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Cher Confreére,

Nous vous présentons ci-apres un nouveau numeéro des Cahiers de
Formation de Biologie Médicale consacré aux techniques de
groupages sanguins.

Sujet difficile, sulfureux pour les raisons que chacun sait, qui n’en
est pas moins partie intégrante de la biologie médicale et dont il est
indispensable que chaque Directeur de laboratoire maitrise
parfaitement la pratique.

Des textes réglementaires, récemment parus, obligent a une
modernité technique de haut niveau a I’ensemble de cette discipline,
validant le systeme francais au sein du systeme international.

Au moment crucial de la transfusion sanguine dont dépend le plus
souvent la survie du receveur chague minute, chaque geste
comptent. La parfaite connaissance des procédures a mettre en
ceuvre, I'intelligence des recherches a effectuer, la capacité a fournir
un résultat clair et cohérent sont autant d’éléments positifs qui

permettent un dialogue fécond avec le clinicien.
Ce Cahier de mise a niveau des connaissances en la matiére doit-
étre un outil d’'usage quotidien pour vous et vos équipes.

BIOFORMA souhaite ainsi poursuivre sa mission de formation
continue. Nous vous souhaitons bonne réception de ce document et
vous prions d’accepter, Cher Confrere, nos cordiales et
confraternelles salutations.

Adrien BEDOSSA
Président

230, bd Raspail 75014 Paris - Tél. : 01.56.54.39.39 - Fax : 01.56.54.39.30
site internet|: www.bioforma.net -| E-mail : bioforma@wanadoo.fr
Association régie par la loi de 1901 - siret : 391 155 744 00025 - code ape : 804C
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IS PREFACE M

Le sang, tissu liquide dont le réle vital a été connu des la préhistoire continue d’avoir dans
I’esprit populaire un aspect mythique, il est un facteur de vie.

Des 1616, HARVEY met en évidence la circulation sanguine et le mouvement perpétuel du
sang. Plus tard LOWER observe que le sang imbibé d’air apres son passage dans les
poumons redevient rouge mais 1’explication de cette propriété de relacher I’oxygene revient
a SELYE en 1867. Ce n’est qu’en 1900 que les groupes sanguins ABO sont reconnus par
Karl LANDSTEINER permettant avec les découvertes tardives des autres systemes de
groupes érythrocytaires et leur mécanisme génétique de transmission, I’essor de I’immuno-
hématologie, de la transfusion sanguine, I’éclaircissement de certaines pathologies et de
leur traitement. Au-dela de toutes les fonctions physiologiques remplies par le sang dans
I’organisme des vertébrés supérieurs et de plusieurs invertébrés, le sang a été utilis€ comme
marqueur génétique pour I’identification des individus bien avant que nous ne connaissions
le polymorphisme de I’ADN. Il a permis sur le plan géographique de suivre la migration
des populations sur la terre ; en anthropologie I’étude des groupes sanguins a montré chez
les primates une structuration qui s’élabore au fur et a mesure de 1’évolution des singes avec
parfois certains paradoxes.

La connaissance des groupes sanguins a surtout permis le développement extraordinaire de
la transfusion sanguine apres la seconde guerre mondiale. Cette thérapeutique nouvelle a
autorisé les grands progres de la médecine, de la chirurgie et de I’obstétrique qui n’auraient
pu étre réalisés sans 1’apport de sang humain provenant de donneurs de sang bénévoles.

La transfusion sanguine n’a qu’un effet palliatif car la survie des éléments constitutifs du
sang est limitée dans 1’organisme du receveur, on ne peut pas la considérer comme une
greffe de tissu ou d’organe dont le succes est assurée par la pérennité de la survie de cet
organe appelé a remplacer la fonction vitale que remplissait le tissu malade.

Malgré les effets adverses devenus tres exceptionnels que peut revétir la transfusion
sanguine, elle demeure indispensable pour apporter au malade les constituants du sang qui
lui font défaut avec des possibilités techniques tres différentes selon les pays. En France et
dans les pays développés, la transfusion sanguine est organisée en réseau permettant
d’assurer avec la plus grande sécurité ses quatre missions de base que sont :

* Le prélevement du sang chez le donneur bénévole.

 La qualification biologique qui permet la caractérisation immunologique et la sécurité
infectieuse du sang.
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* La préparation des produits sanguins labiles a usage thérapeutique qui consiste a séparer
a partir du sang total : les globules rouges, les plaquettes, les globules blancs et le plasma.
Chacun de ces éléments ayant des propriétés thérapeutiques propres, seul le facteur
déficitaire présent chez le malade lui sera apporté.

» La cession ou distribution aux malades hospitalisés dans les établissements privés et
publics de santé.

Actuellement, en 2002, la France dispose de structures parfaitement organisées régulées et
fédérées par 1I’Etablissement Francais du Sang et, avec son réseau transfusionnel, de
moyens de préparation du sang et de sécurisation des produits de trés haut niveau
technologique, notre pays est autosuffisant au prix d’efforts importants développés par les
associations de donneurs de sang bénévoles administrés par la Fédération Francaise. Ainsi
sont garantis les trois piliers du systeme : le volontariat, I’anonymat et le bénévolat, bases
du don que I’on peut considérer comme un devoir civique pour le citoyen.

La transfusion sanguine doit assurer pour la sécurit¢ du receveur deux missions
principales :

* La compatibilité immunologique, c’est-a-dire toutes les analyses d’immuno-hématologie.

» [’absence de transmission de maladies infectieuses ou autres, le sang pouvant étre le
vecteur de nombreux micro-organismes pathogenes.

Nous avons dans ce document de travail et de formation a 1’attention des transfuseurs et des
biologistes fait un point d’actualité sur la théorie des groupes sanguins érythrocytaires chez
I’homme et une mise a jour des différentes technologies utilisées dans un laboratoire
d’immuno-hématologie. Plus que dans d’autres domaines de la biologie, les erreurs de
laboratoire peuvent avoir des conséquences gravissimes pour le receveur. C’est une des
raisons pour lesquelles, les biologistes avec 1’aide des industriels ont contribué a la
standardisation des réactifs et des techniques. L’automation et 1’informatisation ont
considérablement progressé au cours de ces dernieres années accroissant ainsi la sécurité
transfusionnelle. L’assurance qualité a également participé a cette sécurité en aidant les
laboratoires a respecter les bonnes pratiques de qualification biologique des dons, le guide
de bonne exécution des analyses de biologie médicale et garantissant ainsi au maximum la
phase analytique des examens biologiques. Quant aux étapes pré et post analytiques, elles
appartiennent aux établissements de santé. Ces derniers se doivent aujourd’hui de disposer
d’un Comité de Sécurité Transfusionnelle et d’Hémovigilance faisant participer tous les
acteurs de la transfusion sanguine. Ces Comités sont également des structures
d’observation des incidents et accidents transfusionnels permettant de recenser toutes les
complications résiduelles et de les corriger a toutes les étapes de la chaine transfusionnelle.

Ces évolutions technologiques ont permis une révision de la législation francaise avec la
parution de I’arrété du 26 avril 2002 modifiant 1’arrété du 26 novembre 1999 relatif a la
bonne exécution des analyses de biologie médicale. Cette simplification se traduisant par
une égale sécurité.

10
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Il ne faut pas manquer de souligner que tout acte de la vie qu’il soit médical ou non médical
comporte des risques que la société doit comprendre et doit assumer ; certains d’entre eux
sont acceptés par ’homme (alcool, tabac, drogue...) d’autres sont considérés comme
intolérables. Cette facon de considérer les faux-pas de la vie doit €tre modulée par la
méconnaissance de certains traitements, de certains micro-organismes de la part des
scientifiques qui ne leur permet pas de tout appréhender. De deux maux il faut toujours
choisir le moindre par exemple transfuser un grand polytraumatisé ou vacciner pour prévenir
des pandémies ; I’'un comme 1’autre de ces gestes peut avoir des effets adverses : un vaccin
sous dosé en antigeéne ne sera pas protecteur mais bien toléré, surdosé il protegera contre la
maladie mais sera probablement mal toléré. Dans les deux cas le scientifique pourra €tre mis
en cause, c’est la raison pour laquelle la recherche de 1’équilibre doit étre constante.

Et lorsque la science ne « suit » pas la constatation ou la naissance d’une pathologie
nouvelle, s’applique le « principe de précaution » dont les vertus ne sont plus a vanter, mais
qui peut également avoir des effets négatifs dans l’attente de la découverte et de
I’identification du probleme.

La France a la chance d’avoir le meilleur systeme transfusionnel au monde, il est universel, il
est gratuit, il est bénévole, il est anonyme et il garantit 1’autosuffisance. Malheureusement de
telles performances ne sont pas la regle dans tous les pays et il faut féliciter tous nos concitoyens
et tous les scientifiques qui permettent de telles performances au service des malades.

Avant de refermer cette réflexion générale sur la transfusion sanguine, nous voudrions
dédier cet ouvrage a notre Maitre Monsieur le Professeur Charles SALMON qui tout au
long de sa carriere a ceuvré dans la découverte des groupes sanguins, a fait progresser
I’immuno-hématologie et la transfusion sanguine. Qu’il y trouve ’hommage de ses éleves.

Christian JANOT
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EXTRAIT DU

JOURNAL OFFICIEL
DU 4 MAI 2002

SANTE

Armbté du 26 avril 2002 modifiant I'arrété du 26 novembre
1949 rolatif 4 la bonne exécution des analyses de bio-
logis médicals

NOR: SANPIIIISERA

Le mumsstre délépoé & la santé,
Vi le code de Ia osantd ique, et nothmment led articles
L.6211-8 {47, L.6ZI3.1,

li
LoG213-2, L 62133, L, 1131-1,
L L1312 L 1131-3

Vi e décret i+ TH-1004 du 4 novembre 1976, modifié molammeny
par le décret n° 93-354 du 15 mars 1993, fixann les conditions d au-
torisption des laboratoires d'analyses de bislogie médicale :

Wu le décrer o B3 104 du B5 fdveier 1983, modifié nommment
Bomn ancoion dee_ nalyses de- bictogle. madite prbma

nne Liion an 8 icale
IFarticle L 62132 du mdezﬁ: la santé publigue ; e

Wu Pareéid du 12 janvier 1999 relagl oux régles de bonnes pra-
tigues clinmiques el biclogiques en assistance medicale B la procséa-
{1

Wu larrétd du 20 eovembee 1999 relatf & 1o bosne exécution des
analyses de Biologie médicale @

Vu la proposition du directeur pénéral de I'Agerce feangaise de
sécurilé sanitaire des produeils de sanid du 26 2008, modifhde
e 12 dicembre 2000 e le 5 avel]l 2002

Wi avis de la Commission nationale permanenie de hiologie
médicale du 16 janvier 2002,

Aregre

Art v - Le guid: de bonne exéeution des analyses de biologie
médll.cuh annexé 3 'améed de 26 novembre 1999 est modifié ainsi
quil suit

Au I du guide de bonne exéoution des analyses de biokogie
médicale, le premicr paragraphe du 22,2 st supprimé ;

Le IV du guide de bonne exicution des analyses de hiologie
miédicale est compléd par un C ainsi ntiteld: o C, - Cos parti-

culier des bonnes pratiques de [aboratoire en immuno-hématologie
érythrocytaire =, dont les dispositions et les annexes figurent en
annexe du présent aTénd,

Art. 2, - Le directeur généml de la samé, be directeur de¢ 1" hospi-
mlisation ¢ de I"organisalion des soins ¢l le dieecteur péndral die
I"Agence frangoise de sfourind sanicmire et des its g santd sonl
5 chacun en ce qui le concemne, de exdéoulion du poésent
arvéed, qui sera publié ainsi que ses annexes au fowmal officiel de la
Républigue frangaise.

Fait & Paris, le 26 awil 2002

Herxarn KoUcHNER

ANNEXE GENERALE

. ~ CAS PARTICULIER DES BONKNES PRATIQUES DE
LABORATOIRE EN IMMUNDWHEMATOLOOIE ERYTHROCYTAIRE

En vuc de methre ¢n cousre une sécusisation des anolyses ¢f des
résultats on immunc-hématologie drythrocytare quelle que soit la
finalité des analyses predcrnies, aimst qu'une sécurisation de la trans-
mission des résuliats, i est finé pour ces analyses :

— les champs d'application :

— les régles de rdalisation ;

< l& contrdle de qualité anterne ;

= les conditions d aulomaiion et d informatisation ;

- la carte de groupes sanguins.

I, = Champ d'application

Les champs d'application concernant les analysas ' hnmono.
hémaiologie Erythrocylaire sumvantes |

— le growpage ABO-RHI (RhD) ;

- l¢ phénoiypage RH-KEL | (Rh.K);

= le phénctypage dendu ;
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8376 JOURMAL OFFICIEL DE LA AEPUBLICUE FRAMGAISE 4 mai 2002
= Ia recherche d anticorps anti-érythrocylaires (RAIY; 2.2, Modalités de mise en wuvre
- ke fitrage des anticorps anti-Crythrocyidires autres que anti-A,
anti-B et le dosage pondéral des anti-RH ; 221, Le principe
- épreuve directe de compatibilité aw Jaboratoire ; cath .
~ Ie test direct b I'antiglobuliae, D e P e i
sont définis dans Iannexe 01 ne o du phénntypage RH- t obligatoire-

Il — Régles de réalisation des analyses

Tous les réactifs nécessaines s examens d'immuno-hématologic
érythrocytaire doivent Sre conformes & la législation et & la régle-
mientation relative aux conditions pamiculiéres de mise sur le marché
en vigueur i la date de lancement,

I. L& groapage ARD-BHI (RhD

LU, Défimition de Vanalyse

Ceue analyse consiste & déterminer de manitre indissociable les
phénotypes ABD et RHI (RhI¥) du sysitme RH,

L2, Modalités de mise en auvre

1.2.1, Le principe
Une réalisation du groupage sanguin ABO-RHI
Unc réalisation du proupage sanguin ABOD repose sur deus
Epreuves complémentaines
- upc ve globulaire qui congiste A rechercher les antigdnes
A (ABOL) e B (A aver les réactils monoclonaus sui-
voms : anti-A  (ami-ABOI. ann-B (ant-ABO2) & ant-ABR
{ani-ABO3) .
— wnt Epreuve plasmatique qui consiste & rechercher les anticorps
anti-A et ani-B avee les hématies-tesis Al en B, Au moins une
de ces hématies doit #re de phénotype RH -1
Une réalisation du sanguin RHI compone obligateine-
ment 1"otilisation d"un réacifl anli-RH1 d’ongine monoctonale et du
réactif moin dépourvy de toule sclivitd anlicorps mais doat la
capaché  dagglunnation d'hématies sensibilisées est  sirictesnent
identique au réactif anti-RHE1,
Une détermination du grovpage sanguin ABO-RH] :
Sn définivion st fonction des conditions techriguees @
~ 5i les opdrations du provpage sungwin, inchaan les modalitds de
viEnfication ¢ d'ensegistrement des échantillons et des prescrip-
tons, som srictement réalisées dans les conditions d°zotomg-
tion ot d'informatisation dicrites & article 1V Automation e
informatisation, wne déterminaiion repose sur une seule réaliso-
tion exdeutée & Polde d'un bor de réacnfs, d'un bl d'hémagies-
E5E @ par un lechaicien ;
= dans 1ous les autres cas, une délermination sur deux réa-
lisations exécutées par deux techniciens di nis. La saisic
manuelle des résuliais dotl aussi passer par une douhle saisie
effeciuée par deux personnes différentes.
Un grovpage sanguin ABCLRHD walide :

LUin groupage in ABC-RHID walide est réalisé sur deux pré.
Ievemens différents & raison d'une déiermingiion par prélevement,

.22, Les conirdles gualité internes

Er ce qui concerme fa défermination ABCK [e sysigme analyt
dent Ere Enmrdlé en ulihgant une sfric d'échantillons de muu-hﬂq:
Flinnr.rpﬁ ntis {typage oblenu par un processus (echnique dif-
Ergal de celsi qui doit Stre comtrdld pur ces dehamillons) compre-
AaNL dw TiRimm

— un échantiflon de groupe A ;

= un échantillon de groope B

~ un dchantilton de groupe O.

En ce qui concerne ld délermination du groupe RHIL, le systtme
unalytiques doit &tre contrdlé en utilisant une série déchantillons de
conirfle de ot ra.ramls (iypage obienu par un processus
leehmigue dtlg:zré:nl T ui Gub ﬁu};p:ﬁe nnnuﬁ]ﬁppa: s fchontil-
lons) comprenant au miniowm :

= un échantillon de groups BH : 1

= an échantilbon de groupe BH @ -1,

[.2.3. Inerprélation ¢t validation des rdsuliais,
geshon des anomalies {Annexe D H)
2. Le phénotypage RH-KEL L (Rh-K)
2.1, Defmition de Uanalbese

Cette znalyse comprend I"dmide des antigenes RH2 (), RH3
RH4 (c), RHS (g} et KEL 1 (K}, & . i

13

ment  Uuilisation des réactifs anti-RHZ2, anu-BH3, anti-RH4,
anti-RHS, ani-KEL | et de {des) péactif(s) wmoin(s) adéquat(s). 11
est recommandd duliliser des efactilz dorigine moroclonale.
Une détermination du phénotypage RH-KEL [ :
33 définition o5t fonction des conditions techniques
= & les opérations du phénorypage RH-KEL 1, incluant les moda-
litds de wérification o & enregistrement des Schantillons of des
prescriptions, sont  sirictement réalisées dans les conditions
d'automatien et d'informatisarion décrites 3 artiche 1V Auto-
mation €1 informatisation, une Jdéermination SUr une
scule réalisation exéoutée 3 Varde d'un Jor de réactifs et par un
technicien ;
= dans ous les autres cas, une délermination re sur deux réa-
lisations exéoutées par deox techniciens différents, La saisie
manuclle des résultats doil auss) par une double saisic
effecivde par deus persomnes o nes,
Un phénotypage BH-KEL 1 walide :

Un phénolypage HH-KEL | valide est rfalisé sur deux prédlive.
menls différents & raison d'upe déteemination par prélévement.

227 Les contrbles qualitd internes

4 Le Eyslnléum‘;ua'l ique g:il Hre contedld en wiilisant une série
"échantillons de contrble de phénolypes garantis (iypage obdeno
un processps analytique différent de celui qui doit ére condlé g
mlt échaniillons) comprenant pour chague spécificité les hématies
SuIvVanLes &
~ anu-KEHZ: un échanullon BH 24 et un échamiilbon BH =24 ¢
— anu-RHA - un échantillon BH :3.5 et un échantillon RH :-3,5:
— anti-RH4 = un échantillon BH 2.4 er wn dchamtilbon BH 22,4
— anti-RH5 » un dchaniillon BH 3.5 et uwn échannfbon BH :3,-5;
- anti-BEL | @ un échontillon KEL :§ &1 un échantilion KEBL :-1.

2EA Interprétation ¢4 validation des résultats,
gestion des anomalies {Annexe T )

1. Le phinolypage étendi
3.1, Deéfimition de Vanalyse
Cetie analvse consisie 3 rechercher un ou plusicurs antigtnes éry-

aites aulres que ceus qui sont Séfinis par le groupage
ABORHI er par ke phénotypage RH-KEL 1.

AL Modalinds de mire en auvre

321 Le principe

Une réalisation de phénotypage éendu :
pour un systéme donné 1a necherche de chague aniigéne est basds
sur Lutilisation du réactil spécifique et du 1Emoin adéguat.

Une déterminaiion du phénotypage dendu

Sa définition et fonction des conditions technigques

= 51 les opdrations du phérotypage Eendu, incluant les modalités
die véritication e d'enregisrement des échantillons et des pres-
criptions. sont strictement réalisées dans les condilions d'auo-
mation et d informatisation diécrites 3 amicle TV Astomaticn ef
informanisation, une déermination tepose sur une seule réalisa-
tion exdeutde 3 Vaide d"un lod de réactifs @ par un technicien |

= dans wous les aulres cas, une déterminaton re sur deig 1da-
lisations endoutées par deus iechniciens différenis, La saisie
manuelle des résultats doit auss) passer par une double saisie
effectisée par dewx personnes différenies.

Un phénotypage éendu valide :
Un phénatypage éendy valide est rénlisé sur deux prélivements
différents & rason d'wne délermination par prélivement.

322 Les conrdles qualité internes

Le systtme analytique dol &ire contrdhé en oulisanl, pour chigee
specificid, deon dchamillons de contrble de pMnm'ygx i3
(lypage obleny par un processus analytique diffézen o&ti“qu{
dént ire contrldlé par ces échantillons). L'un de ces échantillons doil
ttre odgatif e Pzure d expression « hétdroaygote .
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.23, Imgrprétation et validation des eésuliats,
gestion des anomalies {Annexe [ IV)

4. La recherche d'anticorps anti-érythrocytaires (RAT)
4.1 Définition de analyee
A 'aide de 5 d'hématies-tests dorigine humaine, telles
quelles soRe mied en 420, on dépiste pois identifie, sur du

strum ou du plasma, les pmticomps dirigés contre les antigbnes éry-
throeyiaires autres que A 2t B.

4,2, Modalitéds de mise en auvre

4.2.1. Le principe

La rechesche d'amicorps snti-Grythrocylaises compore  deux
élapes dont I'enchainement est sous la responsabilité du biologiste :
— ung dape de dépistage aw terme de laquells Je loboratoine
pouma répondre -ddpi:uge positif » ou w« dépistage négatif »
d@'anticorps anti-érythrocytaires. En cas de dépistape posirif,
Uidentificalion de 1'anticorps est obliganoine,

Cefte &ape repose sur Uutilisatign d'une ganime d' o0 moins wois
hématies-tests de groupe O qui dod ere la détection des anii-
&wmps correspondants aux antigbnes RHI ([, RH2Z (C), RH3 (E),

(). RHS (e, KEL 1 (K), KEL 2 {Cellano), KEL 4 (Kph), FY1
iFya), FY2 (Fyb), KT (Jka), JK2 (Jkby, MNED (M) MMSZ (M),
MNEI (5. MMNS4 (3), LEDjLea), LE2 (Leb), PL, LUZ {Lub),

Les phénctypes RH suivants doivent éire obligatoirement repré-
senlds sor lo gamme de dépisiage ;

RH: 1.2-3-45;

RH: 1,-234,-5:

RH:-1.-2.-34.5,

[ plus, une expression F‘;'enmypiqur. « homozygole » doit e
respectée pour Jes antgines FY1 JKI, JK2, MNS3 ¢t recommandée
powr les antigénes FY2 e MNS4.

En aucun cas ces hématies ne feront objet de mélange,

Une ddentificalion qui consiste b diterminer bo spdcificing
du ou des anitcorps présents, ¢n confrontant 13 distribution des néac-
Lioms positives e ndgMives ohtenues avee la distribution des anti-
genes suf les garmmes dhEémotics-tesis ulilisées,

Cene étape est réalisde sur un échamillon pnon décanté & non
ouver si possible, i elle est mise en uvre par un labaraloire dif-
férent de celui gui a réalisé le dépistpe.

Cetie étape repose sur |"uilisation, oulre n gamme de dépisiage,
d'au moins 10 hématies-ests, L'ensemble de ces hémanes de
wc 03 daoin les antigénes suivanis - RH1, RH2, RHI,

. RHS, RH6, BEHS (Cw), KEL 1. KEL 2, KEL 3 (Kpai, KEL 4.
FY 1. FY3, JKI, JKZ. MNSL. MNSZ, MN53, MNS4, LEL LE2, PI,
LUL {Lua), LU

Les phénotypes suivants doivent #re représenlés au moins sur
deux IEﬁmliu: KEL I, FY:l,-2, FY.LL JK:-2, JK:-1Z
MNE 3.4, MNS 34, Pl

Cetle phase doit ["ibemiification d'un anticorps courant
molé ainsi qu'une erientation dans 'identification des mélanges
d"anticens.

Les technigques

Pour les deux éapes, la méthodologie technigue repose sor
mise en ceuvee d'un (est indirect & Mantigloboline polyspécilique ou
anti-lgG permettant de détecter, sur colonne de Glication ou en
immuno-adhérence, un anti-RHI hpmain de concentration égale & 20
agdml ou d"aurres wechnigques de sensibilitd au moins égale.

Lors de la phase d'idennification. i1 peutl &we utile voine indispen-
sable d'utiliser en complément les tnchniguﬁ dites enzymatigqies
nofamment dans le cadre de difficulé 4 dentification (associnlion
d'alloanticorps) el lors des dapes de diagnostic biologigue des acci-
dents immunohémolyiigues transfusicnnels,

4272 Les contr(les qualité internes

Le systeme snalytiqee sera comrdld en wlilisant des dchantillons
de conwrdle comportant des anficorps (nafifs ou nkactifs) de spécif.
ciné ef de fire connus aves au minimum un sncorps de e = A 4
dans ta wehnique d'ulilisstion et sur une hématic comportant 1"anii.
gtne comrespondant d'expression « hétérorygone »,

423, Interprédation e1 validation des résultats
{Annexe DV)

3. Le ttrage des anticorps anti-érylhrocytaires immuns
n:r:s les antl-A et anti-B et le dosape pondéral des
a

5.1, Ddfenition de analyse

Le titrage consiste @ tester le plasma ou le sérum des patientes et
#cs dilutions vis-d-vis d hématies — Lests possédang 168 antighnes spd-
cifiques. La susveillance de "évolution du tus des anlicomss est
basée obligatoirement sur le dtcage par be west indirect & Pantigiobu-

Time.
Le dosage pondéral consiste 3 meswrer par mdthode semi-
quantitative el sulomalisée, 3 concentration en anlicorps. Applicable
aux seuls anti-RH, elle consiste en un dosage compartil por rappert
4 Péiglon international anti-BEHI donr la concentration s connue.
Le plasma ou le sérum des femmes epceintes immunisfes of ses
dilutions sont testés vis-d-vis d"hématies - tests possédant Ianigine
spécifigue correspondant.

52, Mudalités de mise ea wuvre

5.2.1. Le principe

Le titrage des anticorps consiste 3 tester le plasma ou le sérum
ainsh gue ses dilwtions de rison e 2 vis & vis d"hémaries
pessédant 1'antigéne comespondant 3 Lanlicomps identifié de Tagon
extemporande,

La technique de référence est le dest indirect 4 I"antiglobuline
:ﬁ?ﬂmt iwbe, en ulilizant des hématkes oatives en solution saline

La technigue deit &tre standardisée, ¢'est & dire pratigude ;

= aved des réactifs identiques @ anuglobuline of mélange d'héma-

ligs = tesls de méme phénorype érvifirocytain ;
— par rapport & un standard ant-RH1 de tire conino ;
= ave reprise en paralitle de "Echantillon précédent conserve
congelé & une tempéraiure infévieure ou dgale & — 3

~ en automalisant si possible Ja réalisanion des dilutions & |"aide
d'un dilutewr. Par aillewrs, l& dilunion serm extemporande et &
possible poriera sur un volume minimum de 100 2,

Un mélonge de wois varidifs d’hématies natives doil fire ubilisé,
Elles seront prélevées depuis moins de qualoree jours en solution de
copservalion cf de phénotype suivant RH:1, 2, 3, 4, § fes
anti-RH1 purs ou associds @ un anti-RH2 oo un ami-RH3, d'expres-
sion hétfrogygote pour les antigénes comespondant aux auires anti-
corps. b eger.

531 Les contrbles qualité internes

N5 comportent 1éude du standard anti-RH1 de concentration
connue & différentes dilutions,

523, Validation snalviique
{Annexe W

6. L'éprewve directe de compatibilité an laborstoire

6.1 Définision de I'analyre

Clesr ung analyse qui consiste 3 tester 'échamillon de sérum ou
de plasma du receveur vis-d-vis des hématies de [ whuluce du pro-
derdy sanguin 4 transfuser.

6.2, Modalités de mise en owvre

611 Le principe

Lépreuve directe de compatibilig aw [aboraioire se déroule en
irois dlapes :

1 Sélection des unités 3 compatibiliser conformément aux bonnes
pravques de distribution. Cette sélection prend en comple :

Le staiul immuno-hématologigue du receveur demt la définition
minimale peéalable repose obligatoirement, en absence damiérionié
wvalide, sur ;

= le groupage ABORHI

= le phénotypage RH-KEL L ;

= lg phénotypege amre gque RH-EEL 1 dun ou plusicors anti-

ghnes iManunogines 5 une anligéno oo séro compatibiling les
concernant dost Sire respecide |

— le dépis dranteoms anti-Srythrocywires dont e délai par

rapport @ la date effective de la rransfusion est conforme aux
dispositions réglementaings ;

= Iidentification d'anteorps anli-érvthrocytaires en cas de diépis-

tape positif.

La mention d'un protocole fransfusionnel éventuel spécifique i la
situation clinkgue considérde,

2* Préparation des hémades de 13 wbulure,

Cee Stape a pour bul de conditionner les hématies de fa tubulure
afan quielles puissent étre testdes dans les mémes conditions wech.
nigues gque la BRAL
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Au cours de celte éape, il convient d'8tre particulizrément arenil
aux modalivds d'identification de lo ubulure et des échantillons
secondaires b pardr do neméne codd en barres de Munité de produit
sanguin,

3 Exdcution t2chnigue,

Les conditions technigues sont identiques & celles utilisdes par la
RAL

6,23, Les cantriles qualité internes

Le systieme analyviique doit éire conirdlé en utilisant des échantil-
lons de contrdle wentigques 3 ceux wibsés pour la RAL

5.8, Imerprélation et validation des résulias
{Annexe [ VI

7. Le test direct b 'antiglobuline
T.L. Défuition de Danalvse

Le test dirgct & antiglobuline permet Iz mise ¢n évidence de la
sensibilisation fn vive hématies humuines par des anticosps de
nalure [gl etlou des frachicns du complément. Ce tesl doitl étre réa-
lisé sur un déchantillon de préférence anticoaguld,

1.2, Modelités de mise en auvre
T.2.1. Le principe

La mise en évidence de la sensibilisaton in vive des hémalies
repose sur Putlisation d"antiglobulineds) humaine(s) dont la portion
Fab reconnalt les marqoeurs solypiqucs d'immunoglobulines ou des
fraciions du complément spécifiquement Mxdes sur I"hématie.

Lo réalisation de ceue analyse impose d'otiliser de fagon simul-
tanée el indépendome une antiglobubing anti-lgG e4 wn anti-Cid
ainsi gque des réactifs tmoins appropriés.

T.22 Les contrbles qualité internes

Le sysitme analytique sera contrdlé en wilisant des hématies
préalablement sensibilisées in vitro par des IgG el Sventuellement du
compldment,

T.2.3 Ineerpeétation ef validaiion des réaultas
fAannexe D VLI

Wi - Contedle de qualité interne (CQH)

Le bintogiste devra iser un contrdle de qualité interne
conformément au guide d?;ﬂ:m exécution des analyses de biclogie
médicale (GHEA) ¢ gui repose notamment sur 'analyse d'échantil-
loms de contrdle effectude dans les mémes conditions que celles
ﬂuqu&s sux échantillons biologigues, Les résuhats relatifs & ces

antillons de conueble doivent $ire connus cf garamis. La mise on
ceuvre de ces contrdles est, aw minimum, quotidicnne.

IV. — Awlomation. - Informatisation
1. Automation et exécotion analytique

Les carsctéristiques, les modalitds de mise en place e le fong-
tionnement des meténicls avlomatiques et informatiques  seront
conformes sux régles %:u&'ﬂns d'exécunion des analyses de biclogie
médicale prévees par le GBEA en vigueur.

1.1, Objecrfs de Nowomation er de 'informansanion
an laboratoire d'imoumo-hématologie (Annexe 0 IX)

1.2, Ddfinition des caractéristiques minimales d un Sysiéme permet-
tam de dirg gue le progesue d'onalyse Diumonc-kematolngigiee
[T P T T

Quel que soit le degrd d antomatisation du processus analytique,
s qualine et direciement fide & la phase préanolyiigque qui compone
des opémtions manuélles critiques donl Temmeur peui nemicting ¢n
cause la Mabilitd du eésultal @

— acceptation des Schantillons et deés documents accompagnalsurs

{prescription — fiche de suivi médical),

— =aisie de 1"éat civil,

= élahlissement du lien entre patient = support d°identification

positive — dchantillon.

Ces opdrations doivent faire I'objet de procédures derites et détail-
lées permettant d'éviter toute ermeur de saisie ow d idennfication 11

el ndcessaire de meline én aluvre dés opérations spérifiques permet-
tant une wérification de la saisie et du lien emre le patient et son
Echuntillon.

A ¢e ilire, Ja satsie informatique de 1'éean civil 4 portir de Lo pres-
cripion ol &ire suivie d'un contrdle basé sur une deuxiéme saisie
ténliste & ir des informations inscrites sur I'échantillon ct apsés
une identification pesitive de celui-ci.

La qualification « o smlammligise » pour un sysime donné i
que celui-ci puisse prendre en charge certaines phases de [exéculion
aralvtique apparaissant comme eritiques pour la fGabilitd des résul-
15 @ puisse associer de Tagon automabique ef univogoe le paticnt
aux résullais comespondanis via le soppont d°identiflication positive
de Uéchaniillon, Celle conception pewl doas §'apphouer s bien
3ux, Auomaies qu'aux semi-auomales lels qu'ils son Géfinis en bio-
logie médicale et qoin fonctionnent dans up sysime informatique

Lrauribution de cele qualification donc sur ki prise en
charge, le sysieme (ensemble de 1'awomate ¢l de l'envieonne-
menl i lise du laboratoire) concernd, des opéralions mention-
nées en annexe O X,

2. Sécorisation du transferl des résnltais du laboraloire
sor le centre de disiribution
{Annexe [ X1

V. = Carle de groupes sanguins

La carte de groupes sanguins est un document de synthiése de
doandes biglogiques permeiant d assurer la sécurité ransfusionnelle
immunologigue du pabient.

La cane de groupes sanguins ¢st édide par un systbme informa-
tique validé. Toute retanscripiion maneelle ou odlisation d"&i-
queties de groupe autocollanies est interdite. Les deux détenmina-
tions portées sur Ja cane seront effectudes par 1o méme laboratoice.

L'ensemble des mentions nécessaires & la sécunié fransfusionnelle
immunalogique doit apparaime sur une seale face de la carne.

I. Mentions apparaissant
suf la carte de groupss sanguins

L.1. fdentification du laboraloire qui a éditd la carfe
de Proupres Sangning
Mom du laboratoire.
Adresse,
Téléphone.
Sigonture du biclogisie,

1.2, fderrificarion du patient

Nom de naissance compléé s"ill ¥ a liew du pom maral.

Prénomis) ¢t ¢n cas de prénom composé, transcription du prénom
compler en toutes lettres,

Sene,

Date de maissance.

En cas de changement de nom marital. la cane reste valide siles
autres identifianis sont correcis,

1.3, Groupes sanguing e phénorvpes érvthrocyiaires

Le résuliat de chaque diétermination est suivi de lo date de sa réa-
lizarign.

Une memion rappelle que les groupes sanguing e les phénolypes
pe sont valides quiaprés deux déterminations, Celle mention pout
fre poriée au dos de Ja care,

Il est cecommandé d'wlibser ko aomenclatere  alphamameésigie
internationzle,

L4, Recherche d anticorps anti-Srytirocytaires

La présence d'un ou plusieurs anticorps anti-érythrocytaines est
meniionnée sur la core suivie de lo date de découverie de 1'anti-
corps. 1l nest pas falt mention des carpctéelsiiques (lie des anti-
gines) des gammes d'hémalties-tests qui ont &6 utilisées, ainsi que
lewr provenance,

Une recherche d'andicomps  andi-frythrocylaire négatve ng fail
I'ohjel davcuns mention sur la carle de groupes sanguing.

I et recommandd d'uniliser la nomencluure alphanuménigue
inlernationale,

3, Cas particulier dv nooveaw-né

La détermination des groupes sanguins chez un nouveaw-né ou uR
dourmisson nécessite un préldvement de sang veineonx. Ele ne peut
pas Bire rfalisée 3 partic d'en prélévement de sang effectud au
cardon.
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Le document de groupes sanguins n'est vallde que jusq.u'i 1'dge
de six meis. || doit mentionner : « groupe sanguin de nouveau-ng —
valide jusqu'au = date de naissance + 6 mois- =,

ANNEXE D

BONMES FRATIHJUES DE LARORATOIRE
EN IMMUNG-HEMATOLOGIE ERYTHROCYTAIRE

ANNEXE DI
CHAMPS DAPFLICATION

1. Grovpage ADBO-RHI1

En absence de résulizis valides, cette analyse esl rEalisée |

= dang un contexle précansfusionne] avéré ou potantiel |

= dans un contexte prénuptial, pré ou périnotal conformément aus,
dispositions réglementaires relatives au seivi de la grossesse,
Dans ce confexte les réaciifs anti-RHI uiilisds daivent détecier
ta plupam des variants RELL ;

= pour la validation de I'identification d*anticorps anti-drythroey-
Taires ¢

= en l"absenge de oésuliats valides du RH-KEL | cete
anKEIIﬂ: esl obligatoirement complétée par un phénatypage RH-

2 Phénotypage RH-KEL 1

En absence de résuliats valides, cete analyse esl réalisés

— dans wn conexie prétransfusionnel avénd oo potenticl. Lo prise
en comple du pésulal & inscrit dans le cadre des bonnes pra-
thgees de distribution ;

— dans le contexte prénuptial. pré ou périnaal conformément aux
dispositions réglementaires relatives au suivi de I grossesse ;

= pous la valdation de Videntification d'anticorps anti-Erythrocy-
raines :

En absence de résuliats valides de groupage ABO-RHI -

- ﬂ% mllfse ¢xt obligatoirement compbétée par un groupage

3. Phénotypage étendo

En ohsence de résultats valides, cetie analyse est réalisée @

= Systématiquement dans les cas dallo-immunisation andi-Srythro-
cylaire complexe e proposée, b tire préventif, chez cenains
patiznts de mamiére ifrative. Dans oe desnier cas
I'analyse concerne bes antipings <ouranis suivamis @

FY1, FY2, JKI. JKZ, MNS3 et &1 possible MNS4,

- Ia validation de identification d"amicorps anti-frythrocy-
m dirigés contre wn ou plusicurs anligines Ifllg: :::’ﬁ
autres que ceux qui sont définis par le groupage I e
par le phénotypage RH-KEL 1 et pour besquels les réactifs sont
dispombles sur le marche,

En absence de résuliass valides de ABO-RHI etfou de

phénorypape BH-KEL 1. cette analyse est obligatoirement compliiée
par un groupagpe ABO-RHL et un phénotypage RH-KEL I,

4. Hecherche d'anticorps anti-érythrocytuires

Cetle anzlyse doit Eire réalisde dans ke cadre de la prévention des
accidens immuno-hémolyligues transfusionnels :
-~ cher toul patient susceplible & cour terme d'élre fransfsé @
— che te wansfusé itératif, en bonne place au cours des sérbes de
ransfusions |
- chez le patient rapsfusé dans le cadre du suivi post-
transfusionne] précomsd par kb rEglementation.
Elle dedt ére réalisée en contexte de greffe ou ransplantation.
Elle doit dre réalisde en cortexte peé ou périnatal conformément
aux dispositions réglementaires relatives au suivi de la grossesse
En I'absence de préseriplion. ces annlyses doivent Sge edalisées 3
1"imnntive du biologiste.

5. Titrage des anlicerps anti-érythrocylaires aolres que anti-A,
ant-B of dosage pondéral des anti-RH

Le ritrage, indissociable de la rechesche des anticomps  anti-
érylhrocyiaires, est obligatoie chez oure femme enceinte possédant
Ul anticorps imnun. permet diestimer 'évolution de allp.
ImmLnSalion en avec un possage d'hématies foales gqui
peut dventuellement se produire dés le premier timesire de 1a
sesse. Llsctivitg fonciionnelle (pouveir hémolytiquei de Panticorps

dépendant de sa conceniration el de son affinitd, peur les and
du sysigme RH, Iassocialion au pondéral est cessaire alin
de mieux appréhender be rizque hémolyligee anté-natal,

En cas dallo-immunisation une nouvellz programmation des RAI
(avec flrage et éventucllement dodage pondéral) est nécessaire. 1]
sl clossiquement reconnu qu'un contrdle mensuel est suffisanl, dans
la majocrd des cas, jusgu'a la 200 semaine &' Au-dela,
un conrdle Lows fes quinge jours est i envisager. Dans certaing cas
d'immunisanon sévire, vn contrale hﬂmm esl nécessaire, méme
avant la 20¢ semaine d'aménomhée. et d'mnant plus en fin de gros-
sesse oil Je rythme peur éire hebdomadaire,

En Pabsence de prescription, cés analyses doivent éiee réalisées 4
1"mifigtive du biologisie,

6. Epreuve directe
de compatibilité au laboratoine

Cette analyse est réalisée dans bes circonstances suivanies :

= g'il 2'agil d'un recevenr présentant ou avant présentd un (ou
plusicursy allo-anlicoms anti-Erythrocyiaines ;

= &'il B"agit d'un nouveau-né préseowamt un test direct & Tantigho-
buline posinf ou né de mire allo-immunisée,

7. Test direct & 1'antiglobuline

Cette analyse doil s'inscere dans Pun des conrlextes suivants @

- dans le cadre d'un symdrome hémolytique clinique ou bicko-
Is:'uuu pour démonteer 'origine mmunologigee de celie hémo-
yse |

- dans le cadre de Ta mise en Evidence d'aute-anticoms lors de Ia
RAl afin de déiecier leur capacité & se fixer in vivo ;

= dans le cadre d'une maladie hémolytique du nouveau-nd poor
démontrer la sensibilisation des hémagies du aouveaws-né par les
allo-anticonps de natwre 1gG @'origine malernslle :

~ dans le codre d'une réaction tansfusiennelle powr démontrer
IMongine immuneldmolviique de incident ;

= dans e cadre J'une andémie hémolyligue subo-immume pour
dérmontrer Ja sensibilisation des hémames du patient par les
auto-anticorps etfou par du complément ;

= dans le cadre d'une anémie hémolytigue d'oripine medica-
mienteuse pour démontrer la sensibilisation des hématies par des
anticorps reconnaiskant cerlans médicaments ;

— dans le cedre de lexploration bivlogiqee d'autres maladies
Auio-immanes,

AMNMMEXE D 11
GROUPAGE ABC-RHI

Dans Uépreuve globulaiee de réalisation du groupage sanguin
ABC, be rdactif ano-B wilisé ne doil pas donner de réaction croiée
vis-&-vis de 'aotipéne B acquis. L'un des deux séactifs, ani-A ou
afti-A0, doil pouvoir reconnaitre les hémarnies Ax,

I. Interprétation el validation des risultats

La vabhdation analyligue repose sur

- résulials conformes des OO :

= absence & ambiguind réactonnelle avec chague réactif ;

- absenee de double pepulation, A ce tine, il est indispensable
que lowl anpfoddent iransfusionne] fécenl (moins de quatre
mois)h soil sigralé au laboratoire dors de la prescription de
|"aralyse ;

= profil réactionme] cohérent rappor & la table dinterprévation
E:s growpes ABO-RHI @ e

= absence de discordance enire deux réalisations |

— absence de discordance avee anwriorite,

2. Gestion des anpmalies

La consatanon J'une anomalie lors de la phase de validation ana-
Iytigue du groups sangoin ABD-RHI impose Mintervention du bio-
logiste, La gestion de Tanomalie repose alors sur

Une attiwde sécurisée en teemes dexploitation

— ne pas rendre b pésulial

- rendre wn consell dcansfusioonzl provisoire en cos d'urgenoe ;

Une nouvelle détermination du groupe sangoin

— 5 1'anomalie west pas retrouvée, be rdsulia es1 validé

= si I'snomalie est retrcuvée, une poursuite de [exploration,
_ Une attitude cobdrente en temmes d'exploation &2 I"anomalic qui
fiendra compie @

= du comexte chnique ;
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= du profil résctionnel ohicnu ;
- du résaltat des Wmoing du groupape ABO:
= lo pmom - autoe qui consiste 3 tester. dans les miémes
conditions techniques, Jo plasma diu sujet vis-3-ns de ses
propres hématies ;
~ les wEmoins « allow et éventiellement « A2 » qui consisient 3
fester, dans Pes mimes conditions technigues. le plosma du
sufer vis-d-vis d'une gamme d"hématies-tests O 1 A2 dont 13
conslitulion anligénigue permeltra de détecter les anticorps
anti-éryirocytaires, auires que ani-A et anti-B, susceptibles
d'iniesférer avec "&preuve plasmatique ;
- le Wmoin « réactif» qui congiste 4 tesler, dans les mdmes
conditions lechniques, les hématies du sujer vis--vis d'un
réactif 1Emoin n*ayant pas diactivité anticorps.

AMNNEXED M
PHENOTYPAGE RH-KEL 1

L. Interprétation et validaifon des résulints

La validation analytique reposc sur:

— résultats conformes des CO

= absence d'ambiguid réacticnnelle avec chague réacnii :

= atdence de double lation. A ee fitre, il est indispensable
que toul entécddent iransfusionns] récemt (modns de gquatre
f"::]’ soit signabd aw labormoice lots de la prescripiion de

¥SE 5

= il réactionme] cohéntnt tapport & 13 fable d'interpoétation
ﬂpﬁém&pﬁ RH-KEL Ip;u i

= dbeence de discordance entre dewx réalisations |

- ahsence de discoddance aves amérionté,

2, Gestion des anomalies

La romstatation d'une anomalie lofs de la phase de validation ana-
Iytique du phénotypoge BH-KEL | impose D'intervention du hiolo-
giste, La gestion de I'anomalie repose alors sur -

Une attitade sécurisde en termes d'exploiaton :

- ne pas rendre e résulial .

— rendre un consell wansfuswonnel proviseire en cas dergence ;

Une nowvelle ditermination du phénotype

— st I"anomalic n'est pas retrowvés, le résuliol est validé ;

= 8 l'ancialie €81 retrouvée une poursuite de Pexplocation @

Une suitude cohéronte en jemnes d explomtion de anomalie qui
tiendra compie :

— du contexte clinigue |

— du prefil rfactionnel obienu (iEmoins adéquals melush,

ANMEXED IV
PHENOTYPAGE ETENDU

I. Interprétation et validation des résultats

Lz walidation anglylique repose sur:

= pésulials conformes des CQL;

— absence o ambiguitd réactionnclle avee chagque réactif ;

= absence de double population, A ce titre, il et indispensable
que toul antéeddent wansfusionnel récent (moins de guatre
moish st signalé auw laboratoire lors de la prescription de
1'anabyse ;

— profil réactionnel cohérent par r ot i B table d'inle i
des phénoiypes diendes | ol e

— absence de divergence enire deus réalisations |

— absence de discordance avee aniérame,

2. Gestion des anomalies

La constatation d'une anomalie lors de la phase de validation mno-
Ivtigque du typage érythrocytaire éenda impose Pintervention du bio-
fogiste. Lo pestion de lanomalie repose alors sur :

Une attitude séourisée en temmes d exploitation |

- ne pas rendre le odsulial ;

= rendre un conseil transfusionne]l provisoire en cas d'urgence |

Ure nouvelle détermunation du phénotype :

= & Fapomalie n'est pas relrouvde, be résultal st walidé ;

- & I'snomuolie est retrouvde, ume poussuile de explotalion |

Une attimde cobérente ¢n lermes d'exploration de I"anomalie qui
liendra eomple ;
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= du contexte climigue ;
-~ du profil réacticanel obleny,

ANNEXE D ¥
RECHERCHE D' ANTICORPS ANTLERYTHROCYTAIRES

Interprétation & validation des résuliafs

_ L'identification d'un ou plusicurs anticorps anti-énythrocytaires
impose @
D walider 1a spécificité de chague anticomps par I"oblention d une
réaction positive avee fowies les hémoties porteuses de lantiptne
correspondant (au moins 3 hémanes) et d une réaction négative aves
toutes les hématies non poreases de cél antigéne (au moing 3 héma-
tles}, I..nnsggl misdrmal de.lii- hématies en terme de réactivitds posi-
[ives ou tves ne s appli en cas A association J anbcorps
de spécificité anti-RH. i

Lorsque cefle comespondonce exadcte n'est pas obtenue, Min
taiion doit prendre on comple le caracline « homowygoe » ou « héiE-
rozygoie » des hémardes wilisdes. Dans ces conditions, une étape
supplémentzire avee un plus grand nombre d'hématics informatives
dou Erre mise en wuvee

D'Himiner des anticorps supplémentaines dventuels ;

- par lz mise en cuvee de wohniques complémentaires |

= par la présence, sur les bématies négauves, dis antigines pré-

sents ser la gemme de dépistage ne commespondant pas § b
{ox) spdcificité(s) préalablement ideniifide(s) ;

De contrller I'absence de Mantiptne comespondant i chaque allo-
nnl:inm:u identifié Jersque les réactifs sont disponibles sur b
miarche.

En absence de résuliats valides, 'identification d'un

anti-frythrocytaire doil ére compléss un grou ABO-RH1 ex
uf ;Ew!ypaue RH-KEL I. = e

ANNEXE D VI

TITRAGE DES ANTICORPS ANTIERYTHROCYTAIRES 1MMUNS
AUTHES QUE LES aNTI-A ET ARNTIR ET LE DOSAGE PON-
DERAL DES ANTI-RH
La validativn analytique repose sur bes résuliats oldenus avee un

standard anti-RHI, les résultats compaeatifs entre bes 2 échantillons n

el n—1 de la patiente et les eésultols de Pantévioritg,

ANMNEXE I VI
EPREUVE DNRECTE DE COMPATIBILITE AU LABORATOIRE

Interprétation of validation des résuliats
Une procédurg doil définir les modalités de libératieon des 153
?anp:inl fabiles compatibilisés en fonction des résoloas cedte
uve
- riésultats conformes des CQI
= ¢n absence de réactivitd dans la technique considénée :

— Pumité est déclarde compatible. Sa libération est aulovisée
avec identification spcifiqee de unité conformément oux
dispositions réglementaires en vigueur ;

- en cas de rdactivilé dans la technigue considérde :

= Punité est déelarde incompatible. En foaction du contexte, sa
libdrmion pewt &wre auwerisfe conformément aux dispositions
réglementaires privaes par les bonnes pratiques de distribi-
tion el le conseil iransfusiopnel. Par ailleurs, une exploraton
complémentaice pewt ftre emtreprise afin dexpliquer ces
résultns et sélectionner de nouvelles unités en lenanl comple
de ces explorations,

ANNEXE D VII
TEST DIRECT A L'ANTIGLOBULINE

Interprétation et validation des résulfars

= nfsuliats conformes des CO1;

- absence d'ambaguitd réscnonnelle avee chague réachf;

- il méactionne] cohérent par rappoen & la logigque d interpréta:
tion prédrablie, : ks il

ANNEXE D IX

GBIECTIFS DE L'AUTOMATION ET INFORMATISATION
Al LABORATOIRE D' IMMUNO-HEMATOLOGEE

l. Diminoer Je risque d'erreur homaine

En immuno-hématologie drythrocytaire. IMautomatisation el Uia-
formatisation des analyses of du iransfert des pésultars apporte une
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steuritéd supplémentaire par raggu-:l & la réalizanon manielle en
réduisant plusienrs risques possibles derreurs, el en particulier les OBLIGATOIRE | RECOMMANDE
exveurs relatives 3
— l'enregistrement de la demands | . i
- ta sélection de "échantillon : Alatme sur détection de nesux.. .. %
; i Alatme d8 péremplion .. .. X
~ la sélection du réaenif : ZET
- I'exécution de l'analyse elle-méme ; PRSI oIS g oonphmslions .
Bipsintphi ot Gestion des stocks.... X
= I'interprétation ; ——

= fa saisie des résulinds.

2. Garantir la tragabilité

La compréhension &1 la correclion d*éventuels dysfoncionnements
0t sur wne analyse précise des défaillances qui peovent sur-
venir au fivest d'un processus, LUefficaciné de cete exploration o
posterion est indmement lide & une wagabilité fable de wous fes &
ments 8. contribug aux opértions analyliques. Aussi les opéma-
tons suivanies, refnives A chague analyse, doivent dre archivées,
avcessibles ot exploitables @
— date de IManalyse ;
— couple distibutear-lecteur |
- réactils : Lypes — spécificités — numéro de ot ;
= ligison avec les COI — spécificilés— numéro de lot -
résultas) ayant permies la validation ;
- opdrateur
— psulins réactionnels obtenus avec chague réactl ;
= notion de cormection ranuelle dvenfuelle survenus avec Dup
d'entre eux ;
= résulias analyiques interpréids.

3. Gérer les alarmes de fonctionnement du systéme

Femangues

- en ["absence de connexton informatique. le risque derreur de
UrEAsCApEon existe toujours, méme en cas de double saisic ;

- lnp-:u.mmmr: des syslimes awomatiques impose de metne
1"accent sur wie fofmation adaplée des opéraléurs.

ANNEXE DX
al Traiement e identification des dchantillons

QBLIGATOHRE | RECOMMANDE

Idertification pesifive du numén de
cade-barres ANt i X

Lectewr de code-barres dchantillon
inégré

[dentification positiee di pasitionae-
ment aléetoire de Féchantillon sur
aulomate

X

Alarme 5 problema de Beclere de
code-barres (prockdure dégradée) .., X
X
X

Carréle du prélivement par désacieur
de présance, de niveau ou de callot
Prataction tontre les contsminafions
(310 =T | P —

{1F La réalité de cofte opération peut &ira démonirde lore de la
phasa de valldation préalable du systdma.

by Gresnon des réaciifs

11 La réalité de cekte opéralion peut &tre démontrée lors de Lo

phaze de validation préalable du systéma et
par anslyse des contrdles qualitd inteines
12§ 5 ces opdrations ne sont pas

thme, toube rdalimentation du

irameant wérifike
wats,

lllﬂﬂlll'mrh'llﬂl-

bwtewr an

doit

wilidéa par Ianplyse dies contrdles gualité marnes adéguats,

¢} Gestinn du support répclionnel

{micropleque ou tupport filiragion )

OBUGATOIRE | RECOMMANDE

Idemificalion positive du numéro de

cade-barres du suppoert . | Si nécessaire
Identificetion positve du positicnne-

munt Zlégtoine du JUpPROM SUr Bulo- .
Allrml 1 prablieme de lecture de

code-barres {procidure daradee) . X
Alarme de pérampion X

dy Gestion de lo phase e

prépararion distribuiton

QBELIGATNRE

AECOMMANDE

Mizz en suspension de Péchantillon...
ety Lo
gur
riactoans|
Identification de la positicn de chaqus
riactil sur le suppoet réactionnel ..
Eteblissemant dw lien Echartilion-
REBCET-SUPPON e

Maintien du lien Edluntlmm

Supgort {durent les phasss dfin-
cubation =t de cantrifugation) ...........

X

x

X

e Tramenen de o lecture des réacn

régorions

OBLIGATQIRE

RECOMMANEE

Lesture sutomalnde des réactions ...
Alarme sur géfaut da mesurg
Relance apris avis de Fopérateur ..
Tiagzbilité d'interveniion manuelle. ..,
Asseciation aulomatigue et univoque

Réactions-Réactf! L[] F———
Détection des doables pupulallm.

hémalyse el faible agglutinatica......

-

1} Traitement des informasions

DELIGATORE

AECOMMANDE

Condrontation informatique des résul-
15 o8 COI aver cea altendus
Blarme d'ecant diaterpritalon
B des transfarts anahtigues das
résultats concarnés en cas de ngn-

conformité

Levie du bocage en manuslle dves
tragakilits d IntErnIon e i

npemprétatian mlum'-uqm des coh-

OBUGATOIRE | RECOMMANDE

Igantifizztion pogitve du numém de

code-harres des réactids (20, X
Identifization i thi

T Pl &l Aifomate (2. X
Myrme 5 probleme de lecture de

code-barres {procidure dégradéel... X
Gestion des conditions de consenva-

Mo ds CABEETS v ms et e e X
Mise en suspension des hématies

tests X
Détection de AVEIUY e X

rences rdactionnellos
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QBUGATOIRE | HECOMMANDE

Détecticn dmoohdrancs y 15 &n
c33 dintervention manuelle -
fick de |

Incabérence entre dpravve globulaire
ol plasmatiq ¢

Aéaction itive avec lg réactif
Térmsin i

Absence de deux sntigénes antilh-
figues
Conwistence antigéne ef anticorps cur-
respondant fore des phases d'identi-
ficatien &'anticarps

oM M A

B} Explaitation des infarmarions
La décision finale de In validation analytigue revient & I'opéea-
tewr
= par contrdle viseel de chague support ovee analyse de cohérence
avec les résultats rendus par de sysbéme ;
= par ap?rdcial.iun de la qualitd des contrdles qualitd internes auto-
risant la validation inﬂ?)fﬁ:'.t L

DBLIGATOIRE | RECOMMANDE

Transfart automatique des résultits
concamnés au dossisr du patent cor
respondant e X

Confrontation automatwue gvee [his-
Torique des ldi:ldﬂ't! du patiant &1

i X

by Validation biologigue
Conforme & la réglementalion en vigueur {GBEA),

ANNEXE DX 1

SECURISATION DU TRANSFERT DES DONNEES IM MM
HEMATOLOGIE VERS LE SERVICE DE DISTRIBUTION

Elle repose en partie sur la fiabilid des donndes immuno-
maologiques du recevewr imroduites dans |2 systbme.

Afln d'éviter leur prise en compte manuelle & partir de eésulans
forns, ces données doivent Etre transfindes ea lolalibé eq -
ti?u:rmrl. aps validation, vess le site de distibution de 1'Ela-
blissement frangais du sang ou le dépd de distribution de 1°éla-
blissement de santé autorisé & atribuer les produils sanguins labiles.

Le wansfert des donnges doit respecter le guide de bonpe exde
cution des analyses de biologic médicale (GBEA) er les recomman:
datkons swivames -

La transmission de données nominatives

Les procédures urilisées doivemt garantir la confidentiali :

Les données dolvent e ¢ forsque celles-ci doivent tran-
siter sur un féscal ouvenl. Elies doivent également 2ire
loesquielles doivent wansiter sur un réseau inlerne sur lequel peoy se
connecter du personnel non midical o1 o i ﬁ:

Lidenification de I'émetear. do destinataine 1 la wérification des
drofls de celui-ci B recovoir ees donndes som ebligatoires. Le desti-
nataire pouvant éire une personne physique vu un ordinateur,

Lrintégrité des données Irgnsmises

Le prowocole de vansfert des données doit ¢ des procé-
dures efficaces de contrdle des échanges vérifiant que lé ou les mes-
sapes recus sond identiques au{xd message(s) envoyéls) o gque ces
procédures soiemt effectivenenr actives,

Aucas o de telles procédures ne seraient pas utilisées (en mison
de problEmes momentands, exemplel, le message émis doit en
comparter 1a meation en clar afin d'avertic 16 receveur de la possi-
bilité d’erreurs dans la transmission des donniées,

En cas d'é&chee de transmission ou de ruplure de communication
en cours, il fausl retransmettre sutomaliquement et intégralement le
ou les messages,

L'archivape des transmisshons

Il est mécessaire darchiver ces ransmissions pendany woute [a
duréc Mgale d'archivage des dossiers des patients., Ces archives

19

doivent pouvoir dtre dditebles el consultables B woul momenl en
comporiant la date et I"hewre d'&mission du message acguittd par e
FECEVELS.

En cas de wansmissions multiples d'un miéme dossier pour
complément oU mise 3 jour, chacune des wransmissions deit Sre
archivée sous [a méme forme,

Les messages de transfert uiilisés doivent répondre aus disposi-
fions normatives en vigueur qui concermnent Ja mansfusion sanguine.
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IMMUNO-HEMATOLOGIE

EVOLUTION DES ASPECTS REGLEMENTAIRES

]
CAHI;R BIOFORMA
Formation

version numérique

La parution de I’arrété du 26 avril 2002 modifiant 1’arrété du 26 novembre 1999 relatif a la
bonne exécution des analyses de biologie médicale constitue une importante évolution de la
1égislation régissant la pratique de I’immuno-hématologie et la sécurité transfusionnelle.

La parution de ce texte est liée aux remarquables progres de I’automation et de I’informati-
sation, a la performance accrue des réactifs utilisés en immuno-hématologie ainsi que la mise
en place routiniere de 1’assurance qualité au sein des laboratoires d’immuno-hématologie.
Ces tableaux comparent les différences entre les deux textes réglementaires des 17 mai 1985
et 26 avril 2002, concernant les examens d’immuno-hématologie et la sécurité transfusion-

nelle.

Les textes sont transcrits en italiques.

Les différences entre les deux textes sont en italique et en gras.
Les commentaires sont en caracteres habituels.

Circulaire DGS/3B/552 du 17 mai 1985 rela-
tive a la prévention des accidents transfusion-
nels et des accidents d’allo-immunisation

Arrété du 26 avril 2002 modifiant I’arrété

du 26 novembre 1999 relatif a la bonne exé-
cution des analyses de biologie médicale

... Epreuve de Beth-Vincent ou épreuve glo-
bulaire : elle consiste a mettre en évidence a
la surface des hématies la présence des
antigénes A ou B a l'aide de 3 réactifs :
anti A, anti B et anti A+B.

ABO2) et anti-AB (anti-ABO3)

A ou anti-AB, doit pouvoir reconnaitre les

. une épreuve globulaire qui consiste a
rechercher les antigenes A (ABOI) et B
(ABO?2) avec les réactifs monoclonaux sui-

vants : anti-A (anti-ABO1), anti-B (anti-

L’annexe D II précise que :

... Le réactif anti-B utilisé ne doit pas don-
ner de réaction croisée vis-a-vis de ’anti-
gene B acquis. L’un des deux réactifs, anti-

hématies Ax.

Epreuve de Simonin ou épreuve sérique :
elle consiste a rechercher des anticorps anti A
ou anti B dans le sérum. Ces anticorps sont
détectés a l'aide d’hématies Al, A2, B et O
préparées selon ...

. une épreuve plasmatique qui consiste a
rechercher les anticorps anti-A et anti-B
avec les hématies-tests Al et B. Au moins
une de ces hématies doit étre de phénotype
RH : -1.
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Dans I’annexe technique (annexe n° 1) les
hématies O devenaient facultatives :

... et pour ’épreuve sérique, une goutte d’hé-
maties tests lavées a 10 p. 100 en « saline »*
de groupes Al, A2, B et éventuellement O...

Elles vont disparaitre dans le nouveau texte !

Les hématies-test O et A2 ont disparu. Ceci
combiné a I’absence de réactif anti-H lors de

I’épreuve globulaire, ne permet pas la détec-
tion de sujets Bombay (H : -1). lors du grou-

page sanguin.

Ces deux épreuves (épreuve globulaire et
épreuve sérique) doivent étre réalisées par
deux techniciens différents, a laide de deux
séries de réactifs différentes.

Cette notion de deux séries de réactifs diffé-
rentes n’est pas rappelée dans le nouveau
texte.

.. IIl. - Les techniques automatisées ou
semi-automatisées.
Ces techniques doivent respecter les mémes
principes que ceux énoncés pour les tech-
niques manuelles.

Dans ce texte apparait la possibilité de réalisa-
tion d’un groupe sanguin par une seule per-
sonne sous réserve d’impératifs d’automation
et d’informatisation précisés au chapitre IV,
alors que dans le texte précédent les techniques
automatiques étaient réalisées dans les mémes
conditions que les techniques manuelles.
Cette détermination par une personne
concerne le groupage ABO-RH]1, le phénoty-
page RH-KELI1 et le phénotypage étendu.
Voici a titre d’exemple le passage concernant
le groupage ABO-RH1 :

Une détermination du groupage ABO-
RH1 : sa définition est fonction des condi-
tions techniques :

—si les opérations du groupage sanguin,
incluant les modalités de vérification et
d’enregistrement des échantillons et des
prescriptions, sont strictement réalisées
dans les conditions d’automation et d’in-
formatisation décrites a Darticle IV :
Automation et informatisation, une déter-
mination repose sur une seule réalisation
exécutée a Paide d’un lot de réactifs, un
lot d’hématies-tests et par un technicien ;

—dans tous les autres cas, une détermina-
tion repose sur deux réalisations exécu-
tées par deux techniciens différents.

On note la disparition de la notion de deux
séries différentes de réactifs lorsque deux
opérateurs interviennent.
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Les controles de qualité internes sont exacte-
ment spécifiés.

IIs concernent le groupage ABO-RH1 (RhD),
le phénotypage RH-KEL1 (Rh-K), le phéno-
typage étendu, la recherche d’anticorps anti-
érythrocytaire (RAI) et ’épreuve directe de
compatibilité au laboratoire, le tirage des anti-
corps anti-érythrocytaires immuns autres que
les anti-A et anti-B et le dosage pondéral des
anti-RH, le test direct a I’antiglobuline.

Leur résultat est primordial pour I’interpréta-
tion et la validation des résultats.

Voici a titre d’exemple le texte concernant le
groupage ABO-RHI :

1.2.2. Les controles de qualité internes :

En ce qui concerne la détermination ABO,
le systeme analytique doit étre controlé en
utilisant une série d’échantillons de controle
de phénotypes garantis (typage obtenu par
un processus technique différent de celui qui
doit étre controlé par ces échantillons)
comprenant au minimum :

— un échantillon de groupe A ;

— un échantillon de groupe B ;

— un échantillon de groupe O.

En ce qui concerne la détermination du
groupe RHI, le systeme analytique doit étre
controlé en utilisant une série d’échantillons
de controle de phénotypes garantis (typage
obtenu par un processus technique différent
de celui qui doit étre controlé par ces échan-
tillons) comprenant au minimum :

— un échantillon de groupe RH : 1 ;

— un échantillon de groupe RH : -1.

Dans ce texte, les phénotypes Rhésus, Kell
et les autres phénotypes sont réunis sous le
méme chapitre. En ce qui concerne le phé-
notype étendu, il est précisé que la liste des
antigenes cités n’est pas exhaustive :

Un chapitre est consacré au phénotypage
RH-KEL1 (Rh-K) et un autre au phéno-
typage étendu.

L’importance du phénotype RH-KELI1 est
rappelée dans les champs d’application du
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V. La détermination des phénotypes éry-
throcytaires.

En dehors de la détermination des phéno-
types ABO et Rh standard (D), le labora-
toire peut, dans certains cas, devoir réali-
ser la détermination du phénotype dans les
systemes de groupes sanguins Rhésus (C,
¢, E, e) et Kell (K)...

D’autres phénotypes peuvent, dans cer-
tains cas, étre pratiqués : systeme Duffy
(Fya, Fyb), systeme Kidd (Jka, Jkb), syste-
me MNSs (S, s), systeme Lewis (Lea,
Leb)...

Cette liste de phénotypes n’est pas exhaus-
tive.

groupage ABO-RH1 : ...
résultats valides du phénotype RH-KELI
cette analyse est obligatoirement complétée
par un phénotypage RH-KELI.

en ’absence de

Le DSAI a disparu.

Pour la RAI, les indications (champs d’ap-
plication) sont €largies :

cadre du suivi post-transfusionnel préconi-
sé par la réglementation.

Elle doit étre réalisée en contexte de greffe
ou transplantation...

.. cette analyse doit étre réalisée... dans le

Les autres indications restent inchangées.

Les recherches d’anticorps irréguliers sont
essentiellement pratiquées selon des tech-
niques manuelles. Trois techniques exécu-
tées conjointement sont souhaitables pour
mettre en évidence la totalité des anticorps
irréguliers : le test d’agglutination en
« saline » (1) a la température du labora-
toire 20 = 2 °C, le test de Coombs indirect
et un test aux enzymes, ces deux techniques
étant obligatoires...

Les principales modifications techniques de
ce texte :

La technique en saline disparait. La tech-
nique enzymatique n’est plus obligatoire
mais reste « utile voire indispensable » dans
les difficultés d’identification.

La technique de Coombs indirect peut égale-
ment faire appel a I’antiglobuline anti-1gG.
Le support d’examen (colonne de filtration
ou immuno-adhérence) est précisé.

fique ou anti-IgG permettant de détecter,

... Pour les deux étapes, la méthodologie
technique repose sur la mise en ceuvre d’un
test indirect a Dantiglobuline polyspéci-
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... L’épreuve de dépistage doit étre réalisée
a l'aide de globules rouges tests de dépis-
tage : il s’agit d’'une gamme de 2 a 4
échantillons d’hématies tests de groupe
0..

sur colonne de filtration ou en immuno-
adhérence, un anti-RHI humain de
concentration égale a 20 ng/ml ou d’autres
techniques de sensibilité au moins égale.
Lors de la phase d’identification, il peut
étre utile voire indispensable d’utiliser en
complément les techniques dites enzyma-
tiques notamment dans le cadre de difficul-
té d’identification (association d’alloanti-
corps) et lors des étapes de diagnostic bio-
logique des accidents immunohémolytiques
transfusionnels.

La technique en tube n’apparait pas, méme
dans les difficultés d’interprétation sur les
nouveaux supports.

... une étape de dépistage...

Cette étape repose sur lutilisation d’une
gamme d’au moins trois hématies-tests de
groupe O...

La gamme d’hématies-tests de dépistage est
de 3 au lieu de 2 a 4 et elle est €élargie avec
I’apparition des antigenes Kpb (KEL4) et
Lub (LU2).

Les antigenes de la gamme d’identification
sont exactement précisés contrairement au
texte précédent et comportent les antigenes
Cw (RHS8), Kpa (KEL3) et Lua (LU1) en
plus de la gamme de dépistage...

Des phénotypes obligatoires sont indiqués
pour les systemes Kell, Duffy, Kidd, MNSs
et P.

L’épreuve directe de compatibilité au labo-
ratoire (EDC)...

1l s’agit d’un test personnalisé qui permet de
mettre en réaction le sérum du patient et les
globules rouges qui doivent étre transfusés...

6. L’épreuve directe de compatibilité au
laboratoire.

Cette analyse est réalisée dans les circons-
tances suivantes :
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Ce test doit au minimum comporter deux
épreuves dont un test a Uantiglobuline...

Comme pour la RAI I’obligation des deux
techniques disparait dans le nouveau texte.

— 8’1l s’agit d’un receveur présentant ou
ayant présenté un (ou plusieurs) allo-anti-
corps anti-érythrocytaires ;

— 5’1l s’agit d’'un nouveau-né présentant un
test direct a ’antiglobuline positif ou né
de mere allo-immunisée.

6.1. définition de I’analyse

C’est une analyse qui consiste a tester

I’échantillon de sérum ou de plasma du

receveur vis-a-vis des hématies de la tubu-

lure du produit sanguin a transfuser...

Des précisions apparaissent concernant :

— la sélection des unités a compatibiliser
conformément aux bonnes pratiques de
distribution,

— la préparation des hématies de la tubu-
lure,

— DPexécution technique qui est identique a
la RAL

L’annexe n° II donnait les caractéristiques
des documents transfusionnels.

Un important chapitre IV Automation et
Informatisation apparait dans ce texte, pré-
cisant les conditions exactes des phases pré-
analytiques, analytiques et post-analytiques
dont la réalisation stricte autorise la déter-
mination des groupes sanguins par une per-
sonne et un lots de réactifs. L’ accent est mis
sur les procédures écrites et détaillées per-
mettant d’éviter toute erreur de saisie ou
d’identification...

L’annexe D IX fixe les objectifs de ’auto-

mation et informatisation au laboratoire

d’immuno-hématologie pour :

— Diminuer le risque d’erreur humaine.

— Garantir la tragabilité.

— Gérer les alarmes de fonctionnement du
systeme.
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Les caractéristiques de la carte de groupe
sanguin apparaissent dans le chapitre IV
Automation et Informatisation :

La carte de groupe sanguin est éditée par
un systeme informatique validé. Toute
retranscription manuelle ou utilisation
d’étiquettes de groupe autocollantes est
interdite.

Les deux déterminations portées sur la
carte seront effectuées par le méme labora-
toire.

L’ensemble des mentions nécessaires a la
sécurité transfusionnelle immunologique
doit apparaitre sur une seule face de la
carte...

Les élément d’identification du laboratoire

sont précisés dans ce texte.

En ce qui concerne le patient, des éléments

supplémentaires apparaissent :

— la notion de sexe,

—la notion de validité de la carte en cas de
changement de nom marital, si les autres
identifiants sont corrects.

En ce qui concerne le nouveau-né, le sang
de cordon ne peut étre utilisé pour le grou-
page sanguin et le document de groupes
sanguins n’est valide que jusqu’a ’dge de
six mois. Il doit mentionner : « groupe san-
guin de nouveau-né valide jusqu’au — date
de naissance + 6 mois.

L’annexe D précise les conditions d’inter-
prétation et de validation des examens
d’immuno-hématologie ainsi que la gestion
des anomalies pour chaque type d’examen.

L’annexe D XI concerne la Sécurisation du
transfert des données immunohématolo-
giques vers le service de distribution.
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... Afin d’éviter leur prise en compte
manuelle a partir des résultats écrits, ces
données doivent étre transférées en totalité
et informatiquement, apres validation, vers
le site de distribution de I’Etablissement
Jrangais du sang ou le dépot de distribution
de l’établissement de santé autorisé a dis-
tribuer les produits sanguins labiles.

Le texte précise également les modalités de
transfert des données, de la vérification de
leur intégrité et 1’archivage des transmis-
sions.
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AFSSAPS
AHAI
ANAES

BFI

CEC
CGR
CMV
CNRGS
CPA
CPS
CQI
Cr51

DAT

DTT

EDC
EFS

HEMPAS

HFM
HLA
HPN

IAT

IFM
IgA
IgG
IgM
ISBT

Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des produits de Santé.
Anémie Hémolytique Auto-Immune.
Agence Nationale d’ Accréditation et d’Evaluation en Santé.

Solution de Basse Force Ionique ou LISS.

Circulation Extra-Corporelle.

Concentré de Globules Rouges.

CytoMégaloVirus.

Centre National de Référence pour les Groupes Sanguins.
Concentré de Plaquettes d’ Aphérese.

Concentré de Plaquettes Standard.

Controle Quotidien Interne (ou Contrdle de Qualité Interne).
Chrome 51.

Direct Antiglobulin Test ou Test de Coombs Direct ou Test Direct a
I’antiglobuline.

DiThioTréitol.

Epreuve Directe de Compatibilité.
Etablissement Francais du Sang.

Hereditary Erythroblastic Multinuclearity with a Positive Acidified
Serum.

Hémorragie Foeto-Maternelle.
Human Leukocytes Antigens ou Antigenes d’Histocompatibilité.
Hémoglobinurie Paroxystique Nocturne.

Indirect Antiglobulin Test ou Test de Coombs Indirect ou Test indirect a
I’antiglobuline.

Incompatibilité Foeto-Maternelle.
Immunoglobines A.

Immunoglobines G.

Immunoglobines M.

International Society of Blood Transfusion.
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LDH
LISS
LLC
LNH

MCP
MDS

PEG
PFC
PSL
RAI

SA

LacticoDesHydrogénase.

Low Ionic Strenght Solution ou Solution de Basse Force Ionique (BFI).
Leucémie Lymphoide Chronique.

Lymphome Non Hodgkinien.

Meélange de Concentrés de Plaquettes.
MyeloDysplastic Syndrome ou Syndromes myélodysplasiques.

PolyEthyleneGlycol.
Plasma Frais Congelé.
Produits Sanguins Labiles.

Recherche d’ Anticorps Irréguliers.

Semaines d’Aménorrhée.
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N NOMENCLATURE DES GROUPES SANGUINS s

La nouvelle nomenclature des groupes sanguins est numérique. Nous indiquons ci-apres quelques
exemples non exhaustifs de correspondance entre I’ancienne et la nouvelle nomenclature ainsi que la
facon d’exprimer les antigénes et les phénotypes selon cette derniere.

Anciennne nomenclature Nouvelle nomenclature Antigenes (ou groupes) usuels

ABO ABO ABO: 1, 3 (ex groupe A)

ABO: 2, 3 (ex groupe B)

ABO: 1, 2, 3 (ex groupe AB)

ABO : -1, -2, -3 (ex groupe O)

Rhésus RH RHI1 (ex D)

RH2 (ex C)

RH3 (ex E)

RH4 (ex ¢)

RHS5 (ex e)

RH:1,2,-3,4,5 (ex D+ C+ E-c—e+)
RH:-1,-2,-3,4,5 (ex D-C-E~c+e+)
Kell KEL KELI1 (ex Kell)

KEL2 (ex k ou Cellano)

KEL3 (ex Kpa)

KEL4 (ex Kpb)

KEL : -1, 2, -3, 4 (ex K- k+ Kpa— Kpb+)
Duffy FY FY1 (ex Fya)

FY2 (ex Fyb)

FY : -1, 2 (ex Fya— b+)

FY : 1, -2 (ex Fya+ b-)

FY : -1, -2 (ex Fya— b-)

Kidd JK JK1 (ex Jka)

JK2 (ex Jkb)

MNSs MNS MNSI1 (ex M)
MNS2 (ex N)
MNS3 (ex S)
MNS4 (ex s)

Lewis LE LE: 1, -2 (ex Lea+ b-)
LE : -1, 2 (ex Lea— b+)
LE: -1, -2 (ex Lea— b-)
Lutheran LU LU : -1, 2 (ex Lua— b+)
LU : 1, 2 (ex Lua+ b+)
LU: 1, -2 (ex Lua+ b-)
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Nous indiquons également des exemples de phénotypes rares (tableau du CNRGS)

PHENOTYPES ERYTHROCYTAIRES RARES : NOMENCLATURES

NOMENCLATURE INTERNATIONALE ANCIENNE NOMENCLATURE
AG PNI Ag public ?

ASS AC Association anticorps

CO:-1,2 Co(a—b+)

CO:-1,-2 Co(a—-b-)

COST : -1 COST-

DI: 1,-2 Di(a+b-)

DO: -1,-2,-3,4,-5

Doa-b—Gya—-Hy—Joa—

DO : -1,W2,W3,-4,-5

Doa-bwGyawHy-Joa—

DO : W1,W2,3,W4,-5 DoawbwGya+HywJoa—
Fy:-1,-2 Fy(a-b-)
GE:-2,-3 Ge-1-2-3
GE:-2,3 Ge—1-2+3
GLOB: -1,-2 Tja—

GLOB : -1,2,P1+ Pk1

GLOB : -1,2,P1- Pk2

H:-1 BOMBAY1
H: Wi BOMBAY?2
1:-1,2 I-

JMH- JMH- (AC = 1gG4)
JMHVAR JMH-
JK:-1,-2 Jk(a—b-)
JRA- Jra—

KEL: -2 CELLANO-
KEL : 4 Kpb-

KEL : -5 KO

KEL : -7 Jsb—

KEL PARA Para K

KN: -1 Kna—

KN: -3 McCa-

KN: -4 Sla—

KN: -5 Yka-

LAN- Lan—
LU:-1,W2 Lu(a—b—)Fe+
LU:-1,W2 Lu(a-bW)
LU:-1-2 Lu(a-b-)
LU:1-2 Lu(a+b-)
LU:-13 Lu-13

LU PARA Para Lu

32

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



NOMENCLATURE INTERNATIONALE ANCIENNE NOMENCLATURE
LW :-57 LW(a-b+)
LW :-5-7 LW(a—b-)
MC LEOD Mac leod
MNS : -3,-4,w5 S—s—BONTE
MNS : -3,-4,-5 S—s-U-
MNS : -3,-4,W5 S—s+UW
MNS : 3,-4,W5 S—s-UW
MNS : 3,4,W5 S+s+UW
RH:-1,-2,-3,-4,-5 —— -
RH:-1,-2,34,-5 ddccEE
RH:-1,2,-3,-4,5 ddCCee
RH:-1,2,3,-4,-5 ddCCEE
RH: -1,2,3,-4,5 ddCCEe
RH:-1,2,3,4-5 ddCcEE
RH:1,-2,-3,-4,-5 D--/D--
RH:1,-2,-3,4-5 Dc—/Dc—
RH:1,2,3,-4-5 DCCEE

RH:pl,-2,3,4,-5

DpccEE(Dp=D PARTIEL)

RH: pl,2,-3,4.5

DpCCee(Dp=D PARTIEL)

RH: -8,9,-51 Ccw-Cx
RH: 8,-9,-51 CW4,C*-
RH : 8,9,-51 CW4,C*+
RH:-19 hrs—

RH : -31 hrb—

RH MOD Rhmod
RH : 32,46 RN
SC:-1,2 Sc—1
SC:-1,-2 Sc—-1-2
VEL- Vel-1-2
YT:-1,2 Yt(a—b+)
WJ- Wj
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B INTRODUCTION

Le systeme de groupe sanguin ABO est sans aucun doute le plus important du fait de son
implication en transfusion sanguine et pour la transplantation d’organe.

C’est a Karl Landsteiner que I’on doit attribuer le mérite de la découverte des groupes sanguins,
al’age de 32 ans. Le 23 mars 1900, il publie dans le « ZentralBlatt fiir Bakteriologie » une tres
courte communication dans laquelle il affirme que « le sérum des personnes saines agglutine,
non seulement les globules rouges d’animaux (hétéro-agglutination) mais également des
globules rouges d’autres personnes (iso-agglutination). » En 1901, il répartit le sang en trois
groupes (1, 2 et 3) en fonction des réactions d’agglutination observées en testant le sérum et les
globules rouges de sujets de son laboratoire. Les globules rouges des individus de groupe 1 ne
sont pas agglutinés par les sérums d’individus de groupe 2 ou 3 ; par contre son sérum agglutine
les hématies de groupe 2 et 3. Les hématies des individus de groupe 2 sont agglutinées par les
sérums des sujets de groupe 1 et 2 ; leur sérum agglutine les hématies du groupe 3. Enfin les
hématies des individus du groupe 3 sont agglutinées par le sérum des individus de groupe 1 et
2 ; leur sérum agglutine les hématies du groupe 2. Les groupes A, B et O étaient découverts.
L’année suivante, ses collaborateurs, Decastello et Von Sturli, continuant ces travaux, identifient
un quatrieme groupe sanguin (groupe 4 = groupe AB). Les hématies des individus de ce
groupe sont agglutinées par les sérums des sujets de groupe 1, 2 et 3. Par contre leur sérum ne
semble pas contenir de substances agglutinantes. Ces découvertes devaient marquer le début
des connaissances modernes sur les groupes sanguins.

Le systeme de groupe sanguin ABO présente deux caractéristiques qui sont a 1’origine des
méthodes de groupage sanguin et expliquent son réle important en transfusion et
transplantation :

*la présence constante d’anticorps « naturels » anti-A et anti-B correspondants aux
antigenes absents des globules rouges.

* les antigenes ABO ne sont pas de simples antigénes de groupe sanguin érythrocytaire
mais leur présence dans la plupart des tissus et liquides biologiques en fait de véritables
antigenes tissulaires.

La nature biochimique de ces antigenes est aujourd’hui bien connue : ce sont des sucres
situés sur la partie terminale d’oligosaccharides reliées a des protéines ou des lipides. Les
antigenes sont construits grace a I’action d’enzymes spécifiques : les glycosyl-transférases
A et B. Ce systeme ne peut étre compris que s’il est étudié en association avec d’autres :
le systeme H (anciennement Hh-Sese) et le systeme LE (Lewis).

Le gene ABO est situé sur la chromosome 9. Les genes H, Se et Le sont quant a eux
localisés sur le chromosome 19.
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®m 1. LES 4 PRINCIPAUX PHENOTYPES ABO

Selon la nomenclature internationale le systeme ABO est le 001. Il comprend 4 antigenes
principaux : les antigenes A (001), B (002), AB (003) et A1 (004).

Le systeme ABO se caractérise par :
— la présence ou I’absence des antigenes A et/ou B a la surface des globules rouges,
— et la présence ou I’absence d’agglutinines « naturelles » anti-A et/ou anti-B dans le plasma.

Cette double caractéristique est a la base des techniques de détermination des groupes
sanguins ABO qui repose sur I’étude de ces deux propriétés. Un groupage sanguin
comporte donc deux étapes : la recherche des antigenes érythrocytaires a I’aide de sérums-
tests monoclonaux anti-A, anti-B, anti-A, B et la recherche des anticorps plasmatiques a
I’aide d’hématies-tests Al et B. La concordance entre ces deux épreuves est impérative.
Au moins une de ces hématies doit étre de phénotype RH:—1.

Des échantillons de contrdle (CQI ou contrdles de qualité internes) sont rendus
obligatoires par arrété du 26 avril 2002 modifiant I’arrété du 26 novembre 1999 relatif a la
bonne exécution des analyses de biologie médicale, afin de garantir la réalisation du
groupe ABO.

Il s’agit au minimum :

d’un échantillon de groupe A,

d’un échantillon de groupe B,

d’un échantillon de groupe O.

La définition du groupage ABO est désormais indissociable du phénotypage RH1 (Rh D)
du systeme RH et sa réalisation indissociable du phénotype RH KELI1.

Les quatre phénotypes principaux se déduisent de facon simple
selon les regles édictées plus haut.

Groupe sanguin Antigene sur le globule rouge Anticorps du plasma % en France
A A anti-B 45 %
B B anti-A 9 %
(0] ni A, ni B anti-A et anti-B 43 %
AB AetB ni anti-A ni anti-B 3%

La présence ou I’absence des antigenes A ou B a la surface des hématies est sous la
dépendance de trois genes (voir chapitre sur la génétique) :

—le géne A qui induit la syntheése de 1’antigene A,

— le géne B qui induit celle de 1’antigene B,

— le géne O qui ne modifie pas la substance de base H.
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La transmission héréditaire de ces genes obéit aux lois de Mendel. Ces genes A, B et O sont
des alleles, ils sont situés sur un méme locus chromosomique et ils s’excluent toujours lors
de la méiose. Le groupe sanguin de tout individu dépend donc de la présence de deux de
ces trois alleles A, B et O. Les genes A et B sont codominants, ils s’expriment au niveau du
phénotype. Le géne O est quant a lui « récessif » par rapport aux génes A et B.

Phénotype Génotype
A A/A OU A/O
B B/B OU B/O
0] 0/0
AB A/B

Ainsi aux phénotypes O et AB, correspond un seul génotype. Pour les groupes A et B, le
phénotype peut étre différent du génotype. En effet, si les hématies d’un individu sont
agglutinées par 1’anticorps anti-A et lui seul, elles sont dites de groupe A mais cela
n’indique pas si au niveau du génome, il y a deux genes A ou simplement un gene A
associé a un gene O.

Reégles de compatibilité transfusionnelle

Du fait de la présence des anticorps naturels réguliers anti-A et/ou anti-B il convient de
tenir compte de ce groupe des la premiere transfusion.

Il ne faut jamais transfuser du sang possédant 1’antigéne correspondant a I’anticorps du
receveur. En cas d’incompatibilit¢ ABO entre les hématies du donneur et les anticorps du
plasma du receveur, I’accident gravissime ne peut €tre €vit€. Si on injecte par exemple a un
sujet B, qui possede un anti-A, des concentrés globulaires A, 1’anticorps naturel du receveur se
fixera sur les globules rouges transfusés et les détruira. Le sang injecté est dit incompatible.

a- Les transfusions isogroupes (Donneur et Receveur de méme groupe) sont toutes
compatibles.

b- Les concentrés globulaires O peuvent étre transfusés indifféremment a des sujets A, B
ou AB puisque les hématies O sont dépourvues des antigenes A et B. Les sujets du
groupe O sont dits donneurs universels.

Dans cette regle de compatibilité transfusionnelle, on ne tient pas compte de 1’anticorps
du donneur qui apporté en tres faible quantité par le concentré globulaire, est dilué dans
la masse sanguine du receveur et adsorbé sur les antigenes ABO exprimés au niveau des
cellules endothéliales vasculaires.

Cette regle souffre cependant d’exceptions :

— lors de transfusions massives et non isogroupes (ex. sang O a un sujet A), il est possible
que I’anticorps du donneur alors apporté en quantité tres importante vienne détruire les
hématies du receveur.

— le donneur universel dangereux. Le sujet O, appelé donneur universel, peut posséder dans
certains cas, un anticorps immun, anti-A le plus souvent, qui est dangereux pour le
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receveur A ou AB. Le sang de ces sujets, ne peut donc étre transfusé qu’a des receveurs
1sogroupes, c¢’est-a-dire des sujets de groupe O. Cette notion était surtout valable dans le
cas de transfusion de sang total qui n’est plus réalisée actuellement. Dans le cas de
transfusion de concentrés globulaires, le risque est quasi inexistant.

0
.

Les regles de compatibilité ABO dans le cadre de la transfusion de plasma sont 1’inverse
de celles de la transfusion de concentrés globulaires.

m II. LES SOUS-GROUPES A1l ET A2

Tres rapidement un premier niveau de complexité a été rapporté a propos du phénotype A.
Le phénotype Al est retrouvé chez 80 % des sujets A et le phénotype A2 chez 20 %. Le
phénotype A1 se caractérise par la présence de 1’antigene A1 qui peut étre mis en évidence
par des réactifs comme la lectine Dolichos biflorus. Les hématies de phénotype A2 ne
possedent pas I’antigeéne A1 et on peut parfois mettre en évidence dans le plasma de sujets
de phénotype A2 ou A2B, un anti-A1 naturel irrégulier. Il s’agit d’un anticorps froid de
faible titre. Inversement les sujets de phénotype Al ou A1B peuvent présenter dans leur
plasma une agglutinine naturelle et irréguliere de spécificité anti-H sans conséquence sur
le plan transfusionnel.

En pratique le nombre de sites antigéniques A chez les sujets de phénotype A1 (1 000 000)
est beaucoup plus €élevé que chez les sujets de phénotype A2 (environ 200 000). 11 en
résulte des intensités de réactions souvent plus faibles avec les hématies-tests A2 qu’avec
les hématies-tests Al.

En fait les différences ne sont pas seulement quantitatives mais également qualitatives et
reposent sur des bases moléculaires différentes.

La distinction pratique entre ces deux phénotypes n’a aucun intérét sur le plan
transfusionnel ou obstétrical.

Enfin certains sujets peuvent présenter un phénotype intermédiaire dans lequel les

hématies sont agglutin€es plus faiblement, a la fois par les réactifs anti-H et anti-Al : A,

Phénotype Anti-A Anti-H
A, +++ -
A, - 4+
A, ++ ++
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m III. LES PHENOTYPES RARES ABO

II1.1- Les variants génétiques

II1.1.1- Groupes A ou B faibles

De rares individus présentent des phénotypes particuliers caractérisés par la faible
expression des antigenes A ou B a la surface des hématies. On peut également identifier
dans le plasma de ces individus des agglutinines naturelles anti-A, ou anti-B. Ces faits
peuvent étre a 1’origine de difficultés de groupage. Sur la base des réactions sérologiques,
une classification a €té €tablie. Ainsi ont €t€ décrits les phénotypes A,, A ,A_ , A , Ay, A,
B,, B, B, Bel.... Les principales caractéristiques s€rologiques des phénotypes A et B
faibles les plus fréquents sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Phénotype Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-H Hématie B Hématie A, Hématie A,
A, ++/— — ++/— +++ +++ + ou — -
A, (+) — + e+t +++ + -
A, (+)/— - (+)/— +++ +++ + ou — —

A — — — e+ +++ - -
A, —~ —~ - +++ +++ +++ ++ ou —
A — — - +++ +++ - -
B, —~ ++/— ++/— +++ - +++ ++
B, — (+) (+) o+t + ou — +++ ++
Bel — —~ —~ +++ + ou — +++ ++
Bm —~ —~ — o+t —~ +++ ++
++/— ou +/— = double population ; (+) = tres faible agglutination.

Caractéristiques sérologiques de certains phénotypes A ou B faibles

Les données moléculaires accumulées depuis 1990, montrent 1’extréme hétérogénéité de
ces groupes « faibles » et cette classification n’a plus qu’un intérét didactique. Sur le plan
transfusionnel elle n’a également aucun intérét. Il s’agit dans tous les cas de sujets de
groupe A, mais en cas de transfusion, il est classique de leur transfuser des concentrés
globulaires de groupe O et du plasma de groupe A.

II1.1.2- Les phénotypes cis-AB

En 1924, Bernstein proposait un mode de transmission des groupes sanguins ABO a partir
de 3 genes alleles (deux alleles codominants A et B et un allele silencieux O). Aucune
exception a ce mode de transmission n’a été rapportée jusqu’en 1964 ou Seyfried met en
évidence le phénotype cis-AB. Les individus possédant un phénotype cis-AB, sont
caractérisés par un mode non classique de transmission des caracteres A et B exprimés a
la membrane de leur globules rouges. Les caracteres A et B ne sont pas transmis comme
deux alleles indépendants mais comme un seul allele appelé « cis-AB ». L’incidence du
phénotype cis-AB est tres faible ; méme dans la population japonaise ou le pourcentage
de sujets cis-AB parmi les sujets de phénotype AB a été décrit comme étant plus élevé que
dans les populations caucasiennes, il est tres bas (0.012 %). Le phénotype cis-AB est
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hétérogene et sur la base des réactions sérologiques, trois phénotypes principaux ont été
décrits : cis-A B,, cis-A,B, and cis-A,B.

Le phénotype cis-AB le plus fréquent est le cis A,B, caractérisé par :

* un antigene A dont la réactivité est €gale a celle d’un A B classique

* un antigene B tres affaibli

* un exces important d’antigene H

* un anti-B faible dans le plasma

* la présence dans la salive des sujets sécréteurs de substance A et H en quantité normale
et de substance B mise en évidence seulement en utilisant les propres hématies du sujet.

Ce phénotype se différencie du phénotype B acquis par I’exces d’expression de 1’antigene
H et par la présence d’un anti-B faible dans le plasma.

1I1.1.3- Les phénotypes B(A) et A(B)

Entre 1986 et 1989, Beck et col. démontrent que les hématies d’environ 1 % des sujets B
préalablement groupées a 1’aide de réactifs polyclonaux, sont agglutinées par un anticorps
monoclonal puissant anti-A. Ce phénotype est appelé B(A). Le phénomene est du au fait
qu’une enzyme B puissante ajoute de grandes quantités de D-galactose a la substance H
préformée mais également de petites quantités de N-acétyl-galactosamine.

De facon contraire, le phénotype A(B) a ét€¢ é€galement mis en évidence a [’aide
d’anticorps monoclonaux puissants anti-B. Chez certains sujets préalablement groupés A
a I’aide de réactifs polyclonaux, une faible réactivité des hématies est observée avec le
réactif monoclonal anti-B.

Ces deux phénotypes démontrent que les transférases codées par les genes A et B ont des
spécificités qui se « superposent » partiellement.

I11.2- Les phénotypes rares acquis

I11.2.1- Le phénotype B acquis

Ce phénotype acquis s’observe chez des sujets de phénotype A, le plus souvent dans un
contexte d’infection digestive dans le cadre d’un cancer colique. Lors du groupage
sanguin, on met en évidence une faible agglutination (image de double population) des
hématies avec les réactifs anti-B. Ce phénomene était classiquement observé avec les
réactifs anti-B polyclonaux. Il n’est aujourd’hui pratiquement plus mis en évidence du fait
de I’utilisation des anticorps monoclonaux. Les clones anti-B doivent en effet étre
sélectionnés pour ne pas reconnaitre ce phénomene.

Ceci est parfaitement expliqué sur le plan biochimique : ’action d’une désacétylase
produite par le germe responsable de I’infection transforme la N-acétyl-galactosamine
(épitope A) en galactosamine, qui est tres proche du galactose (épitope B).

Ce phénomene est transitoire et ne dure que le temps de la vie des globules rouges ayant
subi I’action de la désacétylase.

Dans des cas plus rares, un autre mécanisme pourrait expliquer le phénotype B acquis.
Certains types de bactéries produisent des lipopolysaccharides qui présentent des
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structures B-like. L’adsorption passive de telles structures sur la membrane des hématies
entrainerait un phénotype B acquis. Ce phénomene démontré in vitro, n’a toutefois jamais
été prouvé in vivo.

I11.2.2- Le phénotype A acquis

Berman a montré en 1992, que des hématies polyagglutinables de type Tn se comportent
comme ayant un antigene A. En effet, le sucre immunodominant du phénomene Tn est une
N-acétyl-galactosamine.

I11.2.3- Les modifications antigéniques au cours de pathologies malignes

De nombreuses études ont démontré que les cellules de nombreux tissus qui expriment
normalement les antigenes ABH, peuvent perdre partiellement cette expression quand un
processus malin se développe dans ces tissus. On observe fréquemment ce phénomene
chez des patients atteints de pathologies hématologiques.

Inversement et plus rarement, certains sujets de groupe B ou O peuvent présenter au
niveau de leurs cellules malignes un antigene A like.

m IV. LES ANTICORPS DU SYSTEME ABO

Les anticorps anti-A et anti-B sont régulierement présents chez tous les individus
dépourvus de I’antigene correspondant. Ils sont classiquement dénommés « naturels et
réguliers ». En fait ils sont produits lors de la petite enfance en réponse a des stimulations
immunologiques environnementales et aux antigénes A ou B exprimés par les bactéries de
la flore intestinale.

Des anticorps « immuns » anti-A ou anti-B peuvent également apparaitre a la suite de
stimulations supplémentaires.

Les anticorps naturels et immuns ont des caractéristiques physiques différentes qui
permettent de les distinguer.

IV.1- Anticorps anti-A, anti-B et anti-A, B « naturels »

Ce sont les anticorps réguliers anti-A des sujets B, anti-B des sujets A et anti-A,B des
sujets O. Certains anticorps sont de type irréguliers : ce sont par exemple ’anti-A1 des
sujets A2, A2B, ou A faibles et I’anti-H des sujets Al et A1B. Leur production est liée a
la réponse primaire de I’organisme dirigé contre des antigenes A ou B portés par les
bactéries saprophytes de la flore intestinale ou diverses substances de I’environnement.

Ces anticorps naturels ont les propriétés suivantes :
* ils sont spontanément agglutinants en milieu salin,
* leur optimum thermique est a + 4°C.,

* ils peuvent étre neutralisés par des substances de groupes A ou B solubles,
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* ils n’ont pas de pouvoir hémolysant,
e ils sont thermolabiles (10 min a + 70 °C.),
¢ ils sont composés essentiellement d’IgM, mais aussi d’IgG voire d’IgA.

Les anticorps anti-A ou anti-B apparaissent habituellement entre le 3¢ et 6° mois de vie et
leur concentration atteint un maximum vers 1’age de 10 ans. La concentration des
anticorps anti-A ou anti-B est diminuée dans certaines pathologies (Waldenstrom,
LLC,...) et augmentée dans certaines anémies hémolytiques auto-immunes, les cirrhoses
éthyliques, ou certaines hépatites chroniques actives.

IV.2- Anticorps anti-A ou anti-B immuns

* [Is peuvent résulter d’une allo-immunisation par grossesse ou exceptionnellement d’une
transfusion incompatible. Cependant le plus souvent, ils sont le fruit d’une hétéro-
immunisation a la suite du contact de 1’organisme avec des substances d’origine animale
ou bactérienne.

Ces anticorps immuns sont inconstants et ont les propriétés suivantes :
* ils ne sont pas spontanément agglutinants en milieu salin,

* leur activité est conservée a + 37 °C,

* ils sont difficilement neutralisables par des substances solubles,

¢ ils résistent au traitement par la chaleur 10 min a + 70 °C,

¢ ils sont hémolysants,

* ils sont constitués essentiellement d’IgG.

Ces anticorps immuns, a la différence des précédents sont capables de franchir la barriere
placentaire et peuvent donc étre impliqués dans des problemes d’immunisation fceto
maternelle.

IV.3- Auto-anticorps anti-A et anti-B

Quelques cas d’auto-anticorps anti-A et anti-B de nature IgM ont été décrits.
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B INTRODUCTION

Les antigénes ABH sont des antigenes ubiquitaires retrouvés non seulement a la surface
des globules rouges, mais aussi dans la plupart des tissus et liquides biologiques de
I’organisme. L’expression des antigenes A ou B nécessite d’abord 1’intervention d’autres
glycosyltransférases que A ou B. Les genes H et SE codent la méme enzyme : une ol-
2fucosyltransférase. Suivant le type de cellules, c’est I’un ou I’autre de ces 2 génes qui
intervient (voir biochimie). Ces deux genes sont situés sur le chromosome 19 et sont donc
indépendants du locus ABO. Il y a 4 haplotypes : HSE et Hse courants et hSE et hse
exceptionnels.

Les antigenes ABH sont présents dans les liquides biologiques de 80 % des sujets qui
possedent le gene SE tandis que 20 % possedent en double dose le gene amorphe se et sont
donc non sécréteurs.

L’enzyme H quant a elle, est présente en particulier dans les globules rouges, la moelle
osseuse, les lymphocytes et les glomérules rénaux.

W 1. LES ENZYMES 01-2FUCOSYLTRANSFERASES ET L’ ANTIGENE H

Que ce soit I’enzyme codée par le gene H (FUT2) ou le gene SE (FUT3), elles permettent
la fixation d’un fucose sur le carbone 2 d’un dissacharide précurseur, lui méme
appartenant a une glycoprotéine ou un glycolipide. C’est la fixation de ce fucose qui crée
I’antigéne ou la substance H. Cette étape biochimique est indispensable pour que les
enzymes A ou B puissent agir a leur tour. A la suite de I’action de ces dernieres enzymes
I’antigene H sera donc en partie ou presque totalement transformé.

La substance H sera donc identifiable sur tous les globules rouges (sauf ceux des sujets H
déficients). Tous les réactifs anti-H agglutinent les hématies des sujets quelque soit leur
groupe ABO. L’intensité des réactions observées sera toutefois variable et décroit dans
I’ordre suivant : O >A, > B > A B > Al > A B.

De facon parallele la quantité de substance H mise en évidence par des réactions
d’inhibition de 1’agglutination dans la salive de sujets sécréteurs décroit des sujets de
groupe O a A B.

Groupe sanguin ABO Substances solubles dans les sécrétions
A A+H
B B +H
AB A+B+H
0} H
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®m II. LES PHENOTYPES H DEFICIENTS

Pendant longtemps on a cru que les génes H et Se étaient monomorphes et que I’enzyme
H était fonctionnelle dans les globules rouges de tous les sujets. En 1952, Bhende décrit
chez un sujet indien, un phénotype ABO particulier caractérisé par I’absence d’antigene
A, B, et de substance H sur les globules rouges et la présence dans son plasma d’anti-A,
d’anti-B et surtout d’un anti-H trés puissant. Ce phénotype a été appelé Oh ou Bombay.
Cette découverte est importante sur le plan théorique et a des répercussions capitales en
pratique transfusionnelle. En effet, le sujet Bombay est un « receveur dangereux » qui ne
peut recevoir que du sang identique au sien.

Il a été ensuite démontré que plusieurs types de phénotypes déficients existent et on
distingue :

— les phénotypes H déficients non sécréteurs : h/h se/se,

— les phénotypes H déficients sécréteurs : h/h SE.

I1.1- Les phénotypes H déficients non sécréteurs h/h se/se

Ils sont caractérisés par 1’absence d’antigene H au niveau des hématies et des sécrétions
et par la présence dans le plasma d’anti—H.

On distingue les H nuls et les H faibles :
- les H nuls d’origine indienne ne possedent pas du tout d’antigene H,

- les H faibles d'origine européenne possedent un peu de substance H érythrocytaire
décelable par fixation-élution d'anti-H de H nul d'origine indienne,

- les Ah, Bh et ABh : les H faibles qui possedent les génes A ou B voient leur faible
quantité d'antigene H transformée en A ou B. Dans leur plasma, on trouve un anti-H
identique a celui des H nuls.

I1.2- Les phénotypes H déficients sécréteurs h/h SE

Ils sont caractérisés par l'absence d'antigene H érythrocytaire mais la présence de
substance H dans les sécrétions. Dans le plasma, on peut déceler un anti-HI de tres faible
intensité.

m III. LES ANTICORPS ANTI-H

Les anticorps anti-H observés chez les sujets A; ou A B non sécréteurs sont une
agglutinine froide sans danger sur le plan transfusionnel. Par contre 1’anti-H des sujets
Bombay ou des sujets Ah ou Bh est actif a + 37 °C, le plus souvent hémolysant et tres
dangereux sur le plan transfusionnel.

Enfin on peut mettre en évidence des anticorps anti-HI en général peu dangereux sur le
plan transfusionnel. L’ anti-HI reconnait toutes les hématies OI1 (OI+) mais ne reconnait
pas les rares sujets OI2 (OI—) ou déficients en antigéne H ni les hématies de cordon. Il
n'est pas inhibé par la salive des sujets sécréteurs de substances ABH. On l'observe chez
la plupart des Bombay sécréteurs et quelques sujets A ou A B sécréteurs. Ces anti-HI sont
peu puissants et n'ont que rarement une conséquence sur le plan transfusionnel.
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Les voies de syntheése biochimique des antigenes ABH et LE ont été progressivement
comprises a partir des années 50 essentiellement a la suite des travaux des équipes de
Kabat et de Morgan et Watkins.

Les déterminants antigéniques ABH sont des carbohydrates terminaux se fixant sur des
structures oligosaccharidiques qui sont portées par des glycosphingolipides solubles, des
oligosaccharides libres solubles, et des structures membranaires. Parmi ces structures
membranaires, on trouve des protéines intégrales de la membrane, et des glycolipides
associés a la membrane. Ainsi les études biochimiques ont permis de démontrer que
80 % des déterminants ABH de la membrane du globule rouge sont associés avec la
bande 3 (une protéine ayant un rdle de transporteuse d’anion). La synthese des
molécules ABH (et LE) fait intervenir plusieurs genes distincts qui codent tous pour
des glycosyltransférases agissant de facon séquentielle pour catalyser la synthese de
ces déterminants.

Les molécules ABH et LE ne sont donc pas les produits primaires des genes ABO, H, SE
ou LE. Les produits de ces genes sont des enzymes : les glycosyltransférases.

La compréhension de la biosynthese des antigenes A ou B est étroitement liée a celle de la
biosynthese de 1’antigene H sous I’action du géne H ou SE. En effet, I’avant-derniere étape
de cette synthese aboutit au déterminant H qui, suivant le cas, est catalysé par une al
fucosyltransférase codée par le gene H ou SE.

Il existe en fait différentes enzymes capables de fixer un fucose (au moins
7 fucosyltransférases décrites) qui agissent sur au moins 6 disaccharides précurseurs dont
4 sont communs.

*Type I = o Gal 1 » 3 GIcNAcl » R

e Type II = o Gal 1 » 4 GlcNAcl » R
*Type Il = a Gal 1 » 3 GalNAcl » R
* Type IV = a Gal 1 » 3 GalNAcl » R

Ces disaccharides précurseurs sont couplés a un « carrier » (porteur) ». Ils peuvent étre
suivant les cellules et les tissus des carbohydrates, des glycolipides ou des glycoprotéines
de différentes tailles.
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Les précurseurs de type I et I sont trouvés a la terminaison d’oligosaccharides liés par une
liaison —N ou —O a des protéines ou a des lipides. Le type de précurseur varie suivant les
tissus : Le précurseur de type I est « classiquement » seulement synthétisé dans les tissus
de I’endoderme (cellules épithéliales digestives, urinaires, respiratoires et certaines
cellules exocrines) et donc trouvé avec les molécules ABH fixées sur les protéines et les
lipides des sécrétions et fluides de I’organisme. Le précurseur de type II est trouvé dans
des tissus dérivant du mésoderme et en particulier les érythrocytes ou de 1’ectoderme
comme 1’épiderme.

Le précurseur de type I1I est limité a des oligosaccharides liés en —O, a des glycoprotéines
exprimées par des cellules épithéliales et a des glycolipides de la membrane du globule
rouge. Le précurseur de type IV est un composant de glycolipides de la membrane du
globule rouge et de certains organes solides comme le rein.

Tous ces précurseurs sont utilis€s comme substrat pour des réactions de transglycosylation
catalysées par des o(l,2)fucosyltransférases. Ceci entraine la fixation d’un fucose
sur le C2 du galactose et aboutit au déterminant H. Il y a au moins deux
o(1,2)fucosyltransférases : I’'une est le produit du gene H et I’autre du gene SE. Ces deux
enzymes se différencient par leur affinit€é pour leur substrat. La fucosyltransférase H
utilise les précurseurs de type II et IV et donne la substance H de type 2 et 4. La
fucosyltransférase SE utilise les précurseurs de type I et III et aboutit aux substances H de
types 1 et 3.

Apres D'action des fucosyltransférases, peuvent intervenir les glycosyltransférases
codominantes permettant la fabrication des déterminants A et B. L’allele A code pour une
o(1,3)Nacétyl-galactosaminyltransférase. L’allele B pour une o(1,3)galactosyltransférase.
Un schéma simplifié de biosynthese est présenté figure 1.

Donc schématiquement suivant le précurseur utilisé on pourra avoir des antigenes ABH de
4 types principaux :

* De type 1 = trouvé dans les sécrétions, le plasma et les cellules épithéliales et des
antigenes adsorbés a partir du plasma sur les globules rouges.

* De type 2 = les chaines ABH de type 2 constituent les structures principales ABH
des globules rouges. On les trouve souvent sous formes branchées sur les
glycosphingolipides.

* De type 3 : ces déterminants sont li€s par le biais de la N-acétyl-galactosamine a une
sérine ou une thréonine de polypeptides. Ce type n’est pas retrouvé au niveau des globules
rouges mais dans de tres nombreux autres tissus. Leur expression est controlée par le gene
SE. Un autre type de chaine ABH de type 3, trouvé au niveau des globules rouges résulte
de I'extension de I’antigene A de type 2. Cette extension se fait par action d’une
o(1,3)galactosyltransférase qui rajoute un galactose formant un précurseur de type 3.
L’enzyme H agit formant un déterminant H de type III, qui peut étre utilisé par la
transférase Al et non par la transférase A2. Ce déterminant répétitif A est caractéristique
du phénotype Al.
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Figure : Schéma simplifié de la biosynthese des antigenes ABH
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I SYSTEME LE ISBT 007 s
(anciennement Lewis)

cAH|EER BIOFORMA

® INTRODUCTION

Mourant met en évidence en 1948, un anticorps reconnaissant un antigéne présent chez
20 % des sujets testés (anti-Le* ou anti-LE1). Deux ans plus tard, Andersen identifie un
anticorps (anti-Le® ou anti-LE2) reconnaissant la grande majorité des sujets négatifs avec
le premier anticorps.

Ces découvertes permettent a I’époque de définir trois phénotypes érythrocytaires

elLE: 1, —2

*LE: —1,2

*LE: —1, -2

Le systeme LE n’est pas un systeme de groupe sanguin au sens strict du terme mais un
systeme de sécrétion voire un systeme tissulaire. A la différence des enzymes ABH,
I’enzyme LE n’intervient pas au niveau des cellules hématopoiétiques. Cette transférase
produit essentiellement des substances de groupes solubles : des glycoprotéines dans la
salive et des glycosphingolipides dans le plasma. Ces dernieres sont adsorbées
secondairement sur la membrane du globule rouge du fait des échanges permanents des
glycosphingolipides ayant lieu entre le plasma et les membranes cellulaires. Ainsi il est

possible artificiellement de transformer des hématies LE : —1 en hématies LE1 en les
incubant avec du plasma de sujet LE1.

Il n’existe pas de phénotype érythrocytaire LE : 1, 2 chez I’adulte a I’inverse les antigénes
LE ne sont pas présents sur les hématies des nouveau-nés.

Enfin comme nous le verrons, tous les sujets LE : 1, —2 sont non sécréteurs de substances
ABH ; de méme les sujets LE : —1,2 sont tous sécréteurs de substances ABH. Le
phénotype LE est donc influencé par le phénotype sécréteur du sujet.

® [. GENETIQUE ET BIOCHIMIE

Le gene LE est situé sur le bras court du chromosome 19, tres pres du gene codant pour la
fraction C3 du complément. Ce gene est indépendant des genes ABO, Hh et SEse. Les
phénotypes LE sont toutefois liés aux antigenes de groupe ABO car I’enzyme produite par
le gene LE agit sur les mémes substrats que les glycosyltransférases A, B, H ou SE.

Le gene LE (FUT3), présent chez 90 % des sujets a été cloné et code pour une o(1-3) ou
(1,4) fucosyltransférase qui transfere un fucose sur le carbone 3 ou 4 de la aN-acétyl-
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glucosamine subterminale d’un précurseur. Il peut utiliser le substrat de type I, donnant
I’antigene LE1, mais également sur la substance H de type I pour créer le déterminant
LE2. L’antigene LE1 résulte donc de la fixation du fucose en 4 sur la alN-acétyl-
glucosamine d’un disaccharide précurseur. On comprend que cet antigéne ainsi que
I’antigéne LE2 ne peuvent étre « fabriqués » au niveau de I’érythroblaste puisque au
niveau du substrat de type II (présent dans 1’érythroblaste), le carbone 4 de la N-acétyl-
glucosamine est pris dans la liaison avec le C1 du galactose.

Le gene LE peut toutefois également agir au niveau du substrat de type II et créer par son
activité a(l, 3), I'antigene LE3 (Le*). Si il y a d’abord action de I’enzyme codée par le
géne H, on obtient I’antigéne LEY. Toutefois I’affinité de I’enzyme LE est beaucoup plus
importante pour le substrat de type I que sur le substrat de type II et en pratique dans le
plasma et sur le globule rouge, seuls les glycolipides LE1 et LE2 sont trouvés.

Ensuite peuvent agir les glycosyltransférases A ou B et donner ALE1...

m II. LES PHENOTYPES LE

I1.1- La substance LE1

Chez les individus possédant le gene LE :

—la cellule muqueuse des glandes salivaires fabrique et déverse dans la salive de la
substance LE1 sous forme glycoprotéinique,

— une cellule inconnue fabrique et déverse dans le plasma de la substance LE1 sous forme
glycolipidique qui s’adsorbe secondairement a la surface des globules rouges.

I1.2- La substance LE2 et le role du gene SE

Seuls les sujets qui possedent les geénes LE et SE fabriquent la substance LE2 qui est
retrouvée dans la salive, le plasma et sur les globules rouges. La salive et le plasma de ces
individus contiennent par ailleurs les substances H et LE1. Par contre, les globules rouges
sont dépourvus de substances LE1.

Ainsi, en fonction du génotype, les phénotypes chez les Caucasiens sont les suivants :

e [ Esese >LE:1,—2 20 %
* LESE >LE: - 1,2 70 %
eleleseseouleleSE ->LE:—1, — 2 10 %

m III. LES ANTICORPS ANTI-LE

Ce sont le plus souvent des anticorps naturels irréguliers. Ils sont de nature IgM et fixent
le complément. Certains d’entre eux ne sont mis en évidence qu’en utilisant le test indirect
a I’antiglobuline ou a 1’aide d’hématies traitées par les enzymes protéolytiques. On les
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observe chez 0,5 % des Caucasiens mais leur fréquence est plus élevée chez les Noirs et
les femmes enceintes. Ils sont produits par les sujets LE : —1, —2 de groupe A, Bou A B
essentiellement.

L’anti-LE1 est le plus fréquent ; il est souvent actif a + 37 °C et parfois hémolysant. Il est
élaboré par les sujets LE :—1, —2 sécréteurs.

L’ anti-LE2 est plus rare, et développé par les sujets LE :—1, —2 non sécréteurs. En fait, il
existe deux types d’anti-LE2 :

» L’anti-LebH (anti-LE4) : c’est le plus fréquent. Il ne reconnait que les hématies LE2 de
groupe O et A2 qui possedent beaucoup de substance H. Cet anticorps est inhibé par la
salive de tous les sujets sécréteurs de substance H.

* L’anti-LebL. : plus rare ; c’est en fait le véritable anti-LE2. Il reconnait toutes les
hématies LE2 quel que soit le groupe ABO. Il n’est inhibé que par la salive des sujets SE
et LE.

L’ anti-Lex (anti-LE3) est quant a lui, peu fréquent. Il est produit par les sujets AIB LE : —1,
—2 sécréteurs. Il agglutine toutes les hématies LE1 ou LE2 quel que soit leur groupe ABO.
Cet anticorps agglutine également les hématies de 90 % des nouveau-nés qui sont pourtant
LE: —1, — 2. Cet anticorps n’est pas un mélange d’anti-LE1 et d’anti-LE2, il reconnait
I’antigene LE3, qui est I’équivalent de I’antigene LE1, construit sur les chaines précurseurs
de type 2.

Autres Spécificités
—anti-LE5 (ALeb)
—anti-LE6 (BLeb)...

Le systeme LE n’a que peu d’intérét en pratique transfusionnelle. En effet seuls de rares
anti-LE]1, anti-LebL et quelques anti-LE3 sont hémolysants a + 37 °C. Ce sont les seuls
dont il faudra tenir compte.

Les anticorps du systeme LE ne sont pas impliqués dans la maladie hémolytique du nouveau
né car ils ne traversent pas la barriere placentaire et tous les nouveau-nés sont LE : —1, —2.
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La connaissance des bases moléculaires du polymorphisme ABH et LE connait une
progression tres rapide depuis 1990, date a laquelle 1I’équipe de Yamamoto a décrit
I’organisation du gene ABO.

Le géne ABO est sur le chromosome 9 (9q34.1-q34.2). 1l est constitué de 7 exons et
comprend environ 20Kb. La taille des exons varie de 28 bp a 688 bp pour I’exon 7. Il est
intéressant de noter que les exons 6 et 7 du gene ABO codent a eux seuls pour la plus
grande partie de la protéine enzymatique.

Les alleles A, et B ne different que par 7 mutations nucléotidiques dont quatre entrainent
un changement d’acide aminé aux codons 176, 235, 266 et 268 :

176 235 266 268
Allele A' arginine glycine leucine glycine
Allele B glycine sérine méthionine alanine

L’allele A? differe de I’allele A! par une mutation C467T (Prolinel56leucine), mais
également et sans doute surtout par une délétion d’une cytosine parmi 3 en position 1059
a 1061 qui entraine une extension du cadre de lecture de 64 nucléotides. La séquence
d’acides aminés est prolongée de 11 acides aminés (365 au lieu de 354).

Quant a I’allele O, I’élément fondateur essentiel est une délétion de la guanine en position
261 au sein de I’exon 6 qui entraine un décalage du cadre de lecture et 1’apparition d’un
codon stop prématuré. Ceci aboutit a une protéine tronquée de 117 acides aminés (au lieu
de 354), dépourvue du site catalytique. La tres grande majorité des alleles O possede cette
délétion en 261. Des alleles O plus rares ne la possedent pas. Un premier, présente deux
mutations ponctuelles au niveau des nucléotides 297, 526 et 802. Cette derniere mutation
(G802A), est responsable de 1’abolition de 1’activité catalytique de I’enzyme en modifiant
I’acide aminé 268 (Arginine a la place d’une Glycine). Un deuxi¢me, est identique a
I’allele A2 mais possede en plus une insertion de guanine entre les nucléotides 798 et 804.
Un troisieme differe seulement de 1’allele A1 par une autre insertion d’une guanine entre
les nucléotides 87 et 88 qui entraine un décalage du cadre de lecture et 1’apparition d’un
codon stop prématuré en position 56. Un dernier (selon les données actuellement
disponibles) présente une mutation C322T qui crée un codon stop.

De plus les bases moléculaires de nombreux variants faibles ont été rapportés. 1l est
aujourd’hui clair que le polymorphisme génétique des groupes sanguins ABO est tres
nettement supérieur au polymorphisme phénotypique. Ainsi 27 alleles A, 15 alleles B et au
moins 26 alleles O sont aujourd’hui décrits, sans tenir compte de plusieurs alleles hybrides
qui ont ét€ également rapportés.
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Le géne H ou FUTI et le gene SE ou FUT2 codent tous les deux pour une 2 o-L-
fucosyltransférase. Ces deux genes structuraux sont localisés sur le bras long du
chromosome 19 (19q13.3) tres proche d’un gene inactif chez ’homme, appelé Secl. Le
gene FUT1 s’étend sur un peu moins que 9 Kb et sa région codante ne comporte qu’un
seul exon de 1,1 Kb. La protéine H comprend 365 acides aminés. Des mutations
inactivatrices du gene H ont été décrites. Dans le phénotype Bombay indien, une
mutation inactivatrice T725G (Leucine 242 Arginine) a été rapportée. Dans le phénotype
Bombay Réunion, on observe une autre mutation inactivatrice C349T (Histidine 117
Tyrosine). A coté de ces deux mutations majeures, d’autres mutations sporadiques ont été
décrites.

Les mutations inactivatrices du gene SE ont également été décrites. Ainsi, dans le
phénotype Bombay indien, le géne FUT2 est totalement délét€ ; par contre dans le
phénotype Bombay Réunion, on observe une mutation non sens ponctuelle G428A qui est
retrouvée chez a peu pres 20 % des Caucasiens non sécréteurs.

Le gene LE (FUT3) a été également cloné. 361 acides aminés composent la protéine LE.
Plusieurs mutations ont €été rapportées comme étant associées a une inactivation de la
fucosyltransférase. Ainsi le changement de 1’acide aminé 20 (Arginine a la place de la
leucine) et de 1’acide aminé 170 (sérine a la place d’une glycine) ont ét€¢ impliqués dans
le phénotype LE : —1, —2 chez les japonais. Dans la population indonésienne, une autre
mutation Ile356Lys a été décrite chez les sujets LE : —1, —2. Plusieurs autres mutations
ont été également impliquées.

B CONCLUSION

Le systtme de groupe sanguin ABO doit étre considéré comme un groupe tissulaire.
L’existence d’anticorps naturels réguliers anti-A et anti-B explique I’'importance du
respect de la compatibilité ABO en transfusion sanguine et ce des la premiere transfusion.
La répartition ubiquitaire des antigénes ABO implique que 1’on tienne compte de ce
groupe dans la transplantation d’organes en particulier rénale.

L’implication du systeme ABO dans le cadre de la maladie hémolytique néonatale est
importante en terme de fréquence mais ses répercussions cliniques sont le plus souvent
modérées du fait de ’'immaturité antigénique a la naissance.

Les antigenes ABH et associés se caractérisent par le fait qu’ils ne sont pas le produit
primaire des génes ABO, H et SE ou LE. IIs résultent de I’action de glycosyltransférases
qui vont greffer de fagon successive des sucres sur un substrat accepteur.

Au polymorphisme phénotypique déja complexe découvert depuis un siecle, se superpose
aujourd’hui un polymorphisme génétique encore plus complexe dont 1’étude permet
aujourd’hui de mieux comprendre les relations entre les structures des
glycosyltransférases et leur activité enzymatique qui est a l’origine de 1’expression
phénotypique observée.
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B INTRODUCTION

En 1927, Landsteiner et Levine découvrent a 1’aide d’hétéro-anticorps le systeme P1. Ce
systeme est étudié avec les systemes ABO et associés car il existe une relation entre eux
au niveau phénotypique. Néanmoins, les genes du systeme P1 sont génétiquement
indépendants des systtmes ABO, H, LE et des antigenes Ii. En 1951 et 1959 Levine et
Matson découvrent respectivement de nouveaux anticorps définissant des phénotypes
exceptionnels tels que les phénotypes GLOB : —1, —2 (Tja - ) et GLOB : —1, 2 (Pk). Les
trois antigenes P1, GLOB1 et GLOB2 sont synthétisés a partir d’'un méme précurseur.

m 1. LES ANTIGENES

I.1- I’antigene du systeme P1

On distingue a I’aide de I’anti-P1 deux phénotypes P1 et P2 dont les fréquences respectives
sont de 75 % et 25 %. L’antigene P1 est mal développé a la naissance. Les sujets P2
développent tres fréquemment un anticorps naturel irrégulier anti-P1.

I.2- Les antigenes du globoside : GLOB1 ET GLOB2
et les phénotypes exceptionnels

1.2.1- Les phénotypes GLOB : —1, 2 P1 positif (Plk) et GLOB :
—1, 2 PI négatif (P2k)

Les hématies des sujets GLOB : —1, 2 P1 positif possedent les antigenes P1 et GLOB2
mais sont dépourvues de 1’antigene GLOB1. Les hématies des sujets GLOB : —1, 2 P1
négatif ne possedent que I’antigene GLOB2. Dans le sérum des sujets GLOB : —1, 2, il y
a toujours un anti-GLOB1 naturel de nature IgM et/ou IgG, actif a +37 °C et hémolysant
les hématies P1 positif et P1 négatif. Ce phénotype semble plus fréquent au Japon que dans
les autres parties du monde.

1.2.2- Le phénotype silencieux GLOB : —1, —2 et ’anti-P1 + GLOBI1 + GLOB2

Les hématies des sujets GLOB : —1, —2 ne possedent aucun des antigenes des systemes
P1 et GLOB. Dans le sérum, on observe un anti-P1 + GLOB1 + GLOB2 qui reconnait
toutes les hématies sauf celles des sujets GLOB : —1, —2. L’anti-P1+GLOB1+GLOB2
est un anticorps naturel, régulier, de nature IgM et /ou IgG. Il est lui aussi extrémement
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dangereux sur le plan transfusionnel puisqu’il est actif a +37 °C et hémolysant. Ce
phénotype GLOB : —1, —2 est aussi plus fréquent au Japon.

En ce qui concerne les avortements a répétition (avant la 14° semaine d’aménorrhée) et les
phénotypes GLOB : —1, —2 et GLOB : —1, 2, il semblerait que 1’on puisse incriminer les
composantes IgG anti-GLOB1 ou anti-GLOB2. 1l est donc utile de vérifier chez les
femmes enceintes GLOB : —1, —2 ou GLOB : —1, 2 la nature IgG ou IgM de ces
composantes. Les glycosphingolipides exprimés par le placenta (dont le globoside qui
exprime les antigenes GLOBI1 et GLOB2) seraient les cibles primaires des anticorps
maternels anti-P1+GLOB1+GLOB2. Les échanges plasmatiques des le début de la
grossesse permettent de diminuer le taux des anticorps. Ce globoside est aussi présent
dans les cellules endothéliales et du trophoblaste.

I.3- Les particularités des antigenes

L’antigene P1, mal développé chez le feetus, n’entraine pas d’incompatibilité foeto-
maternelle. Il est résistant aux protéases et le nombre de sites par hématie est extrémement
variable d’un individu a un autre, ainsi I’on distingue les P1 d’expression forte, moyenne,
faible et tres faible.

m II. LES ANTICORPS ANTI-P1

Les anti-P1 sont fréquents et naturels. Plus de 60 % des sujets P1 peuvent développer
temporairement un anti-P1. Ces anticorps sont généralement des anticorps froids, et méme
actifs a +37 °C, ils ne sont pas dangereux sur le plan transfusionnel.

Cependant, un soin particulier doit étre apporté aux puissants anti-P1, anti-GLOB1 et anti-
GLOBI1 + 2 stimulés par les bactéries ou des allergenes.

Les individus possédant les anti-GLOB1 ou anti-GLOB1+2 ne peuvent recevoir que leur
propre sang ou celui du méme phénotype rare.

[’ auto-anti-GLOB1 peut étre observé dans certaines anémies hémolytiques auto-immunes
(survenant apres une infection virale ou bactérienne) : il s’agit dans ce cas d’une IgG
biphasique, qui se fixe a +4 °C et provoque I’hémolyse des hématies ainsi sensibilisées a
+37 °C.

Enfin, il existe des auto-anti-P1 stimulés par des agents infectieux : hydatidose et douve
du foie.

m III. BIOCHIMIE ET GENETIQUE

Les antigenes de ces deux systemes sont des glycosphingolipides. La partie saccharidique
des glycosphingolipides est synthétisée sous 1’action séquentielle de glycosyl-
transférases.
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SYSTEME LU ISBT 005
(anciennement Luthéran)

CAHIER BIOFORMA

Formation

version numérique

Découvert en 1945 par Callender, le systeme LU est essentiellement gouverné par deux
alleles LU1 et LU2 qui produisent deux antigenes antithétiques LU1 et LU2. Les genes
LU sont situés sur le chromosome 19.

®m 1. LES ANTIGENES

I.1- Les antigenes LU1 et LU2

A Taide des deux anticorps anti-LU1 et anti-LU2, on distingue trois phénotypes
érythrocytaires.

Réactions Phénotypes Génotypes probables Fréquence en France
Anti-LU1 Anti-LU2
+ + LU :1,2 LUILU2 5,58 %
+ - LU :1,—-2 LUILU1 0,07 %
- + LU:—1,2 LU2LU2 94,35 %

Les antigenes ne sont présents que sur les hématies. Ils ne sont pas bien développés chez
le nouveau-né.

La réaction d’agglutination des hématies LU1 par I’anti-LU1 donne souvent une image de
double population. De plus, la force antigénique des antigenes LUI et LU2 est
d’expression tres variable d’un sujet a un autre. Enfin, il est souvent facile de distinguer
les hématies d’expression homozygote et hétérozygote par effet de dose.

I.2- Les phénotypes LU : —1, —2, —3

L1.2.1- Le phénotype récessif

Comme dans tous les systemes de groupe sanguin, il existe un phénotype silencieux da a
la présence en double dose d’un gene silencieux appelé lu. Par transfusion ou grossesse
incompatible, les individus LU : —1, —2, —3 développent inévitablement un anti-LU3 qui
reconnait toutes les hématies sauf celles des LU : —1, —2, —3.

1.2.2- Le phénotype dominant

Ce phénotype particulierement exceptionnel est observé durant plusieurs générations chez
des individus qui possedent les genes LU1 et/ou LU2 mais qui ne peuvent s’exprimer
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normalement en raison de la présence d’un inhibiteur dominant In(Lu) indépendant du
systeme LU. L’inhibiteur dominant In(Lu) inhibe LU1, LU2 mais aussi LU18 (Aua), P1,
12 (i) et AnW;j.

1.2.3- Le phénotype lié au chromosome X

Un troisieme phénotype silencieux a été décrit : il est du a un inhibiteur récessif XS2 1ié
au chromosome X.

I.3- Les autres antigenes antithétiques

LU9 et LU6, LUS8 et LU14, LU18 (Aua) et LU19 (Aub) sont des antigenes antithétiques
appartenant au systeme LU.

I.4- Les antigenes PARA-LU

Dans le sérum de rares sujets LU : —1, 2, il a été observé des anti-publics qui
reconnaissent toutes les hématies sauf celles des LU : —1, —2, —3 récessif et dominant.
Les antigenes reconnus sont appelés « para-LU ».

m II. LES ANTICORPS ANTI-LLU

Les anti-LU1 sont rares, ils sont souvent actifs en saline + 22 °C. Ce sont des IgG qui
peuvent étre parfois d’origine naturelle. Ils ne sont généralement pas dangereux en
transfusion. Les anti-LU2 sont exceptionnels. Les anti-LU sont rarement impliqués dans
les incompatibilités foeto-maternelles et ces dernieres sont toujours bénignes.

m III. LA BIOCHIMIE ET LA GENETIQUE

Les antigenes LU sont portés par des glycoprotéines de 597 AA, ils sont essentiellement
exprimés au niveau des érythrocytes. Ces antigenes sont dénaturés par la trypsine et
I’a-chymotrypsine ainsi que les agents réducteurs des fonctions thiols.
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P SYSTEME RH ISBT 004 M
(anciennement Rh, Rhésus)

CAHIER BIOFORMA

Formation

version numérique

B INTRODUCTION

Systeme complexe de groupe sanguin porté uniquement par les globules rouges,
polymorphe et d’importance majeure en pathologie humaine.

Depuis la découverte de I’antigene RH1 (D ou RhD) en 1939 pres de 50 antigenes
différents ont été mis en évidence.

Nous insisterons essentiellement sur les antigenes RH1 (D), RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c¢),
RHS (e) et leurs anticorps correspondants qui sont le plus souvent impliqués en contexte
obstétrico transfusionnel

m I. HISTORIQUE

La découverte du systtme RH, comme celle de nombreux autres systemes de groupes
sanguins érythrocytaires, a été€ le résultat de I’exploration d’incidents transfusionnels et de
maladie hémolytique du nouveau-né.

L’ attribution du nom de « Rhésus » a ce systeme est née d’une confusion historique avec
un autre systeme.

En effet en 1939 Lévine et Stetson constatent que le sérum d’une femme ayant accouché
d’un enfant atteint de maladie hémolytique néo-natale agglutine non seulement les
hématies de I’enfant et du pere mais aussi celles de 85 % des sujets testés.

Landsteiner et Wiener en 1940 constatent que le sérum dilué d’un lapin immunisé par des
hématies de Macacus rhésus agglutine les hématies des mémes sujets.

En fait, compte tenu que le sérum du lapin non dilué reconnaissait 100 % des sujets, il
apparaissait que cet hétéro anticorps reconnaissait un antigene différent de 1’antigene RH1,
présent sur la majorité des hématies humaines mais dont la densité antigénique est plus
importante chez les sujets porteurs de 1’antigene RH1 que chez les sujets qui en sont
dépourvus.

L’antigene incriminé dans cette confusion a ét€ nommé LW (Landsteiner et Wiener) et le
terme de RH a ét€ maintenu pour désigner le systeme initialement concerné.
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m II. LES ANTIGENES COMMUNS

IL.1- I’antigene RH1

85 % des sujets appartenant a la population européenne sont porteurs de cet antigene. Ils
sont dits classiquement « RH1 ou RhD positif ». 15 % de ces mémes sujets sont non
porteurs de cet antigene ils sont « RH :—1 ou RhD négatif ». Cet antigéne étant le plus
immunogene des antigenes de groupes sanguins érythrocytaires sa détermination le rend
indissociable du groupage sanguin ABO. L’antigene RHI1 est bien développé a la
naissance, il est strictement limité aux érythrocytes. La densité antigénique est fonction du
phénotype (100 000 sites pour les hématies D--/D-- a 10 000 sites) conformément a la
réduction suivante :

D = DccEE > DCCee > DCcee > Dccee

I1.2- Les autres antigenes communs

Ils sont représentés par les quatre antigénes suivants :

* RH2 (C) défini par I’anti-RH2 et présent chez 70 % de la population européenne.
* RH3 (E) défini par I’anti-RH3 et présent chez 30 % de la population européenne.
* RH4 (c) défini par I’anti-RH4 et présent chez 80 % de la population européenne.
* RHS5 (e) défini par I’anti-RHS5 et présent chez 98 % de la population européenne.

Les antigenes RH2 et RH4 d’une part et les antigenes RH3 et RHS d’autre part sont
antithétiques. Cela signifie que si ’'un est absent I’autre est forcément présent.

La présence ou I’absence de ces quatre antigenes est analysée dans le cadre du phénotype
RH-KEL1 qui comporte en outre la recherche de I’antigene KEL1 (K ou Kell) du systeme
KEL.

m III. LLES AUTRES ANTIGENES DU SYSTEME RH

II1.1- Les variants de RH1

I11.1.1-Phénotype RH1 faible

Classiquement et en fonction du phénotype, une hématie RH1 comporte entre 10 000 et
30 000 sites RH1. Le phénotype RH1 faible est classiquement caractérisé par un déficit
quantitatif en sites antigéniques RH1. Ce déficit abouti, en fonction du seuil de sensibilité
de la technique utilisée, a un affaiblissement de la réactivité voir une absence de détection
de cet antigene. Compte tenu de I’évolution des réactifs et des techniques la fréquence des
antigenes RHI1 dits faibles a donc diminué. On congoit, en terme de risque sanitaire, que
la détection de ce type d’antigene doit étre prise en compte dans le cadre de la
qualification biologique du don ou lors du groupage d’un nouveau né, alors que 1’intérét
est plus limité chez les patients receveurs de concentrés €érythrocytaires. Deux types, au
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moins, de mécanismes génétiques peuvent étre impliqués : soit une forme allélique du
gene RHI soit un affaiblissement d’un allele RH1 par effet de position en trans d’une
forme allélique permettant la synthese de I’antigene RH2.

I11.1.2- Phénotype RH1 partiel

L’antigene RH1 peut étre considéré comme une mosaique d’épitopes tous présents chez
le sujet RH1 et tous absents chez le sujet RH : —1. Certains sujets, nommés RHI1 partiels,
peuvent ne présenter qu'une partie de cette mosaique. En fonction de(s) 1’épitope(s)
absent(s) on distingue plusieurs catégories de RH1 partiels. Les circonstances de
découverte de tels phénotypes sont multiples :

Lors d’une identification d’un anticorps anti-érythrocytaire. Ces sujets peuvent, a la suite
d’une stimulation obstétrico-transfusionnelle par un antigene RH1 « complet »,
s’immuniser contre la partie manquante. Dans ces conditions, la présence d’une spécificité
anti-RH1 chez un sujet porteur de 1’antigene RH1, avec un autocontrdle négatif évoquera
cette possibilité.

Lors d’un typage RHI. Si I'un des deux réactifs monoclonaux anti-RH1 utilisés ne
reconnait pas I’épitope manquant, la discordance de résultat entre les deux réalisations
pourra évoquer le diagnostic.

II1.2- Les variants de RH2 et RH4 : ces variantes sont rares

La variante la plus importante est I’antigene RH8 (Cw) : la présence de cet antigene est
liée a I’existence d’un allele au gene RHCE et le plus souvent chez les sujets RH1. Sa
fréquence est de 0,5 %. Il est mis en évidence par un anticorps spécifique : 1’anti-RHS,
mais aussi par I’anti-RH2.

II1.3- Les variants de RH3 et RH5

Les plus importantes sont RH11 (EY) et RH24 (E") La variante « EV » est un antigéne
faible détecté par un test indirect a 1’antiglobuline.

Enfin dans la race noire, il existe de nombreuses variantes de [’antigene RHS5
accompagnées souvent de I’absence d’antigenes publics du systeme RH. L’antigene RHS
est comme I’antigene RH1 une mosaique de plusieurs épitopes.

I11.4- I’antigene RH12 (G), I’anti-RH12 et le géne « rG »

En 1958, Allen et Tippett découvrent un sujet exceptionnel dont les globules rouges
apparemment RH : —1—2—345 sont agglutinés par les sérums anti-RH1,2. L’antigene
reconnu fut appelé RH12. Il est présent sur toutes les hématies qui possedent soit
I’antigene RHI1, soit I’antigene RH2, soit les deux et les rares hématies RH :—1—2 et
RH12. Ces hématies RH : —1—2,12 ne sont pas reconnues par les anti-RH2 ou anti-RH1
purs mais le sont par les anti-RH1,2 qui sont en fait des anti-RH1,2,12.

L’anti-RH12 des anti-RH1,2,12 peut étre isolé par fixations-élutions successives :
- anti-RH1,2,12 + globules rouges RH : —12—345 : €élution d’un anti-RH12,2
- anti-RH12,2 + globules rouges RH :1—2—345 : élution d’un anti-RH12.
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II1.5- Les antigenes composés

Ce type d’antigéne désigne le produit de la collaboration de deux alleles en position cis sur le
méme chromosome. Ainsi la forme allélique RHce du gene RHCE controle non seulement la
synthese des deux antigenes courants RH4 et RHS mais aussi celle d’un épitope supplémentaire
reconnu par un anticorps spécifique : I’antigene RH6 (ce). Par ailleurs les sujets, ne possédant
pas cet antigéne, peuvent s’immuniser contre celui ci, et synthétiser un allo anti-RH6 dont
I’identification repose sur un profil réactionnel spécifique défini dans le tableau ci apres.

Phénotypes Gamme d’hématies tests Génotype Réactions obtenues avec anti-RH6
D CCee DCe/DCe 0
Dccee Dce/dce +
dd cc ee dce/dce +
D cc EE DcE/DcE 0
DCcEe DCe/DcE 0
DCcEe DCE/dce +

D’autres formes alléliques du gene RHCE font 1’objet de cette collaboration et codent les
différents antigenes définis dans le tableau suivant.

Haplotype Antigenes codés
RHCe RH2, RH5, RH7 (Ce)
RHCcE RH4, RH3, RH27 (cE)
RHCE RH2, RH3, RH22 (CE)

®m IV. LES HAPLOTYPES PARTIELLEMENT AFFAIBLIS

L affaiblissement de la réactivité antigénique peut concerner non seulement I’antigéne
RH1 mais aussi les autres antigenes classiques du systeme RH. A titre d’exemple certains
sont présentés dans le tableau ci dessous.

D C e RH32 RH46 RH35
Noir RN S w w +0
Blanc type I N w w / / +
Blanc type 11 S W w / / 0

S : strong : renforcement d’activité
W : weak : affaiblissement de réactivité

M V. LES HAPLOTYPES PARTIELLEMENT SILENCIEUX

La survenue de crossing over entre les genes RHD et RHCE est a I’origine des genes
hybrides D - CE — D dont les produits de synthese aboutissent a une perte totale ou
partielle de I’antigene CE, des antigenes de grande fréquence avec éventuellement une
modification de I’expression de 1’antigéne RH1 voire 1’expression d’épitopes rares.
Certains de ces haplotypes sont, a titre d’exemple, présentés dans le tableau suivant.
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D C E c e RH17 RHI18 RH29 LF
D-- S 0 0 0 0 0 0 +
D w 0 0 0 0 0 0 + Tar
D.. S 0 0 0 0 0 0 + Evans
Dc- S 0 0 \\4 0 0 0 +
DCw- S 0 0 0 0 0 0 + (Cw)
DIV(C) - w w 0 0 0 0 0 + Goa

LF : antigene de faible fréquence.

® VI. LES HAPLOTYPES TOTALEMENT SILENCIEUX

Les antigenes RH sont regroupés sous forme d’un complexe composé de sous unités
maintenues par liaisons non covalentes. Ce complexe comporte le coeur du complexe
(tétramere RH + RHS50) et des chaines accessoires (CD47 - LW — GPB).

Le phénotype RH null est caractérisé par une absence de TOUS les antigenes RH a la
surface membranaire. Deux mécanismes peuvent €tre a 1’origine de I’absence du cceur du
complexe :

— soit une mutation homozygote des genes RHD et RHCE : RH null amorphe.

— soit une mutation homozygote du gene RH50 présent sur le chromosome N° 6 et
n’appartenant pas au systeme RH : RH null régulateur

Les conséquences liées a ce type de phénotypes sont multiples :
Anomalies membranaires :

Stomatosphérocytose

Anémie hémolytique chronique.

Forme sévere : splénectomie.

Absence ou diminution des antigenes suivants :

LW

CD47

GPB (MNS3 - MNS4 - MNS5)

FY5

® VII. LES ANTICORPS DU SYSTEME RH

Les anticorps du systtme RH apparaissent classiquement apres allo immunisation
transfusionnelle ou obstétricale.

Les anticorps de ce systeme montrent des caractéristiques communes. L.a majorité d’entre
eux sont des IgG (IgG1) et se fixent a 37 °C. L’agglutination est observée avec un test
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indirect a 1’antiglobuline. Leur détection est facilitée par I’utilisation de potentialisateur
du test indirect a I’antiglobuline (Solution basse force ionique, Polyéthylene glycol) ou par
un traitement préalable des hématies par des enzymes protéolytiques.

Certains de ces anticorps peuvent étre de classe IgM (anti-RH3) ou retrouvés chez certains
patients n’ayant jamais ét€ exposés a une stimulation inter humaine (anti-RHS).

Un effet de dose, c’est-a-dire une réaction plus intense avec des hématies d’expression
« homozygote », est observé avec certaines spécificités (anti-RH2, anti-RH4, anti-RH3,
anti-RHS). Cet aspect n’est pas classique avec I'anti-RH1 qui présente toutefois des
réactions plus intenses avec des hématies de phénotypes RH : 1,—2,3,4,—5 suceptibles de
comporter une plus grande quantité d’antigenes RH1.

Classiquement ces anticorps n’activent pas le complément.

Implications cliniques

Les anticorps du systtme RH peuvent étre impliqués dans des accidents immuno-
hémolytiques par transfusions incompatibles. L’antigene RH1 est si immunogene (dans 50
a 70 % des cas, la transfusion d’une unité de sang RH1 entraine chez un receveur RH : —1
la formation d’anti-RH1) qu’il est impératif de ne jamais transfuser un receveur RH : —1
avec du sang RH1. De méme, I’injection de concentrés plaquettaires provenant de sujets
RHI1 peut stimuler I’apparition d’anti-RH1, en raison de leur contamination par de faibles
quantités d’hématies. Enfin, dans certaines situations cliniques ou lors de la notion d’une
allo immunisation vis a vis des antigenes RH, la prise en compte de I’ensemble du
phénotype RH KEL1 lors de la sélection des unités a transfuser est obligatoire.

Les anticorps du systeme RH peuvent étre impliqués dans le développement de maladies
hémolytiques foetale et du nouveau né. De tels anticorps, présents chez une femme en
cours de grossesse, sont susceptibles de traverser le placenta et, si 1’antigene
correspondant est présent, de sensibiliser voire d’hémolyser les hématies feetales puis néo
natales. La prévention repose sur un respect strict du phénotype RH KELI lors de la
transfusion de femme en période d’activité génitale et sur I'immuno-prophylaxie anti-
RHI1 chez les parturientes non immunisées vis a vis de 1’antigene RH1 et ayant accouché
d’un enfant porteur de 1’antigéne RH1 et dans d’autres circonstances (chapitre IFM).

Enfin les antigenes du systeme RH peuvent étre la cible d’auto anticorps chauds développés
par le patient contre ses propres antigenes RH (auto-anti-RH1, auto-anti-RHS, auto-
anti-RH6). L’apparition de ces anticorps est responsable d’une sensibilisation in vivo des
hématies pouvant aboutir a une hémolyse et donc a un tableau plus ou moins sévere d’anémie
hémolytique auto immune.

m VIII. GENETIQUE ET BIOCHIMIE

Des 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-RHS5 (e) d’autre part)
émet les hypotheses génétiques selon lesquelles le systtme RH comporte 3 couples
d’alleles (D/d, C/c, E/e) situés sur 3 « loci » extrémement li€s et regroupés en 8 haplotypes
différents transmis en bloc lors de la méiose.
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Pour chacun de ces haplotypes et en fonction de la combinatoire allelique présente il
établit une nomenclature spécifique dite en « R ». Ainsi a 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.

R1: DCe: 0.42
r: dce : 0.38
R2: DcE 0.14
RO Dce 0.02

r’: dcE 0.011
r: dCe 0.009

RZ: DCE : 0.002
ry : dCE

Exemple
Dénomination des phénotypes
Réactions sérologiques Terminologie
Anti-RHI Anti-RH2 Anti-RH3 Anti-RH4 Anti-RH5 du phénotype
+ 0 0 + + Génotype probable R’r
Génotype possible : R’ R°

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 contrdlent la synthese
des antigenes du systeme RH.

Le gene RHD code pour la protéine RHD et détermine la présence de 1’antigéne RH1 sur
les hématies. Il est présent chez 85 % des sujets d’origine européenne qui sont dits RH1.
Il 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 1’absence des antigenes concernés.

Genes Alleles Antigenes présents sur la protéine CE
RHCE RHCE C (RH2) E (RH3)
RHCE RHCe C (RH2) e (RHY5)
RHCE RHCcE ¢ (RH4) E (RH3)
RHCE RHce c (RH4) e (RH5)

Les produits des deux genes RHD et RHCE sont des protéines de 416 acides aminés qui
traversent la membrane €rythrocytaire a 12 reprises, laissant ainsi apparaitre de courtes
boucles sur la face externe.
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* Sujet porteur des genes RHD et RHCE

Geéne RHD i| C\p \p \p bﬂ \O Proteine RHD
103 226
Gene RHCE |::| CJ\ \p L?‘ \p \O Proteine RHCE

* Sujet porteur uniquement du gene RHCE

103

226
ANNAN
Gene RHCE U U Proteine RHCE

Les antigenes antithétiques codés par les différentes formes alléliques du gene RHCE ne
different 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. Ils 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 rdle de transporteur
de cations et de maintien de I'intégrit€é 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.

m [X. TERMINOLOGIE DES GENOTYPES ET PHENOTYPES

Les humains étant des étres diploides le génotype est caractéris€é par la présence de
couples d’alleles déterminant I’ensemble des antigénes correspondant présents chez
chaque individu.
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Du phénotype il n’est pas toujours possible de déduire le génotype. Cette détermination
passe par la notion de génotype probable (statistiquement le plus fréquent) et de génotypes
possibles. I’ordre décroissant de fréquence des huit haplotypes RH différents est le
suivant : R' (DCe), r (dce), R* (DcE), R® (Dce), r’ (dCe), r”’ (dcE), R* (DCE), r’ (dCE).

En terme de nomenclature, la dénomination en « R » de chacun de ces haplotypes a été
abandonnée au profit d’un langage numérique défini a partir des réactions sérologiques
obtenues avec chaque réactif utilisé.

La terminologie internationale repose sur cette terminologique numérique, qui est
appliquée a I’ensemble des systemes de groupes sanguins érythrocytaires.

En ce qui concerne le systtme RH la dénomination est la suivante :

Nom du systeme Symbole du systeme Terminologie Terminologie numérique antigenes
Numérique systeme D C E c e
Rh RH 004 001 | 002 | 003 | 004 | 005

Dénomination des antigeénes

Antigenes Terminologie numérique complete Terminologie numérique courante
D 004001 RH1
C 004002 RH2
E 004003 RH3
c 004004 RH4
e 004005 RHS

Dénomination des phénotypes

Réactions sérologiques Terminologie
Anti-RH1 Anti-RH2 Anti-RH3 Anti-RH4 Anti-RH5 du phénotype
+ 0 0 + + RH:1,-2, —3,45

B CONCLUSION

Le systtme RH demeure 1’un des systémes majeurs en terme d’implication clinique et
notamment en contexte transfusionnel, obstétrical et auto-immun (anémie hémolytique
auto immune).

Cette importance clinique est liée a la forte immunogénicité des antigenes qui le
constituent ainsi qu’aux propriétés fonctionnelles de ses molécules au niveau de la
membrane €rythrocytaire.

Les modalités de son exploration (typage, détection titrage et dosage des anticorps) en
contexte obstétrico-transfusionnel, le développement de I’immunoprophylaxie anti-RHI1,
I’application en routine des techniques de génotypage foetal et les recommandations en
terme de sélection de produits sanguins labiles (bonnes pratiques de distribution,
recommandations ANAES) ont largement contribué a maitriser le risque sanitaire i€ a ce
systeme.
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En dépit d’avancées considérables réalisées au cours de ces dix dernieres années en terme
de compréhension des bases moléculaires du systeme RH, la fonction érythrocytaire réelle
de ses molécules demeure toujours incertaine.

Bien que I’étendue de la diversité génétique de ce systeme ne soit accessible de maniere
précise que par des techniques de génotypages, les techniques sérologiques, compte tenu
de leur praticabilité, sensibilité, spécificité et colit, demeurent toujours appropriées pour
les applications cliniques.
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Bmmmms LES ANTIGENES DE GRANDE FREQUENCE
OU « ANTIGENES PUBLICS »

CAHIEER BIOFORMA

Formation

version numérique

Les antigenes de grande fréquence ou « antigenes publics » sont présents chez la grande
majorité des individus.

Plusieurs de ces antigenes font partie intégrante de systemes de groupes sanguins
classiques : antigene H (systeme H, anciennement HhSese), antigenes GLOB 1 et GLOB 2
(anciennement P et Pk) (antigenes du « globoside » associés au systeme P1), antigéne
MNSS5 (anciennement U) (systeme MNS), antigenes FY3 et FYS5 (systeme FY), antigene
JK3 (systeme JK), antigenes KEL2 (anciennement Cellano ) et KEL4 (anciennement Kpb
(systeme KEL). Chacun d’entre eux correspond a un anticorps spécifique présent chez des
individus exceptionnels dépourvus de I’antigéne concerné et appelés « publics négatifs ».
De méme il convient d’en rapprocher des phénotypes particuliers, appelés phénotypes «
null », caractérisés par ’absence totale d’antigenes spécifiques d’un systeme donné
(RH null, KEL null...).

D’autres antigenes de grande fréquence, n’ayant pas acquis le statut de systeme ou n’ayant
pas rejoint un systeme déja répertorié, sont regroupés, par la Société Internationale de
Transfusion Sanguine, dans une série nommée 901. Cette série comporte par exemple les
antigenes Vel, Lan, JMH, Sid, Duclos, Anton, PEL, August, Cad. Parmi ces antigenes,
celui dont I'impact clinique est le plus important est I’antigene Vel compte tenu du
caractere hémolysant de son anticorps qui représente un risque majeur en transfusion
sanguine.

Le danger des phénotypes « public négatif » est lié a la présence d’anticorps impliqués
dans des accidents hémolytiques transfusionnels et dans des maladies hémolytiques
foetales ou néonatales. Ces anticorps « naturels » anti-H, anti-GLOB1 (anciennement anti-
P), anti-GLOB1+2+P1 (anciennement anti-Tja) ou allo-immuns (les autres spécificités)
sont, compte tenu de la fréquence des hématies ne possédant 1’antigéne correspondant,
sources de blocage transfusionnel immédiat. Ces receveurs, considérés comme dangereux,
doivent étre dépistés et identifiés avec précision dans des laboratoires de référence, afin de
sélectionner les unités de sang les plus compatibles. Le profil réactionnel classique obtenu
lors de I’épreuve d’identification, est I’agglutination de 1’ensemble des hématies courantes
de la gamme d’hématies-tests avec une négativité du témoin autologue. Seules les
hématies ne possédant pas I’antigene correspondant donne des réactions négatives. Par
ailleurs, apres la mise en évidence de tels phénotypes, il convient de dépister d’éventuels
phénotypes identiques dans la fratrie du sujet et de sensibiliser ces personnes au don de
sang pour qu’ils puissent, dans un souci d’anticipation, participer a la constitution de la
banque nationale de sangs rares congelés en azote liquide.
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s LES ANTIGENES DE FAIBLE FREQUENCE s
OU « ANTIGENES PRIVES »

Ces antigenes, qui sont définis par un anticorps spécifique, ont une fréquence inférieure a
1 %. Certains de ces antigenes rares appartiennent a des systemes de groupe sanguins déja
répertoriés : Far (MNS), KEL21 (anciennement Kpc (KEL), Wra DI3 dénommé
anciennement Wra et appartenant désormais au systeme dénommé anciennement Diégo).
D’autres, en attente de statut, sont répertoriés comme les antigenes de grande fréquence,
dans une série nommé 700 (Swann, Bishop, Radin...). Ces antigénes peuvent susciter,
apres transfusion ou grossesse incompatibles, 1’apparition d’anticorps correspondants
dont certains ont été impliqués dans des maladies hémolytiques néonatales plus ou moins
séveres (HIK, ELO). De méme, des cas d’anticorps naturels ont été€ décrits. Fréquemment
ces anticorps sont associés a d’autres spécificités au sein de mélanges complexes
d’anticorps. En contexte d’incompatibilité foeto-maternelle, apres la prise en compte de la
compatibilit¢ ABO, la confrontation des hématies du conjoint au sérum maternel ou a
I’éluat néonatal est déterminante pour le diagnostic. En contexte transfusionnel 1’épreuve
directe de compatibilité au laboratoire permet, dans certains cas, la prévention d’un
éventuel conflit.
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I SYSTEME KEL ISBT 006 My
(anciennement Kell)

cAH|EER BIOFORMA

Formation

version numérique

® INTRODUCTION

Coombs découvre en 1946, un nouvel anticorps chez un sujet dont le nom fut donné au
systeme : KEL (K, Kell). Trois ans plus tard Levine décrit I’anticorps antithétique : KEL2
(k, Cellano). Parmi les antigenes immunogenes de groupes sanguins, les antigenes KEL
sont peut étre les seconds derriere I’antigene RH1. Le systtme KEL est important non
seulement en transfusion mais aussi en obstétrique puisque 1’antigene KEL1 est développé
tres tot chez le foetus au niveau des cellules érythroides et qu’une incompatibilité
feeto—maternelle par allo-immunisation anti-KEL1 peut conduire a une maladie
hémolytique néo—natale avec mort in utero.

m 1. LES ANTIGENES

Le systeme KEL est caractérisé par sa complexité : 25 antigenes ont été identifiés dont 10
forment 5 couples d’antigeénes antithétiques : KEL1 et KEL2, KEL3 et KEL4, KEL6 et
KEL7, KEL17 et KEL11, KEL14 et KEL.24.

I.1- Les antigenes KEL1 et KEL2
Les deux antigenes principaux et antithétiques sont KEL1 et KEL2.
Les 3 phénotypes essentiels sont KEL : —1, 2, KEL : 1, 2 et KEL :1, —2.

La fréquence du phénotype KEL1 est de 9 % en France, elle est 2 fois moindre en Finlande
et d’environ 2,5 % chez les Noirs.

Réactions Phénotype Génotype Fréquence
anti-KEL1 anti-KEL2
+ + KEL :1,2 KEL1KEL2 8,8 %
+ - KEL :1,-2 KEL1KEL1 0,2 %
— + KEL:—1,2 KEL2KEL2 91 %

I.2- Les autres antigenes KEL : KEL3 (Kpa), KEL4 (Kpb) ET KEL21 (Kpc,
Levay), KEL6 (Jsa) ET KEL7 (Jsb), KEL10 (Ula), KEL17 (Weak) ET KEL11
(Coté), KEL14 et KEL24

Les différents antigenes, a I’exception de KEL10 forment 4 couples d’antigenes
antithétiques.

71

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002


BIOFORMA


KEL3 est présent chez 2,5 % des Caucasiens mais absent chez les Noirs et les Orientaux.
Ces 2 antigenes ont une faible fréquence. Par contre KEL4 est un antigene de tres grande
fréquence. Les individus homozygotes KEL3KEL3 ou KEL21KEL21 sont KEL :—2.

KEL21 a été observé presque exclusivement chez les Orientaux.

KELS6 est un marqueur spécifique des Noirs avec une fréquence d’environ 15 % et KEL7
est I’antigene antithétique de grande fréquence.

KEL10 a été découvert en 1968 chez les Finlandais avec une fréquence de 2,6 %. Ce
marqueur est présent aussi chez les Suédois, les Chinois et les Japonais. Il est bien
développé chez le nouveau-né. L’antigene antithétique n’a encore jamais €té observé.

KEL17 et KEL24 sont des antigenes rares et leur antigene antithétique fréquent sont
respectivement KEL11 et KEL14.

1.3- Le phénotype silencieux et I’antigene KELS (Ku)

Le phénotype silencieux : KEL nul ou Ko découvert en 1957 est caractérisé par :
* I’absence de I’ensemble des antigenes du systeme KEL,
* la présence d’un antigene particulier XK1 (Kx).

La transmission de ce phénotype est récessive. Par transfusion ou grossesse, les Ko
développent un anti-KELS5 (anti-« KEL-total », anti-K") qui réagit avec tous les antigénes
KEL connus.

I.4- Les phénotypes KEL MOD

Il existe plusieurs types de phénotype KEL mod qui sont caractérisés par une expression
extrémement déprimée des antigenes KEL. Ces derniers sont démontrables parfois
uniquement par fixation-€lution. Certains individus sont considérés comme étant de
phénotype Ko et expriment un puissant antigene XKI1.

Il y a une relation inverse entre 1’expression des antigénes KEL et celle de I’antigéne XK.
Par transfusion, les patients peuvent développer un anticorps ressemblant a I’anti—-KELS5.
Ces phénotypes different les uns des autres.

L.5- Les autres antigenes KEL : KEL12, KEL13, KEL16, KEL18, KEL19
et KEL22

De rares individus de phénotype classique KEL :—1, 2, —3, 4 peuvent produire un allo-
anticorps qui reconnait toutes les hématies sauf les leurs ainsi que celles des Ko.
L’ensemble de ces individus possedent la glycoprotéine KEL.

I.6- L’antigene KEL23

L’antigene KEL 23 est un antigene rare du systeme KEL qui a été découvert en 1987.
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I.7- Particularités des antigenes

Les antigenes KEL sont strictement érythrocytaires et bien développés a la naissance. Ils
ont pu étre mis en évidence des la 6° semaine d’aménorrhée. L’antigene KEL1 est le plus
immunogene. D’apres Giblett environ 5 % des sujets KEL : —1 transfusés avec une seule
unité globulaire KEL1 développent un anti-KEL1 de type IgG.

Le nombre de sites KEL1 par hématie d’expression hétérozygote KEL : 1, 2 varie entre
2300 et 6000. Celui des sites KEL2 par hématie d’expression homozygote et
hétérozygote KEL?2 varie entre 2 000 et 5 000.

L’action des enzymes protéolytiques sur les antigenes KEL est variable mais aucune
enzyme n’altere les antigenes KEL. Cependant la réaction préférentielle de mise en
évidence des anticorps est le test indirect a I’antiglobuline en basse force ionique.

Le traitement des hématies normales par du bromide d’aminoéthylisothiorounium (AET)
n’altere pas I’antigene XK1, mais détruit totalement les antigenes du systeme KEL,
comme si les hématies étaient de phénotype Ko. Il en est de méme avec le dithiothreitol
(DTT) qui détruit les ponts disulfures nécessaires a 1’expression des antigenes du
systeme KEL.

m II. LES ANTICORPS ANTI-KEL

Ce sont essentiellement des anticorps immuns IgG. Ils sont décelables par test indirect a
I’antiglobuline. L’anti-KEL1 est I’anticorps le plus fréquent et le plus souvent de nature
IgG1. Cet anticorps peut entrainer des accidents hémolytiques de transfusion tres séveres
ainsi que des maladies hémolytiques avec mort in utero lorsque le titre excede 1/16¢.

Des anti-KEL1 de nature IgM ont été décrits en dehors de tout contexte transfusionnel ou
obstétrical. Ils ont été stimulés par des virus, ou des bactéries : Escherichia coli 0 125 :
B15, Mycobacterium tuberculosis, Enterococcus faecalis. ..

L’anti-KEL2 est peu fréquent. La rareté de cet anticorps est en partie due au fait que
seulement 0,2 % des individus sont KEL : —2. Il peut étre stimulé par transfusion et moins
fréquemment par grossesse. Il est le plus souvent de nature IgG et peut entrainer des
accidents hémolytiques de transfusion et des incompatibilités foeto-maternelles
gravissimes.

Les anti-KEL4 et anti-KEL7 sont rares et d’origine immune. Les anti-KEL6 ne sont pas
rares et peuvent, comme les anti-KEL4 et anti-KEL6, entrainer des accidents
hémolytiques de transfusion et des maladies hémolytiques néo-natales.

L’anti-KEL3 est peu fréquent, il peut &tre d’origine immune mais il est le plus souvent
naturel.
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m III. LE PHENOTYPE MAC LEOD ET LE SYSTEME XK

I11.1- Le phénotype Mac Leod

Découvert en 1961 par Allen, ce phénotype est caractérisé par un affaiblissement sévere
de I’expression des antigenes du systeme KEL, I’absence d’antigene XK1 et une
acanthocytose des érythrocytes.

Les cas recensés sont :

—KEL : —1, 2w, —3, 4w, —, 6, TW ;

— de sexe masculin.

Ce phénotype particulier est 1ié au chromosome X et n’est pas contr6lé par le locus KEL.

Certains sujets Mac Leod sont par ailleurs atteints de granulomatose septique (GS), elle-
méme liée au chromosome X, et/ou de myopathie de Duchenne. Cette association reflete
le fait que ces genes sont contigus sur le bras court du chromosome X. Le produit du gene
Mac Leod n’est pas connu, mais il pourrait coder une protéine de membrane
érythrocytaire portant I’antigene XK1. La protéine XK n’est pas glycosylée, mais elle est
associée dans la membrane des globules rouges a la glycoprotéine KEL par
I’intermédiaire d’un ou deux ponts disulfures, ce qui pourrait masquer la réactivité
antigénique XK1. Ces patients peuvent par transfusion incompatible développer un
anticorps anti-public.

I11.2- Le systeme XK

II1.2.1- L’antigene XK1 et ’anti-XK1

L’ anti-public des Mac Leod immunisés ayant une granulomatose septique est appelé anti-
KEL9 (anti-KL). 11 contient 2 activités séparables : anti-KEL20 (anti-Km) + anti-XKI.
L’anti-KEL20 reconnait toutes les hématies sauf celles des Ko et Mac Leod. L’anti-XK1
reconnait toutes les hématies surtout les Ko mais ne reconnait pas les Mac Leod. Les sujets
Mac Leod sont dépourvus de I’antigene XK1 sur lequel se fixeraient les antigenes du
systeme KEL.

I11.2.2- Le syndrome Mac Leod

Les hématies des sujets Mac Leod présentent des anomalies morphologiques : anisocytose
et acanthocytose. Les sujets Mac Leod sont tous atteints d’une anémie hémolytique en
général bien compensée avec diminution de 1’haptoglobine, réticulocytose, mcelle osseuse
hyperplasique et splénomégalie. Les hématies Mac Leod manquent des antigenes XK1 et
KEL20 et expriment faiblement les antigenes KEL.

Les hématies Ko manquent de 1’antigene KEL20 et de I’ensemble des antigénes du
systeme KEL mais elles expriment fortement I’antigene XK1. Elles ont une morphologie
normale et les sujets Ko ne montrent aucun signe clinique ou hématologique d’hémolyse
in vivo.
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Ainsi, il apparait que les anomalies des Mac Leod seraient dues a 1’absence d’une protéine
érythrocytaire XK ayant une importance biologique et dont la transmission est controlée
par un gene situé sur le chromosome X.

Phénotype Globules rouges
KEL Morphologie Antigene Kx
Sujets normaux commun N (+)
Ko N +++

M. Leod aN -
Malades atteints de :
- G.S. de type 1 commun N (+)
- G.S. de type 2 M. Leod aN -

Antigene XK1, phénotype KEL et morphologie des hématies

m IV. BIOCHIMIE ET GENETIQUE

La protéine KEL est une glycoprotéine de 93 kDa comportant 731 AA. et des ponts
disulfures, sur laquelle s’accroche les différents antigenes KEL. Ceux-ci sont donc
détruits par les agents coupant les ponts disulfures comme I’AET et le DTT.

Il existerait une relation entre 1’expression des antigenes KEL et XK1 :

N les érythrocytes Ko (KEL nul) sont dépourvus de la protéine KEL et possedent
beaucoup d’antigene XK1,

N les antigenes KEL sont tres faiblement exprimés chez certains individus appelés KEL
mod qui expriment aussi beaucoup d’antigene XK1,

N enfin le phénotype Mac Leod est caractérisé par I’absence de 1’antigene
XK1 et la diminution de I’expression des antigenes KEL.

De ce fait, on considere que XK pourrait étre une protéine localisée au voisinage de la
protéine KEL.

Le gene KEL, situé sur le chromosome 7 est composé de 19 exons et I’ensemble des
antigenes KEL résulte de mutations portant sur un seul nucléotide au niveau d’un des
exons. Les spécificités KEL1 et KEL2 par exemple résultent d’un polymorphisme Méth
— Thr en position 193

Il y a au locus KEL, toute une série d’alleles et de pseudo-alleles. KEL1 et KEL2, KEL3,
KEL4 et KEL 21, KEL6 et KEL7, KEL10 dont le partenaire n’a pas encore été identifié,
KEL17 et KEL11, KEL14 et KEL24 sont des alleles. Les genes du systtme KEL sont
étroitement liés et se transmettent en bloc lors de la méiose. Par exemple, un sujet de
génotype KEL : 1,4,7 /KEL : 2, 3, 7 transmettra toujours KEL1 avec KEL4 et KEL7 ou
KEL?2 avec KEL3 et KEL7.

KEL1 et KEL3 sont des pseudo-alleles et jusqu’a présent 1’existence de crossing-over ol
KEL1 et KEL3 seraient transmis ensemble n’a pas encore été observée. De méme KELI1
et KEL6, KEL1 et KEL10, KEL3 et KEL6 sont des pseudo-alleles.
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L’haplotype le plus répandu est : KEL : 2,4,7,11. Ce serait I’haplotype originel et a partir de
lui sont apparus des mutants qui codent pour un seul antigene rare a la fois. Donc un individu
de phénotype KEL : 1,2,3,4 est obligatoirement de génotype KEL : 1, 4/KEL : 2, 3. De
méme, il n’existe pas de sujets KEL : 1,2,3,-4.

Haplotype originel
KEL2 KEL4 KEL7 KELI11 ?
X X X X X
ALLELES l l l l l
RARES
KEL1 KEL3 KEL6 KEL17 KEL10
plus fréquent  exceptionnel marqueur marqueur
chez les blancs chez les noirs spécifique des finlandais
des noirs
20 %
L’haplotype nul

Les sujets Ko n’expriment aucun antigéne KEL, ils ont recu 2 haplotypes KEL silencieux.
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s SYSTEME FY ISBT 008 M
(anciennement Duffy)

CAHI;ER BIOFORMA
Formation

B INTRODUCTION

En 1950 Cutbush découvre un nouvel anticorps chez un hémophile polytransfusé dont le
nom fut donné au systeme. L’année suivante Ikin décrit I’anticorps antithétique dans le
sérum d’une Berlinoise. Chez les Caucasiens, ces deux anticorps anti-FY1 (anti-Fya) et
anti-FY2 ((anti-Fyb) définissent trois phénotypes FY : 1, 2, FY: —1, 2 et FY : 1, —2
correspondant aux génotypes FY1FY2, FY2FY2 et FY1FY1 respectivement.

Ce systeme est important en pathologie humaine car I’antigene FY1, trés immunogene
peut étre responsable d’accident hémolytique de transfusion gravissime et
d’incompatibilité foeto-maternelle.

En 1955 Sanger constate que le phénotype FY : —1, —2 est tres fréquent chez les Noirs et
qu’il correspondrait au génotype FYFY, FY étant un allele silencieux aux genes FY1 et
FY2. On sait désormais que le gene FY est un mutant du gene FY2 capable de coder pour
la production de la glycoprotéine FY dans les cellules des tissus mais pas au niveau de la
lignée érythroide.

Le phénotype FY : —1, —2 a été aussi observé, bien que rarement, chez les Caucasiens mais
il correspond a un déterminisme génétique différent du phénotype FY : —1, —2 des Noirs.

®m I. LES ANTIGENES FY

Le systeme comporte a ce jour 5 antigenes.

I.1- Les antigenes principaux FY1 et FY2

Les deux antigenes principaux et antithétiques sont FY1 et FY2. Ils permettent de définir
3 phénotypes essentiels : FY : 1, 2; FY: —1, 2 et FY : 1, —2. Des variants FY?2 faibles
ont été décrits.

Chez les Asiatiques, 1’antigene FY1 est un antigene public.

Réactions Phénotype Génotype probable Fréquence
Anti-FY1 Anti-FY2
* * FY ! 1,2 FYIFY2 48 %
- + Fy ! —1,2 FY2FY2 37 %
+ - Fy ! 1,-2 FY1FY1 15 %

Fréquence des phénotypes FY chez les Caucasiens
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I.2- Les phénotypes « silencieux »

Un 4° phénotype est tres fréquent chez les Noirs et exceptionnel en dehors de la race
noire : le phénotype FY :—1, —2. Il proviendrait de la transmission en double dose de
2 genes FY « silencieux ». De ce fait, la fréquence des 3 autres phénotypes est différente
de celle des Caucasiens.

Réactions Phénotype Génotype probable Fréquence
Anti-FY1 Anti-FY2
- - FY (-1, -2 FYFY 70 %
+ - Fy I 1, -2 FYIFY 10 %
- + FY :—1,2 FY2FY 20 %
+ + FY 1,2 FY1FY2 exceptionnel

Fréquence des phénotypes FY chez les Noirs américains

I.3- Les autres antigenes : FYX, FY3, FY4, FYS et FY6

I’antigene FYX : un variant de ’antigene FY2. Le géne FYX est un variant de FY2. Il
n’y a pas d’anticorps spécifique anti-FYX. L’antigene FYX est défini par une réaction
faible avec les anti-FY2.

I’antigene FY3 est un antigéne public présent chez tous les individus quel que soit leur
phénotype FY sauf les FY : —1, —2. Il est défini par I’anti-FY3 (qui n’est pas un mélange
d’anti-FY1 et d’anti-FY2) qu’élaborent les rares individus caucasiens FY : —1, —2.

’antigene FY4 avait été défini comme étant le produit du géne FY « silencieux » des
Noirs. Ceci est controversé désormais, d’autant qu’un seul exemple d’anti-FY4 a été
décrit.

L’antigene FYS5 a été décrit comme étant reconnu par un anticorps, élaboré par des sujets
de race noire de phénotype FY : —1, —2, qui ressemble a I’anti-FY3, mais qui a un
comportement différent vis-a-vis des hématies en délétion RH partielle ou totale. Les
résultats obtenus avec 1’anti-FY5 sont probablement erronés. Comme 1’antigene FY4,
FY5 n’est pas cod€ par le locus FY.

L’antigene FY6, découvert par un anticorps monoclonal, est présent sur tous les

érythrocytes de phénotype FY commun mais pas ceux de phénotype FY : —1, —2. Cet

anticorps définit un nouvel antigéne FY appelé FY6 : il a permis la caractérisation du
complexe FY.

I.4- Les particularités des antigenes

La glvcoprotéine qui porte les antigenes FY est présente au niveau des tissus. Les

antigenes sont bien développés a la naissance et ont pu étre mis en évidence dés la
6°¢ semaine d’aménorrhée. I.’antigene FY1 est le plus immunogene.

Le nombre de sites par hématie d’expression homozygote FY : 1, =2 et FY : —1, 2 a été
estimé a 13 000 et 14 000 respectivement. Il est de moitié a la surface des hématies
d’expression hétérozygote.

Les antigenes FY1 et FY2 sont des polypeptides altérables par I’ensemble des enzymes
protéolytiques : chymotrypsine, pronase, ficine, broméline et en particulier la papaine qui
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les détruit totalement. La seule enzyme n’entrainant aucune altération de I’antigene FY'1
est la trypsine pure dénuée de toute trace de chymotrypsine, par contre I’antigene FY?2 est
modifié.

Enfin, Williams a observé la perte progressive des antigenes FY1, FY2 et FY3 au cours
de la conservation des hématies dans une solution de faible pH ou de basse force ionique.

m II. LLES ANTICORPS ANTI-FY

L’anti-FY1 est un anticorps, fréquent chez les Blancs et rare chez les Noirs (environ 3 %
des anticorps immuns isolés). Chez les asiatiques, la présence d’un anti-FY1 pose
d’énormes problémes transfusionnels de type anti-public. L’anti-FY1 est de nature 1gG et
appartient treés souvent a la sous-classe des IgGl1.

L’anti-FY?2 est plus rare et souvent associé€ a d’autres anticorps.

La technique préférentielle de mise en évidence des anticorps anti-FY est le test indirect

a ’antiglobuline vis a vis d’hématies en solution saline 0,15M ou en milieu de basse
force ionique. En effet les protéases détruisent les antigénes FY1 et FY2.

Les anti-FY1 et anti-FY2 peuvent entrainer des accidents hémolytiques immédiats et
gravissimes de transfusion.

L’anti-FY1 peut provoquer des incompatibilités foeto-maternelles nécessitant un
traitement transfusionnel in utero ou a la naissance. Par contre 1’anti-FY2 est rarement
impliqué.

m III. LA BIOCHIMIE ET LA GENETIQUE

La glycoprotéine exprimant les antigenes FY a été purifiée griace a 1’anticorps monoclonal
anti-FY6. Le gene FY (appelé aussi DARC pour Duffy Antigen Receptor of Chemokines),
situé sur le chromosome 1, code pour une protéine composée de 338 acides aminés et
possédant un PM apparent de 36-45 kDa. Les spécificités FY1/2 résultent d’un
polymorphisme Gly — Asp en position 44 du fragment N-terminal extracellulaire
protéase-sensible (sauf a la trypsine) de la protéine.

Les études réalisées a partir des individus possédant le gene FYX ont permis de postuler
que les 3 genes FY2, FYX et FY étaient identiques au niveau de leur région codante.
Cependant la mutation que le géne FY a subi, confere a ce dernier la possibilité de coder
pour la glycoprotéine FY seulement au niveau des cellules tissulaires. La présence de la
glycoprotéine FY au niveau des tissus explique pourquoi les Noirs FY : —1, —2 ne
développent pas d’anticorps anti-FY. Ceux ayant développé un anti-FY seraient de méme
déterminisme génétique que les non Noirs c’est-a-dire qu’ils auraient recu des genes FY
totalement silencieux.
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m IV. LA FONCTION DES ANTIGENES FY

Les antigenes FY présentent un double intérét biologique. Leur forme érythrocytaire
constitue les récepteurs, in vivo ou in vitro, pour les mérozoites de Plasmodium vivax et
P1. knowlesi, agents responsables de différentes formes de malaria chez I’homme et chez
le singe respectivement. Ce sont également des récepteurs pour une famille de
polypeptides chimiotactiques (IL 8) leur conférant ainsi un rdle régulateur dans la réponse
inflammatoire.
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IS SYSTEME JK ISBT 009 M
(anciennement Kidd)

® INTRODUCTION

En 1951 Allen découvre un nouvel anticorps chez une femme, a la suite d’une
incompatibilité foeto-maternelle. Deux ans plus tard, Plaut décrit 1’anticorps antithétique.
Ces deux anticorps anti-JK1 (anti-Jka) et anti-JK2 (anti-Jkb) définissent trois phénotypes
JK:1,2,JK: —1,2etJK: 1, —2 représentant les génotypes JK1JK2, JK2JK?2 et JK1JK1
respectivement. En 1959 Pinkerton décrit le phénotype silencieux JK: —1, —2
correspondant au génotype JKJK.

m 1. LES ANTIGENES

I.1- Les antigenes JK1 et JK2

JK1 et JK2 sont les deux antigenes principaux du systeme. Ils sont strictement
érythrocytaires et bien développés a la naissance. Ils ont pu étre mis en évidence
respectivement des les 7¢ et 6° semaines d’aménorrhée. L’antigene JK1 est 1’antigene le
plus immunogene.

Réactions Phénotype Génotype Fréquence en France
Anti-JK1 Anti-JK2
+ + JK:1,2 JK1JK2 50 %
+ - JK :1, =2 JK1JK1 28 %
- + JK:—1,2 JK2JK2 22 %

L’antigene JK1 est présent chez 95 % des Noirs, 77 % des Blancs et 50 % des Chinois.
Il existe des antigenes affaiblis détectés uniquement par certains réactifs.

Le nombre de sites antigéniques JK1 serait de 11 300 = 3 100 par érythrocyte JK :1, —2
et 1100 = 370 par érythrocyte JK :1, 2.

Les antigenes JK1 et JK2 résistent a la plupart des protéases.
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I.2- Les phénotypes JK : —1-2 (Jk (a-b-))

L1.2.1- récessif

Le premier exemple de phénotype JK :—1, —2 a été découvert chez une femme originaire
des Philippines, ayant présenté une réaction retardée apres une transfusion. Ce phénotype
exceptionnel est observé aux Philippines, aux Iles Hawai, en Thailande, en Polynésie et
chez les indiens du Mato—Grosso. Chez les polynésiens, 1’incidence de ce phénotype est
d’environ 0,9 %. Le phénotype JK:—1, —2 est de manicre frappante absent dans la
population caucasienne, cependant quelques cas ont été décrits dans des familles
francaises (Habibi, Mannessier), australienne (Klarkowski) et finlandaises (Sistonen). La
plupart des sujets JK :—1, —2 semblent résulter de I’homozygotie d’un allele récessif
silencieux JK au locus Kidd.

L1.2.2- dominant

Un second mécanisme a ét€é découvert en 1986 par Okubo : 1’étude de 2 familles
japonaises a fait émettre un parallélisme avec les sujets LU : —1, —2 (Lu (a-b-)) dominant
et I’inhibiteur In (LU) ; dans ces 2 familles, les antigenes JK3, JK1 et JK2 sont mis en
évidence par fixation—€lution. Le gene dominant fut appelé In (JK).

I.3- L’antigene JK3 et I’anticorps anti-JK3

L’antigene JK3 défini par I'anticorps des JK :—1, —2 immunisés par transfusion ou
grossesse incompatible est présent sur toutes les hématies quel que soit leur phénotype JK
sauf les JK:—1, —2. L’anti-JK3 n’est pas un mélange d’anti-JK1 et d’anti-JK2. Il est
responsable d’accident hémolytique de transfusion et de maladie hémolytique néonatale
généralement bénins.

m II. LES ANTICORPS

L’anti-JK1, presque toujours de nature IgG, est I’anticorps le plus fréquent, il est dit
« perfide et dangereux ». Cet anticorps est responsable d’accident hémolytique sévere de
transfusion et de maladie hémolytique néonatale. L’ anti-JK2, plus rare et souvent associé
a d’autres anticorps, est lui aussi capable de différencier les hématies d’expression
homozygote des hématies d’expression hétérozygote.

La détection et I’identification des anti-JK sont treés délicates et difficiles. En effet, il n’est
pas rare que ces anticorps ne reconnaissent pas toutes les hématies d’expression
homozygote JK :1, —2 et soient parfaitement incapables d’agglutiner toutes les hématies
d’expression hétérozygote. La sous classe des anti-JK est a prédominance 1gG3.

L’anti-JK3 est exceptionnel et peut €tre naturel.

Les auto anti-JK1 sont peu fréquents et sont souvent associés a la prise de médicament
(méthyl-dopa).
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m III. LA BIOCHIMIE ET LA GENETIQUE

La faible réactivité sérologique observée dans la plupart des sérums anti—JKI1 a
initialement ét€ attribuée a un faible nombre de sites antigéniques a la surface de la
membrane érythrocytaire. Or Masouredis a montré que la densité en sites JK1 et JK2 était
comparable a celle des systemes KEL et FY : la faible réactivité des anti-JK1 serait donc
due a un autre facteur que le nombre de sites.

La molécule portant les antigénes JK est une glycoprotéine de 46-60 kDa ne contenant pas
de ponts disulfures et qui est absente chez les JK : —1, —2.

L’étude des hématies de phénotype JK : —1, —2 a montré qu’elles étaient beaucoup plus
résistantes a la lyse en présence d’urée que celles de phénotype JK: 1, 2, JK: —1, 2 et
JK : 1, —2. Cette constatation suggere que la molécule exprimant les antigenes JK est un
transporteur d’urée.

Le gene JK est situé sur le chromosome 18. You a montré que le transporteur d’urée des
érythrocytes humains est le produit direct du gene de groupe sanguin JK. Les spécificités
JK1/2 résultent d’un polymorphisme Asp = Asn en position 280 du transporteur d’urée
HUT 11.
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I SYSTEME MNS ISBT 002 s
(anciennement MNSs)

Le systeme MNSs est le deuxieme systeme de groupe sanguin découvert par Landsteiner
et Levine a I’aide d’hétéro-anticorps. Il comporte de tres nombreux antigenes dont les plus
importants sont abordés : MNS1, MNS2, MNS3 et MNS4.

® I. LES QUATRE ANTIGENES : MNS1, MNS2, MNS3 ET MNS4

Les antigenes MNSI (M) et MNS2 (N) sont des produits antithétiques d’alleles
codominants, ils sont détectés a I’aide d’hétéro-anticorps de lapin le plus souvent. Les
hématies MNS :1,—2 sont faiblement reconnues par les anti-MNS?2 car elles posseédent une
activité « N-like ».

Les antigenes MINS3 (S) et MNS4 (s) sont aussi des produits antithétiques d’alleles
codominants, ils sont détectés par des allo-anticorps d’origine humaine.

Le systtme MNS est donc constitué de deux paires de pseudo-alleles qui se groupent pour
former quatre haplotypes : MS, Ms, NS et Ns qui se transmettent en bloc lors de la méiose.
Néanmoins, des crossing-over peuvent survenir. L’association deux par deux de ces quatre
haplotypes déterminent dix génotypes correspondant a neuf phénotypes.

Phénotype Réactions avec Génotype % en France
Anti-M Anti-N Anti-S Anti-s

MS + ((+)) + — MS/MS 7.30 %
MSs + ((+) + + MS/Ms 16.25 %
Ms + (+)) — + Ms/Ms 9.04 %
MNS + + + - Ms/NS 4.04 %
MNSs + + + + MS/Ns ou 19.15 %
Ms/NS 45 %

MNs + + - + Ms/Ns 21.31 %
NS - + + - NS/NS 0.56 %
NSs + + + NS/Ns 529 %
Ns - + - + Ns/Ns 12.56 %

Fréquence des phénotypes et génotypes MNSs
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m II. LES ANTICORPS

II.1- Les anti-MNS1 et anti-MNS2

I1.1.1- Les anticorps pour le phénotypage

Les anticorps habituellement utilisés pour le phénotypage sont des hétéro-anticorps ou des
anticorps monoclonaux qui montrent un effet de dose.

I1.1.2- Les allo-anticorps naturels

Il existe des anticorps humains, anti-MNSI1 surtout, qui sont la plupart naturels, froids et
ne fixant pas le complément. Les anti-MNS1 sont tres fréquents chez les enfants
présentant une infection bactérienne aigué. Les particularités de ces anticorps suggerent
qu’ils sont de nature IgM. Ces anticorps sont rarement responsables de M.H.N.N. en
particulier I’anti-MNS2. 11 a été cependant décrit quelques cas séveres dus aux anti-MNS1
avec mort in utero.

I1.2- L’anti-MNS3 et ’anti-MNS4

Ces anticorps exclusivement humains, essentiellement de nature IgG et ne fixant pas le
complément ont une signification clinique plus importante que les anti-MNSI1 et anti-
MNS2. IIs peuvent étre responsables d’accident hémolytique sévere de transfusion et de
maladie hémolytique néonatale.

I1.3- L’anti-MNSS5 (anti-U) et ’antigéene MINS5

Il existe de rares sujets, exclusivement de race noire, qui sont MNS :—3,—4,—5. Ils
peuvent par transfusion ou grossesse incompatible développer un anti-MNSS.

m III. LA BIOCHIMIE

Il s’agit de polypeptides dont la s€équence d’acides aminés est déterminée. Les études ont
permis de montrer que les antigenes MINS1 et MNS2 sont portés par une structure et les
antigenes MNS3 et MNS4 par une autre. Ces deux structures sont des sialoglycoprotéines
(SGP). La SGP MN ou glycophorine A porte les antigenes MNS1 et MNS2. Les seules
différences entre les SGP des sujets MNS :1, —2 et MNS :—1, 2 portent sur 2 A.A. en
position 1 et 5 de la partie N terminale. Ceci illustre la fonction des deux geénes induisant
la synthese des antigenes MNS1 et MNS2 :

1 2 3 4 5
MM Ser Ser Thr Thr Gly
NN Leu Ser Thr Thr Glu

La SGP Ss ou glycophorine B porte les antigenes MNS3 et MINS4.

La seule différence entre les SGP des sujets MNS : 3, —4 et MNS :—3, 4 porte sur un AA
en position 29 qui est une méthionine pour S et une thréonine pour s.
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m I. GENERALITES

SYSTEME XG ISBT 012

(anciennement Xg)
LIE AU SEXE

cAH|EER BIOFORMA

KFormation

version numérique

L’antigene XG1 (anciennement Xga) est un antigene produit par le chromosome X. Il
montre une relation avec le sexe des que I’on examine les fréquences des phénotypes chez

I’homme et chez la femme.

La transmission génétique est celle d’un caractere dominant 1ié au sexe et porté par le
chromosome X (a la différence de I’hémophilie qui est un caractere récessif 1ié au sexe) ;
mais la fréquence génique est la méme chez 1’homme et chez la femme.

Le locus XG ne participe pas a I’inactivation de 1’X.

XG1 est présent dans d’autres cellules que le globule rouge.

L’ anticorps anti-XG1 est exceptionnel.

m II. FREQUENCE DES PHENOTYPES

I1.1- Fréquences géniques de XG1 et XG

Genes Fréquence (identiques hommes/femmes)
XG1 0,659
XG 0,341
I1.2- Fréquences phénotypiques
Sexe Génotypes Phénotypes Fréquences
Hommes XG1Y XGl1 63,1 %
XGY XG: —1 36,9 %
Femmes XG1XG1
XGI1XG XG1 89,3 %
XG XG XG: -1 10,7 %

m III. GENETIQUE

III.1- Le groupe sanguin XG1 se comporte comme un caractére dominant porté par 1’X.

* Un pere XGI1 transmet le caractere a TOUTES ses filles mais JAMALIS a ses garcons.
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e Une mere XG1

> Hétérozygote transmet le caractere a la moitié de ses enfants (garcons ou filles).
> Homozygote transmet le caractere a tous ses enfants.

* Donc :

>+ XG1 x, XG: —1

Tous les garcons sont XG : —1

Toutes les filles sont XG1

>+ XG: —1x, XG1

tous les enfants peuvent étre XG1 ou XG: —1

> + XGl1 + x, XGl1

Les garcons peuvent étre négatifs

Les filles ne sont jamais négatives (toujours positives)

*Ou:

> Si un homme est positif : sa mere et ses filles doivent étre positives.
> Si une femme est négative : son pere et ses fils doivent étre négatifs.

C’est le modele de transmission dominante et récessive liée a I’X (XG1 et daltonisme).

IIL.2- La fréquence génique ne différe pas d’un sexe a I’autre. Ce qui différencie ’homme
et la femme, c’est la distribution de 1I’X et non la fréquence de tel ou tel gene qu’il porte.

50 individus
25 hommes 25 femmes
16 chromosomes X 32 chromosomes
sur 25 ont XG1 sur 25 ont XG1

Donc 2/3 des genes XG1 sont portés par les femmes puisqu’il y a deux fois plus de
chromosomes X chez les 25 femmes que chez les 25 hommes. Dans les deux cas, la
fréquence génique de XG1 est la méme.

IT1.3- Le locus XG ne participe pas a I’inactivation de I’X. L’un des deux chromosomes
X de chaque cellule somatique chez la femme est inactivé a un stade précoce du
développement embryonnaire (apparemment au hasard) c’est-a-dire que I’inactivation
peut porter sur le chromosome paternel ou maternel.
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En ce qui concerne XG, aucune preuve de I’inactivation de XG n’a été fournie, ainsi
on n’observe pas de mosaicisme chez les globules rouges des femmes hétérozygotes
XG1XG.

m IV. L’ANTIGENE XG1

IV.1- Localisation

Le globule rouge mais aussi sur les fibroblastes, certaines lignées de lymphocytes en
culture, les spermatozoides.

IV.2- Pouvoir immunogene

L’ anticorps anti-XG1 peut étre présent chez les polytransfusés mais tres rarement. Ils sont
reconnus pour la plupart a 1’aide du test indirect a I’antiglobuline et non par les enzymes
(antigene détruit).
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s LES POLYAGGLUTINABILITES M

CAHI;ER BIOFORMA
Formation

version numérique

®m I. GENERALITES

Les polyagglutinabilités sont la conséquence d’une réaction antigene-anticorps, 1’antigene
étant porté par les érythrocytes et les anticorps se trouvant dans le sérum humain. Des
hématies sont dites polyagglutinables lorsqu’elles sont agglutinées par la plupart des
sérums humains normaux (par ailleurs compatibles dans le systeme ABO).

On distingue deux types de polyagglutinabilité :
* les polyagglutinabilités congénitales dont on connait deux catégories :

> la polyagglutinabilit¢ de type Cad dont les hématies de type 1 sont effectivement
polyagglutinables,

> la polyagglutinabilité de type HEMPAS observée au cours de la dysérythropoiese de
type 2 (caractérisée par une anomalie de la membrane érythrocytaire ainsi que par la
présence d’érythroblastes binucléés). Ceci pose le probleme des relations entre 1’antigene
responsable de cette polyagglutinabilité et les troubles de maturation de la lignée
érythroblastique.

* les polyagglutinabilités acquises peuvent étre liées ou non a une infection. Elles sont
alors d’intensité variable. Quatre polyagglutinabilités acquises ont été décrites a ce jour :
T, Tk, B acquis, Tn et Va.

m II. LES POLYAGGLUTINABILITES CONGENITALES

IL.1- Le type Cad
L’antigene Cad a été décrit en 1968 par CAZAL et Coll.

Il est défini par sa réactivité avec la lectine anti-A1l extraite de Dolichos Biflorus ainsi
qu’avec un anti-Cad extrait également de Dolichos Biflorus. L’antigene Cad réagit
également avec 1’anti-Cad de poulet, I’anti-A d’Helix Pomatia et I’anti-Tn + Cad de
Salvia Horminum.

En fait, I’antigene Cad n’est pas univoque et on connait actuellement trois variétés
d’antigenes Cad : Cad 1, 2 et 3 définis par leurs réactions sérologiques et par ordre
décroissant de leur polyagglutinabilité.
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REACTIFS PHENOTYPES

CAD 1 CAD2 CAD 3
ANTI A1 (Dolichos Biflorus) + + +
ANTI A (Helix Pomatia) + + +
ANTI Cad (Dolichos Biflorus)* + + _
SERUM AB + - _

* Anti Cad (Dolichos Biflorus) = extrait de Dolichos Biflorus absorbé sur des globules rouges Al.

En 1971, il est démontré que cet ordre de réactivité décroissante conduit a 1’antigene Sda.
En 1971, SANGER met en évidence une association phénotypique entre Cad et Sda.
L’antigene Sda est un antigene de grande fréquence (90 % sujets Sda +), I’anticorps est
présent (régulierement) chez 1 % des sujets Sda—. Les relations Cad-Sda sont simples,
tous les sujets Cad (+) renferment davantage d’antigénes Sda que les Cad (—), c’est
pourquoi ils sont dits « super sda ». Cad 1 serait a Sda ce que Al est a A2.

Sur le plan biochimique, le sucre immuno-dominant des antigénes Cad et Sda est la
N-acétyl-galactosamine tout comme d’ailleurs celui des antigenes Al, A2 et Tn ; ceci
explique I’action des lectines et réactifs que nous venons d’évoquer.

Toutefois, les antigenes Cad et Sda sont différents car les épreuves de fixation-élution de
sérum AB, des épreuves d’inhibition de I’hémagglutination des hématies Cad par de la
salive de sujets Sda + et Sda — ont pu le mettre en évidence.

Fréquence de I’antigene Cad : variable (0,3 pour mille en France a 2,4 pour mille en
Thailande). Cad 1 : exceptionnel.

Transmission génétique : mode dominant et indépendamment du systeme ABO et autres
systemes. Mais il existe une expression variable de I’antigene Cad d’un sujet a 1’autre a
I’intérieur d’une méme famille.

I1.2- Le type HEMPAS (acronyme)

Hereditary Erythoblastic Multinuclearity with a Positive Acidified Serum.

Il a été décrit par CROOKSTON en 1969 chez des sujets atteints de dysérythropoiese de
type II. Cette polyagglutinabilité est en rapport avec un anticorps public de nature IgM
présent dans tous les sérums humains sauf le propre sérum du sujet. La nature biochimique
de I’antigene HEMPAS n’est pas actuellement connue. Nous savons par ailleurs que les
sujets HEMPAS présentent une série de modifications des antigenes de groupes sanguins
caractérisées par :

* une diminution quantitative de I’antigéne H,

* des réactivités antigéniques A et B différentes de celles de sujets normaux (le B se
comportant comme un B acquis ou un Cis AB),

* I’antigene 1 est considérablement augmenté (5 a 6 fois la normale) ainsi que 1’antigene I
mais plus modérément.

En pratique, les hématies HEMPAS ne sont reconnues par aucun réactif : anti-T, anti-A1
(Dolichos Biflorus), anti-Tn, anti-Cad...
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Il existe, au cours de la dysérythropoicse de type II accompagnant I’antigene HEMPAS,
d’autres anomalies sérologiques caractéristiques :

* tests de Ham et Dacie et test de Crosby positifs en sérum étranger et négatifs en sérum
autologue, donc LYSE en milieu acide mais seulement en sérum étranger contrairement
a la maladie de MARCHIAFAVA-MICHELI, ou hémoglobinurie paroxystique nocturne
(HPN)

* test au sucrose négatif,

* hémolyse importante en présence d’anticorps anti-1 et anti-i. Cette hémolyse n’est pas
due a une sensibilité particuliere des hématies au systeme complément. Ce dernier est
activé par la fixation d’anticorps froids reconnaissant un antigene particulier propre aux
malades atteints de dysérythropoiese de type 11,

* agglutinabilité apres traitement enzymatique.

Pathogénie : les dysérythropoieses de type II sont caractérisées par des anomalies
nucléaires, des anomalies de membrane du globule rouge et par I’apparition d’un
phénomene de polyagglutinabilité. Plusieurs hypotheses sont avancées pour expliquer ces
phénomenes :

e existence d’un allele exceptionnel d’un gene responsable de 1’anomalie héréditaire
(transmission autosomale récessive),

» anomalie de I’enzyme habituellement responsable de la lyse de la membrane nucléaire
au moment de la formation du fuseau.

Caractéristiques sérologiques différentielles
des globules rouges HEMPAS et d’HPN

Test de Ham et Dacie
TEST AU SUCROSE Test de Crosby
Sérum autologue Sérum étranger

HEMPAS - - +
HPN + + +
TEMOINS

¢ GR nouveau-né — - -
¢ GR adulte

m III. LES POLYAGGLUTINABILITES ACQUISES

III.1- Le type T

*C’est le premier type de polyagglutinabilit¢ décrit. L’antigene T est un élément
antigénique normal de 1’hématie qui est habituellement masqué par d’autres structures,
c’est un antigene cryptique. L’anticorps correspondant, I’anti-T est pour sa part présent
dans tous les sérums humains normaux (sucre Immuno Dominant : B Galactose).
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* Mécanisme d’apparition : il est d’origine infectieuse. De nombreuses bactéries
possédant une activité enzymatique (neuraminidase) peuvent €tre a 1’origine de la
polyagglutinabilité de type T. L’enzyme intervient en coupant les chaines glycoprotéiques
et glycolipidiques de la membrane érythrocytaire pour laisser apparaitre I’antigene T. Il
s’agit 1a d’un phénomene transitoire contemporain de I’infection et disparaissant avec elle.

* Diagnostic de la polyagglutinabilité de type T. Il est ais€ depuis que 1’on a reconnu une
activité spécifique anti-T dans la lectine extraite d’ Arachis Hypogea et glycine Soja. Un
réactif d’origine humaine peut €tre obtenu en fixant et éluant un sérum AB sur des
hématies OT.

* Fréquence : assez rare mais difficilement estimable, toutes les observations n’étant pas
publiées.

* Incidence théorique : c’est la diminution du potentiel €lectrocinétique érythrocytaire
caractérisé par la réduction de la mobilité €électrophorétique €rythrocytaire en milieu salin
ou en sérum AB.

* Incidences pratiques :

> La polyagglutinabilité de type T pose indiscutablement des problemes de groupage
sanguin et peuvent étre a I’origine d’accidents et d’incidents transfusionnels de nature
immunologique.

> Le démasquage de I’antigene T peut constituer une difficulté de groupage lorsqu’on
utilise des sérums-tests humains polyclonaux non débarrassés de leur activité anti-T ; on
note le plus souvent une discordance entre les épreuves de Beth-Vincent et de Simonin.
L’anti-T végétal facilite le diagnostic. L'utilisation d’anticorps monoclonaux permet de
lever cette difficulté.

> Sur le plan transfusionnel, il est impératif de ne transfuser, si nécessaire, les malades
présentant une polyagglutinabilité acquise qu’avec des culots érythrocytaires isogroupes
ABO-Rh compatibilisés et déplasmatisés pour éviter entre autre 1’apport d’un anti-T
présent dans tout plasma humain normal.

> Ces phénomenes de polyagglutinabilité sont souvent accompagnés de stigmates
cliniques et biologiques d’une hémolyse. Ainsi, il est fréquent d’observer un test de
Coombs direct positif, I’élution permettant d’isoler un anticorps anti-T.

II1.2- Le type TN
I1 a été rapporté pour la premiere fois en 1957 par MOREAU.

» [’antigéne Tn responsable de cette polyagglutinabilité est tres mal connu de méme que
son mécanisme d’apparition qui n’a jamais pu étre reproduit « in vitro ».

Il s’agit d’une absence de conversion du substrat Tn (N-Ac-Gd) par absence de I’enzyme
T, d’ott une image de double population pseudo A, peut étre considérée comme un
stigmate d’état pré-leucémique. Certains anticorps puissants peuvent déceler cette
anomalie (particularité devant €tre mentionnée sur la notice du producteur).

Nous savons qu’il s’agit d’une polyagglutinabilité acquise car elle est apparue chez des
sujets initialement normaux et elle a, des lors qu’elle est apparue, un caractere permanent
ou, tres durable, mais elle n’est jamais d’origine infectieuse.
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» Cette polyagglutinabilité s’integre habituellement dans un tableau clinique bien
particulier comportant une leucopénie ou/et une thrombopénie.

» Une activité anti-Tn existe dans tous les sérums humains normaux ; elle existe également
dans la lectine extraite de Dolichos Biflorus quel que soit le groupe ABO. Enfin, une
activité spécifique anti-Tn a pu €tre reconnue dans une lectine extraite de Salvia Sclarea
(spécifique) mais aussi Salvia Horminum et toutes les lectines avec activité anti-A.

e Nature biochimique de I’antigene Tn. Le déterminant spécifique serait le radical
N-Acétyl-Galactosamine et serait li€¢ a la sérine ou a la thréonine de la glycophorine
(Tn = étape intermédiaire dans 1’appartenance des AG MN).

* Mécanisme d’apparition. Les hypotheses suivantes ont été avancées. L’apparition de
I’antigene Tn pourrait étre la conséquence d’une modification dans la biosynthese des 3
galactosyltransférases ou de 1’action d’une glycosidase. Ainsi, le traitement de globules
rouges O par de la neuraminidase fait apparaitre une structure réactive de type T qui,
soumise a une 3 galactosidase met en évidence une spécificité de type Tn. Tn substrat de
T, M et N.

Il s’agit de modifications somatiques affectant les cellules souches médullaires d’ou
modification antigénique d’un ou plusieurs clones de cellules par incapacité de produire
de la B galactosyltransférase fonctionnelle.

ITL.3- Le type TK

C’est une polyagglutinabilité d’origine infectieuse décrite pour la premiere fois en 1972
par BIRD chez une femme présentant une infection urinaire a E. Coli. C’est une
polyagglutinabilité acquise, transitoire, disparaissant avec la guérison de 1’épisode
infectieux.

Sur le plan sérologique, les caractéristiques de la transformation Tk sont identiques a
celles de la transformation T a la différence que les hématies Tk sont agglutinées par le
polybrene et non les T. 11 semblerait que Tk soit une forme mineure de transformation T.

I11.4- Le type B acquis
Il a ét€ mis en évidence en 1959 par CAMERON.

Ces cas de polyagglutinabilité sont généralement observés chez des sujets de phénotypes
Al. Cette polyagglutinabilité est d’origine infectieuse et a un caractere transitoire.
Certains anti-B monoclonaux peuvent déceler cette anomalie (particularité devant étre
mentionnée sur la notice du producteur).

Mise en évidence de la polyagglutinabilité :

e apparition d’une réactivité anti-B chez un sujet de phénotype A avec un anti-B dans le
sérum,

* test de fixation-élution d’un anti-B : positif,
e réaction négative avec 1’anti-T, anti-Tn, anti-Cad, sérum AB.

* la réactivité B anormale s’accompagne d’une diminution de la réactivité de 1’antigene A.
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Mécanisme d’apparition : une désacétylase bactérienne pourrait rendre compte de ce
phénomene. Elle serait responsable du clivage des radicaux acétyl du sucre immuno
dominant de I’antigene A (N-acétyl-galactosamine) pour laisser apparaitre des molécules
de type galactose supportant la spécificité B (pseudo B se formant aux dépens de A).

T Tn B acquis CAD HEMPAS
Anti T, +++ - + ou — (rare) - -
Anti Tngg — S+t — — _
Anti Cad,, — — - La4 —
Fixation Elution Anti B - - +++ - -
Sérum AB (5) +++ +++ ++ +++ +++
Polybrene — ++ +++ +++ +++
T Tn Cad
Sérum AB +++ +++ ++
Anti T de cacahuete (Arachis Hypogea) ++ - -
Anti A1 (Dolichos Biflorus) — + + +++ou + +
Anti A escargot (Helix pomatia) - + + +++ou+ +
Polybrene — + + +++
Papaine - - +
Inhibition sucre N-Acétyl-Galactosamine - ++ ++
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Caracteres des antigenes de polyagglutinabilité Tn, Cad et HEMPAS

Tn Cad, Hempas
Fréquence Exceptionnelle Rare Rare
Héréditaire ou acquis Acquis Familial Familial
Antigene soluble 0 0 0
Test a I’antiglobuline - - -
Présence d’auto-anticorps dans le sérum =+ (hématies trypsinées) 0 0
Agglutination par sérum de cordon - NT -
Optimum thermique 4° C 4°C 4°C
Titre des sérums AB agglutinants 22128 8a64 2a32
Action de la papaine N Y 2
Action de la trypsine = NT Y
Agglutination par lectines Dolichos Biflorus + + -
Arachis Hypogea - - -
Phaseolus lunatus + - NT
Ulex Europaeus + - -
Agglutination par hétéroanticorps + - +
Contenu en acide sialique N Normal N
Action du polybréne * n' Normal
Autres antigenes :
1 Normal NT Normal
i Normal NT d
H Normal ou 72 Légerement N N
MN N Normal Normal
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I INCOMPATIBILITES  mssssssss
FCETO-MATERNELLES
ERYTHROCYTAIRES

NON ABO (IFM) CAHIER  BIOFORMA

Formation

version numérique

m HISTORIQUE

C’est en 1609 qu’une sage femme francaise, Louyse Bourgeois, décrit pour la premiere
fois la maladie hémolytique périnatale a I’occasion de la naissance de jumeaux : le premier
présentant un hydrops mourut immédiatement apres la naissance et le second quelques
jours plus tard apres avoir développé un ictere intense. En 1932, Diamond démontre que
I’hydrops feetal, I’ictere grave et I’ictere nucléaire sont trois formes différentes de la méme
pathologie dénommée érythroblastose feetale. La théorie selon laquelle, il y aurait un
passage d’hématies feetales a travers le placenta, stimulant la production maternelle
d’anticorps anti-hémoglobine feetale, retraversant ensuite le placenta et détruisant les
hématies feetales a ét€ émise par Darrow en 1938. Un an plus tard, Levine et Stetson
découvrent un anticorps apres une réaction hémolytique transfusionnelle : il s’agissait
d’une femme de groupe sanguin O qui venait d’€tre transfusée avec le sang de son mari,
lui aussi de groupe sanguin O, juste apres la naissance d’un enfant atteint d’érythroblastose
foetale. L’anticorps reconnaissait un antigene présent sur les hématies du pere et de
I’enfant. Ils postulerent que la mere s’était allo-immunisée contre 1’antigene que le feetus
avait hérité de son pere.

En 1940, Landsteiner et Wiener déterminent 1’antigéne responsable de cette allo-
immunisation. Par hétéro-immunisation de lapins avec des hématies de Macacus Rhésus,
ils obtiennent un anticorps reconnaissant 85 % des hématies humaines qu’ils appelerent
anti-Rhésus. Levine confirma a 1’aide de cet anticorps que le pere et I’enfant possédaient
I’antigene Rhésus et que la mere ne le possédait pas.

M 1. ANTICORPS ET ANTIGENES CONCERNES

Les anticorps pouvant entrainer une IFM résultent d’une allo-immunisation par transfusion
ou hémorragie foeto-maternelle. Ils doivent étre de nature 1gG, avoir une concentration
élevée, une affinité suffisante pour 1’antigéne et étre aptes a activer les récepteurs Fc des
macrophages. Plus de 250 antigenes ont été décrits et une centaine impliqués dans des
IFM. Certains sont des antigenes privés, d’autres des antigenes publics, mais les plus
impliqués sont ceux des systemes RH, KEL, FY, JK et MNS. Ces derniers sont
exclusivement érythrocytaires et bien développés chez le feetus entre les 4° et 6° semaines
d’aménorrhée.
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I.1- Systeme RH

Le systeme RH est a I’origine de la majorité des allo-immunisations feeto-maternelles. Les
anticorps impliqués sont par ordre décroissant : anti-RH1, anti-RH3, anti-RH4, anti-RH?2,
anti-RHS, anti-RHS...avec un risque majeur en présence d’anti-RH1 ou anti-RH4.

I.2- Systéeme KEL

L’antigene KELI est le plus immunogene apres 1’antigene RH1. Les anticorps anti-KEL1
représentent environ 13 % des anticorps immuns. En cas d’IFM les anémies feetales
peuvent Etre gravissimes et nécessiter un traitement transfusionnel in utero en raison d’une
anémie profonde due a une altération de 1’érythropoiese, alors que le résultat de
I’amniocentese n’est pas inquiétant.

I.3- Systeme FY

L’antigene FY1 est I’antigene le plus immunogene. Les IFM sont peu fréquentes mais
quand elles se produisent, elles peuvent en cas d’immunisation sévere, provoquer la mort
in utero.

I.4- Systeme JK

L’antigene JK1 est plus immunogene que 1’antigene JK2. Les IFM dues a ces antigenes
sont rares mais peuvent étre tres séveres.

LI.5- Systéme MNS

Les antigénes du systtme MNS sont rarement impliqués dans les incompatibilités foeto-
maternelles. Ont été décrites quelques IFM par anti-MNS3 mais elles sont presque
toujours bénignes. Cependant de rares cas séveres ont été rapportés.

® II. PHYSIO-PATHOLOGIE

La maladie hémolytique périnatale résulte d’une suite de phénomenes liés a I’introduction
d’un antigéne étranger dans la circulation maternelle. Or I’antigene RH1 que nous
prendrons comme exemple est bien développé chez le feetus des le 30° jour de gestation.

I1.1- Passage des hématies feetales dans la circulation

Une hémorragie feeto-maternelle (HFM) peut survenir des la 6° semaine d’aménorrhée et
certaines femmes peuvent apres une HFM méme tres faible développer un anticorps anti-
RHI1. Elles sont appelées « bonnes répondeuses ». Grace au test de Kleihauer pratiqué
régulierement tout au long de la grossesse chez des femmes porteuses d’un foetus ABO
compatible, il a ét€ montré que I’on pouvait mettre en évidence des hématies fcetales chez
4 % d’entre elles des le 1°" trimestre, 12 % pendant le 2¢, 45 % durant le 3¢ et chez plus de
60 % au moment de 1’accouchement.
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I1.2- Transfert des anticorps maternels vers le feetus

Seuls les anticorps maternels de nature IgG sont capables de franchir la barriere
placentaire. Ce transfert est précoce (a partir du 2° mois), mais peu important avant le
4¢ mois, actif et réalisé via les récepteurs pour le Fc des IgG situés sur la face maternelle
du trophoblaste et fonction de la concentration en anticorps qui peut varier de quelques ng
a quelques pg.

I1.3- Formation des complexes antigene-anticorps sur les hématies feetales

Tout d’abord, les anticorps maternels vont se fixer sur les antigénes spécifiques de la
surface des hématies foetales. Le nombre des complexes ainsi formés dépend du nombre
de sites antigéniques RH1 des hématies foetales et de la constante d’affinité des anticorps.

I1.4- Mécanisme de la destruction des globules rouges

Il se produit une phagocytose, suivie d’une lyse des hématies foetales sensibilisées par les
anticorps IgG via les récepteurs Fc des IgG. La pathogénicité des anticorps dépend de
plusieurs facteurs comme la quantité d’anticorps, I’avidité de 1’anticorps pour son
antigene spécifique et la distribution des antigenes sur le globule rouge et leur nombre.
Intervient aussi le transfert actif des anticorps a travers le placenta, la maturité
fonctionnelle de la rate feetale a phagocyter les hématies sensibilisées et la présence
d’anti-HLA bloquant la phagocytose splénique.

I1.5- Role des sous-classes d’IgG

La concentration des quatre sous-classes d’IgG a terme est toujours supérieure dans le
sang de cordon que le sang maternel. Les IgG1 traversent le placenta de facon massive des
la 20° semaine d’aménorrhée tandis que les IgG3 atteignent le taux de celui du sang
maternel vers la 28-32° semaine. Les anti-RH provoquant la maladie hémolytique
périnatale sont uniquement des IgG1 et des IgG3. Les cas dus aux IgG1 sont réputés
entrainer une anémie plus sévere que ceux dus aux IgG3. Mais quand I’enfant est né,
I’augmentation de la bilirubine est souvent plus élevée en présence d’IgG3 que d’IgGl.
En cas d’anémie profonde, la mort de I’enfant peut survenir in utero dans le dernier
trimestre de la grossesse, voire méme dans les cas extrémes avant la fin du 4° mois de la
grossesse.

m [1I. EPIDEMIOLOGIE

Malgré I’introduction de la prévention spécifique par les « immunoglobulines anti-D »
I’IFM la plus fréquente et la plus grave, en dehors de I'I[FM ABO, est celle liée a
I’antigene RH1. Elle concerne 1 a 3 grossesses pour 1 000 naissances vivantes. Elle frappe
surtout les enfants de rang supérieur ou égal a 2, elle est symptomatique dans 50 % des
cas dont un quart développe une anémie feetale sévere avant le terme de 34 semaines. Les
autres IFM sont celles liées essentiellement aux antigenes RH4 et KELI1.
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®m IV. SURVEILLANCE DE LA GROSSESSE

IV.I- Anamnese

Le mode d’immunisation influe sur le pronostic : une allo-immunisation due a une
transfusion incompatible est souvent plus grave qu’une immunisation uniquement trans-
placentaire. La connaissance des antécédents obstétricaux est essentielle dans la prise en
charge d’une IFM : il faut préciser le terme de survenue des premiers symptomes et la
sévérité de I’atteinte. L’IFM pour la grossesse actuelle survient en général au méme terme
et de facon au moins aussi sévere. Les explorations foetales doivent étre débutées 4 a
6 semaines d’aménorrhée (SA) avant la date d’apparition des premiers symptomes de la
grossesse précédente ou des 18—20 SA en cas d’atteinte sévere.

IV.2- Méthodes diagnostiques non invasives

Les tests immuno hématologiques utilisés pour le diagnostic anténatal existent depuis
1940. Pratiqués depuis plus de 60 ans, ils ont bien siir évolué, mais cependant a eux seuls,
ils ne peuvent définir la sévérit€ d’une maladie hémolytique périnatale éventuelle. Les
tests biologiques permettent d’aider les obstétriciens qui détiennent d’autres indicateurs
pour prédire I’atteinte foetale.

IV.2.1- Le dépistage de I’allo-immunisation

I convient de respecter les textes réglementaires concernant les prescriptions
obligatoires : la détermination des groupes sanguins ABO-RHI et du phénotype RH-
KEL1 au 3¢ mois de la grossesse, la deuxieéme détermination des groupes sanguins ABO-
RH1 au 6° ou 7° mois de la grossesse, et la recherche des anticorps anti-érythrocytaires
(RAD).

La RAI doit étre programmée :

— au moins a 2 reprises (1 et 6° ou de préférence au 7° examens prénataux si la RAI était
négative au 1) chez les femmes enceintes de phénotype RH1 et sans antécédent
transfusionnel,

— au moins a 4 reprises (1%, 4°, 6° et 7° examens prénataux) chez les femmes enceintes de
phénotype RH1 avec antécédent transfusionnel ou de grossesse et chez les femmes de
phénotype RH : —1,

—et a l’accouchement chez les femmes de phénotype RH :—1 avant I’injection
d’« immunoglobulines anti-D »,

— et chez les femmes RH1 en cas de besoin transfusionnel.

En cas de dépistage positif, il faut obligatoirement procéder a 1’épreuve d’identification
des anticorps anti-érythrocytaires (sans attendre 1’examen prénatal ultérieur). Elle consiste
a déterminer la spécificité des anticorps présents et a vérifier 1’absence des antigenes
correspondants pour reconnaitre les patientes a risque d’IFM. Dans 40 % des cas,
I’anticorps ne présente aucun risque car il s’agit d’un anticorps naturel. Par contre, en cas
de présence d’anticorps susceptibles d’entrainer des accidents d’incompatibilité feeto-
maternelle, la RAI avec identification et titrage (et dosage pondéral pour les anti-RH) doit
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étre effectuée a des périodes rapprochées de 3 a 4 semaines, voire 2 semaines a partir de
la 20° semaine d’aménorrhée.

IV.2.2- La surveillance de l’allo-immunisation

Détermination du phénotype paternel

Une allo-immunisation maternelle est sans risque, méme si 1’anticorps est puissant, si le
foetus est compatible. Il convient de déterminer le phénotype du géniteur pour savoir s’il
possede I’antigéne correspondant et si I’expression de ce dernier est hétérozygote ou
homozygote.

Détermination du phénotype du feetus

La détermination du phénotype érythrocytaire foetal est possible par les méthodes
invasives. Elle est utile en cas d’hétérozygotie paternelle et d’antécédents d’atteinte foetale
sévere. Celle-ci peut étre réalisée précocement sur prélevement de biopsie de trophoblaste
avec un risque d’HFM de 50 % ou plus tardivement a partir du sang foetal. Cependant la
détermination isolée du phénotype a partir du sang feetal est dangereuse et déconseillée en
raison du geste iatrogene que le prélevement nécessite.

Détermination du génotype du feetus

Il est possible désormais de pratiquer le génotypage RHI, RH4, RH3, KEL1, FY, JK des
cellules fcetales extraites du liquide amniotique a partir de la 14-15° semaine
d’aménorrhée par Polymérase Chaine Réaction. Seuls, les laboratoires disposant d’un
agrément pour le diagnostic anténatal peuvent pratiquer ce type de diagnostic. L.’ avantage
est le moins grand risque d’aggravation de I’allo-immunisation. Quand le foetus est
RH :—1, ceci permet de limiter les actes invasifs dans le suivi ultérieur de la grossesse. La
détermination du génotype fcetal a partir du sang maternel est un espoir raisonnable :
plusieurs équipes tentent d’extraire directement a partir du sang maternel le DNA foetal
libre afin de déterminer le génotype du foetus. Les difficultés majeures concernent des
problemes d’amplification d’ADN et de contaminations qui sont en voie d’étre résolus.

Méthodes d’évaluation du risque hémolytique in utero

Le risque d’hémolyse in utero est estimé par I’étude des antécédents obstétricaux et surtout
celle des anticorps dont le titre et la concentration augmentent généralement de facon
significative en cours de grossesse, si le foetus est incompatible. Quelle que soit la
spécificité, tout anticorps IgG de titre €gal ou supérieur au 1/16° ou de concentration égale
ou supérieure a 1 ug/ml (pour les anti-RH) peut entrainer une anémie foetale. C’est
pourquoi, il est indispensable que toute femme enceinte immunisée soit prise en charge
dans un service spécialisé dans le diagnostic anténatal ou le centre régional de thérapie
foetale et un service d’immuno-hématologie référent en ce domaine d’activité.

I’étude des anticorps comporte le titrage en test indirect a I’antiglobuline (IAT)
et le dosage pondéral

Le titrage des anticorps est obligatoire pendant la grossesse et doit étre réalisé apres
dilution géométrique de raison 2 en IAT par la technique traditionnelle en tube et vis a vis
d’hématies en solution saline. L utilisation des nouveaux procédés est dangereuse dans la
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mesure ou elle augmente artificiellement et de fagon aléatoire en fonction des anti-RH leur
titre de 1 a 5-6dilutions. Cet examen qui doit étre pratiqué des la 12°semaine
d’aménorrhée dépend de nombreux parametres comme les concentrations en anticorps et
en antigene, les réactifs et la méthode de lecture et surtout la constante d’affinité de
I’anticorps. Le titrage est de ce fait une méthode insuffisante et peu performante car il ne
mesure que la quantité d’anticorps capable de se fixer in vitro sur les hématies-tests
(quantité qui dépend de la constante d’affinité) et non pas la quantité totale d’anticorps.
Surtout, il est peu reproductible d’un laboratoire a un autre, c’est pourquoi I’évolution du
titre doit étre estimée dans un méme laboratoire, par rapport a un standard anti-RH1 de
titre et concentration connus, en parallele avec 1’échantillon de sérum maternel précédent.
Néanmoins, le seuil dangereux est fixé au 1/32¢.

Le dosage pondéral permet d’exprimer la concentration en pg/ml des IgG anti-RH. I est
a réaliser des la 12°semaine d’aménorrhée pour permettre une approche de la
concentration réelle en IgG anti-RH1 (anti-RH4, anti-RH3...) dans le sérum maternel. 11
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 de concentration connue. Le seuil dangereux est de 1 pg/ml. D’autres procédés
ont été décrits comme les méthodes radio-isotopiques, les tests immuno-enzymatiques et
en cytométrie de flux. Néanmoins la méthode semi quantitative sur auto analyseur a flux
continu reste la plus simple et la plus adaptable pour des séries d’analyses.

L’association dosage pondéral et titrage des anticorps, a condition que ces examens
soient évidemment effectués par le méme laboratoire, permet une meilleure appréciation
du risque d’immuno-hémolyse in utero car 1’activité fonctionnelle d’un anticorps dépend
de sa concentration et de son affinité. L.’association de ces deux examens permet aussi de
limiter les gestes invasifs que représentent les ponctions de liquide amniotique et de sang
foetal, de mieux préciser le moment ou il faudra les pratiquer et de détecter les
réactivations qui se produisent 1 fois sur 2, mais de facon imprévisible (moment et
intensité). C’est pourquoi ces examens doivent étre réalisés des le début de la grossesse et
reprogrammés réguliecrement tous les mois jusqu’a la 20° semaine d’aménorrhée puis tous
les 15 jours au-dela, voire toutes les semaines en cas d’immunisation sévere.

Les tests de cytotoxicité cellulaire, phagocytose et cytolyse, reproduisant in vitro ce qui se
passe in vivo, donnaient un bel espoir mais ils sont difficilement praticables en routine.

1V.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 1’atteinte hémolytique fcetale :
échographie, mouvements fcetaux, rythme cardiaque feetal.. .,

—une surveillance biologique associée a la mesure de la bilirubinamnie apres
amniocentese a partir de la 18° semaine d’aménorrhée quand le titre et la concentration
excedent respectivement 1/16° et 1 pg/ml,
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—un accouchement provoqué en cas d’atteinte foetale moyenne,

— des transfusions in utero lorsque 1’atteinte fcetale est sévere.

® V. PREVENTION DE L’ALLO-IMMUNISATION A L’ANTIGENE RH1

La prévention spécifique de 1’allo-immunisation a I’antigene RH1 doit impérativement
étre mise en ceuvre chez toute femme RH :—1 non immunisée anti-RH1.

V.1- Pendant la grossesse

La prophylaxie RH doit étre appliquée impérativement chez toute femme enceinte
RH :—1 non immunisée anti-RH1 : apres toute fausse couche du 1° trimestre ou
interruption volontaire de grossesse, quelles que soient la date et les circonstances, mais
aussi, apres avortement tardif, grossesse extra-utérine, interruption médicale de grossesse,
biopsie de trophoblaste, amniocentese, ponction de sang feetal, cerclage du col, version
par manceuvre externe, mort in utero, intervention pelvienne, réduction embryonnaire,
métrorragies (placenta inséré bas, hématome rétro-placentaire placenta praevia),
appendicectomie, accident de la circulation, traumatisme abdominal.

Dans tous les cas, apres avoir vérifié que la patiente n’est pas immunisée anti-RH1, une
dose de 100 pug d’« immunoglobulines anti-D » est injectée. Une ou plusieurs doses
supplémentaires sont injectées ultérieurement en fonction du résultat du test de Kleihauer
qui doit étre systématique a partir du 4° mois de la grossesse. Dans les 24-48 heures
suivant 1’injection, sera réalisée une recherche d’agglutinines résiduelles. Un mois plus
tard, une RAI sera demandée en précisant qu’il y a eu injection d’« immunoglobulines

anti-D » et la date.

V.2- A ’accouchement

La prophylaxie RH doit étre appliquée impérativement apres tout accouchement d’enfant
RH1 chez une femme RH :—1 non immunisée anti-RH1. Ceci nécessite au préalable la
double détermination des groupes sanguins ABO-RH1 du nouveau-né, la RAI sur le sang
maternel au moment de 1’accouchement et le test de Kleihauer sur le sang maternel
prélevé au moins une heure apres la délivrance.

L’injection d’« immunoglobulines anti-D » sera effectuée dans les 72 heures au plus tard
suivant I’accouchement a raison d’une dose de 100 pug pour un test de Kleihauer inférieur
ou égal a 5 ; au-dela de 5 : la dose a injecter est de 100 ug + (nombre d’hématies feetales
au-dela de 5 pour 10 000 X 5). Dans les 24 heures suivant I’injection d’« immunglobulines
anti-D », seront réalisés une recherche d’agglutinines résiduelles et un test de Kleihauer
de contrdle si le premier est positif. Un contréle 6 mois plus tard est recommandé : il
consiste a rechercher I’apparition éventuelle d’anticorps anti-érythrocytaires.
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I ASPECTS BIOLOGIQUES

DES ACCIDENTS
HEMOLYTIQUES cames  BlOFORMA
DE TRANSFUSION SANGUINE Formation

version numérique

La transfusion sanguine comporte un certain nombre de risques dont le plus fréquent et le
plus grave est I’accident hémolytique par incompatibilité anti—€rythrocytaire. Le plus
souvent, c’est le sang transfusé qui est détruit parce qu’il apporte un antigene cible de
I’anticorps correspondant présent chez le receveur. Exceptionnellement, c’est le sang
transfusé qui contient un anticorps capable de détruire les hématies du receveur. La
majorité des antigenes de groupes sanguins peuvent étre impliqués dans un accident
hémolytique. L’ importance de 1’hémolyse et la fréquence des incidents peuvent varier
selon le systeme considéré.

®m 1. ETIOLOGIE DES ACCIDENTS

I.1- Accidents par incompatibilité ABO

Les accidents par incompatibilit¢ ABO sont les plus fréquents, les plus graves, les plus
morbides et pourtant les plus faciles a éviter. Le risque d’incompatibilit¢ ABO est
permanent, il est di a la présence constante d’anticorps naturels et réguliers anti-A ou
anti-B dans le plasma des individus dont les hématies sont dépourvues des antigenes B
ou A correspondants.

C’est une regle impérative que de ne jamais transfuser du sang possédant 1’antigéne
correspondant a 1’anticorps du receveur.

I.1.1- Reégle de compatibilité érythrocytaire

Toutes les transfusions isogroupes sont compatibles. Le sang O peut étre transfusé chez
tous les receveurs quel que soit leur groupe sanguin ABO, puisqu’il est dépourvu des
antigénes A et B et de ce fait inaccessible aux éventuels anti-A ou anti-B présents chez le
receveur. Quant au receveur AB dépourvu d’anti-A et d’anti-B, il peut étre transfusé avec
le sang de tous les donneurs quel que soit leur groupe sanguin ABO.

I.1.2- Regle de compatibilité plasmatique

Toutes les transfusions isogroupes sont compatibles. Le plasma AB peut €tre transfusé
chez tous les receveurs quel que soit leur groupe sanguin ABO, puisqu’il est dépourvu
d’anti-A et d’anti-B. Le plasma A peut étre transfusé aux receveurs A et O, le plasma B
peut étre transfusé aux receveurs B et O. Quant au plasma O, il est réservé aux receveurs
de groupe sanguin O.

106

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002


BIOFORMA


I.1.3- Exception : le donneur universel dangereux

Un certain pourcentage de sujets possede un anti-A immun ( plus rarement un anti-B) qui
est capable d’hémolyser les hématies du receveur A (ou B).

La prévention des accidents par « donneurs dangereux » repose sur la détection
systématique de ces anti-A ou anti-B immuns sur chaque don par les plateaux de
Qualification de I’Etablissement Frangais du Sang. Les unités provenant de ces donneurs
comportent une étiquette « A ne transfuser qu’a un receveur isogroupe ».

m II. ACCIDENTS PAR ANTICORPS ANTI-ERYTHROCYTAIRES

I1.1- Anticorps naturels

Ces anticorps préexistent en dehors de toute stimulation foeto-maternelle ou
transfusionnelle. Ils peuvent donc étre dangereux des la premiere transfusion.

I1.1.1- Anticorps du systeme LE

Ces anticorps sont le plus souvent des anticorps froids et ne sont pas en cause. Cependant
certains d’entre eux, en particulier les anti-LE]1, sont actifs a + 37 °C et hémolysants. De
ce fait, ils peuvent étre dangereux sur le plan transfusionnel.

I1.1.2- Anticorps des systemes P et MNS : anti-P1, anti-MNS1, anti-MNS?2

IIs ne sont pas dangereux car ce sont des anticorps de faible titre et généralement inactifs
a + 37 °C.

I1.1.3- Anticorps des « receveurs dangereux » : anti—-H des hh sese, anti-GLOB1
(anti-P) des GLOB : —1, 2 (Pk), anti-P1+GLOBI1+GLOB?2 (anti-PP1Pk) de
GLOB: —1, -2 (p)...

Les sujets dépourvus d’un antigene public et possédant 1’anticorps correspondant naturel,
régulier et actif a + 37 °C sont de véritables «receveurs dangereux ». Le risque
d’incompatibilité transfusionnelle est constant et sévere des la premicre transfusion
comme en cas d’incompatibilité ABO.

I1.2- Anticorps immuns

Les anticorps immuns apparaissent apres stimulation par transfusion ou grossesse
incompatible. Ils sont de nature IgG, toujours actifs a + 37 °C et donc toujours
potentiellement dangereux en cas de transfusion incompatible, ainsi que pour le foetus
s’il possede 1’antigene correspondant. Leur apparition est conditionnée par plusieurs
facteurs.

I1.2.1- Immunogénicité de I’antigéne

Tous les antigenes ne possedent pas la méme immunogénicité. A cet égard, 1’antigene
RHI1 est le plus important, et c’est une regle impérative que de ne jamais transfuser un

107

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



sujet RH: —1 avec du sang RHI1. D’autres antigenes par ordre d’importance : KELI,
RH4, RH3, FY1, JK1, MNS3... peuvent induire la formation d’allo-anticorps immuns
chez les polytransfusés et les femmes multipares.

11.2.2- Réle des transfusions

L’immunisation anti-érythrocytaire augmente avec le nombre de transfusions et le rythme
de celles-ci.

11.2.3- Role de la maladie

L’aptitude a s’immuniser dépend de 1’état immunitaire du receveur. Ainsi les malades
atteints d’hémopathie maligne produisent peu d’allo-anticorps anti-érythrocytaires, alors
que les sujets atteints de cirrhose hépatique ou de thalassémie s’immunisent tres
facilement.

I11.2.4- Role du sexe

A nombre égal de transfusions, les femmes, en excluant celles ayant eu des grossesses,
s’immunisent deux fois plus que les hommes. Ceci est controversé désormais.

11.2.5- Allo-immunisation multiple

Certains individus s’immunisent plus facilement que d’autres et en général les premiers
anticorps qu’ils développent sont des anti-HLLA, d’ou I’intérét de rechercher ces anticorps
chez les polytransfusés.

I1.2.6- « Receveurs dangereux dits public négatif »

Les « receveurs dangereux » dépourvus d’un antigene de tres grande fréquence (Vel, Lan,
Gerbich...), développent des la premiere transfusion ou grossesse incompatible
I’anticorps immun correspondant a 1’antigéne qui leur fait défaut. Ils ne peuvent étre
transfusés qu’avec du sang de phénotype strictement identique au leur, provenant de la
réserve nationale de sang congelé et donné généralement par le malade lui-méme ou un
membre de sa fratrie.

11.2.7- Apparition et disparition des anticorps

La présence des anticorps n’est pas constante. L’absence d’anticorps avant transfusion ne
veut pas dire que le sujet ne s’est pas immunis€ dans le passé a la suite de transfusions ou
grossesses incompatibles. De méme, il faut interpréter les résultats des recherches
d’anticorps anti-érythrocytaires en fonction de la chronologie des examens par rapport aux
transfusions.

I1.3- Auto-anticorps

La présence d’auto-anticorps (agglutinant toutes les hématies testées) entraine
essentiellement des difficultés de typages érythrocytaires et de recherche d’anticorps
anti-érythrocytaires (RAI). Il convient de les adsorber sur hématies autologues (a
condition qu’il n’y ait pas eu transfusion ou grossesse dans les 3 mois précédents) pour
déceler un éventuel allo-anticorps masqué.

108

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



m III. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

Il faut dans un premier temps démontrer I’origine hémolytique de I’accident (taux
d’hémoglobine, bilan biochimique...), puis mettre en évidence 1’ anticorps responsable.

I11.1- Renseignements concernant le malade

Certains renseignements sont utiles, tels que : identification correcte, age, sexe..., maladie
du receveur, circonstances de I’accident et signes cliniques observés, quantité exacte de
sang transfusé, horaire de la transfusion par rapport au prélevement, nombre et rythme des
transfusions antérieures, en signalant la date exacte de la derniere s’il s’agit d’un
polytransfusé et le nombre de grossesses s’il s’agit d’'une femme. Ces divers éléments
permettront déja d’orienter le diagnostic.

I11.2- Prélevements

Il est nécessaire de disposer d’un prélevement pré-transfusionnel dans la mesure du
possible et de deux prélevements post-transfusionnels du receveur (un tube sec et un tube
citraté), d’un échantillon du sang transfusé et d’un nouveau prélevement du patient dix a
quinze jours apres 1’accident.

II1.3- Examens

Les examens a pratiquer sont le groupage sanguin ABO-RH]1 et le phénotypage RH-KEL1
a minima du receveur ainsi que des unités transfusées, la RAI sur le sérum du receveur,
I’épreuve directe de compatibilité au laboratoire (EDC) entre le sérum du receveur et les
hématies des unités transfusées, le test direct a I’antiglobuline (DAT) et 1’élution. Souvent,
il n’y a pas de sang du receveur prélevé avant la transfusion et de ce fait, I’enquéte au
laboratoire est difficile car I’anticorps responsable de 1’accident est absent ou a des taux
infra-détectables, il a ét€ consommé totalement ou partiellement.

Le DAT peut étre fortement positif, faiblement positif ou négatif, mais dans tous les cas,
il faut pratiquer une élution directe qui permettra d’étudier la spécificité de 1’anticorps en
cause vis a vis d’une gamme d’hématies-tests O et du sang transfusé, ainsi que vis-a-vis
d’hématies-tests A et B.

m IV. PREVENTION

11 faut éviter :

N ]la rencontre d’un antigéne avec son anticorps spécifique (anti-ABO, autres anticorps
anti-érythrocytaires) présents dans le sérum du receveur,

N le plus longtemps possible I’allo-immunisation du receveur afin de préserver son avenir
transfusionnel s’il s’agit d’un patient devant recevoir des transfusions qu’elles soient ou
non itératives et son avenir obstétrical s’il s’agit d’une femme,
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N si le patient possede (ou a possédé) un anticorps anti-érythrocytaire, il est impératif de
ne le transfuser qu’avec du sang phénotypé RH-KEL1 a minima et pour certains anticorps
tels que anti-JK1, anti-FY1, I’apport d’hématies négatives pour I’antigéne correspondant
par ailleurs soumis a une EDC.

IV.1- Avant la transfusion sanguine
Il faut respecter certaines normes de sécurité qui sont 1égiférées.

IV.1.1- Prélevement

Le prélevement doit étre assuré selon des regles bien définies et réalisé avec du matériel
stérile a usage unique, de préférence sous vide.

Deux déterminations de groupes sanguins ABO-RHI1 sont nécessaires pour 1’attribution
du sang. Par conséquent, cela nécessite deux prélevements effectués a des moments
réellement différents.

— Etiquetage des tubes

L’étiquetage des tubes contenant les échantillons de sang doit se faire par la personne qui
a prélevé, immédiatement apres le prélevement, sur le lieu de prélevement, en contrdlant
I’identité du patient en la lui faisant décliner chaque fois que cela est possible. Les
contrOles seront particulierement vigilants chez les sujets ininterrogeables.

L’ étiquette doit comporter les indications suivantes, bien orthographiées et de facon lisible
(en script) : nom patronymique (ou de jeune fille), nom marital s’il y a lieu, prénom(s),
date de naissance et sexe, date de prélevement, et heure si nécessaire. L’heure du
prélevement est obligatoire en cas de demande de deux déterminations de groupes
sanguins ABO-RHI1 ou de phénotype RH-KEL1 sur deux prélevements effectués le méme
jour, ou pendant une période de garde portant sur deux jours.

— Demande d’examen

Dans tous les cas, il convient de joindre au tube étiqueté une fiche d’accompagnement sur
laquelle figureront, en plus des mentions déja portées sur I’étiquette : la date et le nom du
prescripteur, le nom de I’établissement de soins, le nom du service et la date de
prélevement, le nom, la qualité et la signature du préleveur et les examens a réaliser.
Seront aussi fournis des renseignements complémentaires comme les antécédents de RAI
positive, de transfusion (en préciser les dates) ou de grossesse, de réactions
transfusionnelles, d’ictere, d’anémie, les pathologies et les traitements en cours...

Cas particulier des nouveau-nés

En supplément des renseignements précédents, il convient de mentionner 1’identité
complete de la mere et son statut immuno-hématologique : groupes sanguins ABO-RHI1,
phénotype RH-KEL 1, résultat et date de la derniere RAI.

Lorsque I'identité fait défaut, est incompléte ou incertaine ou encore lorsque 1’anonymat
est souhaité, une procédure de lien : patient-échantillon de sang doit tre mise en place.

I1V.1.2- Analyses
Typages érythrocytaires

Tout typage €rythrocytaire doit €tre réalisé a distance des transfusions (4 mois) sur un
échantillon de sang anticoagulé conservé dans de bonnes conditions a + 4 °C.
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Les réactifs utilisés doivent avoir fait I’objet d’un enregistrement aupres de I’AFSSAPS
(dont le numéro est mentionné sur la fiche technique ou le contenant du réactif) et d’un
controle par le CNRGS qui délivre un N° de conformité, ce dernier devant apparaitre sur
I’étiquette de conditionnement du réactif.

Groupage sanguin ABO-RH1

Depuis la parution de I'arrété du 26 avril 2002 modifiant 1’arrété du 26 novembre 1999
relatif a la bonne exécution des analyses de biologie médicale, la définition du groupage
ABO est désormais indissociable du phénotypage RH1 (Rh D) du systeme RH et sa
réalisation indissociable du phénotype RH KEL1.

La réalisation du groupe ABO repose sur les deux épreuves complémentaires :
épreuve globulaire
épreuve sérique.

La détermination du groupe ABO-RHI dépend de I’environnement technique du
laboratoire :

* Si les conditions d’automation et d’information prévues a ’article IV de I’arrété du
26 avril 2002, sont respectées de maniere a diminuer le risque d’erreur humaine, de
garantir la tracabilité et permettre le traitement et 1’identification des échantillons, la
gestion des réactifs et des supports de réactions (microplaque ou filtration), la
préparation, la distribution des échantillons, des réactifs et des CQI, la lecture des
réactions, le traitement des informations, le transfert automatique des résultats et la
confrontation avec I’historique des résultats du patient,

alors la détermination repose sur une réalisation par un technicien avec un lot de réactif et

un lot d’hématies tests,

* Dans tous les autres cas, une détermination repose sur deux réalisations effectuées par
deux techniciens différents.

La saisie manuelle des résultats doit comporter une double saisie effectuée par deux
personnes différentes.

Des CQI sont obligatoires :

Pour ABO :

au minimum :

un échantillon de groupe A CAHIER  BIOFORMA
un échantillon de groupe B Fomaﬁon
un échantillon de groupe O version numérique

Pour le groupe RH1 au minimum :
un échantillon RH : 1
un échantillon RH : - 1

Un groupe ABO RH1 valide est réalisé sur deux prélevements différents a raison d’une
détermination par prélevement.

Le phénotypage RH-KE1 (Rh-K)
La détermiantion dépend comme pour ABO-RH1 de I’environnement du laboratoire :

* En cas d’automatisation respectant les éléments de ’article IV de I’arrété du 26 avril
2002, une réalisation par un technicien et un lot de réactifs,
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* sinon, dans tous les autres cas, une détermination repose sur deux réalisations effectuées
par deux techniciens différents.

Le phénotype Rh-KEL]1 valide est réalisé sur deux prélevements différents a raison d’une
détermination par prélevement.

Les CQI obligatoires sont exactement spécifi€s par 1’ arrété.

Les mémes principes de détermination et de validation sont appliqués au phénotypage
étendu.

Les CQI comprennent pour chaque spécificité, un échantillon négatif et un échantillon
d’expression hétérozygote.

Lors de la réalisation du groupe ABO-RH1, en I’absence de résultats valides du phénotype
RH-KELI, le groupage ABO-RHI1 est obligatoirement complété par un phénotypage
RH-KELI.

Indications

Il est obligatoire chez la femme enceinte au premier examen prénatal. Il est vivement
recommandé chez les sujets de sexe féminin non ménopausés, les enfants et adultes
jeunes devant recevoir des transfusions, les patients polytransfusés potentiels et les
futurs transplantés.

Autres phénotypages

Ils sont conseillés chez les patients immunisés et les polytransfusés, vis-a-vis des
antigenes des systemes les plus immunogenes FY (FY1 et FY2), JK (JK1 et JK2) et MNS
(MNS3 et MNS4).

RAI

Cette analyse doit étre réalisée dans le cadre de la prévention des accidents immuno-
hémolytiques transfusionnels :

- chez tout patient susceptible a court terme d’étre transfusé ;

- chez le transfusé itératif, en bonne place au cours des séries de transfusions ;

- chez le patient transfus€ dans le cadre du suivi post-transfusionnel préconisé par la
réglementation.

Elle doit étre réalisée en contexte de greffe ou transplantation.

Elle doit étre réalisée en contexte pré ou périnatal conformément aux dispositions
réglementaires relatives au suivi de la grossesse.

En I’absence de prescription, ces analyses doivent étre réalisées a I’initiative du biologiste.

La validité est dans la majorité des cas de 3 jours maximum, elle doit étre diminuée s’il y
a eu transfusion récente ou en cas de grossesse.

La RAI est un examen de réalisation difficile. La RAI doit étre effectuée sur des
échantillons de sang prélevé depuis moins de 72 heures et conservés dans de bonnes
conditions a + 4 °C. Le dépistage des anticorps et leur identification seront effectués par
la technique de Coombs Indirect. La technique enzymatique sera utilisée lors de difficultés
d’identification telles que les mélanges d’anticorps ainsi que lors des bilans d’accidents
transfusionnels immunohémolytiques.
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EDC

Elle assure une sélection immunologique in vitro des unités de sang destinées a un patient.
Elle doit étre réalisée impérativement pour tout patient possédant (ou ayant possédé) un
ou plusieurs anticorps anti-érythrocytaires et chez le nouveau-né présentant un DAT
positif ou né de mere allo-immunisée, ainsi que chez les patients possédant un phénotype
érythrocytaire public négatif. Elle peut étre recommandée pour le foetus méme en cas de
RAI négative.

La préparation de sang compatible est une qualification réalisée par les laboratoires
d’Immuno-hématologie de I’ Etablissement Francais du Sang a partir d’unités phénotypées
RH-KEL1 a minima, dans les conditions similaires a celles pratiquées lors de la RAL
La préparation de sang compatible nécessite un échantillon de sang du patient prélevé
depuis moins de 72 heures (voire moins en cas de transfusion récente ou de grossesse)
et conservé dans de bonnes conditions.

IV.2- Au moment de la transfusion

Il faut pratiquer :

IV.2.1- Prélevement pré-transfusionnel juste avant la transfusion et le conserver
72 heures au réfrigérateur apres la transfusion : en cas d’accident hémolytique, il sera de
grande utilité ;

IV.2.2- Controle pré-transfusionnel ultime au lit du malade. 11 comprend :
Le controle administratif qui consiste a vérifier la concordance entre :

- I’identité du receveur et les noms, prénoms et date de naissance portés sur la carte de
groupes sanguins ;

- les groupes sanguins mentionnés sur la carte et ’unité de sang.

Le controle immunologique ultime qui consiste a vérifier I’épreuve globulaire du groupe
ABO du donneur et du receveur.

Ce controle permet d’éliminer les erreurs les plus fréquentes et les plus graves que
représentent les incompatibilités ABO. Son incidence sur la diminution des accidents par
incompatibilit¢ ABO n’est plus a démontrer.

IV.3- Pendant et apres la transfusion

Pendant toute la durée de la transfusion, il est nécessaire d’assurer une surveillance afin
de déceler toute réaction anormale et d’arréter immédiatement la transfusion si tel était le
cas. Il faut vérifier I’absence d’hémoglobinurie dans les heures qui suivent la transfusion
et I’absence d’ictére dans les 48 heures.

En raison de leur gravité, la prévention des accidents hémolytiques doit rester la
préoccupation majeure des transfuseurs et de tous ceux qui gravitent autour de la
transfusion.
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s PRINCIPES GENERAUX M
DE LA TRANSFUSION
SANGUINE ET PRODUITS
SANGUINS LABILES ~ crucr  siororma
Formation

version numérique

® INTRODUCTION

La transfusion sanguine consiste a injecter a un patient « le Receveur » le sang ou 1’un de
ses composants prélevés chez un « Donneur ». Le principe de la transfusion sanguine
moderne est celui de I’hémothérapie sélective. Le patient va en effet recevoir uniquement
le composant dont il a besoin. La transfusion sanguine est aujourd’hui treés réglementée et
chaque étape du processus transfusionnel (prélevement, qualification biologique,
préparation et distribution) doit répondre obligatoirement a un certain nombre de regles
définies dans les bonnes pratiques transfusionnelles.

On peut diviser les produits sanguins en deux groupes : les produits sanguins labiles (PSL)
qui font I’objet de notre propos et les produits sanguins stables. Ces derniers (albumine,
Immunoglobulines polyvalentes ou spécifiques, facteurs de la coagulation...) sont
préparés industriellement a partir du plasma et ont le statut de médicaments dérivés du
sang. Ils font donc 1’objet d’une Autorisation de mise sur le marché et sont distribués par
le réseau pharmaceutique.

Les produits sanguins labiles sont quant a eux préparés et distribués par 1’Etablissement
Frangais du Sang. La liste et les caractéristiques de ces PSL sont définies par I’arrété du
23 septembre 1994 portant homologation du reglement de 1’Agence francaise du sang
relatif aux caractéristiques de certains produits sanguins labiles pris en application de
I’article L. 666-8 du code de la santé publique et modifiant les arrétés du 27 septembre
1993, du 15 novembre 1993, du 5 avril 1994 et du 4 aolit 1994 portant homologation de
reglements de I’ Agence francgaise du sang.

Quatre principaux produits sanguins labiles sont utilisés :

- Le concentré de globules rouges (CGR)

- Le plasma thérapeutique

- Le concentré plaquettaire

- Le concentré unitaire de granulocytes

Ces produits peuvent étre d’origine autologue ou homologue. Nous n’évoquerons que les
produits homologues.

Le sang total n’est quant a lui plus utilisé, y compris dans le cadre des exsanguino-
transfusions du nouveau né qui sont réalisées en mélangeant un concentré globulaire et un
plasma frais congelé.

Enfin il est important de noter que tous les PSL sont déleucocytés, depuis avril 1998 pour
les produits cellulaires et pour le plasma a usage thérapeutique depuis le 15 avril 2001.
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m I. CARACTERISTIQUES PRINCIPALES DES PSL

I.1- Le concentré de globules rouges (CGR)

Le CGR est préparé a partir d’un don de sang total prélevé sur anticoagulant, apres avoir
soustrait le plasma et ajouté une solution de conservation qui est, dans la quasi totalité des
cas, du SAG-Mannitol (mélange de chlorure de sodium, d’adénine, de glucose et de
mannitol). Cela permet la conservation du CGR entre + 2 °C et + 8 °C pendant 42 jours
a partir de la date du prélevement. Le volume minimal de la poche de concentré globulaire
adulte (CGA) est 225 ml. Le contenu minimal en hémoglobine est de 40g. L hématocrite
est compris entre 50 et 70 %. Le nombre total de leucocytes résiduels est inférieur a 10°
par poche.

I.2- Le plasma thérapeutique

Le plasma thérapeutique utilisé en France est prélevé par aphérese. Deux types de produits
sont disponibles :

- le plasma d’aphérese sécurisé par quarantaine,
- le plasma viro-atténué par solvant détergent.

Un troisieme type de plasma peut étre utilisé : Le plasma « solidarisé ». La poche de
plasma et la poche de CGR cédées proviennent du méme donneur. L’utilisation de ce
produit pose de trés importants problemes d’organisation et il est trés peu utilisé.

L1.2.1- Le plasma d’aphérese sécurisé par quarantaine

Le principe de la sécurisation par quarantaine est simple. Un donneur donne son plasma a
JO. A cette occasion les analyses biologiques et en particulier virologiques obligatoires a
I’occasion du don du sang, sont réalisées. Si les résultats de ces analyses sont négatifs, le
plasma congelé est mis en quarantaine. Lorsque le donneur revient donner son sang dans
un délai supérieur a 120 jours par rapport au premier don, les analyses biologiques
obligatoires lors de chaque don de sang sont a nouveau réalisées. Si les résultats de celles-
ci sont négatifs, le plasma mis en quarantaine a JO est alors considéré comme sécurisé et
autorisé a la distribution. Ce procédé permet de couvrir le délai de séroconversion des
principaux virus transmissibles par le sang.

La poche de plasma sécurisé se présente sous un volume habituel de 200 ml mais il peut
également étre conditionné en poche de 400 ml ou 600 ml. On peut donc préparer a partir
d’un seul don de plasma par aphérése chez un seul donneur, 3 poches de plasma
thérapeutique.

1.2.2- Le plasma dit viro-atténué

Il est préparé a partir d’'un mélange de plasmas provenant de 100 donneurs. Ce pool de
plasmas subit un traitement par solvant détergent totalement efficace sur I’ensemble des
virus enveloppés actuellement connus. La poche de plasma se présente également sous un
volume de 200 ml.

Quel que soit le type de plasma utilisé, il s’agit d’un produit quasiment acellulaire. Le
nombre de leucocytes résiduels est inférieur a 10* par poche avant congélation. Le taux de
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protéines doit étre égal ou supérieur a 50 g/l. Les taux d’hémoglobine et de potassium
doivent étre inférieurs a 0,05 g/l et 5 mMoles/l. Les taux de facteurs V et VIII doivent €tre
supérieurs a 70 % du taux normal.

Le plasma se conserve a une température inférieure ou égale a — 25 °C. pendant un an. Il
doit étre décongelé a + 37 °C pour une utilisation rapide, au plus tard dans les 6 heures
qui suivent la décongélation.

I.3- Le concentré plaquettaire

Deux types de produits sont utilisés :

1.3.1- Le concentré plaquettaire standard (CPS) et le mélange de CPS

Ce produit est obtenu a partir d’un don de sang total apres une double centrifugation ou a
partir du buffy coat. La poche de CPS comporte un volume de plasma compris entre 25 ml
et 60 ml et contient au minimum a 0,375 x 10'! plaquettes dans le produit déleucocyté. Le
pH du produit doit étre compris entre 6 et 7,4.

Le mélange de concentrés de plaquettes déleucocyté est issu de différents dons de sang
total non déleucocyté (12 au maximum) et de méme groupe sanguin ABO. Il est obtenu
par le regroupement de plusieurs concentrés de plaquettes standards suivi d’une
déleucocytation ou par le regroupement de plusieurs buffy-coats suivi d’une extraction
des plaquettes puis d’une déleucocytation. Habituelllement, les MCP sont constitués de
5 a 6 CPS ou buffy-coats (moyenne 2,5 a 3 x 10" plaquettes) ce qui correspond
quantitativement a un CPA (minimum 2 X 10'' plaquettes et 1,5 x 10'' apres
déleucocytation).

1.3.2- Le concentré plaquettaire d’aphérese (CPA)

La suspension plaquettaire est obtenue par aphérese. Elle consiste en une poche dont le
volume ne doit pas dépasser 500 ml de plasma et qui contient une quantité minimum de
1,5 x 10" plaquettes.

1.3.3- Posologie

L’utilisation de concentrés plaquettaires nécessite, pour atteindre la dose thérapeutique
qui, dans la plupart des cas, est de 0,5 x 10'! plaquettes par 7 a 10 kg de poids chez
I’adulte, le mélange de plusieurs unités de plaquettes standard. Le risque virologique
résiduel est donc multipli€é par le nombre de donneurs entrant dans la constitution de ce
pool. A I’inverse I'utilisation de CPA a I’avantage de permettre le traitement d’un patient
par un produit issu d’un seul donneur. Cependant les produits d’aphéreése sont rares et la
plupart des Etablissements de Transfusion Sanguine sont régulierement en pénurie de ce
type de produit.

Les produits plaquettaires doivent €tre conservés avant utilisation entre +20 °C et
+ 24 °C, sous agitation douce et permanente. Ils se conservent ainsi pendant 5 jours a
partir de la date du prélevement.
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I.4- Le concentré unitaire de granulocytes

Il est prélevé par cytaphérese a partir du sang circulant d’un seul donneur et contient au
minimum 2.10'° granulocytes viables sous un volume maximum de 500 ml. La
conservation de ce produit est au maximum de 12 heures a 22 °C.

m II. RAPPEL SUR LES INDICATIONS DES PSL

Le CGR est utilis€ pour corriger une anémie, responsable d’une hypoxie voire d’une
anoxie tissulaire. L’intensité de I’anémie (jugée sur le taux d’hémoglobine) ne doit pas
étre le seul parametre qui conduit a la prescription d’une transfusion de CGR et il est
essentiel d’apprécier la tolérance clinique et les capacités d’adaptation du patient a
I’anémie avant d’avoir recours a la transfusion.

Les indications du plasma thérapeutique ont été strictement limitées dans le cadre d’un
arrété du 3 décembre 1991. Le plasma thérapeutique ne peut étre utilis€ que dans trois
indications : les coagulopathies graves de consommation, les hémorragies aigués avec
déficit global des facteurs de la coagulation et les déficits complexes en facteurs de la
coagulation, lorsque les fractions coagulantes spécifiques ne sont pas disponibles.

Les produits plaquettaires sont utilisés pour corriger une thrombopénie sévere. Les
indications essentielles sont la correction de thrombopénies centrales dans le cadre de
chimiothérapie et de certaines thrombopathies en phase hémorragique.

Le concentré unitaire de granulocytes est d’utilisation rare. L’effet recherché est la
restitution de la capacité phagocytaire chez un patient granulopénique pour traiter une
infection microbienne grave. Ils sont surtout utilisés dans le cadre de granulopénies
centrales profondes inférieures a 0,5 x 10° par litre avec espoir de réversibilité de 1’aplasie
et une infection documentée résistante a une antibiothérapie adaptée de plus de 48 heures.

m III. QUALIFICATIONS ET TRANSFORMATIONS DES PSL

Les produits sanguins labiles peuvent faire I’objet de transformations ou de qualifications.
Celles-ci sont définies par voie réglementaire dans les bonnes pratiques de préparation ou
de distribution des produits sanguins labiles. Les qualifications comprennent : la
qualification phénotypé, la qualification compatibilisé et la qualification CMV négatif.
Les transformations comprennent : I’irradiation, la déplasmatisation, la réduction de
volume et la cryoconservation.

Un document édité en novembre 1997 par I’ANAES décrit les caractéristiques et les
indications de ces qualifications et transformations. Nous les rappelons bri¢vement.

II1.1- Qualifications

II1.1.1- Qualification phénotypé RH-KELI des CGR

Elle ne s’applique, en pratique, qu’aux CGR. Le produit est dit qualifié antigéno-
compatible RH-KEL1 lorsqu’il est compatible pour les antigenes RH1, RH2, RH3, RH4,
RHS5 et KELI.
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La transfusion de concentrés globulaires antigéno-compatibles RH-KEL1 est obligatoire
selon les textes 1€giférés dans les cas suivants :

* Chez les patients de sexe féminin, de la naissance jusqu’a la fin de la période
procréatrice,

* Chez les patients déja immunisés.

En dehors de ces indications la transfusion de CGR antigéno-compatibles RH-KELT1 n’est
pas obligatoire. Toutefois, les antigenes impliqués dans cette qualification sont tres
immunogenes et sont responsables a eux seuls de plus de 90 % des allo-immunisations
post transfusionnelles. 1l parait donc justifié d’essayer de respecter cette qualification
chaque fois que le patient a une durée de vie raisonnable.

La qualification antigéno-compatible RH-KEL1 ne s’applique pas en théorie aux
concentrés plaquettaires. En effet, les antigenes des systemes RH et KEL ne sont pas
exprimés au niveau des plaquettes. Dans certains cas, on peut toutefois observer des
immunisations post transfusionnelles plaquettaires contre des antigenes de systeme RH ou
KEL dues aux globules rouges résiduels présents dans les produits plaquettaires. Ceci est
surtout le cas pour 1’antigene RH1 et il est conseillé de respecter une compatibilité vis a
vis de cet antigene. Dans le cas contraire, I’immunisation du receveur contre cet antigene
peut étre prévenue par I'injection d’une dose d’« immunoglobuline anti-D ». Pour les
autres antigenes RH et I'antigene KELI1, le risque d’immunisation est beaucoup plus
faible et ne justifie pas le respect de leur compatibilité.

Enfin, le respect de la compatibilité RH et KEL 1 ne s’applique pas au plasma frais congelé
qui est un produit totalement acellulaire.

II1.1.2- Qualification phénotypé étendu des concentrés globulaires

Un CGR sera dit phénotypé étendu compatible a partir du moment ou la compatibilité
concerne au moins un autre antigene, en dehors des antigénes RH et KEL1 évoqués plus
haut. La prescription de CGR phénotypés étendus compatibles est obligatoire dans les cas
suivants :

* les patients immunisés contre un autre antigene que ceux des systtmes RH et KEL
évoqués plus haut,

* dans le cadre d’immunisation complexe.

Afin de pouvoir respecter ces compatibilités, il est impératif de connaitre le phénotype du
patient. Nous rappelons que celui-ci doit étre déterminé, pour éviter des erreurs, en dehors
de toute période transfusionnelle (intervalle libre de quatre mois). Il est donc important de
déterminer le phénotype RH-KEL1 de tout patient devant étre transfusé et ce
indépendamment du fait qu’il recoive ou non des CGR antigéno-compatibles RH-KELI.
De la méme facon, il est indispensable que tout patient possédant( ou ayant possédé) un
anticorps immun ou présentant une pathologie susceptible d’entrainer des transfusions
itératives au long cours, bénéficie d’un phénotypage étendu (FY1, FY2, JK1, JK2, MNS3,
MNS4), 1a encore indépendamment du fait qu’il recoive ou non des produits phénotypés
étendus compatibles.

La qualification phénotype étendu n’est pas applicable aux concentrés plaquettaires ni au
plasma thérapeutique.
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II1.1.3- Qualification phénotypée des concentrés plaquettaires

La qualification phénotypée peut €tre appliquée dans certains cas aux produits
plaquettaires lorsque des produits compatibles sont sélectionnés en fonction de leur
phénotype dans certains systemes de groupe plaquettaire (HPA...) du fait de la présence
chez le receveur d’un anticorps reconnaissant un de ces antigenes.

II1.1.4- Qualification compatibilisée

Le produit globulaire est testé au laboratoire avec le sérum du patient et ce a I’aide de
techniques aussi sensibles que celles de la RAIL. L’épreuve directe de compatibilité au
laboratoire (EDC) n’est utile que pour :

* mettre en évidence un anticorps reconnaissant un antigene de tres faible fréquence qui
ne serait pas présenté par les hématies des gammes d’hématies-tests utilisées lors de la
recherche des anticorps anti-érythrocytaires (RAI),

* s’assurer de I’absence d’un allo-anticorps masqué par un autre anticorps identifié lors de
la RAI.

L’EDC est légalement obligatoire dans les cas suivants :
* les patients immunisés,

* les nouveau-nés présentant un test direct a 1’antiglobuline positif, que la mere présente
ou non une RAI positive. Dans ce dernier cas, ’EDC doit étre réalisée avec le sérum de
la mere.

L’EDC est également recommandée chez les patients polytransfusés itératifs et chez la
femme enceinte (situation d’immunisation privilégiée).

En dehors des cas que nous venons d’évoquer I’EDC n’apporte aucun gain sur le plan de
la sécurité transfusionnelle.

Des tests de compatibilité plaquettaire peuvent €tre également réalisés le plus souvent par
technique immuno-enzymatique dans le cadre de transfusions plaquettaires réfractaires.

II1.1.5- Qualification CMYV négatif (CMV—)

Un produit sanguin est dit qualifié CMV — lorsqu’il est préparé a partir du don d’un
donneur chez qui on ne met pas en évidence d’anticorps anti-CMYV par les techniques
sérologiques. Toutefois des études récentes semblent démontrer que le risque de séro-
conversion CMV apres transfusion de produits sanguins labiles est identique que le patient
ait recu des produits déleucocytés CMV — ou seulement déleucocytés.

L’utilisation de produits sanguins labiles qualifiées CMV— n’est utile que dans les
situations d’immuno-dépression profonde ou une infection par le cytomégalovirus peut
entrainer des pathologies gravissimes voire mortelles :

* les périodes d’aplasie médullaire quelle que soit la cause ;
* la grossesse durant le premier trimestre.
En dehors de ces cas, 1’utilisation de produits CMV — ne parait pas justifiée.

Cette qualification ne concerne que les produits cellulaires (CGR, CPS ou CPA).
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II1.2- Transformations

II1.2.1- Déleucocytation

Elle est aujourd’hui généralisée pour I’ensemble des PSL. Elle permet 1’élimination de la
quasi-totalité des globules blancs.

111.2.2- Irradiation

Elle ne concerne que les produits cellulaires (concentrés globulaires et plaquettaires). Les
produits sont irradié€s a I’aide d’un irradiateur Gamma par une dose comprise entre 25 et
45 Grays. L’irradiation des produits sanguins a pour but d’éviter la réaction du greffon
contre 1’hote (GVH) post-transfusionnelle. La GVH post-transfusionnelle est une
complication tres grave de la transfusion liée a I’attaque des tissus du receveur par les
lymphocytes résiduels contenus dans le produit sanguin. Celle-ci ne peut se produire que
si le receveur est incapable de se défendre et présente une immuno-dépression profonde.
Les indications des PSL irradiés sont donc strictement les mémes que celles de PSL
CMYV —. Enfin I'irradiation est indispensable dans le cadre de don intra-familial pour des
raisons immunologiques exceptionnelles.

I11.2.3- Déplasmatisation

Elle peut concerner les concentrés globulaires et les produits plaquettaires. En effet, le
concentré globulaire contient 20 a 30 ml de plasma résiduel et le milieu de suspension du
produit plaquettaire est du plasma. Apres déplasmatisation, la concentration des produits
en protéines extracellulaires est inférieure ou égale a 1,5 g/l. Le produit doit étre utilisé
dans les 6 heures qui suivent la préparation.

Dans certaines situations il peut €tre important d’éliminer toute trace de protéine
plasmatique des produits cellulaires. Ces situations sont les suivantes :

* réactions allergiques graves,
* déficits totaux en IgA et anticorps anti-IgA,
* hémophiles avec anticoagulant circulant,

* hémoglobinurie paroxystique nocturne (cette derniere indication est toutefois remise en
question aujourd’hui).

I11.2.4- Tranformation « réduction de volume »

Dans certaines situations, il peut étre utile d’enlever la solution de conservation et
d’éliminer le surnageant des globules rouges au sein du concentré globulaire. Cette
situation est rare et nous parait justifiée seulement dans le cadre de 1’amorcage de CEC
(circulation extra-corporelle) chez les enfants jeunes et de petits poids.

Enfin, il peut étre utile pour des raisons de volémie, de réduire la quantité de plasma
présent dans les produits plaquettaires. La réduction de volume plasmatique des produits
plaquettaires est extrémement traumatisante pour le produit et réduit de facon certaine
I’efficacité thérapeutique. Elle doit étre donc strictement limitée aux cas indispensables.
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II1.2.5- La cryoconservation

I1 est possible de conserver par exemple dans 1’azote liquide (plus de dix ans) des produits
globulaires ou plaquettaires de phénotypes tres rares. La congélation des globules rouges
nécessite I’addition d’un cryopréservateur (glycérol) qui sera éliminé par lavage apres
décongélation. Le produit décongelé doit €tre utilisé le plus rapidement possible et en tout
cas dans les 24 heures qui suivent la décongélation pour les globules rouges.

B CONCLUSION

La transfusion sanguine est une thérapeutique tres efficace qui permet en France, de
sauver chaque année plusieurs centaines de milliers de patients. Le prélevement, la
préparation, la qualification et la distribution des produits sanguins labiles doivent
respecter des regles tres strictes définies dans les bonnes pratiques transfusionnelles.

Cette thérapeutique n’en reste pas moins a risque dont le plus important est le risque
immunologique. En effet toute transfusion homologue est par définition incompatible sur
le plan immunologique. Ce risque, s’il ne peut étre totalement éliminé, devra €tre limité
au maximum grace a la réalisation dans des conditions techniques optimales des analyses
immuno-hématologiques indispensables, a leur interprétation sans faille, et au respect des
regles de distribution définies dans 1’arrété du 4 Aott 1994.
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- LES ANEMIES ]
HEMOLYTIQUES
AUTO-IMMUNES

cAH|EER BIOFORMA

Formation

version numérique

m 1. DEFINITION

Les anémies hémolytiques auto-immunes (AHAI) représentent des pathologies modeles
de I’auto-immunité. Elles sont définies par une anémie associée a la présence sur les
hématies et/ou dans le plasma d’un auto-anticorps dirigé contre un ou des antigene(s)
érythrocytaire(s). L’ auto-anticorps est une immunoglobuline de type IgG, IgM ou plus
rarement IgA. Les hématies recouvertes d’anticorps sont dites « sensibilisées », leur durée
de vie est raccourcie. Ceci peut €tre mis en évidence par un marquage des hématies au
Cr51, I’examen pouvant également révéler une séquestration splénique, hépatique ou
mixte des globules rouges. L’hémolyse peut étre intra-vasculaire et/ou tissulaire.

I.1- L’hémolyse tissulaire

Lorsque I’auto-anticorps est une IgG, son fragment Fc est reconnu par les macrophages de
la rate, porteurs de récepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines IgG1 et 1gG3.
L’hématie recouverte d’IgG est ainsi phagocytée, parfois partiellement, les fragments de
membrane prennent alors une forme sphérique et sont secondairement phagocytés dans la
rate.

Les auto-anticorps qui fixent le complément, tels que la plupart des auto-anticorps IgM,
entrainent une phagocytose des hématies recouvertes de fragments du complément par les
macrophages hépatiques porteurs d’un récepteur pour la fraction C3 du complément.
L’inactivation de C3 aboutit a des globules rouges recouverts de C3d qui sont libérés dans
la circulation et « protégés » par la présence de C3d, de la fixation de nouveaux fragments
de C3.

I.2- I’hémolyse intra-vasculaire

Certains auto-anticorps qui fixent le complément, 1’activent completement de C1 a C9 et
entrainent une hémolyse intra-vasculaire. Ce sont :

* les hémolysines biphasiques IgG,
* les agglutinines froides,

* les hémolysines chaudes a test direct a 1’antiglobuline positif de type complément.
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m II. DIAGNOSTIC

Sur le plan clinique, outre les signes de 1’anémie, le patient peut présenter un ictere, une
splénomégalie ainsi que les manifestations d’une éventuelle pathologie sous-jacente
associée.

Sur le plan biologique, la numération-formule sanguine montre 1’anémie ainsi qu’une
hyper réticulocytose, signe de régénération médullaire. Les autres examens recherchent
des signes d’hémolyse, hyperbilirubinémie a bilirubine libre, LDH élevé, haptoglobine
basse, hémoglobinémie, hémoglobinurie.

L’hémosidérinurie recherche quelques jours apres la crise hémolytique, la présence de fer
dans les cellules épithéliales des tubules rénaux.

Le test direct a I’antiglobuline et 1’élution permettent la recherche de 1’auto-anticorps et
de sa spécificité.

I1.1- Test direct a I’antiglobuline (DAT)

Il s’agit d’un test globulaire. Il recherche au moyen d’antiglobulines humaines (AGH), la
présence sur les hématies, d’immunoglobulines et/ou des fractions du complément, en
particulier la fraction C3d.

Les AGH polyvalentes sont des anticorps d’origine animale dirigés contre les Ig et le
complément humain et agglutinent les hématies recouvertes de ces molécules. Ce sont des
réactifs de dépistage qui indiquent la « sensibilisation » des hématies.

Les AGH spécifiques (anti-IgG, anti-C3d...) précisent le type d’immunoglobuline en
cause. Lorsque I’auto-anticorps est une IgM, il y a en général une élution spontanée de
I’auto-anticorps de la surface des hématies ot I’on met alors en évidence la fraction
inactive C3d du complément resté fixé a la membrane érythrocytaire. Le DAT de type
complément peut étre associé a la présence dans le sérum, d’auto-anticorps IgM appelés
agglutinines froides, a un titre pathologique.

Parfois, malgré un contexte tres évocateur d’AHAI le DAT est négatif. Il peut s’agir d’un
auto-anticorps de type IgA qu’on peut mettre en évidence au moyen d’une AGH
spécifique anti-IgA.

L auto-anti-IgA peut occasionner une hémolyse sévere, comme cela est rapportée par
Beckers et Girelli, la spécificité étant anti-RHS dans les deux publications.

L’anticorps peut étre de faible affinité. Biagi et coll. rapportent le cas d’un enfant de
Smois avec une AHAI a DAT positif de type IgG. Le DAT se négative malgré
I’aggravation de I’hémolyse sous traitement. Le lavage des hématies a + 4 °C permet de
retrouver un DAT tres positif de type IgG. Les auteurs avancent I’hypothese d’un anticorps
de faible affinité dont la dissociation est réduite par le lavage a + 4 °C permettant de
mettre en évidence le DAT positif.

La négativité du DAT peut étre liée a un faible nombre de molécules fixées sur les
hématies. L’ utilisation de nouveaux procédés tel que la filtration a amélioré la sensibilité
de la technique, surtout pour le DAT de type IgG. La cytométrie en flux semble également
intéressante. Cette augmentation de la sensibilité peut €tre a 1’origine de DAT positif, sans
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anémie ou hémolyse ou qui reste positif malgré la résolution de I’hémolyse. Enfin, le DAT
négatif peut étre li€ a une transfusion récente du patient.

I1.2- Elution directe

Ce test permet par des méthodes thermiques ou chimiques, de détacher 1’anticorps des
hématies. L’éluat comportant I’anticorps est testé vis-a-vis d’hématies-tests afin de
déterminer la spécificité de 1’auto-anticorps.

I1.3- Tests sériques

L’ auto-anticorps est également recherché dans le plasma. Sa présence peut rendre difficile
la recherche d’allo-anticorps liés a une immunisation transfusionnelle ou foeto-maternelle.

Les agglutinines froides sont titrées afin de déterminer leur caractére pathologique
(titre = 32) .

I1.4- Traitements enzymatiques

Les hématies-tests traitées par enzymes peuvent contribuer a préciser la spécificité de
I’auto-anticorps, comme [’auto-anti-Pr, auto-anticorps de type IgM. Certains auto-
anticorps anti-érythrocytaires pourraient reconnaitre d’autres cellules. Cartron et coll.
rapportent un cas d’auto-anti-1 IgM avec DAT positif de type complément chez une
patiente atteinte d’un lymphome de haut grade avec une neutropénie auto-immune liée a
la fixation de 1’auto-i sur les polynucléaires neutrophiles.

m III. MECANISMES PHYSIO-PATHOGENIQUES

Les mécanismes exacts de survenue des AHAI ne sont pas connus. Une réduction des
lymphocytes TH1 et une prédominance des lymphocytes TH2 ainsi que des taux élevés de
TGFp (transforming growth factor [3) ont été notés.

Le groupe tissulaire HLA DQG6 présente une association négative avec I’hémolyse auto-
immune et le DAT positif et pourrait €tre un antigene de résistance aux auto-anticorps anti-
érythrocytaires ayant un impact clinique.

De Angelis et coll. rapportent une diminution significative des bandes 3, 4.1 et 4.2 chez
les patients avec AHAI et proposent 1I’hypotheése de modifications membranaires
consécutives aux interactions auto-anticorps / auto-antigenes a 1’origine de modifications
semblables a certains déficits décrits dans les anémies hémolytiques héréditaires.

m IV. POPULATIONS TOUCHEES

Les AHAI touchent des sujets de tout age. L’atteinte pourrait méme survenir in utero. Erler
et coll. rapportent un cas d’auto-anticorps avec DAT positif de type IgG chez un nouveau-
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né dont la mere n’a ni allo-anticorps ni auto-anticorps. Dans ce cas, le DAT positif ne
s’accompagne pas d’hémolyse et est résolutif dans un délai de 6 mois.

® V. ANTIGENES CIBLES

Les antigenes cibles des auto-anticorps anti-érythrocytaires sont souvent des antigenes de
grande fréquence, présents chez la plupart des sujets. De ce fait, la transfusion est
fréquemment peu efficace dans les AHAI. Certains auto-anticorps ont une spécificité plus
restreinte, en particulier pour des antigenes du systtme RH. La spécificité de 1’auto-
anticorps peut varier au cours de I’évolution de la maladie (par exemple un auto-anti-RHS
évoluera vers un anticorps anti-RH de large spécificité) ainsi que la nature de 1’anticorps
(par exemple IgM anti-11 puis IgG anti-RH large).

V.1- Auto-anticorps IgG

Ce sont habituellement des IgG polyclonales, les IgG monoclonales étant rares.
* I’antigene cible est souvent un antigene de grande fréquence du systeme RH,
* la spécificité RH peut €tre plus restreinte : anti-RHS, anti-RH7, anti-RH3...

Certains auto-anticorps auto-anti-RHS peuvent €tre absorbés par des hématies qui n’ont
pas ’antigene RHS, ce sont des « anti-RHS like ».

* des antigenes de spécificités non RH peuvent étre les cibles de 1’auto-anticorps : Wrb,
MNSS5, Ena, Ku, KEL13, KELA4...

* L’IgG anti-P

C’est un auto-anticorps hémolysant biphasique. Il se fixe a froid sur les hématies. Lors du
réchauffement, il active le complément qui provoque 1’hémolyse des globules rouges. Le
DAT est positif avec 1’anti-C3d. La premiere description de Donath et Landsteiner est
celle de 1I’hémoglobinurie paroxystique a frigore dans le cadre d’une infection
tréponémique.

D’autres infections peuvent s’accompagner de ce type d’auto-anticorps, surtout les
infections de la sphere ORL chez I’enfant qui représentent le cas le plus fréquent de nos
jours.

V.2- Auto-anticorps IgM

V.2.1- IgM froides

Les antigenes cibles les plus fréquents sont 11 (I) et I2 (i), cibles des agglutinines froides.
L’ auto-anticorps IgM peut induire une hémolyse intra-vasculaire on 1’appelle alors
hémolysine froide.

Parmi les antigenes cibles, d’autres spécificités peuvent se voir :
- All, BI1, HII,
- A2, BI2, I1P1,
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- Pr, antigéne détruit par les protéases,

- Gd, antigene détruit par la neuraminidase.

V.2.2- IgM chaudes

Ces auto-anticorps fixent le complément sur la membrane érythrocytaire et peuvent
induire une hémolyse in vitro a + 37 °C (hémolysine chaude). L’AHAI est souvent
sévere, le DAT est positif de type C3d. Les antigenes cibles peuvent étre ceux rencontrés
avec d’autres types d’auto-anticorps comme le rapportent Garraty et coll. qui décrivent
3 cas d’AHALI séveres par auto-anticorps chaud de type IgM dirigés contre des antigenes
cibles associés a la glycophorine A : Ena, Wrb et Pr.

V.3- Spécificités rares

D’autres antigenes cibles, moins courant ont été décrits : KEL1, JK1, MNS1, MNS2, LE1,
VEL...

m VI. CLASSIFICATION DES AHAI ET PATHOLOGIES ASSOCIEES

VI.1- Classification

De facon simplifiée, quatre types d’ AHAI sont décrits :
* [gG

* [gG + C3d (mixte)

* C3d

* Agglutinines froides (AF).

Les AHALI les plus fréquentes sont de type IgG ou mixte. Elles sont idiopathiques dans
plus de la moitié des cas. Les pathologies associées sont fréquemment les proliférations
lymphoides ou les connectivites. Les crises hémolytiques sont sensibles a la
corticothérapie qui peut induire la rémission. La présence de C3d sans IgG, avec ou sans
AF, est souvent associée a une pathologie sous-jacente, volontiers maligne. La
corticothérapie est peu active sur I’hémolyse.

La maladie chronique des AF, liée a un auto-anticorps IgM monoclonal, actif a froid, de
spécificité anti-I1 ou anti-I2 ou anti-Pr, est plus fréquente chez les sujets agés. Elle induit
une hémolyse chronique associée a des phénomenes ischémiques des extrémités.
L’exposition au froid peut déclencher une hémolyse aigué intra-vasculaire. La maladie
peut étre associée a une prolifération lymphoide telle que la Maladie de Waldenstrom. Le
DAT est positif de type C3d. La corticothérapie est peu active sur I’hémolyse qui peut
nécessiter un traitement par chlorambucil voire des chimiothérapies plus intensives. Etant
donné 1’age des patients et la gravité des crises d’hémolyse, il est fréquent de transfuser.
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VI1.2- Pathologies associées

VI.2.1- Infections

Divers états infectieux peuvent s’accompagner d’un auto-anticorps anti-érythrocytaire
pouvant induire une hémolyse. Le virus EBV et un auto-anti-12 IgG, Mycoplasma
pneumoniae et un auto-anti-I1 IgM sont des associations tres classiques. Ces auto-
anticorps disparaissent lors de la guérison.

Les infections de la sphere ORL chez I’enfant peuvent s’accompagner d’un auto-anticorps
IgG anti-P avec DAT positif de type C3d. L’hémolyse brutale intra-vasculaire est souvent
sévere mais d’évolution favorable sous corticothérapie.

Konig et coll. rapportent un cas d’ AHAI par AF de type IgG A monotypique anti-Pr, chez
un petit garcon de 5 ans atteint de rubéole. Sanchis Cervera et coll. décrivent un cas
d’AHALI a auto-anti-RH1+2 lors d’une infection primaire par le virus VZ. Kuo et coll.
rapportent un cas d’AHAI lors d’une miliaire tuberculeuse avec anémie a 5 g/dl
d’hémoglobine, résolutive sous traitement anti-tuberculeux, sans corticothérapie ni
transfusion.

Malgré une fréquence €levée de DAT positif, I’hémolyse auto-immune est rare dans
I’infection HIV. De Angelis et coll. rapportent cependant un cas d’AHAI mixte a auto-
anticorps froid anti-I1 et auto-anticorps chaud de large spécificité chez un sujet atteint de
HIV.

L’ AHAI peut s’observer lors d’une infection a CMV chez le sujet sain. Salloum et coll.
rapportent le cas de 2 patients infectés par le CMV et atteints d’AHAI. Cette étiologie
pourrait €tre sous-estimée, la sérologie CMV n’étant pas toujours réalisée dans ce cadre.

I’ AHALI associée au virus HCV est surtout notée lors du traitement par I’interféron alpha
(IFNa). Moccia et coll. rapportent un cas d’AHAI chez un patient infecté par le VHC et
non traité par I’ IFN « et suggerent le role du virus dans la survenue de I’AHAL

Des AHAI apres vaccination ont ét€ €galement rapportées. Seltsam et coll. rapportent
2 cas de ce type. Chez une petite fille de 20 mois ayant présenté une hémolyse, deux
semaines apres un vaccin polio oral puis 7 mois plus tard apres un vaccin ROR. Le DAT
est positif de type C3d. Le 2° cas est celui d’un petit garcon de 21 mois qui va présenter
une AHAI a DAT tres positif de type IgG et faiblement positif de type complément, apres
un vaccin combiné diphtérie, tétanos, coqueluche, polio, hémophilus influenzae b et
hépatite B.

VI1.2.2- Tumeurs

Les tumeurs de 1’ovaire telles que kystes dermoides, tératomes, carcinomes peuvent
s’accompagner d’AHAI, ainsi que d’autres tumeurs, médiastinales, mésentériques,
caecales, rénales, 1’ablation de la tumeur guérissant ’hémolyse.

Le thymome associé a I’AHAI est également rapporté.
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VI1.2.3- Proliférations lymphoides

* La Leucémie Lymphoide Chronique (LLC) peut s’accompagner d’un auto-anticorps de
type IgG ou mixte. Steeger et coll. rapportent 2 cas ou les auto-anticorps anti-
érythrocytaires sont produits par les clones pathologiques de lymphocytes B.

* Le syndrome lymphoprolifératif auto-immun, est une maladie rare, associée a une
anomalie transmissible du gene FAS ou d’autres genes régulateurs de 1’apoptose des
lymphocytes. Le syndrome tumoral est associé a une AHAI et d’autres cytopénies. Le
DAT est positif dans plus de 60 % des cas et peut contribuer a la détection de sujets atteints
dans une famille.

* Les lymphomes non Hodgkiniens (LNH) en particulier ceux de faible grade,
 L.a maladie de Hodgkin.

VI1.2.4- Syndromes myélodysplasiques (MDS)

Un taux élevé d’antigene Fas soluble chez les patients avec MDS et I’inhibition du signal
d’apoptose peut étre responsable de I’accumulation excessive de lymphocytes B réactifs.
Les patients atteints d’anémie réfractaire et d’anémie avec ring sidéroblastes ont une
incidence plus élevée d’auto-anticorps et d’allo-anticorps, souvent sans hémolyse
significative sur le plan clinique ou biologique. Le DAT est positif de type IgG, plus
rarement C3d ou IgA.

VI1.2.5- Hémoglobinopathies

Grainger rapporte le cas d’une fillette de un an atteinte de 3 thalassémie majeure et d’une
hémolyse avec DAT fortement positif de type C3d et faiblement de type IgG, sans
présence d’allo-anticorps. L’hémolyse disparait lors du conditionnement a la
transplantation médullaire.

VI.2.6- Connectivites

* Le Lupus érythémateux disséminé est une association classique a I’AHAI de type 1gG
ou mixte. Une thrombopénie auto-immune peut accompagner I’AHAI on parle alors de
syndrome d’Evans.

* La polyarthrite rhumatoide,

 Panzarino et coll. rapportent un cas de maladie de Kawasaki chez un enfant de 2 ans,
avec une AHAI a DAT fortement positif de type IgG et faiblement de type C3d, de
spécificité anti-Ena et anti-Pr.

* Le syndrome de Sjogren,

* La dermatomyosite.

VI.2.7- Greffe de cellules souches hématopoiétiques

Une AHALI peut s’observer dans ce cadre, surtout lorsque le greffon est T déplété. L’ AHAI
est fréquemment sévere et parfois réfractaire a toute stratégie thérapeutique. Cwynarski et
coll. rapportent 9 cas d’AHAI chez 58 patients atteints de leucémie myéloide chronique
(LMC) et greffés avec un greffon T déplété de donneurs non apparentés. L’ auto-anticorps
est de type chaud, de spécificité anti-RH. La survenue de I’AHAI est corrélée a celle d’une
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rechute de I’hémopathie ou d’un chimérisme avec présence d’une hématopoiese de type
receveur. Cinq patients recoivent des injections de lymphocytes de leur donneur. Dans les
3 cas de rémission moléculaire avec restauration d’un chimérisme total de type donneur,
I’hémolyse disparatt.

VI.2.8- Sphere digestive

[’ AHAI peut étre associée a des colites ulcéreuses. Le traitement est étiologique,
I’hémolyse étant contrdlée avec le traitement de la colite.

VI.2.9- Sujets sains et DAT positif

Win et coll. ont trouvé chez 42 donneurs de sang testés sur 474 545 sujets, un DAT positif,
ces donneurs présentant également des auto-anticorps anti-phospholipides sans
manifestations cliniques.

CAHIER BIOFORMA
. ormation
. II. HEMOLYSE ET MEDICAMENT version numérique

Certains médicaments comme 1’ alpha-méthyl dopa sont a 1’origine d’un authentique auto-
anticorps anti-érythrocytaire responsable d’une AHAI. L’alpha-méthyl dopa est un anti-
hypertenseur qui peut induire chez environ 20 % des sujets traités, un DAT positif de type
IgG. D’autres auto-anticorps (anti-noyaux, facteur rhumatoide...) peuvent &tre associés a
I’auto-anticorps anti-€rythrocytaire. Cet état auto-immunitaire disparait lentement a 1’arrét
du médicament.

La relation pathologie/traitement/AHAI n’est pas toujours simple. La LLC est une
pathologie associée aux auto-anticorps anti-érythrocytaires. La LLC traitée par
fludarabine peut se compliquer d’une AHAI, comme rapportée par Vick et coll. et Tertian
et coll., I’hémolyse s’avérant mortelle dans le cas des derniers. Le DAT est positif de type
mixte dans les deux publications. La 2 chlorodéoxyadénosine (2 CdA) est déconcertante.
Ce médicament de la LLC, peut supprimer le processus hémolytique chez certains patients
et contribuer a I’AHAI chez d’autres !. Le DAT peut s’avérer positif dans d’autres cas
d’hémolyses médicamenteuses, par exemple :

* avec certains AINS :

- le Sulindac induit une hémolyse avec DAT positif de type IgG, par interaction avec des
molécules du systeme RH,

- le Diclofenac induit une hémolyse avec DAT positif de type mixte en générant en plus
des anticorps anti-médicaments, des auto-anticorps anti-érythrocytaires,

* avec la carboplatine, rapportée par Marani et coll. ou ’hémolyse s’accompagne d’un
DAT positif soit de type IgG soit de type C3d. Les auteurs suggerent un mécanisme
combinant des complexes immuns, 1’adsorption du médicament et des auto-anticorps.

e antibiotiques :
» Unasyn (ampicilline et inhibiteur de 3 lactamase) peut induire hémolyse et DAT positif,

* céphalosporines.
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m VIII. TRAITEMENTS DES AHAI

Ils comprennent la corticothérapie, les immunoglobulines intra-veineuses, la splénectomie
et les immunosuppresseurs. La transfusion peut s’avérer nécessaire en cas d’anémie
sévere compromettant 1’oxygénation d’organes « nobles », mais les hématies transfusées
peuvent avoir également une durée de vie raccourcie lorsque 1’auto-anticorps a une
spécificité « large » ou lorsque la transfusion est forcément incompatible (par exemple
avec des hématies RH2 chez un sujet homozygote avec auto-anti-RH2) pour éviter une
allo-immunisation, 1’allo-anticorps étant plus « nocif » que 1’auto-anticorps pour 1’avenir
transfusionnel du patient.

BIBLIOGRAPHIE

1. SALMON C, CARTRON J.P,, ROUGER P. Les groupes sanguins chez ’homme, Ed.
Masson, 1991.

2. MEYER F., GARIN L., SMATI C., GASPARD M., GIANNOLI C., RIGAL D.
Application du gel test utilisant une antiglobuline anti-IgA au diagnostic immunologique
d’anémie hémolytique auto-immune a test de Coombs direct négatif, Transfus Clin Biol
1999, 6(4), 221-226.

3. BECKERS E.A., VAN GULDENER C., OVERBEEKE M.A., VAN RHENEN D.J.
Intravascular hemolysis by IgA red cell autoantibodies. Neth J Med 2001, 58 (5), 204-207.
4. GIRELLI G., PERRONE M.P,, ADORNO G., ARISTA M.C., COLUZZI S., DAMICO C.
et al. A second example of hemolysis due to IgA autoantibody with anti-e specificity.
Haematologica 1900, 75(2), 182-183.

5. BIAGI E., ASSALI G., ROSSI F,, JANKOVIC M., NICOLINI B., BALDUZZI A. A per-
sistent severe autoimmune hemolytic anemia despite apparent direct antiglobulin test nega-
tivization. Haematologica 1999, 84(11), 1043-1045.

6. DITTMAR K., PROCTER J.L., CIPOLONE K., NJOROGE J.M., MILLER J., STRON-
CE D. E. Comparison of DATSs using traditional tube agglutination to gel column and affini-
ty column procedures. Transfusion 2001, 41(10), 1258-1262.

7. SALAMA A., KROLL H., WITTMANN G., MUELLER — ECKHARDT C. Diclofenac-
induced immune haemolytic anaemia : simultaneous occurrence of red blood cell autoanti-
bodies and drug-dependent antibodies. Br J Haematol 1966, 95(4), 640-644.

8. ALVAREZ A., RIVES S., MONTOTO S., SANZ C., PEREIRA A. Relative sensitivity of
direct antiglobulin test, antibody’s elution and flow cytometry in the serologic diagnosis of
immune hemolytic transfusion reactions. Haematologica 2000, 85(2), 186-188.

9. KERR R., RAWLINSON P.S., CACHIA P.G. Direct antiglobulin test negative, non sphe-
rocytic autoimmune haemolytic anaemia. Clin Lab Haematol 2000, 22(6), 365-367.

131

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



10. CARTRON 1J., FIOR R., BOUE F., TERTIAN G., GANE P., CARTRON J.P. Non
Hodgkin’s lymphoma presenting as neutropenia related to an IgM monoclonal anti-i anti-
body. Hematol Cell Ther 1996, 38(2), 225-230.

11. BARCELLINI W., CLERICI G., MONTESANO R., TAIOLI E., MORELATI F,
REBULL P. et al. In vitro quantification of anti-red blood cell antibody production in idio-
pathic autoimmune haemolytic anaemia : effect of mitogen and cytokine stimulation. Br J
Haematol 2000, 111(2), 452-460.

12. WANG-RODRIGUEZ J., REARDEN A. Reduced frequency of HLA-DQ®6 in individuals
with a positive direct antiglobulin test. Transfusion 1996, 36(11-12), 979-984.

13. DE ANGELIS V., DE MATTEIS M.C., COZZI M.R., FIORIN F., PRADELLA P., STEF-
FAN A. et al. Abnormalities of membrane protein composition in patients with autoimmune
haemolytic anaemia. Br J Haematol 1996, 95(2), 273-277.

14. ERLER B.S., SMITH L., McQUISTON D., PEPKOWITZ S.H., GOLDFINGER D. Red
cell autoantibody production in utero : a case report. Transfusion 1994, 34(1), 72-74.

15. MORIO A., KOBAYASHI D., HAYASAKA K., SAITO K., YAMANE K., SASAKI M.
et al. Antibody mimicking an anti-E antibody that binds to patient’s E negative red cells.
Immunopharmacol Immunotoxicol 1999, 21(2), 221-231.

16. GOTTSCHE B., SALAMA A., MUELLER-ECKHARDT C. Donath-Landsteiner auto-
immune hemolytic anemia in children. A study of 22 cases. Vox Sang 1990, 54(4), 281-286.

17. GARRATTY G., ARNDT P, DOMEN R., CLARKE A., SUTPHEN - SHAW D.,
CLEAR 1. et al. Severe autoimmune hemolytic anemia associated with IgM warm autoanti-

bodies directed against determinants on or associated with glycophorin A. Vox Sang 1997,
72(2), 124-130.

18. SOKOL R.J., BOOKER D.J., STAMPS R., WALEWSKA R. Cold haemagglutinin
disease : clinical significance of serum haemolysins. Clin Lab Haematol 2000, 22(6), 337-
344.

19. KONIG A.L., SCHABEL A., SUGG U., BRAND U., RELCKE D. Autoimmune hemo-
lytic anemia caused by IgG lambda monotypic cold agglutinins of anti-Pr specificity after
rubella infection. Transfusion 2001, 41(4), 488-492.

20. SANCHIS CERVERA J., CARBONELL UBEROS F. Autoimmune hemolytic anemia
with anti-DC specificity following a primary infection by Varicella virus. Haematologica
1997, 82(4), 508-509.

21. KUO PH., YANG P.C., KUO S.S., LUH K.T. Severe immune hemolytic anemia in dis-
seminated tuberculosis with response to antituberculosis therapy. Chest 2001, 119(6), 1961-
1963.

22. DE ANGELIS V., BIASINUTTO C., PRADELLA P., VACCHER E., SPINA M., TIREL-
LI U. Clinical significance of positive direct antiglobulin test in patients with HIV infection.

Infection 1994, 22(2), 92-95.

132

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



23. TELEN M.J., ROBERTS K.B., BARTLETT J.A. HIV associated autoimmune hemolytic
anemia : report of a case and review of the literature. J Acquir Immune Defic Syndr 1990,
3(10), 933-937.

24. DE ANGELIS V., BIASINUTTO C., PRADELLA P., ERRANTE D. Mixed type auto-
immune haemolytic anaemia in a patient with HIV infection. Vox Sang 1995, 68(3), 191-194.

25. SALLOUM E., LUNDBERG W.B. Hemolytic anemia with positive direct antiglobulin
test secondary to spontaneous cytomegalovirus infection in healthy adults. Acta Haematol
1994, 92(1), 39-41.

26. MOCCIA F., TOGNONI E., BOCCACCIO P. Autoimmune hemolytic anemia in chronic
hepatitis C virus infection : an unusual extrahepatic autoimmune manifestation. Ann Ital
Med Int 2001, 16(4)Y, 256-259.

27. SELTSAM A., SHUKRY - SCHULZ S., SALAMA A. Vaccination-associated immune
hemolytic anemia in two children. Transfusion 2000, 40(8), 907-909.

28. RENNENBERG R.J., PAUWELS P., VALSVELD L.T. A case of thymoma-associated
autoimmune haemolytic anaemia. Neth J] Med 1997, 50(3), 110-114.

29. STHOEGER Z.M., STHEGER D., SHTALRID M., SIGLER E., GELTNER D., BER-
REBI A. Mechanism of autoimmune hemolytic anemia in chronic lymphocytic leukemia.
Am J Hematol 1993, 43(4), 259-264.

30. CARTER L.B., PROCTER J.L., DALE J.K., STRAUS S.E., CANTILENA C.C.
Description of serologic features in autoimmune lymphoproliferative syndrome. Transfusion
2000, 40(8), 943-948.

31. STRONCEK D.F., CARTER L.B., PROCTER J.L., DALE J.K., STRAUS S.E. RBC
autoantibodies in autoimmune lymphoproliferative syndrome. Transfusion 2001, 41(1), 18-
23.

32. TIMURAGAOGLU A., DUMAN A., ONGUT G., SAKA O., KARADOGAN 1. The
significance of autoantibodies in non-Hodgkin’s lymphoma. Leuk Lymphoma 2000, 40(1-2),
119-122.

33. BRADY-WEST D.C., THAME J., WEST W. Autoimmune haemolytic anaemia,
immune thrombocytopenia, and leucopenia. An unusual presentation of Hodgkin’s disease.
West Indian Med J 1997, 46(3), 95-96.

34. KONDO H., OYAMADA T., MORI A., SUMI H., KUROSU K., KAJII E. et al. Direct-
antiglobulin-test-negative immune haemolytic anaemia and thrombocytopenia in a patient
with Hodgkin’s disease. Acta Haematol 2001, 105(4), 233-236.

35. KATSUKI K., SHINOHARA K., KAMEDA N., YAMADA T., TAKEDA K., KAMEIT.

Two cases of myelodysplastic syndrome with extra-medullary polyclonal plasma cell proli-
feration and autoantibody production : possible role of soluble Fas antigen for production of
excessive self-reactive B cells. Intern Med 1998, 37(11), 973-977.

133

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



36. NOVARETTI M.C., SOPELETE C.R., VELLOSO E.R., ROSA M.E., DORLHIAC-
LLACER PE., CHAMONE D.A. Immunohematological findings in myelodysplastic syn-
drome. Acta Haematol 2001, 105(1), 1-6.

37. GRAINGER J.D., MAKAR Y., McMANUS A., WYNN R. Refractory hyperhaemolysis
in a patient with beta-thalassaemia major. Transfus Med 2001, 11(1), 55-57.

38. PANZARINO V., ESTRADA J., BENSON K., POSTOWAY N., GARRATY G.
Autoimmune hemolytic anemia after Kawasaki disease in a child. Int J Hematol 1993, 57(3),
259-263.

39. RAMAKRISHNA R., CHAUDHURI K., STURGESS A., MANOHARAN A.
Haematological manifestations of primary Sjogren’s syndrome : a clinicopathological study.
QJ Med 1992, 83 (303), 547-554.

40. CHANG D.K., YOO D.H., KIM T.H., JUN J.B., LEE I.LH., BAE S.C. et al. Induction of
remission with intravenous immunoglobulin and cyclophosphamide in steroid-resistant
Evans’ syndrome associated with dermatomyositis. Clin Rheumatol 2001, 20(1), 63-66.

41. HASHIMOTO C. Autoimmune hemolytic anemia. Clin Rev Allergy Immunol 1998,
16(3), 285-295.

42. CWYNARSKI K., GOULDING R., POCOCK C., DAZZI F., CRADDOCK C., KAEDA J.
et al. Immune haemolytic anaemia following T cell-depleted allogeneic bone marrow
transplantation for chronic myeloid leukaemia : association with leukaemic relapse and treat-
ment with donor lymphocyte infusions. Bone Marrow Transplantation 2001, 28(6), 581-586.
43. RAMAKRISHNA R., MANOHARAN A. Auto-immune haemolytic anaemia in ulcera-
tive colitis. Acta Haematol 1994, 91(2), 99-102.

44. WIN N., ISLAM S.1., PETERKIN M.A., WALKER L.D. Positive direct antiglobulin test
due to antiphospholipid antibodies in normal healthy blood donors. Vox Sang 1997, 72(3),
182-184.

45. VICK D.J., BYRD J.C., BEAL C.L., CHAFFIN D.J. Mixed-type autoimmune hemoly-
tic anemia following fludarabine treatment in a patient with chronic lymphocytic leuke-
mia/small cell lymphoma. Vox Sang 1998, 74(2), 122-126.

46. TERTIAN G., CARTRON J., BAYLE C., RUDENT A., LAMBERT T., TCHERNIA G.

Fatal intravascular autoimmune hemolytic anemia after fludarabine treatment for chronic
lymphocytic leukemia. Hematol Cell Ther 1996, 38(4), 359-360.

47. ROBAK T., BLASINSKA-MORAWIEC M., KRYKOWSKI E., HELLMANN A,
KONOPKA L. Autoimmune haemolytic anaemia in patients with chronic lymphocytic leu-
kaemia treated with 2-chlorodeoxyadenosine (cladribine). Eur J Haematol 1997, 58(2), 109-
113.

48. ANGELES M.L., REID M.E., YACOB U.A., CASH K.L., FETTEN J.V. Sulindac-
induced immune hemolytic anemia. Transfusion 1994, 34(3), 255-258.

134

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



49. MARANI T.M., TRICH M.B., ARMSTRONG K.S., NESS PM., SMITH J., MINNITI
C. et al. Carboplatin-induced immune hemolytic anemia. Transfusion 1996, 36(11-12),
1016-1018.

50. GARRATY G., ARNDT P.A. Positive direct antiglobulin tests and haemolytic anaemia
following therapy with beta-lactamase inhibitor containing drugs may be associated with
nonimmunologic adsorption of protein onto red blood cells. Br J Haematol 1998, 100(4),
T77-783.

51. LEONG C.F., CHEONG S.K., FADILAH S.A. Positive direct antiglobulin test with
Unasyn — a case report. Med J Malaysia 1999, 54(4), 517-519.

52. CHAMBERS L.A., DONOVAN L.M., KRUSKALL M.S. Ceftazidime- induced hemo-
lysis in a patient with drug-dependant antibodies reactive by immune complex and drug
adsorption mechanisms. Am J Clin Pathol 1991, 95(3), 393-396.

53. GALLAGHER N.I., SCHERGEN A.K., SOKOL — ANDERSON M.L., SHEAHAN
E.J., CHAPLIN H. Sever immune-mediated hemolytic anemia secondary to treatment
with cefotetan. Transfusion 1992, 32(3), 266-268.

54. EHMANN W.C. Cephalosporin-induced hemolysis : a case report and review of the
literature. Am J Hematol 1992, 40(2), 121-125.

135

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



P TECHNOLOGIES ACTUELLES M
EN IMMUNOHEMATOLOGIE
ERYTHROCYTAIRE

Formation
® INTRODUCTION iR e s

La détermination des groupes sanguins érythrocytaires ainsi que la détection des anticorps
correspondants sont indispensables a la sécurité transfusionnelle. En effet le caractere
immunogene du polymorphisme érythrocytaire s’oppose a la transfusion compatible. La
fixation d’un anticorps sur I’antigéne correspondant condamne, le plus souvent, la cellule
concernée a sa destruction. Aussi assurer la sécurité immuno-hémolytique des transfusions
c’est éviter la rencontre in vivo entre antigenes et anticorps dont I’étude préalable in vitro
est un élément déterminant.

La détermination des groupes sanguins consiste a détecter les antigenes présents sur la
membrane érythrocytaire.

L’étude des différents antigenes est donc regroupée en trois types d’analyses avec leurs
impératifs technologiques et méthodologiques spécifiques : le groupage sanguin ABO-
RHI1, le phénotypage RH-KEL1 et le phénotypage étendu.

La recherche des anticorps antiérythrocytaires consiste a détecter les anticorps présents
dans le plasma des patients a I’aide d’hématies-tests réglementairement définies.

La détection des antigenes de groupes sanguins (typages) ou des anticorps correspondants
(RAI) repose essentiellement sur des méthodes immunologiques basées sur la spécificité
de la réaction [AG-AC] : si ’anticorps se fixe, 1’antigene est présent. Par ailleurs le
caractere immunogene du polymorphisme érythrocytaire suscite la formation d’anticorps
qui permet, par prélevement direct (polyclonaux) ou par voie biotechnologique
(monoclonaux), I’obtention de réactifs spécifiques pour de nombreux antigenes. Les
méthodes mises en ceuvre reposent sur la mise en évidence, in vitro, de la réaction AG-AC
dont la base technologique principale est le phénomene d’agglutination.

Enfin ces dernieres années ont vu I’introduction de nouvelles technologies qui ont pour
objectif une amélioration des performances avec parfois la mise en ceuvre d’alternatives a
I’agglutination (immuno-adhérence) voire a 'immunologie (biologie moléculaire).
L’élément moteur de cette amélioration ne se limite pas a la recherche d’une augmentation
tous azimuts du couple spécificité - sensibilité. Il prend aussi en considération la capacité
de détecter en priorité le « cliniquement significatif » ainsi que les limites de la fiabilité
humaine qui justifie I’introduction de I’automatisation et de 1’informatisation.

® I. RAPPEL TECHNOLOGIQUE

Depuis la découverte du systeme ABO en 1900 par K. Landsteiner, les méthodes de
détection de la réaction antigene €rythrocytaire-anticorps anti-érythrocytaire n’ont cessé
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d’évoluer. Au principe de 1’agglutination spontanée (schéma N° 1), base de la découverte
des premiers systemes de groupes sanguins, se sont ajoutés des artifices multiples ayant
permis [’agglutination d’hématies sensibilisées par des anticorps non directement
agglutinants (schéma N° 2).

2
1
Les anticorps agglutinants sont des Les anticorps non agglutinants sont des
anticorps capables, apres fixation sur anticorps incapables, apres fixation sur
I’antigene correspondant, d’agglutiner I’antigene correspondant d’agglutiner
les hématies en solution saline 0,15M les hématies en solution saline 0,15M

La premiere avancée significative d’un point de vue méthodologique a ét€ la mise en
évidence de cette sensibilisation par des procédés immunologiques basés sur I’utilisation
d’hétéro-anticorps. En effet, les antiglobulines humaines, en se fixant spécifiquement sur
des isotypes portés par les fragments Fc des immunoglobulines, créent des ponts
immunologiques et agglutinent les hématies sensibilisées (schéma 3). Apreés un lavage
adéquat (élimination des immunoglobulines non fixées spécifiquement sur les hématies)
I’ajout de I’antiglobuline révele la sensibilisation in vivo (test direct a 1’antiglobuline) ou
in vitro (test indirect a 1’antiglobuline) des hématies par des anticorps non directement
agglutinants.

L’antiglobuline humaine en assurant
un pont immunologique révele la
sensibilisation des hématies par des
anticorps non directement agglutinants
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La deuxieéme avancée est basée sur I’utilisation des enzymes protéolytiques qui éliminent
les groupements sialiques de la surface érythrocytaire. Le retentissement majeur est
caractérisé par une diminution des charges électriques aboutissant a un rapprochement
inter-globulaire (schémas 4 et 5) compatible avec «l’envergure » de 1’anticorps
sensibilisant. De plus, cette action est renforcée par une meilleure accessibilité
antigénique ainsi qu’une potentialisation des interactions ioniques entre antigenes et
anticorps en rapport avec une diminution de I’hydratation globulaire.

4 5
D
Hématies en solution saline 0,15M Hématies en solution saline 0,15M
avant traitement par les enzymes apres traitement par les enzymes.

Distance interglobulaire d < D

Des objectifs identiques de réduction de la distance intercellulaire ont été obtenus en
neutralisant les charges électriques érythrocytaires par un polycation (polybrene) génerant
une agglutination non immunologique qui, en absence de sensibilisation, est réversible par
adjonction de citrate.

Par la suite les évolutions techniques ont concerné des éléments participant a
I’amélioration du test a 1’antiglobuline en favorisant notamment la phase de
sensibilisation. Le premier de ces éléments est représenté par 1’utilisation d’un milieu en
basse force ionique (LISS) qui facilitant I’accessibilité aux antigénes et la rapidité de
fixation des anticorps a permis une réduction du temps d’incubation a 15 minutes. Le
deuxieme est caractérisé par [’utilisation de polyéthylene glycol (PEG) dont la
justification théorique est basée sur une augmentation du nombre de collisions entre
antigenes et anticorps liée a une exclusion des molécules d’eau péri-membranaires.

Parallelement les progres biotechnologiques ont permis la production d’anticorps
monoclonaux pour de nombreuses spécificités. Si les avantages sont nombreux
(information supplémentaire liée a la reconnaissance d’un seul épitope, absence de
réactions aspécifiques liées a la contamination par des anticorps reconnaissant des
antigenes de faible fréquence ou de poly agglutinabilité, production illimitée, stabilité de
production d’un lot a l’autre, marquage et utilisation en cytométrie de flux, production
d’anticorps de classe IgM permettant le typage en cas de test direct a I’antiglobuline positif),
ils n’en comportent pas moins des inconvénients (reconnaissance d’un seul épitope
imposant parfois des mélanges d’anticorps, réaction croisée, anticorps trop puissant
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détectant de maniere indésirable de petite quantité d’antigene, non utilisable pour technique
de fixation élution, spécificité intimement liée aux conditions techniques de pH, temps et
température d’incubation).

Enfin ces derni¢res années ont été marquées par 1’apparition de micro-techniques et de
nouveaux procédés de mise en évidence de la réaction antigéne-anticorps.

m II. TECHNIQUES ACTUELLES D’ AGGLUTINATION

I1.1- Techniques en microplaques

I1.1.1- Aspects théroriques

Basée sur I’expérience en virologie, le principe repose sur I’adaptation des réactions
d’agglutination en tube au support microplaque de 96 puits a fond rond. Cette technique
est parfaitement bien adaptée depuis de nombreuses années aux typages érythrocytaires y
compris celui des patients.

I1.1.2- Avantages

* Evolution de réactifs adaptés a ce support permettant un gain de spécificité-sensibilité
par rapport aux techniques conventionnelles.

* Diminution de la consommation des réactifs et des échantillons.
* Réduction de I’encombrement de paillasse.
* Gain de temps.

* Pré-répartition des réactifs possible : outre le gain de temps, la pré répartition des réactifs
contribue a améliorer la fiabilité des résultats en supprimant des risques d’erreurs liés a
I’oubli ou I’écart de distribution.

* Hygiene et sécurité.

* Automatisation possible.

11.1.3- Inconvénients

[ agitation : Si la microplaque offre de grandes possibilités de standardisation par rapport
aux techniques conventionnelles, 1’agitation demeure une phase critique. En effet les
multiples réactions simultanément présentes sur le support n’ont pas la méme cinétique de
remise en suspension. Il convient donc lors de cette phase, qui doit étre réalisée sous
contrdle visuel, d’étre particulierement attentif surtout en cas de phénomene d’adhérence
de certains réactifs.

Remarques

D’autres types de microplaques sont utilisés dans le cadre du typage érythrocytaire. A titre
d’exemple la Microplaque Olympus est caractérisée par des puits en V dont I’intérieur est
constitué d’escaliers concentriques. Le principe repose sur la sédimentation des hématies
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qui « descendent » ces escaliers en absence d’agglutination ou qui restent « accrochées »
a ceux ci en cas d’agglutination. La lecture des réactions est assurée par une caméra CCD.
Cette technique entierement automatisée est particulierement adaptée aux typages
de grandes séries d’échantillons. L’ inconvénient majeur repose sur le caractere réutilisable
des microplaques dont les modalités de lavage conditionnent la qualité réactionnelle.

I1.2- Techniques en filtration

I1.2.1- Aspects théoriques

Cette méthode consiste a détecter une agglutination par filtration des hématies au travers
d’une micro-colonne contenant un milieu défini. Trois types de procédés sont couramment
mis en ceuvre :

11.2.1.1- Le gel test
Typage et détection d’anticorps par test indirect a I’antiglobuline.

Dans ces conditions le milieu contient de 1’antiglobuline humaine et les particules de gel
fonctionnent comme un filtre qui arréte, apres centrifugation, les hématies sensibilisées in
vitro par I’anticorps spécifique et laisse passer celles qui ne le sont pas.

Typage par agglutination en solution saline 0,15 M

Dans ces conditions le milieu contient un sérum test et les hématies portant 1’antigene
correspondant seront arrétées alors que des hématies dépourvues de cet antigene
traverseront le gel sans s’y arréter.

11.2.1.2- Les microbilles de verre

Comme pour le gel-test, en fonction des réactifs présents dans le milieu, les microbilles
peuvent piéger de la méme facon des hématies agglutinées et des hématies sensibilisées.

11.2.1.3- Les colonnes d’affinité

Dans ce procédé, un ligand, telle que la protéine A ou G qui se fixe spécifiquement au
fragment Fc des immunoglobulines G, est associé a un gel. Ce ligand peut ainsi capturer
des hématies sensibilisées lors de leur passage au travers de la colonne. De méme un
anticorps spécifique, préalablement fixé sur le ligand, peut arréter des hématies porteuses
de I’antigene correspondant.

I1.2.2- Avantages

* Sensibilité : de nombreuses études rapportent une plus grande sensibilité des techniques
de filtration. Une part significative de cette meilleure performance semble liée a la
praticabilité du test lui-méme et a I’objectivité de sa phase de lecture contrairement au test
indirect a 1’antiglobuline en tube, ou une agitation excessive lors de la remise en
suspension représente la cause principale de faux négatifs.

» Absence de lavage : lors de la phase de centrifugation, les éléments cellulaires extraits
de I’environnement protéique se déplacent vers le bas de la colonne en entrainant avec eux
uniquement ce qui est spécifiquement fixé a leur surface (anticorps réactifs). Ce
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phénomene, associé a une antiglobuline en exces, évite 1’inhibition de ce réactif et rend
inutile la phase de lavage préalable. La suppression de cette phase et des controles qualité
systématiquement associ€s (hématies sensibilisées pour chaque réaction négative)
représente un gain de temps significatif pour les typages en test indirect a I’antiglobuline.

» Stabilité de la phase réactionnelle : cette stabilité permet une relecture a posteriori des
supports correctement conservés.

» Standardisation des phases d’exécution technique et de lecture : la praticabilité de mise
en ceuvre permet une acquisition technique plus rapide lors des formations initiales ainsi
qu’une reproductibilité réactionnelle et d’interprétation d’un technicien a un autre y
compris en cas de double population ou de faible agglutination.

* Pré-répartition des réactifs.
* Faible quantité des réactants. CAHIER  BIOFORMA

D
* Automatisation possible. Fﬂl‘]naﬁ()n
version numérique

11.2.3- Inconvénients

* Risque de non détection de certaines agglutinations tres faibles et notamment lors de
I’épreuve plasmatique du groupage ABO. Ces failles semblent liées a des forces de
cisaillement qui détruisent les faibles agglutinats durant leur passage « forcé » dans la
matrice de filtration au cours de la centrifugation.

* Les doubles populations ne sont pas toujours visibles par piégeages de petites quantités
d’hématies libres dans 1’agglutinat bloqué dans la partie supérieure de la colonne.

* Exces de « sensibilité » en technique enzymatique : un des inconvénients majeurs est la
détection trop fréquente d’auto-anticorps et de pseudo spécificités anticorpales en relation
avec les préparations d’hématies-tests et en particulier celles traitées par les enzymes
protéolytiques. Aussi compte tenu de 1’évolution des performances des techniques en test
indirect a I’antiglobuline attestées par les résultats du controle national de qualité, il a paru
opportun et légitime de remettre en cause la nécessité du maintien des techniques
enzymatiques dans le cadre du dépistage des anticorps anti-érythrocytaires. En effet la
détection excessive de nombreux anticorps dépourvus de signification clinique retardait
I’acte transfusionnel de certains patients et augmentait de maniere significative le coiit de
cette analyse. Certains de ces anticorps pouvant €tre aussi des auto-anticorps imitant des
allo-anticorps. Depuis la parution de I’arrété du 26 avril 2002, la RAI peut désormais étre
effectuée au moyen d’un test indirect a I’antiglobuline polyspécifique ou anti-IgG. Lors de
la phase d’identification, il peut étre utile voire indispensable d’utiliser en complément les
techniques dites enzymatiques notamment dans le cadre de difficulté d’identification
(association d’alloanticorps) et lors des étapes de diagnostic biologique des accidents
immunohémolytiques transfusionnels.

* Non applicable a certains champs d’application analytique : la technique filtration n’est
pas adaptée a I’interprétation de certaines analyses comme le titrage des anticorps immuns
chez la femme enceinte ou le contrdle d’anti-RH]1 passifs, en raison du risque de résultats
par exces pouvant aboutir a des décisions thérapeutiques mal adaptées. Le titrage dans le
cadre du suivi obstétrical repose sur le test indirect a 1’antiglobuline par la technique en
tube et vis-a-vis d’hématies-test en solution saline. De méme, 1’appréciation de
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I’hémorragie feeto-maternelle et 1’efficacité de 1'immuno prophylaxie par les
« immunoglobulines anti—D » repose sur le test de Kleihauer qui permet d’adapter le
nombre de doses « d’immunoglobulines anti-D » a injecter. La recherche isolée des anti-
RHI1 passifs permet seulement d’affirmer que le produit a été injecté, mais en aucun cas,
qu’il a été injecté en quantité suffisante.

m III. ALTERNATIVES ACTUELLES
AUX TECHNIQUES D’ AGGLUTINATION

II1.1- Technique en phase solide

II1.1.1- Aspects théoriques

Le principe repose sur 1’utilisation de microplaque avec des hématies « pré-fixées » ou
fixées extemporanément. Apres addition du sérum-test, la microplaque est incubée, puis
sont effectuées des lavages en solution saline 0,15 M pour éliminer les protéines non
spécifiquement fixées. Les anticorps fixés sont ensuite révélés par immuno-adhérence en
ajoutant des hématies révélatrices sur lesquelles est fixée de 1’antiglobuline humaine anti-
IgG.

Ces hématies indicatrices s’étalent sur toute la surface du puits en cas de réaction positive.
Une réaction négative est matérialisée, apres centrifugation, par un bouton cellulaire au
centre du puits. Ce procédé est applicable aussi bien au typage érythrocytaire qu’a la
détection des anticorps anti-érythrocytaires.

1. Fixation des hématies
sur la microplaque

2. Fixation des anticorps %%%%

sur les antigénes correspondants

3. Révélation de la sensibilisation I * I *
par des hématies révélatrices
portant de I’antiglobuline

humaine

Un nouveau type d’immuno-adhérence sans lavage, sans centrifugation et sans hématies
révélatrices est en cours d’évaluation pour la réalisation de 1’ensemble des analyses
d’immuno-hématologie dont le typage érythrocytaire. Les hématies sont préalablement
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mises en suspension dans une solution assurant leur « magnétisation » instantanée. Ces
hématies et les réactifs considérés sont répartis dans une microplaque dont les puits sont
tapissés d’un anticorps monoclonal anti-isotype. Secondairement et de manicre
simultanée les hématies sont incubées soumises a un champ magnétique vertical et
horizontal qui les attire vers le fond du puits. En cas de sensibilisation par le réactif les
hématies retenues par 1’anticorps anti-isotype s’étalent sur le fond du puits. En absence de
sensibilisation les hématies restent libres et sont ramenées vers le centre du puits par le
champ magnétique horizontal.

III1.1.2- Avantages

* Gain de temps : absence de centrifugation, de lavage et de répartition d’hématies
révélatrices pour la technique utilisant le champ magnétique.

* Automatisation possible.

111.1.3- Inconvénients

* Nécessité d’un apprentissage spécifique de la lecture lors des formations initiales.

Réaction Positive Réaction Négative

* Sensibilité au pH de la solution de lavage : le pH de la solution de lavage doit étre
strictement compris entre 6.6 et 7.2 sous peine d’obtention de réactions faussement
positives ou négatives.

» Absence de détection des anticorps de nature IgM posant des difficultés pour 1’épreuve
plasmatique du groupage ABO.

II1.2- Autres alternatives techniques

D’autres techniques peuvent étre mises en ceuvre pour détecter la réaction antigene
érythrocytaire — anticorps anti-érythrocytaire. Ces procédés ne sont pas utilisés en routine
mais plutét a des fins de typages antigéniques spécifiques. Parmi ceux-ci nous pouvons
citer la cytométrie de flux particuliecrement bien adaptée aux dépistages d’hématies
foetales ou suivi de chimérisme post greffe, I’immunofluorescence, les techniques radio
immunologiques, les techniques ELISA et la technique MAIEA (monoclonal antibody-
specific immobilization of erythrocyte antigens assay).
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M IV. ALTERNATIVES ACTUELLES AUX TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES

Il s’agit essentiellement des techniques de biologie moléculaire permettant de déduire
la présence de I’antigene par la détection du gene. Bien que ces techniques ne puissent
se substituer en routine aux techniques immunologiques, elles n’en possedent pas moins
des indications spécifiques. A titre d’exemple nous pouvons citer le typage RH1 feetal a
partir d’un prélevement maternel ou le phénotypage chez un patient dont les
antécédents transfusionnels empéchent toute validation compte tenu de la persistance
d’hématies transfusées dans la circulation.

Ces techniques largement utilisées en recherche (mise en évidence de nombreux variants)
sont parfois complémentaires des techniques sérologiques lorsque celles ci s’averent
défaillantes (phénotype faible : Fyx) ou discordantes (antigene RHI partiel). Parfois ce
type de technique est exposé a certain piege du fait de I’absence de parallélisme strict entre
présence et fonctionnement du gene conditionnant la présence de 1’antigene (gene RH1
présent avec antigene RH1 absent des hématies).

M V. LES EVOLUTIONS TECHNOLOGIQUES DOIVENT S’ ACCOMPAGNER
D’UNE PRISE EN COMPTE DU FACTEUR HUMAIN

Comme dans de nombreux autres domaines d’activité, le facteur humain occupe une place
prépondérante dans les défaillances des processus mis en ceuvre en biologie médicale. Les
conséquences de ces défaillances peuvent s’avérer dramatiques en terme de risque
sanitaire. Si la prise en charge et la gestion de la fiabilité humaine et de ses limites
reposent sur de multiples actions préventives, I’automatisation et I’informatisation en sont
la clé de volte. L’introduction des procédés précédemment décrits ont largement contribué
a mettre en ceuvre au laboratoire cette sécurité supplémentaire.

Le principe de base est de diminuer le risque d’erreur humaine par la prise en charge
automatique de certaines phases d’un processus ou d’un sous processus. Les objectifs
principaux sont :

» d’éviter les séquences répétitives pour lesquelles on sait ’homme inconstant,
* de réduire, en partie, la charge de travail,
* de laisser aux opérateurs la partie noble du travail : la décision,

» d’apporter des protections automatiques afin de rendre le systeme tolérant a I’erreur
surtout en contexte de pression temporelle comme 1’urgence ou en cas de pic d’activité,
source de déviation volontaire ou involontaire par rapport a la norme (procédure).

En biologie médicale 1’objectif est de supprimer certains risques d’erreurs (Sélection de
I’échantillon, Sélection du réactif, Exécution de I’analyse, Transcription, Interprétation et
Exploitation des résultats) en assurant :

» Une prise en charge de certaines phases de 1’exécution analytique et du traitement de
I’information apparaissant comme critiques pour la fiabilité des résultats.
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» Une association de facon automatique et univoque entre le patient, le don ou le donneur
et les résultats correspondants via le support d’identification positive de 1I’échantillon.

» Une autorisation de libération des résultats qu’apres décision humaine finale : validation.
Les systemes doivent donc remplir un certain nombre de fonctions :

* Valider le déroulement effectif de la réaction

* Valider chaque série de réactions a I’aide des témoins et controles adéquats

* Assurer une Interprétation réactionnelle a partir de valeurs seuils

* Assurer une Interprétation de cohérence réactionnelle a partir d’une table
d’interprétation

 Assurer une Confrontation avec d’autres résultats

» Gérer les anomalies : non rendu de résultats — proposition d’exploration complémentaire
» Assurer la tragabilité

Remarques :

1. L’optimisation des systemes automatiques impose :

* de mettre I’accent sur une formation adaptée des opérateurs aboutissant a des
qualifications spécifiques.

e de réduire les déclencheurs d’erreurs y compris les tensions temporelles ou sociales.

e d’améliorer sans cesse I’ergonomie de l’interface homme-systeme ainsi que les
procédures opérationnelles dont le respect sert de dernier rempart a la propagation de
I’erreur.

2. Quelle que soit la fiabilité d’un systeme automatique la défaillance n’est jamais exclue
(erreur latente des systemes restée non détectée lors de tous tests opérationnels ne
produisant généralement d’effet que lorsque sont réunies un grand nombre de conditions
particulieres) et peut avoir des conséquences extrémement graves. Cela souligne, quel que
soit le domaine analytique, la nécessité de mise en ceuvre de systemes de détection de
défaillance (controles qualité internes, alarme, message diagnostic...) a chaque phase
critique du processus.

3. La décision finale de la validation analytique revient a 1’opérateur qui, déchargé de
certaines taches, pourra concentrer ses ressources sur :

* Le controle visuel de chaque support avec analyse de cohérence avec les résultats rendus
par le systeme.

» L’appréciation de la qualité des résultats des controles qualité internes autorisant la
validation analytique.

» La gestion des anomalies conformément a des modes de résolution de problemes pré-
établis et validés.

Toutefois quel que soit le degré d’automatisation du processus analytique, sa qualité est
directement liée a la phase pré-analytique de réalisation des prélevements, d’acceptation
des échantillons et de saisie de I’état civil pour lesquelles il convient d’étre
particulierement attentif.
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Enfin, il est nécessaire que ce processus d’informatisation dépasse le cadre strict de
I’exécution analytique pour s’étendre au domaine de 1’exploitation des résultats basés sur
le transfert des données.

B CONCLUSION

L’introduction de ces nouvelles technologies a participé avec 1’automation et
I’informatisation a réduire la part que pouvait avoir I’erreur analytique au sein du risque
immuno-hémolytique. Ce risque semble actuellement 1ié aux facteurs critiques principaux
suivants :

* [’identification des patients :

a leur entrée dans 1’établissement de santé

au moment du prélevement des échantillons

au moment de la pose de la transfusion

* [a pertinence des examens prescrits.

* La prise en compte des résultats biologiques.

* Les relations/communications entre établissements.

Par ailleurs compte tenu des évolutions méthodologiques et des réactifs il a paru
nécessaire de reconsidérer les modalités d’exécution des analyses en immuno-
hématologie telles qu’elles étaient définies par voie réglementaire. L’arrété du 26 avril
2002 comporte d’importantes modifications dans la pratique des laboratoires d’immuno-
hématologie.
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e TYPAGES ]

ERYTHROCYTAIRES
ET DIFFICULTES

cAH|EER BIOFORMA

Formation

version numérique

® INTRODUCTION

La détermination des groupes sanguins ABO-RH1 est une étape primordiale de la sécurité
transfusionnelle

Elle doit respecter des regles bien définies, dictées par la législation en vigueur et dont
le non-respect peut étre a 1’origine d’accident hémolytique par incompatibilit¢ ABO.
L’hémovigilance souligne la persistance d’erreurs de détermination du groupe sanguin
ABO-RHI1 dont I’ origine est souvent une erreur d’identification des prélevements.

® 1. PRINCIPES GENERAUX D’UN TYPAGE ERYTHROCYTAIRE

Les réactifs utilisés doivent étre conformes aux caractéristiques et normes définies par la
réglementation en vigueur, agréés par I’AFSSAPS et validées par le CNRGS qui attribue
un certificat et un numéro attestant que le réactif est conforme. Le numéro CNRGS doit
figurer sur les flacons. Le numéro du clone doit figurer sur la fiche technique et le flacon.
A ce jour, le numéro AFSSAPS doit figurer sur I’emballage.

Les réactifs doivent étre conservés et utilisés dans les conditions préconisées par le
fabricant. Ils ne doivent jamais €tre utilisés au-dela de leur date de péremption. L’ utilisation
des réactifs utilisés dans des conditions différentes de celles préconisées par le producteur
nécessite de constituer un dossier de validation. A réception et de facon quotidienne,
I’activité des réactifs doit étre controlée a I’aide d’une batterie d’échantillons témoins de
phénotypes ABO-RH1 et RH-KEL1 connus testés dans les conditions techniques de
routine. Ceci permet de vérifier notamment qu’il n’y a pas eu de modification de 1’activité
des sérums-tests et des hématies-tests au cours de leur conservation et participe a la
validation de I’ensemble des parametres du mode opératoire mis en ceuvre.

L’utilisation de réactifs monoclonaux est recommandée. Dans ce cas, pour les typages
nécessitant 2 lots de réactifs différents, ceux ci ne comporteront pas de clone commun.

La détermination des groupes et phénotypes peut étre manuelle mais 1’utilisation d’une
procédure automatisée avec identification automatique de 1’échantillon comportant un
numéro codé en barres, lecture et transfert automatique des résultats dans le module
informatique du laboratoire est vivement recommandée. Ceci est un gage de sécurité a
condition :

— que "automate soit qualifié et bénéficie d’'une maintenance,

— que le couple automate-réactifs soit validé.
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Dans le cas ol les conditions d’automation et d’informatisation de I’arrété du 26 avril
2002 sont respectées, la détermination sur automate peut étre pratiquée par un technicien
et un lot de réactifs.

I.1- Généralités

La détermination du groupe sanguin ABO, indissociable du groupe RH1, s’inscrit dans un
contexte potentiel pré-transfusionnel, pré- ou périnatal.

L.1.1- Groupage ABO

Chaque détermination de groupe sanguin ABO comporte 2 épreuves complémentaires
réalisées simultanément :

— I’épreuve globulaire consistant a rechercher la présence des antigenes A et B avec les
réactifs anti-A, anti-B et anti-A, B,

—I’épreuve plasmatique consistant a rechercher les anti-A et anti-B avec des hématies-
tests Al et B. Des controles de qualité internes approprié€s sont systématiquement utilisés.

Ces 2 épreuves doivent €tre réalisées en double par 2 techniciens, en dehors du contexte
d’automation 1également prévu.

1.1.2- Groupage RH]1 (il est désormais indissociable du groupage ABO)

Chaque détermination de groupe RH1 comporte I’étude des hématies a 1’aide d’un réactif
« anti-RH1 + témoin ». Le réactif témoin étant de composition strictement identique au
réactif anti-RH1 mais dépourvu de toute activité anticorps. Cette détermination doit €tre
réalisée en double par 2 techniciens, en dehors du contexte d’automation légalement
prévu.

I.1.3- Phénotypage RH-KELI

La détermination du phénotype RH-KEL consiste a rechercher la présence ou 1’absence
des antigenes érythrocytaires : RH2, RH3, RH4, RHS et KEL1 a I'aide de réactifs de
préférence monoclonaux avec les contrdles de qualité internes obligatoires.

I.2- Mode opératoire

Différentes techniques sont disponibles, mais il est préconisé d’utiliser des supports a
usage unique et en particulier ceux permettant I’automatisation telles les microplaques ou
colonnes de filtration.

1.3- Les controles qualités internes (CQI)

Pour chaque série d’analyse, les réactifs utilisés pour la détection des antigenes
érythrocytaires des groupes ABO-RH1 et RH-KEL1 seront testés vis-a-vis d’hématies-
tests de groupe ABO-RHI1 et RH-KELI connus. Ces contrdles seront réalisés
quotidiennement dans les mémes conditions techniques que celles des échantillons. Ils
sont précisément énoncés dans I’arrété du 26 avril 2002.

Les hématies-tests Al et B seront testées vis-a-vis de réactifs anti-A, anti-B et anti-A, B :
I’intensité des réactions sera notée.
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m II. VALIDATION ANALYTIQUE DU TYPAGE ERYTHROCYTAIRE

La validation analytique du typage érythrocytaire repose sur :

I1.1- Les résultats attendus des CQI
I1.2- I’absence d’ambiguité réactionnelle avec chaque réactif
I1.3- L’absence de double population

I1.4- Un profil réactionnel cohérent

Le groupe ABO : il sera conclu si le profil réactionnel correspond a la grille
d’interprétation suivante :

Groupe Anti-A Anti-B Anti-A, B H.T.Al H.T.B
A +++ - +++ — +++
B - +++ +++ +++ -
AB +++ +++ +++ - -
(0] - - - +++ +++

Les CQI comportent au minimum un échantillon de groupe A, B et O. Toute incohérence
entre 1’épreuve globulaire et I’épreuve plasmatique impose de ne pas valider le groupe
sanguin, de rendre un conseil transfusionnel et d’explorer I’anomalie.

Témoin AUTO : plasma du sujet + hématies du sujet.

Témoin AB : sérum AB (ou milieu de dilution du réactif) + hématies du sujet. Ce témoin,
s’il est négatif, garantit I’épreuve globulaire.

Témoin ALLO : sérum du sujet + hématies-tests O de la gamme de dépistage des
anticorps anti-€rythrocytaires, dans les mémes conditions techniques que celles du
groupage. Ce témoin garantit, s’il est négatif, I’épreuve plasmatique

Le groupe RHI : il sera conclu si la réaction avec le réactif témoin est parfaitement
négative. L.’agglutination avec ce réactif témoignera de la sensibilisation préalable in vivo
des hématies par un auto-anticorps, un allo-anticorps, ou d’un phénomene de rouleaux .
Elle imposera de pratiquer un test direct a I’antiglobuline (DAT) et I’utilisation d’autres
techniques ou réactifs pour le typage RH1. Ici encore, la détermination par 2 techniciens
utilisant 2 lots différents de réactifs et témoins est actuellement obligatoire en dehors du
contexte d’automation prévu par 1’arrété du 26 avril 2002.

Le phénotype RH-KELI1 : il sera conclu si la réaction avec le réactif témoin est
parfaitement négative, les CQI valides et que les regles de I’antithétisme sont respectées.
Lagglutination avec ce réactif témoignera la encore de la sensibilisation préalable in vivo
des hématies par un auto ou un allo-anticorps, ou d’un phénomene de rouleaux. Elle
imposera de pratiquer un DAT et I'utilisation d’autres techniques ou réactifs pour le
phénotypage RH-KELI.
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I1.5- Résultats de 2 réalisations identiques

I1.6- Résultats de 2 déterminations identiques

m III. CONDUITES SPECIFIQUES EN FONCTION DES ANOMALIES

Toute anomalie impose de vérifier tout d’abord la conformité des réactifs utilisés avec
I’analyse des résultats obtenus avec les contrdles qualité internes, leur aspect et leur date
de péremption. La constatation d’anomalie impliquant les réactifs impose une destruction
de ceux-ci et une reprise de I’analyse avec d’autres réactifs conformes. De méme, quel que
soit le type d’anomalie constatée, il faudra vérifier I’absence d’une altération de la qualité
de I’échantillon de sang a tester. Un prélevement hémolysé (n’ayant pas été conservé dans
des conditions de température optimale) ou ancien impose de prélever un nouvel

échantillon de sang au patient.
CAHIER BIOFORMA

DE -
IIL.1- Résultat invalide Formatmn

version numérique

II1.1.1- Ambiguité réactionnelle : agglutination faible ou infra détectable

I11.1.1.1- Contexte particulier
Nouveau-né

Les antigenes des systemes ABO et associés subissent une maturation post natale. La
densité antigénique a la naissance est donc inférieure a celle des hématies de réactivité
« adulte » acquise aux alentours de 2 ans. L’intensité réactionnelle d’agglutination peut
donc varier d’un réactif a un autre lors du typage de ces hématies. Le document de
groupage sanguin établi a cette occasion n’a qu’une valeur provisoire, pendant une durée
de six mois.

Affaiblissement antigénique chez certains sujets agés

Un affaiblissement antigénique peut €tre observé chez certains sujets agés, en dehors de
toute pathologie particuliere.

Phénotype « B acquis »

A la faveur d’une infection, volontiers de type surinfection d’un cancer colique, les
hématies de patients de groupe sanguin Al essentiellement, voient sous 1’action d’une
déacétylase d’origine bactérienne, leur sucre immuno-dominant la N-acétyl-
galactosamine, se transformer en galactosamine (structure proche de 1’antigene B dont le
sucre immuno-dominant est un galactose) que reconnaissent certains anti-B polyclonaux
et quelques monoclonaux mal sélectionnés (caractéristique devant €tre précisée par le
producteur). Ce phénomene est transitoire et le groupe A du patient pourra bien étre
confirmé a distance de 1’épisode infectieux.
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I11.1.1.2- Systeme ABO : phénotypes faibles

Les phénotypes A faibles et B faibles définissent des hématies dont la réactivité
antigénique est inférieure a celle des hématies A2 et B « normales ». Dans certains cas
I’agglutination peut étre extrémement faible et la présence des antigenes A ou B ne peut
étre confirmée que par une technique de fixation-élution. Apres confirmation sur un
2¢ prélevement, il convient d’établir un document de groupage sanguin faisant état de ce
phénotype particulier et indiquer une attitude transfusionnelle adaptée.

111.1.1.3- Phénotypes faibles dans les autres systemes

La présence de phénotypes faibles dans les autres systemes peut €tre observée a 1’occasion
de typage érythrocytaire dans d’autres systemes de groupes sanguins. L'un d’entre eux est
particulierement important a déceler : I’antigene RH1.

II1.1.2- Double population

Une image de double population est caractérisée par la présence d’agglutinats sur fond
rosé d’hématies libres. La réalité de cette image doit étre vérifiée au microscope. Elle peut
étre liée a I’existence de deux populations d’hématies possédant des antigenes différents
(post transfusionnelle...) ou au comportement particulier des cellules en présence de
certains réactifs (phénotype A3...).

111.1.2.1- Double population dans le systeme ABO

Présence d’un contexte clinique particulier

Contexte transfusionnel

La double population est liée a la durée de survie des hématies transfusées. Le plus
souvent, il s’agit d’une transfusion non isogroupe compatible, mais il ne faudra pas
méconnaitre 1’incompatibilité majeure ABO liée a une erreur transfusionnelle. Apres avoir
vérifié le groupe sanguin ABO-RH1 des hématies transfusées, il convient d’établir un
document provisoire de groupe sanguin en précisant la conduite transfusionnelle. Lorsque
la quantit¢ de sang transfusé est importante, les hématies du patient peuvent étre
masquées : ¢’est notamment le cas apres transfusions in utero ou exsanguino-transfusions
a la naissance.

Prélevement de sang de cordon

La double population est liée a I’existence d’hématies maternelles et néo-foetales. Un
prélevement de sang veineux est alors nécessaire.

Contexte de greffe de cellules souches hématopoiétiques non ABO identique

La double population est transitoire et le témoin d’une « prise » de la greffe en période
post greffe immédiate. Cette image pourra ensuite disparaitre completement avec un
remplacement progressif des hématies du receveur par celles du donneur. La réapparition
d’une image de double population a distance de la greffe est le témoin de la réapparition
de la mcelle du receveur donc d’une rechute de sa maladie. Apres avoir vérifié€ les groupes
sanguins ABO-RH1 du donneur et du receveur, il convient d’établir un document
particulier en indiquant une attitude transfusionnelle adaptée.
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Sujet agé sans pathologie particuliere
Contexte d’hémopathie maligne

Certaines hémopathies malignes s’accompagnent de 1’affaiblissement antigénique des
hématies issues des clones pathologiques. La double population évolue avec la maladie en
disparaissant en cas de rémission et réapparaissant en cas de rechute. Apres confirmation
sur un deuxieme prélevement, il faut établir un document immuno-hématologique
provisoire avec une attitude transfusionnelle adaptée.

Contexte de gémellité

Une double population vis a vis de plusieurs marqueurs peut étre observée chez des
jumeaux dizygotes en raison de la greffe naturelle de cellules souches hématopoiétiques
pendant la vie embryonnaire. Apres avoir analysé le phénotype de I’autre jumeau et mis
en évidence plusieurs doubles populations, il faut établir un document immuno-
hématologique faisant état de cette chimere hématopoiétique et indiquer une attitude
transfusionnelle adaptée.

Absence de contexte clinique particulier : phénotypes A faible et B faible

Les phénotypes A faible et B faible définissent des hématies dont la réactivité antigénique
est inférieure a celles des hématies A2 et B « normales ». Certains de ces phénotypes
peuvent donner des images de double population sans que celle ci soit réellement
séparable (phénotype A3), alors que d’autres sont de véritables mosaiques génétiquement
transmises caractérisées par la présence de cellules porteuses de 1’antigene A et d’autres
non porteuses de ce méme antigéne (phénotype A end). Apres confirmation sur un
deuxieme prélevement, il convient d’établir un document de groupe sanguin faisant état
de ce phénotype particulier et indiquer une attitude transfusionnelle adaptée.

111.1.2.2- Double population dans les autres systemes de groupes sanguins

Dans les autres systemes de groupes sanguins, des doubles populations peuvent &tre
observées. Les causes principales se rapprochent de celles décrites pour le systeme ABO
avec notamment la transfusion, la greffe de cellules souches hématopoiétiques et la
gémellité dizygote. La conduite est identique aussi bien en terme d’exploration
étiologique que d’établissement de documents spécifiques.

II1.2- Résultat incohérent

I11.2.1- Incohérence entre épreuves globulaire et plasmatique du groupe sanguin
ABO

I11.2.1.1- Réactions par exces

Une réaction d’agglutination est constatée alors qu’elle n’était pas attendue par la logique
de I’interprétation des résultats du groupage sanguin. Elle peut survenir a 1’épreuve
globulaire ou plasmatique.

A D’épreuve globulaire : en fonction des réactions observées avec les témoins
réglementaires, 3 groupes principaux d’hypotheses pourront étre évoqués.
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Anomalies des réactifs : les réactions observées avec le sérum AB (ou le milieu de
dilution d’un réactif monoclonal) et le témoin autologue apparaissent négatives. Deux
hypotheses principales peuvent étre évoquées : une contamination des sérums-tests qu’elle
soit accidentelle ou en rapport avec un anticorps supplémentaire présent dans un réactif
polyclonal ou un phénomene de type B(A) constaté avec certains anti-B monoclonaux tres
puissants et mal sélectionnés, capables de détecter de petites quantités d’antigéne A sur
une hématie réellement de groupe B.

Anomalies globulaires : les réactions avec le sérum AB apparaissent positives alors que le
témoin autologue est négatif. L’hypothese d’une polyagglutinabilité est alors évoquée.
Une hématie polyagglutinable est agglutinée par des sérums humains adultes,
immunologiquement normaux, compatibles ABO et dépourvus d’allo-anticorps. Cette
agglutination est généralement liée a 1’expression d’un antigéne cryptique ou transformé
contre lequel des anticorps naturels existent dans la majorité des plasmas humains. La
révélation de ces antigenes globulaires étant le plus souvent le fait d’une pathologie
infectieuse (T ou B acquis) ou maligne (Tn).

Anomalies plasmatiques : la positivité des réactions observées avec le sérum AB (ou le
milieu de dilution d’un réactif monoclonal) et le témoin autologue apparaissent en rapport
avec la présence d’un auto-anticorps plasmatique responsable de la sensibilisation des
propres hématies du sujet.

A D’épreuve plasmatique : 1’observation d’une réaction non attendue a 1’épreuve
plasmatique impose de pratiquer le t€moin allo et en cas de positivité de tester le plasma
vis a vis d’une gamme d’hématies-tests d’identification dans les mémes conditions
techniques que celles du groupage. En fonction des réactions observées, plusieurs
hypotheses peuvent tre évoquées :

—le témoin allo est négatif : dans ce cas I’anomalie par exces est due soit a la présence
d’un anticorps dirigé contre un antigene de faible fréquence (rare), ou encore a la présence
d’un anticorps reconnaissant les antigenes Al, A ou B (anti-A1l, anti-A ou anti-B que ce
soient des auto-anticorps, des allo-anticorps ou des anticorps passifs),

—le témoin allo est positif : il convient alors d’identifier 1’anticorps et de pratiquer
I’épreuve plasmatique avec des hématies-tests dépourvues de 1’antigene correspondant a
I’anticorps identifié,

— enfin, toutes les hématies testées sont agglutinées en raison de la présence d’un auto-
anticorps (témoin autologue positif) ou d’un anticorps dirigé contre un antigene public
(anti-H chez un sujet de phénotype H déficient...)

111.2.1.2- Réactions par défaut

Une réaction d’agglutination attendue par la logique de l’'interprétation du groupage
sanguin ABO n’est pas observée. Elle peut survenir a I’épreuve globulaire ou plasmatique.

A I’épreuve globulaire : avant d’évoquer les hypotheses classiques, il convient de valider
I’anomalie, a savoir, confirmer I’absence d’agglutination attendue et ne pas la confondre
avec une hémolyse des hématies du sujet par I’action de réactifs mal conservés.

Contexte clinique particulier : I’absence d’agglutination attendue a 1I’épreuve globulaire
peut étre liée a I’absence ou a la faible maturation néo-natale des antigenes ABO ou a la
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disparition progressive de ceux ci a la suite d’une hémopathie maligne. De méme on peut
observer des sécrétions pathologiques de substances solubles de groupes sanguins ABO
dans les kystes ovariens et les cancers des organes digestifs. En raison de la quantité
importante de substances de groupe produites et déversées dans le plasma, il peut y avoir
inhibition d’hémagglutination en cas d’utilisation de réactifs polyclonaux, mais aussi avec
certains monoclonaux. Dans ces conditions, la reprise d’une épreuve globulaire apres
lavage des hématies permet de lever 1I’anomalie.

En I’absence de contexte clinique particulier : on évoquera la possibilité de phénotypes
ABO faibles dont la présence des antigeénes ne pourra étre détectée que par des techniques
sensibles de type fixation-élution.

A D’épreuve plasmatique : ici aussi, il conviendra avant d’évoquer les hypotheses
classiques, de valider I’anomalie, c’est-a-dire de confirmer I’absence d’agglutination, a ne
pas confondre avec une hémolyse des hématies-tests par 1’action des hémolysines anti-A
ou anti-B présentes dans le plasma du patient.

L’ absence des anticorps attendus pourra étre observée dans cinq contextes différents chez :
— le nouveau-né : il s’agit d’un état physiologique d’immuno-immaturité,
— le sujet agé immuno-déprimé,

—le sujet atteint d’hypogammaglobulinémie ou d’agammaglobulinémie congénitale ou
acquise (traitement immuno-suppresseur, myélome,Waldenstrom, LLC...),

— le receveur de cellules souches hématopoiétiques,

— les jumeaux dizygotes en cas de greffe réussie de cellules hématopoiétiques pendant la
vie intra-utérine.

II1.2.2- Réaction positive avec le réactif témoin

La réalisation de tout typage érythrocytaire comporte obligatoirement I’utilisation d’un
sérum-test contenant I’anticorps spécifique de I’antigene a rechercher et d’un réactif
témoin négatif de composition strictement identique au sérum-test fourni par le méme
producteur mais dépourvu d’activité anticorpale. Toute réaction positive constatée avec le
réactif témoin remet en cause la validation du typage érythrocytaire et en particulier toute
réaction positive constatée avec le sérum-test. On congoit le risque transfusionnel ou
obstétrical notamment en ce qui concerne 1’antigene RHI, de valider par erreur sa
présence chez un receveur de produits sanguins labiles ou chez une femme RH :—1 non
immunisée anti-RH1 venant d’accoucher d’un enfant RH1.

La positivité d’une réaction avec le réactif t€émoin peut parfois €tre le fait d’'un phénomene
de rouleaux, constaté dans certaines pathologies lympho-prolifératives ou 1’exces de
synthese d’immunoglobulines est responsable d’un empilement en « pile d’assiette » des
hématies qui est facilement distingué au microscope, d’une réelle agglutination. La
réalisation du typage apres lavage des hématies permettra de lever cette incohérence et de
valider le groupage.

Le plus souvent, la positivité d’une réaction avec le réactif témoin est le fait d’une
sensibilisation in vivo des hématies dont les étiologies sont les suivantes :

— maladie hémolytique du nouveau-né,

154

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



— incident immunologique de transfusion sanguine,
— anémie hémolytique auto-immune,
— anémie hémolytique immuno-allergique.

Il conviendra dans ces situations de réaliser les typages avec 2 lots différents d’anticorps
monoclonaux de nature IgM utilisables en milieu salin.

II1.2.3- Absence de deux antigenes antithétiques

La majorité des systemes de groupes sanguins possede des phénotypes rares dits
silencieux ou «nul » caractérisés le plus souvent par I’absence de deux antigenes
antithétiques. Deux antigenes sont dits antithétiques quand 1’absence de I'un implique
forcément la présence de I’autre comme cela est expliqué dans 1’exemple ci dessous :

—si RH2 est absent alors RH4 est forcément présent,

—si FY1 est absent alors FY2 est forcément présent.

Phénotypes silencieux du syteme RH

Pour les phénotypes partiellement silencieux du systeme RH, il peut y avoir absence a la
fois :

— des antigenes RH3 et RHS et la délétion partielle est notée RH : 12-3-4-5,
— des antigenes RH3, RHS5, RH2 et RH4 et la délétion partielle est notée RH : 1-2-3-4-5.

Pour les phénotypes totalement silencieux ou RH «nul », il y a absence de tous les
antigenes du systeme RH et le phénotype est noté RH: —1—2—3—4-—5.

Exemples de phénotypes silencieux dans les autres systemes de groupes
sanguins

—FY : —1—2 du systeme FY,
—JK: —1—2 du systeme JK.

La problématique posée par ces phénotypes silencieux est liée a I’absence d’antigenes dits
publics (portés par la majorité des individus) et la possibilité de posséder les anticorps
correspondants, soit de maniere naturelle (anti-H des sujets hh et sese) ou allo-immune
(anti-FY3 des FY: —1, —2, anti-JK3 des JK: —1, —2) avec les conséquences
obstétricales et transfusionnelles qui s’y rattachent.

I11.3- Résultats divergents entre deux réalisations

Les résultats sont relus par une tierce personne. En cas de confirmation des résultats,
I’analyse est reprise avec d’autres réactifs ou dans d’autres conditions techniques. En cas
de persistance de I’anomalie, 1’analyse est transmise a un laboratoire spécialisé. En effet
en fonction des réactifs utilisés, la constatation d’une divergence entre deux réalisations
peut étre li€ée a des phénotypes particuliers, comme c’est le cas pour 1’antigene RH1 par
exemple : la divergence de résultat entre deux réalisations peut étre li€ée a deux
particularités phénotypiques caractérisant cet antigene :
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II1.3.1- Antigene RH1 faible

Il s’agit d’un déficit quantitatif et global d’antigénes RH1 a la surface de 1’hématie dont
la détection est directement li€ée au seuil de sensibilité de la technique utilisée et a la
performance des réactifs mis en ceuvre. Ces hématies peuvent étre alors étiquetées
RH :—1 en technique de routine alors que la mise en ceuvre de techniques plus sensibles
peut détecter la présence de 1’antigene a leur surface. Si cette situation n’a pas d’incidence
chez le receveur de produit sanguin qui sera transfusé en RH—1, elle peut avoir des
conséquences cliniques plus importantes si un antigene RH1 n’est pas décelé sur un don
de sang et chez un nouveau-né issu d’une mere RH : —1. La technique traditionnelle est le
test indirect a I’antiglobuline qui doit étre pratiqué selon les mémes regles que le typage
RHI1 standard. Cependant, cette organisation n’est pas satisfaisante, car le groupage des
hématies des sujets de phénotype RHI1 faible est effectué en 2 étapes. L’utilisation
conjointe de réactifs monoclonaux sélectionnés pour leur performance vis-a-vis des
phénotypes RH1 normaux et affaiblis, associés aux nouveaux procédés comme la filtration
et a 'utilisation d’enzyme protéolytique (broméline) permet d’augmenter la sensibilité du
test et de détecter les variants RH1 faible en une seule étape.

I11.3.2- Antigene RH1 partiel

L’antigene RH1 est constitué d’une mosaique de sous unités toutes présentes chez le sujet
RH1 et toutes absentes chez le sujet RH :—1. Chez certains sujets, un ou plusieurs
épitopes peuvent €tre manquant et définir le variant RH1 partiel. La transfusion de ces
sujets avec du sang RH1 (ou une grossesse incompatible) est susceptible d’entrainer une
allo-immunisation anti-RH1 vis-a-vis des épitopes qui leur font défaut. Certains de ces
phénotypes s’expriment avec une antigénicité subnormale (RH1 partiel VII), d’autres
s’expriment avec une antigénicité affaiblie du fait d’un déficit quantitatif associé¢ (RH1
partiel VI). Il semblerait que ce soit ces derniers qui s’immunisent le plus facilement, aussi
il serait peut €tre judicieux d’utiliser, pour le groupage des receveurs, au moins un anti-
RH1 ne reconnaissant pas le variant RH1 partiel VI (cette caractéristique sera précisée sur
la notice du fournisseur).
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] RECHERCHE ]

DES ANTICORPS
ANTI-ERYTHROCYTAIRES CAHIER  BIOFORMA

(RAI) Formation

version numérique

La RAI est devenue une analyse incontournable pour assurer :

— la prévention et le diagnostic des incompatibilités anti-érythrocytaires en transfusion
sanguine. Les données de I’hémovigilance confirment la fréquence élevée de ces incidents
hémolytiques. La RAI systématique prétransfusionnelle doit contribuer a limiter la
fréquence des ces hémolyses immédiates ou différées.

— la surveillance des incompatibilités feeto-maternelles (IFM) érythrocytaires non ABO
en obstétrique. La prévention des incompatibilités RH1 chez les femmes RH :—1 par les
« immunoglobulines anti-D » a permis de diminuer la fréquence de ces allo-immunisations
anti-RH1, mais elles n’ont pas totalement disparues. L’antigene RH1 du systeme RH n’est
pas le seul concerné et d’autres antigenes : RH4, RH3, KELI... peuvent étre impliqués.
Le diagnostic précoce et le suivi de I’évolution des anticorps peuvent permettre
d’améliorer le pronostic de ces IFM.

® 1. PRINCIPE

La RAI a pour objectif la mise en évidence et I’identification des anticorps anti-
érythrocytaires en mettant en présence le sérum (ou le plasma a étudier) avec une gamme
d’hématies-tests O phénotypées dans la plupart des systemes de groupes sanguins. La
présence d’anticorps se traduit classiquement par une réaction d’agglutination.

m II. INDICATIONS

Les anticorps anti-érythrocytaires sont actuellement encore responsables d’accidents
transfusionnels ou fceeto-maternels qui sont d’autant plus regrettables qu’une bonne
organisation de détection de ces anticorps a montré que ces accidents pouvaient étre évités.

La RALI doit étre réalisée sur un prélevement frais et conservé dans de bonnes conditions
a +4°C. Elle a une validit¢ maximum de 3 jours.

Elle est indiquée :
— chez tout patient susceptible d’étre transfusé,
— avant toute transfusion ou toute nouvelle série de transfusions,

— apres transfusion (dans le cadre du suivi d’hémovigilance),
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— chez les patients polytransfusés, en bonne place au cours des séries de transfusion,
— apres transfusion dans le cadre du suivi de I’hémovigilance,

—chez la femme enceinte, conformément aux dispositions de 1’arrété du 19 avril 1985
relatif aux examens médicaux pré et post-natals et du décret du 14 février 1992 relatif aux
examens obligatoires prénuptial, pré et postnatal.

Cette recherche est systématique :

— au moins a 2 reprises chez les femmes enceintes de phénotype RH1 primigeste et sans
antécédent transfusionnel,

e avant la fin du 3° mois (1°" examen prénatal),

* au cours des 8 ou 9° mois (6° ou 7° examen prénatal), de préférence au 9° mois si la
recherche était négative au 1°" examen prénatal ;

— au moins a 4 reprises :
* chez les femmes de phénotype RH1 primigeste avec antécédent transfusionnel,

* chez les femmes de phénotype RH1 a partir de la 2¢ grossesse (en raison de I’hémorragie
feeto-maternelle a 1’accouchement),

* chez les femmes de phénotype RH : —1 :

— avant la fin du 3¢ mois de la grossesse (1 examen prénatal),

— au cours du 6° mois (4° examen prénatal),

— au cours du 8° mois (6° examen prénatal),

— au cours du 9° mois (7° examen prénatal),

— a I’accouchement

* chez les femmes de phénotype RH : —1 avant I’injection d’« immunoglobuline anti-D »,
e chez I’ensemble des femmes en cas de besoin transfusionnel,

— dans les huit semaines suivant I’accouchement.

Si la RAI est positive, 1’identification des anticorps est obligatoire. En cas de présence
d’anticorps, une nouvelle programmation des RAI doit étre effectuée tous les mois jusqu’a
I’accouchement. En cas de présence d’anticorps susceptibles d’entrainer des accidents
d’IFM, la RAI avec identification et titrage (et dosage pondéral pour les anti-RH) doit étre
effectuée a périodes rapprochées de 3 a 4 semaines, voire 2 semaines a partir de la 21¢
semaine d’aménorrhée.

m III. LLES DIFFERENTS ANTICORPS ANTI-ERYTHROCYTAIRES

IT1.1- Les anticorps naturels

Les anticorps naturels préexistent en dehors de toute stimulation foeto-maternelle ou
transfusionnelle. Ils sont relativement peu souvent actifs a +37°C et ne sont pas
dangereux pour le foetus puisqu’ils sont de nature IgM, donc incapables de traverser la
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barriere placentaire. Cependant, certains d’entre eux possedent une amplitude thermique
élevée et pourraient étre dangereux en transfusion. Ceci montre I'intérét d’'une RAI avant
toute premiere transfusion. Ils sont généralement agglutinants en milieu salin.

Les spécificités les plus fréquentes sont: anti-LE1, anti-LE2, anti-P1, anti-H, anti-
MNSI...

II1.2- Les anticorps immuns

Les anticorps immuns résultent d’une stimulation foeto-maternelle ou transfusionnelle. Ils
sont de nature IgG, toujours actifs a + 37 °C et rarement agglutinants en milieu salin. Ils
sont toujours dangereux en transfusion et peuvent 1’€tre pour le feetus s’il possede
I’antigene correspondant.

Les spécificités les plus fréquentes sont : anti-RH1 (£ RH2 *=RH3), anti-RH3, anti-
KELI1, anti-RH4, anti-FY1, anti-JK1, anti-MNS3...

TECHNIQUES PREFERENTIELLES
DE MISE EN EVIDENCE DES ANTICORPS IMMUNS

Anti-RH IAT ET « enzyme »
Anti-KEL IAT
Anti-FY IAT
Anti-JK IAT
Anti-MNS3.4 IAT

IAT : test indirect a ’antiglobuline

m IV. LA REACTION D’ AGGLUTINATION

La réaction d’agglutination comporte deux étapes :
— la fixation de I’anticorps sur son antigene spécifique : elle a toujours lieu,

— P’agglutination des hématies sensibilisées par les anticorps : elle ne se produit pas
toujours.

La réaction d’agglutination fait intervenir plusieurs facteurs que sont: la classe
d’immunoglobuline de 1’anticorps, la concentration en anticorps, le nombre de sites
antigéniques a la surface des hématies-tests et leur localisation, la température, le pH et le
potentiel Zeta qu’il faut diminuer pour provoquer 1’agglutination :

—soit en diminuant la charge électro-négative des érythrocytes due a la présence de
groupements carboxyliques des acides sialiques, en les traitant par les protéases ;

— soit en modifiant la composition du milieu, en jouant sur la force ionique ou la constante
diélectrique ;

Un milieu de basse force ionique intervient sur la premiere étape de la réaction antigene-
anticorps, en augmentant considérablement la vitesse de fixation de 1’anticorps sur son

antigene spécifique. Par contre, pour obtenir une agglutination, il faut revenir a une force
ionique normale.
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[ agglutination directe des hématies sensibilisées concerne essentiellement les anticorps
de classe IgM, mais tous n’en sont pas capables. L’ exemple le plus typique est celui des
anti-LE, en raison du faible nombre d’antigenes LE adsorbés a la surface des érythrocytes.

Classiquement les anticorps de nature IgG ne sont pas agglutinants en milieu salin. En
raison de leur importance tant sur le plan de la sécurité transfusionnelle que le risque
materno-feetal, il est nécessaire d’utiliser des artifices techniques pour les mettre en
évidence : traitement des érythrocytes par les enzymes protéolytiques, addition de
macromolécules (albumine, dextran, PVP, ficoll...), test indirect a 1’antiglobuline (IAT).

Le traitement des hématies par les enzymes protéolytiques améliore la mise en évidence
de certains antigénes comme ceux des systtmes RH, LE, mais aussi certains auto-
anticorps « chauds » ou « froids ». A I’inverse certains antigenes sont totalement détruits :
c’est le cas des antigenes FY1 et FY2 du systeme FY, MNS1, MNS2, MNS3 et MNS4 du
systetme MNS, XG1 du systtme XG... Ce phénomene limite les performances de la
technique enzymatique qui ne peut pas étre utilisée isolément.

Enfin, comme il I’a été observé, une mauvaise conservation des hématies peut entrainer
une contamination bactérienne avec production d’enzymes protéolytiques et destruction
partielle ou totale des antigenes précités. Il en est de méme lors de la sénescence des
érythrocytes, qui de facon physiologique sécretent de la neuraminidase, entrainant la
méme altération de ces antigenes.

Il est donc fondamental de pratiquer des Controles Qualités Internes quotidiens (CQI)
permettant de s’assurer de la stabilité des antigenes des gammes d’hématies—tests de
dépistage ou d’identification de la réception a la péremption.

La technique de référence pour la RAI est I'IAT. Il s’agit d’une technique d’agglutination
artificielle qui permet de visualiser la réaction antigene-anticorps grace a l’utilisation
d’une antiglobuline humaine.

m V. MODALITES PRATIQUES

La RAI est un examen de réalisation délicate, en effet, elle fait intervenir plusieurs
composants réactionnels :

— le sérum des patients, qui contient, a I’inverse des réactifs standardisés et puissants, des
anticorps de force tres variable, parfois tres difficile a détecter,

— la puissance des différents antigénes de groupes sanguins varie beaucoup d’un type
d’hématie-test a un autre,

— les antiglobulines sont des réactifs fragiles et difficiles a préparer.

Pour le dépistage et I’identification, la méthodologie technique repose sur la mise en
ceuvre d’un test indirect a I’antiglobuline polyspécifique ou anti-IgG permettant de
détecter, sur colonne de filtration ou en immuno-adhérence, un anti-RH1 humain de
concentration égale a 20 ng/ml ou d’autres techniques de sensibilité au moins égale.
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Lors de la phase d’identification, il peut étre utile voire indispensable d’utiliser en
complément les techniques dites enzymatiques notamment dans le cadre de difficulté
d’identification (association d’alloanticorps) et lors des étapes de diagnostic biologique
des accidents immunohémolytiques transfusionnels.

V.1- 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 li€s a certaines €tapes 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 apres controle du CNRGS.

Les nouveaux procédés de filtration permettent d’éliminer les deux causes d’erreurs
essentielles dans la réalisation du test indirect a 1’antiglobuline : les lavages qui sont
souvent défectueux et I’omission d’addition d’antiglobuline.

Dans les techniques de filtration, apres la phase d’incubation des hématies-tests avec les
sérums, les hématies plus denses que les immunoglobulines plasmatiques pénetrent, lors de
la centrifugation, dans la colonne de gel ou de microbilles, et peuvent réagir avec 1’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.

V.2- La réalisation de la RAI

La RAI comporte deux étapes :

Une premiere étape de dépistage des anticorps

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 antigenes
RHI1 (D), RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c), RH5 (e), KEL1 (K), KEL2 (Cellano), KEL4 (Kpb),
FY1 (Fya), FY2 (Fyb), JK1 (Jka), JK2 (Jkb), MNS1 (M), MNS2 (N), MNS3 (S), MNS4 (s),
LE1 (Lea), LE2 (Leb), P1, LU2 (Lub).

Les phénotypes RH suivants doivent étre obligatoirement représentés sur la gamme de
dépistage :

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

RH:1,-2,34,-5;

RH :-1,-2,-3,4.,5.

De plus, une expression phénotypique « homozygote » doit étre respectée pour les
antigenes FY1, JK1, JK2, MNS3 et recommandée pour les antigenes FY2 et MINS4.

En aucun cas ces hématies ne feront 1’objet de mélange.
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— indique comment exprimer les résultats :
—en cas de dépistage négatif : absence d’anticorps contre les antigeénes étudiés,

—en cas de dépistage positif : présence d’anticorps anti-érythrocytaire dont la spécificité
reste a déterminer,

— le résultat doit comporter par ailleurs les antigenes testés, le nombre d’hématies-tests
utilisé et les techniques utilisées.

Une seconde étape d’identification qui consiste a déterminer la spécificité du ou des
anticorps présents en confrontant la distribution des réactions positives et négatives
obtenues avec la distribution des antigenes sur les gammes d’hématies-tests utilisées.

Cette étape est réalisée sur un échantillon non décanté et non ouvert si possible, si elle est
mise en ceuvre par un laboratoire différent de celui qui a réalisé le dépistage.

Cette étape repose sur 1’utilisation, outre la gamme de dépistage, d’au moins 10 hématies-
tests. L’ensemble de ces hématies de groupe O doit comporter les antigeénes 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, LUI (Lua), LU2.

Les phénotypes suivants doivent étre représentés au moins sur deux hématies : KELI1,
FY:1-2,FY :-1,2,JK:1,-2,JK:-1,2, MNS : 3,4, MNS : -34, P : —1.

Cette phase doit permettre 1’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.

® VI. LES DIFFERENTES TECHNIQUES DE RAI

VI.1- Le test indirect a I’antiglobuline

Le test indirect a 1’antiglobuline (IAT) est la réaction fondamentale dans la recherche des
anticorps anti-érythrocytaires. Il existe plusieurs variantes qui ont leurs avantages propres.

VI.1.1- Le test indirect normal
* Lavage : la gamme d’hématies-tests doit étre lavée 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 a hémolyse identifié 100 uL. de sérum
a tester 50 uLL de la suspension globulaire. Laisser incuber a + 37 °C durant 35 min au
bain-marie ou 40 min a I’étuve.

* 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 ul d’antiglobuline, puis centrifuger
pendant 1 min a 130 g. La lecture est macroscopique ou microscopique.
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VI.1.2- 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.

VI.1.3- 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.

VI.1.4- Le test indirect en phase solide

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

VI.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.

VI.2.1- Technique par filtration

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

VI1.2.2- Technique en phase solide

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

® VII. INTERPRETATION ET RENDU DES RESULTATS

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 une relation entre les réactions
positives et négatives observées avec la présence ou l’absence d’un antigene sur les
hématies testées correspondant a 1’anticorps suspecté.

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

— a une validation phénotypique pour vérifier I’absence de 1’antigene correspondant a
I’anticorps suspecté,

— au phénotypage RH-KELI1, puisque tout patient possédant (ou ayant posséd€) un
anticorps doit €tre transfusé avec du sang qualifié phénotypé et compatibilisé.
L’identification fait appel aux connaissances des fréquences des différents phénotypes
dans tous les systemes de groupes sanguins, des anticorps les plus fréquemment

rencontrés en raison de I’immunogénicité des antigenes correspondants, des variations de
la force antigénique d’un donneur d’hématies-tests a un autre, des différents types de

164

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



réactions d’agglutination en fonction des systemes concernés, des effets de dose de
certains anticorps, des techniques préférentielles de mise en évidence des anticorps en
fonction des procédés utilisés...

Plusieurs situations peuvent étre rencontrées :

1 - ’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 1’antigene concerné.

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 1’'un des antigenes concernés par le mélange d’anticorps. On
procede ensuite a une élution secondaire de 1’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 1a 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 procede alors a la réalisation du témoin autologue :

— 5’1l s’avere positif, il convient d’adsorber 1’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 1’ensemble des antigenes immunogenes, ou auto-
adsorption) ;

9 b N £ M b b . b N .
— 8’1l s’avere négatif, il s’agit d’un probleme encore plus complexe concernant :

,. . : : . . . Y
— I’identification correcte des anticorps, qui nécessite de disposer de gammes d’hématies-

tests (conservées en azote a — 160 °C) informatives ou dépourvues d’antigenes de grande
fréquence,

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

L’ étude des problemes complexes d’identification précités releve d’un laboratoire référent
régional de I’établissement francgais du sang qui fera éventuellement appel au CNRGS.

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 1’obligation de demander, en cas de besoin
transfusionnel, du sang phénotypé RH-KEL1 a minima et qualifié compatibilisé. Pour les
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anticorps dirigés contre un antigene de grande fréquence, un programme de transfusion
autologue programmée pourra éventuellement €tre 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.

B CONCLUSION

LA RAI est un acte diagnostic pré-thérapeutique qui doit étre réalisé dans les meilleures
conditions possibles :

— choix de procédés performants permettant automation et informatisation,
— utilisation de réactifs enregistrés aupres de I’AFSSAPS et agréés par le CNRGS,

— réalisation de contrdles internes quotidiens pour déceler toute anomalie engendrée par
une technicité ou un réactif (antiglobuline ou hématies-tests) déficient.
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version numérique

L’épreuve directe de compatibilité au laboratoire des produits sanguins labiles (PSL)
érythrocytaires, fondamentale pour la prévention des accidents immuno-hémolytiques de
la transfusion sanguine, est I’examen immuno-hématologique pré-transfusionnel le plus
long et le plus délicat. L’EDC est obligatoire en cas de transfusion prévue pour les patients
ayant développé un allo-anticorps, les nouveau-nés présentant un test direct a
I’antiglobuline positif ou issus d’une mere possédant des anticorps anti-érythrocytaires
autres que des anti-A ou anti-B, les foetus et les patients possédant un phénotype
érythrocytaire rare. L’EDC doit étre pratiquée avec des unités qualifiées phénotypées RH-
KELT1 a minima et antigéno-compatibles avec les allo-anticorps présents chez le patient.

L’EDC est un examen biologique de réalisation techniquement complexe qui s’adresse a
des patients que 1’on pourrait dénommer « receveurs dangereux ». Elle devrait pour ces
deux raisons €tre automatisée.

m I. RAPPELS DES MODALITES TECHNIQUES DE L’EDC

L’EDC, examen complémentaire de la RAI consiste a tester le s€érum ou le plasma du
receveur vis-a-vis des hématies contenues dans la tubulure du concentré globulaire a
transfuser.

L’EDC s’effectue apres :

— vérification des antécédents du patient : groupes sanguins ABO-RH1, phénotype RH-
KELI1, phénotype étendu, RAI, test direct a 1’antiglobuline (DAT) et notion d’incident
transfusionnel...,

—recherche et identification des anticorps anti-érythrocytaires qui doivent €tre réalisées sur
le méme prélevement que celui utilisé pour réaliser I’EDC,

— vérification technique de la compatibilité des groupes sanguins ABO du receveur et de
celui des unités a transfuser,

— vérification de 1’antigéno-compatibilité entre le phénotype du receveur, ses anticorps
éventuels (ou antécédents) et les unités a compatibiliser.

L’EDC est effectuée selon les mémes conditions techniques que la RAI apres sélection des
unités a comptabiliser et la préparation des hématies de la tubulure de ’unité a transfuser.
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Une des difficultés du test réside dans la sécurisation de I’identification positive de la
tubulure et du tube secondaire utilisé dans le test, a partir du numéro codé en barres de
I’unité de PSL.

Il est donc souhaitable de :
— de prendre les mesures indispensables au maintien de la chaine du froid,

— d’identifier la tubulure du PSL a I’aide d’une étiquette codée en barres disponible sur la
poche, avant de la désolidariser de la poche,

— dupliquer le numéro codé en barres sur des étiquettes (ou utiliser des étiquettes
disponibles sur la poche) qui seront apposées sur les tubes secondaires et les supports
utilisés pour le test,

— de vérifier «informatiquement » I’étiquetage secondaire du tube et du support par
rapport au concentré globulaire.

Pour des raisons évidentes d’hygiene et de sécurité, il est fortement recommandé d’utiliser
des dispositifs a usage unique pour perforer la tubulure.

Comme pour toute analyse de biologie médicale, il est impératif de valider 'EDC a I’aide
de controles de qualité internes (CQI). C’est une démarche qualité de type préventif qui
permet, en vérifiant le fonctionnement du processus analytique interactif (matériel-
technique-réactif) dans son ensemble, la détection de toute anomalie, erreur ou altération
des résultats. Ce CQI devrait €tre effectué a minima une fois par jour a 1’aide de deux
anticorps faibles : un anticorps actif uniquement en test indirect a 1’antiglobuline (IAT)
(anti-FY'1 par exemple) et un anticorps actif uniquement en technique enzymatique (anti-
RH) par exemple.

L’ obtention des résultats conformes a ceux attendus permet au personnel technique, sous
la responsabilité du biologiste, d’effectuer la validation analytique. En cas de résultats non
conformes, des procédures doivent préciser les mesures a prendre. Le responsable du
laboratoire doit étre immédiatement informé de toute anomalie des résultats des CQI pour
analyser les causes du dysfonctionnement et y apporter une mesure corrective adaptée et
rapide. L’ensemble des résultats obtenus avec les CQI et les éventuelles mesures
correctives prises en cas d’anomalie doivent €tre consignés et archivés.

® II. INTERPRETATION

En cas de réaction positive, I’unité est incompatible. S’il s’agit d’auto-anticorps et apres
avoir vérifié 1’absence d’allo-anticorps masqué, I'unité peut dans certains cas étre
attribuée.

En cas de réaction négative, I’unité est compatible. Il convient bien évidemment d’avoir
vérifié la conformité des résultats obtenus avec les CQI.
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M III. ARBRES DECISIONNELS

Plusieurs situations biologiques schématiques peuvent étre rencontrées. Elles sont en
cours d’étude au sein du groupe Immuno-hématologie de la Société Francgaise de
Transfusion Sanguine et seront publiées prochainement dans Transfusion Clinique et

Biologique. Nous évoquons ici simplement la conduite transfusionnelle a tenir en
présence des allo-anticorps les plus fréquents.

Présence dans le sérum d’un anticorps immun ou antécédent d’allo-immunisation
— il s’agit d’un anticorps du systeme RH : anti-RH1,-RH2,-RH3,-RH4,-RH5
L’EDC sera réalisée avec du sang qualifié phénotypé RH-KEL a minima.

— il s’agit d’un allo-anticorps dirigé contre un autre antigene d’un autre systeme (anti-
FY1,-FY2,-JK1,-JK2,-MNS3,-MNS4) ou d’un mélange d’anticorps

L’EDC sera réalisée avec du sang qualifié phénotypé RH-KEL1 et a minima phénotypé
étendu antigéno-compatible avec le phénotype du patient et son anticorps.

— il s’agit d’un auto-anticorps

L’EDC doit étre réalisée apres adsorption de I’auto-anticorps. Dans ce cas, il est vivement
conseillé de transfuser avec du sang phénotypé RH-KEL1.

— il s’agit d’un feetus ou d’un nouveau-né issu d’une maman allo-immunisée,

L’EDC sera pratiquée avec le sérum maternel ou a défaut celui du nouveau-né. Quel que
soit le groupe ABO-RH1 du nouveau-né et de sa mere, 'EDC se pratiquera avec des
concentrés globulaires de groupe O non isogroupe et du plasma sécurisé de groupe AB.
En fonction de la spécificité des anticorps maternels, il sera utilisé du sang phénotypé RH-
KEL1 a minima ou phénotypé étendu antigéno compatible avec le phénotype de I’enfant
et les anticorps maternels.

—il s’agit d’un nouveau-né dont la RAI maternelle est négative, mais il présente un DAT
positif (anti-privé).

L’EDC sera pratiquée avec le sérum maternel ou a défaut celui du nouveau-né. Quel que
soit le groupe du nouveau-né et de sa mere, I’EDC se pratiquera avec du sang de groupe
O non isogroupe phénotypé RH-KEL1.

B CONCLUSION

L’EDC restera 1’analyse pré-transfusionnelle la plus complexe et la plus longue a réaliser.
Elle nécessite un certain nombre de précautions élémentaires telle que 1’identification
positive de la tubulure grace a la duplication des numéros codés en barres, I’utilisation de
dispositifs de perforation de tubulures a usage unique.

De par sa complexité et compte tenu du risque potentiel immédiat d’incident
immunologique chez le «receveur dangereux » immunisé en cas d’anomalie dans le
processus de préparation, il est vivement recommandé d’automatiser les tests d’EDC.

170

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



BIBLIOGRAPHIE

1. MANNESSIER L. Immuno-hématologie érythrocytaire et sécurité transfusionnelle.
Option Bio 1999, supplément au n° 241/242.

2. MOLLISON PL, Blood transfusion in clinical medicine, 9" edition, Blackwell Publishers,
Oxford, 1993.

3. WIDMAN FK. Technical Manual. 13" ed. Arlington VA : AABB, 1993.

4. Arrété du 4 aotlt 1994 portant homologation du reglement de I’ Agence frangaise du sang
relatif aux bonnes pratiques de distribution et pris en application de 1’article L 668-3 de Code
de la santé publique. JO de 26 aoiit 1994.

5. Arrété du 4 janvier 1995 portant homologation du réglement de I’Agence frangaise du
sang relatif aux bonnes pratiques de qualification biologique du don et pris en application de
I’article L 668-3 du Code de la santé publique.

6. Circulaire DGS/3B/552 du 17 mai 1985 relative a la prévention des accidents
transfusionnels et des accidents d’allo-immunisation.

7. ROUGER P., SALMON C. La pratique de I’agglutination des érythrocytes et du test de
Coombs. Paris, Masson, 1981.

8. Arrété du 26 novembre 1999 relatif a la bonne exécution des analyses de biologie
médicale. JO du 11 décembre 1999.

9. MANNESSIER L., ROUBINET F., DELAMAIRE M., CHIARONI J., LEJEALLE A.
Validation analytique en immunologie érythrocytaire. Transfus Clin Biol 2000, suppl 1,
51-54.

10. MANNESSIER L., LEJEALLE A., RABA M., le groupe Immuno-hématologie de la
Société Francaise de Transfusion Sanguine. Etude de la réactivité des antigenes des
hématies-tests en solution de conservation. Transf. Clin. Biol. 1994, 4, 905-906.

11. ANDREU G., BELHOCINE R., KLAREN J. Regles de compatibilité transfusionnelle.
Encycl. Méd. Chir., Elsevier, Paris. Anesthesie-Réanimation.

12. Arrété du 26 avril 2002 modifiant I’arrété du 26 novembre 1999 relatif a la bonne
exécution des analyses de biologie médicale.

171

Cabhier de Formation Bioforma - Immuno-hématologie et groupes sanguins - 2002



S VALIDATION ANALYTIQUE s

EN IMMUNOHEMATOLOGIE
ERYTHROCYTAIRE e ~ S
@D
Kormation

version numérique
Qu’il s’agisse d’un contexte transfusionnel ou fceto-maternel, le risque d’hémolyse
immunologique résultant d’une incompatibilité par anticorps anti-érythrocytaires
(irrégulier et régulier) présent chez le receveur reste le plus fréquent et le plus grave. La
prévention de ce risque repose sur un certain nombre d’actions comme la réalisation des
analyses immuno-hématologiques dont les modalités pratiques sont 1égiférées en raison de
leurs conséquences cliniques graves. Plusieurs éléments interviennent dans la fiabilité des
analyses et de leurs résultats. Ce sont la sélection des réactifs et leur validation dans la
technique utilis€ée en routine, les validations a réception, les contrdles des éventuelles
préparations secondaires (hématies-tests par exemple) et les contrdles quotidiens internes
(CQI). Ceci nécessite le choix de témoins adaptés et la gestion des éventuelles anomalies.

B PRINCIPES GENERAUX

Les réactifs utilisés doivent étre conformes aux caractéristiques et normes définies par la
réglementation en vigueur. Jusqu’en 2003, coexisteront 2 réglementations recevables :

— une réglementation nationale découlant du décret d’avril 1996 imposant I’enregistrement
par I’Agence Francaise de Sécurité sanitaire des Produits de Santé (AFFSAPS) et la
certification de conformité délivrée par le Centre National de Référence pour les Groupes
Sanguins (CNRGS) qui en cas de conformité délivrera un certificat attribué d’un numéro.

— et une réglementation européenne émanant de la directive 98/79.

Les réactifs doivent étre conservés et utilisés selon les conditions préconisées par le
producteur (dans le cas contraire, un dossier de validation doit tre constitué) et ne jamais
étre utilisés au dela de leur péremption.

A chaque réception et quotidiennement, 1’activité des réactifs doit étre controlée a I’aide
d’une gamme d’échantillons témoins connus testés dans les conditions techniques de
routine.

La réalisation des analyses peut étre manuelle mais 1’automation avec identification
positive de I’échantillon, lecture et transfert automatisé des résultats dans le module
informatique du laboratoire est vivement recommandée. Ceci nécessite la qualification, la
validation et la maintenance de l’automate (et du logiciel informatique) ainsi que la
validation du couple automate-réactifs.
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®m I. CONTROLE DES REACTIFS A RECEPTION

Les controles a réception ont pour but de vérifier leur performance par rapport aux normes
officielles en vigueur et au certificat de conformité du CNRGS. Ils permettent ainsi de
détecter des anomalies éventuellement li€es a une erreur de fabrication ou de répartition,
de mauvaises conditions de transport ou de stockage...

Par ailleurs, I’arrété du 26 novembre 1999 relatif a la bonne exécution des analyses de
biologie médicale mentionne :

— « le biologiste doit vérifier que les réactifs répondent a la réglementation en vigueur et
qu’ils sont employés et conservés selon le mode opératoire préconisé par le fabricant dans
leur notice d’utilisation »,

— « les réactifs préparés et/ou reconstitu€s au laboratoire doivent porter la date de leur
préparation ainsi que celle de leur péremption. Ces manipulations doivent faire 1’objet de
procédures opératoires concernant la préparation et le contrdle des réactifs ainsi obtenus.
Chaque fabrication d’un lot doit étre consignée dans un document qui est archivé avec le
résultat du contrdle correspondant. Le biologiste doit pouvoir justifier que les résultats
obtenus griace a 1’utilisation des réactifs ainsi préparés sont de méme qualité que ceux
fournis par les réactifs de fabrication industrielle quand ils existent »,

— « dans le cas d’automates permettant d’effectuer des analyses autres que celles prévues
par le fabricant ou utilisant des réactifs non fournis par celui-ci, toute extension
d’utilisation non validée par le fournisseur engage la responsabilité du biologiste ».

I.1- Sérums-tests et antiglobuline (liquide ou incorporé dans des supports de
réaction : cartes de filtration et microplaque)

La validation interne comporte conformément a la législation en vigueur 1’étude des
parametres obligatoires que sont 'intensité, le titre et le score. En cas d’utilisation
différente de celle mentionnée sur la notice du fabricant, une étude de la spécificité est a
réaliser. Une étude complémentaire de la stabilité doit par ailleurs étre pratiquée en cas de
dilution du réactif.

1.2- Hématies-tests

Les contrdles doivent étre adaptés au réactif : sang total nécessitant une préparation
secondaire ou gammes d’hématies-tests prétes a I’emploi :

—lorsque les hématies sont prétes a I’emploi et utilis€ées selon les instructions du
fournisseur, la validation interne est inutile a I’exception de celle des gammes de dépistage
et d’identification des anticorps anti-€rythrocytaires qui doit comporter une étude au
minimum vis-a-vis de 2 anticorps : anti-RH et anti-FY'1 par exemple,

—lorsque les hématies sont utilisées aprés un traitement secondaire nécessitant une
validation interne du procédé de préparation, chaque lot doit €tre soumis aux contrdles de
répartition des différentes hématies-tests et de leur concentration, du traitement
enzymatique et de la mise en suspension en basse force ionique s’ils ont lieu. En ce qui
concerne les gammes d’hématies-tests pour recherche d’anticorps anti-érythrocytaires
(RAI), elles seront donc soumises a une RAI, par les 2 techniques obligatoires a ce jour
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que sont le test a 1’antiglobuline polyvalente et le test enzymatique, vis-a-vis d’une
batterie d’anticorps faibles de différentes spécificités. A titre d’exemple peuvent Etre
utilisés les anticorps suivants : anti-RH1, anti-RH3, anti-RH4, anti-KEL1, anti-FY1, anti-
JKI et anti-MNS3.

La démarche sera identique en ce qui concerne les supports de réaction pour RAI et
épreuve directe de compatibilité au laboratoire (EDC).

I.3- Solutions d’enzymes

Dans le cas ot le traitement enzymatique est effectué au sein du laboratoire, il convient de
le valider en attestant son efficacité par I’étude de 2 parametres :

— la destruction antigénique en démontrant la présence et 1’absence, avant et apres
traitement enzymatique, d’antigenes susceptibles d’étre détruits (par exemple : hématies-
tests d’expression homozygote pour les antigenes FY1, 2 ou MNS1,2 ou MNS3,4...),

— la capacité de détection, par titrage comparatif sur hématies traitées et non traitées,
d’anticorps reconnaissant des antigénes exaltés (RH1 par exemple) ou a 1’aide d’anticorps
témoins sélectionnés pour leur faible réactivité vis-a-vis d’hématies traitées par les
enzymes.

m II. CONTROLES QUOTIDIENS INTERNES (CQI)

Ils sont spécifiés pour chaque analyse dans I’arrété du 26 avril 2002.

L’ objectif des CQI est de vérifier le fonctionnement du processus analytique dans son
ensemble et de détecter toute anomalie ou altération pouvant étre liée :

— a de mauvaises conditions techniques : distribution, agitation,
— centrifugation, lecture,

— a une altération des réactifs (10) ou des supports de réaction.
Les témoins utilisés pour les CQI peuvent étre

— des échantillons de sang ou de plasma de donneurs contenant des anticorps anti-
érythrocytaires de faible titre,

— des échantillons de sérum ou de plasma de patients dont la spécificité de 1’anticorps a
été validée avec d’autre(s) réactif(s) que ceux utilisés en routine,

— ou a défaut des réactifs commerciaux dilués.

Les échantillons de sang utilisés pour les CQI des typages érythrocytaires et des tests
directs a I’antiglobuline seront conservés a + 4 °C pendant une durée maximum de 7 jours.

Une attention particuliere sera apportée aux témoins nécessaires pour la validation du test
direct a I’antiglobuline. En effet, la préparation de ces témoins a partir d’échantillons de
sang de donneurs nécessite de sensibiliser in vitro :

— des hématies RH1 par de I’anticorps anti-RH1 de faible titre pour obtenir une intensité
de réaction faible (+),
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— des hématies par du complément en utilisant un tampon de basse force ionique comme
le sucrose.

L’utilisation d’échantillons d’hématies de patients sensibilisées in vivo par des anticorps
IgG ou des fractions du complément apparait a ce jour comme une alternative plus
pratique et plus fonctionnelle.

Les échantillons de plasma contenant des anticorps anti-érythrocytaires sont aliquotés
sous une forme préte a I’emploi, a la dilution retenue pour chaque anticorps et sous un
volume correspondant au débit journalier. Ils sont conservés congelés a — 30 °C et
décongelés au bain-marie a + 37 °C extemporanément. Les processus de conservation
doivent avoir été validés au préalable.

I1.1- Typages érythrocytaires

Pour chaque série d’analyses et au minimum une fois par jour, les réactifs utilisés pour la
détection des antigenes €rythrocytaires des groupes sanguins ABO-RHI et phénotypes
RH-KELT1 doivent étre testés vis-a-vis d’hématies-tests de groupe ABO-RH1 et phénotype
RH-KELI1 connus : hématies A, B et O et hématies d’expression hétérozygote et négative
pour les différents antigénes RH et KEL1. Ces contrdles sont réalisés dans les mémes
conditions techniques que celles des échantillons. Les hématies-tests Al, A2 et B doivent
aussi étre testées vis-a-vis des réactifs anti-A, anti-B et anti-A, B et I'intensité des
réactions notée.

La recherche des autres antigenes érythrocytaires comporte le méme type de CQI :
hématies de phénotype connu d’expression hétérozygote et négative vis-a-vis des
différents antigenes.

I1.2- Test direct a ’antiglobuline

Pour chaque série d’analyses, doivent €tre pratiqués un témoin négatif et les témoins
positifs précités.

I1.3- RAI et EDC

Au minimum, une fois par jour, 2 témoins positifs de titre faible doivent étre réalisés : un
anti-RH1 pour la technique enzymatique et anti-FY 1 ou un anti-KELT1 pour le test indirect
a I’antiglobuline par exemple. Les résultats des différentes analyses sont ensuite transférés
ou transcrits apres vérification et validation biologique de la conformité des résultats des
CQL.

m III. VALIDATION ANALYTIQUE

I11.1- Typages érythrocytaires
La validation analytique du typage érythrocytaire repose :

— sur les résultats attendus des CQI,
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— la concordance pour le groupage sanguin ABO entre les résultats des recherches des
antigenes globulaires et des anticorps plasmatiques,

— la négativité des témoins RH et KEL1,

—I’absence de fausses réactions positive ou négative, d’image de double population,
d’agglutination anormalement faible, et la non-absence de 2 antigenes antithétiques,

—1la concordance des résultats avec les 2 lots différents de réactifs, et entre les
déterminations effectuées sur 2 prélevements différents (ou avec I’antériorité).

III.2- RAI et PEDC

La validation analytique de la RAI repose sur :
— les résultats attendus des CQI,

— I’étude d’un nombre suffisant d’hématies-tests pour s’assurer que la distribution des
réactions observées n’est pas due au hasard, et notamment, s’assurer de I’absence de tout
autre anticorps que celui identifié, a I’aide d’hématies d’expression homozygote pour les
principaux antigenes immunogenes en particulier,

— la validation phénotypique consistant a vérifier I’absence de 1’antigéne correspondant a
I’anticorps suspecté,

— la détermination du phénotype RH-KELI1 en cas de RAI positive, puisque tout patient
possédant un anticorps anti-érythrocytaire doit étre transfusé avec du sang de phénotype
RH-KEL1 antigéno-compatible et soumis a une EDC,

— la détermination des groupes sanguins ABO-RH1 pour pouvoir établir une carte de
groupes sanguins ou compléter celle existante.

La validation des EDC repose sur les résultats attendus des CQI et de 1’absence de
réactions positives avec les échantillons des hématies provenant des tubulures des unités
de sang destinées au patient.

II1.3- Test direct a I’antiglobuline

La validation du test direct a 1’antiglobuline repose sur les résultats attendus des CQI et de
la négativité du témoin réactif.

B CONCLUSION

La qualité et la fiabilité des analyses d’immuno-hématologie reposent en grande partie sur
les conditions d’utilisation des réactifs au laboratoire. Pour s’assurer de leur conformité,
ces derniers, doivent avant leur utilisation, faire 1’objet d’une validation interne adaptée.
Au cours de leur utilisation, les CQI permettront de s’assurer du maintien de leur
performance au sein du systeme « matériel-réactifs-technique ».
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