les sécrétions tels que 'humeur aqueuse et le corps vitré,
que si cette utilisation se justifie d’'un point de vue clinique et si dans ce cas, un test validé pour
ce type d’échantillon est utilisé.

4.3.2. HBV
L’Ag de surface de I'hépatite B (HBsAQ) est le marqueur sérologique de linfection par le HBV.
Des Ac contre I'Ag nucléocapsidique (Ac anti-HBc) apparaissent dans le sérum 1 a 2 semaines
apres I'apparition des HBsAg et précédent de plusieurs semaines ou mois I'apparition d’Ac contre
I’Ag de surface (Ac anti-HBs) (Chung et al., 2001). Alors que le HBsAg est détectable 60 jours
aprés l'infection par le HBV, la PCR met en évidence des particules de HBV 25 jours auparavant
dans le sang (Fischer-Frohlich & Lauchart, 2004).

Les statistiques pour I'année 2011 nous apprennent que l'incidence pour le HBV parmi les
donneurs de sang  belges était de 0,8/100.000 habitants (http://www.fagg-
afmps.be/nl/binaries/Bloed%202004%20-%202011 tcm290-73802.pdf. Aux Pays-bas, la
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prévalence du HBV était 1,6/100.000 chez les donneurs de sang (Sanquin, 2011). Cette méme
année, l'incidence était de 33/100.000 (13 nouveaux cas) (Sanquin, 2011). Une étude
sérologique néerlandaise (projet PIENTER 1995-1996, RIVM, 2011) a révélé que 2,1 % de la
population néerlandaise générale avait un jour été infectée par le virus de I'hépatite B (RIVM,

2011).
En 2009, lincidence du HBV (nouveaux cas confirmés) était de 1,2/100.000 habitants dans
I'Union européenne et de 1,2/100.000 habitants en Belgique

(http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/1111 SUR Annual Epidemiological Re
port on Communicable Diseases in Europe.pdf).

Stanworth et al. (2000) ont mis en évidence 14 % (249/1.833 donneurs) d'échantillons positifs a
plusieurs reprises pour le HBsAg dans des banques de tissus cadavériques au Royaume-Uni.
Toutefois, ce pourcentage variait de 0 % a 42 % selon la banque de tissus.

Dans le domaine du don de tissus, le temps disponible permet largement de pratiquer un
dépistage approfondi du virus de I'hépatite B afin que les porteurs a un faible niveau de HBV
puissent étre identifiés. Les Ac anti-HBc peuvent y contribuer.

Les échantillons dont le test de dépistage des Ac anti-HBc est réactif et dont le test de dépistage
des HBsAg est négatif doivent subir une évaluation supplémentaire des risques (EU, 2006). Si
dans ce cas, les Ac anti-HBs sont positifs et qu’un test HBV NAT est négatif, cela implique que le
test positif Ac anti-HBc n’est pas une contre-indication a la libération dans l'intention d'une
application sur ’lhomme (KB, 2009).

L’AR du 28/09/2009 stipule que les tests devant au minimum étre réalisés chez les donneurs
vivants sont le dépistage des HBsAg et des Ac anti-HBc, tandis que chez les donneurs décédés,
un test NAT pour le HBV doit également étre réalisé, sauf si une étape d’inactivation validée du
virus concerné est incluse (AR, 2009). Chez les donneurs vivants, 'AR (2006) et I'UE (2006)
stipulent que soit des tests sérologiques répétés aprés 6 mois, soit un test NAT pour le HBV
doivent étre réalisés sur I'échantillon initial (en remplacement du deuxiéme échantillon sanguin).
La répétition des tests peut également étre omise lorsque le traitement comprend une inactivation
validée du HBV (AR, 2009).

4.3.3. HCV

Les Ac anti-HCV indiquent une infection par le HCV, alors que I'exclusion d’'une virémie ne peut
étre démontrée que par une PCR du HCV. La virémie du HCV survient 20 jours apreés l'infection,
tandis que les Ac anti-HCV ne sont détectables qu’aprés 80 jours en moyenne. Chaque donneur
positif pour les Ac anti-HCV doit étre considéré comme infectieux, quels que soient les résultats
d’'une PCR du HCV, jusqu’a ce que des tests de confirmation excluent une infection par le HCV.
En effet, la virémie peut persister ou ne pas étre détectable par intermittence (Fischer-Frohlich &
Lauchart, 2004). Inversement, un test sérologique peut ne pas détecter une part importante de
personnes infectées. Des cas de patients présentant une virémie persistante sans
séroconversion dans le laps de temps prévu ont été décrits (Stramer et al., 2004 ; Schmidt et al.,
1997). Challine et al (2004) ont étudié 2.119 donneurs d’organes seronégatifs pour le HCV et 631
donneurs de tissus séronégatifs pour le HCV, a l'aide d'un test de détection de I'acide nucléique.
Cing (0,002 %) donneurs d’organes et un (0,002 %) donneur de tissus se sont révélés positifs
pour 'ARN du HCV. Ces données ont laissé penser aux auteurs que les tests de routine sur
I'acide nucléigue chez les donneurs d'organes et de tissus permettraient d’augmenter la sécurité
virale (Challine et al., 2004). Un test HCV-NAT offre la meilleure garantie pour éviter toute
transmission et est donc indiqué (CSS 8684, 2011).

Aux Pays-Bas, en 2009, I'incidence du HCV chez les donneurs de sang était de 0,021 % (10
cas), tandis que la prévalence était de 0 % (0 cas) (Sanquin, 2009).

Les statistiques pour I'année 2011 nous apprennent que l'incidence pour le HCV parmi les
donneurs de sang belges était de 0,8/100.000 habitants. Aux Pays-bas, la l'incidence pour HCV
était 17,9/100.000 chez les donneurs de sang et la prévalence de 0/100.000 (0 cas) (Sanquin,
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2011). La prévalence des Ac anti-HCV parmi la population générale (Pays-Bas) est inconnue,
mais elle atteint probablement 0,3 a 0,4 % (RIVM, 2011). En 2009, l'incidence du HCV (cas
confirmés) était de 8,2/100.000 habitants dans I'Union européenne et de 0,32/100.000 habitants
en Belgique
(http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/1111 SUR_Annual_Epidemiological Re
port on_Communicable Diseases_in_Europe.pdf).

Boix et al. (1998) ont constaté, en Espagne, une incidence de l'infection par le HCV plus élevée
chez les donneurs vivants de téte fémorale (3,82 %) que chez les donneurs de sang (0,57 %)
(RIVM, 2011). Challine et al. (2004) ont rapporté la présence d’Ac anti-HCV chez 3,4 % des
donneurs de cornée, 0,5 % des donneurs de tissus et 4,4 % des donneurs d'organes.

Stanworth et al. (2000) ont étudié les tests de dépistage réactifs répétés du HCV dans des
banques de tissus cadaveériques au Royaume-Uni. 59/1.833 (3 %) donneurs présentaient un test
de dépistage réactif répété pour les Ac anti-HCV. Certains laboratoires ont rapporté que
'hémolyse était associée a la durée jusqu’au prélévement de I'échantillon ou au pourcentage
d’échantillons réactifs. Les laboratoires présentant le plus grand nombre d'échantillons réactifs
répétés autorisaient le prélévement du sang plus de 24 heures post mortem. lls utilisaient les kits
de dépistage d’Access et Amerlite.

Des études comparant le sérum et le plasma dans diverses conditions de conservation ont
montré que la conservation a température ambiante entrainait une forte diminution de la
concentration de I'ARN du HCV. Des cycles répétés de congélation/décongélation peuvent
également provoquer une diminution de la charge virale (Busch et al., 1992; Strong et al., 2005).
D’autres auteurs affirment le contraire (cf. 4.4.3.6.3.5 : stabilité de I'échantillon). La plupart des
centres réalisent deux tests de dépistage si le premier n'est pas négatif. Des tests de
confirmation (immunoblot, par exemple) sont réalisés si deux tests de dépistage ne sont pas
positifs. L'introduction des tests NAT pour le HCV, qui utilisent de I'ARN viral, a conduit a une
plus grande précision du diagnostic de l'infection par le HCV (Angelis et al., 2003). Les NAT ont
remplacé I'immunoblot recombinant comme test de confirmation favori (Scott & Gretch, 2007).

L'’AR du 28/09/2009 stipule que le test devant au minimum étre réalisé chez les donneurs vivants
est le dépistage des Ac anti-HCV, tandis que chez les donneurs décédés, un test NAT pour le
HCV doit également étre réalisé, sauf si une étape d’inactivation validée du virus concerné est
incluse. Ce test NAT est également recommandé par le CSS chez les donneurs décédés (2007)
comme sécurisation supplémentaire, outre un back-screening trois mois plus tard chez le
receveur de l'organe (CSS 7691-1, 2007). Selon la Directive européenne, le test NAT permet de
ne pas procéder au deuxiéme contrdle sérologique pour le HCV chez les donneurs vivants (AR,
2007 ; UE, 2006). La répétition des tests peut également étre omise lorsque le traitement
comprend une inactivation validée du HCV (UE, 2006; AR, 2009).

4.3.4. HTLV-1/2
L’infection par le HTLV-1 peut provoquer une maladie neurologique : la myélopathie associée au
HTLV ou paraparésie spastique tropicale et la leucémie a lymphocytes T de I'adulte aprés une
période de latence pouvant aller de plusieurs années a plusieurs décennies. Le HTLV-2 n’a pas
encore été associé a une maladie.Trois facteurs déterminent le risque d’infection par le HTLV : la
prévalence du HTLV-1/2 parmi les donneurs de tissus et d'organes, la voie de transmission (le
HTLV se transmet par le biais des produits cellulaires mais pas des produits plasmatiques) et la
morbidité d’'une infection par le HTLV-1 (les patients transplantés courent peut-étre un risque plus
élevé d'immunosuppression). Le HTLV-1 est essentiellement présent dans le sud-ouest du
Japon, les Caraibes, I'Afrique centrale et dans certaines régions d’Amérique du sud. La
transmission s'effectue principalement par contact sexuel et de la mére a I'enfant. Le HTLV-2 est
endémique en Amérique du Nord et du Sud chez les Américains de souche (Zaaijer, 1996;
ECDC, 2012). Toutefois, la prévalence et l'incidence dans la population générale n’est presque
pas connue dans la plupart des régions du monde. Aucune étude représentative pour la
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population européenne ou nord-américaine, n'a été effectuée. Tant en Europe qu'aux EU, les
chiffres chez les donneurs de sang montrent une prévalence similaire faible : 1-1,5/10.000 pour
les US et 0,46/10.000 pour I'Europe (ECDC, 2012).

Taylor et al. (2005) ont réalisé une étude multicentrique de la séroprévalence du HTLV-1 et du
HTLV-2 chez les femmes enceintes en Europe. En Belgique, la prévalence du HTLV-1 était de
0,2/1.000 femmes enceintes et celle du HTLV-2 de 0,6/1.000 femmes enceintes. La prévalence
la plus élevée a été observée en France, avec 1,15/1.000 femmes enceintes pour le HTLV-1
(Taylor et al., 2005). La prévalence extrapolée des infections par le HTLV-1/2 en Belgique est de
0,8/1.000 femmes enceintes (Taylor et al., 2005). L’infection par le HTLV est 10 fois plus
fréquente chez les femmes jeunes qui consultent a la clinique prénatale que chez les donneurs
de sang (Taylor et al., 2005). Zou et al. (2004) ont calculé la prévalence des Ac anti-HTLV parmi
11.391 donneurs de tissus aux Etats-Unis. Elle s'est avérée étre de 0,068 %. L'incidence,
calculée a partir de l'incidence des donneurs de sang, était de 5.586 par 10° personnes-années.

L'Union européenne et 'AR du 28 septembre 2009 recommandent de tester les Ac anti-HTLV
chez les donneurs provenant d’'une zone ou lincidence du HTLV est élevée ou dont les
partenaires sexuels ou les parents proviennent d’'une telle zone (UE, 2006; AR, 2009).

En dépit d'un test de dépistage sensible et spécifique du HTLV-1/2, de nombreux résultats faux
positifs sont observés dans les zones ou la prévalence est faible, par exemple en Belgique
(Angelis et al., 2003). Une confirmation par Western blot n'est pas opportune pour les
transplantations d'organes (Angelis et al., 2003) mais peut étre envisagée pour les
transplantations de tissus.

Une étude francaise portant sur 4.230 donneurs potentiels entre 1992 et 1994 a identifié 7
donneurs dont le test de dépistage du HTLV-1/2 (ELISA) était positif. Chez 4 de ces 7 donneurs,
une confirmation par Western blot a pu étre réalisée. Deux de ces quatre blots ont confirmé la
positivité au HTLV (0,47/1.000) (Claquin et al., 1996).

4.3.5. Agents infectieux spécifiques

En mai 2005, aux Etats-Unis (USA), la FDA a édicté de nouvelles directives relatives aux
cellules, tissus et produits humains dérivés de tissus. Les maladies transmissibles utiles a
mentionner sont décrites dans ce document et exigent un dépistage approprié des donneurs
(dossier médical, anamnese, évaluation des risques). Il s’agit notamment du virus du Nil
occidental (WNV, West Nile Virus), du syndrome respiratoire aigu sévére (SARS, Severe acute
respiratory syndrome), des poxvirus et de la xénotransplantation. Nous allons essentiellement
nous intéresser a la transmission du WNV et du SRAS.

4351 WNV

4.3.5.1.1. Définition du cas du WNV

Une virémie transitoire survient 1 a 3 jours apres l'infection par le WNV par une piqQre de
moustique et dure de 1 a 11 jours. La plupart des personnes infectées par le WNV ne présentent
aucun symptdome. Environ 20 % des personnes infectées développent des symptémes Iégers qui
ne sont pas différentiables d’'autres infections virales (FDA, 2007a). Ces symptdmes peuvent étre
les suivants : fievre, mal de téte, douleur a un autre endroit du corps, douleur oculaire, rash
cutané généralisé ou hypertrophie des ganglions lymphatiques. 0,01 % des personnes
développent une maladie grave telle qu'une encéphalite, une méningite, une méningo-
encéphalite et une paralyse flasque aigué.

Une céphalée, une fievre élevée, une raideur de la nuque, une stupeur, une désorientation, un
coma, des tremblements, des convulsions et une faiblesse musculaire ou une paralysie peuvent
étre des signes de maladie grave (FDA, 2005a).
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4.3.5.1.2. Epidemiologie

Le WNV vient trés probablement d'Afrique et est maintenant répandu partout dans le monde. Des
épidémies limitées dans le temps et l'espace se produisent en Europe a des moments
imprévisibles. Dans les années 1960, le virus est apparu en Camargue (France). Une des
premieres grandes épidémies date de 1996-1997 en Roumanie. Depuis lors, des infections ont
été rapportées chez des personnes et/ou des chevaux en République tchéque (1997), en France
(2000, 2003, 2004, 2006), en Espagne (2004), en ltalie (1998, 2008, 2009), en Hongrie (2000-
2009), en Roumanie (1997-2001, 2003-2009) et au Portugal (2004). En aodQt-septembre 2010,
une grande épidémie s’est produite au nord de la Grece, en Roumanie, en Hongrie, en Italie et
en Espagne, a proximité de Volgograd (Russie) et de la Turquie (http://www.ecdc.europa.eu/).

4.35.1.3. Risque de transmission

Le WNV est un flavivirus transmis a I’'homme par une piqlre de moustique. Il a été décrit pour la
premiére fois aux Etats-Unis en 1999 et est réapparu chaque année depuis. Des cas de
transmission chez I'hnomme ont été mis en évidence aux Etats-Unis. Plusieurs pays européens
(parmi lesquels la Belgique) ont dés lors décidé d'interdire toute prise de sang en vue d’une
transfusion au cours des 28 jours suivant le retour d’une zone du territoire américain ou des cas
de transmission ont été avérés (CSS, 2003).

En septembre 2005, la transmission du WNV a été confirmée chez trois des quatre receveurs
d’'organes d’'un méme donneur. Deux des trois receveurs ont souffert d’encéphalite due au WNV
et sont restés comateux (MMWR, 2005).

4.35.1.4. Gravité de I'effet
Le WNV peut étre mortel ou mettre la vie du patient en danger, il peut entrainer une perte
fonctionnelle permanente ou des dommages permanents d'une partie du corps et il peut
nécessiter une intervention médicale ou chirurgicale afin de prévenir les dommages permanents
ou la perte fonctionnelle permanente (FDA, 2007a).

4.3.5.1.5. Disponibilité d'un dépistage et/ou de tests

Aux Etats-Unis, depuis 2003, le sang est soumis a un dépistage du WNV au moyen d’un test
NAT (MMWR, 2005). Depuis peu, le dépistage du WNV chez les donneurs d’organes et de tissus
peut étre réalisé a I'aide d’'un NAT (Procleix® WNV Assay) validé par la FDA sur le plasma a la
fois de donneurs vivants et de sang cadavérique (FDA, 2007b). A llnstitut de Médecine
Tropicale, un EIA est pratiqué afin de dépister le WNV (http://www.enivd.org/; Goubau & Van
Gompel, 2000). La FDA posséde une liste de tests de détection de I'acide nucléique approuvés
pour le WNV (FDA, 2011).

4.35.1.6. Criteres d’exclusion des donneurs

En Belgique, le don de sang est interdit au cours des 28 jours suivant le retour d’une zone du
territoire américain ou des cas de transmission du WNV ont été signalés (CSS, 2003; CE, 2004).
Ni 'UE (CE, 2006), ni les normes de qualité du CSS pour les allogreffes de tissus (CSS, 2007), ni
I'AR du 28 septembre 2009 (AR, 2009) ne mentionnent de maniére spécifique le WNV dans les
virus éventuels a dépister.

En ce qui concerne le don de tissus et de cellules, les consignes suivantes, rédigées par
I’American Association of Tissue Banks (AATB) (2008), s'appliquent : les personnes présentant
un diagnostic clinique ou une suspicion d’infection par le WNV (y compris un diagnostic baseé sur
des symptdmes et/ou une infection par le WNV confirmée par un test NAT) sont interdites de don
pendant 120 jours.

Les UKBTS (United Kingdom Blood Transfusion Services) estiment que les personnes qui
reviennent d'une zone endémique peuvent faire un don au plus t6t 6 mois aprés leur retour. Ce
délai peut étre raccourci a 28 jours apres leur retour si elles ne présentent aucun symptéme ou
preuve de maladie entre-temps (UKBTS & NIBSC, 2011).
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4.35.2. SRAS

4.35.2.1. Définition du cas de SRAS suspecté
Maladie respiratoire qui doit remplir les critéres cliniques et épidémiologiques suivants (FDA,
2003; OMS, 2004) :
o température > 38°C et
e une ou plusieurs preuves cliniques de maladie respiratoire (toux, essoufflement,
hypoxie...) et preuves radiographiques de pneumonie ou de syndrome de détresse
respiratoire, ou a l'autopsie, preuves cohérentes avec une pneumonie ou un
syndrome de détresse respiratoire sans cause claire, et
e au cours des dix jours aprés le début des symptémes, séjour dans une zone désignée
par le CDC comme étant une zone touchée par le SRAS OU dans les dix jours suivant
le début des symptdmes, contact proche avec une personne atteinte de SRAS
suspecté ou avére.

4.3.5.2.2. Risque de transmission

La possibilité de transmission par le sang, les cellules et les tissus n'est pas claire. Le
coronavirus SARS-CoV a été isolé dans des reins, des poumons et du liquide de lavage broncho-
alvéolaire infectés mais une seule fois dans le sang d'un patient infecté, au moyen de
I'amplification de l'acide nucléique. Les personnes atteintes de SRAS pourraient étre virémiques
avant le début des symptémes et apres leur disparition. La transmission du SRAS par des
cellules et des tissus prélevés au cours de cette phase est possible (FDA, 2003).

Il est conseillé de surveiller les flambées et en fonction de celles-ci, de procéder ou non au
dépistage du virus du SRAS. Cette mesure est valable non seulement pour le SRAS, mais aussi
pour tous les pathogénes émergents qui pourraient donner lieu a une flambée et qui se
transmettent par les tissus et les cellules.

4.3.5.2.3. Critéres d’exclusion des donneurs
Selon 'UKBTS, un donneur peut étre inclus lorsque plus de 21 jours se sont écoulés depuis son
retour d’'une région ou le SARS est endémique ou depuis le contact avec une personne atteinte
du SRAS, et que le donneur est resté sain (UKBTS & NIBSC, 2011).

4353. CMV
Dans certains cas, selon 'anamnése du donneur, il peut étre utile de déterminer le statut CMV du
donneur (EU, 2006; Rose et al., 2001).

4.3.6. Tests disponibles
4.3.6.1. Tests de dépistage : ELISA

436.1.1. Principe du test

Parmi tous les tests de diagnostic des infections virales, le test ELISA est le plus utilisé afin de
doser des Ac dans de grandes séries d’échantillons sériques (test de dépistage) (Van der Groen,
1991; FDA, 2007b). De nombreux centres utilisent un test ELISA pour le dosage des Ag du
VIH/Ac anti-HIV, Ag HBs, Ac anti-HBc, Ac anti-HBs, Ag HBe, Ac anti-HBe et Ac anti-HCV. La
premiere génération de tests ELISA utilisait le lysat de cellules infectées par le virus comme Ag.
Des réactions non spécifiques avec les protéines cellulaires présentes dans la préparation d’Ag
donnaient parfois lieu a des résultats faux positifs.

Le clonage de séquences de nucléotides a permis de créer des polypeptides antigéniques du
virus grace a la technologie de 'ADN recombinant et a la synthése chimique. La deuxiéme
génération de tests ELISA donne ainsi moins de résultats faux positifs.

Les tests ELISA peuvent étre utilisés afin de détecter des Ac antiviraux. Lors d’un test ELISA, les
Ag viraux sont fixés sur une surface fixe (fond d’'un puits d’'une plaque de microtitrage a 96 puits
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ou support en plastique). L'échantillon sérique ou plasmatique est mis a incuber en méme temps
que I'Ag immobilisé. Les Ac spécifiques contre le virus se lient a 'Ag. Ces Ac liés sont mis en
évidence a l'aide d’'un Ac anti-humain marqué par une enzyme (conjugué) qui lors de I'ajout d’'un
substrat adéquat, décomposera ce dernier et provoquera la formation d'un produit coloré.
L'intensité de la couleur (qui indique la quantité de produit formé et est exprimée en unités de
densité optique (DO)) est mesurée a l'aide d'un spectrophotométre. Dans cette méthode ELISA
indirecte, la quantité d’Ac antiviraux est corrélée avec l'intensité de la couleur et la lecture de la
DO. Pour chaque test ELISA, une valeur de référence de la DO (cut-off point) est déterminée.
Au-dela de cette valeur, le test est interprété comme réagissant aux Ac contre le virus. Dans la
méthode ELISA compétitive, un Ac antiviral marqué par une enzyme est ajouté a I'échantillon
sérologigue du patient et entre en compétition avec les Ac du patient pour se lier a I'Ag
immobilisé. Plus la quantité d’Ac présente dans le sérum du patient est élevée, moins I'Ac
marqué par I'enzyme peut se lier a I'Ag et moins la couleur se développe. Une grande
compétence est nécessaire afin de réaliser les tests ELISA correctement (Van der Groen, 1991).

Les tests ELISA peuvent aussi étre utilisés pour détecter des Ag viraux. Les Ag viraux
structuraux sont liés a un Ac antiviral spécifique immobilisé. L’Ag lié est visualisé grace a I'ajout
d’'un conjugué marqué par une enzyme et d’'un substrat. Si des Ag sont présents, une couleur
apparaitra dans le puits de la plague de microtitrage. Les résultats positifs pour les Ag sont
toujours confirmés par un test de « neutralisation » au cours duquel I'’Ag est mis a incuber avec
un Ac antiviral de référence. Si I’Ag est présent, I'ajout d’un Ac antiviral entrainera une diminution
de la DO du test de I'Ag (Van der Groen, 1991).

4.3.6.1.2. Sensibilité et spécificité

La grande majorité des tests ELISA tendent vers une sensibilité aussi élevée que possible
(capacité d’'un test a détecter un résultat positif pour le HIV, par exemple). Toutefois, la spécificité
(capacité d’'un test a détecter un résultat négatif pour le HIV, par exemple) des tests de dépistage
est de ce fait faible (86,5 % - 100 %). Aucune différence significative n'a été observée entre la
premiére et la deuxiéme génération de tests ELISA en termes de sensibilité et de spécificité. Par
conséquent, la plupart des tests de dépistage sont capables de détecter les personnes positives
au HIV mais évaluent aussi comme positives au HIV des personnes qui ne sont pas
contaminées.

Le Tableau 3 présente un apercu des causes possibles des résultats faux positifs ou faux
négatifs (Fischer-Frohlich & Lauchart, 2004). Novick et al. ont montré qu'il existe une différence
significative en ce qui concerne les performances de différents kits de test lors du test sur du
sérum cadavérique fortement hémolysé, par rapport a des échantillons sanguins normaux de
donneurs vivants. Le nombre de résultats faux positifs differe selon le test utilisé (Novick et al.,
1996). Afin d'éviter les résultats faux positifs dus a I'hémolyse, Fischer-Fréhlich et al.
recommandent de centrifuger les échantillons au plus vite et de séparer le sérum (Fischer-

Frohlich & Lauchart, 2004).

La précision du test est largement influencée par la prévalence des Ac parmi la population
étudiée et sera de préférence exprimée par la valeur prédictive d’'un test. La valeur prédictive
positive (VPP ou PPV, cf. Formule 1) indique le nombre de personnes réellement positives au
HIV parmi toutes les personnes dont le résultat du test est positif. Ainsi, la VPP d'un test ELISA
possédant une sensibilité de 100 % et une spécificité de 99,5 % parmi une population ou la
prévalence est de 0,01 % et 6 % sera respectivement de 2 % et 92,7 %. Par conséquent, dans
les populations ou la prévalence du HIV est faible (en Belgique, par exemple), le résultat positif
d'un test de dépistage doit toujours étre confirmé par un autre test au moins aussi sensible et
possédant une spécificité plus élevée que le test de dépistage. Ces tests sont appelés tests de
confirmation (Van der Groen, 1991).
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Formule 1 : Positive predictive value (PPV)

(sensitivity ) (prevalence)

PPV =

(sensitivity)(prevalence) + (1 — specificity)(1 — prevalence)

Tableau 3 : Causes possibles de résultats faux négatifs et faux positifs aux tests sérologiques (Fischer-
Frohlich & Lauchart, 2004).

Résultat faux négatif Résultat faux positif

e Hémodilution
e Période de fenétre diagnostique et période
de séroconversion

e Test réalisé sur un compartiment erroné (si e Contamination de I'échantillon de sang par de
des tests des anticorps indiquent qu’'une la fibrine, des érythrocytes et des produits de
virémie est improbable, la PCR sera dégradation tissulaire
négative dans le sang mais pas dans le e Des réactions croisées d'anticorps contre
tissu cible du virus, par exemple) d’'autres déterminants surviennent car les

o Test réalisé a l'aide d'une méthode tests de dépistage sont des systémes de
erronée (les mutants ne sont pas toujours mesure biologiques. Des tests de
détectés par une méthode de dépistage confirmation sont nécessaires.

spécifique, par exemple)

4.3.6.2. Confirmation par la détection d’Ac antiviraux

4.3.6.2.1. Western blot

Le Western blot, un test immunologiqgue en phase solide, est jusqu'a présent le test de
confirmation le plus utilisé. Lors de ce test, des protéines virales structurales séparées
individuellement (obtenues a partir de lysats viraux ou de protéines virales inactivées séparées
par électrophorése), disposées en bandes individuelles sur une membrane de nitrocellulose, sont
mises a incuber avec le sérum du patient. Les Ac du sérum du patient qui étaient liés aux
protéines virales individuelles sont mis en évidence au moyen d’'un conjugué d’immunoglobuline
G (IgG) anti-humaine margué par une enzyme, qui aprés I'ajout d’'un substrat approprié, donne
lieu a l'apparition de bandes colorées. Le Western blot permet donc d’observer visuellement et
séparément la réaction des Ac antiviraux avec chacune des protéines virales structurales (Van
der Groen, 1991). Ces tests sont trés sensibles et surtout trés spécifiques, mais ils sont trés
exigeants d’'un point de vue technique, relativement chers et sujets a interprétation en raison de
I'évaluation généralement subjective (Hodinka, 2010).

4.3.6.2.2. LIA (Line immunoassay)

Les LIA sont une deuxiéme génération de tests de confirmation. Des protéines virales
recombinantes individuelles trés bien caractérisées et/ou des peptides synthétiques sont
appligués en gquantités contrblées et de maniére mécanique, sous forme de ligne, sur une
bandelette servant de support. Ces bandelettes sont plus faciles a lire, interpréter et normaliser
gue les Western blots (Van der Groen, 1991). L'immunoblot Inno-LIA permet de confirmer un test
de dépistage positif pour le HCV, tandis qu'un blot de confirmation Inno-LIA HIV est utilisé pour la
confirmation d’un test de dépistage positif pour le HIV, par exemple.

4.3.6.2.3. Test d’'immunofluorescence indirecte (TIFI)
Les TIFI sont des tests rapides, simples et peu coliteux qui permettent une détection qualitative
et quantitative des immunoglobulines M (IgM) et des IgG dans des échantillons cliniques
(Hodinka, 2010).
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Des cellules infectées par un virus, fixées a I'acétone et immobilisées sur des lames de verre,
sont mises en contact avec le sérum du patient. Des Ac spécifiques se lient aux Ag viraux
présents a la surface et dans le cytoplasme des cellules. lls sont ensuite rendus visibles a la
lumiére ultraviolette (UV) grace a l'ajout du conjugué d'lgG anti-humaine marquée par une
molécule fluorescente et peuvent étre observés au microscope a UV. Réalisée par un laborantin
expérimenté, ce TIFl est aussi précis que le Western blot (Van der Groen, 1991). Par
conséquent, une certaine expérience est requise pour la lecture et l'interprétation correctes de
ces tests (Hodinka, 1991).

4.3.6.2.4. Test de radio-immunoprécipitation (TRIP)

Le TRIP est un test trés sensible et spécifigue qui est de préférence utilisé pour confirmer
I'existence d’Ac formés contre des protéines virales structurales. Des acides aminés marqués par
un isotope radioactif sont incorporés dans des protéines virales. Ces derniéres sont mises a
incuber avec le sérum du patient. Les complexes antigéne-anticorps radioactifs formés sont
absorbés sur des billes de protéines A-séraphose, puis sont €lués et les complexes protéine-
anticorps sont séparés par électrophorese sur gel (Van der Groen, 1991). L'utilisation du TRIP
pour la détection des virus a été en grande partie abandonnée au profit des tests ELISA; ce TRIP
présente des inconvénients tels que les risques inhérents a la manipulation de substances
radioactives, les licences nécessaires, la durée de conservation bréve des radionucléides et les
exigences spécifiques relatives au traitement des déchets (Hodinka, 1991).

4.3.6.3. Confirmation par la mise en évidence d’ADN/ARN viral : test d’amplification

de I'acide nucléique
Aujourd’hui, des tests NAT approuvés par la FDA peuvent étre utilisés sur des échantillons
sanguins de donneurs (de tissus) vivants et cadavériques (FDA, 2011). Les tests NAT peuvent
réduire la « fenétre » existant au début d’une infection en ce qui concerne les tests sérologiques.
La « fenétre » est la période comprise entre la contamination et le moment ou le virus peut étre
mis en évidence dans le sang au moyen de tests ciblant les Ac, les Ag, 'ADN ou I'ARN. Durant
cette période de « fenétre », il est possible que le sang du donneur soit contaminé alors que le
résultat du test est encore négatif (FDA, 2007b; Sanquin, 2006). A I'heure actuelle, des tests NAT
approuvés par la FDA peuvent étre utilisés sur un pool de sang (FDA, 2011).

Les différents tests NAT possédent trois étapes en commun:
1) préparation de I'échantillon, y compris la concentration virale et I'extraction de I'acide
nucléigue ;
2) amplification de ’ADN/ARN cible ;
3) détection du produit amplifié (Grant & Busch, 2002).

Les tests NAT peuvent étre subdivisés en tests qualitatifs (amplification médiée par la
transcription, par exemple) et tests quantitatifs (amplification de 'ADN branché, transcriptase
inverse ou reverse transcriptase (RT)-PCR, par exemple). Comme les tests NAT qualitatifs de
détection de I'ARN du HCV possédent une meilleure sensibilité que les tests NAT quantitatifs, il
est prudent d’analyser a nouveau tous les échantillons négatifs a I'aide de tests NAT qualitatifs
plus sensibles (Scott & Gretch, 2007; Desombere et al., 2005).

4.3.6.3.1. Amplification cyclique : PCR
La PCR a été mise au point en 1983 afin d’amplifier 'ADN in vitro au moyen d’'une ADN
polymérase (Whiley & Sioots, 2010).

Afin de mettre en évidence un petit nombre de particules virales dans le sang d’'un patient, il est
possible d'utiliser un test trés sensible capable de multiplier la petite quantité de copies d’ADN de
maniére a ce qu’'elle atteigne un niveau pouvant étre mis en évidence. Pour ce faire, il convient
de disposer de deux fragments d’ADN simple brin (amorces) qui peuvent étre hybridés avec
I’ADN qui se trouve avant et aprés le fragment souhaité. La procédure de multiplication consiste
en la répétition d’'un cycle en trois parties. Ce cycle comprend une étape de chauffage ou les

_21_

Conseil Supérieur de la Santé
rue de I’Autonomie 4 e 1070 Bruxelles e www.css-hgr.be



F /120106

deux brins complémentaires de I’ADN sont séparés, de maniére a obtenir de '’ADN simple brin
(dénaturation). Ensuite, une étape de renaturation permet d’hybrider les deux amorces avec leurs
bases complémentaires. Les complexes ADN-amorce forment le point de départ de I'enzyme
ADN polymérase qui allonge la chaine. La répétition du cycle entraine une augmentation
exponentielle de la quantité d’ADN entre les amorces : chaque nouvelle copie formée sert de
matériel de départ lors du cycle suivant. La multiplication de I'ADN est caractérisée apres la
séparation par électrophorése, selon la taille des molécules du fragment d’ADN amplifié (Van der
Groen, 1991). Les fragments amplifiés peuvent étre détectés a I'aide de bromure d’éthidium sur
un gel d'agarose, de sondes spécifiques a la séquence porteuses d’'une étiquette radioactive ou
chimioluminescente ou d’enzymes catalysant un changement de couleur (Grant & Busch, 2002).
Aujourd’hui, la PCR en temps réel est généralement utilisée. Des molécules fluorescentes sont
alors ajoutées aux composants du mélange de réactifs de la PCR. La libération de ces molécules
entraine une augmentation du signal fluorescent lors de I'amplification de la PCR (Whiley &
Sioots, 2010).

La technologie PCR a facilité la détection rapide et sensible d’un large éventail de virus pertinents
d’un point de vue clinique, notamment des virus a ARN par RT-PCR (Whiley & Sioots, 2010). Des
tests commerciaux sont disponibles pour la détection du HIV, du HBV, du HCV et du CMV, mais
de nombreux protocoles de PCR ont également été développés en interne (Whiley & Sioots,
2010).

4.3.6.3.2. Amplification de la cible
Ce document décrit les deux techniques les plus utilisées (amplification d’acide nucléique basée
sur la séquence et amplification médiée par la transcription). Il est également possible d’utiliser
I'amplification par déplacement de brin (strand displacement amplification) et I'amplification en
cercle roulant (rolling circle amplification), bien que ces techniques n'aient pas été développées
pour le diagnostic virologique (Whiley & Sioots, 2010).

4.3.6.3.2.1. Amplification d'acide nucléigue basée sur la séquence

La technique NASBA (nucleic acid sequence based amplification), dont le brevet est détenu par
Organon Teknika, est une alternative a la PCR en vue de I'analyse des acides nucléiques. La
NASBA est un processus d’amplification enzymatique isotherme. La spécificité de la réaction est
déterminée par deux amorces oligonucléotidiques spécifiques a la cible ARN recherchée. En
outre, une des deux amorces contient le site de fixation pour le consensus T7 ARN polymérase
(Whiley & Sioots, 2010). Le produit de réaction, qui se compose principalement d’ARN monobrin,
peut étre détecté facilement lors de tests sensibles basés sur I'hybridation non radioactive. Bien
gu’en théorie, la NASBA puisse étre utilisée pour I'amplification de 'ADN et de I'ARN, elle est
mieux adaptée a I'amplification de I'ARN et est donc une technique puissante de détection de
I’ARN viral tel que le génome du HCV ou du HIV-1 (Sillekens, 1996).

4.3.6.3.2.2. Amplification médiée par la transcription

L'amplification médiée par la transcription est une variante de la technique NASBA qui utilise
I'activité ribonucléase H (RNase H) de la RT présente dans la réaction, plutét qu'une enzyme
spécifique (ARNseH) (Whiley & Sioots, 2010). Comme la NASBA, cette technique utilise des
conditions d’amplification isothermes et peut détecter a la fois I'ADN et 'ARN (Whiley & Sioots,
2010).

Le test Procleix® HIV-1/HCV (Gen-Probe) est un test qualitatif de détection de 'ARN du HIV-1
et/ou du HCV dans le plasma humain de donneurs de sang individuels, y compris dans les
échantillons de sang de donneurs & CNB. Les pools d’'un maximum de 16 échantillons provenant
de donneurs de sang individuels peuvent aussi étre soumis a ce test. Trois étapes ont lieu dans
le tube : la préparation de I'échantillon, 'amplification de 'ARN cible du HIV-1 et du HCV par TMA
et la détection des produits d’amplification au moyen d'un hybridization protection assay (HPA).
L'’ARN est isolé du plasma. Les oligonucléotides homologues aux régions hautement conservées
du HIV-1 et du HCV sont hybridés avec la cible HIV-1 ou HCV si elle est présente dans
I’échantillon de test. La cible hybridée est capturée sur des microparticules magnétiques qui sont
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séparées du plasma par un champ magnétique. Des étapes de lavage permettent d’éliminer le
plasma restant. La TMA est une méthode d’amplification de l'acide nucléique basée sur la
transcription, qui utilise deux enzymes : la RT du Moloney murine leukemia virus (MMLV)-RT et
la T7 ARN polymérase. La RT est utilisée pour générer une copie ADN de la séquence d’ARN
cible. La T7 ARN polymérase produit des copies multiples de I'amplicon ARN a partir de la copie
ADN. La détection s’effectue par HPA via des sondes d’'acide nucléique monobrin porteuses
d’une étiquette chimioluminescente complémentaires a I'amplicon. Les sondes d’acide nucléique
étiquetées s’hybrident de maniére spécifigue avec I'amplicon. Le signal chimioluminescent
produit par la sonde hydridée est mesuré dans un luminométre et rapporté sous la forme d'unités
relatives de lumiére (FDA, 2007b). Strong et al. ont testé Procleix® et COBAS Ampliscreen™ pour
la détection du HCV, du HIV-1 et du HBV. Les échantillons hémolysés ont provoqué une
inhibition compléte de Procleix® lorsqu’ils étaient utilisés sans avoir été dilués. La dilution
d’échantillons post mortem au moyen d'eau physiologique, dans un rapport de 1:5, a réduit
I'inhibition lors de I'utilisation des deux tests. Les échantillons post mortem sont souvent plus
fortement hémolysés, ce qui nuit a la sensibilité et la spécificité des tests (Strong et al., 2005). La
technique TMA est plus sensible que les tests RT-PCR (Scott & Gretch, 2007).

4.3.6.3.3. Amplification de la sonde : réaction en chaine par ligase

La réaction en chaine par ligase utilise deux paires de sondes complémentaires, qui s’hybrident
cbte a cote sur chaque brin de la séquence d’acide nucléique cible. Chaque paire de sondes est
ensduite jointe a I'autre par comblement de la bréche par I'ADN ligase. Aprés dénaturation, tant la
séquence cible que les sondes liguées peuvent servir de modéle pour l'allongement d'autres
sondes. L'utilisation d’'une ADN ligase thermostable permet de répéter le cycle de la réaction
comme dans la PCR, afin de dénaturer les brins et de réanneler les sondes pour obtenir une
amplification exponentielle (Grant & Busch, 2002). L'avantage de cette technique est sa
sensibilité aux modifications des paires de bases dans la séquence cible et la possibilité de
détection automatique grace a I'étiquetage des sondes (Whiley & Sioots, 2010). L'application
commerciale de la réaction en chaine par ligase est limitée a la détection des génomes
bactériens (Whiley & Sioots, 2010).

4.3.6.3.4. Tests d’amplification du signal : ADN branché
Cette technique, décrite pour la premiére fois par Chiron Co. en 1987, s'avére étre un des
systemes d’amplification du signal les plus polyvalents a ce jour. L’amplification du signal utilisant
I’ADN branché intégre différentes étapes d’hybridation simultanée qui utilisent différents types de
sondes oligonucléotidiques (sondes de capture, sondes cibles, sondes branchées secondaires,
sondes tertiaires courtes liées a des enzymes) (Whiley & Sioots, 2010).

Le test Versant® HIV-1 RNA 3.0 (ADN branché) est un test d’amplification du signal basé sur
I'acide nucléique, qui permet de quantifier directement 'ARN du HIV-1 dans le plasma humain.
Ce test n'est pas validé pour le sang cadavérique et n'est pas destiné au dépistage des
donneurs. La méthode de I'ADN branché, contrairement a la PCR, amplifie le signal non
isotopique d’'une hybridation directe a la séquence cible. L'amplification du signal est linéraire. Le
signal des sondes d'’ADN annelées par la formation d'un réseau controlé de sondes
oligonucléotidiques synthétiques est utilisé comme base, plutét que I'amplification de I'acide
nucléigue cible (Grant & Busch, 2002). La technologie de I'ADN branché est quantitative,
sensible et facile & appliquer en laboratoire. Le test Versant® HIV-1 RNA est une procédure
d’hybridation en sandwich de I'acide nucléique. Une fois que 'ARN génomique du HIV-1 a été
libéré des particules virales, I'ARN est capturé sur une plague MicroWell munie d'un jeu de
sondes de capture d'oligonucléotides synthétiques spécifiques. Les sondes de capture dotées de
17 extensions de capture individuelles et les sondes cibles composées de 81 extensions de cible
individuelles se lient a différentes régions du géne pol de I'’ARN viral. La sonde de multiplication
s’hybride avec le pré-amplificateur, ce qui entraine la formation d'un complexe d’ADN branché.
Plusieurs copies d'une sonde porteuse d'une étiquette phosphatase alcaline sont ensuite
hybridées avec ce complexe immobilisé. La détection a lieu par incubation avec un substrat
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chimioluminescent. L'émission de lumiére est liée directement a la quantité d’ARN du HIV-1
(FDA, 2002).

La sensibilité des tests reposant sur I'ADN branché est généralement inférieure a celle des
méthodes d’amplification de la cible (Grant & Busch, 2002). Les tests de capture hybrides (pour
le HBV, le CMV et le HPV, par exemple) et les tests HPA (Accu-Probe pour la détection
bactérienne, par exemple) sont d’autres techniques d’amplification du signal (Whiley & Sioots,
2010).

4.3.6.3.5. Sensibilité et stabilité de I’échantillon

Lors du prélevement d'un échantillon en vue d'une analyse génétique, il est important de
préserver la stabilité de I'échantillon, en particulier en ce qui concerne 'ARN. Les ARNases sont
présentes partout et réduisent la sensibilité de la PCR (Robberecht & Van Cauwenbergh, 2004).
Les ARNases et ADNases peuvent étre inactivées rapidement grace a des agents chaotropiques
tels que lisothiocyanate de guanidine 4 M. Les échantillons stabilisés peuvent étre expédiés a
température ambiante (Robberecht & Van Cauwenbergh, 2004). Ceci vaut a la fois pour le sang
acide éthylene diamine tétra-acétique (EDTA) (analyse ADN) et pour le matériel stabilisé a
l'isothiocyanate de guanidine en vue d’une isolation de I'ARN (Robberecht & Van Cauwenbergh,
2004). La stabilisation a l'isothiocyanate de guanidine permet de conserver les échantillons
pendant sept jours a température ambiante. Les échantillons non stabilisés doivent étre congelés
rapidement et expédiés sur de la glace séche. Les échantillons destinés a une analyse ADN
seront de préférence conservés dans 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5-8,0 et a 4°C (Robberecht
& Van Cauwenbergh, 2004). Les échantillons destinés a une analyse ARN doivent étre congelés
dans un milieu tampon a -20°C (Robberecht & Van Cauwenbergh, 2004; Neumaier et al., 1998).

Anticoagulants

L’héparine peut freiner ou inhiber I'amplification de 'ADN pendant la PCR (Robberecht & Van
Cauwenbergh, 2004; Neumaier et al., 1998). D’autres anticoagulants (EDTA, citrate) provoquent
également une inhibition des enzymes de restriction (Robberecht & Van Cauwenbergh, 2004).
Toutefois, les techniques classiques de précipitation de I'ADN éliminent a la fois I'EDTA et le
citrate, mais pas I'héparine (Robberecht & Van Cauwenbergh, 2004). Par conséquent, ces autres
anticoagulants n’influencent pas la PCR (Padalko, 2005).

Selon des études de Holodniy et al., I'héparine plasmatique donne des valeurs d’ARN du HIV
inférieures a celles du citrate plasmatique et de 'EDTA plasmatique (Holodniy et al., 1995).

Température

Les études portant sur les conditions de conservation des échantillons sanguins ne sont pas
concordantes. Le transport des échantillons a une température de 2 a 6°C ou a température
ambiante ne fait pas varier les dosages (Padalko, 2005).

e HIV

Le plasma doit étre congelé selon les recommandations du fabricant. Le sérum posséde une
charge virale d’ARN du HIV-1 plus faible que le plasma EDTA et n'est donc pas recommandé
(Bruisten et al., 1997). Les échantillons stabilisés a I'isothiocyanate de guanidine (pour I'analyse
ARN) et les échantillons stabilisés de sang total EDTA (pour l'analyse ADN) doivent étre
transportés a température ambiante (Robberecht & Van Cauwenbergh, 2004).

La charge de HIV dans le sang total EDTA est stable pendant 72 heures a température ambiante.
Lorsque le sang total EDTA est conservé a 4°C, le HIV se dégrade plus rapidement: la
conservation a 4°C pendant plus de 24 heures n’est pas recommandée. Le plasma EDTA et le
sérum présentent une charge de HIV stable pendant plusieurs mois a plusieurs années lorsqu’ils
sont conservés a une température de -20°C a -70°C (Padalko, 2005).

e HCV
Les données relatives a la charge de HCV dans le sang total EDTA a température ambiante sont
moins claires que celles concernant la charge de HIV-1. La plupart des données indiquent que le
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HCV est stable pendant 72 heures a température ambiante. L'ARN du HCV se dégrade aussi
plus rapidement lorsque les échantillons sont conservés a 4°C. Une conservation pendant 48
heures a 4°C n’a aucune influence (Padalko, 2005).

e HBV
Le HBV est plus stable que le HIV-1 et le HCV. Toutefois, les valeurs de 'ADN du HBV ont
tendance a augmenter aprés 24 heures de conservation a 4°C (Padalko, 2005 ; Gessoni et al.,
2004).
Le Tableau 4 présente un comparatif de la littérature relative aux conditions de conservation des
échantillons en vue d’'un dépistage sérologique.

Dilution et moment du prélévement

Strong et al. ont montré que la dilution des échantillons sanguins permet de surmonter I'inhibition
en ce qui concerne I'analyse du HIV-1, du HCV et du HBV, sans réduire la sensibilité.

Les auteurs n'ont constaté aucun effet de la durée post mortem sur la sensibilité pour ces virus
(Strong et al., 2005). Cependant, Burtonboy et Delloye ont observé une diminution de la
sensibilité de la PCR avec les échantillons collectés plus de 24 heures post mortem (Burtonboy &
Delloye, 1996).

Tableau 4 : Influence des conditions de conservation sur la stabilité de I'échantillon/les résultats lors d’'une
analyse moléculaire

HIV-1
Auteurs Technique Conclusion
Ahmad et al., 1999 AMPLICOR HIV-1 e LeHIV-1est s}able dans le plasma EDTA
Monitor pendant 96 h a 4°C.
e Taux d’ARN du HIV plus élevé dans le plasma
Holodniy et al., 1995 Quantiplex HIV RNA que dans le s,eru.m.,
(bDNA) e Le plasma hépariné donne un taux d’ARN plus

faible gu'avec les autres anticoagulants.

e L'ARN du HIV-1 est stable dans le sang total
pendant 7 jours a température ambiante.

NASBA HIV-1RNA QT, e Le report du traitement jusqu’a 1 semaine a

Vandamme et al., 1999 AMPLICOR HIV température ambiante n'a aucune influence sur
Monitor, Quantiplex HIV le dosage de la charge virale.
(bDNA) e Pas de diminution de la charge virale de 'ARN
du HIV aprés 2 ans a une température de
-20°C a -80°C.

e Lacharge virale du HIV est stable dans le
plasma EDTA pendant 6 h a température
ambiante et a 4°C.

Holodniy et al., 2000 AMPLICOR HIV Monitor ® Le transport du sang total EDTA en vue du
dosage de la charge virale du HIV-1 peut avoir

lieu a température ambiante, sur de la glace
humide ou séche, sans modification de la
charge virale.

e | ’héparine est un inhibiteur de I'amplification de
I’ADN, aucune influence de 'EDTA.

_ RT-PCR ARN HIV e Pas d'inhibition de la détection qualitative du
Holodniy et al., 1991 interne HIV avec I'héparine, mais influence
guantitative.

e Stabilité modifiée des acides nucléiques
cellulaires avec I'héparine.

Ginocchio et al., 1997 NASBA HIV-1 RNA QT e Taux d’ARN du HIV-1 plus élevé dans le
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plasma que dans le sérum.

L’ARN du HIV-1 est stable dans le plasma
EDTA pendant 30 h a température ambiante et
a4°C.

L’ARN du HIV-1 est stable dans le plasma
EDTA pendant 6 mois a -70°C.

Bruisten et al., 1997

NASBA HIV-1 RNA QT

La charge virale d’ARN du HIV-1 dans le sang
total EDTA diminue de maniére significative
aprés 24 h a 4°C.

La charge virale d’ARN du HIV-1 dans le sang
total EDTA est stable pendant 72 heures a
25°C.

HCV

Gessoni et al., 2000

COBAS AMPLICOR
HCV

L'’ARN du HCV est stable a 4°C dans le sang
total pendant 168 h.

Tendance a I'augmentation de la charge virale
d’ARN du HCV apres 24 heures a 4°C.

Damen et al., 1998

HCV NASBA-QT

L’ARN du HCV dans le sang total EDTA
diminue de maniére significative aprés 24 h a
4°C.

L'’ARN du HCV diminue de maniére significative
dans le sérum apres 7 jours a 30°C.

La charge virale d’ARN du HCV reste stable
dans le plasma pendant 14 jours a 4°C.

Cuypers et al., 1992

RT-PCR ARN HCV
interne

La conservation du sang total EDTA ou du
sérum pendant 14 jours a température
ambiante réduit la charge d’ARN du HCV de 3
a4log.

La réduction de la charge virale dans le sang
total EDTA est plus marquée a 4°C qu'a
température ambiante (plus grande activation
des granulocytes et libération des nucléases).

.Halfon et al., 1996

(bDNA) HCV RNA
Quantiplex™

Disparition compléte de 'ARN du HCV aprés 5
jours a température ambiante et aprés 6 mois a
4°C.

Diminution de 15,6 % de 'ARN du HCV apres
conservation pendant 5 jours a -20°C.

Perte de 10 % de 'ARN du HCV aprés 6 mois a
-80°C.

HIV-1, HCV, HBV

José et al., 2005

AMPLICOR HIV-1
Monitor

L’ARN du HIV-1 est stable pendant 3 ans a
-20°C et -70°C.

L’ARN du HCV est stable pendant 3,5 ans a
-20°C, pour une charge virale de 100 IU/ml.

L’ADN du HBV, 'ARN du HIV et 'ARN du HCV
possédent une grande stabilité a 25°C et 5°C, a
des concentrations de 10° et 10* IU/ml.

Grande stabilité de I'ADN du HBV pendant 28
jours a 5°C et 25°C.

Gessoni et al., 2004

COBAS AMPLICOR
Monitor

Le HCV, le HBV et le HIV sont stables a 4°C
pendant 72 heures dans le sang total EDTA.
Tendance a I'augmentation de la charge virale
du HCV, du HBV et du HIV aprés 24 heures a
4°C.

Conseil Supérieur de la Santé
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4.3.6.4. Avantages et inconvénients comparés de la sérologie et du test NAT

Depuis le 01/12/2002, le dépistage du HCV et du HIV au moyen de tests NAT est obligatoire
chez les donneurs de sang (AR, 2002). Les tests NAT se sont avérés plus efficaces en la
matiére que les tests sérologiques classiques car ils permettent de réduire la durée de la fenétre
(tableau 5, Sato et al., 2001; CSS 8684, 2011). Il ressort de la littérature que ces tests NAT pour
le HIV et le HCV possédent également une valeur ajoutée dans le cadre du don de matériel
corporel humain (CSS 8684, 2011).

Le HCV est présent en trés faible concentration pendant la période de fenétre (amplification
lente). L'expérience japonaise suppose que les systémes sensibles de détection de I'’ADN du
HBV améliorent la sécurité générale du sang disponible (Minegishi et al., 2003). Etant donné la
limite de détection relativement élevée des tests méme les plus sensibles pour les HBsAg, une
personne infectée peut rester négative pour les HBsAg durant quelques semaines (CSS 8684,
2011). Les tests NAT permettent de raccourcir la fenétre dans ce cas aussi et de dépister
certains mutants qui ne seraient pas détectables au moyen des tests classiques de détection des
Ac (CSS 8684, 2011). En cas d'infection chronique par le HBV, les HBsSAg ne peuvent pas étre
mis en évidence, la charge virale étant souvent faible. Les Ac anti-HBC peuvent éventuellement
étre présents a ce stade. Les tests NAT sont donc fortement recommandés aussi pour le HBV,
en plus de la sérologie, dans le cadre du don de matériel corporel humain (CSS 8684, 2011). Il
est admis que seul le test NAT pour le HCV apporte une plus-value nette uniquement dans le
cadre du don de cornée (non vascularisée) (CSS 8684, 2011). L'association d’'une sérologie
adéquate et de tests NAT offre donc la meilleure garantie de prévention de la transmission du
HIV, du HCV et du HBV.

Tableau 5 : Fenétre lors de la sérologie et des tests NAT (Busch & Kleinman, 2000).

HBV HCV HIV
Fenétre depuis
I'infection jusqu’a la . . . . .
détection des 56 jours (HBsAQ) 70 jours (anti-HCV) 22 jours (anti-HIV1/2)
anticorps/antigenes
Eir_lretre lors des tests 41-50 jours 10-29 jours 7-12 jours*

* test p24 entre 12 et 22 jours

4.3.7. Validation des tests diagnostiques in vivo contre post mortem
Comme il s’écoule un long laps de temps entre I'arrét de la circulation et le préléevement post
mortem de sang chez les donneurs cadavériques, le sang est souvent de moins bonne qualité
(hémolyse, par exemple). De ce fait, les tests sérologiques pratiqués sur ces échantillons
peuvent donner des résultats faux positifs. Dans 0 a 42 % des tests de dépistage réactifs répétés
pour les HBsAg, les Ac anti-HCV et les Ac anti-HIV ont été obtenus au moyen de différents kits
de test commerciaux utilisés sur du sang cadavérique (Stanworth et al., 2000).

D’autre part, des inhibiteurs des tests de détection de I'acide nucléique peuvent étre présents
dans le sang cadavérique et donner lieu a des résultats faux négatifs. La dilution peut offrir une
solution. Par conséquent, il est important que les échantillons sanguins soient prélevés au plus
vite, et de préférence dans un délai de 24 heures, aprés l'arrét de la circulation (SaBTO, 2011).
Si le sang est prélevé plus tard, cette méthode doit étre validée. Les kits de test doivent étre
validés pour le sang cadavérique et doivent posséder une sensibilité et une spécificité
acceptables (SaBTO, 2011). Sur son site Internet, la FDA a publié une liste des tests approuvés
de dépistage chez les donneurs (vivants et cadavériques) (FDA, 2011). Aujourd’hui, il existe
également des tests NAT triples pour le dosage du HIV, du HCV et du HBV sur le sang
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(sérum/plasma), pratiqués sur des plates-formes automatisées (SaBTO, 2011). Ces systémes
sont déja utilisés de maniere routiniere dans les banques de sang et ont été validés en vue du
dépistage chez les donneurs de tissus, y compris pour les tests du sang post mortem. Les
laboratoires individuels peuvent valider ces tests eux-mémes, selon leurs propres procédures
(SaBTO, 2011).

Notons qu'il existe encore une grande incertitude en ce qui concerne la durée de conservation
idéale en vue du dosage de la charge virale. Jusqu’a présent, il n’existe aucune méthode de
conservation de référence (cf. 4.3.6.3.5).

4.3.8. Interprétation des résultats des tests
Pour l'interprétation des résultats des tests, nous renvoyons a Virologie, chapitre 6 : Prévention
des infections.
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5. INVENTAIRE DES PUBLICATIONS : TRANSMISSION DES INFECTIONS VIRALES
PAR LES TISSUS

5.1.INTRODUCTION

Alors qu'aux Etats-Unis, environ 150.000 allogreffes osseuses sont réalisées par an, la
transmission du HCV, par exemple, lors d'allogreffes osseuses est tres rare, pour diverses
raisons (Trotter, 2003). Seule une petite partie des donneurs d'os est testée positive pour
I'hépatite C. Lors d’'une étude finlandaise, 1 seul donneur d'os sur 560 était positif pour le HCV
entre 1972 et 1995 (Trotter, 2003). Aux Pays-Bas, parmi les donneurs de sang, 10 (0,021 %)
nouveaux donneurs étaient positifs pour le HCV, 21 (0,045 %) pour le HBV et aucun pour le HIV
en 2009 (Sanquin, 2009). L’application de recommandations (inter)nationales d’organisations
professionnelles telles que I'AATB, la European Association in Tissue Banks (EATB), la Eye
Bank Association of America (EBAA), d'une part, et de directives gouvernementales telles que
les Arrétés royaux et les recommandations du CSS, d’'autre part, permet de sélectionner avec
soin les donneurs et, éventuellement, de les rejeter sur la base de leurs antécédents médicaux et
d’'un examen physique. La totalité du sérum des donneurs de tissus subit des tests de dépistage
du HCV, du HBV, du HIV et, éventuellement, du HTLV. Afin de réduire encore davantage le
risque de transmission, des techniques de traitement telles que les antibiotiques, I'alcool et les
détergents sont utilisées afin d’éliminer au maximum le sang, la moelle osseuse et les autres
résidus tissulaires du matériel de l'allogreffe. Les greffes osseuses qui contiennent de la moelle
osseuse comportent le plus grand risque de transmission d’infections virales. En revanche, la
moelle osseuse est éliminée des greffons corticaux lors de la préparation et du traitement, de
sorte que ces greffes sont associées au risque le plus faible de transmission de maladies
infectieuses. La transmission du HIV, du HCV ou du HBV par la cornée ou les tissus
cardiovasculaires est peu habituelle, parce que la cornée n’est pas un tissu vascularisé et que les
tissus cardiovasculaires sont traités et transplantés en petites quantités (Eastlundt, 2004; Pruss
et al., 2010).

La plupart des cas de transmission de maladies virales datent d’'une époque ou il n'existait pas
encore de tests sérologiques pour le HBV, le HCV et le HIV (Trotter, 2003).

5.2.HBV

Bien que les virus ne se transmettent pas de maniére efficace lors d'une transplantation de
cornée, car celle-ci n'est pas vascularisée, deux cas d’infection par le HBV ont été décrits a la
suite d'une kératoplastie. Le sérum des deux donneurs était positif pour les HBsAg (bien que les
tests aient été réalisés 9 mois apres le don). La clinique des receveurs et leur sérologie
(également testée a posteriori) suggéraient une infection transmise par les donneurs (Hoft et al.,
1997). Certains auteurs ont pu démontrer la présence de HBV dans le tissu cornéen de donneurs
positifs pour les HBsAg, d’autres pas (Eastlund, 2004).

En ce qui concerne les transplantations d’'organes, on sait que les donneurs négatifs pour les
HBsAg, positifs pour les Ac anti-HBc et négatifs pour les Ac anti-HBs peuvent transmettre le
HBV. C'est essentiellement le cas pour les donneurs de foie contaminés, moins pour les
donneurs de rein et de coeur. Wachs et al. ont constaté que 1 receveur de rein sur 42, 3
receveurs de foie sur 6 et O receveur de cceur sur 7 étaient positifs pour les HBsAg aprés une
transplantation provenant de donneurs positifs pour les Ac anti-HBc, négatifs pour les Ac anti-
HBs et négatifs pour les HBsAg (Wachs et al., 1995). En raison de la transmission possible en
présence de ce statut sérologique du HBV, les donneurs de tissus positifs pour les Ac anti-HBc
sont exclus si les Ac anti-HBs protecteurs présents ne sont pas suffisants.

Shutkin a décrit pour la premiére fois le cas d’un patient ayant recu une greffe osseuse corticale
réfrigérée non traitée et ayant développé une hépatite 10 semaines plus tard. L’homme n’avait
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pas recu de transfusion sanguine. La greffe osseuse provenait de la jambe amputée d’'un homme
atteint d’'une maladie vasculaire occlusive et de gangréne. A cette époque (1954), des tests
sérologiques de dépistage du HCV et du HBV n’étaient pas encore disponibles (Eastlund, 2004;
Shutkin, 1954; Shutkin, 2005).

La capacité des valves cardiaques humaines a transmettre le HBV a été démontrée lors d'une
étude de 31 patients ayant recu des valves cardiaques de donneurs positifs pour les HBsAg.
Vingt-deux receveurs étaient immunisés ou positifs pour les HBsAg avant la transplantation. Sur
les neufs patients sensibles au HBV, un seul a développé des marqueurs HBV positifs. Toutefois,
cing des receveurs sensibles ont recu des immunoglobulines du HBV ou le vaccin anti-HBV
(Eastlund, 2004).

Il n'existe pas d'autres rapports concernant la transmission du HBV lors d’'une transplantation
d’'organe, de cornée ou de valve cardiaque. Il est plus probable que des transmissions aient eu
lieu par d’autres voies, mais aucun cas n’'a été reconnu et publié (Eastlund, 2004).

5.3.HCV

Un rapport de cas a décrit la transmission du HCV lors d'une allogreffe osseuse traitée. Le
traitement consistait en l'utilisation d’antibiotiques, d’alcool et de détergent avant la congélation
de l'allogreffe (Trotter, 2003).

Eggen et Nordbo ont décrit un rapport de cas ou du tissu osseux non traité était a I'origine d’'une
transmission du HCV. Le cas concernait un patient qui avait recu une téte fémorale d’'un donneur
positif pour les Ac anti-HCV (Eggen & Nordbo, 1992). Vingt-deux semaines apres l'intervention,
une élévation des tests de la fonction hépatique et un test positif pour les Ac anti-HCV ont permis
de diagnostiquer le HCV chez le receveur. Le receveur n'avait pas recu de produits sanguins et
ne présentait pas un profil a risque (Trotter, 2003; Eggen & Nordbo, 1992).

En juin 2002, un cas d’hépatite C aigué survenu 6 semaines aprés I'implantation du tendon
rotulien d’'un donneur et d’une allogreffe osseuse a été rapporté au CDC (Homan et al., 2003). Le
donneur était négatif pour les Ac anti-HCV (deuxiéme et troisieme générations de tests ELISA),
mais positif pour TARN du HCV (test Amplicor® HCV, Roch Molecular Systems). Quarante
receveurs ont recu les tissus de ce donneur. Six ont recu des organes, 32 des tissus et 2 les
cornées. Tous les tissus avaient été traités a l'aide de produits chimiques en surface ou
d’antibiotiques. Les greffons osseux avaient également été irradiés. Parmi ces 40 receveurs, 8
cas ont été répertoriés: 3 patients qui avaient recu des organes, 1 receveur d'une veine
saphene (nombre total de receveurs de veine saphéne n = 2), 1 des receveurs d’'une greffe de
tendon (n = 3) et 3 receveurs d'une greffe osseuse avec tendon (n = 3) ont été infectés.
Aucune transmission n'a eu lieu chez les receveurs de peau (n = 2), de cornée (n = 1) ou d'os
irradié (n = 16). La fréquence des transplantations de tissus/organes négatifs pour les Ac et
positifs pour 'ARN n’est pas connue. Chez les donneurs de sang, dont les caractéristiques
différent probablement de celles des donneurs d’organes ou de tissus, environ 4/10° dons de
sang proviennent de donneurs négatifs pour les Ac anti-HCV et positifs pour 'ARN du HCV
(Homan et al., 2003).

Conrad et al. (1995) ont décrit la transmission du HCV découverte grace a l'introduction d’'une
deuxieme génération de tests de détection des Ac anti-HCV. Des échantillons de sérum
provenant de la sérothéque, qui avaient été testés auparavant uniguement avec une premiére
génération de tests de détection des Ac anti-HCV, ont été analysés au moyen d'un test de la
deuxieme génération. Le sérum de deux donneurs s’est avéré réactif. Les receveurs de ces
donneurs ont également subi des tests sérologiques au moyen de cette deuxiéme génération de
tests de détection des Ac anti-HCV. Quatre des cing receveurs d'une allogreffe (os et tendons)
du premier donneur se sont avérés réagir également a ce test de détection des Ac anti-HCV.
Trois d’entre eux avaient aussi une PCR positive. L’analyse séquentielle de I'ARN du virus de
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I'hépatite C de deux de ces receveurs était identique a celle du donneur. Toutefois, il est possible
que le HCV soit resté dans les blocs d'os auxquels les allogreffes de tendons étaient fixées. Ces
allogreffes congelées n'ont pas été traitées afin d’éliminer la moelle osseuse et les cellules
sanguines (Shutkin, 1954). Le sérum de six receveurs d'une allogreffe provenant du deuxiéme
donneur a été testé; un échantillon était positif mais I'ARN du HCV des isolats du donneur et du
receveur n'était pas identique. Les allogreffes de ce donneur ont été soumises a un rayonnement
gamma de 17 kGy. Cette irradiation semble donc suffisante pour inactiver le HCV dans les tissus
(Trotter, 2003; Conrad et al., 1995).

Pereira et al. (1993) ont réalisé une étude parmi 716 donneurs cadavériques (1986-1990) en ce
qui concerne le risque de transmission du HCV. Treize donneurs étaient positifs lors de I'emploi
d'un test de détection des Ac anti-HCV de la premiére génération, cinq d’'entre eux avaient
également donné des tissus. Ces cing donneurs étaient aussi positifs lors de I'emploi d’'un test
ELISA anti-HCV de la deuxieme génération, et quatre lors de la PCR. Quinze patients ont recu
des tissus de ces cing donneurs. Un receveur de tissu osseux congelé (1/15, 7 %) a développé
une hépatite aprés la transplantation. Cette fréquence est beaucoup plus faible que chez les
receveurs d’'organes (8/15, 53 %). En théorie, la plus petite masse tissulaire, I'absence de
traitement immunosuppresseur et I'absence de différences métaboliques chez les receveurs de
tissus permettent la séroconversion pour le HCV. Donc, soit le HCV était absent des allogreffes
des donneurs positifs pour les Ac anti-HCV, soit le traitement du tissu osseux a inactivé le HCV
(Trotter, 2003; Pereira et al., 1993). Trois valves aortiques transplantées provenant de 2
donneurs positifs pour I'ARN du HCV n’ont pas provoqué d’infection chez le receveur (Pruss et
al., 2010; Pereira et al., 1993). En revanche, des cas de transmission du HCV lors d'une
transplantation cardiaque ont été rapportés (Pruss et al., 2010).

Jusqu’a présent, le HCV n’a pas été transmis lors d’allogreffes cutanées, mais 'ARN du HCV a
été mis en évidence dans des allogreffes cutanées par Conrad et al. (Eastlund, 2004).

Le génome du HCV a été mis en évidence dans la cornée de 7 donneurs séropositifs pour le
HCV sur 29 (Pruss et al., 2010). Néanmoins, une étude de 'EBAA n’a pu trouver aucun cas de
transmission du HCV parmi plus de 400.000 transplantations de cornées (dont les donneurs
avaient subi un test sérologique) (Pruss et al., 2010).

Notons que la plupart des cas rapportés de transmission de virus concernaient des tissus qui
n'avaient pas été traités ou dans lesquels le virus n’avaient pas été inactivé (Pruss et al., 2010).

5.4.HIV

Des recherches expérimentales ont montré que le HIV peut étre trouvé dans les os et les
tendons. Le HIV vivant a été isolé a partir des os, de la moelle osseuse et des tendons de
patients atteints du SIDA (Eastlund, 2004). Par conséquent, il est possible que le HIV soit
transmis lors d’une transplantation de tissus.

Divers cas de transmission du HIV lors de transplantations tissulaires ont été publiés. Patijn et al.
(1993) ont rapporté que des allogreffes osseuses congelées fraiches non traitées ont transmis le
HIV a quatre receveurs (Patijn et al., 1993). Le HIV a également été transmis a des receveurs de
reins, des receveurs de peau, des femmes ayant subi une insémination artificielle, des
patients hémophiles qui avaient recu le facteur de coagulation VIII et des receveurs de sang
(Buck et al., 1990; Borchi et al., 2010). Un cas fatal a été signalé au CDC en 1984. Il s’agissait
d’'une femme qui, a cette époque (il n’existait pas encore de test du dépistage du HIV), avait recu
une greffe osseuse dans le cadre d’'une fusion latérale due a une scoliose progressive. Bien que
la femme se soit plainte de fiévre et d’une hypertrophie des ganglions lymphatiques 21 jours
apres la transplantation, le diagnostic d’'infection par le HIV n’a été posé que 4 ans plus tard. Le
donneur était un homme de 52 ans qui avait donné une téte fémorale lors de la pose d'une
prothése de hanche totale. Chez le donneur, le SIDA n’a été diagnostiqué que 2 ans apreés le don
(1986) (Eastlund et al. 2004; CDC, 1988). Aujourd’hui, ce donneur ne serait plus pris en
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considération car il souffrait d'une lymphadénopathie et était un toxicomane intraveineux
(Eastlund, 2004). Avant le dépistage du HIV, 12 autres receveurs ont recu une allogreffe osseuse
lyophilisée non stérilisée provenant d’'un donneur cadavérique infecté par le HIV (1985). Quatre
de ces receveurs ont subi une séroconversion (Eastlund, 2004; Pruss et al., 2010).

Simonds a rapporté la transmission du HIV par un donneur de 22 ans séronégatif pour le HIV-1,
mort d’une blessure par balle. Ce patient a donné quatre organes solides et 54 autres tissus. Les
4 receveurs d'organe (cceur, foie, rein gauche et rein droit) et 3 receveurs d’os congelé non traité
(téte fémorale droite, téte fémorale gauche, tendon rotulien, fémur proximal) ont été infectés par
le HIV-1 (Simonds et al., 1992; Asselmeier et al.,, 1993). Notons que 25 autres allogreffes
(tendons, ligaments et o0s) traitées (éthanol et/ou lyophilisation) provenant de ce donneur n'ont
pas entrainé la transmission du HIV au receveur (Pruss et al., 2010). Ce donneur avait subi des
tests mais avait été déclaré séronégatif pour le HIV. A cette époque, le test de dépistage du HIV
était nouveau et peu sensible (Eastlund, 2004).

En 1985, un homme de 58 ans a recu un greffon osseux lyophilisé provenant d’'un donneur
infecté par le HIV. Cet homme et au moins deux des 12 autres patients qui avaient recu des
greffes osseuses de ce donneur sont décédés plus tard du SIDA (Karcher, 1997). Dans ce cas
également, le donneur, qui était toxicomane, ne serait pas pris en considération dans les
circonstances actuelles.

En 1987, un cas de transmission du HIV par un donneur a plusieurs receveurs (rein et foie) a été
rapporté au CDC. Le donneur était négatif pour les Ac anti-HIV (ELISA) lors du test sérologique
réalisé immédiatement aprés 56 transfusions de sang et cristalloides. Lors de la réalisation de
nouveaux tests sur le donneur, 48 heures plus tard, ceux-ci étaient positifs en raison du
remplissage d'immunoglobulines provenant de sites extravasculaires. La FDA a alors élaboré des
regles relatives a 'hémodilution (Strong et al., 2005; CDC, 1987).

Pour terminer, en 1996, une téte fémorale congelée infectée par le HIV a été donnée par un
homme taiwanais qui n'avait pas été testé pour le HIV. Ce greffon osseux a été transplanté chez
une femme de 34 ans qui a subi une séroconversion 5 mois plus tard (Eastlund, 2004; Pruss et
al., 2010).

Clarke est le seul & avoir rapporté un cas de transmission du HIV lors d’'une allogreffe de peau
non stérilisée. La peau du donneur a été utilisée avant que les résultats des tests sérologiques
soient disponibles. Le receveur présentait une réponse faiblement positive pour les Ac anti-HIV
37 jours aprés I'application de l'allogreffe (Clarke, 1987). Il n’a jamais été rapporté si ce patient a
développé le SIDA (CDC, 1988). Toutefois, Kealy a rapporté dans The Lancet (1987) la
description d’'une transmission du HIV chez un patient brdlé, a Londres, lors d'une allogreffe
cutanée cadavérique provenant d’'un donneur infecté par le HIV. Le receveur était positif pour le
HIV et est décédé quatre ans plus tard. Il s’agissait probablement du rapport de cas de Clarke
(1987). A ce jour, la transmission du HIV lors de la transplantation d’autres types d’allogreffes n'a
pas été rapportée dans la littérature (Patijn et al., 1993). Il est peu probable que le HIV puisse
étre transmis par la cornée car cet organe empéche l'infiltration des cellules sanguines. Bien que
le HIV ait été isolé a partir de larmes, de tissu cornéen, de 'humeur aqueuse et de I'épithélium
conjonctival, il n'a pas été transmis chez les patients ayant recu une greffe de cornée d'un
donneur séropositif pour le HIV (Eastlund, 2004; Patijn et al., 1993). Eastlund a signalé plusieurs
rapports ou des cornées infectées par le HIV ont été transplantées sans infecter le receveur
(CDC, 1988; Eastlund, 2004; Pereira et al., 1993; Simonds et al., 1992).

Des rapports de cas de transmission du HIV lors de la transplantation de moelle osseuse n’ont
pas encore été documentés. Toutefois, les cellules progénitrices de la moelle osseuse peuvent
étre infectées in vitro par le HIV. Par conséquent, les cellules de la moelle osseuse d’'un patient
positif pour le HIV pourraient transmettre le virus (Patijn et al., 1993).
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La transmission du HIV par les allogreffes peut avoir lieu de deux maniéres. Les virions libres
sont la premiere de ces maniéres. Les virions sont infectieux mais fragiles et sensibles a la
plupart des techniques de stérilisation, principalement aux détergents en raison de leur
enveloppe lipidique. Le deuxiéme mode de transmission concerne la transmission des cellules
hétes infectées qui présentent un ADN proviral latent. Ce type de transmission est moins sensible
a la stérilisation (Janssens de Varebeke et al., 1998).

5.5.HTLV

Sanzen et al. ont publié un cas de transmission du HTLV-1 apres la transplantation d’une
allogreffe de téte fémorale non traitée congelée. L'infection d’origine provenait d'un donneur de
sang séropositif pour le HTLV-1. Un seul des 16 receveurs a subi une séroconversion. Quatre
ans plus tard (1991), ce receveur a donné sa téte fémorale lors de la pose d'une prothése de
hanche totale. La téte fémorale a été conservée dans la banque osseuse, a une température de
-80°C. Un homme de 76 ans a recu cette téte fémorale a la suite du détachement de sa prothése
de hanche. Il n'a développé aucun signe de maladie associée au HTLV-1 mais ses tests
sanguins étaient positifs pour les Ac anti-HTLV-1 (Sanzen & Carlsson, 1997).

Le HTLV est une contre-indication en raison du risque de transmission de linfection et du
développement consécutif d'une leucémie a lymphocytes T de 'adulte ou d’'une myélopathie. Le
virus peut aussi étre transmis lors d’'une transfusion de sang provenant de donneurs positifs pour
le HTLV-1 (Sanzen & Carlsson, 1997).

5.6.RAGE

La rage est une encéphalomyélite virale aigué, mortelle dans pratiqguement 100 % des cas
(Bronnert et al., 2007). Au Texas, 5 receveurs d'organe (foie, poumon, fragment de l'artéere
iliaque, rein gauche et rein droit) ont été diagnostigués comme étant atteints de la rage. Le
donneur commun souffrait d'une détérioration mentale grave et d’une fievre modérée provoquée
par une hémorragie sous-arachnoidienne ayant entrainé un engagement cérébral et la mort. Ce
donneur présentait des preuves (Ac antirabiques) d’'une infection par le virus de la rage (CDC,
2004a; CDC; 2004b; Eastlund, 2004). Auparavant, la transmission de la rage avait déja été
rapportée chez huit receveurs de cornée dans cing pays : Thailande, Inde, Iran, Etats-Unis et
France (CDC, 1999). On sait depuis longtemps que les yeux d’animaux et d’humains infectés
peuvent contenir le virus de la rage. Houff et al. ont mentionné un rapport de cas de transmission
de la rage lors d’'une greffe de cornée chez une femme de 37 ans. Le virus de la rage n’'a pas été
retrouvé dans les yeux du donneur ni du receveur. La voie d’entrée possible du virus est le nerf
optique ou la branche ophtalmique du nerf trijumeau. Comme le receveur éprouvait une douleur
dans la zone de la transplantation, il est vraisemblable, selon les auteurs, que la cornée
transplantée ait été la source de I'exposition (Houff et al., 1979). En Allemagne, une femme de 26
ans en état de mort cérébrale a donné ses organes et a ainsi contaminé 6 receveurs de cornées,
foie, poumon, rein et pancréas. Trois receveurs sont décédés de la rage au cours des semaines
suivantes (Bronnert, 2007).

5.7.CMV

Le CMV est trés fréquent parmi la population. Le virus est une cause importante de morbidité et
de mortalité chez les receveurs d'organe. Shelby et Shanley ont transplanté de la peau de souris
contaminées par le CMV a des souris négatives pour le CMV. Trois semaines plus tard, le CMV a
été isolé a partir de l'urine des souris receveuses. Sur 22 patients négatifs pour le CMV ayant
recu des allogreffes cutanées cadavériques, 5 étaient positifs pour le CMV (22,7 %) et
présentaient des preuves de maladie virale (pneumonie a CMV, fiévre, hépatite, diarrhée). Ce
pourcentage est similaire a celui de la transmission du CMV lors d’'une transplantation d’organe
(Eastlund, 2004; Kealy, 1997). Hormis cette étude limitée, aucune étude détaillée n’'a été réalisée
afin de déterminer si la transmission du CMV lors d'allogreffes cutanées pouvait étre associée a
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la maladie symptomatique dans une méme mesure que lors des transplantations d'organes
provenant de donneurs positifs pour le CMV (Eastlund, 2004).

Les patients brllés peuvent également acquérir une infection par le CMV, mais celle-ci
s'accompagne généralement de moins de complications que chez les receveurs d’'organe. Ce fait
peut étre imputé a I'immunosuppression moins sévéere chez les patients brdlés que celle induite
par les médicaments destinés a prévenir le rejet d’organe (Eastlund, 2004).

Sur les 25 receveurs séronégatifs qui ont recu une cornée d’'un donneur séropositif, seuls deux
ont subi une séroconversion (Eastlund, 2004).

5.8.VIRUS A ORGANOTROPISME

Il est possible que la transmission du virus Herpes simplex (HSV) associée a la cornée pose un
probléme; des cas isolés de transmission cliniguement pertinente ont été rapportés (Pruss et al.,
2010). Le HSV a effectivement été retrouvé en grand nombre dans des cellules stromales
cornéennes, mais un seul cas de transmission via une greffe de cornée a été rapporté. L'infection
a touché la cornée du receveur cing jours aprés l'implantation (Eastlund, 2004). Il faudra peut-
étre en tenir compte a I'avenir lors de la sélection des donneurs.

Les virus cardiotropes tels que le CMV, le parvovirus B19, I'entérovirus et I'adénovirus sont
davantage détectés que le HCV, le HBV et le HIV et font I'objet de recherches quant a leur
impact possible en cas de transmission par une allogreffe cardiovasculaire (Pruss et al., 2010).
Des virus spécifiques ont été détectés chez 47 % des receveurs d’'une greffe cardiaque et chez
60 % des donneurs, ce qui suggére un risque significatif de transmission du virus en cas de
transplantation d’'un cceur ou de valves cardiaques (Donoso et al., 2005). Le parvovirus B19 a été

transmis a quelques receveurs de dérivés plasmatiques, d'érythrocytes, de plaquettes et de
plasma traités par solvant-détergent (Eastlund, 2004).

5.9.INFECTIONS EMERGENTES

Ces dernieres années, le WNV apparait le plus souvent sous la forme d’épidémies en Europe.ll a
été transmis lors de transplantations d'organes, lors de transfusions de sang, par voie
transplacentaire et par voie percutanée lors de piglres d’aiguille accidentelles (Eastlund, 2004;
CDC, 2005).
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6. PREVENTION DES INFECTIONS VIRALES
6.1. CRITERES DE SELECTION LORS DU PRELEVEMENT

Lors de la sélection d'un donneur de cellules/tissus potentiel, il convient d’étudier dans son
dossier médical les critéres d’exclusion généraux du don de cellules/tissus, les facteurs de risque
qui excluent le don (anamnése médicale et personnelle, si possible), les preuves cliniques et
physiques (examen physique) d’affections transmissibles pertinentes. Les critéres relatifs aux
donneurs de gametes ne sont pas pris en considération ici. Ces criteres généraux d’exclusion
s'appliguent aux donneurs vivants allogénes qu'aux donneurs décédés. Des critéres d’exclusion
spécifiques peuvent étre établis pour ces donneurs, notamment la grossesse (a I'exception des
donneurs de sang de cordon, de cellules hématopoiétigues ou de membrane amniotique),
I'allaitement et le risque de transmission d’affections héréditaires (AR, 2009).

6.1.1. Dossier médical
Les données pertinentes sont notamment les suivantes :
e Résultats de laboratoire;
e Conclusions d’examens radiologiques.

Antécédents médicaux :
¢ Comptes rendus de consultations, d'opérations;
¢ Rapport d'autopsie.

6.1.2. Criteres d’exclusion généraux pour les donneurs vivants et décédés
Les criteres généraux relatifs a I'exclusion de la transmission possible d’infections virales sont
énumérés ci-dessous (AR, 2009).

e Cause du décés inconnue, sauf si I'autopsie révele la cause du décés et qu'aucun des
critéres généraux d’exclusion exposés dans la présente section ne s’applique.

e Maladie d’origine inconnue dans I'anamnése.

e Les infections systémiques qui ne sont pas maitrisées au moment du déceés, notamment
les maladies bactériennes, les infections virales, fongiques ou parasitaires généralisées et
les infections locales des tissus et des cellules a donner. Les donneurs atteints d’'une
septicémie peuvent étre pris en considération pour un don de cornée si la cornée est
préservée par organoculture afin de détecter toute contamination bactérienne éventuelle
de la cornée.

e Antécédents, indications cliniques ou indications de laboratoire d'un risque de
transmission du HIV, de I'hépatite B chronigque ou aigué (sauf chez les personnes dont
'état immunitaire est avéré), de I'hépatite C ou du HTLV-1/2 ou des indications de
facteurs de risque de ces infections.

e Indications selon lesquelles les résultats des examens effectués sur les échantillons de
sang des donneurs seront invalidés en raison de I'apparition d’'une hémodilution, si aucun
échantillon de sang prélevé avant transfusion n’est disponible ou en raison d’un traitement
par immunosuppresseurs.

¢ Indications d’'autres facteurs de risque de maladies transmissibles sur la base d'une
évaluation des risques, compte tenu des voyages effectués par le donneur et de son
exposition au risque ainsi que de la prévalence locale des maladies infectieuses.

e Présence sur le corps du donneur de signes indiquant un risque de maladie transmissible.

e Vaccination récente au moyen d’'un virus atténué vivant lorsqu’un risque de transmission
est jugé existant.

¢ Transplantation d’'une xénogreffe.

e Présence ou suspicion d’'une maladie neurologique dégénérative du systeme nerveux
central, éventuellement d’origine infectieuse (origine inconnue), y compris la démence
(maladie d’Alzheimer ou sclérose en plaque, par exemple).
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Pour les criteres d'exclusion supplémentaires lorsque les donneurs sont des enfants

décédés, nous renvoyons a AR du 28/09/2009.

6.1.3. Facteurs de risque a dépister chez les donneurs vivants/décédeés

La FDA et 'AATB spécifient les facteurs de risque pertinents liés aux infections (Tableau 6, FDA,
2007a; AATB, 2008). Ils sont cités dans le tableau 6. La directive européenne décrit cela plutbt
de fagcon générale dans les annexes | et [l comme c’est décrit au point 6.1.2.du présent avis
(EU, 2006).

Tableau 6 : Facteurs de risque a relever chez les donneurs en ce qui
concerne des infections virales possibles

Facteur de risque

pour :

HIV

HBV HCV

1.

Hommes ayant eu des relations sexuelles avec d’autres hommes au
cours des 5 derniéres années

X

X

2.

Personnes ayant pris de la drogue par injection intraveineuse,
intramusculaire ou sous-cutanée au cours des 5 derniéres années

X X

Personnes atteintes d’hémophilie ou d'autres troubles liés de la
coagulation sanguine, auxquelles des concentrés de facteurs de
coagulation humains ont été administrés au cours des 5 derniéres
années

Personnes ayant eu des relations sexuelles en échange d’argent ou de
drogue au cours des 5 derniéres années

Personnes ayant eu des relations sexuelles, au cours des 12 derniers
mois, avec une personne décrite aux 4 points précédents ou avec une
personne dont on sait qu'elle est atteinte d'une infection par le HIV,
d’'une infection par le virus de I'hépatite B ou d’'une infection cliniquement
active par le virus de I'hépatite C

Les enfants de méres atteintes ou exposées a un risque d’infection par
le HIV, &gés de 18 mois au maximum, ou ayant été allaités au cours des
12 derniers mois

Les personnes internées ou les personnes ayant été incarcérées durant
plus de 72 heures au cours de 12 derniers mois

Les personnes ayant été exposées, au cours des 12 derniers mois, a du
sang dont on sait ou soupgonne qu'il était contaminé par le HIV, le HBV
et/ou le HCV, par inoculation percutanée (piqQre d’aiguille accidentelle,
par ex.) ou par contact avec une plaie ouverte, une peau non intacte ou
une mugueuse

Les personnes ayant cohabité, au cours des 12 mois précédant le don,
avec une personne atteinte d’hépatite B ou d’hépatite C cliniquement
active (méme ménage, utilisation d'une cuisine ou salle de bains
commune, par exemple)

10.

Personnes s’étant fait tatouer, percer les oreilles ou percer une autre
partie du corps a l'aide d'instruments non stériles, au cours des 12 mois
précédant le don

11.

Personnes chez qui une hépatite virale symptomatique clinique a été
diagnostiquée dans le passé, apres I'age de 11 ans, sauf s'il existe des
preuves gqu'il s'agissait d’'une infection par le virus de I'hépatite A, 'EBV
ou le CMV

12.

13.

Personnes ou leurs partenaires sexuel(le)s nés ou ayant vécu dans
certains pays d’Afrique aprés 1977

Y compris les personnes qui ont subi une transfusion sanguine ou un
traitement médical impliquant du sang dans ces pays aprés 1977

*Remarque: si I'établissement utilise un test qui détecte le HIV-O, les points
12) et 13) peuvent étre omis

X (HIV
groupe
0)

14. Les personnes présentant un diagnostic médical d'infection par le WNV

(sur la base des symptdmes et/ou des résultats de laboratoire et ou
d'une virémie confirmée du WNV) sont exclues pendant 120 jours a
compter du diagnostic ou du début des symptomes de la maladie; ce qui
suit est recommandé.
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6.1.4. Preuves cliniques d’infections virales
Un donneur décédé (froid) ou un donneur multi-organes est examiné afin de relever les signes
physiques d’affections transmissibles pertinentes et les signes de facteurs de risque de telles
maladies. Dans la mesure du possible, un donneur décédé sera autopsié.

Les donneurs vivants allogenes sont sélectionnés sur la base de leur santé et de 'anamnéese
médicale pratiquée au moyen d’un questionnaire et d’'un entretien avec un professionnel de la
santé compétent, ayant suivi une formation a cet effet (AR, 2009).

La section suivante énumére les points auxquels il convient d’étre attentif d’'un point de vue
cliniqgue lors du dépistage spécifique des maladies infectieuses virales transmissibles,
notamment le HIV, I'hépatite, le WNV et le HTLV (FDA, 2007a; AATB, 2008) :

6.1.4.1. Infection par le HIV
e Test de dépistage réactif préalable pour le HIV;

e Perte de poids inexpliquée;

e Sueurs nocturnes inexpliquées;

e Colorations bleu-violet sur ou sous la peau ou les muqueuses, typiques du sarcome de
Kaposi;

¢ Lymphadénopathies généralisées pendant plus de 1 mois;

e Température supérieure a 38,6°C sans raison explicable pendant plus de 10 jours;

e Toux ou essoufflement persistant inexpliqué;

e Infections opportunistes;

e Diarrhée persistante inexpliquée et/ou

e Taches blanches ou taches inhabituelles persistantes inexpliquées dans la bouche.

6.1.4.2. Infection avirus de I'hépatite

e Test de dépistage réactif préalable pour le virus de I'hépatite B ou C;

e Ictére inexpliqué;

¢ Hépatomégalie inexpliquée et/ou

o Diagnostic antérieur d’hépatite virale symptomatique clinique aprés I'age de 11 ans, sauf
s'il existe des preuves qu'il s’agissait d’'une infection par le virus de I'hépatite A, 'EBV ou
le CMV.

6.1.4.3. Infection par le HTLV (d’application selon le type de donneur)
e Test de dépistage réactif antérieur pour le HTLV;

e Paraparésie inexpliquée et/ou

o Leucémie a lymphocytes T de I'adulte.

6.1.4.4. Infection par le WNV
Les signes et symptémes de l'infection par le WNV peuvent étre aspécifiques et doivent étre
envisagés conjointement avec d’autres informations :
e Les symptbmes légers peuvent étre les suivants :
o Fiévre, céphalée, douleurs corporelles, douleur oculaire;
0 Les symptébmes légers peuvent s’accompagner d'un rash sur le corps ou d'une
hypertrophie des ganglions lymphatiques.

o Les symptdmes graves de la maladie peuvent étre les suivants :
o0 Encéphalite, méningite, méningo-encéphalite et paralysie flasque aigué;
o0 Céphalée, fievre élevée, raideur de la nuque, stupeur, désorientation, coma,
tremblements, convulsions et faiblesse musculaire ou paralysie.
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6.1.5. Preuves physiques d’infections virales

Les signes physiques repris au tableau 7 sont des exemples de preuves permettant d’exclure un
donneur (Tableau 7 ; FDA, 2007a; AATB, 2008). Certains signes ne sont pas une preuve
physique d’infection en soi mais indiquent un comportement & haut risque pour ces infections.

Tableau 7 : Signes physiques pouvant indiquer une infection virale chez un Facteur de risque
donneur pour ;

HIV HBV HCV

1. Preuve physique d’'un risque de maladie sexuellement transmissible telle
que maladie génitale ulcéreuse, HSV, syphilis, chancre X X

2. Pour un donneur masculin, preuve physique de rapports sexuels anaux,
y compris condylomes péri-anaux X X

3. Preuve physique de consommation de drogue par voie percutanée dans
un but non médical, par exemple traces d’injection, examiner aussi les X X X
tatouages car ils peuvent masquer des traces de pigdre

4. Preuve physique d’'un tatouage, d'un percage d'oreille ou d’un piercing
récent. Les tatouages et les piercings réalisés au cours des 12 mois X X X
précédents a I'aide de procédures/instruments non stériles sont a risque.

5. Lymphadénopathie généralisée X

6. Candidose orale inexpliqguée X

7. Colorations bleu-violet concordantes avec un sarcome de Kaposi X

8. Ictere inexpliqué, hépatomégalie X X

6.2. TESTS SEROLOGIQUES

6.2.1. Exigences générales pour le dosage des marqueurs biologiques (UE,
2006; AR, 2009)

Les tests sont réalisés par un laboratoire qualifié (agréé) habilité par les autorités

compétentes et qui utilise des kits de tests portant la marque CE. Le test doit étre validé

en vue de l'objectif visé, conformément a I'état actuel de la science.

Les tests biologigues sont réalisés sur le sérum ou le plasma du donneur, pas sur d’'autres

liquides/sécrétions (humeur aqueuse ou corps vitré, par exemple), sauf s'il existe une

justification clinique et si le test a été validé pour ce liquide.

En cas d’hémaodilution possible a la suite de I'administration de colloides, de cristalloides,

de (dérivés du) sang, un algorithme est utilisé afin de déterminer si les tests sont valides.

Si le test a été validé pour le plasma dilué a plus de 50 % ou si du sang antérieur a la

transfusion est disponible, le tissu/les cellules peuvent étre admis.

Les échantillons de sang doivent étre prélevés dans un délai de 24 heures post mortem

ou de 48 heures au maximum avant le déces (AR, 2009).

Chez les donneurs vivants, les échantillons de sang sont prélevés au moment du don ou

dans un délai de 7 jours aprés le don. Si des tissus/cellules de donneurs vivants

allogénes peuvent étre conserves, de nouveaux échantillons seront prélevés apres 180

jours afin de répéter les tests (I'échantillon du don peut étre prélevé de 30 jours avanta 7

jours aprés le don).

Si des tests NAT sont également réalisés pour le HIV, le HBV et le HCB chez un donneur

vivant (& I'exception des donneurs de cellules souches de moelle osseuse et de sang

périphérique), I'analyse d’'un second échantillon peut étre omise. Il en va de méme si une

étape d'inactivation des virus concernés est exécutée.

Lors du prélévement de cellules souches de la moelle osseuse et de sang périphérique,

les échantillons de sang destinés aux tests peuvent étre prélevés au cours des 30 jours

précédant le don.

Chez les donneurs néonataux, les tests biologiques sont réalisés chez la mére du

donneur.
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6.2.2. Tests de dépistage virologique pour les donneurs de cellules et de
tissus vivants et décédés (a I’exception des donneurs de gamétes)

HIV-1 et 2: Ac anti-HIV-1 et anti-HIV-2: un test positif est une raison d’exclusion (AR,
2009).

Hépatite B :

e Ag de surface de I'hépatite B : un test positif est associé au plus grand risque de
transmission du HBV et est une raison d’exclusion du donneur (Chung et al.
2001).

e Ac anti-HBc : si les Ag de surface de I'hépatite B sont négatifs et si les Ac anti-HBc

sont positifs, il est préférable de doser les Ac anti-HBs. Si ce dernier test est
également positif (> 10 U/l signifie I'immunité), nous pouvons partir du principe
que le donneur est rétabli d'une infection antérieure et que le tissu peut donc étre
utilisé. En revanche, si le test de détection des Ac anti-HBs est négatif ou laisse
planer le doute, des tests complémentaires doivent étre réalisés (PCR, par
exemple) ou le donneur doit étre rejeté (UE, 2006). L’AR du 28 septembre 2009
stipule que si le test des Ac anti-HBc et anti-HBs est positif et que le test NAT pour
le HBV et le test des HBsAg sont négatifs, il n’existe pas de contre-indication a la
validation du tissu (AR, 2009).
Bien que la présence d’Ac anti-HBs soit traditionnellement considérée comme une
immunité et une absence d’infectivité, il a été démontré que l'immunité (Ac anti-
HBs) ne fait pas disparaitre le risque de transmission du HBV. Ce risque est plus
grand chez les donneurs de foie que chez les receveurs de cceur ou de rein
(Chung et al., 2001).

Hépatite C : Ac anti-HCV : un test positif est une raison d’exclusion.

Dans certains cas, d'autres tests peuvent étre nécessaires, selon 'anamnése du donneur
et les caractéristiques des tissus/cellules donnés (EBV, CMV...) (AR, 2009).

Chez les donneurs décédés, au moins les tests précités seront réalisés ainsi qu’'un test
NAT pour le HIV-1, le HBV et le HCV, sauf si une étape d’inactivation de ces virus a été
utilisée (AR, 2009).

Une deuxiéme sérologie (anti-HIV-1/2 et anti-HCV) peut également étre pratiquée chez
les receveurs d’'organe a partir de 3 mois apres la transplantation (back-screening). Cette
mesure peut ajouter un degré de sécurisation.

HTLV types 1l et 2.

e L’Union européenne et I'AR du 28 septembre 2009 prescrivent que des tests de
dépistage des Ac anti-HTLV-1 soient réalisés chez les donneurs vivant dans une
zone ou l'incidence de cette infection est élevée ou provenant d’'une telle zone ou
dont les partenaires sexuels ou les parents proviennent d'une telle zone (AR,
20009).

CMV : un test des Ac anti-CMV positif n’est pas une raison de rejet des tissus de
donneurs décédés. Les tests de dépistage du CMV sont pertinents pour les tissus et
cellules vivants riches en leucocytes (FDA, 2007a) : cellules souches hématopoiétiques et
sperme, mais pas pour la cornée, la peau, les valves cardiaques, la dure-mére, les os, les
tendons, les ligaments, le cartilage et les ovocytes.
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7. DESINFECTION — STERILISATION
7.1.INTRODUCTION

En 2003 (une époque de réalisation routiniére de tests sérologiques sur le sérum de donneurs)
est paru un rapport de cas relatant la transmission du HCV par le biais d’'une allogreffe osseuse.
Cette allogreffe avait été traitée au moyen d’'une solution antibiotique, d'alcool et de détergent,
puis congelée (Trotter, 2003). Ce rapport de cas nous incite a nous demander si les méthodes de
décontamination et de stérilisation disponibles et appliquées aux tissus allogéniques éliminent
efficacement les virus.

Nous nous proposons d'abord de décrire I'importance du nettoyage mécanique du matériel de
l'allogreffe, a l'aide d'un autre rapport de cas. Ensuite, nous aborderons les différentes
procédures de décontamination et de stérilisation, plus spécifiquement celles concernant I'impact
antiviral sur les tissus allogéniques. Les avantages et inconvénients de chacune de ces
méthodes ont été décrits dans la mesure ou il existait de la littérature a ce sujet. Nous
terminerons en évoquant les techniques de préservation courantes et leurs propriétés antivirales

potentielles.

Soulignons que I'analyse des procédures de décontamination et stérilisation des allogreffes n’est
pas évidente a réaliser. De nombreuses études associent plusieurs méthodes, de sorte que les
effets de l'une ou lautre technique de décontamination/stérilisation ne peuvent pas étre
réellement déterminés. En outre, chaque étude comporte de nombreuses variables
(concentration, température et durée d'action d'un agent de décontamination/stérilisation,
technique de culture utilisée, etc.) qui compliquent la comparaison des études entre elles.

7.2.DESCRIPTION DES CONCEPTS

e Décontamination

Définition de I'Occupational Safety and Health Administration (OSHA) : utilisation d’agents
physiques ou chimiques afin d’éliminer, inactiver ou détruire sur une surface ou un dispositif les
agents pathogénes transmissibles par le sang, jusqu’a un point ou ils ne peuvent plus transmettre
de particules infectieuses et ou la surface ou le dispositif peut étre manipulé, utilisé ou éliminé en
toute sécurité (Block, 2001a). Dans la pratiqgue courante, la décontamination fait référence a tous
les agents pathogénes (micro-organismes susceptibles de provoquer une maladie ou une
infection) et pas uniquement a ceux transmis par le sang (Block, 2001a).

e Désinfection
La destruction des agents pathogénes et des autres micro-organismes au moyen de méthodes
chimiques ou thermiques. La désinfection est moins mortelle que la stérilisation car elle détruit la
plupart des micro-organismes pathogénes, mais pas nécessairement toutes les formes
microbiennes, par exemple les spores (Block, 2001a). La désinfection permet d’éviter la
transmission des agents pathogénes et d’autres micro-organismes.

e Stérilisation
Processus dont le but est de détruire ou d’éliminer toutes les formes viables de vie microbienne,
y compris les spores bactériennes, afin d'atteindre un niveau d’assurance de stérilité (SAL,
sterility assurance level) acceptable. Le SAL est la probabilité de survie de micro-organismes
aprés une stérilisation terminale et une prévision de I'efficacité du processus (Block, 2001a).
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e Asepsie
L'asepsie est la prévention de la contamination par des micro-organismes. Elle recouvre les
conditions stériles des tissus, de la surface des matériaux et des locaux obtenus par I'exclusion,
I'’élimination ou I'extermination des micro-organismes (Block, 2001a).

e Traitement aseptique
Lors du traitement aseptique, les tissus sont prélevés au moyen d’'une technique aseptique, puis
traités dans une salle blanche (conditions stériles) (Vehmeijer, 2002).

e Stérilisation terminale
La stérilisation terminale utilise des techniques telles que l'irradiation ou I'oxyde d’éthyléne afin
d’obtenir la stérilité des tissus a une étape de stérilisation terminale. Par conséquent, I'acquisition
et le traitement des tissus peuvent avoir lieu dans des conditions moins strictes. Lors de la
stérilisation, le tissu se trouve dans son emballage final (Vehmeijer, 2002).

7.3.NETTOYAGE MECANIQUE

7.3.1. Contexte

Le traitement du tissu osseux commence généralement par I'élimination des résidus de tissus
mous, de périoste, de sang et de moelle osseuse. Cette action réduit déja le risque de
transmission d’'agents pathogenes potentiels, comme Simonds I'a démontré : les trois receveurs
d'os non traité ont été infectés par le HIV-1 lors de la transplantation d’'un fragment osseux
provenant d'un donneur positif pour le HIV-1. Les 3 receveurs d’'os lyophilisé, les 25 receveurs
d'os traité a I'éthanol et le receveur d’'os congelé frais dont la moelle osseuse a été éliminée
étaient négatifs pour le HIV-1 (Simonds et al., 1992). Ces données soulignent I'importance du
traitement, méme minimal, des os. Apres débridement du tissu excédentaire, les greffons sont
découpés/sciés, puis lavés et plongés dans de l'eau stérile et des détergents. Le risque de
transmission de maladies infectieuses est ainsi réduit (Vehmeijer, 2002).

7.3.2. Application aux allogreffes

7.3.2.1. Os

Les méthodes de traitement peuvent notamment inclure le ringage sous haute pression a I'eau
stérile, le rincage a l'alcool et des traitements éliminant les protéines. Toutefois, cette méthode
n’implique pas une stérilisation terminale (Brockbank & Siler, 2001). Des études portant sur des
os fracturés vivants ont fait état d’'inconvénients du nettoyage pulsé sous haute pression. Des
dommages visuels a hauteur du c6té de la fracture ainsi qu'un retard de la cicatrisation de la
fracture ont été observés. Le lavage pulsé effectué a une basse pression (Micro-Aire Pulse
Lavage 4740) de 7 bars (6 psi) permet d’éviter ces effets négatifs sur la biologie de I'os (Bhandari
et al., 2001).

La formule Allowash™ (Lifenet, Virginia Beach, Etats-Unis) utilise des ultrasons, une
centrifugation et une pression négative en association avec des réactifs tels que des détergents
biologiques, des alcools et du peroxyde d’hydrogéne. Cette combinaison a pour but d’augmenter
la solubilité et I'élimination des composants des tissus traités. En effet, ces composants (moelle
osseuse, éléments sanguins et lipides) peuvent constituer des réservoirs de transmission
bactérienne, fongique et virale potentielle (Vangsbess, 2004).

7.3.2.2. Tendons
Les tendons patellaires ne résistent pas a la puissance destructrice du lavage sous haute
pression. Par conséquent, les tissus mous doivent étre irradiés (rayons gamma) (Brockbank &
Siler, 2001).
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7.4. TRAITEMENT
7.4.1. Demineralized Bone Matrix (DBM)

7.4.1.1. Activité biocide

Swenson et Arnoczky ont utilisé de I'os cortical de chats contaminés par le virus de la leucémie
féline afin de tester l'activité antivirale de la déminéralisation par rapport a I'os non traité. Les
fragments d’os cortical minéralisé contaminé ont été implantés chez 6 chats receveurs. Une
diaphyse minéralisée contaminée a été implantée chez 6 chats receveurs et une DBM
contaminée a été implantée chez 15 chats receveurs. L'Ag p27, 'ADN proviral et la formation
d’Ac ont été surveillés chez ces chats. Les 6 chats ayant recu I'os déminéralisé étaient positifs
pour I'Ag p27, présentaient de '’'ADN détectable (= 23 copies/100 ng ADN) et avaient développé
des Ac au cours de la deuxiéme semaine suivant I'opération. Les chats ayant recu la DBM n’ont
pas présenté d’Ag p27, d’ADN viral ni d’Ac jusque et y compris la huitieme semaine du test. Le
processus de déminéralisation détruirait donc le virus de la leucémie féline (Swenson &
Arnoczky, 2003).

Mellonig et al. ont testé 'effet antiviral de la déminéralisation dans 0,6 N HCI (Acide chloridique)
avec 0,025 % d’agent virucide (éthanol combiné a un détergent anionique). D’'une part, de I'os
cortical humain a été ensemencé de 5,26 x 10° particules de HIV. D’autre part, I'os d’un patient
décédé du SIDA a été utilisé. Les deux matériaux étaient exempts de HIV a lissue du traitement
(Sofer, 2002). Scarborough et al. ont également évalué I'efficacité de la déminéralisation lors
d’études portant sur 'ensemencement par le HIV, le CMV, le poliovirus, le virus de la diarrhée
bovine et le HBV du canard. Une réduction de plus de 6 log;o de I'infectivité a été observée pour
tous les virus. Le poliovirus dans 100-500 um de poudre d'os a subi une réduction de 12 log,
(Sofer, 2002).

7.5. TRAITEMENT CHIMIQUE

Tableau 8 : Apercu du spectre d’action des agents désinfectants (Reybrouck, 2000; WIP, 2004).

Concentration Réduction de

Désinfectant 2 1 2 3 4a4b 5 6 I'activité avec du
utilisée . .
matériel organique
Peroxydes
+- (&
Peroxyde 30 + 10- + + + o+ 4+ Non
d’hydrogene 2504
Acide peracétique 0,01 -0,2 % + + + o+ + o+ Non
Chlorhexidine 0,1-1% + (G+>G-) - - - - limité¢ limité Données variables
. 250 —1.000 ppm B S : ,

Hypochlorite chiore libre + +/ P S S Oui
Aldéhydes
Formaldéhyde Etat gazeux + +/- :*/* + + o+ Oui
Glutaraldéhyde 2% + + ti + o+ o+ Non
Ethanol 60 — 90 % + - + o+ o+ 4 Pas de données
Composeés de
l'iode

. 1 % dans éthanol .
Alcool iodé 70 % + +H-  + + + o+ Oui
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lodophores

(povidone iodée) 01-10% + - H- o+ 4+ Oui
P:rg\rfjn?fm Selon la Uniquement - - - - - + Oui
préparation sur G+

quaternaire

+ = actif

+/- = action lente ou spectre incomplet
G+_: micro-organismes a Gram positif
G-_: micro-organismes a Gram négatif
*=1.000 ppm_: +

=3 50°C: +

1 = bactéries végétatives
2 = spores bactériennes

3 = Mycobacterium spp.

4a = virus lipophiles

4b = virus hydrophiles

5 = moisissures

>*** = surtout mycobactéries non tuberculeuses 6 = levures

7.5.1. Peroxydes
7.5.1.1. Peroxyde d’hydrogéne

7.5.1.1.1. Activité biocide

Le peroxyde d’hydrogene (H,O,) est actif sur les bactéries, les champignons, les virus et les
spores. La solution a 3 % posséde une action bactéricide rapide. Elle agit moins rapidement sur
certaines levures, certains virus et les spores bactériennes. La solution de H,O, a 6 % s’est
avérée étre un agent de stérilisation efficace en 6 heures, selon Rutala et al. (1993). Le H,0, est
un sporicide efficace a une température et une concentration (6-10 %) plus élevées (Block,
2001b). La solution de H,O, a 6 % s’est révélée plus efficace que le glutaraldéhyde en tant que
désinfectant de haut niveau d'endoscopes souples afin de tuer ou d'éliminer B. subtilis en 10
minutes de temps de contact (Block, 2001b). En général, le H,O, posséde une plus grande
activité contre les bactéries & Gram négatif que contre les bactéries a Gram Positif (Block,
2001b). Il n'est pas actif, par exemple, sur les bactéries produisant une catalase telles que les
staphylocoques (Reybrouck et al., 2000). En raison de son activité efficace sur les bactéries
sporulantes anaérobies (Clostridium sp., par exemple), il est surtout utilisé lors du nettoyage et
de la désinfection de plaies souillées ou du sang coagulé doit étre dissous.

Le H,0O, est fourni sous forme d’eau oxygénée. L'eau oxygénée contient 3 % de H,O, ou libére
10 % en volume (Reybrouck et al., 2000a).

7.5.1.1.2. Applications médicales
Le H,O, est surtout utilisé lors de la stérilisation par plasma (cf.7.7.3), parfois lors de la
stérilisation chimique au gaz (cf. 7.6.4) (WIP, 2004).

7.5.1.1.3. Toxicité
Le H,0, est entierement transformé en résidus non toxiques : O, et H,O (Block, 2001b).
Le H,O, n'est pas carcinogéne, pas mutagéne et pas nuisible pour I'environnement (résidus
dégradables non toxiques) (Joslyn, 2001). Les solutions concentrées sont irritantes pour la peau,
les muqueuses et les yeux. Les gaz peuvent provoquer une inflammation du tractus respiratoire
(Block, 2001b). Le H,0O, est génotoxique s'il n'est pas métabolisé (Malchesky, 2001).

7.5.1.1.4. Application aux allogreffes

75.1.1.4.1. Os
DePaula et al. (2005) ont voulu tester les effets d’une solution de H,O, a 3 % (H,O,, détergent
anionique et alcool) sur les propriétés ostéo-inductrices et mécaniques de I'os a une température
de 34 + 1°C. La puissance oxydante du H,O, pourrait porter atteinte aux protéines osseuses
structurales (BMP). lls ont opté pour des tests de résistance a la compression, a l'impact et au
frottement. Aucun effet mesurable a la contrainte maximale en compression, a I'impact et a la
contrainte de frottement n’a été observeé lors du traitement des os par une étape supplémentaire
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au moyen de H,O, a 3 %, par rapport au traitement de contrble (Tween 80 a 1 % pendant 30
minutes, rincage a l'eau, trempage dans I'éthanol, rincage a I'eau). Aprés un traitement de 5
heures par H,O,, une diminution significative de I'ostéo-induction a été observée, comme le
montre I'histologie chez les souris auxquelles les os traités ont été implantés. Aucune diminution
significative n'a été observée lorsque le traitement par H,O, n’était appliqué que pendant 1 heure
(DePaula et al., 2005). Par rapport a ce que Rutala et al. avaient déja rapporté comme ayant une
action stérilisante, a savoir une solution de H,0O, a 6 % pendant 6 heures, la concentration et la
durée ont été réduites dans cette expérience. Toutefois, DePaula et al. n'ont pas évalué I'effet
antiviral de leur solution de H,0.,.

7.5.1.1.4.2. Cornée
Une solution de H,O, & 3 % est toxique pour I'ceil et ne peut donc pas étre utilisée comme
désinfectant pour la cornée (Ahaern & Gabriel, 2001).

7.5.1.2. Acide peracétique (APA)

7.5.1.2.1. Activité biocide

A température ambiante, I'’APA inhibe les bactéries & Gram positif, les bactéries & Gram négatif,
les moisissures et les levures en moins de 5 minutes, a une concentration de 100 ppm (0,01 %),
selon Block. %). Pour une concentration plus élevée de 0,05 % d’'acide peracétique, une
réduction de 4 log contre les spores de B.subtilis est obtenue aprés 30 min. Pour I'effet virucide,
des concentrations plus élevées sont nécessaires: 0,1 % avec un temps de contact variables
selon les études (Block SS, 2001b). L'acide peracétique a une concentration de 0,05 % est déja
bactéricide, fongicide, tuberculocide et méme sporicide en une heure (Reybrouck et al., 2000).
Des études de l'inactivation des prions ont donné des résultats variables (Malchesky, 2001).
Toutefois, en général, les prions sont considérés comme résistants a 'APA. L'activité augmente a
mesure que la concentration et la température augmentent. Une forte activité antivirale est notée
(Malchesky, 2001; Huang et al., 2004). Selon le milieu de test utilisé, les virus sont inactivés en
différents laps de temps (Block, 2001b). L’efficacité antivirale dépend également de la
concentration, du pH et de la durée d’exposition (Huang et al., 2004). De nombreux auteurs ont
utilisé une solution d’APA a 0,2 a 0,35 % et ont obtenu un effet antiviral en quelgues minutes
(Huang et al., 2004). Wutzler et Sauerbrei ont obtenu une réduction de 4 log pour tous les titres
de virus testés (virus enveloppés et non enveloppés) lors de I'exposition a une solution d’APA a
0,2 % pendant une minute dans 80 % d’'éthanol ou pendant 5 minutes dans de I'eau (Huang et
al., 2004). Pour obtenir une réduction de 7,5 log du poliovirus de type 1, une solution d’APA a
0,04 % pendant 5 minutes suffit (Huang et al., 2004).

La plage de dosage est large pour les différents virus. Pour les phages, une concentration de 12
a 30 ppm d’APA pendant 5 minutes suffit, tandis que pour les virus entériques, une concentration
de 2.000 ppm d’APA pendant 10 minutes est nécessaire. Selon Evans et al., une solution d’APA
a 0,1 % est active sur les 8 virus animaux qu'’ils ont testés (Block, 2001b). Harakeh a étudié I'effet
antiviral de I'APA sur le poliovirus de type 1, I'échovirus de type 1, le virus Coxsackie B5, le
rotavirus humain, le rotavirus simien SA11l et le bactériophage f,. Les résultats ont montré que
des concentrations relativement élevées d’APA étaient nécessaires pour obtenir une inactivation
significative. Le rotavirus humain était le plus résistant et nécessitait 140 ppm pour obtenir une
inactivation de 99,99 %. Néanmoins, cette concentration est beaucoup plus basse que les 2.000
ppm nécessaires pour inactiver les virus entériques, selon Sprossig (Block, 2001b). Le rotavirus
simien SA11l était le plus sensible. Les trois entérovirus (poliovirus de type 1, échovirus et virus
Coxsackie B5) ont réagi de la méme maniére, tandis que le bactériophage était moins résistant
que les entérovirus.

Le matériel organique et les matiéres solides en suspension ont un effet négligeable sur 'activité
virucide de 'APA (Harakeh, 1984). L'APA est actif en I'absence de matériel organique et possede
une bonne hydrosolubilité. Il peut étre utilisé sous une forme liquide ou gazeuse (Malchesky,
2001).
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7.5.1.2.2. Données chimiques

L’APA est un peroxyde de formule structurale CH3;C(O)OOH. Dans I'eau (a un pH acide), il existe
un équilibre entre l'acide acétique (CHsCO), I'H,O, et l'acide peracétique. Lors de la
décomposition, de I'eau, de I'oxygene et du CO, sont formés. Les concentrations égales ou
supérieures a 5 % sont corrosives et inflammables et se dégradent en libérant de I'O,. Les
peroxydes sont thermodynamiquement instables, ce qui signifie que pour une solution d’APA a
0,2 % dans de l'eau distillée conservée a 20°C, la quantité d’APA tombe a 0,1 % aprés 4
semaines. Les solutions d’APA sont plus stables a un pH faible (Malchesky, 2001).

7.5.1.2.3. Applications médicales
L'’APA est notamment utilisé comme agent de stérilisation pour les dialyseurs, les instruments
médicaux et les os et tissus collagéniques destinés a étre implantés ainsi que comme agent de
décontamination pour les lentilles de contact et la peau et en remplacement des pansements de
plaies (Malchesky, 2001).

7.5.1.2.4. Toxicité
L'APA est irritant et corrosif. Au contact de la peau, I'APA est irritant a des concentrations de 3,4
% ou plus. Au contact des yeux, une concentration d’au moins 0,35 % est irritante. Pour la
plupart des applications, une concentration de moins de 0,35 % (3.500 ppm) est utilisée. Des
études de la génotoxicité ont donné des résultats variables pour 'APA. Un produit de dégradation
de I'APA, le H,0,, est génotoxique s'il n'est pas métabolisé. La présence d’enzymes hépatiques
permet la métabolisation du H,O, en eau et oxygéne. L'APA n’est pas classé comme un
carcinogéene et ne peut pas étre considéré comme tel sur la base des données disponibles,
lesquelles ne sont pas concluantes ni complétes (Malchesky, 2001). La seule étude sur le
potentiel carcinogéne de 'APA a été publiée par Bock en 1975 (Malchesky, 2001).
La peau de souris a été badigeonnée 5 fois par semaine avec :
i) 0,2 mlde solution d’APA a 1 % dans de I'acétone,
i) une solution d’APA a 2 % dans de I'eau ou
i) de l'eau.
Trois des 30 souris traitées avec I’APA ont développé des tumeurs cutanées aprés 26 semaines.
Le groupe APA (APA dans l'acétone ou l'eau) auquel appartenaient ces souris n'a pas été
communiqué (Malchesky, 2001). Selon Malchesky, I'APA ne posséde pas de composants
résiduels toxiques (Malchesky, 2001).

7.5.1.2.5. Application aux allogreffes

7.5.1.25.1. Peau

Avantages

Comme désinfectant pour des allogreffes cutanées, Lomas a utilisé de I'APA a des
concentrations de 0,35 %, 0,1 % et 0,035 % (v/v), appliqué sous agitation pendant 3 heures a
température ambiante. Le pH de la solution d’APA a été adapté a I'aide de 1 N NaOH de maniere
a atteindre 7,0. Aprés 3 ringages dans un tampon phosphate (PBS), la peau a été mise a incuber
dans du glycérol a 50 % pendant 4 heures a 37°C, puis transférée dans du glycérol a 85 % et
incubée dans les mémes conditions pendant 4 heures. Une durée d'incubation d’au moins 90
minutes est nécessaire pour que 'APA pénétre dans les follicules pileux et dans les micro-
organismes situés plus profondément dans la peau et protégés par les lipides cutanés. Une
concentration de 0,35 % d’APA a provoqué des dommages histologiques significatifs aux greffes
de tissus mous. Le protocole utilisant une solution d’APA a 0,1 % combinée a une conservation
dans du glycérol a 85 % n’a pas présenté d'effets négatifs sur la biocompatibilit¢ de la peau
testée in vivo. L’épiderme est resté fixé au derme et aucune modification de la structure du derme
papillaire ou réticulaire n'a été observée (Lomas et al., 2003). Aucun des échantillons de peau
traité n'a présenté de toxicité lors de cultures de fibroblastes cutanés humains; en d'autres
termes, aucune zone d’inhibition de la prolifération des fibroblastes n’était visible autour de la
biopsie cutanée. La sensibilité a la digestion de la collagénase des biopsies cutanées traitées a
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I'APA n’était pas plus élevée. Il n'existait pas de différence significative en ce qui concerne la
production de TNF-a (Tumor Necrosis Factor) monocytaire (activité pro-inflammatoire de la peau
traitée) entre les monocytes des biopsies cutanées traitées et les monocytes des biopsies
cutanées non traitées (Lomas et al., 2003).

Huang a également rapporté qu’'un derme acellulaire stérilisé a 'APA conserve son intégrité
structurale, avec une structure papillaire/réticulaire nette, une membrane basale continue avec
collagéne de type IV, une lamina densa, des fibrilles d’ancrage et une matrice dermique
contenant du collagéne, de I'élastine et des glycosaminoglycanes a I'architecture normale (Huang
et al., 2004).

Inconveénients

Le derme acellulaire stérilisé a I'APA peut favoriser la prolifération des kératinocytes et des
fibroblastes, en particulier s’il est conservé dans du glycérol ou du propyléne glycol. Si les
substrats dermiques étaient traités uniqguement a I’APA et n’étaient pas conservés au moyen de
glycérol ou de propyléne glycol, la couche de kératine produite dans les composites serait
généralement fine, voire inexistante. Une amélioration a été observée lorsque le derme traité a
I'APA a été ensuite préservé au moyen de glycérol ou de propyléne glycol (Huang et al., 2004).

7.5.1.25.2. Os

Avantages

Le traitement de I'os au moyen d’APA ne détruit pas la morphologie et la structure de I'os
(Dychdala, 2001). Pruss a utilisé un modele de blocs d'os spongieux pour évaluer I'effet
inactivant de I'APA et de I'éthanol sur différents virus. Les virus testés étaient le virus de la
pseudo-rage, le virus de la diarrhée bovine, le HIV de type I, le parvovirus porcin, le poliovirus et
le virus de I'hépatite A (HAV) (Pruss et al., 1999). Le traitement de blocs d’'os spongieux en
suspension dans une culture virale, au moyen d’une solution d’APA a 1 % dans 24 % d’'éthanol
pendant 4 heures a température ambiante et a basse pression (200 mbar), a mis en évidence
une réduction de plus de 4 logio de linfectivité virale (Median tissue culture infective dose:
TCIDso) pour le virus de la pseudo-rage, le virus de la diarrhée bovine, le parvovirus porcin et le
poliovirus. Le HIV-2 s’est inactivé spontanément dans les blocs traités a I'APA mais aussi dans
les blocs de contréle. De ce fait, seule une réduction de 1,6 log;o a été obtenue pour le HIV-2. Le
HAV n'a pu étre inactivé que par le dégraissage au moyen d’'un mélange de chloroforme et
méthanol (réduction de 7 logy), tandis qu’aprés un traitement a I'APA, une réduction de 2,9 logo
seulement a été obtenue. En effet, la diffusion de 'APA dans I'os est limitée. Par conséquent, la
barriére graisseuse inhibant la pénétration doit d’abord étre éliminée au moyen d’'un mélange de
chloroforme et méthanol, par exemple. Soulignons que I'étude de Pruss n’'a été validée que pour
des blocs d’os < 15 mm? et n’est donc pas nécessairement valable pour les grandes allogreffes
structurales (Pruss et al., 1999).

7.5.1.2.5.3. Tendons

Avantages

Scheffler a étudié des allogreffes osseuses humaines os-rotule-os appariées traitées au moyen
d’'une solution de 2 % d'acide acétique, 96 % d’éthanol (stérilisation acide peracétique-éthanol :
PES) et d’eau physiologique (v/v/v 2/1/1) ou congelées fraiches. Les propriétés visco-élastiques
(contrainte, fluage) et mécaniques ont été étudiées, respectivement, au moyen d'une charge
cyclique inférieure au maximum et de tests de charge jusqu’'a I'’échec. Aucune différence
significative n'a été observée entre les deux groupes en ce qui concerne ces propriétés. Le fait
que le fluage (creep) ou perte intrinseque de tension n’ait pas varié indique que les éléments
élastiques tels que les fibres de collagéne et leurs tissus conjonctifs ne sont pas modifiés de
maniére substantielle par la PES (Scheffler et al., 2005).

Inconvénients

Les allogreffes de tendons humains traitées au moyen du protocole cutané a I'APA (Lomas et al.,
2003) (0,1 % APA v/v pendant 3 heures a température ambiante sous agitation) sont beaucoup
plus sensibles a la digestion de la collagénase que les biopsies cutanées. Une intervention
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chirurgicale s’'accompagne toujours d’'une réponse inflammatoire durant laquelle des leucocytes
activés produisent des collagénases qui peuvent éliminer la matrice tissulaire endommagée. Une
allogreffe pourrait ainsi étre dégradée et résorbée rapidement (Lomas et al., 2003).

7.5.1.2.5.4. Valves cardiaques
Avantages
Farrington a étudié différentes concentrations d’APA (0,1 % et 0,35 %) en ce qui concerne leur
effet antiviral et les dommages causés aux valves cardiaques. Le HSV de type | (HSV-I) et le
poliovirus de type | ont été testés. Tant la concentration de 0,1 % d’APA (utilisé avec 25 %
d’éthanol pendant 15 minutes a 20°C) que celle de 0,35 % d’APA (10 minutes a 20°C)
possédaient un effet antiviral de plus de 2 log,, de réduction (Farrington et al., 2002).

Inconveénients

La morphologie des valves cardiaques traitées avec la concentration de 0,35 % d’APA a montré
des dommages étendus au niveau des cellules endothéliales, notamment. La périodicité de la
coloration des glycosaminoglycanes (GAG) le long des fibres de collagene a diminué. Les effets
mécaniques du traitement par APA ont été étudiés. Le module d’élasticité, en tant que paramétre
de la rigidité des tissus, a diminué avec le traitement au moyen de la concentration de 0,35 %
d’APA. L'élasticité du tissu ou crimp du collagéne a augmenté. Les temps de relaxation T1 et T2
ont diminué, T1 faisant référence a la mobilité des fibres principales dans le tissu environnant.
Avec la concentration de 0,21 % d’APA, toutefois, tous ces paramétres sont restés inchangés par
rapport au tissu de contrble. Cependant, lorsque cette concentration plus faible de 0,21 % d’APA
était combinée a une préservation dans du glycérol ou une cryoconservation comme méthode de
conservation, le module d’élasticité et le temps de relaxation T2 présentaient des modifications.
Néanmoins, comme I'élasticité est conservée avec la concentration de 0,21 % d’APA combinée a
une préservation dans du glycérol ou une cryoconservation, la structure collagénique des valves
ne serait pas atteinte de maniére significative (Farrington et al., 2002). Cette concentration plus
faible s’est avérée efficace comme désinfectant et a eu peu dimpact sur les propriétés
biomécaniques ou morphologiques des valves traitées 6 mois aprés leur implantation chez des
moutons (Lomas et al., 2003).

7.5.2. Chlorhexidine

7.5.2.1. Activité biocide

La chlorhexidine est active sur les bactéries végétatives a Gram positif et, dans une moindre
mesure, a Gram négatif (WIP, 2004). Elle est inactive sur les spores, sauf a des températures
élevées. Les bacilles acido-résistants sont inhibés mais pas tués par les solutions aqueuses. En
général, les levures et les dermatophytes sont sensibles, bien gu'il existe des variations entre les
especes (Denton, 2001). L'infectivité de certains virus lipophiles (par exemple les virus
enveloppés tels que le virus de la grippe, le HSV et le HIV) est inactivée rapidement par la
chlorhexidine, bien que les solutions aqueuses ne soient pas actives contre les petits virus a
enveloppe protéique (notamment de nombreux virus entériques, le poliovirus, le papillomavirus —
virus sans enveloppe). Une étude in vitro a confirmé l'effet de la chlorhexidine sur le HIV. Une
solution de lavage des mains de chlorhexidine a 4 % et une solution de chlorhexidine a 0,5 %
dans 70 % d’alcool ont toutes deux permis d’obtenir une efficacité de 100 % contre le HIV-1
aprés un temps de contact de 15 secondes (Denton, 2001).

7.5.2.2. Données chimiques
La chlorhexidine est un 1,6-di-(4-chlorphényl-diguanido)hexane, un bisbiguanide cationique. En
général, les sels de chlorhexidine sont plus solubles dans l'alcool que dans I'eau. Le gluconate
de chlorhexidine ne peut pas étre ajouté directement a I'alcool pur car une précipitation risque de
se produire. La chlorhexidine est compatible avec les cations tels que les dérivés de 'ammonium
quaternaire (QCA) mais est incompatible avec les anions anorganiques. Les solutions aqueuses

de chlorhexidine sont les plus stables a un pH de 5 a 8. Dans cette plage de pH, l'activité
antibactérienne varie selon le micro-organisme et le tampon utilisé (Denton, 2001).
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7.5.2.3. Applications médicales

Désinfection cutanée;

Désinfection chirurgicale des mains;

Désinfection hygiénique des mains;

Désinfection préopératoire du corps;

Prévention des infections urinaires;

Désinfection obstétricale de la région périanale;

Désinfection des brQlures au gluconate de chlorhexidine en solution aqueuse (0,01 % a
0,05 %) (Denton, 2001).

7.5.2.4. Toxicité
Les rapports d'effets indésirables de la chlorhexidine sont rares. Il n’existe pas de preuves de
carcinogénicité.

Une concentration de 0,05 % de chlorhexidine n'a pas d’effet néfaste sur la cicatrisation des
plaies ou le traitement des blessures. La cytotoxicité lors de la cicatrisation des plaies est
contradictoire. Selon certains auteurs, la chlorhexidine favorise la cicatrisation des plaies, tandis
que d’'autres pensent qu’elle est cytotoxique pour les fibroblastes (Denton, 2001). Des solutions
concentrées de 20 % de gluconate de chlorhexidine abiment la peau.

En cas de contact direct avec le sang (administration intraveineuse), il se produit un effet
stromalytique sur les érythrocytes en raison de I'activité tensioactive de la chlorhexidine.

La chlorhexidine exerce la plus grande toxicité sur le tissu neural : le contact avec le cerveau et
les méninges doit étre évité. Des dommages vestibulaires et cochléaires ont été associés a
I'utilisation d'une concentration de 0,05 % de chlorhexidine dans 70 % d’alcool. Des
concentrations de 1 % de chlorhexidine provoquent une conjonctivite, tandis que des
concentrations de 2 % de chlorhexidine sont cytotoxiques pour I'épithélium de la cornée et la
conjonctive (Denton, 2001). Aucun effet toxique visuel n'a été rapporté avec des concentrations
inférieures a 1 % (Denton, 2001). Les formulations avec des alcools doivent étre tenues a I'écart
des yeux.

Apres l'exposition de cellules osseuses cultivees a des concentrations de 1 % et 4 % de
gluconate de chlorhexidine, Bhandari et al. ont observé une diminution de I'activité de la
phosphatase alcaline (et donc des ostéoblastes) ainsi qu'une réduction de la formation de
nodules osseux. Cette constatation laisse supposer un effet toxique direct du gluconate de
chlorhexidine sur les ostéoblastes (Bhandari et al., 2001).

7.5.2.5. Application aux allogreffes

7.5.2.5.1. Os/tendons
Inconvénients
Burd et al. ont étudié la concentration et le volume de gluconate de chlorhexidine nécessaire pour
décontaminer des allogreffes tendon-os. lls ont conclu que 3 litres d’'une solution de gluconate de
chlorhexidine & 2 % étaient nécessaires. lls ont attiré I'attention sur les effets néfastes décrits en
association avec le gluconate de chlorhexidine lors de la décontamination des tissus :

1) Toxicité accrue sur les granulocytes polymorphonucléaires et réduction de I'efficacité

phagocytaire;

2) Synovite réactive intra-articulaire et chondrolyse;

3) Morbidité post-opératoire accrue.
Selon Wilson et al. également, une concentration de 0,05 % de diacétate de chlorhexidine a
produit une ulcération synoviale, une inflammation et une accumulation intra-articulaire de fibrine
chez des chevaux (Burd et al., 2000).
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7.5.3. Dérivés du chlore
7.5.3.1. Dioxyde de chlore

7.5.3.1.1. Activité biocide
Le dioxyde de chlore inactive les entérovirus, les poliovirus, le rotavirus et le HIV. L'inactivation
du poliovirus est plus efficace a un pH de 10,0 qu’a un pH de 6,0 (Knapp & Battisti, 2001) et
s'avere liée a la concentration de dioxyde de chlore. Lorsqu’une solution de dioxyde de chlore se
décompose en chlorite et chlorate, I'activité antivirale diminue, ce qui confirme I'activité antivirale
du radical libre dioxyde de chlore (Knapp & Battisti, 2001).

7.5.3.1.2. Données chimiques
Le dioxyde de chlore contient un atome de chlore et deux atomes d’'oxygéne et existe presque
exclusivement sous la forme d’un radical libre monomére. A température ambiante, il prend la
forme gazeuse. Le dioxyde de chlore est hydrosoluble. A I'état de gaz, le dioxyde de chlore est
stable & des concentrations de 10 % ou moins a la pression atmosphérique (Knapp & Battisti,
2001).

7.5.3.1.3. Applications (médicales)
Le dioxyde de chlore est utilisé dans la désinfection de I'eau potable, des légumes et des fruits
(Knapp & Battisti, 2001). Le traitement du sang et des produits sanguins est proposé afin de
réduire l'infectivité du HIV dans le sang et le risque de transmission de maladies lors de la
transplantation de la sclérotique et de la cornée (brevet américain) (Knapp & Battisti, 2001).

7.5.3.1.4. Toxicité
Lorsque le dioxyde de chlore est ingéré, il est métabolisé et excrété sous forme de chlorure et
chlorite. Toutefois, en présence d’humidité et d’'une exposition a la lumiére, I'état gazeux du
dioxyde de chlore peut donner lieu a la formation d’'un mélange d’acides (Knapp & Battisti, 2001).
La littérature sur la carcinogénicité du dioxyde du chlore est peu abondante. Selon les données
disponibles, il n'est pas carcinogéne (Knapp & Battisti, 2001).

7.5.3.1.5. Application aux allogreffes

7.5.3.1.5.1. Valves cardiaques
Dans I'étude de Farrington, du dioxyde de chlore (Dexit, Genesis Medical) a également été testé
pendant 10 minutes sur des fragments de myocarde contaminés par le HSV de type | et le
poliovirus de type |. Ce traitement a réduit le titre des deux virus d’environ 3 log;o. La microscopie
électronique avec coloration au bleu de cuproline n’a montré que de légéres modifications des
cellules endothéliales des valves (Farrington et al., 2002). La périodicité de la coloration des GAG
le long des fibres de collagéne avait diminué (Farrington et al., 2002).

7.5.3.2. Hypochlorites

7.5.3.2.1. Activité biocide
L’hypochlorite de sodium et I'eau de Javel, principalement, sont utilisés comme hypochlorites. En
Belgique, I'eau de Javel ménagére posséde 8 a 10 degrés chlorométriques et contient environ 30
g (2,5 %) de chlore actif par litre. Afin que I'action bactéricide soit suffisante, la concentration
d’eau de Javel doit dépasser 5 % (Reybrouck et al., 2000b). Les hypochlorites se sont avérés
des agents germicides puissants permettant de maitriser un large spectre de micro-organismes
(Dychdala, 2001). Des concentrations faibles de chlore libre (100 ppm = 0,01 %) sont capables
de tuer rapidement (5 minutes) des bactéries végétatives. Pour une activité mycobactéricide
fiable, des concentrations plus élevées sont nécessaires (1.000 ppm). Les virus, y compris le HIV
et le HBV sont inactivés en 5 minutes par une solution contenant 1.000 ppm de chlore (WIP,
2004). Grabow et al. ont montré que l'inactivation des virus au moyen d'une concentration
indéterminée d’hypochlorite de sodium différait selon le pH de la solution. Le HAV est tué plus
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rapidement dans de I'hypochlorite de sodium que les bactéries acido-résistantes et le poliovirus
(Grabow et al., 1983). Les micro-organismes sporulants sont environ 10 a 1.000 fois plus
résistants au chlore que les formes végétatives. Les spores de moisissures sont également
assez résistantes au chlore et nécessitent une solution de 135 a 500 ppm d’hypochlorite (0,01-
0,05 %) pour obtenir une inactivation en gquelques minutes. La résistance sélective des micro-
organismes au chlore peut étre compensée par une concentration plus élevée, un pH plus faible
ou une température plus élevée (Dychdala, 2001).

7.5.3.2.2. Toxicité
Les hypochlorites ne sont pas toxiques pour I'homme aux concentrations diluées ordinaires telles
que 0,01 % a 1 % de chlore actif/litre (Dychdala, 2001; Belgochlor, 2005). L'eau de Javel non
diluée est nocive pour la peau (dermatite de contact) et les ongles. Les vapeurs sont génantes,
voire toxiques, pour les voies respiratoires (Belgochlor, 2005).

On ne retrouve aucune trace dans la littérature de I'utilisation des hypochlorites dans le cadre de
la décontamination des allogreffes.

7.5.4. Agents alkylants

7.5.4.1. Formaldéhyde
Le formaldéhyde ou formol est un gaz incolore. Il est fortement soluble dans I'eau. Son action est
influencée de maniere négative par le matériel organique (Reybrouck et al., 2000a).

7.5.4.1.1. Activité biocide

A une concentration élevée, le formaldéhyde est hautement biociden : il tue toutes les cellules
vivantes. A la concentration de 1 % généralement utilisée, il est fortement bactéricide, fongicide,
tuberculocide (surtout sur les mycobactéries non tuberculeuses) et virucide (Reybrouck et al.,
2000a). Pour une action sporicide, des concentrations élevées sont nécessaires (Reybrouck et
al., 2000a). Les micro-organismes sont tués par alkylation avec des groupes amines et
sulfhydryles de protéines et des atomes d'azote du cycle des bases puriques telles que la
guanine (Favero & Bond, 2001).

7.5.4.1.2. Toxicité
Le formaldéhyde est toxique et mutagéne. Les gaz sont irritants pour les muqueuses et la
conjonctive. On tente de réduire la toxicité en diminuant la concentration et en ajoutant des sels
d’ammonium quaternaire (Reybrouck et al.,, 2000a). La libération du formaldéhyde du tissu
collagénique peut durer plusieurs semaines (Favero & Bond, 2001).

7.5.4.1.3. Application aux allogreffes

7.5.4.1.3.1. Osselets
Le formaldéhyde a été utilisé pour la conservation des osselets (Angermann & Jepson, 1991,
Sataloff & Roberst, 1986). Janssens de Varebeke et al. (1998) ont étudié si aprés le traitement au
formaldéhyde des osselets de patients positifs pour le HIV, le HIV était encore détectable au
moyen d’une PCR. Un des osselets appariés de cinq patients décédés du SIDA a été traité dans
une solution tampon de formaldéhyde a 4 % (pH 5,6), a 4°C pendant 2 semaines, puis a été
conservé pendant 2 semaines dans une solution de Cialit (sodium-2-éthyl-mercuri-mercapto-
benzoxazole-5-carboxylique acide) dilué avec de I'eau selon un rapport de 1 :5.000. Les osselets
traités ont ensuite été conservés dans des tubes secs a -70°C. L'autre osselet de la paire n'a pas
été traité (contrble) et a été lavé a I'eau physiologique, séché et conservé a -70°C. Tous les
osselets ont été broyés et 'ADN proviral du HIV-1 a été recherché par PCR. Les 5 osselets
traités étaient négatifs en ce qui concerne la présence d’ADN proviral du HIV-1. En revanche,
trois des cing osselets non traités contenaient de ’ADN proviral. Cette étude montre que le
traitement décrit des osselets est slr et permet d'éviter le risque de transmission du HIV
(Janssens de Varebeke et al., 1998).
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Meylan et al. ont étudié [l'effet antiviral d'un traitement de 24 heures au moyen du
paraformaldéhyde a 5 %, 0,5 % et méme 0,05 % dune part sur une lignée cellulaire
lymphoblastoide T et d’autre part sur des fragments de dure-mére lyophilisés imprégnés de
cellules infectées par le HIV et de HIV acellulaire. La dure-mére lyophilisée a été utilisée afin de
retenir le virus dans le tissu conjonctif et de déterminer si le virus peut étre protégé contre des
agents antiseptiques dans cette situation. Chacune de ces concentrations a inhibé compléetement
I'infectivité du HIV et une réduction de plus de 5 log a été observée dans la charge virale
cultivable (Meylan et al., 1996).

7.5.4.2. Glutaraldéhyde

7.5.4.2.1. Activité biocide

Dans les produits désinfectants, le glutaraldéhyde est généralement utilisé en solution de 2 % a
laquelle du bicarbonate de sodium ou un tampon est ajouté pour activer la solution. Le
glutaraldéhyde est un des désinfectants les plus actifs : il tue non seulement les bactéries
végétatives, les mycobactéries et les virus (y compris le HBV, le HCV et le HIV), mais aussi les
moisissures et les spores (Reybrouck et al., 2000a). Les virus lipophiles enveloppés sont
généralement moins résistants que les virus non lipophiles (poliovirus, échovirus et virus
Coxsackie, par exemple). Il existe une différence de sensibilité entre les différents types
d’échovirus. Le glutaraldéhyde s’est également avéré efficace contre le rotavirus, le poliovirus
acellulaire, le poliovirus cellulaire et le calicivirus félin (apparenté au virus de Norwalk) (Scott &
Gorman, 2001). Le HAV est inactivé de maniére dépendante du temps et de la concentration. Le
HIV (acellulaire et cellulaire) a été inactivé en 2 minutes par une solution de glutaraldéhyde a 2
%. Le glutaraldéhyde est un des rares agents capables d’inactiver le HIV en présence de sang et
lorsque le virus est protégé par I'association avec des cellules et membranes cellulaires (Scott &
Gorman, 2001). La solution reste active en présence de matériel organique (Scott & Gorman,
2001). Lors de 'immersion dans une solution a 2 %, la stérilisation est atteinte apres 6 heures de
temps de contact. Un objet est désinfecté en 10 minutes (Reybrouck et al., 2000a).

7.5.4.2.2. Toxicité

Comme le formaldéhyde, le glutaraldéhyde est toxique pour toutes les cellules vivantes (Lomas
et al., 2003). Le glutaraldéhyde résiduel dans les bioprothéses et le glutaraldéhyde polymére
instable retenu dans le tissu réticulé ont été associés a des réactions inflammatoires, une
cytotoxicité, des calcifications et une absence d’épithélialisation (endothélium). Plusieurs auteurs
ont décrit la présence ou I'absence d’effets secondaires, mais lorsque des effets secondaires ont
été rapportés, des concentrations plus élevées de glutaraldéhyde avaient été utilisées (solutions
de 3 ppm de glutaraldéhyde, par exemple) (Jayakrishnan & Jameela, 1996).

7.5.4.2.3. Application aux allogreffes

7.5.4.2.3.1. Valves cardiaques/veines

La revue de Jayakrishnan & Jameela traite de I'application de glutaraldéhyde en vue de la
réticulation des bioprothéses telles que les valves cardiagues porcines, le péricarde bovin et les
veines de cordon ombilical humain. Des valves cardiaques traitées au glutaraldéhyde ont été
implantées a plusieurs milliers de patients, avec un taux de réussite clinique élevé. Ces valves se
sont avérées réduire avec succes la détérioration mécanique et structurelle des valves ainsi que
les infections post-opératoires (Jayakrishnan & Jameela, 1996). Selon Jashari et al. (2004),
toutefois, cette technique, si elle est appliquée sur des valves cardiaques humaines, entraine une
défaillance rapide des valves en raison de la dégénérescence et de la rupture de celles-ci.
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7.5.5. Antiseptiques mercuriels organiques

7.5.5.1. Activité biocide

Le merthiolate (thimérosal-thiomersal) et le Cialit sont des composés organiques du mercure qui
possedent des propriétés bactériostatiques et fongistatiques (Angermann & Jepsen, 1991; Weber
& Rutala, 2001). Le thimérosal a été fréquemment utilisé comme composé bactéricide du
mercure a des concentrations de 0,001 % a 0,1 % (Weber & Rutala, 2001). Le Cialit ne posséde
pas de propriétés antivirales. Le risque d’infections virales telles que le HIV et I'hépatite constitue
donc une raison de ne pas l'utiliser comme moyen de préservation du cartilage, selon Dickson &
Inglis (1988). Roder et al. ont confirmé que le Cialit n'a pas d’'effet sur le HIV a une concentration
de 0,2 pg/ml (Roder et al., 1992). Comme le thiomersal est utilisé comme conservateur dans
certains vaccins vivants atténués (grippe, par exemple), nous pouvons en déduire qu’il ne
posséde probablement pas d’effet antiviral.

Les dérivés du mercure sont fortement inactives par le matériel organique (Reybrouck et al.,
2000a).

7.5.5.2. Toxicité
Le thimérosal provoque des réactions allergiques (d’hypersensibilité) telles qu'une kérato-
conjonctivite lors de l'utilisation de lentilles de contact et une dermatite de contact (Weber &
Rutala, 2001). Cette substance est sensible a la lumiere, ce qui peut réduire son efficacité
(Glowacki, 2005). Le Cialit se diffuse plus facilement et est moins photosensible que le thimérosal
(Cookson et al., 1988).

7.5.5.3. Application aux allogreffes

7.5.5.3.1. Os

Selon Tomford et al., les composés organiques du mercure ne conviennent pas pour conserver
des allogreffes osseuses, en raison de leur toxicité. En outre, la conservation dans ces solutions
ne peut avoir lieu de maniére slre que pendant de courtes périodes (Tomford et al., 1983). Le
Cialit réduirait I'antigénicité de certains composants tissulaires (Cookson et al., 1988). Guntz
(1954) et Sciffert (1971 et 1972) ont préservé des greffons osseux et des tendons dans du Cialit
(McGlynn & Sharpe, 1982).

Munting et al. (1988) ont rapporté que le merthiolate (0,01 - 0,02 %) n'avait pas d'effet
destructeur sur la DBM, mais les auteurs ont considéré cette technique comme insuffisante car le
merthiolate n’est pas actif sur les spores (Glowacki, 2005).

7.5.5.3.2. Osselets

Marquet a introduit I'usage otologique du Cialit. Il a préféré le Cialit au formaldéhyde comme
conservateur car le Cialit préserve mieux la compliance naturelle de la greffe. Le formaldéhyde
rend le tissu plus rigide que la normale (Sataloff & Roberts, 1986). Il y a peu de temps encore, les
osselets étaient surtout conservés dans du Cialit (Angermann & Jepsen, 1991). Hittenbrink et
Weidenfeller ont constaté qu’'une solution de Cialit a 1:5.000 n'offrait pas une action
antibactérienne suffisante et ont préféré conserver les osselets d’abord dans une solution tampon
de formaldéhyde a 4 %, selon Perkins. Pour la conservation de plus longue durée, du Cialit peut
étre utilisé ensuite (Hlttenbrink & Weidenfeller, 1990). Strauss et al. (1983) avaient déja
recommandé cette méthode précédemment afin de diminuer ['antigénicité des osselets
(Huttenbrink & Weidenfeller, 1990).

Meylan et al. ont étudié I'effet antiviral d'un traitement de 24 heures au moyen de Cialit a raison
de 1 ou 0,2 mg/ml, d’'une part sur une lignée cellulaire lymphoblastoide T et d’autre part sur des
fragments de dure-mere lyophilisés imprégnés de cellules infectées par le HIV et de HIV
acellulaire. La concentration de 1 mg/ml de Cialit a réduit I'infectivité de plus de 5 logig, tandis
que la concentration de 0,2 mg/ml a permis une réduction de 2 log;o. Les auteurs ont conclu
gu’une fixation au formaldéhyde est nécessaire pour obtenir une diminution sdre de la viabilité du
HIV (Meylan et al., 1996).
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Comme les antiseptiques contenant du mercure ont été retirés du marché, le traitement des
osselets par du Cialit a été abandonné et remplacé par un traitement au formaldéhyde comme
agent fixant et désinfectant (CSS 8298, 2008).

7.5.6. Alcools
7.5.6.1. Ethanol

7.5.6.1.1. Activité biocide

La principale propriété de l'alcool éthylique (éthanol) est de tuer les micro-organismes en un laps
de temps extrémement court (moins de 1 minute). Il est utilisé de préférence a une concentration
de 70 % en volume (Ali et al.,, 2001). L’'alcool éthylique est actif sur les bactéries, les
mycobactéries, les moisissures et les virus, mais il n’est pas sporicide (Reybrouck et al., 2000a).
Toutefois, Ali et al. ont constaté qu'il était inexact de dire que I'éthanol ne possédait pas d'action
sporicide. Les spores de Bacillus (B.) anthracis, par exemple, étaient tués aprés 48 heures en
présence d’'une concentration de 42 % a 100 % d’éthanol (Ali et al., 2001). L'éthanol & 70 % tue
les bacilles tuberculeux en 30 secondes (Ali et al., 2001). L'éthanol est actif contre les
moisissures en quelques heures (WIP, 2004). Il est actif contre les virus lipophiles enveloppés,
mais pas contre les virus hydrophiles (WIP, 2004). Le HAV, un virus sans enveloppe craint en
raison de sa résistance aux agents chimiques et physiques, n'a pas pu étre inactivé au moyen
d’éthanol a 70 % dans une étude de Rotter (1996) (Ali et al., 2001). L'efficacité de I'éthanol a 70
% (v/v) afin d'inactiver le HIV dépend de I'état du virus: sec ou en suspension (Druce, 2001). Le
virus acellulaire et cellulaire en suspension peut étre inactivé au moyen d'éthanol a 75 % (v/v). Le
HIV a I'état sec ne peut pas étre inactivé au moyen d'un traitement par éthanol & 70 % (v/v)
pendant 20 minutes (Druce, 2001). Le HBV a été considéré comme extrémement résistant aux
désinfectants chimiques (Ali et al.,, 2001). Bond et al. (1983) et Kobayashi et al. (1984) ont
constaté que le HBV était inactivé en 10 minutes par l'isopropanol a 70 % et en 2 minutes par
I'éthanol & 80 % (Ali et al., 2001).

Comme les spores et certains virus ne sont pas inactivés, il reste un élément d’incertitude si
I'alcool éthylique est la seule procédure de désinfection appliquée (Hallfeldt et al., 1995).

7.5.6.1.2. Toxicité

En général, I'alcool est toxique. A la suite d’une application locale répétée, la peau se desséche.
L'éthanol posséde un effet toxique sur les ostéoblastes : il provoque une inhibition de la synthese
de 'ADN dépendante de la dose. Bhandari et al. (2001) ont constaté une réduction significative
de l'activité de la phosphatase alcaline et une réduction de la formation de nodules osseux apres
une exposition a de I'éthanol a 10 %. Cette constatation laisse supposer un effet toxique direct de
I'éthanol sur les ostéoblastes. En outre, Hooe et Steinberg (1996) ont noté une nécrose osseuse
constatée au moyen d’examens histologiques sur des fémurs de rats apres I'action d’éthanol a 70
% pendant 10 minutes. L’effet sur le résultat final d’une reconstruction osseuse pourrait donc étre
influencé de maniere négative (Hooe & Steinberg, 1996).

7.5.6.1.3. Application aux allogreffes

7.5.6.1.3.1. Os

Bien gue I'éthanol dénature les protéines, les propriétés ostéo-inductrices de la matrice osseuse
ne sont pas atteintes (Angermann & Jepsen, 1991). L'éthanol est souvent utilisé, parallélement
au H,0O, et a I'éther, dans le traitement du tissu osseux allogéne. Il est difficile de déterminer la
vitesse de diffusion et la concentration de I'éthanol dans les allogreffes; cette connaissance serait
cependant utile pour les allogreffes de plus grandes dimensions (Hallfeldt et al., 1995). En
revanche, il est certain que I'éthanol peut pénétrer dans I'os cortical (Salzman et al., 1993).

Dans le rapport de cas de Simonds, ou trois receveurs ont été infectés par le HIV-1 par le biais
d’'allogreffes osseuses congelées non traitées provenant d’'un donneur contaminé par le HIV-1,
38 autres fragments osseux lyophilisés puis traités a I'éthanol ont été validés. A cet effet, les os
ont été nettoyés dans un bain a ultrasons contenant 30 % d’éthanol. lls ont ensuite subi un
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lavage pulsé afin d'éliminer la moelle osseuse et ont, pour terminer, subi un bref traitement a
I'éthanol a 100 %. Aucun de ces fragments osseux n'a donné lieu a la transmission du HIV-1
(Simonds et al., 1992).

7.5.6.1.3.2. DBM
L'éthanol & 50 % (pendant 24 h) n'a aucun effet néfaste sur les propriétés ostéo-inductrices de la
DBM, étant donné que I'éthanol entre dans sa préparation (Tomford et al., 1983; Hallfeldt et al.,
1995; Hooe & Steinberg, 1996).

7.5.6.1.3.3. Tendons

L’application d’éthanol a 70 % (v/v) en méme temps que de la chlorhexidine a 0,02 % en vue de
la décontamination de tendons humains est pratiquée depuis longtemps par I'Université
Catholique de Louvain et n'a jamais été associée a des effets indésirables tels qu'une synovite
ou une faiblesse de la greffe. L'éthanol pénétre dans un tendon épais selon un gradient de
concentration. Trois heures sont nécessaires pour qu’une concentration de 20 % d’éthanol soit
atteinte dans les parties plus profondes des tendons; cette concentration inactive le HIV in vitro
(Anastesescou et al., 1998).

7.5.6.1.3.4. Sclérotique
Apres le décollement de la cornée, le reste du globe oculaire est entierement débarrassé du tissu
superflu. Selon le CSS, la sclérotique peut étre préservée soit dans du formaldéhyde additionné
d’alcool, soit dans de I'éthanol. Dans I'éthanol & 70 %, la sclérotique est d’abord stabilisée, puis
conservée pendant une durée maximale de 5 ans dans de I'éthanol & 70 % au moins, a 4°C
(CSS 8293, 2007).

7.5.6.1.3.5. Osselets
L'alcool éthylique a 70 % a été utilisé par Sataloff et Roberts pour la conservation des osselets
(Angermann & Jepson, 1991). lls ont rapporté I'absence de problémes infectieux parmi les
receveurs d’'osselets conservés au moyen de cette méthode (Sataloff & Roberts, 1986).

7.5.6.2. Méthanol

7.5.6.2.1. Activité biocide
Le méthanol est un agent bactéricide efficace a des concentrations de plus de 50 %. Le méthanol
est actif sur des bactéries séches en I'absence d’eau, ce qui n’est pas le cas des autres alcools
(Ali et al., 2001). L’action sur les champignons nécessite une concentration plus élevée de
méthanol, par rapport a I'éthanol (Ali et al., 2001). Gordon (1925) a signalé que les virus
enveloppés tels que le virus de la vaccine étaient inactivés en 15 minutes par le méthanol & 80 %
(Ali et al., 2001).

7.5.6.2.2. Toxicité
Le méthanol provoque la cécité et le décés en cas d’ingestion (Intensivist, 2011; Methanex,
2006). Il est également toxique en cas de contact avec la peau et les yeux (Methanex, 2006).

7.5.6.2.3. Application aux allogreffes

7.5.6.2.3.1. Os

Le méthanol est principalement utilisé pour dégraisser les o0s. Ainsi, un rapport
méthanol/chloroforme de 1:1 est utilisé pendant 4 heures a 25°C (protocole d'Urist) (Kearny &
Lomas, 2004). Cette étape de nettoyage est trés importante pour les os et permet d’éliminer une
tres grande quantité de matériel organique renfermant potentiellement des micro-organismes.
Aprés un dégraissage de I'os au moyen de méthanol/chloroforme et un traitement par APA & 1 %
— éthanol a 24 %, les virus avec et sans enveloppe ont été inactivés en 5 minutes (Kao et al.,
1998; Malchesky, 2001). Toutefois, ceci ne démontre pas I'effet du méthanol pur.
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7.5.7. lode et iodophores

7.5.7.1. Mécanisme d’action

Les désinfectants a base d’iode peuvent étre subdivisés en trois grands groupes, selon le solvant
et les substances qui forment un complexe avec l'iode :

1) solutions aqueuses,

2) solutions alcooliques,

3) iodophores.
Tous possédent des propriétés chimiques et microbiologiques intrinséquement différentes
(Gottardi, 2001).

1) Solutions aqueuses :
L'iode élémentaire est peu soluble dans I'eau. L'ajout d'iodure permet d’améliorer sa solubilité.
Ainsi, la solution de lugol se compose d’'une solution d'iode hautement concentrée contenant 5 %
d’'iode et 10 % d’iodure de potassium. La solution de lugol est entierement soluble & chaque
dilution (Gottardi, 2001).

2) Solutions alcooliques :
L’iode s’équilibre avec les alcools en formant des complexes résultant en la formation de triiode
(Gottardi, 2001). Les solutions alcooliques a 1 % ou 2 % sont utilisées comme désinfectant
(Reybrouck et al., 2000a).

3) lodophores :

Les iodophores sont des molécules organiques polymeres capables de former des complexes
d’'iode et entrainant une diminution des concentrations d’équilibre de I'iode (Gottardi, 2001). Ces
polyméres vecteurs augmentent la solubilité de l'iode dans I'eau et servent de réservoir a partir
duquel I'iode libre est libéré lentement. Les iodophores sont donc solubles dans I'eau. En outre,
ces solutions possédent des propriétés tensioactives (WIP, 2004). La concentration des produits
disponibles dans le commerce est habituellement de 7,5 % a 10 % d’iode (Reybrouck et al.,
2000a). Le vecteur le plus utilisé est le polyvinylpyrrolidone (PVP) ou la povidone-iodine (PVP-I)
(WIP, 2004). L'activité maximale de la PVP-I est présente dans une solution de 0,1 % (WIP,
2004).

7.5.7.2. Activité biocide

Les alcools iodés sont fortement bactéricides, fongicides, virucides et tuberculocides, mais
possedent une action sporicide plus lente (Reybrouck et al., 2000a; Soyer et al., 2002; WIP,
2004). A la concentration usuelle de 7,5 % a 10 %, les iodophores (iodes liés & support) sont
bactéricides, fongicides et virucides, mais pas sporicides (WIP, 2004). Selon les données de
Wallhdusser (Gottardi, 2001) et le groupe de travail sur la prévention des infections (WIP-
Nederland), les spores sont tuées (WIP, 2004). Le spectre de l'iode est large et comprend des
virus entériques, des bactéries entériques, des kystes protozoaires, des champignons et
Trichomonas sp. (Soyer et al.,, 2002). Les formulations a base d'iode possédent une bonne
activité virucide. Une concentration de 0,8 % (p/v) d’iode inactive le HIV en 1 minute en présence
de sang (Reybrouck et al., 2000a). Le HIV acellulaire est inactivé de 30 a 60 secondes aprés
I'exposition a la PVP-1 & 0,5 % (p/v) (Druce, 2001).

7.5.7.3. Toxicité

Lors de l'application locale, les alcools iodés provoquent parfois une réaction allergique. Un
contact trop long avec la peau provoque une dermatite chimique.

Les iodophores peuvent également provoquer une allergie (Reybrouck et al., 2000a). Les doses
élevées d'iode libre (dans la teinture d'iode, par exemple) sont trés toxiques si elles sont
appliquées dans des cavités corporelles. Elles y provoquent un gonflement et une hémorragie
des muqueuses (Gottardi, 2001). Seules les solutions d’iodophores a 0,1 % peuvent étre utilisées
comme liquide de rincage dans les plaies et les cavités corporelles (WIP, 2004). Les préparations

_55_

Conseil Supérieur de la Santé
rue de I’Autonomie 4 e 1070 Bruxelles e www.css-hgr.be



F /120106

de PVP-l ne contiennent que de faibles concentrations d'iode moléculaire libre et ont été
introduites a l'origine afin d’éviter les effets toxiques (Gottardi, 2001).

Bhandari et al. (2001) ont testé I'action d’une solution de PVP-l a 1 % sur une plaque de cellules
osseuses cultivées. La densité cellulaire, le nombre d’ostéoblastes et la formation de nodules
osseux ont diminué. Par conséquent, le PVP-I posséde aussi un effet toxique. Hooe & Steinberg
(Hooe & Steinberg, 1996) ont évalué diverses solutions de décontamination sur des fémurs de
rats contaminés par P. aeruginosa et S. aureus. Le traitement au moyen d’une solution de PVP-I|
a 10 % pendant 15 minutes n’'a pas provoqué de modification histologique de la morphologie
osseuse normale. Néanmoins, il est possible que les protéines ostéo-inductrices (BMP) dans la
matrice de l'allogreffe soient détruites (Glowacki, 2005; Hooe & Steinberg, 1996; Severyns et al.,
1991). Severyns et al. (1991) ont montré que la PVP-l a 10 % est trés irritante pour I'endothélium
vasculaire, avec thrombose secondaire notamment. La substance s’est aussi avérée toxique pour
les granulocytes et les monocytes (Severyns et al., 1991).

7.5.7.4. Application aux allogreffes

7.5.7.4.1. Cornée

Pour la conservation au chaud ou au froid de la cornée, le globe oculaire est désinfecté au
moyen d’antiseptiques et/ou d’antibiotiques aprés décollement. La PVP-I peut étre envisagée
dans ce cadre (CSS 8293, 2007).

Pels et Vrensen ont montré que la toxicité de 2,5 mg/ml de PVP-I provoquait des dommages
directs aux fibroblastes in vitro. Toutefois, une concentration de 5 mg/ml ne s’accompagne pas
d'un risque de pénétration de liode dans le stroma cornéen et d’endommagement des
fibroblastes cornéens (Pels & Vrensen, 1999). En chirurgie ophtalmologique, la PVP-I semble
étre le seul antiseptique non toxique pour I'épithélium. Lors de la mise en banque de routine de la
cornée, une concentration de 5 mg/ml de PVP-I pendant 2 minutes réduit de maniere significative
la viabilité d’'un certain nombre d’agents contaminants microbiens des surfaces, mais en aucun
cas de la totalité d’entre eux. L'effet antiviral de ce rapport concentration/temps de la PVP-I n'a
pas été mentionné. Comme l'activité de la PVP-I diminue lors de I'exposition & des substances
organiques, il est conseillé déliminer d’abord le tissu musculaire, la conjonctive, la graisse
orbitaire et les autres tissus résiduels (Pels & Vrensen, 1999).

7.5.8. Agents tensioactifs
7.5.8.1. Détergents anioniques

7.5.8.1.1. Activité biocide
Les savons et détergents ménagers appartiennent a ce groupe. lls possédent surtout une action
nettoyante et ne peuvent pas étre considérés comme des désinfectants. Les micro-organismes
survivent dans les solutions et peuvent parfois s’y multiplier (Reybrouck et al., 2000).

7.5.8.1.2. Toxicité
Bhandari et al. ont étudié I'effet de différentes solutions de rincage sur le nombre et la fonction
des ostéoblastes et des ostéoclastes. Les solutions savonneuses conservent l'activité des
ostéoblastes (formation d’'un nodule osseux) malgré la diminution du nhombre d’ostéoblastes. Le
nombre d’'ostéoclastes est mieux conservé avec les solutions savonneuses gu’avec I'éthanol, la
PVP-I, les antibiotiques et le gluconate de chlorhexidine, par exemple (Bhandari et al., 2001).

7.5.8.2. Détergents cationiques

7.5.8.2.1. Activité biocide
Il s’agit du groupe principal d’agents tensioactifs germicides. Les QCA et les composés de
phosphonium appartiennent a ce groupe. Les propriétés bactéricides sont plutdt limitées. Ces
produits sont principalement actifs sur les bactéries a Gram positif. Les bactéries a Gram négatif,
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et plus particulierement Pseudomonas spp., sont résistantes. La prolifération de P. aeruginosa et
Burkholderia cepacia dans les solutions usuelles est dés lors possible (Reybrouck et al., 2000).
Les détergents cationiques ne présentent aucune activité contre les mycobactéries et les spores.
lls sont néanmoins fongicides et virucides contre les virus (enveloppés) lipophiles (Reybrouck et
al., 2000; WIP, 2004). Les concentrations usuelles sont généralement de 0,4 % a 1,0 % (WIP,
2004).

Les QCAs sont de bons désinfectants en ce qui concerne le HIV acellulaire. Toutefois, ils ne
possédent pas une activité satisfaisante sur les virus sans enveloppe et leur action diminue en
présence de matériel organique (Druce, 2001). Le chlorure de benzalkonium classique, bien
connu, appartient a la premiere génération des QCAs.

7.5.8.2.2. Toxicité
Les détergents cationiques sont peu ou non toxiques (Reybrouck et al.,, 2000). Cette
caractéristique est la principale raison de leur utilisation. lls provoquent peu souvent une irritation
qui, si elle survient, touche surtout la peau et les yeux (Reybrouck et al., 2000; WIP, 2004). Les
résidus éventuels ne sont pas dangereux.
Tarbox et al. ont évalué I'efficacité du chlorure de benzalkonium appliqué sur les plaies de rats.
Un échantillon d’'implant a été greffé dans les processus spinaux, puis la plaie a été exposée a
une suspension de 0,1 ml de S. aureus. Les tissus rincés au chlorure de benzalkonium a 0,1 %
n'ont pas présenté de modifications significatives en ce qui concerne le degré d’inflammation
postopératoire ou de cicatrisation de la plaie, par rapport aux plaies traitées a l'eau
physiologique. L'os et le cartilage paraissaient morphologiguement normaux dans les deux
groupes (Tarbox et al., 1998).
Le chlorure de benzalkonium est toxique pour I'ceil et peut provoquer une érosion et une
ulcération de la cornée. La LDs,! orale aigué est de 0,30 g/kg. Le chlorure de benzalkonium a
une concentration de 0,1 % dans I'eau ou dans 70 % d’alcool s’est révélé toxique pour l'oreille
moyenne. Selon la durée et la longueur de I'exposition, des dommages ont été causés au
vestibule et & la cochlée des oreilles moyennes exposées (Tarbox et al., 1998).

7.5.8.3. Détergents ampholytiques
lls possédent des propriétés similaires a celles des détergents cationiques (sous leur point
isoélectrique) (Reybrouck et al., 2000).
Une modification du pH entraine une modification de leur charge et de leurs propriétés

détergentes et émulsifiantes (Merianos, 2001).

7.5.8.4. Détergents non ioniques

7.5.8.4.1. Activité biocide
Tween 80 (polysorbate 80) et Triton-X appartiennent a ce groupe. Comme les détergents
anioniques, ils possedent surtout une action nettoyante (Reybrouck et al., 2000). Ce groupe est
surtout utilisé par lindustrie pharmaceutique en raison de sa faible toxicité, sa bonne
compatibilité et son excellente stabilité dans les systémes biologiques (Merianos, 2001). Les
esters de polyoxyéthyléne sorbitane d’'acides gras sont le groupe le plus utilisé et se retrouvent
surtout dans des formulations pharmaceutiques internes et externes (Merianos, 2001).

7.5.9. Stérilisation chimique Biocleanse®

BioCleanse® Tissue Sterilisation Process est une méthode de stérilisation chimique a basse
température congue par I'entreprise Regeneration Tecnhologies Inc. (Alachua, Etats-Unis). Ce
processus serait unique en ce sens qu'il élimine les bactéries, champignons, spores et virus avec
et sans enveloppe non seulement a la surface de I'os, mais aussi profondément dans l'os
(Vangsness, 2004). Il fait appel a des substances chimiques (solutions chimiques telles que le
H,O, et I'isopropanol) validées en vue de I'élimination des micro-organismes mais préservant la

! Lethal dose for 50 % of the tested population
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résistance des tissus et la biocompatibilité (RTIX, 2001). Cette technique détruirait aussi les
spores et préserverait I'intégrité mécanique de certaines allogreffes. L'efficacité de cette méthode
ressort de I'absence de rapports au sujet d’infections associées aux allogreffes de tissus traités
de cette maniére (données non publiées du CDC; Kainer et al., 2004). Cette technique ne peut
pas étre appliqguée sur des condyles fémoraux frais car des chondrocytes viables sont
nécessaires pour le maintien de la fonction de leur cartilage (Kainer et al., 2004). Dans une étude
comparative portant sur des greffes osseuses corticales traitées ou non au moyen de
Biocleanse®, ni Mroz et al. (2006), ni Mikhael et al. (2008) n'ont pu mettre en évidence de
modifications significatives en ce qui concerne les propriétés mécaniques de I'os (Mroz et al.,
2006; Mikhael et al., 2008). Jones et al. (2007) ont comparé des résultats similaires lorsque des
allogreffes os-rotule-os étaient soumises a la stérilisation par Biocleanse®: aucune modification
des propriétés mécaniques par rapport aux allogreffes non traitées.

7.5.10. CO, supercritique

7.5.10.1. Mécanisme d’action

Le CO, a été utilisé pendant un certain temps comme agent antimicrobien dans lindustrie
agroalimentaire, sous forme liquide ou gazeuse. Un traitement remplacant la pasteurisation des
aliments est une application plus récente du CO, supercritigue. Dans un systéme continu, le CO,
mis sous pression par un liquide est pulvérisé jusqu’au point de saturation. Le CO, pénétre ainsi
rapidement dans les micro-organismes. Lorsque la pression diminue, les cellules bactériennes se
lysent (McDonnell & Pretzer, 2001). Comme le CO, supercritique possede la densité élevée des
liquides, sa capacité de « solvant » est grande et comme il posséde la faible viscosité des gaz, sa
capacité de diffusion est élevée. Il est idéal pour extraire les substances des matrices poreuses
telles que les os. Cet état supercritique du CO, est atteint & une pression critique de 7,38 mPa et
une température critique de 31°C (McDonnell & Pretzer, 2001).

7.5.10.2. Activité biocide

Le CO, supercritique inactive de nombreux micro-organismes qui avarient les aliments, y compris
des bactéries acidorésistantes et des levures thermorésistantes. Chementator a obtenu une
pasteurisation compléte aprés 13 minutes a 35°C, a une pression de 200 mPa de CO, et un débit
de CO, de 29 kg/heure, dans de la sauce soja contaminée par des levures thermorésistantes
(McDonnell & Pretzer, 2001). Selon Bardonnet (Biobank, France), les virus les plus résistants
(tels que le parvovirus) présents sur des tétes fémorales ont pu étre inactivés au moyen d'un
traitement par CO, supercritique (Bardonnet, 2004). Les virus, le HIV-1, le virus Sindbis, le
poliovirus et le virus de la pseudo-rage ont été testés avec ce procédé par I'Institut Pasteur
(Paris) et ont été inactivés a raison de plus de 6 log;o (Bardonnet, 2004).

7.5.10.3. Toxicité
Le CO, supercritigue est sOr, non toxique, non corrosif, ininflammable et facile & obtenir
(Bardonnet, 2004).

7.5.10.4. Application aux allogreffes

7.5.104.1. Os

En France, la banque de tétes fémorales « Biobank » utilise la procédure au CO, supercritique
en vue de linactivation virale et de I'élimination des lipides, des résidus cellulaires et des
protéines médullaires. Les caractéristiques structurales de I'os sont ainsi préservées, avec la
carboxy-apatite et le collagene de type 1 (Bardonnet, 2004). Une étude comparative (Laboratoire
de Biomécanique de I'Ensam, Paris) a révelé que la contrainte de compression maximale (Smax)
et le module de Young (E) ne difféerent pas entre les os traités au CO, et les 0s non traités
(Bardonnet, 2004).

En raison de sa capacité a éliminer la moelle osseuse, le CO, supercritique pourrait aussi
améliorer l'intégration des os (Frayssinet et al., 1998). Frayssinet et al. (1998) ont constaté que
des os allogénes implantés chez des moutons aprés un traitement au CO, supercritique (12
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heures, 25 mPa, 50°C) étaient bien intégrés, contrairement aux os de contrble implantés qui
étaient presque entierement résorbés aprées 4 mois.

Fages et al. ont étudié I'effet antiviral du CO, supercritique sur le tissu osseux. Des réductions de
de plus de 4,0 logyo pour le HIV, plus de 4,3 logiq pour le virus Sindbis, plus de 6,6 log:o pour le
poliovirus et plus de 4,0 logy, pour le virus de la pseudo-rage ont été obtenues (Sofer, 2002).

7.6.STERILISATION PAR LE GAZ
7.6.1. Oxyde d’éthylene

7.6.1.1. Mécanisme d’action
L'oxyde d’éthyléne est un gaz qui possede une grande capacité de pénétration. La capacité
germicide du gaz est influencée par sa concentration, la température et 'humidité relative. Pour
chaque augmentation de 10°C de la température, I'activité de I'oxyde d’éthylene est triplée. La
stérilisation est généralement effectuée a une température comprise entre 50°C et 60°C
(Reybrouck et al., 2000b).

7.6.1.2. Activité biocide
Un cycle normal de stérilisation & I'oxyde d’éthyléne dure 240 minutes et inactive 10%° micro-
organismes, y compris des spores bactériennes (Kearny, 1998). L’oxyde d’éthyléne peut inactiver
des virus résistants aux agents chimiques tels que les entérovirus, le poxvirus et le parvorirus et
pourrait détruire le HIV et le HBV (Doherty et al., 1993). Selon Druce, I'oxyde d’'éthylene est une
méthode de stérilisation efficace en vue de linactivation du HIV (Brockbank & Silver, 2001;
Druce, 2001).

7.6.1.3. Toxicité
L'oxyde d’éthylene est cytotoxique (Lomas et al., 2001), tératogéne, mutagene et génotoxique
(Lomas et al., 2003; Reybrouck et al., 2000b).
En raison de son inflammabilité, le gaz doit étre manipulé avec prudence. Dés que I'air contient
plus de 3 % d’oxyde d’'éthyléne, il existe un risque d’explosion (Reybrouck et al., 2000).
L'oxyde d'éthyléne est un gaz toxique qui forme des produits de réaction toxiques tels que la
chlorhydrine d’éthyléne (Lomas et al., 2003). Cette chlorhydrine d'éthyléne peut persister dans
une allogreffe (Jackson et al., 1990). Bien que I'oxyde d’'éthylene ait été utilisé trés souvent dans
le passé pour la stérilisation d’allogreffes musculo-squelettiques, la plupart des banques de tissus
ont cessé de l'utiliser en raison des résidus chimiques potentiels dans les tissus (Brockbank &
Siler, 2001). Selon Veen, I'oxyde d’'éthylene et ses métabolites peuvent étre réduits au minimum
afin d’obtenir des allogreffes osseuses slres. Pour ce faire, il convient de recourir a un ringage
minutieux des greffes osseuses au moyen d'eau désionisée afin d’éliminer la graisse, la moelle
osseuse et les tissus mous. Ensuite, il faut exécuter un cycle a froid de stérilisation a I'oxyde
d’éthylene afin d'éviter les températures élevées, puis lyophiliser et aérer les greffes (Veen,
1994).
L'AATB a mis a disposition un tableau indiquant la quantité résiduelle maximale d'oxyde
d’éthylene ou de ses métabolites pouvant subsister dans les allogreffes aprés la stérilisation
(Brockbank & Siler, 2001). En Allemagne, la quantité résiduelle maximale d’oxyde d’'éthyléne est
beaucoup plus basse gu'aux Etats-Unis : quel que soit le poids du tissu, un maximum de 1 ppm
de résidus chimigues est autorisé (Bettin et al., 1999).

7.6.1.4. Application aux allogreffes

7.6.1.4.1. Peau

Avantages

Dans une étude de Chakrabarty et al., la stérilisation de la peau a I'oxyde d’éthyléne a provoqué
de légers dommages aux structures dermiques. Les dommages étaient surtout localisés dans le
derme réticulaire. Toutefois, si cette méthode était combinée avec un traitement préalable au
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glycérol, il y avait peu de dégats. Lors d'une stérilisation combinée au glycérol/oxyde d’éthyléne,
la matrice dermique présente une bonne morphologie, bonne flexion et bonne résistance a la
traction associées a de bonnes performances en ce qui concerne la production de « composites
dermo-épidermiques » reconstruits (Chakrabarty et al., 1999; Huang et al., 2004). Les Ag de la
membrane basale sont retenus apreés le traitement par oxyde d’'éthylene, ce qui est essentiel pour
'ancrage des kératinocytes in vitro (Chakrabarty et al., 1999).

Inconvénients

Etant donné les inquiétudes au sujet de la sécurité des produits de réaction de I'oxyde d’éthyléne
(chlorhydrine d’éthyléne), cette méthode de stérilisation est beaucoup moins utilisée au
Royaume-Uni, mais aussi dans d’autres pays d’Europe et aux Etats-Unis (Huang et al., 2004).

7.6.1.4.2. Os
Avantages
L'oxyde d’'éthyléne était autrefois la méthode de stérilisation de prédilection pour le tissu osseux.
Toutefois, aujourd’hui, son usage a reculé (au profit de Iirradiation gamma) en raison de la
présence de résidus chimiques dans I'os (Vangsness et al., 2003). Si les os traités a I'oxyde
d’éthyléne sont lyophilisés, les résidus d'oxyde d'éthyléne sont éliminés et ne posent pas de
probleme (Brockbank & Siler, 2001; Hallfeldt et al., 1995).

Inconvénients

L'effet négatif possible du traitement par oxyde d’'éthylene sur les allogreffes osseuses fait I'objet
d’'une importante controverse.

Toutefois, Thoren et Aspenberg ont constaté que les greffes osseuses stérilisées a I'oxyde
d’éthyléne étaient incorporées plus lentement que les greffes non traitées dans I'os héte (Kearny
& Lomas, 2004). Aucun résidu d’'oxyde d'éthyléne n’a été trouvé dans les greffes. On suppose
gue I'oxyde d'éthylene alkyle les BMPs, modifiant ainsi leur fonction et provoquant une diminution
de l'ostéogenése. D’autres auteurs ont associé I'oxyde d'éthyléne a une déplétion de la capacité
ostéo-inductrice et des propriétés biomécaniques des allogreffes osseuses (Ferreira et al., 2000).
Selon Moore et al. et Sigholm et al., 'oxyde d’éthylene ne porte pas atteinte a la capacité ostéo-
inductrice (Kearny & Lomas, 2004).

En outre, on a constaté que plus la concentration d'oxyde d’éthyléne résiduelle est élevée, plus
I'activité de la culture de fibroblastes est faible (Vangsness et al., 2003). Kurdyk et al. ont montré
gue l'os stérilisé a I'oxyde d’éthylene ne perturbait pas la croissance des fibroblastes gingivaux
humains in vitro (Hallfeldt et al., 1995).

7.6.1.4.3. DBM

L’oxyde d’éthylene nuirait & I'ostéo-induction de la DBM en endommageant les BMP (Brockbank
& Siler, 2001). Selon Doherty et al., une exposition d’'une heure a 'oxyde d’éthyléne (testée avec
B. subitilis) stérilise 'os humain déminéralisé, mais réduit le potentiel ostéo-inducteur (diminution
de la quantité de calcium) de I'os et provoque des modifications ultrastructurales (Doherty et al.,
1993). Aspenberg a constaté que la capacité inductrice de I'os est anéantie d’une maniére
dépendante de la dose. Il a utilisé des diaphyses fémorales dégraissées comme matériel de test.
Aprés 30 minutes de traitement a I'oxyde d’'éthylene, la quantité de calcium par poids de matrice
séche implantée est tombée a 32 % de celle des implants de contréle non traités. Apres 240
minutes de traitement a I'oxyde d’éthylene, il n’y avait plus d’induction osseuse (Aspenberg et al.,
1990). D’autres auteurs affirment que la DBM traitée a I'oxyde d'éthyléne posséde une bonne
ostéogénicité (Hallfeldt et al., 1995).

Lomas et al. ont rapporté que la stérilisation a I'oxyde d’éthylene ne pouvait pas rendre la DBM
pro-inflammatoire. Seule la présence de petites particules de DBM (< 20 um de diamétre) a pu
rendre la DBM pro-inflammatoire. La DBM traitée a I'oxyde d’éthyléne retient plus de chlorhydrine
d’éthylene que I'os minéralisé. Néanmoins, la quantité résiduelle de chlorhydrine d’éthyléne dans
la DBM ne provoque pas d'inflammation ni de cytotoxicité dans les cellules mononucléaires. Les
concentrations de chlorhydrine d'éthyléne étaient inférieures (85 ppm) a la quantité maximale
autorisée pour les petites greffes tissulaires (250 ppm) (Lomas et al., 2001).
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Ces études permettent de conclure qu'une bonne stérilisation peut étre obtenue avec I'oxyde
d’éthylene, sans inactivation de la DBM. Une température basse est critique afin de prévenir la
dénaturation pendant le traitement. Une délipidation approfondie réduit la rétention d'oxyde
d’éthyléne et de ses produits de réaction (Prolo et al., 1980).

7.6.1.4.4. Tendons

Avantages

Bettin et al. ont comparé les caractéristiques biomécaniques de ligaments collatéraux médiaux de
mouton, soit irradiés avec 26 kGy, soit traités par oxyde d'éthyléne. Le traitement par oxyde
d’éthyléne possédait un effet beaucoup moins négatif sur la charge maximale que lirradiation.
Peu de modifications ont été observées en ce qui concerne les propriétés mécaniques des
ligaments a une température de stérilisation de 45°C. Bettin et al. recommandent donc I'oxyde
d’éthylene pour la stérilisation de petites greffes os-ligament (< 3 cm), le temps d’aération restant
inférieur a 10 jours (Bettin et al., 1999).

Inconvénients

Lors de la stérilisation a I'oxyde d’éthylene des tendons, des résidus chimiques se forment et
peuvent rester dans ce tissu, devenir toxiques et provoquer une inflammation chronique et un
échec de la greffe (Brockbank & Siler, 2001). Jackson a décrit 7 patients (sur une série de 109)
ayant développé une réaction intra-articulaire persistante a une allogreffe os-rotule-os lyophilisée
implantée qui avait été stérilisée a I'oxyde d'éthyléne. La réaction chronique se caractérisait par
un épanchement de synovie persistant avec particules de collagéne et réaction inflammatoire
cellulaire (surtout lymphocytaire). De la chlorhydrine d’éthyléne a été trouvée dans l'articulation et
I'allogreffe (Jackson et al., 1990). Chez tous les patients, l'allogreffe a dO étre retirée afin
d’enrayer linflammation. Par conséquent, Jackson déconseille la stérilisation d'allogreffes
musculo-squelettiques lyophilisées au moyen d’oxyde d’éthylene. (Jackson et al., 1990; Kainer et
al., 2004). Selon I'étude expérimentale de Lomas et al., les particules de collagéne proprement
dites seraient responsables de la réaction inflammatoire (Kearny, 1998).

Lors du suivi, 2 ans aprés I'implantation des allogreffes os-rotule-os lyophilisées traitées a I'oxyde
d’éthylene chez 36 patients, Roberts et al. ont constaté une dégradation compléte de la greffe
(visible a la radiographie sous la forme de grands kystes fémoraux) chez 8 patients, lors d’'une
intervention de révision (Vangsness et al., 2003; Roberts et al., 1991). En ce qui concerne les
tendons, la lyophilisation ne semble donc pas avoir d’effet stimulant sur I'élimination des résidus
d’oxyde d’éthyléne.

Conclusion: La loi n’interdit pas l'utilisation de I'oxyde d'éthyléne mais est repris dans la
|égislation du travail (réglement général sur la protection du travail - CSS 7848 recommandations
en matiére de stérilisation, 2006): la concentration en oxyde d’éthyléne doit faire I'objet d'un suivi
lorsque le personnel y est exposé par inhalation ou par contact. Les quantités résiduelles
maximales d’oxyde d’éthyléne ou de ses métabolites qui peuvent subsister apres stérilisation des
allogreffes sont mentionnées dans différentes sources (AATB en Bettin D, et al. Arch Orthop
Trauma Surg 1999;119:236-240). Tous ces risques limitent I'utilisation d’oxyde d'éthyléne pour la
stérilisation des cellules et des tissus avec pour conséquence une analyse de risque favorable
par rapport a d’autres traitements possibles d’inactivation.

7.6.2. Béta-propiolactone

7.6.2.1. Activité biocide
La béta-propiolactone serait 4.000 fois plus active que l'oxyde d'éthyléne (Joslyn, 2001).
L’inactivation microbienne est due a I'akylation de I’ADN. L’activité antimicrobienne dépend de la
concentration, la température et 'humidité. L’activité biocide optimale nécessite une humidité de
70 a 75 %. Le gaz est un agent antiviral efficace, selon Dawson et al. (Joslyn, 2001).
Scheidler et al. ont testé l'inactivation de virus dans le plasma humain au moyen d’'un traitement a
froid & la béta-propiolactone. Le HIV-2 et un HIV simien n’ont diminué que de 0 a 3 log;, dans le
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plasma. D’autres virus, tels que le virus de la forét de Semliki (succédané pour le HCV) et le virus
de I'encéphalite murine (succédané pour le HAV), ont été inactivés avec succes (réduction de 3 a
5 logio dans le plasma). La béta-propiolactone possede donc une capacité limitée d’inactivation
des virus (Scheidler et al., 1998).

Comme la béta-propiolactone ne peut pas pénétrer dans les tissus, cette méthode ne peut pas
étre appliquée de maniére sre pour décontaminer ceux-ci. De plus, I'utilisation de cette méthode
de stérilisation au gaz suscite la méfiance car cette substance est carcinogéne lors d’une
exposition limitée (Joslyn, 2001).

7.6.2.2. Application aux allogreffes

7.6.2.2.1. Os
Cette technique a été appliquée dans les banques d’'os au début, mais elle a été abandonnée en
raison de sa toxicité (Tomford et al., 1983; Veen, 1994).

7.6.2.2.2. Valves cardiaques
Cette technique a parfois été appliquée au début de I'ére des transplantations de valves
cardiagues humaines. Les valves cardiaques étaient prélevées de maniére non stérile, puis
stérilisées dans de la béta-propiolactone et conservées dans un milieu de Hank a 4°C ou
lyophilisées. Les tissus traités de cette maniere débouchaient rapidement sur un échec en raison
de la dégénérescence de la valve et d’'une rupture (Jashari et al., 2004).

7.6.3. Formaldéhyde
Le formaldéhyde peut étre utilisé en solution (cf. 7.5.4.1) et sous forme gazeuse en vue de la
stérilisation. Toutefois, le gaz posséde une capacité de pénétration médiocre. L'exposition a lieu
dans des conditions normales, & une température de 70 a 80°C obtenue par injection de vapeur.
La stérilisation est ainsi possible lors de cycles d’une heure environ. L'avantage par rapport a
'oxyde d'éthyléne est que le formaldéhyde gazeux n’est pas inflammable et qu’une désorption
n'est pas nécessaire (Reybrouck et al., 2000).

7.6.4. Peroxyde d’hydrogéne

Le H,O, a I'état gazeux est un sporicide efficace a des températures de 4 a 80°C, les
concentrations stérilisantes étant de 0,5 mg/l a 10 mg/l. Depuis la découverte des méthodes de
stérilisation au gaz, I'application du H,O, a I'état gazeux s’est développée en vue de l'utilisation a
la pression atmosphérique et sous-atmosphérique. STERIS Corporation a lancé sur le marché
une série 1000 de générateurs de H,O, Vapour-phase hydrogen peroxide (VHP) connectés a un
isolateur afin de fournir du H,O, a la pression atmosphérique. Il existe également des systémes
de stérilisateur a vide (Joslyn, 2001).

Le H,O, fait partie du procédé de stérilisation d'allogreffes BioCleanse® de Ientreprise
Regeneration Technologies, mais en solution et non a I'état gazeux (cf. 7.5.1.1.).

7.6.5. Acide peracétique
L’acide peracétique est surtout employé a I'état liquide (cf. 7.5.1.2.).
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7.7.METHODES DE STERILISATION PHYSIQUE
7.7.1. Stérilisation par la chaleur (autoclave a vapeur — chaleur seche)

7.7.1.1. Mécanisme d’action
Les températures élevées tuent les micro-organismes, y compris les spores. Par conséquent, ces
techniques sont préférées, pour autant que les produits traités supportent les températures
élevées (Reybrouck et al., 2000).

1. Chaleur humide - autoclavage
Dans un autoclave, des températures de plus de 100°C sont atteintes car le point d’ébullition
augmente si la pression dans la chambre de stérilisation est supérieure a la pression
atmosphérique normale. Les durées de stérilisation sont de 60 minutes a 112°C, 15 a 30
minutes a 121°C et 7 a 10 minutes a 134°C.

2. Chaleur séche
La stérilisation par la chaleur séche a lieu dans un four a air chaud. Les durées de
stérilisation sont de 4 heures a 140°C, 2 heures a 160°C (de préférence), 1 heure a 170°C et
30 minutes & 180°C.

7.7.1.2. Activité biocide

Dans l'ensemble, les virus sont moins résistants a l'inactivation thermique que les spores
bactériennes. Dans le sérum, toutefois, les virus sont bien protégés par le matériel organique
environnant (Joslyn, 2001b).

Le HIV (enveloppé) est peu résistant a la chaleur et est inactivé par une exposition a 60°C
pendant 30 minutes (Prolo et al., 1980). Le virus de la pseudo-rage est modérément résistant a la
chaleur. Le virus de la poliomyélite de type 1 (sans enveloppe) est inactivé completement aprés
30 minutes & 60°C (modérément résistant également). Le HBV (enveloppe complexe) est
inactivé par une exposition de 10 heures a 60°C (Reybrouck et al., 2000). Le HAV et le
parvovirus bovin, des virus sans enveloppe, sont jugés tres résistants a la chaleur (Von Garrel et
al., 1997; Pruss et al., 2003).

7.7.1.3. Application aux allogreffes

7.7.1.3.1. Peau
La chaleur dénature les protéines, telles que le collagéne, et peut coaguler les tissus mous. Par
conséquent, cette technique ne peut pas étre appliquée a la peau (Huang et al., 2004).

7.7.1.3.2. Os

L'autoclavage est sans aucun doute la méthode la plus sdre et la plus simple. Pourtant, elle ne
peut pas étre envisagée pour la stérilisation des os car les propriétés ostéo-inductrices se
perdent et I'ostéogenése est atteinte (Doherty et al., 1993 ; Hallfeldt et al., 1995). La stérilisation
par la chaleur serait néfaste pour les propriétés biomécaniques de l'os cortical (Ferreira et al.,
2000; Hallfeldt et al., 1995). Les canaux de Harvers sont coagulés, ce qui entraine une diminution
de la prolifération vasculaire. L'effet de la chaleur sur le collagéne est influencé par la présence
de phosphates de calcium dans 'os. Bonar et Glimcher ont démontré au moyen de la diffraction
des rayons X qu'aprés une exposition de I'os minéralisé a une température atteignant 100°C
pendant 30 minutes, le collagéne avait une structure normale (Angermann & Jepsen, 1991).
Toutefois, le collagéne se dénaturait complétement lorsque I'os déminéralisé était chauffé
(Angermann & Jepsen, 199). Le collagene se dénature et se dégrade a une température
supérieure a 60°C (Angermann & Jepsen, 1991). Veen a rapporté une perte de résistance a la
torsion et de rigidité, en plus d’'une perte de la capacité d’'ostéo-induction et de remodelage de
I'os stérilisé par la chaleur (Veen, 1994).
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Hooe et Steinberg ont testé la propriété de décontamination de I'autoclavage a la vapeur pendant
11 minutes sur des fémurs de rats contaminés par P. aeruginosa et S. aureus. Par rapport a
d’autres traitements (0,6 N HCl/éthanol 70 %, gluconate de chlorhexidine/alcool, néomycine 40
mg avec polymyxine B 200.000 U/, céfazoline 1 g/l et PVP-I 10 %), seul l'autoclavage a résulté
en une absence totale de micro-organismes (Hooe & Steinberg, 1996). Malheureusement,
'autoclavage a la vapeur a aussi entrainé une nécrose des fragments osseux, constatée a
I'examen histologique 40 minutes apres le traitement (Hooe & Steinberg, 1996). Les propriétés
antivirales de I'autoclavage n’ont pas été testées lors de cette étude.

7.7.1.3.3. DBM
Les facteurs de croissance tels que les protéoglycanes sont dénaturés par la chaleur et perdent
donc leurs propriétés ostéogénes (Angermann & Jepsen, 1991; Aspenberg et al., 1990; Kearny &
Lomas, 2004; Roberts et al., 1991). Par conséquent, I'autoclavage n’'est pas une technique de
stérilisation appropriée pour la DBM (Huang et al., 2004). Les expériences de Ferreira et al.
(2000) ont montré que la DBM stérilisée a la vapeur (autoclave avec vide préalable) perdait sa
capacité a former du nouveau cartilage et du nouveau tissu osseux.

7.7.1.3.4. Tendons
Le collagéne des tendons est également dénaturé par la chaleur. Les tissus mous tels que les
tendons coagulent. Par conséquent, cette technique ne peut pas étre appliquée aux tendons
(Huang et al., 2004).

7.7.2. « Systéme Lobator sd-2 »
Le « systéeme Lobator sd-2 » (Telos, Marburg, Allemagne) est une nouvelle technique reposant
sur la chaleur humide. Elle est surtout utilisée pour le traitement des tétes fémorales, en
association avec un chauffage jusqu’a 80°C environ. Ce systeme facile d’utilisation posséde un
effet bactéricide et antiviral (Vehmeijer, 2002). Selon le fabricant, une température de 82,5°C est
atteinte pendant au moins 15 minutes au centre des tétes fémorales d’'un diamétre < 56 mm
(Scheidler et al., 1998).
Pruss et al. ont inoculé des virus sur des tétes fémorales (< 56 mm de diamétre). Ces tétes
fémorales ont ensuite été traitées dans le « systéme Lobator sd-2 » (Pruss et al., 2003). Il
s’agissait du HIV-2, du virus de la diarrhée bovine, du virus de la pseudo-rage, du HAV, du virus
de la poliomyélite de type 1 et du parvovirus bovin. Dans ce systeme, la téte fémorale est placée
dans un conteneur de désinfection en plastique, avec 300 ml de solution de Ringer stérile et un
agitateur magnétique. Le conteneur est fermé et déposé dans l'appareil de chauffage. Apres
refroidissement, le titre de virus restant a été déterminé pour tous les virus. Tous les virus ont été
inactivés jusque sous le niveau de détection, ce qui signifie que le « systéeme Lobator sd-2 » a
permis d’obtenir une réduction de plus de 4 logie. Il en a été conclu que le « systéme Lobator
sd-2 » est efficace et sOr pour le traitement des tétes fémorales allogenes provenant de donneurs
vivants (Pruss et al., 2003). La procédure d'inactivation n’est plus garantie uniquement lorsque
les tétes fémorales possedent un diamétre de plus de 60 mm (Pruss et al., 2003). En général, le
diameétre des tétes fémorales varie de 30 a 70 mm, avec une moyenne de 50 mm.
Selon Pruss et al., la technique ne porte pas atteinte aux propriétés ostéo-inductrices, a la
structure et a la stabilité de I'os (Pruss et al., 2003). Selon Urist (1967), en revanche, cette
méthode endommage gravement les propriétés ostéo-inductrices d’une greffe (Vehmeijer, 2002).
En outre, le matériau perd sa « stickiness », essentielle pour la technique d'impaction appliquée
lors de la révision d’'une arthroplastie de la hanche (Vehmeijer, 2002).

7.7.3. Stérilisation par plasma a basse température

7.7.3.1. Mécanisme d’action
Le plasma se définit comme un quatriéme état d’agrégation de la matiére, qui, d'un point de vue
énergétique, se distingue des états solide, liquide et gazeux. Il peut étre obtenu par des
températures trés élevées, des champs électriques ou des champs magnétiques. En principe, il
se compose d'un nuage d’ions, d’électrons et d’espéces neutres. Avant qu’un gaz ionisé puisse
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étre considéré comme un plasma, le nombre de particules chargées positivement et
négativement doit étre plus ou moins égal. Il s'agit ici de plasma a basse température utilisé lors
de procédures de stérilisation a basse pression (Jacobs & Lin, 2001).

La stérilisation au moyen du stérilisateur STERRAD® 100 utilise un plasma de gaz & basse
température. Une solution de peroxyde d’hydrogéne a 59 % est injectée dans une chambre sous
vide. Le plasma se forme par I'application d'une énergie radiofréquence de 400 W créant un
champ électrique. Dans ce plasma, le peroxyde d’hydrogene se décompose en radicaux réactifs
capables de tuer les micro-organismes. Un cycle dure 75 minutes a une température n'excédant
pas 50°C (Jacobs & Lin, 2001).

7.7.3.2. Activité biocide

Cette technique posséde une action microbicide sur les bactéries végeétatives (y compris les
mycobactéries), les spores bactériennes, les levures, les moisissures et les virus (lipophiles et
hydrophiles) (Jacobs & Lin, 2001). Du poliovirus de type 1 et du HSV de type 1, représentants,
respectivement, des virus hydrophiles et lipophiles, le poliovirus est le plus résistant. Le
traitement au moyen du stérilisateur STERRAD inactive ce virus (Jacobs & Lin, 2001). Une autre
étude a testé le HIV-1, le virus respiratoire syncytial (VRS), la vaccine et le HSV-1, tous
lipophiles, ainsi que le poliovirus de type 2 et le HAV, tous deux hydrophiles. La réduction du
log,o variait de 2,5 & 5,5 logyo et aucune infectivité n'a été observée lors de ces tests (Jacobs &
Lin, 2001). Une derniére expérience a testé l'effet du stérilisateur STERRAD sur le HBV du
canard. Le HBV du canard séché a été réduit de 7 log et les laparoscopes souillés par du sang
contaminé par le HBV du canard n’ont pas transmis le virus apres un cycle STERRAD (Jacobs &
Lin, 2001).

7.7.3.3. Toxicité
L'utilisation combinée de plasma et de H,O, stérilise rapidement les produits sans laisser de
résidus toxiques. Les composants activés se recombinent afin de donner de I'O,, de I'H,O et des
sous-produits non toxiques (Jacobs & Lin, 2001).

7.7.3.4. Application aux allogreffes

7.7.3.4.1. Os
Kuntz et al. n'ont pu mettre en évidence aucun effet néfaste sur les propriétés biomécaniques de
segments d’'os corticaux apres la stérilisation par plasma de H,O, (Ferreira et al., 2000).

7.7.3.4.2. DBM

L'effet de la stérilisation par plasma de gaz a basse température sur les propriétés ostéo-
inductrices de la matrice osseuse déminéralisée a été étudié par Ferreira et al. (2000). Une DBM
stérilisée par plasma a été implantée dans les gaines musculaires de 12 rats. Les contrdles
négatifs consistaient en une DBM stérilisée au moyen d’'un autoclave a vide préalable (vapeur)
pendant 36 minutes. Aprés 9 semaines, les pellets ont été retirés en vue d'un examen
morphologique de la formation de cartilage, de I'os lamellaire et de la moelle osseuse. La DBM
stérilisée a la vapeur ne contenait pas d'os, de cartilage ou de moelle osseuse nouvellement
formés. La DBM stérilisée par plasma contenait uniguement une matrice osseuse inactive, sans
formation osseuse ostéo-inductrice. Ferreira et al. (2000) ont conclu que la stérilisation par
plasma avait un effet néfaste sur la capacité ostéo-inductrice de la DBM.

7.7.4. Stérilisation/désinfection par rayons UV/impulsions

7.7.4.1. Activité biocide
Les rayons UV dégradent I'ADN et sont toxiques pour les cellules des micro-organismes (Hijnen
et al., 2006). Cette propriété est spécifiqgue aux UV-C, avec un maximum a la longueur d’onde de
265 nm. Dans les hépitaux, la lumiére UV est surtout utilisée en raison de ses caractéristiques
bactéricides (Reybrouck et al., 2000). Aprés un laps de temps suffisant, les lampes germicides
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tuent tous les germes, pour autant gu'ils ne soient pas protégés contre cette action par de la
poussiere, de la graisse, du sang, du sérum, etc. Comme toutes les surfaces des salles
d’opération ne sont pas exposées directement au rayonnement, la stérilisation est impossible
(Reybrouck et al., 2000).

Les micro-organismes a Gram négatif sont plus sensibles au rayonnement UV que les micro-
organismes a Gram positif. Il existe des différences au sein du méme groupe de micro-
organismes, mais aussi entre especes du méme genre (Gomez-Lopez et al., 2005). Leuker et
Hingst ont, par exemple, constaté que parmi les micro-organismes a Gram négatif testés, P.
aeruginosa et Escherichia coli étaient plus sensibles a la lumiére UV que Salmonella enteritidis et
Serratia marcescens (Gomez-Lopez et al., 2005). Les virus sont beaucoup plus résistants aux
UV que les bactéries végétatives (Hijnen et al., 2006). Les spores (de Bacillus subtilis et
Clostridium perfringens) sont nettement moins sensibles aux UV que les cellules bactériennes
végétatives et également moins sensibles que les virus (Hijnen et al., 2006). Les ookystes de
Cryptosporidium parvum sont plus sensibles aux UV que la plupart des virus, mais moins
sensibles que les bactéries (Hijnen et al., 2006). La combinaison UV/béta-propiolactone s'est
avéree efficace pour l'inactivation du HBV (Stephan et al., 1981), du HAV (Frdsner et al., 1983),
du HCV (Prince et al., 1984) et du HIV (Prince et al., 1983) (Blatchley & Peel, 2001).

Le rotavirus, le poliovirus et le virus Coxsackie sont plus résistants au rayonnement UV que le
HAV, mais moins que I'adénovirus (Hijnen et al., 2006).

La lumiére pulsée intense est une technique relativement nouvelle de décontamination des
surfaces et des solutions. Les micro-organismes sont tués au moyen d'impulsions a haute
fréquence d’'une lumiére a spectre large intense, riche en UV-C (Gomez-Lopez et al., 2005).
Cette méthode est efficace contre tous les micro-organismes (bactéries, champignons, spores,
virus, protozoaires et kystes) (Blatchley & Peel, 2001). En raison de l'intensité maximale élevée
de I'impulsion lumineuse et de la possibilité de diffuser de fortes doses d’'UV en peu de temps, ce
processus est plus efficace que les sources d’UV classiques. Cette lumiére peut pénétrer dans
les emballages et les solutions (Dunn, 2001). Toutefois, cette technique est encore en cours de
développement. Jusqu'a présent, deux grandes applications sont en cours d’élaboration : la
désinfection de I'eau et la stérilisation des récipients remplis de maniére aseptique (Dunn, 2001).
Le rotavirus (> 4,86 logo) et le poliovirus de type 1 (6,23 logio) ont été inactivés par une lumiere
pulsée intense (PureBright®, PurePulse Technologies, Inc. San Diego (Huffman et al., 2000)). A
cet effet, Roberts et Hope ont réalisé une étude au moyen de PureBright®, un traitement en vue
de l'inactivation des bactéries dans les produits pharmaceutiques. lls ont testé son efficacité sur
I'inactivation des virus. La présence de protéines dans le substrat a inhibé I'inactivation des virus.
Les virus possédant un grand génome seraient les plus sensibles car ils possédent de
nombreuses cibles. Les virus avec un ADN ou ARN double brin seraient plus résistants que les
virus & ADN ou ARN monobrin car ils disposent d’'un mécanisme de réparation du brin
endommagé. Toutefois, d'autres facteurs tels que la proportion du génome codant pour des
genes essentiels, I'emballage du génome, la structure des capsides et la présence d'une
enveloppe peuvent influencer linactivation. Enfin, I'agrégation virale peut aussi influencer la
sensibilité des virus (Roberts & Hope, 2003).

Aucune étude n'a été trouvée dans la littérature en ce qui concerne les applications aux
allogreffes tissulaires.

7.7.4.2. Toxicité
Les rayons UV-C ont une action germicide, mais chez certaines personnes exposées, la zone
irradiée aux UV présente une kératite et un érytheme. Apres un temps de latence de 4 & 6
heures, une dose excessive d’UV-C provoque une kératoconjonctivite (Reybrouck et al., 2000).

7.7.4.3. Applications médicales
Le rayonnement UV est utilisé seul, mais plus souvent en association avec la béta-propiolactone,
en vue de la désinfection ou de la « stérilisation a froid » de dérivés ou composés sanguins. Des
tentatives sont réalisées afin d’inactiver les virus transmis par le sang tout en préservant I'activité
biologigue des produits sanguins tels que le plasma humain, le sérum humain et les facteurs de
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coagulation. L’activité de l'albumine et des Ig n'est pas modifiée par la combinaison du
rayonnement UV et de la béta-propiolactone (Blatchley & Peel, 2001).

7.7.4.4. Application aux allogreffes

7.7.4.4.1. Os/DBM
Cette technique ne permet pas de savoir avec certitude si les allogreffes sont désinfectées
jusqu’en leur centre. Ceci est surtout important pour les allogreffes d'os de grandes dimensions.
Des modifications de la réticulation du collagéne ont été constatées (Vizarova et al., 1994;
Fujimore, 1985) aprés une exposition d’os/tendons a la lumiére UV (Lietman et al., 2000).
Urist et al. ont montré que la DBM perd sa capacité ostéo-inductrice aprés une exposition au
rayonnement UV (Glowacki, 2005).

7.7.5. Stérilisation par micro-ondes

7.7.5.1. Activité biocide
Le rayonnement micro-onde s’est avéré efficace pour détruire les bactéries, virus, champignons
et parasites (Dunsmuir & Gallacher, 2003). Comme I'eau absorbe les micro-ondes, ce
phénoméne fait probablement chauffer 'eau dans le cytoplasme des bactéries/virions. Cette
augmentation de la température tue probablement le micro-organisme ou inhibe sa capacité a se
multiplier (Dunsmuir & Gallacher, 2003).
Sanborn et al. ont étudié I'effet antiviral sur des cultures tissulaires dans des tubes en matiére
plastique inoculées avec le poliovirus de type 1, le virus para-influenza de type 1 et le
bactériophage T4 (succédané pour un virus a ADN). Tous les virus ont été inactivés au cours des
trois minutes suivant le traitement par micro-ondes (2,45 gHz). L’inactivation de 4 espéces a
Gram négatif et 5 espéces a Gram positif a également nécessité 3 minutes. Les spores de B.
stearothermophilus ont dO étre exposées 5 minutes au rayonnement micro-onde pour étre
détruites, mais les spores de B. subtilis en suspension dans 5 ml d’eau distillée ont nécessité 11
minutes avant d'étre inactivées (Sanborn et al., 1982).

7.7.5.2. Application aux allogreffes

7.7.5.2.1. Os

L’effet biomécanique des micro-ondes sur I'os a été étudié par Liebergall et al. a I'aide de fémurs
de rats. Un four a micro-ondes (2,45 MHz, 1.500/800 W) a été utilisé pour le traitement
hyperthermique (75°C) de fémurs. Les ostéocytes ont effectivement été tués apres 60 secondes.
Cette mort est survenue avant que les propriétés mécaniques des fragments osseux (résistance
a la rupture et rigidité) soient atteintes. Le traitement thermique peut également perturber les
propriétés ostéo-inductrices et ostéoconductrices de I'os. Les auteurs ne se prononcent pas a ce
sujet (Liebergall et al., 2000).

7.7.6. Irradiation gamma et stérilisation par faisceau d’électrons

7.7.6.1. Irradiation gamma

7.7.6.1.1. Mécanisme d’action
Les rayons gamma sont un paquet d’énergie électromagnétique — un photon. Les rayons gamma
sont émis par le noyau d’'atomes (radioactifs) instables. En raison de leur énergie élevée, ils
peuvent pénétrer dans de nombreuses matiéres, y compris les tissus humains (EPA, 2011). En
général, le cobalt 60, un radio-isotope, est utilisé comme source de rayonnement. A la suite de
I'émission de rayons béta et gamma, le Co-60 devient du nickel, non radioactif (Hansen &
Shaffer, 2001).

Une technique (Sterways Process) utilise les rayons gamma de maniére non contrdlée. Elle
consiste a stériliser les virus présents dans les produits sanguins sans inactiver les protéines.
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Elle est validée pour les virus avec et sans enveloppe, avec un maintien de 90 % de l'activité des
protéines telles que l'inhibiteur de l'alpha-1 protéinase, I'albumine et le fibrinogéne (Reid, 1998).
Aucune application de cette technique aux allogreffes n’a été trouvée.

7.7.6.1.2. Activité biocide
Le rayonnement gamma produit par du Co-60 provoque une modification immédiate de I'acide
nucléique, laquelle entraine un dysfonctionnement et une destruction du génome. La génération
de radicaux libres, provenant principalement de I'eau liquide, est un deuxiéme mécanisme
d’action. Ce deuxiéme effet est inexistant lorsque I'os est lyophilisé ou congelé au moment de
l'irradiation. Par conséquent, les os congelés ou lyophilisés nécessitent une dose de
rayonnement supérieure pour obtenir le méme effet qu’a I'état hydraté (Vangsness et al., 2003).

Bactéries

La réduction du nombre de bactéries/virions apreés irradiation peut étre exprimée en doses D. |l
s'agit de la dose de rayonnement (exprimée en MRad ou kGy; 10 kGy = 1 MRad) nécessaire
pour obtenir une réduction décimale, c’est-a-dire une réduction de 10 % du nombre initial de
bactéries/virions (valeur D). Une réduction d’un facteur 1*10° a été choisie comme SAL : une
réduction de linfectivité de 6 logi, pour les bactéries, les champignons et les spores est
conseillée afin d’atteindre le SAL lors de la stérilisation industrielle des produits médicaux (Pruss,
2004). La plupart des bactéries possédent une valeur Dgs comprise entre 10 et 20 kGy, mais il
existe des bactéries dont la valeur Dg est de 60 kGy (Angermann & Jepsen, 1991).

La stérilité bactérienne (Tableau 9) peut étre obtenue moyennant la détermination de la
biocharge, de la radiosensibilité et de la dose de rayonnement (la dose dépend de I'espece et du
nombre de micro-organismes) (Brockbank & Siler, 2001). La présence de protéines (BMP, par
exemple) augmente la radiorésistance des bactéries (Hansen & Shaffer, 2001). A quelques
exceptions prés, les spores bactériennes sont les plus résistantes au rayonnement. Les micro-
organismes a Gram négatifs sont les moins résistants, tandis que les moisissures et les levures
présentent une résistance intermédiaire (Hansen & Shaffer, 2001). Le rayonnement gamma est
trés efficace contre les bactéries a des doses de 15 a 25 kGy (Vangshess et al., 2003).

Tableau 9 : Valeur Dy, pour les bactéries (Hansen & Shaffer, 2001; Campbell & Li, 1999).

Micro-organisme Valeur Dy (kGy)
Escherichia coli 0,31
Enterobacter spp. 0,31
Salmonella spp. 1,10
Pseudomonas aeruginosa 0,16
Staphylococcus aureus 0,20
Streptococcus faecium 2,80
Campylobacter jejuni 0,23
Bacillus subtilis 0,60
Clostridium sporogenes 1,60
Candida krusei 1,16
Aspergillus niger 0,04

Virus

Pour les virus, le rayonnement offre moins facilement une garantie (Brockbank & Siler, 2001).
Les virus sont les micro-organismes les plus résistants aux rayons gamma. Pour I'inactivation de
la plupart des virus (y compris le HIV), au moins 30 kGy (10 kGy = 1 Mrad) sont nécessaires
(Brockbank & Siler, 2001; Fideler et al., 1994). Des valeurs Do jusqu’a 13 kGy pour certains
petits virus ont été rapportées. Pour le HIV, des doses d'inactivation de 10 & 40 kGy ont été
obtenues (Brockbank & Siler, 2001). Toutefois, la dose nécessaire pour obtenir un SAL de 10°
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est de 89 kGy en ce qui concerne le HIV. Cette dose excéde la dose de routine recommandée
pour la stérilisation des greffes osseuses (de 10 a 35 kGy). Cette dose élevée (89 kGy)
entrainera la destruction de la greffe (Sofer, 2002; Campbell & Li, 1999). Afin d'atteindre une
sécurité optimale, la plupart des banques de tissus intégrent différents traitements antiviraux
dans leurs procédures (Brockbank & Siler, 2001).

Chaque étape d’inactivation antivirale dépend de la concentration, du temps et de la température.
En outre, le degré d’infection virale varie d’'un donneur a I'autre, selon la biocharge, la durée de
I'exposition au virus et l'efficacité de la réponse immunitaire du donneur. La stérilisation des
tissus d’'un donneur peut donc nécessiter une dose de rayons plus ou moins élevée que celle des
tissus d’'un autre donneur infecté par le méme virus (Brockbank & Siler, 2001).

7.7.6.1.3. Calcul de la dose pour les allogreffes

L’Agence internationale de I'Energie atomique (AIEA) recommande une dose de 25 kGy afin
d’obtenir un SAL de 107 si la biocharge est d’environ 1.000 UFC par allogreffe et si la distribution
de la résistance est standard (AIEA, 2004). En 2005, I'AIEA a publié un Code of Practice for the
Radiation sterilization of Tissue Allografts. La dose de stérilisation peut étre nettement inférieure
a 25 kGy pour les allogreffes produites selon les procédures contrélées standard (qui donnent
lieu a une biocharge plus faible) (Nguyen et al., 2007). En France, cette dose de 25 kGy est
utilisée; les modifications des propriétés biomécaniques de I'os étant peu importantes si tout
surdosage de rayons est évitée (Loty et al., 1991). En Pologne, des rayons ionisants sont
presque toujours utilisés pour stériliser les tissus. Une dose de 35 kGy provenant de Co-60 est
généralement utilisée pour tous les tissus (ligaments, cartilage, os, sclérotique, péricarde, peau,
derme acellulaire et amnios, par exemple) (Dziedzic-Goclawska et al., 2005). Des dosimetres
sont utilisés pour confirmer la dose fournie par le rayonnement gamma. Il est trés difficile
d’'atteindre un processus paramétrique avec le rayonnement gamma, en raison de la grande
variabilité des produits présents a tout instant dans le champ de rayonnement. La variété et la
densité des produits possédent un impact sur la dose fournie aux autres produits qui ne se
trouvent pas a proximité immédiate de l'isotope (Hansen & Shaffert, 2001). Les rayons gamma
peuvent pénétrer jusqu'a une profondeur de 30 cm dans l'eau (densité: 1 g/lcm®). Par
conséquent, la peau, 'amnios, le péricarde et les tendons peuvent étre stérilisés facilement au
moyen de cette technique. Comme la densité moyenne d’'une greffe osseuse est supérieure (2
g/cm3), I'épaisseur acceptable d’'une greffe d'os cortical exposée au rayonnement gamma est
d’environ 10 a 15 cm (Dziedzic-Goclawska et al., 2005).

7.7.6.2. Stérilisation par faisceau d’électrons

Comme la technique du faisceau d'électrons est bidirectionnelle, I'application du rayonnement
peut étre davantage contrélée que dans le cas du rayonnement gamma (cf. Tableau 10) (Hansen
& Shaffer, 2001). Comme les allogreffes humaines sont de composition hétérogéne, elles doivent
étre répertoriées afin de déterminer la distribution de la dose nécessaire.

La durée d’exposition d’un lot de produits est de 1 a 2 heures au maximum, en raison de la dose
élevée atteinte dans le générateur du faisceau d’électrons. Les points de contréle critiques du
processus peuvent étre contrlés de maniére paramétrique afin de déterminer si le processus se
déroule dans les limites spécifiées sans que des dosimétres soient nécessaires. Lors du
traitement par faisceau d’électrons, un systéme de validation paramétrique peut étre utilisé, car
tous les aspects du processus peuvent étre surveillés et contrblés de maniére indépendante. Le
faisceau d’électrons ne permet de traiter qu'un seul produit se trouvant en permanence devant le
faisceau (Hansen & Shaffer, 2001). Les électrons produits par un générateur de faisceau
d'électrons peuvent pénétrer jusqu'a une profondeur de 8 cm dans I'eau (densité : 1 g/cm?).
Comme la densité moyenne d'une greffe osseuse est supérieure a 2 g/cms3, I'épaisseur
acceptable d'une greffe d'os cortical exposée au faisceau d’électrons est de 3 cm (Dziedzic-
Goclawska et al., 2005). En Pologne, le rayonnement gamma ou la stérilisation par faisceau
d’électrons avec un accélérateur de 10 MeV est utilisé pour tous les tissus (Dziedzic-Goclawska
et al., 2005).
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Tableau 10 : Comparaison du rayonnement gamma et de la stérilisation par faisceau d’électrons (Hansen
& Shaffer, 2001).

Validation
paramétrique L
Colt Durée du (contrdle Cﬁaﬁ):gaétéodnu Capacité de
d’installation traitement critique du rayonnement pénétration
processus
possible)
Rayonnement
gamma Elevé Heures - + ++
d’isotopes
',:?'Sceau Faible Secondes + ++ +
d’électrons

7.7.6.3. Toxicité des rayons gamma et du faisceau d’électrons

Le rayonnement ionisant libére de I'ozone dans I'environnement. L'ozone est irritant pour les
mugueuses. Les générateurs de rayons gamma produisent plus d’ozone que les générateurs
d’'un faisceau d’électrons (Hansen & Shaffer, 2001). La cytotoxicité des lipides médullaires sur les
cellules osteoblast-like et fibroblast-like a été étudiée par Dziedzic-Goclawska et al. (2005). L'os a
été irradié au moyen de 35 kGy dans une source de Co-60 et d’'un faisceau d’électrons 10 MeV a
température ambiante et a -72°C. Aucune cytotoxicité n'a été constatée sur les os traités au
moyen du faisceau d'électrons. A température ambiante, les rayons gamma induisent une toxicité
pour les cellules osteoblast-like et fibroblast-like (Dziedzic-Goclawska et al., 2005). Autour des
zones de disques osseux non dégraissés soumises au rayonnement gamma, la mort des cellules
osteoblast-like a augmenté. Ce n’était pas le cas sur les disques d'os dégraissés soumis au
rayonnement gamma (Moreau et al., 2000).

7.7.6.4. Application aux allogreffes
Dans le passé, le rayonnement gamma a été associé a des infections liées aux allogreffes
(résultats non publiés du CDC) (Kainer et al., 2004). Selon d’autres auteurs, I'os stérilisé par
rayonnement gamma n’aurait été a l'origine d’aucune transmission connue d’agents pathogenes
(Kainer et al., 2004). L'irradiation gamma de l'os et des tissus mous modifie la structure
collagénique, réduit la résistance a la traction et inactive les BMPs (Angermann & Jepsen, 1991).

7.7.6.4.1. Peau

Inconvénients

Le rayonnement ionisant possede deux effets possibles sur la structure macromoléculaire de la
matrice cutanée. Premiérement, des fissures surviennent sur les liaisons et affaiblissent la
matrice. Deuxiemement, en présence d'eau, des réticulations peuvent apparaitre en raison des
nouvelles liaisons formées entre les radicaux libres apparus. Ces réticulations rendent la matrice
rigide (Kearny, 1998). Selon Ghosh et al., le rayonnement a provoqué d’'importants dommages
structuraux a la peau (Huang et al., 2004). Comme la peau irradiée est rigide, I'adhérence et le
take rate du greffon de peau sont réduits (Huang et al., 2003).

7.7.6.4.2. Os
Dziedzic-Goclawska et al. (2005) ont étudié I'effet de différentes méthodes de préservation et
différentes conditions d’irradiation sur les propriétés ostéo-inductrices et biomécaniques de l'os.
Les dommages induits par le rayonnement se sont avérés dépendants de ce qui suit :

1) Conditions du rayonnement (température, dose) : selon les constatations, les os irradiés,
gu’ils soient lyophilisés ou congelés, ont bien été incorporés, mais le remodelage était
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supérieur et les propriétés ostéo-inductrices étaient meilleures sur les os congelés
(Dziedzic-Goclawska et al., 2005).

2) L'état physique des greffes: la présence d'eau et d'oxygéne est importante pour
I'efficacité de la stérilisation. En I'absence d’eau (en cas de lyophilisation, par exemple), la
résistance des micro-organismes augmente. En général, la capacité de remodelage des

allogreffes congelées irradiées est supérieure a celle des allogreffes lyophilisées
irradiées, bien que les deux types s’incorporent bien (Dziedzic-Goclawska et al., 2005).

3) La solubilité du collagéne de I'os lyophilisé était élevée lors de l'irradiation par 35 kGy a
température ambiante. Elle était moins marquée a -72°C. Les greffes congelées
(irradiation a -72°C) et I'os frais a température ambiante présentaient une solubilité faible
du collagéne (Bettin et al., 1999). Les os lyophilisés irradiés (& température ambiante) se
sont résorbés et n'ont pas induit d'ostéogenése. Dans les échantillons secs, les
composés polypeptiques sont brisés par le rayonnement ionisant, lequel accroit la
solubilité du collagéne. En revanche, les os congelés (-72°C) et les os frais (température
ambiante) irradiés ont induit une ostéogenése (Dziedzic-Goclawska et al., 2005).

Avantages
Selon les résultats de culture de tissus obtenus lors de la procédure de prélevement, il est

possible d'opter pour un traitement aseptique et de traiter au préalable les os a l'aide d’'une
dose faible (10-18 kGy) de rayons gamma. Les micro-organismes présents a la surface des
greffes osseuses seront ainsi détruits, ce qui réduira la biocharge. Cette méthode ne porte pas
atteinte a la résistance des greffes ni a leur incorporation. Toutefois, l'irradiation de plus grandes
greffes structurales, méme a une dose plus faible (10-30 kGy), est associée a un risque superieur
de fractures (Vehmeijer, 2002; Lietman et al., 2000).

Le rayonnement gamma peut également étre utilisé pour la stérilisation terminale. Une dose
jusqu’a 30 kGy est nécessaire pour détruire la totalité des bactéries et virus. Toutefois, cette dose
atténue les propriétés biomécaniques des différents types de greffes et réduit I'ostéo-induction
(Vehmeijer, 2002). L'irradiation gamma d’allogreffes osseuses non dégraissées entraine une
destruction des ostéoblastes (Moreau et al., 2000). Tosello, en revanche, a montré que des
doses comprises entre 25 et 50 kGy ne portaient pas atteinte aux propriétés biomécaniques de
'os (Prup et al., 2002). Lietman et al. (2000) n'ont pas observé d’augmentation de la fréquence
des non-unions chez les patients qui avaient recu une allogreffe irradiée, par rapport aux patients
qui avaient recu une allogreffe non irradiée. lls en ont conclu qu’un rayonnement de 10 a 30 kGy
n'avait pas dimpact sur le potentiel ostéo-inducteur et ostéoconducteur des greffes
(contrairement au degré de résistance a la fracture).

Grieb et al. (2005) ont étudié I'effet antiviral et biomécanique de 50 kGy apres un traitement
protecteur de fragments osseux spongieux au propyléne-glycol, diméthyl sulfoxide, mannitol et
tréhalose pendant 4 heures sous sonication. Ce traitement protecteur n'a pas entrainé de
modifications des propriétés biomécaniques (module d'élasticité et résistance a la
compression) par rapport aux os de contrdle non irradiés. Notons qu’il s’agit ici des propriétés
biomécaniques avant l'implantation, lesquelles ne permettent pas de se prononcer sur les
fonctionnalités biomécaniques a long terme, nécessaires pour évaluer leur efficacité clinique
(méme degré d’ostéo-intégration apres I'implantation ?) (Grieb et al., 2005; Grieb et al., 2006). Le
parvovirus porcin comme virus modéle pour le parvovirus B19 et le HAV ont été inactivés a
raison de 5 logy. Le virus Sindbis comme succédané pour le HIV et le HCV ont été réduits de 4,9
logio. Aucun effet de protection virale (pour chacun des pathogénes étudiés) n'a été observé sur
la matrice osseuse traitée au moyen d’un radioprotecteur. La solution radioprotectrice n’a montré
aucun effet cytotoxique sur 3 lignées cellulaires (Grieb et al., 2005).

Pruss et al. ont étudié I'inactivation virale de fragments osseux contaminés par des virus. Le virus
le plus résistant était le parvovirus bovin comme succédané du parvovirus B19. Une dose de 34
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kGy (a -30 +/- 5°C) a été nécessaire afin d'obtenir une réduction de 4 logi,. Le virus de la
diarrhée bovine comme succédané du HCV s’est avéreé le plus sensible au rayonnement et a été
inactivé a raison de > 6,5 log;o a 34 kGy. Pruss et al. ont recommandé d'utiliser une dose de 34
kGy pour la stérilisation d'allogreffes osseuses afin d’obtenir un niveau élevé de sécurité. Cette
recommandation est valable uniquement a des températures de -30°C, car l'infectivité virale est
associée a la température pendant l'irradiation (Pruf et al., 2002).

Inconvénients

Campbell et Li ont calculé qu'une dose de rayonnement de 89 kGy est nécessaire pour obtenir
un SAL de 10°. Cette dose est supérieure & la dose recommandée pour les produits médicinaux
et a la pratiqgue actuelle dans de nombreuses banques de tissus. Elle provoquerait des
dommages aux allogreffes. Par conséquent, selon Campbell et Li (1999), le rayonnement gamma
ne convient pas en vue de I'inactivation des virus dans les allogreffes.

Le rayonnement gamma peut porter atteinte a la capacité ostéo-inductrice des greffes osseuses
et réduit la résistance a la flexion. Si I'os était lyophilisé avant I'irradiation, les effets néfastes du
rayonnement sont encore plus marqués (Brockbank & Siler, 2001; Veen, 2001). Pelker et al.,
Shelton et al. et Bright et al. ont montré que I'os cortical subit une perte significative de résistance
a la flexion et de torsion s'il est exposé a plus de 30 kGy (Vangsness et al., 2003).

Une incidence accrue des fractures a été observée parmi les greffes osseuses irradiées, par
rapport aux greffes osseuses non irradiées. Ces fractures n’étaient pas imputables a une
modification des propriétés ostéo-inductrices mais a une modification des propriétés mécaniques.
Mitchell et al. ont testé la résistance d'os corticaux humains exposés a un rayonnement gamma
face a la propagation d’'une fracture de fatigue. Le développement des fissures osseuses a été
imité de maniére expérimentale dans des conditions de charge cycliques. L'os soumis a un
rayonnement gamma (31,7 kGy) a présenté une réduction significative de sa résistance a
I'apparition d’'une déchirure de fatigue. Ce fait serait di aux modifications structurales du tissu
osseux sous linfluence du rayonnement gamma et pas aux modifications de la composition
minérale ou organique de I'os. Des doses de rayonnement de 70 kGy dégradent jusqu’'a 40 %
des chaines de collagéne. Ces modifications ultrastructurales ont été corrélées avec la diminution
de la résistance aux fractures (test de flexion trois-points). Par conséquent, les 0os soumis au
rayonnement gamma peuvent étre davantage prédisposés aux fractures dans des conditions de
charge quotidienne ordinaires (Mitchell et al., 2004).

Le mécanisme d’endommagement du collagéne osseux par les rayons gamma n’est pas bien
connu, mais on suppose qu'il résulterait de la formation de radicaux libres (Akkus et al., 2005).
L’irradiation de phosphates de calcium entraine également la formation de radicaux libres
stables, dont on suppose qulls jouent un r6le important dans la décomposition et
'endommagement de 'os a la suite de l'irradiation (Angermann & Jepsen, 1991). Akkus et al. ont
donc tenté de capturer ces radicaux libres au moyen de thio-urée 1,5 M (CH;N,S, 76,12 Da).
Les fragments osseux ont été irradiés (36,4 kGy en moyenne) avec et sans traitement préalable
a la thio-urée. Des fragments osseux de contrdle traités et non traités a la thio-urée ont été
utilisés. L'effet de la thio-urée sur les propriétés mécaniques des fragments osseux irradiés a
montré que la capacité a la déformation aprés l'irradiation, I'énergie jusqu’'a la fracture et la
fatigabilité étaient plus de deux fois supérieures a celles des fragments osseux irradiés non
traités. Toutefois, la thio-urée ne possédait pas un effet radioprotecteur suffisant pour amener les
propriétés mécaniques au niveau de celles des os non irradiés. Les fragments osseux traités a la
thio-urée avaient subi des dommages, la structure collagénique étant rompue.
L'endommagement de la structure peptidique du collagene (Hamer et al., 1999) et la diminution
de la densité de la réticulation intramoléculaire (Colwell et al., 1996) avaient déja été constatées
dans le cortex fémoral exposé au rayonnement gamma (Akkus et al., 2005). Comme la thio-urée
réduit les dommages subis par le collagéne, la résistance mécanique de I'os irradié est mieux
conservée. Une autre solution consiste a irradier les os a basse température (-78°C). Les
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dommages subis par le collagéne sont alors moindres car la mobilité des molécules d’eau a I'état
solide est limitée (Akkus et al., 2005).

Soulignons que Grieb et al. n’ont pas observé d’effets biomécaniques préjudiciables (résistance a
la compression et module d’élasticité) en association avec un traitement de protection (Clearant
Process®) des os avant leur irradiation au moyen de 50 kGy (Vangsness, 2004; Grieb et al.,
2005). Ce Clearant Process® (Clearant Inc., Los Angeles) minimise les effets nocifs du
rayonnement émis par du Co-60, grace a

¢ Un traitement préalable par une solution radioprotectrice biocompatible (propyléne glycol,
diméthyl sulfoxide, mannitol, tréhalose) qui minimise les effets des radicaux libres;

e La lyophilisation de I'os jusqu'a une humidité résiduelle optimale de maniére a ce qu'il
reste encore de l'oxygéne afin d’augmenter l'effet nocif des rayons sur les micro-
organismes;

e Une irradiation & basse température (-65°C) qui limite la diffusion des radicaux libres;

e L’emballage des greffes dans une configuration garantissant une distribution étroite de la
dose et la préservation des basses températures pendant l'irradiation.

L’irradiation proprement dite a lieu a une dose de 50 kGy. Les cales iliaques traitées au moyen
du Clearant Process® (3.298 + 1.302 N) ont pu résister & une charge similaire a celle des cales
non irradiées (3.192 + 946 N). Aucune différence significative de la capacité a supporter la
charge n'a été observée entre les étais corticaux irradiés et non irradiés. Tant les os congelés
frais que les os traités par Clearant® étaient ostéo-conducteurs et présentaient une cicatrisation
osseuse d’apparence normale (Hollinger et al., 2004).

7.7.6.4.3. DBM
Les doses supérieures a 10 kGy réduisent fortement la capacité ostéo-inductrice des greffes de
DBM; a une dose supérieure de 30 kGy, cette capacité serait totalement détruite (Hallfeldt et al.,
1995; Kearny & Lomas, 2004). Urist a affirmé, en revanche, que 80 % de la capacité ostéo-
inductrice de la DBM étaient conservés a une dose de 40 kGy avec le Co-60 (Tomford et al.,
1983). Selon Hallfedt et al. (1995) également, la DBM irradiée par 25 kGy amorce une excellente
ostéogeneése.

7.7.6.4.4. Tendons
Inconveénients
Les études relatives a l'effet du rayonnement gamma sur les tendons sont contradictoires :
certaines mettent en évidence une diminution de la résistance, tandis que d’autres ne constatent
aucun effet négatif (Brockbank & Siler, 2001).
Salehpour et al. (1995) ont observé une réduction des propriétés mécaniques lors de l'irradiation
de 10 allogreffes os-rotule-os de chévre au moyen de 4 Mrad. La résistance maximale a ainsi
diminué de 46 % et la rigidité de 18 %. Les propriétés de la matiére ont également été modifiées :
une réduction de 37 % a la tension maximale et une réduction de 8 % dans le module ont été
mises en évidence, par rapport aux allogreffes de contréle non irradiées. La densité des
réticulations dans le collagéne a diminué de maniére significative lors d’'une irradiation au moyen
de 60 kGy.
Bogdansky (2004) a rapporté une étude comparative de 0 kGy avec 15 kGy et 25 kGy sur des
allogreffes os-rotule-os. Aucune différence n'a été mise en évidence en ce qui concerne les
propriétés biomécaniques des allogreffes lors de la comparaison de 0 kGy et 15 kGy. Toutefais,
avec une dose de 25 kGy, la charge maximale, la tension maximale et la rigidité des allogreffes
ont diminué. L’entreprise Allosource (Etats-Unis) stérilise (SAL de 10®) les allogreffes de tissus
mous au moyen de 10-15 kGy de rayons gamma, avec préservation des propriétés
biomécaniques.

Fideler a montré que les allogreffes os-rotule-os perdent leurs propriétés structurales lorsqu’elles
sont exposées a plus de 20 kGy (Vangsness et al., 2003).
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Une autre étude s’est penchée sur les propriétés mécaniques aprés une charge cyclique
dynamique d’allogreffes os-rotule-0s soumises a un rayonnement gamma de 20 kGy. Les greffes
irradiées s’allongeaient de 27 % de plus que les greffes non traitées apres 1.000 cycles de 250
N. La charge a I'échec était de 1.965 N pour les greffes irradiées, contre 2.457 N pour les greffes
non irradiées, soit une diminution de 20 % de la résistance des allogreffes irradiées (Curran et al.,
2004). Hernigou et al. ont évalué les greffes lyophilisées avant ou apres lirradiation par 20 kGy.
La lyophilisation avant irradiation a entrainé une diminution de 75 % de la résistance, tandis que
les greffes lyophilisées aprés irradiation ont présenté une réduction de 25 % de la résistance.
Cette étude conclut que dans certaines circonstances, il peut étre préférable d'utiliser des greffes
non irradiées (Curran et al., 2004).

Grieb et al. ont étudié l'atteinte de I'intégrité mécanique, aprés ou avant implantation, de greffes
du semi-tendineux traitées au préalable au moyen d'un radioprotecteur, puis irradiées avec 50
kGy (a basse température). Le traitement protecteur consistait en l'application de propyléne
glycol, diméthyl sulfoxide, mannitol, tréhalose pendant 4 heures, sous sonication (Grieb et al.,
2006). Les contrbles étaient des tendons non irradiés et des tendons soumis a un rayonnement
de 18 kGy au moyen d’'une méthode existante. Des tissus broyés ont été ensemencés au moyen
de Clostridium sordellii, du parvovirus porcin ou du virus Sindbis. Les propriétés biomécaniques
des tendons ont été testées. Les pathogénes ont été inactivés a raison de 4,5 logyo pour le virus
Sindbis, 4,9 logie pour le parvovirus et plus de 8 logiy pour Clostridium sordellii. Le
radioprotecteur n’a eu aucun effet sur l'inactivation des pathogénes. Les tendons irradiés avec 50
kGy ont présenté d’excellentes propriétés biomécaniques (Grieb et al., 2006).

Gorschewsky et al. ont suivi des patients qui avaient recu soit un tendon rotulien traité par
Tutoplast (dégraissage, traitement osmotique, oxydation, acétone et irradiation par 15 kGy), soit
une autogreffe. Apres 6 ans, une rupture était survenue chez 38/186 (44,7 %) patients ayant regu
une greffe traitée par Tutoplast et chez seulement 6/186 (5,9 %) patients ayant recu une
autogreffe. L’irradiation ou la combinaison d’acétone et de I'irradiation est une raison possible de
ce taux d'échec plus élevé (Gorschewsky et al., 2005).

7.7.6.4.5. Cornée et sclérotique
La stérilisation au moyen de rayons est impossible pour la cornée, car le tissu devient impropre a
une transplantation (Holland & Wilhelmus, 2003). La sclérotique, en revanche, peut étre
préservée par une lyophilisation suivie d’un rayonnement ionisant (CSS 8293, 2007).

7.7.6.4.6. Valves cardiaques

Plusieurs auteurs ont confirmé que les rayons gamma étaient nocifs pour les performances des
valves, de sorte que ceux-ci ont été complétement abandonnés. Les valves sont désormais
principalement conservées par cryopréservation (Brockbank & Siler, 2001).

D’autres essais afin d'irradier les valves cardiagues ont été associés a une perte cellulaire et une
détérioration structurale de la valve cardiaque (Jashari et al., 2004; Leeming et al., 2005). En
outre, des études de suivi a long terme ont montré que la viabilité cellulaire est nécessaire pour la
survie des greffes valvulaires (Leeming et al., 2005).

7.8. TECHNIQUES DE PRESERVATION

7.8.1. Congélation
La congélation est une méthode utilisée depuis longtemps pour conserver le tissu osseux et
collagénique, comme méthode de préservation unique ou avant la lyophilisation. La température
de congélation recommandée pour la conservation de longue durée des allogreffes d'os, de
tendons, et de cartilage est inférieure & -40°C. A cette température, ces allogreffes peuvent étre
conservées jusqu’'a 5 ans (CSS 8694, 2011). Une température de -20°C est jugée acceptable
pour la conservation de tissus a court terme (1 mois). La congélation ne réduit pas les propriétés
mécaniques des ligaments. Elle réduirait 'immunogénicité d'une greffe (Vehmeijer, 2002).
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Toutefois, méme aux températures les plus basses, la congélation ne permet pas une
stérilisation des tissus (Angermann & Jepsen, 1991).

Bien que des études in vitro aient suggéré que la congélation puisse réduire le risque de
transmission du HIV via les os et tendons infectés, d'autres études expérimentales et rapports
clinigues ont documenté une transmission in vivo aprés transplantation d’'os et tendons infectés
congelés a une température atteignant -70°C (Favero & Bond, 2001; Crawford et al., 2004).

En I'absence d'agents cryoprotecteurs et de refroidissement contrdlé, la congélation tue toutes
les cellules mammaliennes vivantes. Toutefois, les virus survivent a ce traitement. Buck et al. ont
étudié si le HIV pouvait survivre a la mort de ses cellules-hétes dans l'os et si le HIV
extracellulaire entouré d'os pouvait survivre. De petits fragments de différents tissus ont été
prélevés chez 5 individus décédés du SIDA. Un gramme de ces tissus a été broyé et placé dans
des flacons de culture virale contenant le milieu de culture CMRL-1415 et 10 % de sérum de
veau. Aprés congélation pendant 17 semaines, les tissus osseux et tendineux de ces donneurs
ont de nouveau été mis en culture. Le HIV a été cultivé a partir de trois des cing cultures
d’échantillons d’os frais et de deux des quatre cultures d’échantillons de tendons frais provenant
de donneurs positifs pour les Ac anti-HIV. Lorsque les échantillons congelés de ces donneurs ont
été mis en culture, un seul échantillon d'os a permis de cultiver le HIV. Buck et al. ont conclu que
cette étude montre que le HIV peut étre isolé a partir de cultures d’os et de tendons de personnes
positives pour le HIV. La congélation fait tomber la possibilité d’isoler le HIV de trois a une en ce
qui concerne I'os et de deux a zéro en ce qui concerne les tendons. Comme la congélation réduit
la capacité de culture du HIV, il a été supposé qu’elle réduit la charge virale (Buck et al., 1990;
Asselmeier et al., 1993). L'étude de Salzman et al. a montré également que le HIV est inactivé
par congélation. Des cycles multiples de congélation et décongélation provoquent des
dommages cellulaires et une lyse. Par conséquent, 'ADN proviral ne peut pas survivre a cette
mort cellulaire. L’Ag p24 et la RT (paramétres infectieux) n'ont pas été détectés dans les
fragments osseux. Toutefois, la PCR a permis de mettre en évidence de petites quantités d’ADN
proviral (Salzman et al., 1993).

Nemzek et al. ont étudié la transmission du virus de la leucémie féline via les os longs de 4 chats
infectés. Des greffes d'os cortical et des greffes d'os cortical-spongieux ont été implantées chez
des chats sains aprés un traitement par
i) un cycle unique de congélation/décongélation;
ii) un cycle double de congélation/décongélation ou
iil) un cycle double de congélation/décongélation avec ringage a I'eau afin d’éliminer la
moelle osseuse.

Les chats ayant regu la transplantation ont été suivis chaque semaine au moyen d’un test ELISA
afin de détecter les Ag viraux ou d'une immunofluorescence sur cellules vivantes afin de détecter
les Ac antiviraux. Toutes les allogreffes d’'os cortical et d'os cortical-spongieux ont donné lieu a la
transmission du virus au cours des deux semaines suivant la transplantation, dans les trois
groupes de traitement. Selon cette étude, la congélation ne convient donc pas en vue de
l'inactivation du HIV (Nemzek et al., 1996).

7.8.2. Cryopréservation
La cryoconservation doit avoir lieu selon une méthode validée (congélation immédiate ou
technique de congélation contrdlée). Le matériel peut ensuite étre conservé a une température
de -40°C ou moins, pendant 5 ans au maximum apres le prélevement (CSS 8694, 2011).
La peau concernée doit étre refroidie jusqu’a une température de -196°C, en association avec du
glycérol a 30 % comme agent cryoprotecteur. L'intégrité fonctionnelle de l'allogreffe est ainsi
conservée. Toutefois, cette technique n’inactive pas le HIV-1 (Pirnay et al., 1997).
Pour le cartilage et les chondrocytes, le diméthyl sulfoxide (DMSO) est conseillé comme
cryoprotecteur (CSS 8694, 2011).
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La cryoconservation des tissus tendineux provoque des modifications histologiques qui, toutefois,
n'entrainent pas de variations significatives des propriétés mécaniques (CSS 8694, 2011).

La cryoconservation est une méthode également employée pour conserver les virus a long
terme. Pour ce faire, des températures de -70°C a -196°C sont utilisées. Du glycérol a 2-55 %, du
DMSO ou du sucrose peuvent étre utilisés comme agents de cryoconservation dans ce cadre;
ces substances protegent les micro-organismes contre le dépérissement (Hubaleck, 2003).

7.8.2.1. Application aux allogreffes de peau
Van Baare et al. ont étudié si le HIV-1 présent dans la peau cadavérique pouvait étre inactivé par
la cryoconservation (van Baare et al.,, 1998). La cryoconservation n'a pas permis d’inactiver le
HIV-1 ni extracellulaire ni intracellulaire (van Baare et al., 1998).

7.8.3. Lyophilisation

7.8.3.1. Mécanisme d’action/activité biocide

La lyophilisation est une méthode populaire et trés satisfaisante de conservation des allogreffes
osseuses, mais aussi du tissu collagénique, y compris des ligaments (Favero & Bond, 2001;
Crawford et al., 2004; Uhlenhaut et al., 2005). Il s’agit d’'un processus de déshydratation. Aprés
congélation du matériel, la pression ambiante est réduite (vide) et une chaleur suffisante est
ajoutée afin de sublimer de I'état solide a I'état gazeux I'eau congelée dans le matériel. Les
greffes peuvent ainsi étre conservées jusqu’a cing ans a température ambiante. Cette technique
porte atteinte a la résistance mécanique du matériel et est donc moins/pas appropriée pour les
greffes osseuses de grandes dimensions et les tendons (Vehmeijer, 2002; Vangsness et al.,
2003; Crawford et al., 2004; Uhlenhaut et al., 2005).

La lyophilisation ne suffit pas comme méthode d’inactivation virale pour les greffes musculo-
squelettiques, car une infectivité résiduelle a pu étre mise en évidence dans des modeles
expérimentaux pour des virus avec ou sans enveloppe (Vangsness et al., 2003; Crawford et al.,
2004; Uhlenhaut et al., 2005). Buck et al. ont cultivé des fragments de tissu de 5 patients
décédés du SIDA. Les échantillons osseux ont été lyophilisés apres 17 semaines de congélation.
Les os lyophilisés ont été réhydratés dans des milieux de culture et ont ensuite été mélangés
avec des cellules cibles en vue d'une culture conjointe. Toutes les cultures d'os lyophilisé ont
produit le HIV. La lyophilisation ne permet donc pas d'inactiver le HIV (Buck et al., 1990).

7.8.3.2. Application aux allogreffes

7.8.3.2.1. Os

Lors d’'une étude de Schena et al., la lyophilisation s’est avérée avoir un effet néfaste sur la
stabilité mécanique et I'incorporation des greffes osseuses (Ferreira et al., 2000). Nahter et al.
ont montré au moyen d'un modéle chat que les allogreffes corticales lyophilisées étaient
significativement plus faibles que les allogreffes corticales congelées, avec une résistance a la
torsion de 12 % au maximum (contre 64 % pour les allogreffes congelées) (Nather et al., 2004).
La lyophilisation ne porte pas atteinte a la capacité ostéo-inductrice du tissu osseux (Vehmeijer,
2002). La lyophilisation est moins immunogéne que I'os congelé frais et s'incorpore mieux que
I'os congelé, selon Friedlaender (1983) et Heiple et al. (1963) (Angermann & Jepsen, 1991).

Un homme de 58 ans ayant recu un greffon osseux lyophilisé provenant d'un donneur
toxicomane a développé le SIDA. Le donneur n'avait pas été testé pour le HIV (1985). Au moins
deux des douze autres receveurs de I'os de ce donneur sont décédés du SIDA (van Baare et al.,
1998; Karcher, 1997). Un autre donneur de foie, reins, coeur, o0s et tissus mous a transmis le HIV
aux receveurs d’'organe et a trois des quatre receveurs d'allogreffes osseuses congelées. Trente-
deux receveurs d'os lyophilisé ont été testés et se sont avérés négatifs. Il en a été conclu que la
lyophilisation joue un rdle dans I'inactivation du HIV dans le tissu osseux. Les tests sériques du
donneur étaient négatifs pour le HIV (Buck & Malinin, 1994). Cette étude ne permet pas de
déterminer si I'absence de transmission du HIV était due au traitement du tissu ou a la nature du
tissu. Toutefois, le HIV se concentre dans les leucocytes et les greffes lyophilisées sont
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relativement hypocellulaires par rapport aux greffes congelées fraiches. Un facteur ou une
combinaison de facteurs était probablement & l'origine de la réduction de la charge virale
jusqu’au niveau sous-infectieux (Asselmeier et al., 1993).

Uhlenhaut et al. ont étudié I'inactivation quantitative de virus pertinents lorsque I'os est lyophilisé.
Il s’agissait du virus Maus-Elberfeld, du parvovirus porcin et du virus de la stomatite vésiculaire.
Deux cm?3 de matrice osseuse ont été inoculés au moyen de ces virus, puis lyophilisés. Les titres
de parvovirus n'avaient pas diminué de maniére significative, tandis qu'une réduction de 3 a 7
logio @ pu étre obtenue pour les autres virus. Uhlenhaut et al. ont conclu que la lyophilisation ne
suffit pas pour obtenir une allogreffe slre (Uhlenhaut et al., 2005). Crawford et al. ont réalisé une
étude qualitative similaire (détection de I'Ag p24 et de I'ADN proviral au moyen de la RT-PCR)
sur des os et tendons lyophilisés. lls ont inoculé le virus de la leucémie féline dans ces tissus.
L’infectivité n'a pas été supprimée par la lyophilisation. La mesure dans laquelle I'infectivité a été
réduite n'a pas été déterminée (Crawford et al., 2004).

7.8.3.2.2. Tendons
La lyophilisation est également utilisée pour la conservation des ligaments. Aprés congélation, les
tendons sont lyophilisés jusqu’a une humidité résiduelle de moins de 5 %. Bien que la couleur et
la résistance des tissus soient modifiées par la lyophilisation, des études n’ont mis en évidence
aucun effet négatif sur le résultat clinique des reconstructions ligamentaires, tandis que d’autres
estiment que l'intégrité structurale et les propriétés matérielles du collagéne sont atténuées par la
lyophilisation (Vangsness et al., 2003; Barbour & King, 2003).

En 1992, le cas d'un donneur infecté par le HIV-1 dont 4 fragments tendineux lyophilisés ont
néanmoins été transplantés a plusieurs receveurs a été décrit. Aprés élimination du tissu résiduel
excédentaire, les tendons ont été traités a la bacitracine et au sulfate de polymyxine B, irrigués a
I'eau, emballés et congelés a -80°C. Ensuite, les tendons ont été lyophilisés jusqu’a une humidité
résiduelle inférieure a 5 %. Aucun de ces tendons n’a transmis le HIV au receveur (Simonds et
al., 1992).

7.8.4. Glycérol

7.8.4.1. Mécanisme d’action

Le glycérol en forte concentration agit comme un agent lyophilisant chimique (Kearny, 1998). Le
glycérol élimine I'humidité des tissus et tue les cellules (van Baare et al., 1998). Le glycérol
préserverait la structure des tissus et des cellules et réduirait I'antigénicité du tissu (van Baare et
al., 1998).

La procédure de conservation des tissus dans le glycérol se compose d’'étapes graduelles. Apres
nettoyage des greffes a I'eau physiologique stérile a 0,9 %, les tissus sont transférés
consécutivement dans du glycérol a une concentration de 50 %, (éventuellement 75 %) et de 85
%. Ce processus a lieu sous agitation dans un agitateur (De Backere, 1994).

7.8.4.2. Activité biocide

Le glycérol possede un effet antimicrobien limité (van Baare et al., 1998; De Backere, 1994).
C’est un antibactérien a action extrémement lente (Kearny, 1998). L'effet antiviral du glycérol a
été décrit par Marshall et al. (1995). Van Baare et al. (1998) ont attiré I'attention sur le fait que
des espéces différentes possedent une sensibilité difféerente au glycérol. Dans I'ensemble, les
micro-organismes a Gram négatif sont éliminés plus rapidement que les micro-organismes a
Gram positif de la peau préservée au moyen de glycérol (van Baare et al., 1998).

Outre la concentration du glycérol, la température d’incubation dans le glycérol joue un réle
important dans cet effet biocide (Marshall et al., 1995).
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7.8.4.3. Application aux allogreffes

7.8.4.3.1. Peau
Pour la conservation a long terme de peau non vivante, la procédure de la glycérolisation peut
étre appliquée. Le glycérol pénetre dans la peau. Par conséquent, I'eau est éliminée des cellules
(Ross & Kearny, 2004). La plupart des banques de tissus I'utilisent dans une concentration de 85
%, car la concentration de 98 % utilisée autrefois rend difficile la réhydratation de la peau
(Kearny, 1998).
Marshall et al. (1995) ont montré que le HSV-1 intracellulaire (cultivé dans des fibroblastes
dermiques humains) n’est pas inactivé aprés 4 semaines de conservation & 4°C dans du glycérol
a 85 %, mais I'est aprés une semaine a 20°C dans du glycérol a 85 %. Le glycérol a 85 % n'a
pas permis d’'inactiver le poliovirus intracellulaire aprés 4 semaines a 20°C. Le glycérol &4 98 % a
0°C a pu inactiver le HSV-1 apres 1 semaine et le poliovirus aprés 2 semaines.
Les études de van Baare et al. et Marshall et al. n'ont pas porté sur I'effet du glycérol sur la
réplication virale ou la viabilité virale lorsque de la peau cadavérique était traitée au moyen du
procédé de glycérolisation complet. Par conséquent, Van Baare et al. ont réalisé une nouvelle
étude afin de déterminer si le HIV-1 présent dans la peau cadavérique pouvait étre inactivé au
moyen de la méthode de glycérolisation ou de cryoconservation. L'incubation de cellules
mononucléées du sang périphérique infecté par le HIV, pendant 3 heures dans du glycérol a 70
% a une température de 37°C et pendant 3 heures dans du glycérol a 85 %, a provoqué une
inactivation compléte du HIV-1, mesurée par la quantification du HIV dans le supernatant et la
détermination du taux de RT. Le HIV-1 acellulaire est inactivé dans le glycérol a 70 % et le
glycérol a 85 % a toutes les températures d’incubation. Selon ces auteurs, la peau traitée au
glycérol est donc sire en raison de l'inactivation compléte du HIV-1 infectieux intracellulaire et
acellulaire éventuellement présent dans les allogreffes de peau (van Baare et al.,, 1998).
Malheureusement, il n’existe pas d’études de grande ampleur permettant de le confirmer.

Cameron et al. ont constaté que le HIV-1 acellulaire était inactivé en 30 minutes a 4°C dans des
concentrations de glycérol égales ou supérieures a 70 %. Lors d’'une exposition comparable, le
HIV-1 associé aux cellules ou a la peau a été réduit mais pas éliminé au moyen de glycérol a 70
% ou a 85 % a 4°C. Le HIV-1 a encore pu étre détecté dans la peau conservée dans du glycérol
a 85 % a 4°C pendant 72 heures. Toutefois, apres 5 jours, l'isolation du virus était rare. Dans le
glycérol a 70 % ou 85 %, a 20°C ou 37°C, le HIV-1 associé aux cellules ou a la peau a pu étre
inactivé en 8 heures (Cameron et al., 2000).

Van Baare et al. ont réalisé une étude portant sur le HSV-1 et le poliovirus (van Baare et al.,
1994). Le Tableau 11 montre les résultats des études de van Baare et al. (1994), Cameron et al.
(2000) et Marshall et al. (1995).

Verbeken et al ont développé un protocole comportant du glycérol & 50 % et a 85 % et une
incubation a 36°C dans le but de décontaminer dans un second temps une culture d’allogreffes
de peau positives cryoconservées (Verbeken et al, 2012).
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Tableau 11 : Le glycérol comme méthode d’inactivation virale pour la peau (modifié d’aprés Sofer, 2002).

Concentration

de glycérol Température Durée Résultat de Référence
9(3;0) °C) I'inactivation
HIV-1 acellulaire . . Cameron
70 4 30 minutes Compléte etal., 2000
HIV-1 associé aux N Cameron
cellules ou a la peau 85 4 72 heures Incomplete et al., 2000
HIV-1 associe aux 85 4 5 jours Qu_e'lques Cameron
cellules ou a la peau virions et al., 2000
HIV-1 assogle aux 70 ou 85 20 ou 37 8 heures Complete Cameron
cellules ou a la peau et al., 2000
HSV-1 intracellulaire 85 4 4 semaines Incompléte Marshall et
P al., 1995
HSV-1 intracellulaire 85 20 1 semaine Compléte Marshall et
al., 1995
HSV-1 intracellulaire . N Marshall et
98 20 1 semaine Compléte al., 1995
HSV-1 . N van Baare
85 4 50 jours Compléte etal. 1994
HSV-1 . van Baare
85 37 2 heures Compléte etal., 1994
HSV-1 . . van Baare
98 4 ou 20 0 jour Compléte etal., 1994
Polio . . Marshall et
85 4 4 semaines Incomplete al., 1995
Polio . . Marshall et
85 20 4 semaines Incomplete al., 1995
Polio N van Baare
85 37 24 heures Compléte etal., 1994
7.8.4.3.2. Autres allogreffes

L'utilisation de glycérol comme moyen de préservation a été décrite pour la dure-mere, les valves
cardiaques, les greffes vasculaires, les cornées, le cartilage costal, les os (De Backere, 1994) et
le péricarde bovin (van Baare et al., 1998; De Backere, 1994). Lors d'une étude comparative
portant sur le péricarde bovin fixé au moyen de glutaraldéhyde, le glycérol a dégradé et calcifié
moins rapidement la dure-mere humaine traitée (Khor, 1997; Ferrans et al., 1991). Le péricarde
bovin traité au glycérol pendant plus de 2 semaines a réduit de maniere significative la

calcification dans les explantations (Ferrans et al., 1991).
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8. CONSIDERATIONS FINALES

Il est difficile d’évaluer I'efficacité des procédures d’'inactivation virale sur les tissus. Les rayons
gamma n’inactivent certains virus qu’a de hautes doses.

Souvent, la question est de savoir si la capacité de pénétration du traitement est suffisante et
quels en sont les effets nocifs sur la structure tissulaire. La transmission virale peut trés bien étre
évitée non seulement par les tests serologiques et les tests NAT mais aussi grace a une
sélection méticuleuse des donneurs potentiels de tissus/cellules, un traitement des tissus par des
méthodes adaptées (nettoyage mécanique, ringage) qui conduisent a la réduction du risque
infectieux.

Bien que d'immenses progrés aient déja été enregistrés en matiére de techniques de détection
des virus dans le sérum/plasma, des résultats faux positifs (probléme de spécificité) pour le HBV,
le HCV et le HIV restent possibles. Le nombre de donneurs potentiels est ainsi réduit. La raison
des résultats faux positifs réside notamment dans I'hémolyse et la présence de substances
inhibitrices dans le sang post mortem. Des résultats faux négatifs sont aussi possibles et sont
beaucoup plus dangereux pour la sécurité de la greffe, étant donné qgu’ils impliquent une
possibilité de transmission d’'une infection au receveur. Par conséquent, il est essentiel que la
sensibilité des tests de dépistage sérologique ou NAT soit excellente. La FDA a publié une liste
de tests validés pour les donneurs vivants et les donneurs cadavériques
(http://www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/BloodBloodProducts/ApprovedProducts/LicensedPro
ductsBLAs/BloodDonorScreening/InfectiousDisease/UCMO080466).

Aujourd’hui, il existe également des tests NAT triples pour le HIV, le HCV et le HBV, pratiqués sur
des plates-formes automatisées (SaBTO, 2011). Ces systémes, qui conviennent pour le dosage
sur le sang (sérum/plasma), sont déja utilisés de maniére routiniére dans les banques de sang et
ont aussi été validés en vue du dépistage chez les donneurs de tissus, y compris pour les tests
du sang post mortem. Les laboratoires individuels peuvent valider ces tests eux-mémes, selon
leurs propres procédures (SaBTO). Les banques de sang peuvent réaliser ces tests 24 heures
sur vingt-quatre.

Chez les donneurs décédés, les Ac anti-HIV-1/2, les Ag HBs, les Ac anti-HBc et les Ac anti-HCV,
au moins, seront recherchés, et un test NAT pour le HIV-1, le HBV et le HCV sera réalisé, sauf si
une étape d'inactivation de ces virus a été utilisée (AR, 2009). Notons que ces tests de détection
de l'acide nucléique offrent une sécurité supplémentaire aux patients immunocompromis qui ne
forment pas toujours des Ac lors d'infections virales. Les tests HCV-NAT apportent une
importante plus-value dans le cas du don de cornée ; par contre, la plus-value des autres tests
NAT fait encore débat (CSS 8684, 2011). L'avis 8684 du CSS (2011) estime que le
backscrenning n’est pas une alternative aux tests NAT parce que ce backscreening n'est pas
d'application pour tous les tissus (par ex cornée), parce que cette pratique nécessite des
structures logistiques lourdes et peut étre une source d'inquiétude pour les receveurs d’'organe.
En ce qui concerne les donneurs décédés, la Directive européenne estmoins exigeante et
requiert uniquement un dépistage sérologique (Ac anti-HIV-1/2, Ag HBs, Ac anti-HBc et Ac anti-
HCV).

Si des tests NAT pour le HIV, le HBV et le HCV sont réalisés chez un donneur vivant (a
I'exception des donneurs de gameétes, cellules souches et sang périphérique), le deuxiéme
examen sérologique devant normalement avoir lieu 180 jours aprés le don peut étre omis si les
tissus du donneur concerné peuvent étre conservés plus longtemps (CE, 2006; AR, 2009). Ces
tests répétés sont également omis lorsqu’une étape d'inactivation validée pour les virus
concernés a été utilisée lors du traitement des tissus (CE, 2006; AR, 2009).

Notons que ces directives ne s’appliquent pas aux donneurs de gameétes, d’embryons, de
gonades ou de fragments de gonades, pour lesquels des informations plus spécifiques peuvent
étre trouvées dans I'AR (AR, 2009).
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En ce qui concerne les tests virologiques spécifiques pour un type de tissu, il faut se référer aux
standards de qualité spécifiques.
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Au sujet du Conseil Supérieur de la Santé (CSS)

Le Conseil Supérieur de la Santé est un service fédéral relevant du SPF Santé publique, Sécurité
de la Chaine alimentaire et Environnement. Il a été fondé en 1849 et rend des avis scientifiques
relatifs a la santé publigue aux ministres de la santé publique et de I'environnement, a leurs
administrations et a quelques agences. Ces avis sont émis sur demande ou d'initiative. Le CSS
ne prend pas de décisions en matiere de politique a mener, il ne les exécute pas mais il tente
d’'indiquer aux décideurs politiques la voie a suivre en matiere de santé publique sur base des
connaissances scientifiques les plus récentes.

Outre son secrétariat interne composé d’environ 25 collaborateurs, le Conseil fait appel a un
large réseau de plus de 500 experts (professeurs d'université, collaborateurs d'institutions

scientifiques), parmi lesquels 200 sont nommés a titre d'expert du Conseil. Les experts se
réunissent au sein de groupes de travail pluridisciplinaires afin d’élaborer les avis.

En tant qu'organe officiel, le Conseil Supérieur de la Santé estime fondamental de garantir la
neutralité et l'impartialité des avis scientifiques qu'il délivre. A cette fin, il s'est doté d'une
structure, de régles et de procédures permettant de répondre efficacement a ces besoins et ce, a
chaque étape du cheminement des avis. Les étapes clé dans cette matiére sont l'analyse
préalable de la demande, la désignation des experts au sein des groupes de travail, I'application
d'un systeme de gestion des conflits d'intéréts potentiels (reposant sur des déclarations d'intérét,
un examen des conflits possibles, et un comité référent) et la validation finale des avis par le
Collége (ultime organe décisionnel). Cet ensemble cohérent doit permettre la délivrance d'avis
basés sur l'expertise scientifique la plus pointue disponible et ce, dans la plus grande impatrtialité
possible.

Les avis des groupes de travail sont présentés au College. Aprés validation, ils sont transmis au
requérant et au ministre de la santé publique et sont rendus publics sur le site internet (www.css-
har.be), sauf en ce qui concerne les avis confidentiels. Un certain nombre d’entre eux sont en
outre communiqués a la presse et aux groupes cibles parmi les professionnels du secteur des
soins de santé.

Le CSS est également un partenaire actif dans le cadre de la construction du réseau EUSANH
(European Science Advisory Network for Health), dont le but est d’élaborer des avis au niveau
européen.

Si vous souhaitez rester informé des activités et publications du CSS, vous pouvez envoyer un
mail & 'adresse suivante : info.hgr-css@health.belgium.be .
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