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Introduction




I- Introduction

L’ immuno-hématologie ou immunohématologie est la science consacrée a I’étude des
propriétés antigéniques du sang, des réactions immunologiques correspondantes, et des

pathologies qui y sont associées.

Sont ainsi concernés les groupes sanguins, le systeme HLA, certaines pathologies auto-

immunes, les incompatibilités feeto-maternelles, les réactions immuno-allergiques touchant

les éléments figurés du sang, etc.

Cette activité spécialisée est régie par I’arrété du 26 avril 2002 modifiant I’arrété du
26 novembre 1999 relatif a la bonne exécution des analyses de biologie médicale.
Les champs d’application concerne les analyses d’immuno-hématologie érythrocytaire

suivantes
— le groupage ABO-RH1 (RhD) ;
— le phénotypage RH-KEL 1 (Rh-K) ;
— le phénotypage étendu ;
— la recherche d’anticorps anti-érythrocytaires (RAI) ;

— le titrage des anticorps anti-érythrocytaires autres que anti-A, anti-B et le dosage
pondéral des anti-RH ;

— I’épreuve directe de compatibilité au laboratoire ;
— le test direct a I’antiglobuline, [1].

Les analyses d’immunohématologie visent prioritairement a assurer la sécurité des
transfusions sanguines. Ces analyses sont utilisées dans le suivi des femmes enceintes et des
nouveau-nés, dans la transplantation, ainsi que dans certains domaines de I’hématologie
(diagnostic et suivi des anémies hémolytiques auto-immunes) Contrairement aux autres
disciplines de la biologie clinique, ces analyses se caractérisent par le fait qu’a ce jour elles

sont incompletement automatisees.



Le risque immuno-hémolytique des transfusions sanguines est directement lié au
caractere immunogéne des systemes de groupes eérythrocytaires. Selon les données
d’hémovigilance nationale, le risque immunologique est estimé a 1/8900 produits sanguins
labiles (PSL) transfusés. Le risque relatif a I’incompatibilité ABO en représente environ 7 %
et celui lié aux autres systémes érythrocytaires y contribue a hauteur de 17 %. L’analyse de
ces évenements met essentiellement en évidence des défaillances humaines. Les analyses
immuno-hématologiques & mettre en ceuvre doivent permettre de définir les antigenes et de
détecter les anticorps présents dans le PSL et chez le patient. Ces tests permettent de
sélectionner les unités ne comportant pas les ou I’antigene(s) correspondant(s) aux anticorps
du patient les ou I’anticorps correspondant(s) a I’antigéne du patient. Les analyses réalisées en
situation habituelle sont le groupage ABO-RH1, le phénotype RH-KELL et la recherche
d’anticorps anti-érythrocytaires. D’autres tests sont nécessaires en transfusion néo-natale et
dans les situations de conflit immunologique. Leur réalisation analytique et leur exploitation
représentent des étapes critiques du processus transfusionnel. Leur fiabilisation repose sur des
critéres techniques définis par la réglementation, sur I’automatisation et sur les transferts
informatiques de données. Les phases de prélevement et d’identification du patient, souvent
mises en cause dans les accidents immuno-hémolytiques, doivent faire I’objet de la plus

grande rigueur [2].

Ainsi nous évoquerons dans notre travail toutes ces techniques et leurs principales

applications.
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1. Généralités

1. Historique

La médecine transfusionnelle a été révolutionnée par diverses disciplines, en particulier
par la génétique, la biologie moléculaire et I'immunologie. La mise en évidence des anticorps
produits par les patients contre les antigenes érythrocytaires et en général contre les antigenes
sanguins est a la base de l'immunohématologie. Nous avons donc cherché des techniques
appropriées pour les mettre en évidence et ainsi fournir aux patients une transfusion qui ne
leur cause pas de préjudice. L'une des grandes découvertes fondamentales a cet égard a été la
réaction de Coombs, qui occupe une place trés importante dans divers domaines de la
medecine et joue un rble prépondérant en immunohématologie. Méme certaines techniques
modernes sont encore basées sur cette découverte [3]. Une bonne gestion de la réaction
antigéne-anticorps en immunohématologie implique une parfaite connaissance des facteurs
qui l'affectent, tels que : le déséquilibre constant des reactions, l'influence de la température,
du pH, du temps d'incubation, de la force ionique du milieu, des proportions d'antigéne et
d'anticorpsl etc... ; ainsi que les facteurs qui peuvent inhiber, augmenter ou annuler cette
réaction. Comme nous l'avons déja mentionné, le test antiglobulino-humain a été une
découverte fondamentale dont l'application a été étendue jusqu'a nos jours. En 1945, Coombs,
Mouranty Race a décrit les procédures de détection des anticorps qui ne produisaient pas
d'agglutination. L'antisérum le plus couramment utilisé dans cette technique est la polyespece
qui contient des anticorps contre les 1gG et contre le C3d humain, peut également contenir des
anti-C3b, anti C4b et anti C4d, leur rdle dans la plupart est la détection des IgG, l'activité anti-
complémentaire est plus important dans I'étude d'anémies hémolytiques auto-immunes,
puisque dans certains patients la seule chose détectable sur les globules rouges est le C3d. Les
réactifs monospécifiques sont utiles pour caractériser les protéines qui recouvrent les
érythrocytes, afin qu'ils nous aident a distinguer les schémas de réactivité dans les cas ou un
sérum contient des anticorps activant le complément, comme ceux qui ne déclenchent pas de
plug-ins [4]. Un autre élément clé dans la progression du diagnostic la plus appropriée des
patients a été le recours les érythrocytes de phénotype connu, qui permettent d'identifier la

specificité des anticorps trouvés, tels d'une maniere qui permettra de trouver plus facilement



le sang convenable pour les patients en utilisant les connaissances de la fréquence antigénique
dans différentes populations ce qui permet de planifier une recherche fructueuse de sang

compatible [5].

En plus des éléments de base que nous avons ici Les nouvelles technologies pour la
détection des réactions antigénes-anticorps, telles que les tests d'adhésion en phase solide qui
immobilise I'antigene ou l'anticorps dans un microplaque, liaison de colonne dans laquelle elle
est utilisée une petite colonne chargée d'un milieu de séparation, en haut de la colonne la
réaction entre le sérum et les globules rouges et en passant les cellules dans la colonne apres
centrifugation les cellules non agglutinées sont séparées des cellules agglutinées, certains tests
incluent des antisérums au milieu de la colonne afin que le test puisse étre effectué de
I'antiglobuline humaine ou étre utilisé pour effectuer le phénotypage des érythrocytes, ces
méthodes ont été développées grace aux études de Lapierre en 1986 [4,6]. ; une autre
technologie qui a été développée par rapport a la précédente a été l'automatisation de la
détection des réactions antigéne anticorps pour lI'immunohématologie, L'immunofluorescence
est utilisée avec la cytométrie pour la détection de I'némorragie feetale, mesurer de tres faibles
niveaux d'lgG liés aux cellules et distinguer I'expression des antigenes sanguins homozygotes
et hétérozygote[7] parmi de nombreuses autres applications ; également elle a été utilisée dans
les essais radioimmunologiques, les tests ELISA et I'immobilisation spécifique des antigenes
érythrocytaires par des anticorps monoclonaux, MAIEA pour son acronyme en anglais, cette
méthode a été utilisée pour isoler les structures membranaires spécifiques qui permettent
d’effectuer des études sur les antigenes des groupes sanguins[4]. Nous avons commenté les
techniques les plus connus parmi lesquelles nous ne devons pas perdre de vue les avantages et
les limites des techniques de base et nous demander pourquoi nous avons arrété, si c'est ce
que c'était discuté avec son style pointu le chimiste Javier Bautista, sans Toutefois, un tableau
beaucoup plus large se dessine comme vous nous l'avez dit dans le dr. George Garratty

permettra de poursuivre le développement de I'immunohématologie.



2. Groupage sanguin

Le groupe sanguin ou phénotype des globules rouges correspond aux antigenes
membranaires trouvés a la surface des globules rouges. Leur expression est déterminée par
une série de systéemes génétiques polymorphes [8].Un groupe érythrocytaire comprend tous
les antigenes régulés par un méme locus génique ou par un ensemble de genes hautement liés

qui ne présentent pas ou peu de recombinaison entre eux [9].

Ces antigenes peuvent étre des protéines, des glycoprotéines ou des glycolipides
exercant des fonctions diverses a la surface des globules rouges. La majorité de ces antigenes
est synthétisée et ancrée dans la membrane de la cellule au cours de la maturation de la lignée
érythroide, les autres sont produits et sécrétés par d’autres cellules puis adsorbés a la surface
des hématies.

Tout antigéne érythrocytaire est défini par rapport a sa reconnaissance par un anticorps
polyclonal spécifique d’origine humaine. Ces antigénes érythrocytaires localisés a la
membrane des hématies sont aussi, dans de nombreux cas, retrouvés dans d’autres cellules et
tissus. Ils sont majoritairement faits de protéines ou de glycoprotéines codées par les génes de

groupes sanguins correspondants [10].
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Figure 1: Membrane érythrocytaire avec certains antigenes de groupe sanguin [10].



Tableau I: Nomenclatures des principaux systemes et antigénes des groupes sanguins [11]

Principaux antigénes

Systéme  |Symbole Appellation courante[Nomenclature
internationale
A ABO1
ABO ABO B ABO2
v MNS1
N MNS2
MNS MNS S MNS3
s MNS4
D RH1
C RH2
Rhésus RH E RH3
C RH4
o RH5
K KEL1
Kell KEL ” KEL2
= FY1
Duffy FY FyP FY2
JK@ JK1
Kidd JK IKP JK2
Le? LE1
Lewis Le LeP LE2
L LU1
Luthéran Lu L& LU2
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I11- Les techniques en Immuno-hématologie :
1- Généralités Immuno-hématologie (Notion Antigéne-Anticorps)

Un antigéne (Ag) est compris comme toute molécule qui peut étre spécifiquement
reconnue par chacun des composants du systeme immunitaire. Au sens strict, I'antigene est
toute molécule capable d'induire la production d'anticorps spécifiques et I'activation
des lymphocytes T , également précise.

Des anticorps (Ac), aussi connu comme les immunoglobulines, sont un groupe de
molécules sériques produites par les lymphocytes B . Différents types d'anticorps ont une
structure de base commune a tous, mais le site par lequel ils se lient a I'antigene est spécifique
a chacun; La partie de la molécule qui se lie a l'antigéne est appelée la région Fab , tandis que

la zone qui interagit avec d'autres éléments du systeme immunitaire est appelée la région Fc .

Les lymphocytes B et T sont génétiquement programmés pour coder et reconnaitre un
récepteur de surface spécifique d'un antigene particulier, avant méme qu'ils ne soient en
contact avec lui, apres quoi ils se multiplient et se différencient en plasmocytes qui produisent
les anticorps.

Lors d'un contact entre le lymphocyte et l'antigéne, les lymphocytes capables de le
reconnaitre entament un processus de prolifération, appelé sélection clonale , qui conduit en
quelques jours a l'existence d'un nombre suffisant pour provoquer une réponse immunitaire

permettant I'‘élimination de cette substance.

Une fois le contact initial avec un antigéne donné, les rencontres successives avec le
méme antigéne seront caractérisées par I'obtention d'une réponse beaucoup plus rapide et plus
énergique que la premiére, car cela se traduit par la production de lymphocytes T et B.

mémoire

Les anticorps se lient aux agents pathogénes ou aux antigénes dans I'espace

extracellulaire et assurent la protection de I'organisme par trois processus:

1. lls peuvent neutraliser I'agent pathogene ou ses produits toxiques en y adhérant et en

prévenant les infections ou la toxicité.
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2. lls peuvent faciliter la capture d'agents pathogenes par les cellules phagocytaires
(opsonisation).

3. lls peuvent activer le systéeme du complément, composé d'une série de protéines
plasmatiques qui aident les phagocytes a ingérer et a détruire les bactéries. Tous les
agents pathogenes et les particules étrangéres liées aux anticorps se retrouveront
entre les mains des phagocytes, ce qui les détruira. Le systéme du complément et
les phagocytes ne reconnaissent pas l'antigene; Ce sont les anticorps qui indiquent
leur existence [13].

2- Définition du statut Immuno-hématologique du patient

A- Prescrire des analyses pour détecter les anticorps chez les patients afin d'éviter les

conflits immunologiques:

La détermination du groupe sanguin ABO est basée sur deux tests supplémentaires.
Analyses sanguines, y compris la recherche des antigénes A et B sur la membrane des
globules rouges. Les tests plasmatiques incluent la recherche d'anticorps anti-A et anti-B qui
correspondent a l'antigéne globulaire manquant. Cette analyse est indissociable de la
détermination de l'antigéne RH1 (D). Afin de rendre le regroupement efficace, deux
échantillons différents doivent étre déterminés deux fois. Le phénotype RH-KEL1 et les
antigénes RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c) et RH5 (e) doivent étre déterminés sur chaque
échantillon.

La recherche d'anticorps anti-érythrocytes: En utilisant une gamme légalement définie
de globules rouges humains, nous effectuons un dépistage dans le sérum ou le plasma, puis
identifions les anticorps contre les antigénes des globules rouges autres que A. B. La
recherche d'anticorps anti-érythrocytaires implique deux étapes:

e Un dépistage au terme duquel le laboratoire pourra répondre « dépistage positif »
ou « dépistage négatif» d’anticorps anti-érythrocytaires. En cas de dépistage

positif, I’identification de I’anticorps est obligatoire

e Une identification consistant a déterminer la spécificit¢ du ou des anticorps
présents.
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Le test de compatibilité directe en laboratoire (dont les instructions sont limitées) est
une analyse supplémentaire du RAI, qui comprend un échantillon du receveur qui teste les
globules rouges dans le pipeline de produits sanguins recevant la transfusion sanguine. S'il n'y
a pas de réponse, l'unité est déclarée compatible.

B- En prescrivant des méthodes analytiques pour déterminer la présence d'antigenes,

pour éviter l'allogénéisation de certains patients:

e Le phénotypage RH-KEL1 comprend I’étude des antigénes RH2, 3, 4 et 5 et
KEL1.

e Le phénotypage eétendu consiste a rechercher un ou plusieurs antigenes
érythrocytaires autres que ceux qui sont définis par le groupage ABO-RhD et par le
phénotypage RH-KEL1. Les principaux systemes concernés sont les systémes
Duffy, Kidd, MNSs [14].

3- Quand prescrire ces analyses ?

e Groupage ABO-RH1 (Rhésus D) : avant toute transfusion potentielle en I’absence

d’un document déja validé.

e Recherche d’anticorps anti-érythrocytes: dans les 72 heures qui précedent une

transfusion.
e Epreuve directe de compatibilité : des I’apparition d’un anticorps anti-érythrocytaire

e Phénotypage RH-KELL1 : jeune fille ou femme avant la ménopause, patients devant
recevoir des transfusions itératives, patients a greffer, patients présentant un anticorps

irrégulier.

o Phénotypage élargi : patients devant recevoir des transfusions itératives, patients a

transplanter, patients présentant un anticorps irrégulier dans un des systemes concernés.

Prescrire les analyses en vue de détecter une allo-immunisation post-transfusionnelle
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Ce point repose sur la prescription d’une RAI trois mois apres le dernier épisode
transfusionnel (deux fois par an pour les transfusions itératives) conformément aux

dispositions réglementaires [14].

4- Groupage standard chez I’Homme

4-1 Systeme ABO
4-1.1 Définition du groupage sanguin ABO

Systeme utilisé pour regrouper le sang humain en différents types en fonction de la
présence ou de l'absence de certains marqueurs a la surface des globules rouges. Les quatre
principaux types de sang sont A, B, O et AB. Pour une transfusion sanguine, le systeme de
groupe sanguin ABO est utilisé pour faire correspondre le type sanguin du donneur avec celui
de la personne recevant la transfusion. Les personnes de groupe sanguin 0 peuvent donner du
sang a n'importe qui et elles sont appelées donneurs universels. Les personnes de groupe
sanguin AB peuvent accepter le sang de tous les donneurs et sont appelées receveurs
universels. Les personnes de type A ou B peuvent recevoir du sang du méme type de leur
propre sang ou de type O.

Le systeme ABO présente un intérét dans divers domaines scientifiques. En plus des
quatre groupes sanguins (A, B, AB et O), il est connu qu'il existe des sous-groupes
supplémentaires qui présentent différents modeles et degrés d'agglutination. Les antigénes A
et B ont d'abord été identifiés sur la membrane érythrocytaire puis sur la surface d'autres types
de cellules, ainsi que dans certaines sécrétions. Par conséquent, le systeme ABO est
également appelé systéeme de groupe histo-sanguin, plutét que systéme de groupe sanguin.
Parce que ces antigénes existent dans des cellules autres que les érythrocytes, la compatibilité
ABO est importante non seulement dans la transfusion sanguine, mais aussi dans la
transplantation de cellules, de tissus et d'organes. De méme, la médecine légale prend en
compte le groupe sanguin ABO lors de I'analyse des preuves sur les lieux du crime, telles que

le sang, la salive, le liquide séminal et les cheveux [15-16].
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L'expression des antigénes ABO présente des changements au cours du développement
feetal et individuel, en particulier dans les premiéres années de la vie et chez les personnes
agées, et dans la pathogenese de certaines maladies; Par exemple, la perte d'expression de
l'antigene ABO dans le cancer de la prostate a été documentée [17-18]. Par conséquent,
I'expression des genes ABO est un sujet d'intérét dans différents domaines de la santé, tels que

la biologie du cancer et la biologie moléculaire, cellulaire et du développement.

Tableau I1: Antigénes et anticorps du systeme sanguin ABO

Sous-groupe

Groupe Antigénes érythrocytaires Anticorps (agglutinines sériques)
o — Aucuna Anti-A
Anti-Al
Anti-B
Anti-ABb
A Al A2 A+Al Anti-B
B — B Anti-A
Anti-Al
AB AlB A2 A+Al+B Aucunc
B A+B

a. Les érythrocytes ont généralement l'antigene H, mais la quantité de H est influencée par le groupe ABO: les cellules O ont la
plus grande quantité de H et les érythrocytes A1B le moins.

b Inséparable

¢ Anti-Al chez 1% a 8% des personnes A2 et chez 22% a 35% des personnes A2B.

4-1-2 Génétique du systeme ABO

Le gene ABO, situé sur le chromosome 9, possede trois alléles A, B et O, qui varient en
fonction des substitutions nucléotidiques, qui déterminent les spécificités des enzymes pour
lesquelles ils codent. L'allele A code pour I'enzyme transférase A qui catalyse l'addition d'un
résidu de N-acétylgalactosamine (GalNAc) a I'antigéne H, générant ainsi l'antigéne A. L'alléle
B code l'enzyme transférase B qui catalyse I'addition d'un résidu de D-galactose (Gal) a
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I'antigéne H, générant l'antigene B. L'allele O ne differe de l'alléle A que par la délétion d'un
nucléotide (guanine G en position 261), ce qui se traduit par un changement du cadre de
lecture ou frameshift et la production d'une protéine sans activité transférase [19-20].

Le géne Se, également situé sur le chromosome 19, code pour une enzyme
(fucosyltransférase) qui est exprimée dans I'épithélium des tissus sécrétoires, y compris les
glandes salivaires et les voies respiratoires et gastro-intestinales. Cette enzyme catalyse la
production d'antigéne H dans les sécrétions corporelles; ainsi, les individus "sécrétoires"
possedent au moins une copie du gene Se (Se / Se ou Se / se) qui code pour une enzyme
fonctionnelle, produisant de I'antigéne H dans les sécrétions, qui a son tour est traité comme
antigéne A et / ou B, selon le génotype ABO de l'individu. En revanche, les individus "non
sécréteurs” sont homozygotes pour le gene nul (se / se) et ne peuvent donc pas produire la

forme soluble de I'antigéne H [21].

i.1 .2 .3 i.4 i.5 i.6
12982 724 1451 1686 554 1052 Introns (bp)

| nnm v v Vi Vil Exons
5'-UTR 3-UTR
(] BB B T

Allele A
nt Nombre de nucléotides  acide aminé

Exon | 1 28 1
Exon Il 29 70 10
Exon Il 99 57 34
Exon IV 156 48 53
ExonV 204 36 69
Exon VI 240 135 81
Exon VI 375a 1065 688 126 a 354

Figure 2: Organisation générale du gene ABO chez I’homme [22].
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Tableau I11: Phénotypes et génotypes possibles du systéeme sérique ABO [23].

Groupe Phénotype Génotype possible  Anticorps sériques
A Al Al/Al ou A1/A2 ou Anti-B
Al1/0
A2 A2/A2 ou A2/0 Anti- B
Anti- Al
B B B/B Anti- A+ Al
B/O
AB AlB Al/B
A2B A2/B Anti— Al
@) @) 0/0 Anti — A+A1l
Anti- B

4-1-3 Nature biochimique du systeme ABO

Les antigénes de groupe ABO ne sont pas les produits primaires des génes qui les
codent. Sur le plan biochimique, les déterminants antigéniques A, B, et H sont de nature
glucidique. Ce sont les sucres terminaux des chaines latérales glucidiques des glycoprotéines
et des glycosphingolipides. lls proviennent de glycosyltransférases, qui combinent des sucres
avec des substances basiques. La synthese des substances A et B nécessite la génération de

I'antigéne H a l'avance [24,25].

Ce sont des sucres qui soutiennent les groupes sanguins. Les antigénes ABH sont des
glycosphingolipides dans les globules rouges et des glycoprotéines dans d'autres tissus. Les
glucides terminaux sont les mémes, et bien sdr ils ont les mémes sucres doux immuns, y
compris la substance H pour le fucose, la substance A pour le N-acétylgalactose et la

substance B pour le galactose. [24].
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La premiére étape de la biosynthése des antigénes ABO est l'addition d'un L-fucose au
galactose terminal (Gal) d'un précurseur commun (substance précurseur) lié aux lipides ou
aux protéines membranaires, par I'enzyme al, 2 fucosyltransférase (transférase H), donnant
naissance a l'antigéne H. Par la suite, les déterminants des groupes sanguins A ou B sont
formés par l'action des enzymes transférases, qui catalysent I'ajout de sucres spécifiques: la
transférase A pour ceux qui auront le groupe A et la transférase B pour ceux qui auront le
groupe B, formant ainsi les antigénes A et B, respectivement. Dans le cas des personnes du
groupe O, une transférase O est produite qui est inactive, laissant I'antigéne H inchangé. Les
personnes qui synthétisent exclusivement I'antigéne A auront le groupe sanguin A; ceux qui
synthétisent exclusivement l'antigéne B auront le groupe sanguin B; et ceux qui produisent a

la fois les antigénes A et B, auront le groupe AB [26-27].

Les antigénes qui composent les groupes sanguins font partie intégrante de la membrane
érythrocytaire et peuvent traverser completement la membrane une fois, laissant son extrémité
N-terminale a I'extérieur de la cellule et son extrémité C-terminale a I'intérieur (ces antigénes
ils sont appelés Type 1); il existe également le type 2, qui laisse son extrémité N-terminale
dans la partie intérieure de la cellule et son extrémité C-terminale a I'extérieur; Type 3, qui
traverse la membrane plusieurs fois et peut avoir les deux extrémités, N et C-terminal, a
l'intérieur, ou avoir le C-terminal a l'intérieur et le N-terminal a l'extérieur de la cellule
(comme c'est le cas avec glycoprotéine Duffy); et enfin, ils peuvent ne pas traverser la
membrane, mais y étre ancrés par une structure lipidique (glycosyl phosphatilinositol ou GPI),
qui serait de type 5. Il n'y a pas de glycoprotéines de type 4 dans la membrane des
érythrocytes [28].

Dans le cas du systeme sanguin ABO, on sait tres peu de choses sur les fonctions de ces
sucres dans les érythrocytes, sauf qu'ils font partie du glucocalix, une matrice de sucre qui
entoure la cellule et la protege des dommages chimiques et de l'invasion d'agents pathogénes.
[28].
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Tableau IV: Sucres spécifiques au systeme ABO

Groupe sanguin Sucres terminaux

A Acétylgalactosamine + fructose

B Galactose + Fructose

@) Fructose

AB Acétylgalactosamine + fructose; Galactose +
Fructose

4-1-4 Les techniques et leurs interprétations
4-1-4-1 Sang a tester
Le sang est généralement prélevé sur EDTA ou éventuellement sur citrate de sodium..
4-1-4-2 Sérums tests [12]

Sérums polvclonaux d'origine humaine provenant de donneurs sélectionnés (= allo-

antisérum)

Anticorps monoclonaux d'origine murine (=hétéro-antisérum) :

Sérum test anti-A (coloration bleue)
Sérum test anti-B (coloration jaune)
Sérum test anti-A et anti-B (coloration naturelle du sérum)

« Sérums » d'origine animale ou végétale (= hétérosérum) :

Sérum ou solution test anti-H = sérum d'anguille (xénoantisérum) ou phytoagglutinine

extraite de graines d'Ulex europaeus.
Solution test anti-Al = phytoagglutinine extraite de graines de Dolichos biflorus
4-1-4-3 Hématies-tests (hématies étalons lavées et prétes a I'emploi) [12]
Hématies étalons Al, (Rh -)

Hématies étalons A2, (Rh -) ne sont plus obligatoires

18



Hématies étalons B, (Rh -)
Hématies étalons 0, (Rh +)

Ce sont des hématies humaines prélevées sur anticoagulant. Le lavage a été réalisé 3

fois en sérum physiologique puis remises en suspension dans une solution conservatrice.

Les concentrations des suspensions globulaires dépendent de la technique retenue et des
indications données par le fabricant pour chaque réactif

Techniques sur plaque 10% (V/IV)
Techniques en tubes a hémolyse 5% (VIV)
Techniques en microtubes (ou microplaque) 1a2% (VIV)

4-1-4-4 Petits matériels [12]
Plaque d’opaline et/ou plaque alvéolée a usage unique.
Pipettes Pasteur ou Psipettes
Agitateur en verre
Tubes de Khan et Portoir.
Centrifugeuse
4-1-4-5 Mode opératoire [12]

Le groupage ABO doit étre effectué dans des conditions trés précises et rigoureuses. Le
GBEA (Guide de bonne exécution des analyses de biologie médicale) impose les conditions
suivantes :

La réalisation du groupage sanquin nécessite :

* une épreuve globulaire de Beth Vincent [1 recherche des Ag érythrocytaires A
(ABO1) et B (ABO2) avec les Ac monoclonaux anti-A (anti-ABO1) et anti-B (anti-
ABO2) et anti-AB (anti- ABO3)

Il est a noter que le réactif anti-B utilisé ne peut pas avoir de réaction croisée avec
I'antigene B obtenu. L'un des deux agents, anti-A ou anti-AB, doit étre capable de reconnaitre
les globules rouges d'Ax.
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* une épreuve plasmatique de Simonin [J recherche des Ac anti-A et Anti-B avec

les hématies tests Al et B. Au moins une de ces hématies doit étre de phénotype RH -1

Une détermination du groupe sanguin : deux définitions

— ler cas : technigue totalement automatisée (groupage + contréles + enregistrement

des échantillons et des prescriptions):
- 1 détermination = 1 réalisation exécutée par un lot de réactif et un technicien

— 2éme cas : technigue manuelle ou semi-automatisée :

- 1 détermination = 2 réalisations exécutées par 2 techniciens différents. La
saisie manuelle doit aussi étre réalisée par une double saisie par 2 personnes

différentes.

Un_groupe sanguin valide doit étre réalisé sur 2 prélevements différents, a des

temps réellement différents, a raison d’une détermination par prélévement.
4-1-4-6 Les techniques manuelles
4-1-4-6-1 Plaque d’opaline
Technique :

= Déposer en premier sur une lame ou une plaque d’opaline blanche une goutte de

chaque sérum-test (anti-A, anti-B, anti-AB) espacée de 3a4cm;

= Déposer une goutte d’hématies issues du sang a grouper en face de chaque goutte

de sérum.

= Animer la plague d’un mouvement de rotation pendant 20 secondes pour faciliter

I’agglutination ;
Lecture :
= Positif si formation d’agglutination nettement visible a I’eeil nu

= Négatif si absence d’agglutination [29].
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Figure 3: Technique de groupage ABO sur plaque [29].

Réalisation du groupage ABO : épreuve de Beth Vincent et épreuve de Simonin

Epreuve globulaire de Beth vincent

» Déposer une goutte des sérums tests anti-A, anti-B, anti-A+anti-B (et
éventuellement anti-H).

» Déposer une goutte de suspension globulaire a tester.

Epreuve globulaire de Simonin

» Déposer une goutte de suspension globulaire a Al, A2, B.
» Déposer 2 gouttes du sérum a tester.

Epreuve complémentaire : & effectuer uniquement si le test révéle un groupe A ou AB.

» Déposer une goutte des sérums tests anti-Al et anti-H (ou anti-Al uniquement si

I’anti- H est utilisé systématiquement)
» Déposer une goutte de suspension globulaire a tester.
Animer la plaque d'un mouvement de va et vient afin de faciliter I'agglutination.

Laisser reposer 30 secondes. Lire en imprimant un mouvement de « roulis » a la

plague et compléter par une seconde lecture au bout de 3 minutes [12]..
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Figure 4: Réalisation épreuve de Beth Vincent et épreuve de Simonin groupage ABO[12].

* . épreuves complémentaires (non obligatoires par la législation)

Lecture

D’une maniere générale, les agglutinats de I’épreuve sérique apparaissent plus
lentement que ceux de [I’épreuve globulaire. Noter I’absence ou la présence
d’agglutinats et leur intensité.

«+++» 1 a 3 énormes agglutinats sur fond clair.

« ++ » jusqu’a 10 agglutinats sur fond clair.

«+» trés nombreux agglutinats sur fond clair.

« (+) » innombrables agglutinats a la limite du visible sur fond
clair.

«-» absence d’agglutinats-suspension rosée homogene.

Signaler aussi la présence éventuelle d’une image de double population (notée
++/--) ou d’une hémolyse partielle[12].
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4-1-4-6-2 Tube a hémolyse
La base de la pratique est identique a la technique en plaque.

Les nouveaux-nés ne sont pas testés sur le sérum car les anticorps anti-A et anti-B ne
sont pas produits avant I'age de 3 a 6 mois. Si le nouveau-né possede I'un de ces anticorps, il

sera d'origine maternelle.

La détection du groupe sanguin se fait en mélangeant des globules rouges de test avec
un sérum anti-A et anti-B séparé. La présence d'agglutination dans chacun des mélanges est
évaluée, car si elle agglutine, cela signifie la présence de I'antigéne correspondant a l'anticorps
utilisé. Ainsi, s'ils agglutinent les globules rouges mélangés a des anti-A, c'est parce que ces
globules rouges ont des anti-A. S'ils se lient avec l'anti-B, ils ont I'anti-B. Et s'ils se lient aux

deux, c'est parce que les globules rouges ont les deux antigénes A et B.

Lorsqu'aucun des deux ne s'agglutine, c'est parce que les globules rouges n'ont aucun
des antigenes ou ont des antigenes faibles. Dans ce cas, les globules rouges sont confrontés a
un sérum anti-AB. L'agglutination indique qu'il s'agit de groupes A ou B faibles. Les A faibles
sont plus fréquents que les B faibles. S'il n'y a pas d'agglutination, le sang est classé dans le
groupe O.

Les étapes
e .Etiqueter deux éprouvettes (A et B).
e . Versez une goutte de I'échantillon dilué a 3 % dans chacun des tubes.
e Ajoutez deux gouttes d'Anti-A et d’Anti-B dans chaque tube respectif.
e Meélanger et incuber pendant 15 minutes a température ambiante.
e Centrifuger pendant 2 minutes a 2000 tours/minute.
e Remettez les échantillons en suspension et observez l'agglutination.

e Confirmez les résultats en faisant une nouvelle préparation et en l'observant au

microscope optique [30].
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Figure 5: Technique de détermination des groupes sanguins ABO en tube [30].
4-1-4-6-3 Carte gel

La preuve est basée sur I'exclusion en fonction de la taille des éléments des réactifs qui

ont lieu au sein d'une matrice immunologiquement inerte.

Lt A

e g

++++ -

Figure 6: Technique carte gel groupage ABO [31].
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Le DIAMED ID MICROTYPING SYSTEM incorpore dans la colonne de gel le réactif

contenant : un anticorps spécifique, du NaCl ou du sérum d'antiglobuline humaine.

Les globules rouges sensibilisés réagissent avec l'antisérum spécifique pendant la
centrifugation, laissant les fluides en réaction (y compris toute globuline non liée) dans la

chambre de réaction.

Seuls les globules rouges entrent dans la matrice de gel.

Les globules rouges non sensibilisés, au stade de la centrifugation du test, forment un
"point" ou un "bouton™ a la base du microtube, tandis que ceux qui ont été agglutinés seront
distribués le long de la colonne de gel. Selon l'intensité de la réaction, les globules rouges
peuvent occuper le sommet de la colonne de gel ou étre dispersés le long de la colonne de gel
[31].

LA FORME DES MICROTUBES

Les microtubes sont incorporés dans une piece intégrale de 70 millimetres de long sur

53 millimetres de haut, appelée "carte d'identité".

L'extrémité supérieure de la carte est large (4 mm de diamétre) pour permettre

I'incubation des réactifs.

L'extrémité supérieure est également connue sous le nom de "REACTION
CHAMBER".

La partie intermédiaire ou "COLONNE", est longue et étroite, ce qui permet en phase

de centrifugation un contact prolongé des globules rouges avec le gel.

Le fond du microtube a l'air "CONIQUE". Lorsque les globules rouges traversent la
colonne de gel pendant la phase de centrifugation, ils forment un point au bas de la colonne

selon le gradient d'agglutination [31].
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Figure 7: APPARENCE DE LA CARTE [31].

LA COMPOSITION DU GEL [31].

Le gel utilisé est le SEPADEX G ultrafin et se présente sous trois formes de base :

GGGGGGG GEL NEUTRE.

GEL SPECIFIQUE.

GEL DE GLOBULINE ANTI-HUMAIN.

e

Neutre
Pas d'antisérum spécifique

Contient du NaCl.

Tl = - — e o

| s
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SPECIFIQUE

Meélange de gel et d'antisérum spécifique.

— —

v L = -
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(BB E]
FPalue Lt

GEL DE GLOBULINE ANTI-HUMAIN.

Mélange de gel et de sérum d'antiglobuline humaine.

- - L - -
Al aghs L3 — s
i

2 | [= "= 12 lish

Les étapes

e Utiliser une solution a 0,8 % d'érythrocytes dans le diluant spécifique pour cartes.
e Ajouter 50 pl de la suspension d'érythrocytes appropriée a chaque microtube.

e Ajouter 25 pl du réactif approprié a chaque microtube. En cas d’utilisation des
techniques automatisées ajouter 10 ul de réactif. En principe, on peut également utiliser 10 pl
avec la méthode manuelle.

e Centrifuger les cartes dans une centrifugeuse a cartes appropriée aprés 30 minutes au
plus tard.

e Contrdler a I'eeil nu I'apparition d'une agglutination dans un délai de 30 minutes.

e Noter le résultat[32]..
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4-1-4-7 Les techniques automatiques
4-1-4-7-1 Microplaque

Deux types de méthodes d'agglutination en microplaques seront décrits - sans et avec
addition d'agarose. Dans les deux tests, l'agglutination se produit pendant une étape
d'incubation sans nécessité de centrifugation dans Microplaques de fond en V. Le premier
type d'agglutination (sans agarose) a été mis au point pour le groupage avant ; le second type
(avec agarose) a été concu pour le groupage arriere. Comme le montre la figure 8, I'incubation
d'une suspension d'érythrocytes avec des anticorps monoclonaux hautement dilués de classe
IgM avec groupe sanguin spécificités conduit a I'adhésion des globules rouges dans les puits

de la plaque native.

En cas de réaction négative, les globules rouges forment une gouttelette au centre du
puits. Dans la méthode de l'agarose, la réaction antigeéne-anticorps a lieu a la surface et dans
I'agarose pendant le temps d'incubation. L'agarose est utilisé comme moyen de séparation et
forme une couche entre I'agarose et la surface des puits. Les réactions positives sont indiqué
par l'observation de nombre de globules rouges en l'espace des couches. Dans ce cas les
globules rouges se rassemblent au centre des puits. Un diagramme schématique de réaction du
regroupement inverse est représenté dans la figure 9 [33].

Positive

RBCs to be typed Typing sera W

Cono0 Oo0n =2 o

Y0 4 0.040
© 80 0000%0 o Dy 0,2 7 Q:l
[s} 00 i
0o oo adads J o Negative
Transfer Incubation I I

N

Figure 8: Schéma de la technique de regroupement en avant [33].
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Figure 9 : Schéma de la méthode de regroupement inverse [33].

Dans le cas d'une réaction, I'adhérence des nombre de globules rouges se produit
dans I"""espace de la couche limite™ entre gel et toute la surface des puits.

4-2 Systeme RH
4-2.1 Définition du systéme immunogene

Le systeme de groupe sanguin Rh (C, c, E, e, D et plus de 50 autres antigénes) est le
deuxieme en importance clinique apres ABO parce que les antigénes Rh, en particulier D,
sont tres immunogéne et les anticorps peuvent entrainer des réactions transfusionnelles
hémolytiques retardées (HTR) et une maladie hémolytique du feetus et du nouveau-né
(HDFN). Le locus RH est constitué de deux génes homologues, RHD et RHCE, situés a
proximité immédiate sur chromosome 1 et codant pour des protéines constituées de 417
acides aminés. Le D-négatif Le phénotype est associé a un géne RHD supprimé ou
muté/inactif. Le systeme est complexe, en particulier dans les groupes ethniques africains
noirs et hispaniques, tant sur le plan sérologique que génétiqguement, car la ou les mutations
ponctuelles et I'échange génétique entre les deux génes génerent de nouveaux épitopes sur les
protéines Rh et de nouveaux antigenes. Alors que les antisérums sont commercialement
disponibles pour détecter les antigenes communs D, C/c et E/e, les réactifs sérologiques ne
sont pas disponibles pour identifier les nombreux autres antigénes ; toutefois, la détection est
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possible par I'ADN les méthodes, c'est-a-dire le génotypage par RH. Le systéeme Rh est
associé a la production d'anticorps présentant des spécificités multiples et complexes qui
peuvent rendre difficile la recherche de les produits a base de globules rouges (RBC). Test
d'’ADN pour déterminer le génotype RH du patient aide a la sélection des composants et a la
gestion des transfusions, en particulier pour les patients la drépanocytose (SCD).

Le systeme Rh a plus de 50 antigenes, mais l'antigene conventionnel est D, qui est porté
par la protéine RhD et codé par un gene appelé RHD, et les antigénes C, c, E et e, portés par
la protéine RhCE codée par le gene nommé RHCE (Tableau V). Les antigenes sont exprimés
de maniere codominante. Les génes RHD et RHCE, chacun constituées de 10 régions
codantes (exons), sont des protéines codantes homologues a 97 %, qui different entre 32 ou
35 acides aminés. Les deux genes sont hérités sous la forme d'un haplotype Rh. La prévalence
des haplotypes Rh différe selon le groupe ethnique. Un troisieme géne, RHAG, est 47%
identique dans la région de codage a RHD et RHCE et code la protéine ancestrale RhAG. Les
antigénes Rh sont portés par des protéines transmembranaires hydrophobes a 12 passages. Le
RhAG est important pour le trafic des protéines RhD et RhCE vers la membrane, et I'absence
de RhAG se traduit par l'absence d'expression de l'antigéne Rh (phénotype Rh-nul) ou une
réduction marquée de I'expression de I'antigene Rh (phénotype Rh-mod). Rh et RhAG Les
protéines forment le complexe du noyau Rh dans la membrane, et elles interagissent avec le
CDA47, la glycophorine B (porteuse des antigénes SsU), le LW et I'AE1 (également connu
sous le nom de bande 3). Ce complexe est lié au squelette de la membrane par l'interaction
Rh/RhAG-ankyrine et la protéine CD47 4.2 association. Le RhAG s'occupe du transport de
I'ammoniac/ammonium et est important pour le solde des cations dans les globules rouge.
Fonction des protéines du groupe sanguin Rh, RhD et RhCE n'est pas connu, mais les
globules rouges dépourvus de tous les antigénes Rh présentent des anomalies structurelles
(c'est-a-dire des stomatocytes). La RhAG est une protéine hautement conservée mais porte
plusieurs antigénes ; deux des (RHAG1, RHAG3) et une de faible prévalence (RHAG?2) [34].

30



Tableau V: Nomenclature et prévalence des haplotypes Rh [35]

Prevalence (%)

Shorthand for

Haplotype Haplotype White Black Asian
DCe R 42 17 70
DcE R> 14 11 21
Dce Ro 4 44 3
DCE R, <0.01 <0.01 1

ce r 37 26 3

Ce r 2 2 2

cE r’ 1 <0.01 <0.01
CE ry <0.01 <0.01 <0.01

4-2.2 Nature génétique biochimique et du systeme RH

Le systeme Rhésus est a l'origine de la grande majorité des allo-immunisations foeto-
maternelles. Ce systeme est encore mystérieux, malgré 40 ans de recherches intensives. Les
antigénes du systeme Rhésus sont portés par des protéines de 30-32kDa non glycolysées [36].
Deux de ces protéines possédent des isoformes immunologiquement dissociables, nommées
C, c et E, e. La protéine principale D ne posséde pas d'isoforme correspondante. Le locus
Rhésus, porté par le chromosomelp34-p36 [37], est formé par deux structures génétiques
adjacentes désignées RhCcEe et RhD [38]. La majeure partie (96 %) de la portion codante des
deux genes est identique. Cette similarité semble indiquer une origine ancestrale commune.
Le premier gene, RhCcEe, code les deux protéines antigéniques C/c et E/e. Le second géne
RhD code le principal antigéne RhD. Si ce dernier est absent sur les deux chromosomes,
l'individu est Rh. C'est donc I'absence ou la présence du géne RhD dans le génome qui
détermine l'antigénicité D a la surface des hématies.

Cing antisérums permettent de séparer cinq déterminants antigéniques; C, ¢, D, E,e.
Certaines associations apparaissent plus fréquentes. Les anticorps Rhésus le plus souvent
impliqués dans une MHP, sont, dans I'ordre décroissant: les anti-D, anti-E, anti-c, anti-C, anti-

e. L'immunogénicité des antigenes varie suivant leur spécificité.
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L'anti-c’est la cause la plus fréquente des maladies hémolytiques non A, B ou D. Une
étude datant de 1977 décrit 63 femmes porteuses d'un anti-c des leur premier contrdle de
grossesse. Quarante-deux (77 %) nouveau-nés avaient l'antigéne correspondant. Parmi eux, 32
présentaient un test de Coombs direct positif et 9 (12 %) une anémie sévére ayant nécessité
une exsanguino-transfusion. Deux enfants sont décédés et 2 avaient des lésions cérébrales

irréversibles [39].

L'atteinte est moins grave lors d'allo-immunisation avec anti-E, anti-C ou anti-e. Ces
derniers sont souvent associés a d'autres anticorps appartenant préférentiellement au systéeme
Rhésus. Quelques cas d'hémolyse majeure sur allo-immunisation anti-C ont été décrits dans la
littérature [40]. Les deces sur allo-immunisation anti-C, ou Ce sont extrémement rares (4 a 5

cas décrits en 50 ans [40]).

En résumé, les anticorps Rhésus anti-D, anti-c, présentent un risque d'hémolyse majeur
[41, 42], les anticorps Rhésus anti-E, anti-C, anti-e, anti-Ew, anti-Cw, anti-Cx, un risque
d'hémolyse limité [43].

Dés 1943, Fischer, a partir de constatations sérologiques (réactions antithétiques entre
anti-RH2 (C) et anti-RH4 (c) d’une part et entre anti-RH3 (E) et anti-RH5 (e) d’autre part)
émet les hypothéses génétiques selon lesquelles le systtme RH comporte 3 couples d’alléles
(D/d, Clc, Ele) situés sur 3 « loci » extrémement liés et regroupés en 8 haplotypes différents

transmis en bloc lors de la méiose.

Pour chacun de ces haplotypes et en fonction de la combinatoire allélique présente il
établit une nomenclature spécifique dite en « R ». Ainsi & partir de constatations sérologiques
(phénotypage) et en fonction des fréquences spécifiques de ces haplotypes, il propose de
déduire le génotype probable (statistiquement le plus fréquent) et les génotypes possibles.

Exemple
Dénomination des phénotypes
Réactions sérologiques Terminologie
Anti-RH1 Anti-RH?2 Anti-RH3 Anti-RH4 Anti-RH5 du phénotype
0 0 + + Génotype  probable R
Génotype possible : RoRo
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En fait les données de la biologie moléculaire ont démontré que le systeme RH

comporte deux genes liés RHD et RHCE présents sur le chromosome N° 1 qui contrélent la
synthése des antigénes du systeme RH.

Le gene RHD code pour la protéine RHD et détermine la présence de I’antigéne RH1
sur les hématies. Il est présent chez 85 % des sujets d’origine européenne qui sont dits RH1. 11
est absent ou non fonctionnel chez 15 % des sujets dits RH :—1.

Le géne RHCE comporte, entre autres, quatre formes alléliques différentes qui

déterminent, sur la protéine RHCE, la présence ou I’absence des antigenes concernés.

Geénes Alleles Antigenes présents sur la protéine CE
RHCE RHCE C (RH2) E (RH3)

RHCE RHCe C (RH2) e (RH5)

RHCE RHCE ¢ (RH4) E (RH3)

RHCE RHce ¢ (RH4) e (RH5)

Les produits des deux genes RHD et RHCE sont des protéines de 416 acides aminés qui

traversent la membrane érythrocytaire a 12 reprises, laissant ainsi apparaitre de courtes

boucles sur la face externe.

* Sujet porteur des genes RHD et RHCE

Geéne RHD

Géne RHCE D

‘\Umumununug Proteine RHD

VYY) e
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* Sujet porteur uniqguement du géne RHCE

103 226
AN NN

Geéne RHCE ‘\U U U Unug Proteine RHCE

Les antigénes antithétiques codés par les différentes formes alléliques du géne RHCE ne
différent que par un seul acide aminé spécifique en position 103 et 226.

Antigenes Acides aminés Position
RH2 Sérine 103
RH4 Proline 103
RH3 Proline 226
RH5 Alanine 226

Ces antigenes, contrairement a d’autres antigenes protéiques de groupes sanguins, ne
comportent aucune glycosylation. lls sont détectés uniquement sur les hématies et absents de

toutes autres cellules hématopoiétiques ou non.

D’un point de vue fonctionnel, les molécules RH semblent jouer un réle de transporteur

de cations et de maintien de I’intégrité membranaire. En effet les exceptionnels sujets

« RH null » présentent des anomalies membranaires et une diminution de la durée de

vie de leurs hématies dépourvues de tout antigene RH.
4-2.3 Techniques et interprétations

La détermination du groupe RhD est simple, mais exige des conditions techniques
précises bien différentes de celles nécessaires pour le groupage ABO. Plusieurs techniques
sont utilisées :

4-2.3.1 Plaque d’opaline

La détermination minimale du groupe Rhésus repose sur la mise en évidence de
I’antigéne D a la surface des globules rouges. Pour cela on utilise un sérum connu, dirigé
contre I’antigéne D. Ce sérum agglutine les globules rouges qui possedent I’antigene D. Pour

la technique sur lame, le sérum anti-D doit étre de type IgM.
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Echantillons

Sang a déterminer obtenu par prélevement capillaire (ou sang veineux sur EDTA).

Réactifs et matériel :

Anti-D monoclonal Diaclon de Diamed pour méthode sur lame.

Carte de groupage (ou lames porte objet ou plaque d’opaline), minuterie, [lampe a

alcool].

Technique:

1.

6.

[Préchauffez une lame porte objet ou une plaque d’opaline a 37°C : En raison de la
qualité actuelle des sera test, ce préchauffage n’est nécessaire qu’en cas de test

negatif].

Déposez sur la lame porte objet (ou sur une plague d'opaline ou une carte de

groupage) une goutte de sang a déterminer.

A cOté de la goutte de sang, déposez une goutte de I'anti-D.
Meélangez le sang et le sérum test a l'aide du fond d'un tube.
Chaloupez la lame pendant 1 minute.

Lisez et notez immédiatement le résultat de I'agglutination.

Une réaction positive (présence d'agglutinations assez fines) indique un Rhésus positif.

L'absence d'agglutination indique un Rhésus négatif [44].

S'il y a des doutes, observez la lame sous microscope (grossissement 100x) pour

mieux distinguer les agglutinations. Pour faciliter la lecture, Inclinez légérement la lame

avant de I’observer sous le microscope, pour observer les globules rouges en

mouvement.
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Figure 10: Observation de la lame sous microscope (grossissement 100x) [44].

Cette technique est uniquement valable pour I’antiserum anti-D monoclonal Diacon
(Diamed). La technique peut varier en fonction du réactif utilisé. Toujours suivre les
instructions particuliéres indiquées dans la notice du fabriquant. \Vérifier que I’antisérum peut

étre utilisé pour une réaction sur lame et qu’il contient des IgM.
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4-2.3.2 Tube a hemolyse

Matériel et équipement :

M@ 1 rack

M@ 4 tubes 10 x 75

M@ 4 tubes 13 x 100

M@ 4 Pipettes Pasteur avec ampoule

M@ Centrifugeuse

M@ Sérum anti-D

M@ Antiglobuline humaine

M@ Solution saline sur une assiette

M@ Bain Marie a 370C

Technique : préparation d'une suspension de globules rouges dans une solution
physiologique a 5%.

1. dans un tube a essai de 10 x 75, on place une goutte de sérum anti-Rho (D) et on
ajoute une goutte de suspension de 5% des globules rouges a tester

2. elle est homogénéisée par un mouvement doux, centrifugée a 3 500 tours/minute pour
30"

3. La lecture est faite, en cherchant I'agglutination, en cas de doute elle est incubée
pendant 15' ; apres ce temps la lecture est faite, le sédiment est doucement mis en suspension.

4. de nouveau centrifugé pendant 30” a 3 500 tours/minute ; la lecture est faite

5. L'agglutination avec des grumeaux visibles est observée, en cas de doute la lecture est
confirmée par l'observation microscopique [45].

Interprétation des résultats.

M@ Si le sang examiné est Rho. positif, la formation de grumeaux est facilement
observable a I'eeil nu.

M@ En cas de Rho. négatif, I'aspect est homogene, il n'y a pas d'agglutination
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Figure 11: Résultat d'une agglutination en tube [12].

4-2.3.3 Carte gel

METHODE

cartes gel (DiaMed ID-Card “NaCl, enzyme test and cold agglutinins”, BIO-RAD
»Scangel neutral“ ou Diagnostic Grifols ,,DG Gel Neutral®);micropipette; centrifugeuse a
cartes ; diluant spécifique pour cartes

Technique
1. Utiliser une solution a 0,8 % d'érythrocytes dans le diluant spécifique pour cartes.
2. Ajouter 50 pl de la suspension d'érythrocytes appropriée a chaque microtube.

3. Ajouter 25 ul du réactif approprié a chaque microtube (alternative une goutte). En
cas d'utilisation de techniques automatisées, ajouter 10 pl de sérum-test. En

principe, on peut également utiliser 10 pl avec la méthode manuelle.

4. Centrifuger les cartes dans une centrifugeuse a cartes appropriée apres 30 minutes
au plus tard.

5. Contrbler a I'eil nu l'apparition d'une agglutination dans un délai de 30 minutes.
Noter le resultat [32].

4-2.3.4 Microplaque

METHODE

microplaque de 96 puits a fonds en U ; micropipette ; centrifugeuse ; agitateur ; saline
isotonique (avec 0,85 a 0,9 % de chlorure de sodium)
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Technique

1. Utiliser uniqguement une solution a 2 a 5 % d'érythrocytes dans une solution saline

isotonique (hématies lavées une fois ou jusqu'a trois fois avec la solution saline
isotonique).

. Ajouter 50 pl de la suspension d'érythrocytes appropriée a chaque puits.
. Ajouter 50 pl de réactif approprié a chaque puits.
. Mélanger les deux pendant 30 secondes sur un agitateur a vitesse maximale.

. Centrifuger la microplaque dans une centrifugeuse appropriée pendant 30 secondes

a400 x g.

Secouer doucement pendant 30 secondes sur un agitateur a vitesse moyenne.

Controler a I'eeil nu I'apparition d'une agglutination. Noter le résultat [32].

4-2.3.5 Problemes possibles dans le groupage Rhésus :

Réactions faussement négatives :

= D faible (faible expression de I’antigene).

D partiel (Du).

= Qualité du réactif anti-D (titre en anticorps trop faible, ou IgG et non IgM).

Réactions faussement positives :

Coagulation du sang a grouper.

Présence d’agglutinines froides dans le sang a grouper.
Contamination bactérienne du réactif de groupage.
Modifications antigéniques au cours de pathologies malignes.

Infections chroniques (formation de rouleaux due & I’augmentation en protéines
plasmatiques).

Infection par la trypanosomiase (présence d’auto-agglutinines et formation de
rouleaux) [44].
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4-3 Autres Systemes de groupes sanguins

4-3.1 Définition des systemes
4-3.1.1 Systeme KELL

L'importance du systéme Kell est due a la forte immunogénicité de l'antigéne K. C'est
l'un des antigenes les plus immunogenes apres l'antigéne D [46, 47]. La découverte du
premier antigéne date de 1946. Il a été mis en évidence par un anticorps trouvé dans le sérum
de Mme Kellacher et qui réagissait avec les globules rouges de son nouveau-né, de sa fille
ainée, de son mari et d’environ 7 a 9 % de la population (90 % de la population caucasienne
est Kell négatif) (Tableau VI). Son antigéne antithétique, appelé k, a lui été découvert par
Levine en 1949.

Le systeme Kell n’est pas seulement limité a ces deux antigénes; en fait c’est un
systeme complexe dont la structure moléculaire a été décrite récemment [48]. Les antigenes

Kell se trouvent exclusivement sur la membrane des globules rouges.

Les antigénes K sont présents sur les hématies feetales dés la 10e semaine d’aménorrhée
(SA), les antigenes k des la 7e [49]. La majorité des femmes ayant développé un anti-K ont
été immunisées par transfusion [50, 51]. La prévention consiste a transfuser exclusivement du
sang K négatif chez la jeune femme. Les anticorps appartiennent pour la plupart a la classe
des IgG. Le suivi des grossesses avec allo-immunisation anti-K est sujet a discussion. En effet
certains auteurs ont décrit des atteintes gravissimes de I’enfant alors que le résultat de
I’amniocentese était rassurant peu de temps avant la naissance [46, 52-54] (Tableau VII). 1l
semble que I’altération de I’érythropoiése est le mécanisme principal lors de ces allo-
immunisations [55]. La courbe de Liley [56] doit donc étre utilisée avec réserve dans ces
situations [54, 57] et le prélevement de sang feetal est la méthode de choix pour controler le

bien-étre foetal.
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Tableau VI: Fréquence de la répartition des antigénes K et k.

Phénotype Fréquence en %
K k Caucasiens Noirs
+ - 0,2 <0,1
- + 91 96,5
+ + 8,8 3,5

Tableau V11: Devenir des nouveau-nés lors d’alloimmunisation anti-Kell dans 4 études [53].

Etudes Enfants Morts Morts Survivants
atteints  in utero néo-natales

Pepprell et al. 6 1 2 3
(1977)

Caine et Mdiller- 13 3 1 9

Heubach (1986)

Farr et Gray 9 8 1 0
(1988)

Leggat et Gibson 16 0 0 16
(1991)

4-3.1.2 Systeme KIDD

Le systeme Kidd est un modéle simple représenté par deux antigénes antithétiques: Jka
et Jkb. L’antigéne Jka a été défini pour la premiére fois par un anticorps découvert a la suite
d’une MHP dans le sérum de Mme Kidd. L’antigéne Jkb a été mis en évidence deux ans plus
tard. Le phénotype Jk(a—b-) est tres rare et ces sujets peuvent produire un anti-Jk3 qui réagit

avec les hématies Jk(a+) ou/et Jk(b+).
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L’anti-Jka est un anticorps dangereux, souvent impliqué dans des hémolyses post-
transfusionnelles retardées [58]. De plus, il est souvent difficile a identifier. Il est labile in
Vivo : un titre élevé d’anticorps peut rapidement décroitre pour ne plus étre décelable quelques
semaines plus tard. Il est souvent « faible » et se trouve en combinaison avec d’autres
anticorps. L’anti-Jka est plus fréquent que I’anti-Jkb. Les deux anticorps sont de classe 1gG
(1gG3), bien que des IgM aient été décrites. Ces deux anticorps peuvent apparaitre dans le
cadre d’une incompatibilité feeto-maternelle ou a la suite de transfusions sanguines. Les
anticorps anti-Jka et Jkb sont responsables de MHP séveres [59]. L’anti- Jk3 est,
exceptionnellement, responsable d’une MHP modérée (3 cas décrits) [52].

4-3.1.3 Systeme DUFFY

Le systéme Duffy doit son nom a un hémophile polytransfuse nommé Duffy, chez qui
en 1950, a été mis en évidence un anti-Fya. L’antigene antithétique Fyb a été découvert une
année plus tard. D’autres antigenes ont été numérotés selon leur ordre chronologique de
découverte : Fy3, Fy4, Fy5, et Fy6. Le phénotype silencieux Fy(a—b-) est observé avec une
tres grande fréquence dans la population noire alors qu’il est exceptionnel chez les
Caucasiens. Plasmodium knowlesi et Plasmodium vivax ne peuvent pénétrer les globules

rouges Fy(a—b-).

Les antigénes Fya sont immunogenes. L’anti-Fya est responsable a la fois de MHP et de
réactions hémolytiques post-transfusionnelles. L anti-Fyb est plus rare et est souvent associé a
d’autres anti- corps. Il n’y a aucun cas décrit d’allo-immunisation anti-Fyb a ce jour [52].
Deux cas d’anti-Fy3 ont été identifiés lors de maladies modérées du nouveau-né.

4-3.1.4 Systeme MNSs

A la suite de la découverte du systeme ABO, Levine et Landsteiner ont immunisé des
lapins avec du sang humain & la recherche de nouveaux anti- génes. Les anticorps mis en
évidence lors de ces expériences ont été appelés anti-M et anti-N et furent décrits en 1927. En
1947, Walsh et Montgomery découvrent I’antigene S étroitement lié @ MN sur une méme
paire de chromosomes. Son antigene antithétique a été trouvé en 1951. Le systeme est nommé
MNSs. En 1953, un antigéne de haute fréquence U a été inclus dans ce systéeme car il est
toujours présent en I’absence des antigenes S et s.
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Ces antigenes sont présents sur les globules rouges feetaux dés la 9e semaine pour MN
et la 12e pour Ss [49]. lIs sont immunogénes [60, 61] et 50 a 80 % des anti-M sont des IgG;
une allo-immunisation sévére peut survenir et des cas de mort in utero ont été rapportés [52].
Un seul cas de MHP de gravité moyenne liée a un anti-N a été décrit [52]. Les anti-S peuvent
étre responsables d’une hémolyse faible et les anti-s peuvent entrainer des anémies de degrés
variables. L’antigene U est un antigéne public mais peut faire défaut chez 1 % des noirs.
Ceux-ci peuvent alors développer des anti- corps spécifiques entrainant une MHP.

4-3.2 Genotypage des systemes de groupe sanguin KELL, FY, JK,
MNS

Le principal mécanisme génétique impliqué dans la plupart des polymorphismes des
groupes sanguins est le polymorphisme mononucléotidique, ou SNP (polymorphisme
nucléotidique unique). Il s'agit d'un type de polymorphisme de I'ADN dans lequel deux
chromosomes different d'une paire de bases sur un segment donné. L'affichage de ces SNP
peut impliquer plusieurs technologies, telles que la PCR-RFLP, la PCR spécifique a un alléle
et la PCR en temps réel. Dans la pratique actuelle, le génotypage des systemes FY, JK et
MNS est devenu en quelques années l'outil de base des laboratoires d'immunohématologie
spécialisés pour répondre a la sécurité des transfusions sanguines avec des antécédents de
transfusion sanguine et / ou de tests. . Directement contre I'antiglobuline positive de type 1gG.
L'analyse génétique de ces trois systéemes et la détermination des alléles permettent les
antigénes FY1 (Fya), FY2 (Fyb), JK1 (Jka), JK2 (Jkb), MNS3 (S) et MNS4. Dans certains
cas, les données doivent étre disponibles sur le systeme KEL. Ensuite, l'analyse génétique
permet de déduire des phénotypes a partir des génotypes des antigénes KEL1 (K) et KEL2
(k). Le développement de la technologie de génotypage des systémes de groupes sanguins
dans les laboratoires de biologie médicale a essentiellement rencontré plusieurs problémes:
I'interprétation des données, l'existence de variantes «silencieuses» (le risque de faux positifs)
ou la prévention des polymorphismes génétiques. Preuve d'alléles (phénoméne de «perte
d'allele», provoquant de faux négatifs), disponibilité de réactifs disponibles dans le commerce.
La génétique de la population de globules rouges implique un ensemble parfois complexe de

parametres, ce qui peut rendre difficile l'interprétation des résultats du génotypage. En
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immunohématologie, le concept de «phénotype silencieux» illustre les limites de la biologie
moléculaire. Un exemple est le systeme Fengyun. Le polymorphisme antigénique FY1 / FY2
(Fya / Fyb) est codé par ¢.125G> et est un polymorphisme génétique situé dans I'exon 2 du
géne FY. Si I'étude en position 125 du deuxiéme exon du géne FY montre que le nucléotide A
est présent a I'état homozygote, la logique indiquera que le phénotype déduit de ce génotype
est FY: -1,2 [FY (a-B +)]. Cependant, chez des individus d'origine africaine / caribéenne, une
mutation (ie 67t> ¢ dans la région promotrice du géne FY) a été décrite, dont la présence
empéche la transcription de l'allele codant pour l'antigene FY2 (Fyb). Par conséquent, le
manque de recherche sur la région promotrice du gene FY peut conduire au résultat du

phénotype FY déduit d'un génotype faux positif.

Le deuxiéme probléme du génotypage est la présence d'une variation phénotypique dans
le systeme des groupes sanguins. En I'absence de développement technique pour des variantes
spécifiques, les techniques de génotypage conventionnelles ne peuvent pas identifier les
variantes. Le probléme ultime rencontré par le laboratoire d'immunohématologie est lié a la
disponibilité des réactifs disponibles dans le commerce. Actuellement, certains systéemes de
groupe sanguin n'ont pas été testés en routine sur des plateformes de génotypage (telles que
KN, JMH, RHAG, etc.) [62].

5- Les prélevements pour I’analyse

5-1 La feuille de demande d’examen

Elle doit contenir les informations nécessaires pour identifier le patient et le prescripteur
autorisé. Elle doit préciser les analyses demandées et fournir, le cas échéant, les données

cliniques pertinentes nécessaires a I’interprétation des résultats.

e ldentité du patient : nom de naissance, nom usuel ou marital et prénom(s) dans

l'ordre de I'état civil,
e Date de naissance du patient

e Sexe (pour les besoins de Il'interprétation du résultat)
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Identification du prescripteur et ses coordonnées (Etablissement, service,
téléphone)

Signature du prescripteur

Identification du préleveur (nom, prénom et qualité)
Signature du préleveur

Nature des prélevements échantillons : sang veineux.
Nature des examens a réaliser

Date et heure du prélevement de chaque échantillon (dans le cas ou 2
déterminations sont transmises simultanément, chaque demande et chaque

échantillon doivent étre horodatées)
Degré d’urgence si nécessaire
Données cliniques pertinentes [63].
5-2 Les renseignements cliniques nécessaires a l’interprétation en
Immuno-hématologie

Antécédents transfusionnels et date de la derniére transfusion et incidents

transfusionnels

Indication de la transfusion si demande associée de produits sanguins labiles
Anémie < 7g/dl

Diagnostic clinique ou chirurgical

Traitements médicaux

Renseignements obstétricaux (ATCD de grossesse, grossesse en cours et stade,

accouchement)

En cas d’injection récente d’immunoglobulines anti-D : date de I’injection et

résultats datés de la derniere RAI avant injection
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e Si le patient est un nouveau-né : informations concernant la mére :
- Identité compléte (nom de naissance, nom marital, prénom et date de naissance)
- Groupe sanguin ABO-D et phénotype RH-KEL
- Date et résultat de la derniére RAI maternelle [63].
5-3 Le preélevement des tubes échantillons

Toutes les analyses réalisées au laboratoire d'immunohématologie s'effectuent a partir
de prélévement de sang veineux prélevé sur TUBE EDTA (bouchon violet). Le préléevement
ne requiere pas de préparation spécifique du patient (notamment il n’est pas nécessaire d’étre
a jeun), hors respect des regles générales relatives a toute ponction veineuse.

Pour les examens de groupe sanguin et de phénotype RH-Kell ou étendu, on Vérifiera
I’absence d’antécédent transfusionnel récent (<4 mois) susceptible d’engendrer des résultats

erronés.

e quantité : un seul tube EDTA suffit pour la réalisation de : groupe ABO-D +
phénotype RH-KEL + RAI. S’il s’agit d’un patient non groupé, un tube est
nécessaire pour chaque détermination (soit 2 tubes identifiés selon les

recommandations ci-dessous)

e volume : 7 ml ou 5 ml ; pour les nouveaux nés et les patients difficiles a prélever,
un préléevement de 2,5ml ou 2 ml peut étre accepté pour chaque détermination, s’il
n’y a pas d’examens supplémentaires a réaliser (se renseigner auprés du laboratoire

sur la compatibilité des tubes bébé en fonction des automates utilisés)

Etiquetage des tubes échantillons : I’identification des tubes constitue I’étape la plus
critique de la réalisation d’un examen d’immuno-hématologie. Compte tenu des risques en
cas d’erreur (incompatibilité transfusionnelle), une attention particuliére doit étre portée a sa
bonne exécution. L'étiquetage des récipients contenant I'échantillon biologique doit étre fait
au moment du prélevement par la personne ayant réalisé celui-ci, immédiatement apres
remplissage du tube et en présence du patient et doit laisser apparaitre si possible,
I’échantillon de sang (niveau, hémolyse.. ).. L'étiquetage doit étre congu pour éviter toute
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erreur sur l'identité de la personne. 1l doit mentionner:

- Le nom de naissance, le cas
échéant le nom usuel (ou g
marital), le(s) prénom(s) et _\

la date de naissance, =
déclinées par le patient lui- k.
méme dans la mesure du f
possible.

- le sexe,

-la date et I'heure du prélévement
Ces informations sur les
tubes  accompagnant la
demande sont strictement
identiques a celles inscrites
sur la prescription.

Remarque : régle de la double détermination
Pour étre valide, un groupage sanguin doit étre réalisé a partir de :
-2 demandes d'analyses
-2 prélevements de tubes échantillons différents prélevés soient :
- par 2 préleveurs différents
- par un méme préleveur mais a des moments différents (important de noter
I'neure)
Ces exigences s’appliquent tout particulierement si les préléevements sont acheminés
simultanément [63].
Remarque : La transmission de sérum ou plasma décantés ne permettra pas la
réalisation des examens.

6- Phénotype RH KELL

Le concept de polymorphisme des groupes sanguins dans la population peut étre
expliqué par le systeme RH, qui est le systeme le plus complexe et le plus immunogene du
systeme des groupes sanguins. Les antigénes du systeme RH sont codés par deux genes, le
géne RHD et le gene RHCE (figure 12). Le géne RHD code une protéine avec l'antigéne
principal de RH1 (D), tandis que le gene RHCE code une protéine avec les polymorphismes
RH2 / RH4 (C / ¢) et RH3 / RH5 (E / e), avec différentes combinaisons: RH2 / RH5, RH4 /
RH5, RH2 / RH3, RH4 / RH3 (Ce, ce, CE ou cE). La fréquence des alleles des génes RHD et
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RHCE varie en fonction de la race de l'individu, donc la prévalence du phénotype RH varie
avec la population (Tableau VIII). Le phénotype RH rencontre parfois des difficultés liées aux
«variants RH». Chez certains individus, l'expression de la protéine RH au niveau de la
membrane des globules rouges montre des changements qualitatifs et quantitatifs. Cette
variabilité de l'expression de l'antigéne du systeme RH correspond au concept de «variants
RH». Les genes RHD et RHCE sont des genes homologues étroitement apparentés (96%
d'identité), et leur organisation spécifique favorise de nombreux réarrangements de genes, qui
sont a l'origine des variantes RH. Les variantes de I'antigéne RH1 (D) sont appelées variantes
RHD, et les variantes de I'antigene RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c) ou RH5 (e) sont appelées
variantes RHCE. Les variants RHD et RHCE sont caractérisés par une expression réduite par
rapport aux antigenes normaux (antigénes RH faibles), un manque de certains épitopes
immunogenes (faisant partie des antigenes RH) ou méme aucune expression d'antigéne. La
haute fréquence est liee a la possible expression de nouveaux épitopes (l'apparition

d'antigenes a basse fréquence).

Seuls des exemples de variantes RHD sont discutés ici. Il existe de nombreuses listes a
ce jour. S'il est démontré que des individus porteurs d'un variant RHD donné peuvent étre
immunisés par exposition a I'antigene RH1 (D) intact pendant une transfusion sanguine ou
une grossesse, et synthétiser des alloanticorps anti-RH1 (D), alors le variant RHD est
considéré comme RH1 (D) ) Une partie de l'antigene. Compte tenu des conséquences de la
transfusion sanguine de l'allo-immunisation anti-RH1 (D), il est important de déterminer le
type de variants RHD pour déterminer s'ils font partie de I'antigéne RH1 (D). Du point de vue
de I'immunohématologie, si I'expression de l'antigene RH1 (D) est affaiblie ou si les résultats
obtenus en utilisant deux réactifs différents dans le processus de mise en ceuvre sont
incohérents, alors le phénotype RHD variant RH1 (D) est suspecté. Seules les études de
biologie moléculaire des génes RHD (génotypage RHD) peuvent déterminer de maniere
fiable les types de variants RHD [64].
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Phénotype étendu

Sur le plan réglementaire, cet examen consiste a rechercher un ou plusieurs antigénes

érythrocytaires autres que ceux définis par le groupe ABO-RHL1 et par le phénotype RH-

KEL1. En cas de polymorphisme « bi-alléliques », les deux antigénes doivent étre déterminés.

En pratique courante, ce terme sous-entend la détermination des antigenes FY1, FY2, JK1,

JK2, MNS3, MNS4 [64].

Geéene RHCE

C/c Ser103Pro
El/e Pro226Al

Figure 12: Les deux genes du systéme Rhesus [64].
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Tableau VII11: Prévalence des phénotypes RH [65]

Caucasiens Afro-Antillais Asiatiques

RH:1,2,-3,-4,5 (DCe) 42 % 17 % 70 %
RH:-1,2,-3,-4,5 (Ce) 2% 2% 2%
RH:1,-2,3,4,-5 (DcE) 14 % 11% 21 %
RH:-1,-2,3,4,-5 (CE) 1% 0 0
RH:1,-2,-3,4,5 (Dce) 4 % 44 % 3%
RH:-1,-2,-3,4,5 (ce) 37 % 26 % 3%
RH:1,2,3,-4,-5 (DCE) 0 0 1%

RH:-1,2,3-4,-5 (CE) 0 0 0

Phénotypage érythrocytaire et ses limites

Le phénotypage érythrocytaire reste un gold standard de I’immunohématologie.

Cependant, les limites de son utilisation sont atteintes en cas d’antécédents transfusionnels, de

positivité du test direct a I’antiglobuline ou d’indisponibilité de réactifs commercialisés :

* Nous parlons de I'histoire de la transfusion sanguine lors de la transfusion de

globules rouges dans les 4 mois précédant le prélevement. En tant que traitement de
premiere intention, sauf pour une pathologie particuliere, les phénotypes des
globules rouges FY, JK et MNS (phénotype étendu) ne sont pas réalisés. Le patient
a été perfusé avec un concentré de globules rouges compatible avec le groupe
sanguin ABO-RHL et le phénotype RH-KEL1. Si le besoin de transfusion sanguine
du patient savere plus important que n'importe quelle évaluation pré-
transfusionnelle, il y a des raisons d'empécher lallo-immunisation contre les
systemes de groupe sanguin FY, JK et MNS. Cependant, il est impossible
d'effectuer une analyse phénotypique post-transfusionnelle, et les résultats de
l'analyse phénotypique peuvent correspondre a l'analyse des globules rouges du
receveur et / ou du donneur;

Le deuxiéme cas ou l'analyse phénotypique des globules rouges n'est pas possible
est lorsque le test direct a I'antiglobuline est positif pour le type IgG (exemple de
maladie auto-immune), et la technique de phénotypage nécessite I'utilisation d'un
test antiglobuline indirect (risque de faux positif );

50



 le troisieme cas est en rapport avec I’indisponibilité de réactifs commercialisés.

C’est I’exemple du systeme de groupe sanguin DO (Dombrock).

Dans ces trois cas, la détermination des antigénes des globules rouges déduits de
I'analyse des groupes sanguins par des techniques de biologie moléculaire (génotypage) est
particulierement importante [64].

7- Les differents types de techniques en Immuno-hématologie
7-1 Test de Coombs (Test direct a I’anti globuline humain)
7-1-1 Définition

Le test direct a l'antiglobuline (TDA) a été signalé pour la premiere fois dans 1908 [66]
mais a trouvé une notoriété plus étendue apreés avoir été decrit en 1945 par Coombs et al. [67].
Fondamentalement, le TDA est utilisée pour déterminer si les globules rouges ont une
immunoglobuline G (1gG) liée a la surface et/ou un complément. La principale utilité du TDA
est de classer I'némolyse en immunodépendance ou en immuno-indépendance. Ce se

concentre sur l'utilité clinique et les piéges du TDA.
7-1-2 Intérét et circonstances de réalisation

Le test direct de Coombs, actuellement appelé "Direct Antiglobulin Test (TDA)", peut

prouver la sensibilisation (liaison) des anticorps aux globules rouges.

Les globules rouges sensibilisés par les anticorps sont agglutinés par le sérum

«antiglobuline humaine multivalente».

En raison du sérum d'antiglobuline humaine, ce test peut révéler la présence d'anticorps
immobilisés sur I'antigene correspondant a la surface des globules rouges dans le corps et peut
provoquer sa destruction (hémolyse).

L'antiglobuline utilisée est essentiellement de deux classes : un anti-lgG ou un anti-
Complément (anti-C3d).

- L'antiglobuline Anti-IgG peut mettre en évidence des anticorps de type 1gG fixés sur

les globules rouges testés.
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- L'antiglobuline de type anti-complément est essentiellement composée d'anti-C3d.
Une fois que certains complexes immuns anticorps-antigéne ont activé le
complément, C3d est abondamment présent a la surface des globules rouges

sensibilisés dans le corps.

La positivité d'un TDA est le témoin de la sensibilisation des hématies in vivo. Pour que
la réaction puisse étre positive, il faut au minimum 200 molécules d'lg ou de C3d sur le

globule rouge.

Ce Test Direct a [I'Antiglobuline est essentiellement utilisé  pour e

diagnostic de I’Anémie Hémolytique Auto-Immune (AHAI), mais aussi de :
- La maladie hémolytique du nouveau-né (MHNN),

- D’une réaction transfusionnelle (apres transfusion incompatible (allo-anticorps

specifique de groupe)),
- Des syndromes lymphoprolifératifs (myélomes)

- Et d'anémie hémolytique d'origine médicamenteuse afin de révéler un conflit

immunologique (Ac dirigé contre un Ag médicamenteux fixé sur I’hématie).

* Un test de Coombs direct positif ne permet pas de porter le diagnostic dAHAI en

I’absence de signes francs d’hémolyse.

Par conséquent, dans certaines conditions pathologiques, le test de Coombs peut étre
positif sans hémolyse: diverses maladies auto-immunes, syndrome lymphoprolifératif,
cirrhose du foie.

Au contraire, un test négatif ne signifie pas qu'il n'y a pas d'hémolyse causée par un

conflit immunitaire. [68].
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Figure 13: Schéma explicatif d’un TCD [68].

7-1-3 Techniques et interprétations
7-1-3.1 Technique en tube

Cette technique n'est pas utilisée dans les techniques conventionnelles. Il s'agit de diluer
les globules rouges du patient avec de l'eau physiologique apres avoir lavé les globules
rouges, puis de mettre en contact les globules rouges dilués avec de I'antiglobuline IgG ou de
l'antiglobuline C3d. Le lavage des globules rouges est une étape importante car il peut
éliminer le plasma contenant des immunoglobulines non liées et éviter la neutralisation de
I'antiglobuline réactive par des anticorps dans le plasma. Afin de garantir les résultats de
I'analyse, un contréle de réaction doit étre effectué. Le contrble réactif se compose des mémes
composants que les autres réactifs (anti-lgG et anti-C3d) et ne contient pas d‘anticorps

spécifiques. Toute attitude positive du témoin ne permet pas de vérifier l'analyse.
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Figure 14:Test direct a I’antiglobuline en tube [69].

7-1-3.1.1 Préparation des hématies

» Les lavages : dans la technique en tube , les hématies doivent étre lavées 4a 6 fois au
préalable afin d’éliminer toutes les globulines humaines fixées de facon non spécifique sur le
GR et qui pourraient étre source de faux négatifs par inhibition de I’antiglobuline ou de faux
positifs par adsorption érythrocytaire aspécifique .1l convient de rappeler aussi que , afin
d’éviter toute inhibition de I’action d’une antiglobuline , il est nécessaire d’utiliser une

verrerie totalement dépourvue de protéines humaines.

» La mise en suspension : la concentration des hématies doit respecter les instructions
du fournisseur. Habituellement, en tube, une suspension érythrocytaire de I’ordre de 3% a 5%
est utilisée. Des suspensions erythrocytaires trop concentrées ou trop diluées donneraient des
rations incorrectes en termes de nombre de cellules /nombre d’anticorps pouvant aboutir a des
faux négatifs.
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7-1-3.1.2 Réactifs
» Les antiglobulines humaines :

Des reéactifs "antiglobulines" spécifiques a I'espéce sont obtenus en immunisant des
animaux avec du sérum humain, de chien, de chat ou de cheval. Le sérum contient des
immunoglobulines (IgG, 1gM) ou des facteurs de complément de I'espéce que vous souhaitez
utiliser le réactif, et est injecté régulierement (généralement une fois par semaine pendant cing
semaines) a des animaux sélectionnés a des intervalles spécifiques. Pour les lapins ou les
chevres, ces immunoglobulines sont antigéniques, elles vont donc synthétiser des anticorps de
lapin ou de chevre contre les immunoglobulines humaines, de chien, de chat ou de cheval.
Une semaine apres la derniére injection, les animaux ont été saignés et le sérum a été séparé
par centrifugation. De cette maniére, on obtient du sérum de lapin ou de chévre contre des
immunoglobulines humaines, de chien, de chat ou de cheval. Par conséquent, cette
antiglobuline d'origine animale se lie spécifiguement a [I'épitope isotopique de

I'immunoglobuline humaine, chien, chat ou cheval.

Le réactif était a l'origine multispécifique (anti-lgG, anti-lgM et anti-C3), puis a
développé un réactif monospécifique pour reconnaitre spécifiquement une classe
d'immunoglobulines, 1gG, IgA, IgM ou composants du complément, qui peuvent étre liés a
C4, C3b et C3d des globules rouges.

Ces réactifs peuvent étre préparés par technologie polyclonale ou par technologie
monoclonale. Les anticorps polyclonaux sont un mélange d'anticorps qui reconnaissent
différents épitopes sur un antigene donné, et chaque idiotype est cloné et sécrété par
différentes plasmocytes (cellules qui sécretent des anticorps). Au cours de la réponse
immunitaire, l'organisme va synthétiser des anticorps contre plusieurs épitopes de l'antigene:
cette réaction est appelée réaction polyclonale. En fait, les anticorps monoclonaux sont des
anticorps qui ne reconnaissent qu'un seul épitope sur un antigene donné. Par définition, ils
sont tous identiques et sont produits par un seul clone de plasmocytes. En raison de la courte
durée de vie des plasmocytes, il a été difficile de produire des anticorps monoclonaux in vitro
pendant longtemps. L'anticorps est ensuite obtenu in vivo en injectant a I'animal un antigéne

donné et en collectant I'anticorps dans le sang.
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e Témoin négatif :le guide de bonne exécution des analyses (GBEA) impose
I’utilisation systématique d’un réactif témoin qui est caractérisé par le diluant du réactif
dépourvu de I’Ac .L’objectif de ce réactif témoin est de valider toute réaction positive en
I’attribuant a I’action spécifique de I’antiglobuline et non pas a une sensibilisation préalable
des hématies par un Ac spontanément agglutinant comme par exemple un Ac actif a +4°C de
classe IgM et qui aboutirait a une interprétation erronée de TDA positif mixte alors qu’il est
en fait de type uniqguement Complément.

7-1-3.1.3 Répartition

* Le volume de répartition : les volumes de suspension érythrocytaire et de réactif

doivent respecter les instructions du fournisseur afin d’assurer un « cell ration » optimal.

e La séquence de répartition : en vue d’éviter un oubli de répartition des
antiglobulines, il est conseillé de répartir les réactifs en premier afin de verifier leur présence
avant la répartition des suspensions globulaires .De plus, pour faciliter cette vérification,

certains fournisseurs ont coloré les réactifs.
7-1-3.1.4 Etapes d’incubation

Une incubation préalable est parfois requise et demandée par le fabriquant pour
sensibiliser les réactions avec certaines antiglobulines anti-C3d, Il faut respecter strictement

les instructions.
7-1-3.1.5 Centrifugation

Il s’agit d’une opération particulierement sensible car, insuffisante elle aboutit a un
rapprochement non optimal des hématies qui peut étre source de faux négatifs et, excessive,
elle peut rendre difficile une remise en suspension dont I’intensité peut casser des agglutinats

et les rendre invisibles.
7-1-3.1.6 Remises en suspension des hématies

Elle doit étre douce et réalisée sous les yeux de I’opérateur au-dessus d’un fond blanc.

Cette opération manuelle est source de nombreux faux négatifs.
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7-1-3.1.7 Lecture et interprétation des réactions

» Une réaction positive est caractérisée par la présence d’agglutinats plus ou moins
nombreux et de taille variable, allant du gros agglutinats unique et qualifié de ++++ a une
image de « sable » au fond du tube, qualifiée (+) et pouvant facilement disparaitre en cas de

remise en suspension excessive.

» Une réaction négative correspond a la remise en suspension totale des hématies
dont la cinétique est classiquement décrite en «nuage de fumée ou fumerole» permettant de la
différencier d’une remise en suspension par morcellement avec des petits agglutinats
transitoires qui doit étre considérée comme une réaction positive .En cas de doute sur la
positivité d’une réaction , une lecture au microscope permet de différencier d’authentiques
agglutinats d’ un phénomene de rouleaux caractérisé par un empilement des hématies en

«piles d’assiettes » qui se retrouverait d’ailleurs aussi avec le réactif témoin.

* Une image de double population (DP) : est caractérisée par la présence
d’agglutinats coexistant avec une remise en suspension totale des hématies. En cas de doute,
la vérification au microscopique permet de révéler la présence d’agglutinats baignant dans

une mer d’hématies libres.
7-1-3.1.8 Controble du systéeme analytique

» Le contrdle interne de qualité (CIQ) : la réglementation impose la mise en ceuvre
de CIQ au moins une fois par jour. En ce qui concerne le TDA, il repose sur I’analyse, dans
les mémes conditions techniques, de 2 échantillons d’hématies sensibilisées respectivement
par un anticorps 1gG et par des fractions C3d du Complément.

» Le contrble de I’étape de lavage des hématies : chaque réaction négative devrait
étre contrblée avec des hématies de contréle sensibilisées qui, en donnant une réaction
positive, permettent d’éliminer le faux négatif di a un oubli de répartition des antiglobulines
ou a I’inhibition de celles-ci par un mouvais lavage des hématies [69].
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7-1-3.2 Technique sur gel

Que ce soit en technologie manuelle ou en équipement automatisé, cette technologie est
actuellement la technologie la plus utilisée. Cette technologie nécessite I'utilisation d'un
élément filtrant avec une coupelle micro-filtre recouvrant la colonne filtrante. La colonne

filtrante contient des billes ou du gel et de I'anti-globuline (IgG ou C3d).

Apres avoir placé les globules rouges du patient dans la coupe, centrifuger la bofte. Lors
de cette centrifugation, les globules rouges sont guidés vers le bas de la colonne filtrante.
Pendant cette phase de migration, I'antiglobuline se liera aux globules rouges sensibilisés. Les
globules rouges immobilisés avec de I'antiglobuline seront bloqués par des billes ou du gel.
Par conséquent, ils n'atteindront pas le bas de la colonne. Ces kits ont également un contrdle

réactif (contréle), qui doit étre négatif pour interpréter les résultats.

Incubation
15 minutes E:érb:cn;grﬂe de
. JE—
Centrifugation N LE
10 minutas
Gradient de densits 0,06 g
« Gradient 0,06 Colonne
z . = AGH anti-IoG
Gel (billes Pacrylamigde) — — . Gel
= Tampon
! = Solution LISS
+ Préservatit

Figure 15: Représentation schématique d’un microtube [70].



7-1-3.2.1 Préparation des hématies

» Les lavages : sont inutiles pour les techniques de filtration. Elles utilisent, en effet, la
centrifugation comme procédé mécanique pour extraire les hématies qui, par gravité
différentielle arriveront les premiéres au contact des antiglobulines. Cette approche
technologique, associée a un exces d’antiglobuline, évite tout risque d’inhibition des

antiglobulines, méme en absence de lavage.

» La mise en suspension : classiquement, en filtration, une suspension érythrocytaire
de I’ordre de 0,8 % est utilisée. Comme pour d’autres techniques, des suspensions inadéquates

peuvent étre sources de faux négatifs.
7-1-3.2.2 Réactifs

Les antiglobulines : les deux antiglobulines monospécifiques anti-lgG et anti-C3d
imposées par la réglementation sont prédistribuées dans les colonnes ainsi qu’un réactif
témoin. Il existe, notamment pour le TDA chez le N-né, des supports avec uniquement de
I’anti-1gG.

7-1-3.2.3 Lecture et interprétation des résultats

» Une réaction positive est caractérisée par la présence d’agglutinats piégés dans la
colonne. L’intensité des réactions repose sur le niveau de blocage des hématies dans la
colonne qui peut aller d’un arrét total qualifié de 4+ a des hématies dispersées sur toutes la
hauteur de la colonne pour les réactions faibles.

* Une réaction négative est caractérisée par le rassemblement de toutes les hématies au

bas de la colonne car celles-ci, non agglutinées, I’ont traversée sans s’y arréter.

e Une image de DP est caractérisée par la présence d’agglutinats plus ou moins
dispersés dans la colonne avec une proportion significative d’hématies situées au bas de la
colonne. Ces réactions sont a distinguer de réactions faibles qui peuvent parfois laisser
totalement passer des hématies faiblement sensibilisées. En cas de doute, la réalisation d’un
test direct en tube avec contréle microscopique permettra, dans la majorité des cas, de lever
I’ambiguité [71].
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Figure 16: Exemples de revétements érythrocytaires par des 1gG et C3d ou par des 1gG [72].
7-1-3.3 La technique d’immunoadhérence en microplaque

Les hématies du patient sont magnétisées extemporanément par la mise en suspension
dans une solution magnétisante puis réparties dans le puits dans lequel est fixée
I’antiglobuline. La microplaque est ensuite placée sur un aimant qui, attirant les hématies vers
le fond du puits, se substitue a la centrifugation. Si les hématies sont sensibilisées, elles se
fixent sous forme d’une monocouche homogéne sur I’ensemble du puits. En absence de
sensibilisation, elles se concentrent dans le centre du puits comme dans la technique
d’immunocapture [73].

7-1-4 Sensibilité et limites
7-1-4.1 Faux positifs

» La positivité du test de Coombs peut s’observer en dehors d’une hémolyse auto-
immunes, particulierement aprés transfusion sanguine, a la suite d’injection de produits
thérapeutiques d’origine humaine ou animale.

» 1l est exceptionnel d’observer un test de Coombs positif en I’absence d’hémolyse
auto-immune bien que la présence d’lgG ou de certaines fractions du C ait pu étre décrit chez

les sujets normaux.
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* Un test de Coombs direct positif ne signifie pas obligatoirement AHAI (nombreux
faux positifs.) peut notamment s’observer en cas d’adsorption non spécifique d’lg dans
diverses circonstances (hypergammaglobulinémie polyclonale, autre MAI, suites de
I’administration d’lg polyvalentes, myélome...)...) ou encore en cas d’anémie hémolytique de

meécanisme immunologique induite par un médicament.
7-1-4.2 Faux négatifs

A I’inverse, le TDA peut étre faussement négatif dans d’authentiques AHAI (~ 5 % des
AHAI) :

 Lorsque les auto-anticorps sont présents en quantité trop faible (< 150-200 par GR)

» Lorsque I’affinité de I’auto-anticorps est faible et que celui-ci est éliminé lors du
lavage des GR.

En raison d’un probléme et/ou d’une erreur technique : lavage insuffisant des GR, test
réalisé sur échantillon de sang non fraichement prélevé (qui peut induire surtout une fixation
isolée de C3).

e Lorsqu’il s’agit d’un AC de type IgA, ce qui est le cas dans environ 2 a 3 % des
AHAI [19-75].Ce qui explique la nécessité de demander systématiquement un TDA avec une
antiglobuline anti-1gA lorsque le test est négatif en 1gG et C3 .

Le diagnostic d’AHAI a TDA négatif stricto sensu ne peut donc étre retenu qu’apres
avoir exclu les autres causes d’anémies hémolytiques constitutionnelles ou acquises, pouvant
se révéler a I’age adulte et doit étre remis en question en I’absence de réponse a une
corticothérapie [74].

7-2 Test de Coombs Indirect (Test a I’anti globuline humain

indirect)
7-2-1 Définition de la RAI

On détecte des anticorps spécifiques a certains antigenes qui ne sont pas nécessairement
présents dans les globules rouges du patient, mais qui peuvent I'étre dans ceux d'autres

personnes. Si le sérum prélevé sur un patient contenant ces anticorps est mélangé a des
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globules rouges qui présentent ces antigénes spécifiques, les globules rouges seront recouverts
d'anticorps. Une fois recouvertes, les cellules s'agglutineront apres exposition au réactif de
Coombs. Dans le diagnostic de I'érythroblastose feetale, le sérum prélevé sur la mere Rh- ne
réagit pas avec son propre sang, mais avec celui de son feetus Rh+. Le sérum de la mere, qui
contient des anticorps spécifiques au facteur Rh, est mélangé aux globules rouges Rh+. Les
anticorps présents dans le sérum se lient aux cellules. Des anticorps anti-humains sont ensuite
ajoutés pour lier les globules rouges. Le sérum peut étre dilué et testé a plusieurs reprises,

pour quantifier les anticorps dans le sérum [75].
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Figure 17: Test indirect a I’antiglobuline humaine [75].

7-2-2. Recherche des anticorps anti-erythrocytaires (RAI)

La RAI comporte 2 étapes dont I’enchainement est sous la responsabilité du biologiste.
En cas de RAI positive, I’identification obligatoire doit étre pratiquée extemporanément ou

adressée par le biologiste a un laboratoire référent.
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La gamme d’HT de dépistage est désormais constituée a minima de 3 variétés
permettant d’inclure les AG suivants :

RH1, RH2, RH3, RH4, RH5, RH6, KEL1, KEL2, KEL4, FY1, FY2, JK1, JK2, MNS1,
MNS2, MNS3, MNS4, LE1,

LE2, P1 et LU2, et aussi une expression phénotypique

« homozygote » pour les AG les plus immunogenes : RH1, RH2, RH3, RH4, RH5,
FY1, JK1, JK2, MNS3, et si possible FY2 et MNS4. Ces dispositions permettent d’augmenter
le seuil de détection des AC.

En ce qui concerne la gamme d’HT d’identification, il est justifié d’imposer, en plus du
nombre minimal de 10 HT, que les AG les plus immunogenes soient représentés a minima sur
2 hématies d’expression « homozygote » pour les antigenes RH1, RH2, RH3, RH4, RH5,
RH6, FY1, FY2, JK1, JK2, MNS3, MNS4. L’identification de la spécificité de chaque
anticorps, pour étre exacte, nécessite de tester un nombre suffisant d’HT informatives. 1l a été
fixé a 3 possédant I’AG correspondant a I’AC suspecté et 3 dépourvus de ce méme AG.

Par le passé la RAI était réalisée par la technique traditionnelle en tube et comportait 2
tests : le TIA et le test enzymatique. Ce dernier permettait un gain de sensibilité notamment
pour détecter les anti-RH. Cependant la technique universelle permettant de mettre en
évidence I’ensemble des AC cliniquement significatifs quelle que soit leur spécificité est le
TIA dont la sensibilité était, lors d’une étude nationale réalisée en 1978 par la SFTS [76],
d’environ 20 ng. L’avénement du procédé de filtration a permis d’augmenter le seuil de
sensibilité du TIA, mais aussi celui du test enzymatique provoquant ainsi une «

hypersensibilité » de détection d’« autopapaine ».

Différentes études [77-78] montrent que le maintien de la technique enzymatique n’est
plus justifié. En effet, celle d’Issitt portant sur 10 000 patients transfusés montre que les AC
anti-érythrocytaires dépistés uniquement par la technique enzymatique ne présentent pas
d’intérét cliniqgue. Une étude prospective francaise [79] portant sur 1060 échantillons de
sérums de patients contenant des allo-AC confirme la bonne détection de ceux-ci par
I’ensemble des procédés de filtration et TIA. Cependant, elle fait état de nombreuses réactions
faussement positives et d’auto-AC en technique enzymatique.
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Enfin, I’étude de plus de 3000 échantillons de sérums de patients avec des gammes
industrielles et des préparations secondaires d’HT réalisees par I’établissement de transfusion
a permis d’obtenir des dépistages d’AC positifs respectivement 606 et 506 fois. Les résultats
de cette étude montrent :

* Que I’ensemble des AC immuns mis en évidence uniquement par le TIA : anti-
KEL1, anti-FY, anti-JK, anti- MNS3 et anti-MNS4 ont été décelés;

* Une différence minime de sensibilité pour des AC décelables uniquement par la
technique enzymatique et a des taux infradétectables : 1 anti-RH1, 1 anti-RH2, 8 «
anti- RH3 » et 4 « anti-RH8 » sur les 135 anti-RH.

Il convient de rappeler que les examens d’immunohématologie ne sont pas des tests

quantitatifs et que le seuil de détection des AC est de I’ordre de plusieurs hanogrammes.

La différence essentielle entre les 2 types d’HT utilisées porte sur la détection d’« auto-
AC » dirigés contre les HT traitées par la papaine : 200 avec les HT commerciales contre 117
avec celles préparées a I’ETS. Une trop grande sensibilité entraine de nombreuses fausses
réactions positives qui sont fonction du traitement enzymatique et probablement du délai entre
le prélévement de sang et son traitement. Une étude relative a la réactivité des AG des HT en
solution de conservation avait permis de le constater [80]. Cet exces de détection des « auto-
AC » est préjudiciable aux patients, car il nécessite la mise en ceuvre d’adsorptions
fastidieuses et non dénuées de risque (dilution des sérums et des éventuels allo-AC masqués),

entrainant un retard dans le rendu des résultats et la transfusion.

Il convient en revanche, de mentionner que la majorité des anti-RH3 et anti-RH8 actifs
uniquement vis-a-vis des HT traitées par les enzymes, sont des anticorps « naturels » [81] ou
des « auto-AC » reconnaissant préférentiellement les hématies possédant les AG spécifiques
correspondants, imi- tant ainsi des allo-AC [82].

Une étude francaise portant sur 71 800 patients transfusés a montré également que 6 %
des AC dépistés uniquement en technique enzymatique en post-transfusionnel (essentielle-
ment des anti-RH3 et anti-RH8) n’avaient aucun intérét transfusionnel et étaient « apparus »
apres transfusion de concentrés globulaires dépourvus des AG correspondants [83].
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Enfin, une étude récente effectuée par le groupe immunohématologie de la SFTS [84] a
précisé que le seuil de sensibilité du TIA vis-a-vis d’un standard anti-RH1 quel que soit le
procédé de filtration est pour I’ensemble des 10 laboratoires participants de 5 ng. En
technique enzymatique, le seuil de détection est similaire [85].

Quant au suivi des grossesses, I’étude anglaise de 1999 [78] réaffirme la non utilité de
pratiquer la RAI en test enzymatique comme cela était mentionné dans le Guidelines [86]. La
RAI est réalisée a la déclaration de la grossesse et son renouvellement vers les trente-
quatrieme—trente-sixieme semaines d’aménorrhée si le premier examen est négatif. En effet,
parmi les 7065 patientes testées, 230 (soit 3,26 %) présentaient une RAI positive et 62
seulement possédaient un AC actif uniquement en test enzymatique (soit 0,9 %). Cinquante-
deux pour cent de ces AC pouvaient avoir une incidence clinique en raison de leur spécificité
anti-RH : 22 anti-RH3, 7 anti-RH8, 2 anti-RH1 et 1 anti-RH4. Seulement 3 de ces AC
devinrent actifs en TIA pendant la grossesse, tous furent détectés lors de I’examen du

troisieme trimestre et aucun des nouveau-nes ne fut atteint de maladie hémolytique néonatale.

La refonte des textes réglementaires de 1985 et 1992 [87,88] concernant les 2
prescriptions minimales obligatoires de RAI chez les femmes enceintes RH1 et sans
antécédent transfusionnel ou obstétrical facilitera la tAche des prescripteurs.

Par ailleurs, la RAI peut étre effectuée aussi bien sur plasma que sur sérum, par le TIA
et les différents procédés de filtration. Deux études prospectives, I’une internationale [89]
portant sur 3000 RAI et I'autre francaise [90] ayant étudié 3264 échantillons de patients
possédant un AC, ont confirmé cette possibilité. Dans ces 2 études, I’ensemble des AC
immuns ont été mis en évidence sur des échantillons de plasma. Etant donné la technique
retenue pour la RAI, le CQI doit étre pratiqué avec un AC actif en TIA et uniquement en TIA.
La spécificité la plus représentative est I’anti-FY1, en effet, ’AG FY1 est trés sensible aux
enzymes, notamment celles élaborées par certaines bactéries comme la neuraminidase, témoin
d’une contamination in vitro du réactif. Cette enzyme est en revanche, excrétée de fagon

physiologique par les hématies sénescentes.
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7-2-3 Les différents procédés

Plusieurs procédés sont utilisables : les techniques traditionnelles en tube ont été

remplacées par les nouveaux procédés : colonnes de filtration, immuno-adhérence.

Les deux derniers sont préférables car ils présentent I’avantage de limiter les
interventions manuelles et donc les risques d’erreur liés a certaines étapes de la méthodologie

qui se trouve standardisée. Par ailleurs, ils sont entierement automatisables et informatisables.

Quel que soit le procédé retenu, les réactifs doivent posséder un numéro
d’enregistrement aupres de I’AFSSAPS et un numéro de conformité aprés contrdle du
CNRGS.

Les nouveaux procédés de filtration permettent d’éliminer les deux causes d’erreurs
essentielles dans la réalisation du test indirect a I’antiglobuline : les lavages qui sont souvent
défectueux et I’omission d’addition d’antiglobuline.

Dans les techniques de filtration, aprés la phase d’incubation des hématies-tests avec les
sérums, les hématies plus denses que les immunoglobulines plasmatiques pénétrent, lors de la
centrifugation, dans la colonne de gel ou de microbilles, et peuvent réagir avec I’anti-
globuline incorporée dans la colonne, en cas de sensibilisation. La phase plasmatique reste au-
dessus de la colonne. Les étapes de centrifugation et de lecture restent néanmoins critiques.

Le biologiste se doit de choisir les procédés les plus performants, compte tenu de

I’impact des résultats sur les risques transfusionnels ou obstétricaux et leur prise en charge.
7-2-4 Les étapes de la RAI [91-95]
7-2-4-1 Dépistage
La législation :

— oblige d’utiliser une gamme de dépistage comportant au moins trois hématies-tests O
phénotypées qui doit permettre la détection des anticorps correspondants aux antigénes RH1
(D), RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c), RH5 (e), KEL1 (K), KEL2 (Cellano), KEL4 (Kpb),

FY1 (Fya), FY2 (Fyb), JK1 (Jka), JK2 (Jkb), MNSZL (M), MNS2 (N), MNS3 (S), MNS4
(s), LE1 (Lea), LE2 (Leb), P1, LU2 (Lub).
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Les phénotypes RH suivants doivent étre obligatoirement représentés sur la gamme de

dépistage :
RH:1,2-3,-4,5;
RH:1,-2,3,4,-5;

RH:-1,-2,-3,45.

De plus, une expression phénotypique « homozygote » doit étre respectée pour les
antigenes FY1, JK1, JK2, MNS3 et recommandée pour les antigenes FY2 et MNS4.

En aucun cas ces hématies ne feront I’objet de mélange.

— indique comment exprimer les résultats :

en cas de dépistage négatif : absence d’anticorps contre les antigénes étudiés,

en cas de dépistage positif : présence d’anticorps anti-érythrocytaire dont la

spécificité reste a déterminer,

le résultat doit comporter par ailleurs les antigénes testés, le nombre d’hématies-

tests utilisé et les techniques utilisées.

Tableau IX: Exemple de gamme d’hématies test de

dépistage.
RH rR "R |RH RH RH KE KE KE KE FY FY JKJK/LE LE ,, MN MN MN MN| LU LU
1rn H2 H3 4ru 5rH 8rH L1k L2k L3k L4k 1rv 2rv 1ok 20k 1lie 2LE Sim S2m S3m | S4m| 1u 2w

1 H2 |3 4 5 8 EL1 |EL2 |EL3 |EL4 |1 2 1 2 1 2 P1 NS1 NS2 NS3 NS4 1 2

pDcCeE cc ce [CwkK kk KpaKpbFy Fy Jk JkblLe Le Mm NN sS ss LulLub

a b a a b a
+ + 0 0 + + + + 0 + + + + + + 0 + |0 + 0 + 0 +
+ 0 + + 0 0 0 + + + 0 + + 0 0 + + |+ + 0 + + +
10 0 0 + + 0 0 + 0 + + 0 0 + + 0 0+ 0 + 0 0 +

Les hématies sont numérotées de | a Ill. Les «+ » et « 0 » correspondent respectivement a la présence et I’absence d’antigénes érythrocytaires.
Les phénotypes représentés répondent a des exigences réglementaires, exceptés les antigenes RH8, KEL3 et LU1 [10]. De plus, une expression «
homozygote » doit étre respectée pour les antigénes FY1 (Fya), JK1 (Jka), JK2 (Jkb), MNS3 (S) et recommandée pour les antigenes FY2 (Fyb) et
MNS4 (s). De plus, les antigénes suivants doivent étre représentés (sans exigence particuliere) : KEL1 (K), KEL2 (cellano), KEL4 (Kpb), MNS1

(M), MNS2 (N), LE1 (Lea), LE2 (Leb), P1 et LU2 (Lub).

67



7-2-4-2 ldentification

La spécificité des anticorps présents est déterminée en comparant la distribution des
réactions positives et négatives obtenues avec la distribution de l'antigéne dans la gamme des

globules rouges utilisés.

Si possible, cette étape est réalisée sur des échantillons non décantés et non ouverts, Si

elle est réalisée par un laboratoire différent du laboratoire effectuant le dépistage.

Cette étape repose sur I'utilisation, outre la gamme de dépistage, d’au moins 10
hématies- tests. L’ensemble de ces hématies de groupe O doit comporter les antigenes
suivants : RH1, RH2, RH3, RH4, RH5, RH6, RH8 (Cw), KEL1, KEL2, KEL3 (Kpa), KEL4,
FY1, FY2, JK1, JK2, MNS1, MNS2, MNS3, MNS4, LE1, LE2, P1, LU1 (Lua), LU2.

Les phénotypes suivants doivent étre représentés au moins sur deux hématies : KEL1,
FY :1-2,FY:-12,JK:1-2,JK:-12, MNS: 34, MNS : -34, P : -1.

Cette phase doit permettre I’identification d’un anticorps courant isolé ainsi qu’une

orientation dans cette identification des mélanges d’anticorps.

L’interprétation des réactions positives et négatives observées est complexe et nécessite

qualification, formation et expérience certaine.
7-2-5 Les différentes techniques de rai [91-95]
7-2-5-1 Le test indirect a I’antiglobuline

Le test indirect a I’antiglobuline (IAT) est la réaction fondamentale dans la recherche
des anticorps anti-érythrocytaires. Il existe plusieurs variantes qui ont leurs avantages propres.

1- Le test indirect normal

* Lavage : la gamme d’hematies-tests doit étre lavee trois fois en solution saline
0,15M et mise en suspension a 3 % en solution saline 0,15M.

* Sensibilisation : mettre en présence dans un tube & hémolyse identifié¢ 100 mL de

sérum a tester 50 mL de la suspension globulaire. Laisser incuber a + 37 °C durant

35 min au bain-marie ou 40 min a I’étuve.
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* Lavage : les hématies sensibilisées doivent de nouveau étre lavées trois fois en

solution saline en décantant tout le surnageant apres chaque lavage.

* Phase_antiglobuline : ajouter dans chaque tube 100 ml d’antiglobuline, puis

centrifuger pendant 1 min a 130 g. La lecture est macroscopigque ou microscopique
2- Le test indirect en basse force ionique

L’utilisation d’un milieu basse force ionique (BFI) entraine une réduction du temps

d’incubation a 12 min au bain-marie et a 15 min a I’étuve.
3- Le test indirect par filtration (gel ou billes)

Le test indirect par filtration doit étre effectué selon les recommandations du
producteur. C’est le test le plus performant, le plus sécurisant et le plus utilisé de nos jours.

4- Le test indirect en phase solide

Le test indirect en phase solide doit étre effectué selon les conditions techniques décrites
par le producteur.

7-2-5-2 Le test aux enzymes protéolytiques

Le traitement des hématies-tests lavées de la gamme doit étre réalisé selon les
conditions précisées par le producteur sur la notice d’utilisation. Les temps de traitement

doivent étre scrupuleusement respectés et suivis immédiatement de lavages préconisés.
1- Technique par filtration

Le test par filtration sur hématies traitées par les enzymes doit étre effectué selon les
procédures validées et décrites par le producteur.

2- Technique en phase solide

Le test en phase solide doit étre effectué selon les conditions techniques décrites par le

producteur.
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7-2-6 Interprétation et rendu des résultats [91-95]

Le dépistage est soit négatif, soit positif. Si le dépistage est négatif, la RAI est négative.
Si le dépistage est positif, il convient de déterminer la spécificité des anticorps.

L'identification de la spécificité nécessite de trouver la relation entre les réactions
positives et négatives observées, qui est liée a la présence ou a l'absence d'antigene sur les
globules rouges correspondant a l'anticorps suspect détecté.

Dans tous les cas, il faudra, a minima, procéder :

— a une validation phénotypique pour Vérifier I’absence de I’antigéne correspondant a

I’anticorps suspecte,

— Au phénotypage RH-KEL1, puisque tout patient possédant (ou ayant possédé) un
anticorps doit étre transfusé avec du sang qualifié phénotypé et compatibilisé.

L'identification nécessite de comprendre la fréquence des différents phénotypes dans
tous les systemes de groupes sanguins. L'anticorps le plus courant est dd a I'immunogénicité
de l'antigéne correspondant. L'intensité de l'antigéne des globules rouges du donneur
changera. Selon le systéme impliqué, l'effet de la dose de certains anticorps dépend de
l'utilisation La méthode de détection des anticorps est la technologie prioritaire, etc., pour
tester un autre type différent de réaction d'agglutination.

Plusieurs situations peuvent étre rencontrées :

1 - L’identification la plus simple est celle qui met en évidence un anticorps

unique a condition :

— Qu’il soit en concentration suffisante pour agglutiner toutes les hématies testées
quelle que soit leur expression phénotypique homozygote ou hétérozygote pour un

antigene donné,

— Que le nombre de réactions positives observées soit suffisant, sinon, il faudra tester
le sérum sur plusieurs hématies-tests supplémentaires possédant I’antigéne

concerné.
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2 - Les résultats de I’étude des réactions positives et négatives obtenues avec les
hématies-tests de la gamme d’identification font suspecter un mélange d’anticorps.
Chacune des spécificités suspectées doit étre confirmée de facon séparée en utilisant plusieurs
gammes différentes d’hématies-tests d’identification. Dans certaines situations,

il est parfois nécessaire de procéder a des adsorptions du sérum sur des hématies—tests
sélectionnées, possédant I’un des antigénes concernés par le mélange d’anticorps. On procede
ensuite a une elution secondaire de I’anticorps fixé sur ces hématies, pour obtenir I’isolement
d’un premier anticorps a I’état libre. Le sérum adsorbé sera de nouveau testé sur les
différentes gammes d’hématies-tests d’identification pour confirmer la ou les spécificité(s) du
ou des anticorps non adsorbé(s).

3 - Le sérum testé agglutine toutes les hématies-tests des différentes gammes
d’identification. Dans ce cas, il peut s’agir la encore d’un mélange complexe d ’anticorps,
d’un anticorps dirigé contre un antigene de grande fréquence ou « public », ou d’un auto-
anticorps.

On procéde alors a la réalisation du témoin autologue :

— S’il s’avére positif, il convient d’adsorber I’auto-anticorps pour déceler et identifier
un éventuel allo-anticorps masqué. Les modalités d’adsorption dépendent des
antécédents transfusionnels ou obstétricaux proches ou lointains (adsorption
homologue avec des hématies-tests dépourvues de I’ensemble des antigénes
immunogenes, ou auto- adsorption) ;

— S’il s’avere négatif, il s’agit d’un probléme encore plus complexe concernant :

— L’identification correcte des anticorps, qui nécessite de disposer de gammes
d’hématies- tests (conservées en azote a — 160 °C) informatives ou dépourvues
d’antigénes de grande fréquence,

— Mais aussi la disponibilité d’unités de sang rare, en cas de besoin transfusionnel.

L’étude des probléemes complexes d’identification précités releve d’un laboratoire
référent régional de I’établissement francais du sang qui fera éventuellement appel au
CNRGS.
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Dans tous les cas, les résultats de RAI positive doivent mentionner les spécificités des
anticorps identifiés et la validation du phénotype du patient. Le résultat sera complété par une
mention biologique faisant état de I’obligation de demander, en cas de besoin transfusionnel,
du sang phénotypé RH-KEL1 a minima et qualifié compatibilisé. Pour les anticorps dirigés
contre un antigene de grande fréquence, un programme de transfusion autologue programmée
pourra éventuellement étre envisagé en fonction de I’état du patient, sinon, il faudra recourir
au CRNGS. S’il s’agit d’une femme enceinte, il sera fait état du risque d’incompatibilité feeto-
maternelle et de la nécessité de sa prise en charge par un laboratoire référent régional de
I’EFS en coordination, initialement, avec un centre spécialisé dans le diagnostic anténatal,

puis secondairement avec le centre régional de thérapie feetale.
7-2-7 Les enjeux cliniques d’une RAI
7-2-7-1 Sécurité transfusionnelle

RAI est un examen qui doit étre réalisé dans le cadre de la prévention des accidents
d'hémolyse immunitaire transfusionnelle: tout patient pouvant étre transfusé dans un court
laps de temps; dans les transfusions sanguines répétées, il est prédominant dans une série de
transfusions sanguines; une partie du suivi aprés transfusion sanguine recommandé par la
réglementation est réalisée sur des patients transfusés. traitement. La RAI doit également étre
pratiquée pendant la transplantation ou la transplantation et pendant la période prénatale ou
périnatale conformément a la réglementation relative au suivi de la grossesse. En I’absence de
prescription, cet examen doit étre réalisé a I’initiative du biologiste [96-97]. Une RAI doit
généralement étre réalisée dans un délai maximal de 3 jours avant une transfusion de CGR
[96] et constitue un des piliers de la prévention des effets indésirables receveurs (EIR) par
incompatibilité immunologique. Ces EIR ont un délai de survenue et une sévérité variables,
aboutissant au décés du patient dans les cas les plus graves [98]. Cependant, grace aux
procédures de sécurité transfusionnelle appliquées en France, 99,3 % des EIR liés aux allo-
immunisations anti-érythrocytaires étaient non séveres en 2012, et aucun déces n’a été
rapporté [99]. Ainsi, toute RAI ayant permis I’identification d’une allo-immunisation anti-
érythrocytaire impose la transfusion de CGR compatibilisés au laboratoire. Cette épreuve
directe de compatibilité (EDC) au laboratoire consiste a mettre en présence, dans les mémes
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conditions techniques que la RAI, le plasma du receveur et les hématies du CGR devant lui
étre transfusées. Seuls les CGR pour lesquels I’épreuve directe de compatibilité est négative
pourront étre transfusés [97]. Dés lors qu’un patient présente ou a présenté une allo-
immunisation antiérythrocytaire, il devra étre transfusé tout au long de sa vie avec des CGR
compatibilisés « un anticorps un jour, un anticorps toujours ». En cas d’urgence
transfusionnelle dite « vitale », le prescripteur peut étre amené a réaliser des transfusions
avant I’obtention des résultats des RAI et des éventuelles EDC. Trois niveaux d’urgence ont
ainsi été définis : I'urgence vitale immédiate, I’urgence vitale et I’'urgence relative, pour
lesquels les CGR doivent étre respectivement delivrés sans délai, dans un délai de 30 minutes
et de 3 heures [96]. Le délai minimal de réalisation d’un dépistage de RAI étant de
45 minutes, il est impossible pour le LBM de répondre dans les délais d’une urgence vitale
(figure 18).

30 minutes 3 heures

URGENCE TRANSFUSION
RELATIVE NON URGENTE

Antécédent
de RAI positive

TITRE D’Ac +/- DP

Absence
d’allo-Ac anti-RH1

PROPHYLAXIE PAR IgG ANTI-RH1
Ac : anticorps, DP : dosage pondéral, EDC : épreuve directe de compatibilité, IgG : immunoglobulines G.
Les niveaux d’urgence transfusionnelle et les délais respectifs de délivrance des concentrés de globules rouges (CGR) sont
rappelés en haut de la figure. Le résultat positif ou négatif du dépistage d’anticorps anti-érythrocytaires a un impact sur le délai
de rendu de résultat, obligeant le prescripteur a réaliser des transfusions avant I’obtention des résultats dans les situations les
plus urgentes. Si le dépistage est négatif, le résultat est obtenu dans un délai de 45 minutes et peut répondre a une urgence
transfusionnelle relative. La présence d’une allo-immunisation actuelle ou connue mais non retrouvée, d’une pathologie a haut
risque d’allo-immunisation (drépanocytose) impose de réaliser des EDC sur les CGR a transfuser (délai supplémentaire de 45
minutes au minimum). Si le dépistage est positif, I’étape d’identification allonge le délai de rendu des résultats d’au moins 45
minutes en cas d’allo-immunisation simple, a plus de 24 heures en cas d’allo- immunisation complexe. Au cours d’un suivi de
grossesse, I’identification d’un anticorps d’intérét obstétrical impose la réalisation d’un titrage de cet anticorps et, si nécessaire,
d’un dosage pondéral.

Figure 18: Position centrale du dépistage d’anticorps anti-érythrocytaires dans la prise en

charge transfusionnelle et obstétricale [137].
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Par conséquent, dans les situations d’urgence vitale, la sécurité transfusionnelle peut
étre fragilisée, avec un risque immunologique supplémentaire a mettre en balance avec le
risque vital de la pathologie en cours. La proximité et la coopération entre les LBM et les
services de délivrance de produits sanguins labiles (PSL) sont donc de premiére importance
pour adapter au plus vite la conduite transfusionnelle. Selon les données publiées, il y aurait
moins de 1 % d’incidents immunohémolytiques aigus dans les situations d’urgence vitale
[100, 101]. Ces chiffres doivent cependant étre interprétés avec prudence, car ils sont issus
d’enquétes rétrospectives. La prescription d’une RAI est également obligatoire dans un délai
de 1 a 3 mois suivant un épisode transfusionnel, dans le cadre de I’hémovigilance [96]. La
rigueur de ce suivi est primordiale, car I’allo-immunisation anti-érythrocytaire reste un
événement de survenue imprévisible et les allo-anticorps apparaissent et disparaissent au
rythme des stimulations. Les anticorps dépistés et identifiés dans les semaines qui suivent une
transfusion de CGR, peuvent ne plus étre détectables a distance de la transfusion, et exposent
donc le patient au risque d’incident transfusionnel potentiellement sévére par incompatibilité
immunologique. Dans une population caucasienne, la prévalence globale de I’allo-
immunisation survenant aprés une premiére transfusion de CGR de phénotype non compatible
est faible, entre 2 et 3 % [102, 103]. L’incidence cumulée d’allo-immunisation augmente
graduellement avec le nombre de CGR transfusés, respectivement de 1 a 6,5 % aprés un
premier épisode transfusionnel de 5 & 40 CGR [102]. De nombreux autres facteurs
interviennent dans le processus d’allo-immunisation, expliquant que la prévalence varie selon
la sous-population de patients considérée [104]. Chez les patients drépanocytaires, elle peut
atteindre 58 % du fait des particularités antigéniques de leurs phénotypes érythrocytaires, de
la difficulté a trouver des CGR phénocompatibles, du nombre éventuellement élevé
d’épisodes transfusionnels, de I’état inflammatoire chronique et de la physiopathologie
particuliére de la drépanocytose [104, 105].

7-2-7-2 Diagnostic de I'incompatibilité feeto-maternelle

L’objectif premier est de depister et identifier les alloanticorps d’intérét obstétrical,
c’est-a-dire susceptibles d’induire, par incompatibilité feeto-maternelle, une maladie
hémolytique chez le feetus et/ou le nouveau-né. Méme si de nombreuses spécificités
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d’anticorps peuvent étre identifiées dans le plasma maternel, les trois allo-anticorps d’intérét
obstétrical les plus fréquents sont les anti-RH1 (anti-D), anti-RH4 (anti-c) et anti-KEL1
(antiKell), représentant respectivement 35 %, 37 % et 13 % des allo-anticorps identifiés ; ils
sont a I’origine, respectivement, de 88 %, 8 % et 2 % des incompatibilités feeto-maternelles
séveres [106]. De plus, la connaissance de la présence d’un allo-anticorps est indispensable en
cas de complications hémorragiques au moment de I’accouchement, nécessitant des

transfusions de CGR.

7-2-7-3 Prévention de I'allo-immunisation anti-RH1 chez les femmes

enceintes

la RAI est pratiquée dans le cadre de la prévention de I’allo-immunisation anti-RH1
chez les femmes enceintes de phénotype RH :-1 (D-) [107, 108]. En effet, I’antigene RH1 est
le seul pour lequel il existe une immunoprophylaxie, sous la forme d’une solution injectable
d’immunoglobulines 1gG anti-RH1. Dans les jours qui précédent la réalisation de cette
prophylaxie, il est impératif de vérifier I’absence d’allo-immunisation anti-RH1, car cette
derniére est inutile et inefficace si la patiente est déja immunisée contre I’antigéne RH1 [107].
En résumé, au cours de la grossesse, la RAI a principalement un role « sentinelle ».
L’identification d’un alloanticorps anti-érythrocytaire chez la femme enceinte génére un bilan
complémentaire visant a évaluer son retentissement sur le feetus, et a orienter la prise en
charge [109, 110]. Parmi les examens complémentaires, I’évaluation du titre des allo-
anticorps anti-érythrocytaires d’intérét obstétrical et le dosage pondéral des allo-anticorps
anti-RH ont une bonne valeur prédictive du risque hémolytique in utero [106]. lls sont
effectués en complément de la RAI, pour suivre I’évolution de I’alloimmunisation au cours de
la grossesse. L’existence d’une allo-immunisation anti-érythrocytaire dangereuse pour le
feetus ou le nouveau-né justifie que la patiente soit prise en charge dans une maternité
spécialisée dans le suivi des grossesses a risque. Le role du biologiste est donc déterminant
pour orienter cette prise en charge dans les meilleurs délais et fournir les éléments

immunohématologiques pertinents au suivi.
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7-2-8 Difficultés [111]
La RAI est une analyse essentielle pour assurer la sécurité des patients dans le cadre :

o de la prévention et du diagnostic des incompatibilités anti-érythrocytaires en

transfusion sanguine ;
* de la surveillance des incompatibilités foeto-maternelles non ABO en obstétrique.

La RAI est un examen simple sur le plan technique mais dont I’interprétation en cas de
positivité peut étre extrémement difficile. La encore, comme tout examen
immunohématologique, la RAI doit faire I’objet de CQI au minimum quotidiens permettant
de valider le process utilisé. En cas de dépistage positif, I’identification de la spécificité
nécessite de trouver une relation entre les réactions positives et négatives observées avec la
présence ou I’absence d’un antigene sur les hématies testées correspondant a I’anticorps
suspecté. De plus, I’interprétation des résultats nécessite une validation phénotypique pour

vérifier I’absence de I’antigéne correspondant a I’anticorps suspecté.

L’identification du ou des anticorps fait appel aux connaissances des fréquences des
différents phénotypes dans tous les systemes de groupes sanguins, les anticorps les plus
fréqguemment rencontrés en raison de leur immunogénicité, les effets doses de certains
anticorps, les techniques préférentielles de mise en évidence des anticorps en fonction des

procedeés utilises, etc.

Des difficultés peuvent étre rencontrées dans I’interprétation des identifications dans les

cas suivants :

» Un seul anticorps mais de concentration faible. Cette faible concentration n’entraine
I’agglutination que des hématies d’expression homozygote et non pas celles
d’expression hétérozygote. Une telle situation peut compliquer [I’étape
d’interprétation ;

e Le nombre de réactions positives observées est faible du fait de la rareté de

I’antigéne ;
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* Le nombre de réactions négatives est tres faible ne permettant pas d’éliminer
simplement une association avec un autre anticorps. Il faut donc augmenter le

nombre d’hématies-tests utilisées dans I’étape d’identification ;

 Un niveau supérieur de difficulté peut étre représenté par I’association de plusieurs
anticorps. Dans le cas d’un mélange d’anticorps irréguliers, chacune des spécificités
anticorpales rencontrées doit étre considérée de fagcon séparée. Ceci implique
I’utilisation de plusieurs gammes différentes d’hématies-tests d’identification. Dans
certaines situations il est également parfois nécessaire de procéder a des adsorptions
du sérum sur des hématies-tests sélectionnées possédant un des antigenes concernés
par le mélange des anticorps. On procéde ensuite secondairement a une élution de
I’anticorps fixé sur ces hématies pour I’isolement du premier anticorps. Le sérum
adsorbé sera de nouveau testé sur les différentes gammes d’hématies-tests
d’identification pour confirmer la ou les spécificités du ou des anticorps non

adsorbés ;

 Un troisieme niveau de difficultés peut étre représenté par un sérum qui agglutine
toutes les hématiestests ou la quasi-totalité des hématies-tests des différentes
gammes d’identification. 1l peut bien entendu s’agir d’un mélange complexe
d’anticorps, des anticorps dirigés contre un antigéne de trés grande fréquence ou

d’un auto anticorps. Il est alors impératif de réaliser le t¢émoin autologue.

o S’il s’avere positif, il s’agit d’un auto anticorps. Il convient alors d’adsorber cet auto
anticorps a la recherche d’un éventuel allo-anticorps masqué. Les modalités d’adsorption
dépendent de I’existence d’antécédents transfusionnels obstétricaux. (autoadsorption ou allo-
adsorption) ;

o Si le témoin autologue est négatif, il s’agit alors d’un mélange trés complexe d’allo
anticorps ou d’un allo anticorps reconnaissant un antigéne public. L’identification nécessitera
alors le recours a des hématies informatives rares conservées en azote liquide et dépourvues
d’antigéne de grande fréquence. La résolution de ce dernier type de probléeme nécessite le
recours a un laboratoire référent et éventuellement au Centre national de référence sur les

groupes sanguins.
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IV Applications
1- Transfusion

1-1 L'immuno-hématologie « donneur »

La définition des caractéristiques immuno-hématologiques du produit sanguin a une
fiabilité qui repose, pour chaque don, sur le lien indéfectible « don-tube échantillon-donneur »
au moment du prélevement et au laboratoire et sur la qualité des analyses de qualification
biologique du don (QBD). La sécurité est ici fondée sur le strict respect des bonnes pratiques
spéecifiques a ces laboratoires dont l'automatisation compléte inclut obligatoirement le
transfert des resultats dans le logiciel medico-technique de l'opérateur [112] ; sans intégration
informatique préalable des résultats, le produit fini ne peut étre ni étiqueté ni libéré. Ces
analyses comportent : le groupage ABO et RH:1(D) standard du don, qui détermine
obligatoirement ces groupes par deux réalisations lors des deux premiers dons puis
systématiquement sur une seule réalisation lors de tous les dons suivants ; le phénotypage
RH-KEL.:1, qui détermine obligatoirement les antigénes RH:2 a 5 (C,c,E,e) du systeme RH et
l'antigéne KEL:1 (K ou Kell) du systéme KEL. Cette analyse obligatoire est réalisée lors des
deux premiers dons et chaque détermination est basée sur deux réalisations. Elle est alors
considérée comme acquise et sera désormais inscrite sur I'étiquette des dons suivants ; le
phénotypage étendu a d'autres systemes de groupes sanguins est une analyse optionnelle qui
consiste a ajouter la détermination d'Ag qui peuvent occasionnellement poser des problémes.
En pratique, il s'agit des systémes FY/Duffy, JK/ Kidd et MNS. Lorsque deux déterminations
ont été réalisées, le donneur est considéré comme identifié pour ces groupes-la et les résultats
pourront en étre exploités ultérieurement sans avoir a refaire les analyses ; I'introduction du
génotypage érythrocytaire a haut débit par biologie moléculaire fait aujourd'hui l'objet de
réflexions. 1l permettrait de réaliser a une forte cadence la détermination des groupages déja
cités et d'étendre le génotypage en tant que de besoin pour la prise en charge de certains
patients (ou certaines populations de patients) ; la détection des Ac anti-érythrocytaires est
obligatoirement répétée sur chaque don; elle est réalisée par un test indirect a I'antiglobuline
sur un panel d'hématies poolées. Une détection positive impose d'inscrire la spécificité sur
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I'étiquette du PSL afin qu'il ne soit pas transfusé a un patient possédant I'Ag correspondant ; la
détection des Ac anti-A et anti-B « immuns », caractérisés par un titre élevé d'agglutinines et
leur nature 1gG, identifie les dons comme « dangereux ». Les produits correspondants
pourraient entrainer une hémolyse chez les patients possédant I'Ag correspondant. Cela ne
concerne que les PSL riches en plasma. La mention : « a réserver a la transfusion isogroupe »

sera portée sur I'étiquette du produit.
1-2 L'immuno-hématologie « receveur »

La sécurité immuno-hématologique de tous les patients repose sur la prévention des
erreurs d'identification et concerne les phases pré, per, et post-transfusionnelles. La sécurité
transfusionnelle comporte une identification rigoureuse du patient, du prescripteur et des
tubes d'analyses prélevés pour le laboratoire. Les examens immuno-hématologiques preé-
transfusionnels doivent étre valides et impérativement vérifiés, en cas de doute notamment sur
I'identification du patient. Ils sont réglementairement définis dans une annexe du guide de
bonne exécution des analyses (GBEA) [113]. La délivrance d'un PSL exige toujours ou
nécessite selon les cas les examens suivants : un groupage ABO valide, reposant sur une
double détermination réalisée sur deux prélevements différents. Chaque détermination doit
comporter une ou deux réalisations indépendantes, selon que la méthode utilisée est
respectivement automatique ou manuelle. Tout résultat ambigu, discordant ou incohérent avec
les données antérieures impose des investigations complémentaires avant de rendre le résultat
; un groupage RH:1 doit toujours étre associé au groupage ABO, recherchant la présence de
I'Ag RH:1/D détectable par un réactif « anti-D » monoclonal ; un phénotypage RH-KEL:1 qui
consiste a rechercher les 4 autres Ag principaux du systeme RH et l'antigéne KEL:1 du
systeme KEL a l'aide d'Ac monoclonaux ; la RAI qui doit étre réalisée a lI'aide d'une technique
indirecte a l'antiglobuline (test de Coombs indirect). Elle comporte une premiere étape de
dépistage qui consiste a tester le sérum ou le plasma du patient vis-a-vis d'un panel d'hématies
standardisées comportant une gamme d'Ag réglementairement définie. La validité d'un
résultat négatif est de 72 h (elle peut étre allongée a 3 semaines en I'absence d'antécédents de
transfusion ou de grossesse dans les 6 derniers mois). Un dépistage positif impose une

deuxiéme étape d'identification qui consiste a tester le sérum ou le plasma vis-a-vis d'un panel
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discriminant et informatif dont la composition antigénique est réglementairement définie ;
chez les patients ayant une immunisation connue ou les polytransfusés itératifs on ajoutera :
un phénotypage étendu [FY, JK, MNS] qui consiste a rechercher, en routine, 6 Ag (FY:1,
FY:2, JK:1, JK:2, MNS:3 et MNS:4) a l'aide des Ac correspondants ; une épreuve de
compatibilité au laboratoire avant transfusion, qui consiste a tester les hématies sélectionnées
vis-a-vis du sérum ou du plasma du patient. Elle est indiquée chez les patients ayant ou ayant
eu une RAI positive et chez certains polytransfusés comme les patients drépanocytaires ;
I'ensemble du processus analytique de groupage est encadré par la pratique quotidienne d'un
contrble de qualité interne (CQI).

1-3 Les dérogations en conditions d'urgence

Les situations d'urgence peuvent conduire a moduler l'attitude vis-a-vis des examens
nécessaires. L'urgence vitale immédiate (UVI) impose de prélever l'analyse et de mettre
immédiatement en ceuvre la transfusion de sang supposé compatible en l'ajustant ensuite en
fonction des résultats immuno-hématologiques ; lI'urgence vitale (UV), différée a 30 minutes,
permet de transfuser du sang compatible avec un groupage, ABO, RHD, et un phénotype Rh-
Kell en prenant ultérieurement en compte les résultats de la RAI. Au-dela de ce délai, un

examen complet doit étre réalisé.
1-4 L'entourage sécuritaire per- et post transfusionnel

La sécurité immuno-hématologique per- et post-transfusionnelle comporte plusieurs
étapes identifiées: contréle lors de la délivrance, contrdle de conformité a la réception dans le
service, injection du PSL dans les 6 heures aprés la délivrance, contr6le ultime au lit du
malade (pour les CGR) dont l'objet est de vérifier la compatibilité ABO (figurel9). La
surveillance pertransfusionnelle doit s'attacher a détecter le plus t6t possible tout signe de
mauvaise tolérance et spécifiquement ici tout signe évocateur d'un accident d'incompatibilité
qui conduirait a un arrét immédiat de la transfusion et & la mise en ceuvre du traitement, des
investigations et de la procédure d'information du systéme d'hémovigilance. En phase post-
transfusionnelle, la tracabilité du PSL doit étre assurée sous la responsabilité de

I'établissement de soins (ES) et de I'établissement de transfusion (ETS) ainsi que la tenue a
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jour du dossier transfusionnel par I'établissement transfuseur. Aprés la fin de I'épisode
transfusionnel, une prescription de RAI doit étre impérativement faite ; celle-1a devra étre
réalisée dans un délai de 1 a 3 mois et ses résultats seront impérativement transmis au

prescripteur.

Patient CGR Patient CGR Patient CGR
[Anti-a | [antia | [ Anti-a | [ anti-a | [ Anti-a | | Antia |
. . . s . . .
Anti-B Anti-B Anti-B Anti-B Anti-B Anti-B
Réactions Patient— CGR Réactions Patient— CGR
Identique Différente

Agglutination chez le patient
Absente pour le CGR

Transfusion Transfusion
Isogroupe Non Isogroupe
Compatible
ITransfusIon autorisée I |Transfusion autorisée |

Figure 19: Carte de contréle ultime au lit du patient [138].

Conduite a tenir

Dans le panneau de gauche, les hématies du donneur et du receveur donnent des
réactions identiques et la transfusion est autorisée. Dans le panneau du milieu, le receveur
possede un antigéne que le donneur n'a pas, ceci n'interdit pas la transfusion qui est donc
autorisée, ici on transfuse un sujet AB, groupe relativement rare, avec un CGR A fréquent.
Dans le panneau de droite, il y a chez le donneur un antigene absent chez le receveur la
transfusion est strictement interdite (en effet l'anti-A d'un receveur O provoquerait une

hémolyse immédiate des hématies A du donneur).
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2- Surveillance immuno hematologique de la femme enceinte

La surveillance immuno-hématologique de la femme enceinte a quatre objectifs :
> Dépister I’allo-immunisation ;
> Surveiller son évolution ;
> Assurer la sécurité transfusionnelle ;
» Mettre en ceuvre la prophylaxie RH.

Depuis 1940, des tests immunohématologiques pour le diagnostic prénatal sont
disponibles. Apres plus de 60 ans de pratique, elles se sont développées, mais elles ne peuvent
a elles seules déterminer la gravité d'éventuelles maladies hémolytiques périnatales. Les tests
de laboratoire peuvent aider les obstétriciens avec d'autres indicateurs a prédire les dommages

foetaux.
2-1 Le dépistage de I’allo-immunisation

Il convient de respecter les textes réglementaires concernant les prescriptions
obligatoires [114,115].

2-1-1 Détermination du typage érythrocytaire ABO-RH-KEL1

La détermination des groupes sanguins ABO-RH1 et du phénotype RH-KEL1 au 3éme

mois et au 6éme ou 7éme mois de la grossesse.
2-1-2 RAI

Le dépistage (Tableau X) de I’allo-immunisation dépend du statut immunologique de la
mere. Comme le montre le Tableau la RAI doit étre programmée a :

» Au moins a deux reprises (premier et sixieme ou septieme examens prénatals) chez

les femmes enceintes de phénotype RH1 et sans antécédent transfusionnel ;

> Au moins a quatre reprises (premier, quatrieme, sixieme et septiéme examens
prénatals) chez les femmes enceintes de phénotype RH1 avec antécédent
transfusionnel et chez les femmes de phénotype RH :-1 ;
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» A I’accouchement chez les femmes de phénotype RH :-1 avant I’injection

d’«immunoglobuline anti-RH » ;

> Et chez toutes les femmes quel que soit leur phénotype RH en cas de besoin

transfusionnel.

Il est désormais possible de réaliser une RAI sur des échantillons de sang avec des
anticoagulants en utilisant une seule technique: le test indirect a I'antiglobuline (TIA). Elle se
déroule toujours en deux étapes: dépistage et identification. Si un dépistage positif est réalisé,
un test d'identification des anticorps anti-érythrocytaires doit étre réalisé sans attendre les tests
prénataux de suivi [116]. Il comprend la détermination de la spécificité des anticorps présents
et la vérification de I'absence d'antigénes correspondants pour identifier les patients a risque
d'IFM. S'il y a des anticorps susceptibles de provoquer un accident IFM, le RAI doit étre
identifié et titré (ainsi que le poids anti-RH) dans un court laps de temps de trois a quatre
semaines, jusqu'au 20 elle. De plus, une comparaison doit étre envisagée toutes les deux

semaines.

Dans certains cas d’immunisation séveére, un controle fréquent est nécessaire, méme
avant la vingtieme SA, et d’autant plus en fin de grossesse ou le rythme peut étre
hebdomadaire.

Tableau X: Calendrier des RAI.

Femme enceinte Date des RAI

Femme RH1 primigeste sans antécédents | Avant la fin du 3éme mois
transfusionnel Au cours du 8éme ou 9éme mois
Femme RH1 primigeste avec antécédents | Avant la fin du 3éme mois
transfusionnel Au cours du 6eme mois

Au cours du 8éme mois
Au cours du 9éme mois

Femme RH : -1 Avant la fin du 3éme mois

Au cours du 6eme mois

Au cours du 8éme mois

Au cours du 9éme mois

Avant I’injection d’immunoglobuline anti-RH
Dans les huit semaines suivant I’accouchement

Chez toutes les femmes En cas de besoin transfusionnel

Femme allo-immunisées RAI régulierement avec titrage et dosage
pondéral (pour les anti-RH)
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2-2 La surveillance de I’allo-immunisation

2-2-1 Méthodes d’évaluation du risque hémolytique in utero

Le risque d'hémolyse in utero est estimé en étudiant les antécédents médicaux
obstétricaux, notamment si le feetus est incompatible avec le feetus, les titres et les
concentrations d'anticorps qui augmentent généralement de maniére significative pendant la
grossesse. Quelle que soit la spécificité, tout anticorps IgG ayant un titre supérieur ou égal a
1/16 ou une concentration supérieure ou égale a 0,7 g / ml (pour les anti-RH) peut provoquer
une anémie foetale. C'est pourquoi il doit y avoir des femmes enceintes vaccinées spécialisées
dans les services de diagnostic prénatal et les services d'immunohématologie impliqués dans
ce domaine d'activité. Recherche sur les anticorps, y compris le titrage TIA et la
détermination du poids.

2.2.1.1. Le titrage.

La titration des anticorps doit étre effectuée pendant la grossesse. Il comprend le test du
plasma ou du sérum et sa dilution géométrique par rapport aux globules rouges, avec un
rapport de 2, et lantigéne des globules rouges correspond a l'anticorps identifié
immédiatement. La technique de référence est la technique du tube a essai TIA, qui utilise des
globules rouges naturels dans une solution saline a 0,15 M. Ce controle doit étre effectué a
partir de la douzieme WA, en fonction de nombreux parameétres, tels que les concentrations
d'anticorps et d'antigéne, les réactifs et les méthodes de lecture, notamment la constante
d'affinité de I'anticorps. Par conséquent, le titrage est une méthode insuffisante et inefficace
car elle ne mesure que le nombre d'anticorps qui peuvent se lier pour tester les globules
rouges in vitro (le nombre dépend de la constante d'affinité), et non la quantité totale.
Anticorps. Surtout, il est peu reproductible d’un laboratoire a un autre, c’est pourquoi
I’évolution du titre doit étre estimée dans des conditions tres rigoureuses, par rapport a un
standard anti-RH1 de titre et concentration connus, en parallele avec I’échantillon de sang
maternel précédent. Néanmoins, le seuil dangereux est fixé au 1/16éme pour les anti-RH1.
Quant aux anti-RH4, ils peuvent étre dangereux en dépit d’un titre inférieur.
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2.2.1.2. Le dosage pondéral .

Le dosage pondéral applicable a I’ensemble des anti-RH, permet d’exprimer la
concentration en mg/ml de ces anticorps 1gG. Il est a réaliser dés la douzieme SA pour
permettre une approche de la concentration réelle en IgG anti-RH1 (anti-RH4, anti-RH3...)
dans le sang maternel. 1l s’agit d’une technique d’agglutination automatisée et donc
reproductible, ou la constante d’affinité intervient peu. Elle consiste en un dosage comparatif
par rapport a un standard anti-RH1 et ses dilutions de concentrations connues. Deux variantes

techniques « deux temps » et « un temps » sont utilisées :

> Dans la variante « deux temps » I’ensemble des sous classes d’lgG anti-RH est
dosé;

> Dans la variante « un temps », il est classique d’observer la destruction des
anticorps 1gG3 anti-RH. Par contre, elle valorise les anticorps de haute affinité dont
la concentration apparente est souvent supérieure a celle obtenue dans la technique

« deux temps ».

Le seuil dangereux est de 0,7 mg/ml pour les anti-RH1 et 3 mg/ml pour les anti-RH4.
[117]

2.2.1.3. L’association dosage pondéral et titrage.

L’association dosage pondéral et titrage des anticorps, permet une meilleure
appréciation du risque d’immuno-hémolyse in utero car I’activité fonctionnelle d’un anticorps
dépend de sa concentration et de son affinité [118]. A concentration egale, un anticorps ayant
un titre puissant entraine un risque hémolytique majeur in utero, alors qu’un anticorps de titre
faible n’entraine pas de risque anténatal grave (a I’exception de I’anti-RH4). L’association de
ces deux examens permet aussi de limiter les gestes invasifs que représentent les ponctions de
liquide amniotique et de sang feetal, de mieux préciser le moment ou il faudra les pratiquer et
de détecter les réactivations qui se produisent dans environ 50 % des cas de grossesses
incompatibles, et de fagon imprévisible quant au moment et a I’intensité . C’est pourquoi ces
examens doivent étre réalisés dés le début de la grossesse et reprogrammeés régulierement tous

les mois jusqu’a la vingtieme SA puis tous les 15 jours au-dela, voire toutes les semaines en

86



cas d’immunisation sévere. Le taux des anticorps est relativement bien corrélé au risque
hémolytique [119]. Les valeurs de titre et concentration doivent par ailleurs étre interprétés
par rapport au terme de la grossesse (Tableau XI ).

Tableau XI: Signification du taux des anticorps (d’aprés Brossard)

Risque 18SA | 24SA | 28SA 32SA | 36SA
anténatal des

Anti-RH1 Dosage pondéral mg/ml | >4 3 2 1 0.7
Anti-RH4 Dosage pondéral mg/ml | 8 6 4 3 2
Anti-RH3 titre >128 | 128 64 16 16

2-2-2 Détermination du phénotype paternel

Méme si le feetus est compatible, méme si les anticorps sont puissants, lallo-
immunisation maternelle est sans danger. Par conséquent, il est nécessaire de déterminer le
phénotype de la cellule progénitrice pour comprendre si elle possede I'antigene correspondant,
et si I'expression de cette derniére est hétérozygote ou homozygote.

2-2-3 Détermination du phénotype du feetus

En cas d'hétérozygotie paternelle et s'il existe des antécédents d'implication feetale
grave, des méthodes pour déterminer le phénotype des globules rouges feetaux peuvent étre
utilisées. Cela peut étre fait tét dans I'échantillon de biopsie du trophoblaste, et le risque de
HHF dans le sang feetal est de 50% ou plus. Cependant, isoler le phénotype du sang foetal est
dangereux et n'est pas recommandé car I'échantillon nécessite des gestes iatrogenes.

2-2-4 Détermination du génotype du feetus
2.2.4.1. Méthode invasive.

Depuis plus de 13 ans [120], il est possible de pratiquer le génotypage RHD feetal par
PCR sur liquide amniotique a partir de la quatorzieme a la quinziéeme SA. Cette pratique est
relativement sécurisée en raison d’une grande quantité d’ADN et de la présence du géne
homologue RHCE utilisé comme témoin interne [121]. L’avantage par rapport au
phénotypage est le moins grand risque d’aggravation de I’allo-immunisation mais le risque
traumatique que peut provoquer I’amniocentese persiste. Les génotypages « RH4, RH3,
KEL1... » sont également réalisables.
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2.2.4.2. Méthode non invasive.

La découverte par Lo [122] d’ADN fcetal dans la circulation sanguine maternelle a
permis le développement du génotypage RH1 feetal apres extraction et concentration de
I’ADN du plasma des femmes enceintes RH :-1 [123-125]. Cet ADN apparait tres
précocement et augmente avec I’age gestationnel (3,4 % au premier trimestre et 6,2 % au
troisieme trimestre). Le génotypage RH1 feetal est particulierement utile pour la prise en
charge et la surveillance des patientes RH :-1 immunisées anti-RH1. Sa sensibilité étant
excellente au-dela de la quinziéeme SA, cette méthode permet d’éviter la potentialisation de
I’allo-immunisation engendrée par un geste invasif. La technique de choix est I’'amplification

génique par PCR en temps réel avec des sondes d’hybridations spécifiques.
2-2-5 Mesure de la bilirubinémie

La présence de bilirubine dans le liquide amniotique se traduit par une augmentation de
la densité optique a 450 nm (indice de Liley). Le diagramme établi en reportant en abscisse
les SA et I’indice de Liley en ordonnée est interprétable désormais a partir de la vingt-

deuxiéme SA.
2-3 Place des tests biologiques dans la surveillance des grossesses

Dans tous les cas, ce sont les méthodes biologiques d’évaluation du risque hémolytique

qui permettent de définir le mode de prise en charge de la grossesse qui consiste en :

> Une simple surveillance biologique du titre des anticorps et de la concentration des
anti-RH, associée a des méthodes non invasives d’évaluation de [I’atteinte
hémolytique feetale : échographie, mouvements feetaux, rythme cardiaque feetal et

plus récemment le doppler au niveau des arteres cérébrales...;

> Une surveillance biologique associée a la mesure de la bilirubinémie apres
amniocentese a partir de la dix-huitieme SA quand le titre et la concentration
excédent respectivement 1/16éme et 1 mg/ml ;

> Un accouchement provoqué en cas d’atteinte feetale moyenne ;

> Des transfusions in utero lorsque I’atteinte feetale est séveére [116].
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3- Greffe et transplantation

3-1 Transplantation rénale

La transplantation rénale doit respecter les compatibilités ABO. En cas de compatibilité
sans identité, des épisodes hémolytiques peuvent survenir quelques jours apres I’intervention
chirurgicale. Néanmoins, plusieurs équipes pratiquent des transplantations de reins A2 a des
receveurs O et B afin de traiter un plus grand nombre de patients. Les résultats récents sont
convaincants. Un programme de plasmaphérése peut étre réalisé pour baisser le taux des anti-
A et diminuer ainsi le risque de rejet aigu. La splénectomie ne semble pas nécessaire [126—
127]. Dans un récent bilan (...), les pionniers concluent « 20 ans aprés » que la plasmaphérese
peut étre remplacée par I’immunoabsorption, que la splénectomie est souhaitable et que les
anticorps anti-CD20 remplacent efficacement les immunoglobulines intraveineuses.
Néanmoins, le suivi de ces travaux démontre que la prise de greffe n’est pas un phénoméne
binaire, mais dépend d’équilibres multifactoriels [128]. Récemment, une étude multivariante

sur le sursis a long terme (sept ans) conclut a I’utilité de respecter le phénotype Rh (D).
3-2 Transplantation hépatique

Les arteres, les veines, de méme que les canaux biliaires expriment des antigénes ABH.
En pratique, la compatibilité ABO est requise ; les résultats en situation d’incompatibilité sont
mauvais [129].

En cas de transplantation compatible non identique (donneur O-receveur A) des
épisodes hémolytiques, liés aux alloanticorps ABO peuvent survenir. Ces anticorps sont
produits par les lymphocytes B résiduels du donneur. De méme, des cas sévéres d’anémie
hémolytique peuvent survenir chez des receveurs RH:layant recu un foie provenant d’un
donneur RH : —1. Dans cette situation, les lymphocytes présents dans le greffon ont produit un
antiRH : 1 (anti-D) suite & une immunisation préalable du donneur. Le phénoméne est
transitoire. La méme situation a déja été observée pour des anti-JK : 1 (anti-jka ) et anti-FY :
1 (anti-fya ) [130]. Pour les transfusions, il est souhaitable de respecter le phénotype du
donneur. Plusieurs équipes évaluent actuellement la pertinence de transplanter des foies A2 a

des receveurs O : les premiers résultats sont favorables.
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3-3 Transplantation cardiaque

La présence des antigenes ABH sur les endothéliums des vaisseaux des valves et du
ceeur a été largement démontrée ; ces antigenes n’ont pas été mis en évidence dans le muscle

cardiaque. Ainsi les transplantations ABO incompatibles conduisent souvent a un rejet aigu.

Les transplantations ABO compatibles non identiques peuvent induire des
complications hémolytiques en particulier [131]. La situation est différente pour la pratique de
la transplantation de valves cardiaques et de veines. L’analyse des résultats des études réalisée
en plus de 20 ans ne permet pas d’établir de liens entre I’échec de la prise et une
incompatibilité ABO : la fonctionnalité et la durée de vie du transplant ne sont pas
significativement différentes.

3-4 Greffe de moelle osseuse

La greffe de moelle ne nécessite pas de compatibilité ABO. Les cellules précurseurs
n’expriment que tres faiblement les antigénes A et B. Néanmoins, au moment de la prise de
greffe, la maturation des antigenes rend les cellules différenciées accessibles aux anticorps
anti-A et anti-B (par exemple donneur A-receveur O). Dans ces cas d’incompatibilité ABO, il
peut étre nécessaire de retirer les globules rouges du greffon et/ou de procéder a des
plasmaphéréses chez le receveur [132,133]. Trés récemment, le rdle neutre de
I’incompatibilité ABO a été de nouveau soulevé ; les conclusions sont toutes en faveur de
I’absence d’effets défavorables & long terme, en dehors des complications
immunohématologiques a court terme. Des réactions hémolytiques retardées peuvent survenir
en cas de greffe d’une moelle de sujet O a un sujet A, B, ou AB du fait de la durée de vie des
lymphocytes B du greffon qui poursuivent la synthése des anti-A et anti-B. Des situations
identiques ont été observées pour I’antigene Rh (D).

3-5 Greffe de peau

Les cellules de I’épiderme possédent a des niveaux divers des antigénes du systéme
selon un gradient allant des couches profondes aux couches superficielles. Les cellules
basales expriment des précurseurs glycosylés, les couches moyennes présentent des antigenes
Lea, Leb, Lex , H... et les couches superficielles des antigenes A et B bien développés.
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Malgré de tres nombreux travaux expérimentaux, les conséquences d’une incompatibilité
ABO ne sont pas univoques. Globalement, le rejet est rare et est fonction d’une éventuelle
hyperimmunisation sévere du receveur. En pratigue médicale, il n’y a que peu de

conséquences, en particulier chez les brilés [134].
3-6 Greffe d’os

Les antigénes ABH ne sont pas exprimés dans la matrice osseuse proprement dite mais
a la surface des cellules endothéliales des vaisseaux, des cellules sanguines et de cellules de la
moelle osseuse. La congélation—décongélation ne fait qu’altérer la masse antigénique
disponible. Plusieurs études suggérent que la simple greffe n’est pas influencée par le statut
immunogénétique ABO, en dehors de certaines réactions immunes liées aux cellules

hématopoiétiques résiduelles, lesquelles n’influencent pas le résultat chimique [135].
3-7 Greffe de cornée

La cornée est faite en majorité d’éléments non cellulaires. Un fin épithélium possedant
des antigenes ABH se situe a la partie antérieure de méme que des endothéliums. Pour la
majorité des auteurs, il n’est donc pas utile de respecter les compatibilités ABO. Néanmoins,
des travaux récents concluent que chez des sujets fragiles, le respect des compatibilités
pourrait améliorer le résultat [136].
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Au fil des années, le travail du laboratoire au sein des services de transfusion a subi
d'importants changements, parmi lesquels la migration des techniques manuelles vers les
technologies automatisées, ce qui a rendu obligatoire la mise en place d'un systeme de
controle qualité. De méme, la demande de soins a augmenté, et il est donc impératif de
travailler selon des normes de qualité dans tous les laboratoires et nécessaire de disposer de
systemes efficaces permettant une gestion de la qualité.

Un point déterminant de la qualité est d'avoir un personnel formé et mis a jour capable
de résoudre les problémes de transfusion, de clarifier les écarts dans les groupes sanguins,
d'appliquer des programmes de contrdle de la qualité des processus et d'analyser les résultats
qui permettent d'appliquer une thérapie transfusionnelle adéquate et d'accorder composant

idéal au bénéfice des patients que nous servons.
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Titre : Les techniques en Immuno-hématologie
Auteur : Doghmi Walid

Mots clés : Hématologie, Techniques immuno-hématologiques, Groupage ABO-RH,

Transfusion sanguine.

L'immunohématologie est une discipline de la biologie médicale qui étudie les antigénes
de groupes sanguins érythrocytaires et les anticorps dont ils peuvent étre la cible. , les
techniques de mise en évidence et de caractérisation des antigenes et des anticorps
antiérythrocytaires, ainsi que I'évaluation de leur impact clinique éventuel, ont beaucoup
évolué. L'un des objectifs premiers de ce travail est de faire le point sur les différentes
analyses immunohématologiques existantes. 1l en décrit les objectifs, les contraintes de
réalisation, les exploitations possibles quant a leurs résultats. c'est dans des circonstances
cliniques bien précises que les groupes sanguins jouent tout leur réle : transfusion sanguine,
grossesse, et quelques pathologies le plus souvent en liaison avec des désordres

immunologiques complexes et parfois auto-immuns.
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Abstract

Title: Technigues in immunohematology
Author: Doghmi Walid

Keywords: Hematology, Immuno-hematological techniques, ABO grouping, Blood

transfusion.

Immunohematology is a discipline of medical biology that studies the antigens of red
blood cell groups and the antibodies they may target. In recent years, techniques for the
detection and characterization of anti-erythrocyte antigens and antibodies, as well as the
evaluation of their potential clinical impact, have evolved significantly. One of the primary
objectives of this work is to take stock of the various existing immunohematological assays. It
describes their objectives, the constraints of their realization, and the possible exploitations of
their results. It is in very specific clinical circumstances that blood groups play their full role:
blood transfusion, pregnancy, and some pathologies most often related to complex

immunological and sometimes autoimmune disorders.
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9 Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de cette faculté :

» D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et

de leur témoigner ma reconnaisse en restant fidéle a leur
renseignement.

D’exercer ma profession avec conscience, dans I'intérét de la santé
publigue, sans jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs
envers le malade et sa dignité humaine.

D’étre fidele dans I’exercice de la pharmacie a la législation en
vigueur, aux régles de I’honneur, de la probité et du
désintéressement.

De ne dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été confiés ou
dont j’aurais eu connaissance dans I’exercice de ma profession, de ne
jamais consentir a utiliser mes connaissances et mon état pour
corrompre les meeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses, que je sois méprisée de mes confreres si je manquais a mes
engagements.
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