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L’anémie hémolytique auto-immune est essentiellement liée a I’existence
sur les globules rouges et/ou dans le plasma d’un autoanticorps acheminé vis-a-
vis un ou plusieurs antigenes érythrocytaires. Les hématies sensibilisées ont une

courte durée de vie.
Il s’agit d’une hémolyse soit :
e intra-vasculaire
* et/ou tissulaire

Les antigenes cibles des autoanticorps sont des antigenes de grande
frequence (Rhésus), ils sont présents chez la plupart des sujets et rende la
transfusion peu efficace. Certains autoanticorps ont une spécificité restreinte, en
particulier pour des antigenes du systeme Rhésus (exemple : auto-anti-e).cette
spécificité et cette nature de I’autoanticorps peuvent varier au cours de

I’évolution de la maladie.

Les autoanticorps sont dits chauds ou froids selon que leur température

d’activité optimale in vitro se situe a 37 °C oua 4 °C (en réalité de 0 a 30 °C) :
e |es autoanticorps chauds sont des IgG polyclonales ;
e |es autoanticorps froids sont :
- des IgM monoclonales pour la maladie de Waldenstrém ;
- des IgG biphasiques (fixation a froid et hémolyse a chaud).
Les AHAI touchent des sujets de tout age.

On distingue généralement les AHAI a anticorps chauds et des AHAI a

anticorps froids. [1,2]
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a) AHAI a anticorps chauds

C’est la plus fréquente (80 % des cas). Le TCD est de type 1gG seul (35 %
des cas) ou de type mixte (IgG + complément : 45 % des cas). Parfois de type
complément seul (10 % des cas), rarement IgA + 1gG (5 %) ou IgM + IgG +

complément (5 %).

Des formes asymptomatiques découvertes de facon fortuite lors de
I’exploration d’une anémie. Elles sont idiopathiques dans plus de la moitié des

cas. Les pathologies associées les plus fréguemment rencontrées sont :
¢ les hémopathies lymphoides ;
e |es connectivites et autres affections dysimmunitaires ;
e |es cancers.

Sur le plan clinique, tous les intermédiaires sont possibles entre I’hémolyse

aigué intravasculaire et I’hemolyse chronique extravasculaire bien tolérée.

Le test de Coombs peut rester positif plusieurs mois. La préesence de C3d
sans IgG (avec ou sans agglutinines froides) est souvent associée a une

pathologie sous-jacente.
b) AHAI a anticorps froids

In vitro, les autoanticorps froids de type IgM sont responsables d’une
agglutination  spontanée  des globules rouges sensibilisées  Cette

autoagglutination est généralement réversible a 37 °C.

In vivo, les autoanticorps froids fixent le complément. L’hémolyse est

déclenchée a une température inférieure a 30 °C.
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c) Autres formes plus rares d’AHAI :
- Formes mixtes (~7-10%) avec taux faibles d’agglutinines froides.
- IgM a large amplitude thermique (0-37°C), active méme a taux faible.
[3,4,10]

L’objectif de ce mémoire est de présenter tout d’abord I’apport de test a
I’antiglobuline directe et indirecte sur les anémies hémolytiques auto-immune.
La premiére partie sera dédiée a introduire et une décrire des principes
physiopathologiques des AHAI, puis une deuxieme partie pratique est dédiee de

diagnostic des AHAI par le test de Coombs.
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Définition
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L’anémie hémolytique auto-immune (AHAI) est une définie comme étant
une hémopathie distinguée par un abaissement pathologique du taux des
hématies. Ces cellules du sang contiennent de I’hémoglobine qui transporte
I’oxygene ; elles assurent ainsi la distribution de celui-ci a toutes les cellules de
I’organisme. En temps normal, la durée de vie des globules rouges est de 120
jours. Ensuite, ils sont détruits et remplacés par de nouvelles cellules. Dans le
cas de ’AHAI, la durée de vie des globules rouges est diminuée car ils sont
détruits de fagon prématurée (hemolyse). Le responsable de ce phénomene est
un anticorps. Les anticorps sont des éléments essentiels de I’'immunité (ou
systeme immunitaire) pour lutter contre les infections. Normalement, ils agissent
contre les agents extérieurs (virus, bactéries, etc.). Dans le cas présent, I’un de
ces anticorps s’attaque aux globules rouges. La durée de vie des globules rouges
est diminuée car ils sont détruits de facon prématurée. Le responsable de ce

phénomene est un anticorps.

On distingue plusieurs formes d’AHAI :

Dans 60 % a 70 % des cas associé « anticorps chauds ». Ces anticorps
deviennent actifs a une température comprise entre 35 °C et 40 °C. A I’inverse,
il existe des AHAI dites a « anticorps froids » (16 % a 32 % des cas) dont
I’hémolyse est induite par I’exposition au froid (leur activité étant maximale aux
alentours de 4 °C). La maladie chronique des agglutinines froides est la plus

fréquente de ces formes.

C’est une maladie relativement rare. [4,5]
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I. Physiopathologie des Anémies Hémolytiques
A. Généralités sur I’hémolyse :
1. L"hémolyse physiologique

L’hémolyse est une pathologie liée au destruction de globules rouges
libérant I’hémoglobine. Physiologiquement la perte journaliére est envisagée

dans un intervalle comprise entre 1 et 2 % de la masse globulaire totale.

1.1. L'hémolyse intra vasculaire

Hémolyse intra vasculaire
7
/ membrane
Y77 > Bilirubine libre

it

s
Protéines sériques de transport Méthémoglobine (OX)
Hémoglobinémie ( si > 1,35 g/l
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globine hémine (Fe+++)
1 1
Hapto-Hb  méthémalbumine f
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FOIE bilirubine conjuguée

COLON stercobilinogéne

Figure 1 : Schémas d’hémolyse intra-vasculaire [4]
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L'hémolyse intravasculaire est une cause importante de destruction
prématurée des globules rouges et se produit généralement lorsque la membrane
cellulaire a été séverement lésée par un certain nombre de mécanismes

différents, dont :

e Phénomeénes auto-immuns
e Traumatisme direct (p. ex., hémoglobinurie de marche)

e Contrainte de cisaillement (p. ex., valves cardiaques mécaniques
defectueuses)

e Coagulation intravasculaire disséminée (CIVD)
e Toxines (p. ex., toxines clostridiennes, morsure de serpent venimeux)

L'hémolyse intravasculaire entraine une hemoglobinémie lorsque le taux
d'hémoglobine éliminée au sein du plasma est supérieur a la capacité de fixation
de I'némoglobine par I'naptoglobine, une protéine se trouve au sein du plasma a
aux alentours d’une concentration de 1,0 g/L, ce qui induit une réduction de
I'naptoglobine  plasmatique. En cas d’hémoglobinémie, des dimeéres
d'hémoglobine non liés sont filtrés dans l'urine et réabsorbés par les cellules
tubulaires rénales ; une hémoglobinurie en résulte lorsque la capacité de
réabsorption est dépassee. Le fer est liberé par I'némoglobine catabolisee et
inclus dans I'hémosidérine dans les cellules tubulaires ; une partie du fer est
assimilée pour étre réutilisée, tandis qu'une partie est éliminée dans les urines

lors de la desquamation des cellules tubulaires. (Figure 1) [2. 3. 4. 5].
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Hémolyse intra tissulaire

Macrophage
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Figure 2 : Schémas d'hémolyse intra-tissulaire [4]



Apport du test de Coombs dans le diagnostique des AHAI

2. L"hémolyse pathologique ou hyper-hémolyse :

Cette destruction des globules rouges se manifeste avec une anémie
hémolytique et une augmentation de la concentration de la bilirubine dans le
sang.

Si I’hémolyse survient directement a I’intérieur des vaisseaux sanguins,
I’hémoglobine se déverse alors dans le plasma. Ce type d’hémolyse est dite
intravasculaire et peut étre causée par des facteurs mécaniques, par des
mécanismes immunologiques qui provoquent la fixation du complément au
niveau de la membrane des hématies ou par la présence de substances qui
agissent directement sur la membrane cellulaire, en I’endommageant. Plus
communément, I’hémolyse survient au niveau des grosses glandes du systeme

monocyto-macrophagique, le foie et la rate.

Les patients qui souffrent de conditions hémolytiques présentent en
géneral certaines valeurs de laboratoire significativement altérées. L’étude
hémochromocytométrique permet de mettre en évidence une forme d’anémie.
Elles peuvent concerner la membrane des globules rouges, c’est le cas de la
drépanocytose. Les globules rouges ayant une forme de faucille en raison d’une
malformation génétique qui transforme I’hémoglobine : on parle d’hématites
falciformes. Elles peuvent aussi étre dues a une destruction excessive des
globules rouges. La maladie de Minkowski-Chauffard, les thalassémies et les
hémoglobinoses C et M et le déficit de I’enzyme G6PD sont d’autres anemies
hémolytiques de type héréditaire. Les anémies hémolytiques peuvent également
étre acquises. Les causes peuvent étre infectieuses, liés a des toxiques, a des
protheses cardiaques, des valvulopathies, etc. Une autre cause est la production

d’auto-anticorps par le patient. Ces auto-anticorps viennent alors attaquer les

10
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hématies du malade. C’est une cause auto-immune qui peut aussi provoquer une
anémie hémolytique. Les traitements des anémies hemolytiques et des anemies
en genéral sont multiples et adaptés a la cause a I’origine de I’anémie. Pour les
anémies hémolytiques dues a des auto-anticorps ou a une infection, les
Immunosuppresseurs, les corticoides et les immunoglobulines sont prescrits. La
transfusion sanguine de globules rouges sains est aussi une forme de traitement
des anemies. Enfin, pour les anémies hemolytiques, on prescrit tres souvent

I’acide folique car il participe a la production des globules rouges. [6,8]

el
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Figure 3 : Hémolyse pathologique ou hyperhémolyse [8]
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2.1. L'hémolyse extravasculaire:(Figure 4)

Hémolyse EXTRA-
Vascul.

MO : Anémie < Reticulo {11

Figure 4 : Hyper-hémolyse extra- vasculaire [8]
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2.2. L'hémolyse intravasculaire
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Figure 5 : Hyper-hémolyse intra-vasculaire [9].
CEH : Cycle entéro-hépatique
CIVD : Coagulation intravasculaire disséminé

IRA : Insuufisance rénal aigue
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B. Mécanismes des anémies hémolytiques auto immunes : [6]
Un déreglement 8 La perte de la

du systeme tolérance
immunitaire immunitaire

Un néoplasme
des

lymphocytes B

1. Physiopathologie des auto-anticorps chauds

Les auto-anticorps anti-GR les plus fréquemment observeés sont de type IgG,
essentiellement dirigés contre le systeme Rhésus (RH), actifs a +37°C et
principalement responsables d’une hémolyse extravasculaire via I’ADCC. Le titre
de I’auto-anticorps va donner des indications sur le risque hémolytique associé a
I’auto-anticorps. Si le titre est inférieur ou égal a 1/30, il ne sera pas nécessaire de
déterminer les sous-classes de I’auto-anticorps car le risque hémolytique est faible.
Par contre, si le titre est supérieur a 1/100, I’identification des sous-classes d’1gG
présentes est importante car elles vont donner une indication sur le degré
d’hémolyse43. En effet, les 1gG1 et 1gG3 sont les plus déléteres pour les GR car
elles se fixent mieux aux récepteurs Fc des macrophages. De plus, les 1IgG1 et 1gG3
fixent mieux la fraction C1 du complément que les 1gG2 et 1gG4, permettant
d’activer la voie du complément. Ainsi, le degré d’hémolyse sera plus important
avec des IgG1 et IgG3 qu’avec des 1gG2 et 1gG4. [7 ,11]

14
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1.1. Cytotoxicité dépendante des anticorps (Figure 6)

La cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps est un
mécanisme de défense immunitaire par lequel une cellule immunitaire lyse une
cellule cible marquée par des anticorps liés a des antigenes présents a sa

membrane.

L'ADCC est indépendant du systeme du complément, qui permet aussi la
lyse de cellules via reconnaissance d'anticorps, mais ne requiert pas de cellule
effectrice. L'ADCC est effectuée par une cellule effectrice, généralement
une cellule NK qui reconnait les IgG. Il peut aussi s'agir d'un macrophage,

un neutrophile ou un éosinophile. [12]

Antibody-dependent cell-mediated

Neutrophil cytotoxicity (ADCC)

NK cell

Macrophage/
Resident Monocyte

Figure 6 : Cytotoxicité dépendante des anticorps. [12]
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2. Physiopathologie des auto-anticorps froids :

La maladie  des  agglutinines  froidesest  une maladie  auto-
Immune caractérisée par une forte concentration d'anticorps circulant, le plus
souvent des IgM, dirigées contre les érythrocytesl. C'est une forme d'anémie
hémolytique auto-immune, plus précisément de celles ou les anticorps lient
uniguement les hématies entre elles a basse température, généralement entre 28
et 31 °C. [4, 5]

Le Systéeme du complément :

La liaison entre les globules rouges et les anticorps active la voie
classique d'activation du systeme du complément. Si la réponse du systeme du
complément est suffisante, les globules rouges sont abimés par la formation du
complexe d'attaque membranaire. Lors de la formation du complexe d'attaque
membranaire, beaucoup de protéines de complément sont insérées dans la
membrane des globules rouges, formant des pores qui conduisent a l'instabilité
de la membrane et a une hémolyse (destruction des hématies dans les vaisseaux

sanguins).[13]

Si la réponse du complément n'est pas suffisante pour former le complexe
d'attaque membranaire, alors une lyse extravasculaire va étre favorisée a la lyse
des hématies. A la place de la formation d'un complexe d'attaque membranaire,
des protéines du complément (particulierement les C3b et C4b) sont déposés sur
les hématies. Cette opsonisation augmente la distinction de globules rouges par
les phagocytes dans le foie, la rate, et les poumons, conduisant a I'hémolyse des

globules rouges par ces derniers.

16
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Les individus atteint de la maladie des agglutinines froides présente les

signes d'une anémie hémolytique. [14]
3. La production des auto-anticorps :

Lors de I’introduction d’un antigene incompatible dans la circulation du
receveur, une cascade immunologique se produit :

e S’il s’agit d’un antigene T-indépendant, de nature polysaccharidique
(ABO/H, P, Le), il y a stimulation directe des lymphocytes B et production
d’IgM. Ce sont des anticorps « naturels » qui ne sont pas le fruit d’une allo-
Immunisation mais d’une hétéro-immunisation liee a des cross-réactivités
répétées avec des substances présentes dans I’environnement. Dans ce cas, les
anticorps préexistent a I’introduction de I’antigene et il faut différencier les
anticorps naturels ABO des autres anticorps naturels détectés par RAL.

» S’il s’agit d’antigéne T-dependant, de type proteique, comme c’est le cas
pour les antigenes des systemes RH, KEL, JK, FY, DO, I’initiation de la réponse
immunitaire humorale dépend de la reconnaissance de I’antigene par un
lymphocyte T. Il y a présentation de I’antigene aux lymphocytes TCD4 selon les
sequences épitopiques immunogenes associées aux molécules HLA de classe I,
entrainant une activation lymphocytaire T puis une coopération étroite avec les
lymphocytes B aboutissant a la production d’anticorps diriges contre I’antigene
natif. Mais, il existe une variabilité individuelle de I’allo-immunisation anti-
érythrocytaire et on pourrait envisager une stratégie cellulaire de prévention par
la recherche de voies d’induction de tolérance vis a vis des antigenes de groupes
sanguins. [15,16,18]

17
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L’hyper-hemolyse provoqué par des AHAI est due a des auto-anticorps

existant dans le plasma du malade et présents aussi bien liées aux hématies.
Dans le cas des anticorps chauds :

Les anémies hémolytiques auto-immunes de ce type sont dues, la plupart
du temps, a des 1gG actifs a 37°C. Dans certains cas, elles peuvent étre dues a
des IgA ou des IgM. C'est la forme la plus frequente avec 70% des anémies
hémolytiques auto-immunes. Elles sont principalement rencontrées au cours de
syndromes lymphoprolifératifs et de maladies systémiques (lupus érythémateux
disséminé). [17 ,19]

18
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I1. Exploration par le test a I’antiglobuline
A. Le test Direct a I’antiglobuline (TDA)

Le test de Coombs direct (TCD) a pour objectif de rechercher les anticorps ou
des composants du complément fixé sur les globules rouges. In vivo, il renseigne

sur la sensibilisation des globules rouges. (Figure 6). [21]

 I’antiglobuline

Réaction positive Tegends

Antigéne a la
surface du
globule rouge

Anticorps

humain

anti-

érythrocytaire

Antiglobuline
Y {AGH, Réactif

de Coombs)

Globules rouges sensibilisés (GRS), chez Ajout de I'antiglobuline Agglutination : Ponts formés par
un patient ayant une anémie hémolytique aux GRS lavés. I"antiglobuline fixée aux anticorps
immunologique. Anticorps humains fixés humains.

aux antigénes des globules.

Figure 7 : Fixation des antiglobulines sur les hématies [22]
B. Le Test Indirect a I’antiglobuline (T1A)

C’est la mise en évidence de la sensibilisation des hématies in vitro par des

Ac, en utilisant des anti-globulines humaines (AGH) polyvalentes. [22] (Figure 8)
- Lavages des hématies Par I’eau physiologique (plusieurs lavages).
- Ces hématies peuvent étre selon les cas :

e hématies test de groupe o utilisées pour la recherche d’un Ac irrégulier

dans le sérum du patient.

19
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hématies a testés pour la recherche d’un Ag faible (D faible).

hématies des unités a transfusées et nécessitant une

comptabilisation préalable avec le sérum du malade.
Réalisation d’une suspension a 05%.

Incubation a 37 °C avec selon les cas (sérum du malade ou avec
I’anti-D pour la recherche du D faible permettant la fixation de I’Ac

a son Ag spécifique) pendant 45 min (15 min en solution liss).
Lavage des hématies. » Ajout de I’AGH polyvalente.
Centrifugation a faible vitesse.

Présence d’agglutination Coombs indirect : Test positif

Absence d’agglutination Coombs indirect : Test negatif

Le test de Coombs indirect se fait, entre autres, dans les situations

suivantes :

- Test de compatibilitt majeur : plasma/sérum du receveur et hématies du

donneur.

- Recherche d’anticorps irreguliers : plasma/serum du patient et hématies d’un

panel (antigénes connus).

- Recherche d’un phénotype érythrocytaire : érythrocytes du patient et

antisérum connu (anticorps connus).
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Ac anti-lg (test de Coombs
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Figure 8 : Détection des anticorps anti-érythrocytaires dans le sérum [20 ,21]
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e Recherche d’agglutinines irrégulieres.
Cette recherche se fait en deux etapes :
s Dépistage
Panel de dépistage : au moins 3 hématies-tests de groupe O.
Permet de détecter, jamais d’identifier.
Réponse : présence ou absence d’anticorps irréguliers (allo-anticorps)
¢ ldentification

Au cours du dépistage, si le résultat est négatif, la RAI est aussi négative,
Au contraire, s’il est positif, une identification est devenue primordiale.
L’identification est réalisée avec une gamme d’hématies-tests de groupe O, de
répartition antigénique définie et réglementée également avec des antigenes et
des phénotypes obligatoires, comportant au minimum 10 hématies ; le nombre
d’hématies-tests doit, le plus souvent, étre complété par des hématies
informatives de maniére a effectuer I’identification dans les conditions

réglementaires et en toute sécurité. [21,22]
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1. Rappel des objectifs :
1.1. Objectif principal

Intéerét du test a [Iantiglobuline dans le diagnostic des anémies

hémolytiques auto-immun.
2. Matériels et méthodes.
2.1. Type d’étude

Il s’agit d’une étude descriptive, rétrospective de trois cas cliniques ont éeté
pris en charge et suivie pour I’anémie hémolytique auto-immune au sein de

I”Hopital Militaire d’Instruction Mohammed V.
2.2. Population d’etude

Patients hospitalisés au niveau du de I’Hopital Militaire d’Instruction

Mohammed V. ayant nécessité un test de Coombs direct et indirect.
2.3. Période d’étude

L’étude a été réalisée sur une période de 1 mois (du ler Février 2018 au 31
Mars 2018).

2.4. Moyens matériels
Le matériel nécessaire pour la réalisation de TDA et TIA est le suivant :
v' Les cartes gel a anti-1gG + C3d. (figure 9)
v' Suspension humaine des hématies (ID-DiaCelll-I1-111). (Figure 10)
v"Un incubateur et une centrifugeuse. (Figure 11 : (a) et (b)).
v' Table d’antigénes pour les (ID-DiaCelll-11-111). (Figure 12).
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v' Ensemble de 11 flacons des hématies utilisé pour I’identification

d’un test RAI positif. (Figure 13)

v' Table d’antigenes des 111D-DiaPanel pour I’identification d’un test

RAI positif. (Figure 14)

Figure 9 : carte gel a anti 1gG + C3d

Figure 10 : suspension humaine des hematies (ID-DiaCelll-11-111)
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ID - Centrifuge 6 S

(@) (b)

Figure 11 : (a) — incubateur, et (b) — centrifugeuse

Figure 12 : Table d’antigenes pour les (ID-DiaCelll-11-111)
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Figure 13 : I’ensemble de 11 flacons des hématies utilisées pour

I’identification d’un test RAI positif.

Figure 14 : Table d’antigenes des 111D-DiaPanel pour I’identification d’un
test RAI positif.

27



Apport du test de Coombs dans le diagnostique des AHAI

2.5. Méthodes
2.5.1. Phase pré-analytique
2.5.1.1. Prélevement

Le prélevement s’effectue au lit du malade par un(e) infirmier(e) apres
avoir vérifié la prescription médicale et la concordance entre celle-ci et le choix

des tubes d’analyses.

e Pour le test Direct a I’antiglobuline on utilise un tube contenant
I’EDTA.

e Pour le Test indirect a I’Antiglobuline on utilise un tube sec sans

anticoagulant.

Tube sec Tube a EDTA
2.5.1.2. Circuits des échantillons

Les échantillons sont acheminés au laboratoire d’immuno-hématologie par

des infirmiers.
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Le prélevement est acheminé au laboratoire en vue d’étre analyse les plutot
possibles ou conservé dans un délai maximal de 48 heures a +4-8C° apres le

prélevement.

Tous les échantillons ont subi une centrifugation a 4000 tours/min pendant

3 min avant d’étre analyseés.
2.6. Phase analytique

Le TDA et le TIA utilise plusieurs techniques, chaque technique a son

Intérét et ses limites de déetections :
« Technique Saline
Cette technique n'est pas utilisée en routine
« Technique microplague (Immunoadhérence)

La recherche des anticorps irréguliers s'effectue sur les microplaques dans
lesquelles les hématies tests sont fixees. Le serum ou plasma du patient est
ensuite incubé dans cette plague a 37°C. Les cupules sont ensuite lavées. Seuls
les anticorps fixés sur les hématies tests restent dans les cupules. Afin de revéler
la présence de ces anticorps, on y ajoute une antiglobuline de type 1gG qui se
fixe sur des hématies révélatrices. Apres centrifugation, une réaction positive est
observeée lorsque les hématies révélatrices restent sur les parois des cupules. Une
réaction négative est déterminée lorsque tous les globules rouges se retrouvent

au fond de la cupule [8].
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« Technique Enzymatique

Les fragments polypeptidiques qui appartiennent aux glycoprotéines sont
libérés par des enzymes protéolytiques, d'origine animale ou végétale. Les
hématies ainsi traitées sont alors agglutinables par les anticorps I1gG
normalement non agglutinants ; par exemple, les globules rouges traitées par les
enzymes sont agglutinés par I'lgG anti-RH1 ; cette est une caractéristique non

lice au démasquage de nouveaux déterminants antigéniques [22].
La technique la plus utilisé est la technique par filtration sur carte gel.

Cette technique est utilisée, autant en technique manuelle, que par les
automates. Cette technigue nécessite l'utilisation d'une cassette constituée d'une
micro-cupule surmontant une colonne de filtration. Cette colonne de filtration

contient des microbilles ou du gel.

Aprés ajout le plasma ou le sérum du malade dans la cupule au contact des
globules rouges du panel de dépistage ou d'identification, la cassette est mise
dans un milieu de température égale a 37°C, puis centrifugée. Lors de cette
centrifugation, les globules rouges sont dirigés au fond de la colonne de
filtration. Pendant cette phase de migration, les hématies possédant un complexe
Immun antigene-anticorps vont étre blogquées par les billes ou le gel. Ils ne vont

donc pas atteindre le fond de la colonne.

Une antiglobuline humaine polyvalente (anti-lgG et anti-complément) ou
une antiglobuline anti-lgG peuvent étre contenue dans les colonnes de filtration.

Selon l'antiglobuline utilisée, les anticorps a identifiés sont différents [21 ,22].
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Figure 3 : Le test a I’antiglobuline sur carte gel
3. Test a I’antiglobuline direct (TAD)
3.1. Principe

Le TAD a son objectif de mettre en évidence la sensibilisation des
globules rouges par des anticorps et/ou de protéine du complément par
agglutination in vitro a I’aide d’antiglobuline polyspécifique (anti-1gG et anti-
C3d).

Si le résultat est positif, une antiglobuline monoclonale spécifique (anti-

IgG, anti-C3d, anti-IgM voir anti-1gA) est utilisé pour déterminer la nature de la

protéine responsable.
3.2. Technique
La réalisation de ce test suit les étapes suivantes :

e Apreés le prélevement du sang du patient sur un tube a EDTA on prend

avec une micropipette 150 pl des hématies.

e Centrifugation pour séparer les deux phases plasma et le culot qui
contient les hématies.
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Elimination du plasma et on récupeére le culot qui contient les Hématies

car ce test est directement réalisé a partir des hématies.

Lavage des hématies 6 fois pour se débarrasser des immunoglobulines

plasmatiques.

Préparation d’une suspension des hématies de 5% dans un tube avec de

I’eau physiologique.

Les hématies du patient sont ajoutées et brievement incubés dans la

chambre de réaction.

¢ Lecture de résultats et interprétation du test :

Un test Positif :

Le TDA est considéeré comme un test semi-quantitatif. Sa positivité

s’exprime par présence d’un taux variable d’AC (auto- ou allo-anticorps) et/ou

de C (C3) fixés sur les hématies du malade. Si le TDA est positif, il convient

d’une part de préciser sa specificité (IgG et/ou C3, IgA) et d’autre part

d’apprécier I’intensité de I’agglutination.

Si la detection des auto-anticorps de types IgG sans facteur de
complément est positive, dans ce cas-la, il s’agit d’un auto-anticorps de

type 1gG qui n’active pas le complément.

Si par contre le test détecte le facteur de complément ; il s’agit d’un

auto-anticorps qui active le complément.

Les auto-anticorps de I’isotype IgM ne sont pas facile a revéler vu
gu’en raison de leur taille pentamere, ils sont souvent éliminés par

lavage pendant I’exécution du test.
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Un test Négatif est caractérisé par I’absence de d’agglutination. [22]

Figure 4 : Présence et absence d’agglutination dans le cas TDA
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A propos des cas cliniques

Il s’agit d’une étude descriptive, rétrospective d’un cas clinique qui a été
pris en charge et suivie pour I’anémie hémolytique auto-immune au sein de

I’Hopital Militaire d’Instruction Mohammed V.

PATIENTEN®1

Il s’agit d’une patiente agée de 27ans, hospitalisée au sein du service de
Néphrologie-Hémodialyse pour un syndrome Néphrotique et une insuffisance
rénale chronique avec des signes extrarénaux et selon la prescription de son
médecin, on a réalisé un test de Coombs direct et on a obtenu les résultats

suivants :

Figure 5 : Présence d’agglutination dans le cas TDA
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Résultat
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C’est un test de Coombs direct positif caractérisé par une agglutination

formée par I’antiglobuline fixé aux Anticorps humain.

D’apres les résultats biologiques obtenues, les renseignements cliniques
du malade et d’autres tests complémentaires, ils ont résume qu’il s’agit d’une
maladie lupique retenue selon les criteres de L’ACR a tropisme articulaire,

cutane hématologique et rénal.

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est une des principales maladies
Auto-immunes systémiques, Cette affection est caractérisée par un important
polymorphisme clinique marqué essentiellement par des signes rhumatologique,

dermatologique, hématologique et Néphrologique.

La réveélation de LED par le test de coombs n’est pas rare. Néanmoins, ce
test n’implique pas une AHAI. Il est normalement induit par des complexes

Immuns faisant intervenir la fraction C3d du complément.
Une anémie hémolytique idiopathique peut précéder I’apparition de signe
de lupus, elle survient au cours de I’évolution d’un lupus connu. Il semble

exister un veéritable spectre d’affection entre le lupus et I’AHAL.

Environ 10 % des lupus ont ou développeront une AHAI
Environ 10-15 % des AHAI ont ou feront un lupus

L’AHAI peut étre le seul symptome de la maladie
et précéder de plusieurs années les autres manifestations du LED
symptome souvent associé & un syndrome des APL,
lui-méme secondaire au lupus

~
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/ AHAI ' LED
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\‘\\ :’// e \‘-. . ,/’
=50 LED ~- :
N

/
/

1 /

\\ ~ _./

Figure 11 : Les AHAI et le Lupus [23]

36



Apport du test de Coombs dans le diagnostique des AHAI

1.

1-

Test Indirect a I’antiglobuline/Recherches d'anticorps irréguliers
(RAL).

1.1. Le Dépistage des recherches d'anticorps irréguliers (RAI)

Aprées un prélevement du sang du patient sur un tube sec on prend avec une
micropipette 150 ul du sérum, 50 ul pour chacun des 3 micros-colonnes de la

carte gel. Et mentionner le nom du patient.

Ensuite on ajoute dans I’ordre 50 pl de chaque flacon de la suspension
humaine des hématies (ID-DiaCelll-I1-111), c’est un dépistage a 3cellules pour
les patients. 1l contient un ensemble de 3 flacons pour le test TIA et NaCl. Ces
cellules possedent une double dose d’antigenes. Il a été testé par sérologie

pour les Ag de classe 1 de HLA.

En fin on met les cartes gel dans I’incubateur pendant 15 min a une température de
37°C (condition physiologique) pour favoriser la fixation des anticorps sur les

antigenes des hématies, puis dans la centrifugeuse pendant 15 min.
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Lecture des résultats a la fin du test : deux possibilités
Soit le test est positif, dans ce cas les globules rouges sont pieges dans le gel. (Fig.12)

Soit le test est négatif, dans ce cas les globules rouges traversent le gel et

forment un culot au fond du tube. (Fig.13)

E- iy FPRL A

Figure 7 : TIA (-) absence d’agglutination
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Lorsque le test est positif on peut connaitre qu’elle systéme d’anticorps
responsable a cette agglutination par la table d’antigénes spécifique au ID-
DiaCelll-11-111 (figure 14).

Figure 8 : Table d’antigénes des ID-DiaCelll-I1-I11.
1.2. L’identification

Lorsque le test de dépistage est positif, il faut réaliser I’identification de la
spécificité du ou des anticorps présents, par un panel d’identification constituer
de 11 hématies-tests phénotypées dans tous les systemes de groupes sanguins

connus.

Figure 9 : L’ensemble de 11 flacons des hématies utilisées pour I’identification
d’un test RAI positif
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Figure 10 : Table d’antigenes des 11ID-DiaPanel pour I’identification d’un test
RAI positif.

A propos des cas cliniques

Il s’agit d’une étude descriptive, rétrospective de deux cas cliniques ont
été pris en charge et suivie pour I’incompatibilité feeto-maternelle et de la
maladie hémolytique du nouveau-né aux seins Hépital Militaire d’Instruction
Mohammed V.
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PATIENTE N°2 :

Pour la 1°° patiente, elle s’agit d’une femme de 35 ans sans aucun
antécédent transfusionnel, elle était enceinte et a réalisé un test RAI avant
I’accouchement, le résultat était négatif, apres I’accouchement on a refait le test
et il est positif. La patiente était traitée par I'anti-D avant et apres
I’accouchement.

-Aprés le prélevement du sang de la patiente dans un tube sec, afin

de récupérer le sérum, on a réalisé une étape de dépistage par panel de 3

hématies test O de phénotype connu et on a trouvé les résultats suivants :
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Interprétation 1 :

On a obtenu un résultat positif (agglutination) dans les 3 micro-colonnes,
d’aprés la table d’antigénes, cette agglutination est due a la présence des Ac du
systeme Kell dans le sérum de la patiente. Pour vérifier ces résultats on a réalisé

un test d’identification avec 11 hématies et on a obtenu les résultats suivants :

Interprétation 2 :

D’apres les résultats obtenus dans le test d’identification on a assuré que
le systeme d’anticorps présent dans le serum du patient est le systeme Kell et

plus précisément les anti-kp®(agglutination sur tous les micro-colonnes).
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PATIENT 3 :

-La collecte de I’information pour cette patiente était incomplete par
mangue de donnees sur le dossier médical. Ce qui nous a empéchés de chercher
des relations avec d’autres facteurs tel que la grossesse et la transfusion

sanguine.

-On ne pouvait pas Vérifier I’exactitude des informations qui ont été

recueillies en rétrospectif

-Apres la réalisation dépistage par panel de 3 hématies test O de phénotype

connu pour la patiente 2 on a obtenu les résultats suivants

Interprétation 1 :

On a obtenu un résultat positif (agglutination) dans les deux 1%* micro-
colonnes, d’apres la table d’antigenes cette agglutination est due a la présence
des Ac du systeme Rh dans le sérum de la patiente. Pour vérifier ces résultats on
a réalisé un test d’identification avec 11 hématies-tests et on a obtenu les

résultats suivants :
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Interprétation 2 :

On a obtenu dans le test d’identification, une agglutination sur les micro-
colonnes N" 1, 2,3et 8 ce qui assure la présence des Ac du systeme Rh et plus

précisement les anti-D.

Le test sérique détecte la présence des auto-anticorps dans le sérum de la
patiente et non fixé sur les antigenes des hématies. Il est caractérisé par sa

possibilite d’étre spécifique et précise le type d’Ac fixé soit 1IgG ou C3d.
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Discussion

45



Apport du test de Coombs dans le diagnostique des AHAI

Par definition, I’AHAI désigne une anémie secondaire a la destruction des
GR par des anticorps (Ac) diriges contre les propres antigenes (AQ)
membranaires non modifies des globules rouges du patient. Elles peuvent étre
idiopathique ou révéler ou compliquer I’évolution de plusieurs affections en
particulier dysimmunitaires. L’AHAI peut engager le pronostic vital avec une
mortalite globale chez I’adulte comprise entre 8% et 15% selon les séries
rapportées récemment dans la littérature.

Cette maladie touche toutes les tranches d’age et il existe des spécificités
lices a chaque tranche d’age tant sur le plan de I’abord diagnostique que pour la
prise en charge thérapeutique. [1,10].

Le diagnostic d’AHAI se fait par la révélation d’auto-anticorps anti-
érythrocytaires par I’utilisation d’un test direct a I’antiglobuline (TDA)
(PATIENTE N°1).

Un certain nombre d’examens complémentaires se justifie a la recherche
d’une maladie sous-jacente surtout si le diagnostic d’AHAI est confirmé :

comme dans notre exemple du lupus systémique (patientel). [21]

Le test indirect a I’antiglobuline ou TIA est un test sérique, permettant de
depister des Ac présents dans le sérum maternel. C’est un test réalisé en deux
étapes, d'ou son nom de Coombs indirect. Le test peut s’appliquer a la recherche

d’agglutinines irreguliéres.

L’exemple choisi est celui des anticorps anti-D (Rhesus) (PATIENTE
N°3).

La forme la plus typique de l'allo-immunisation feeto-maternelle et de la
maladie hémolytique du nouveau-né est celle due a I'antigene Rh(D) avec une

mere Rh- porteuse d'un enfant Rh+.
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Ces anticorps (Ac) anti-Rhésus ont pu étre synthétisés a la suite de

différents types d’immunisation :
v" Une immunisation transfusionnelle :

Une femme Rh- est transfusée avec du sang Rh+. Une femme Rh- est
transfusée avec du sang Rh+. Cette injection de sang incompatible a un potentiel
d'immunisation tres élevée : une seule injection provoque la formation

d'Anticorps dans 50% des cas.
v Une immunisation transplacentaire :

En fin de grossesse, des hématies feetales peuvent traverser la barriere
placentaire et ainsi stimuler le systeme immunitaire de la mere. Ce type

d'immunisation n‘apparait gue chez 5% des femmes Rh- porteuses d'un enfant Rh+.

Ces Ac immuns, de nature 1gG, sont capables de traverser la barriere
placentaire, de se fixer sur les globules rouges de I'enfant et d'entrainer leur lyse.

Cette hyper hémolyse va entrainer :

v" Une anémie profonde avec risque d'insuffisance cardiaque, cedémes
généralisés et anasarque foetoplacentaire pouvant conduire a la mort

de l'enfant.

v" Une hyperbilirubinémie, avant la naissance,
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Conclusion
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La recherche des anticorps irréguliers (RAI) anti-érythrocytaires est une
technique importante en immunohématologie. Elle permet d'assurer la securité
transfusionnelle et un suivi immuno-hématologique de la femme enceinte. 1l est
important de respecter, aussi bien par les prescripteurs que par les biologistes,
les regles et les recommandations relatives a la prescription et a I’exploitation

des résultats de cette analyse que ce soit en pré- ou en post-transfusionnel.

Le test direct a I’antiglobuline atteint son intérét dans les AHAI en plus

des anémies déclenchées par un conflit immunologique.

Le test indirect a I’antiglobuline est d’un intérét principal dans les anémies

hémolytiques.
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Résume
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RESUME

Titre : APPORT DU TEST DE COOMBS DANS LE DIAGNOSTIQUE
DES AHAI

Auteur : Taoufik LAHLOU.

Mots clés : Anémie Hémolytique, Anémie Hémolytique auto-immune,
Incompatibilité Feeto-maternelle, Test direct a I’antiglobuline, Test indirect

a I’antiglobuline.

Le vocable « anémie hémolytique » englobe différents types d'anémie ou les
globules rouges sont détruits prématurément dans le sang. Le terme « hémolyse »
signifie destruction des globules rouges. L'anémie apparait lorsque le taux de
destruction des hématies dépasse la capacité régenérative de la moelle osseuse.
L’une des causes de cette anémie hémolytique sont les anémies hémolytiques
extracorpusculaires, qui sont dominées par les hémolyses immunes (Allo-

Immunisation ou auto- immunisation).

L exploration des Anémies Hémolytiques au laboratoire repose sur une série
d’analyse complémentaire ou le test a [Iantiglobuline occupe une place
prépondeérante dans le diagnostic différentiel entre les différentes étiologies des

anémies hémolytiques dues a un conflit immunologique.

Le test direct a [Iantiglobuline trouve son intérét dans les Anémie
Hémolytiques Auto-immunes et le test indirect a I’antiglobuline trouve son intérét
dans le cas de I’incompatibilité feeto-maternelle et de la maladie hémolytique du

nouveau-né.
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SUMMARY

Title : CONTRIBUTION OF THE COOMBS TEST IN THE DIAGNOSIS
OF AHAI

Done by : Taoufik LAHLOU.

Keywords : Hemolytic anemia, Autoimmune hemolytic anemia,
Maternal-foetal incompatibility, Direct antiglobulin test, Indirect

antiglobulin test.

The term “hemolytic anemia” encompasses different types of anemia
where red blood cells are destroyed prematurely in the blood. The term
"hemolysis™ means destruction of red blood cells. Anemia occurs when the rate
of destruction of red blood cells exceeds the regenerative capacity of the bone
marrow. One of the causes of this hemolytic anemia is extracorpuscular
hemolytic anemia, which is dominated by immune hemolysis

(Alloimmunization or autoimmunization).

The exploration of hemolytic anemias in the laboratory is based on a series
of complementary analyzes where the antiglobulin test occupies a preponderant
place in the differential diagnosis between the different etiologies of hemolytic

anemias due to an immunological conflict.

The direct antiglobulin test is of interest in Autoimmune Hemolytic
Anemia and the indirect antiglobulin test is of interest in the case of fetal-

maternal incompatibility and hemolytic disease of the newborn.
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