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La recherche d’'anticorps irréguliers chez les polytransfusés

¢ Les plaquettes: petits élémer* * ~ ° n t )

pius abondante que les globules blancs 250000 a 400000/mi et elles
interviennent dans la coagulation du sang et dans 'némostase [11].

2. Les antigénes

Tou 5 substar s ¢ 1 mique diverse (protéine, lipide, glucide, ou mixte)
caf e a' fois dindu  une réponse in....danitaire, et de réagir spécifiquement avec
les effecteurs cellulaires ou humoraux de cette réponse. L'antigéne a ainsi deux
propriétés: 'immunogénécité et la spécificite.

Les antigénes qui permettent de définir les multiples groupes sanguins sont des
structures spécifiques de la membrane érythrocytaire [19].

3. Les anticorps

Il existe chez 'homme des anticorps dirigés contre les antigénes de groupes sanguins
" yth taires. On peut les ¢ ) ( 3 suit:
e Les anticorps naturels: Ce sont des anticorps présents chez ['homme
naturellement, sans stimulation antigénique connue et dirigés contre I'antigéne
qu'un sujet ne le posséde pas dans un systéme donné [1].

Ces anticorps naturels peuvent étre subdivisés-en:

Les anticorps naturels réguliers: Sont des anticorps dont la présence est
obligatoire compte tenu des antigénes portés par le globule rouge, comme les
anticorps naturels anti-A et anti-B dont I'apparition de ces anticorps existe dés
la naissance et peut étre expliquée par des stimulations inapparentes
bactériennes [1).

Les anticorps naturels irréguliers: Leur présence est inconstante et les
plus classiques sont des anticorps du systéme Lewis.

Les anticorps naturels appartient a la classe des IgM et IgG. lIs sont peu
actifs sur le plan immunologique car actif a froid [1].
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variables. Certains groupes sanguins sont insérés dans ia membrane lipidique comme
le systéme Rhésus (Rh), d'autre sont des glycolipides (ABH) ou glycoprotéines (M N)
a sible sur la surface externede lame...> e du GR[1].

4.1. Rappel génétique: La transmission héréditaire des groupes sanguins obéit aux
régles habituelles de la génétique Mendélienne. Ces groupes sanguins sont liés a la
pl.  ence ¢

3 gér 3 ositt 3 au niveau des L. paires du chromosome apparié, f'un

d'origine maternelle et l'autre d'origine paternelle étant distribuer au niveau de la

méiose grace a la réduction chromatique dans I'une des gamétes [1].

4.2. Classification des groupes sanguins érythrocytaires

4.2.1. Le systéme ABO et ces associés

Le systéme ABO est présent avec les systémes qui fonctionnent en association avec
lui. Le premier systéme de groupe érythrocytaire ABO a été connu grace aux travaux

de Landsteiner en 1900. Ses éléves ont décrit par la suite le phénotype AB en 1902
[17].

4.21.1. Le systéme ABO

Le systéme ABO le plus anciennement connu, reste le plus important sur le plan
transfusionnel. Ii est défini par la présence d'antigene sur les GR (A, B), définissant
ainsi quatre phénotypes (A, B, AB, O) et par la présence d'anticorps sériques naturels
spécifiques de ou des antigénes absents des GR. Autrement ! nmn
anticorps spécifique ne peuvent étre présents en méme temps chez un sujet [17].

Tableau 2: génotypes et phénotypes du systéme ABO [17].

Groupes Antigénes Anticorps Génotypes Fréquence
sanguins naturels (%)
A A Anti ~ AT <0
B B Anti-§ Bb ou BU Tepiw |
AB AetB Aucun AB 3p.100
O NiAniB Anti-A, anti-B 00 43 p.100
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Galactose N-Acetyt Substance
Glucosamine H
L.Fucose
/_—\ N-Acetvi Substance
« Glmwsaume

N-Acetyl sSubstance
Galactose Glucosamine B

L.Fucose

Figure 1. Structure des substances ABH [3]

e Les anticorps de systdme ABO:. Sont classés en deux types naturels et
immuns
Les anticorps naturels: ils apparaissent chez l'enfant entre 0 et 6 mois.
Chaque sujet a dans son plasma les anticorps correspondants aux antigénes
qu'ils ne possedent pas sur ses hématies. Les syjets AB n'ont pas d'anticorps
naturels, alors que les sujets O ont les anticorps anti-A et anti-B. Les sujets
"Bombay" ont I'anticorps anti-H [4].

Les anticorps immuns:. lls apparaissent a la suite de stimulations
antigéniques variées:
Soit lors d'allo-immunisation (ABO incompatible).
_Jit lors d'hétéro-immunisation, les substances AB étant trés répondues
dans la nature.
Les anticorps immuns anti-A et/ou anti-B sont le plus souvent présents chez
les personnes de groupe O [4].

10


















CHAPITRE |l
LA TRANSFUSION
SANGUINF















La recherche d'anticorps irréguliers chez les polytransfusés

Tou

L’allo-immunisation concernant les érythrocytes : L’'accident se manifeste
une a deux semaines aprés une transfusion incompatible. Les antigénes les plus
immunogenes sont princif —* nent la cause. Une inefficacité transfusionnelle
différé vienne s’ajouter donc a ¢ m C N

(accident hemolytique et défaillance cardiaque). Dans ce cas, la transfusion se
fait par du sang phénotype [4].

L’allo-immunisation concemant les leucocytes et les plaquettes : Allo-
immunisation se traduit par I'apparition des anticorps spécifiques des leucocytes

tes lors des transfusions du sang total ou de concentrés
globulaires non déplaquettés ni déleuct tés. Le plus souvent il s'agit des
anticorps anti-HLA détruisant les cellules transfusées [4].

L’hémochromatose : Les transfusions répétées aboutiront 4 une augmentation
sérique en fer. Ce syndrome est observé chez les polytransfusés comme les

tl ques. Le dépistage est basé sur le ¢ iage de ferritine plasmatique
(171

La contaminations virales : Le sang peut étre le véhicule de nombreux agents
pathogénes : virus, bactéries et les parasites. Ces agents peuvent provoquer
des maladies graves telles que les hépatites, le SIDA, la syphilis et le
|t [17].

La production d’anticoagulant circulant : Ce sont des anticorps anti-facteur
VIl qui résulte des transfusions répétées de concentrés de facteur Vill et du

cryoprécipité congelé se qui rend trés difficile le traitement des hémorragies [5].

c _jer s immeédiats ou retardes peuvent étres prévenues par la

recherche des agglutinines irrégulieres qui résultent de différents antigénes
(eérythrocytaires, leucocytaires et plasmatiques) avec une fréquence qui croit avec leur
immunogeénicité [5]

21
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1.7 ’ ‘'l "n lobin ¢ e

L’hémoglobine (Hb) est une hétéroprotéine tétramérique composée ! deux paires de
chaines polypeptidiques de types (a, B, y, 8). Chacune de ces chaines est liées par
une liaison covalente & un groupement héme. Sa biosynthése se fait dans les cellules

érythroblastiques de la moelle osseuse. Les proportions des différentes Hb différent
avec!| j)e|[2](Table 18).

Tableau 8 : Les différents types d’hémoglobines [2].

Naissance ; :
Chaines polypeptidiques Adulte a partir de 6 mois
(%) (%)
(@ 2 P2) HbA1 15 p 100 97 p 100
(a2 62) HbA2 0.5-1 p100 2-3p 100
(02 y2) HOF 85p 100 0.5-1 p 100

2. La Dr( »anocytose

2.1. Définition

Affection d'origine génétique se caractérise par la présence au niveau des hématies
d’'une Hb anormale, 'HbS qui remplace complétement ou partiellement I'Hb A1. Les
autres fractions hémoglobiniques HbA2 et HbF sont qualitativement et
quantitativement normaie [13].

2.2. Phys ) athologie

La différence de structure entre 'HbA1 normale et I'HbS pathologique est minime. Elle
se résume en une substitution d’'un seul acide aminé dont I'acide glutamique situé en
position 6 sur la chaine 3 est remplacé par une molécule de valine. Cette substitution
s’accompagne de modifications physico-chimiques.

Lorsque la pression partielle de oxygéne baisse dans sang 'HbS se polymérise et se
précipi R qui perdent leur souplesse, subissent une falciformation et
prennent la forme d'un croissant ou d’'une faucille [13].

2.3. La drépanocytose homozygote
Les sujets homozygotes possédent une fraction hémoglobinique majoritaire constitué
par 'HbS. Cesst.” ¢~ ~ Hent une anémie hé )Hlytique sévere [9].
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3312 ° sigt b7} L
e L'Hb<a7g/dl
e VGM< 6065
o GB: 162.000/mm° et plaguettes 687.000/mm?°
+ Lymphocytes 34% et neutrophiles 53%
o
e ....culocytose de 200.000 /mm®
* Présence d’anisocytose, de poikilocytose et d’érythroblastose

e Présence de corps de Heinz et des ponctuations basophiles
[19].

3.3.1.3. Diagnostic

Le mode de diagnostic de la maladie de Cooley est variable et il est basé sur
I'électrt horése de I'Hb qui montre que HbA1 est constituée principalement par HbF et
une! de mineure dHbA2 (1-3%) [19].

3.3.2. La B -thalassémie mineure
On parle de B thalassémie hétérozygote lorsqu'un s~ * exemplaire du géne dant pour

la chaine B de 'hémoglobine est affecté. Cette forme est cliniquement asymptomatique
[15].

3.3.2.1. Les signes biologiques
e Le niveau moyen d’Hb est inférieur a 1,5% d'un sujet sain.
* VGM: 65u
e TCMH: 20 uget CCMH: 31%
o Cellule cible en forme de cigare et des ponctuations basophiles.
e |’aspect pale des hématies [19].

3.3.2.2. Diagnostic

L éle x 0 db t utile pour é Hir ¢ 2 B -thalassémie
mineur. On peut toutefois dépister ces formes hétérozygotes par un examen de routine
des cellules sanguines et par une étude appropriée de I'Hb. Les sujets atteints ont un
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une transfusion sanguine
incompatible

v
Complexe antigéne — anticorps

Activation
du complément
Phagocytose —
I i g rle l
récepteur du
fragment Fc Phagocytose
v /
Destruction splénique Destruction Hépatique Activation
du complément
v
Hémolyse extra-vasculaire Hémolyse intra vasculaire

Figure 3: Destruction in vivo des hématies sensibilisées par un anticorps.
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5. La prévention des allo-immunisations

La sécurité immunologique des transfusions de GR implique la prévention des
accidents| " ytigu ; strementdit | ‘évention de 'allo-immunisation.
La stratc—‘e de ' ’ R immt | la lumiére des
facteurs qui y interviennent, permettant de concentrer 'effet prophylactique d’'une part
sur les antigénes a risque et d’autre part sur les individus a risque, surtout les jeunes
amt les poly sfus 5. Les différents types d'immunisations ne bénéficient pas
d’'une prévention spécifique. Une bonne prévention indirecte tenant bien entendue au
choix de la meilleure compatibilité transfusionnelle possible au moins dans les
sys ABO, Rhet [T
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Tableau 9. Caractéristiques des patients étudiés.

Caractéristiques Nombre de patients
(n=21)
Age [(ans), moyenne et I'étendue]) 26 (7-83)
Sexe
Masculin (n, %) 11 (562)
Féminin (n, %) 10 (48)
Diagnostic
Drépanocytose (n, %) 3(14)
assémie (n, %) 8 (38)
Thalasso-d anocytose (n, %) 3 (14)
Insuffisance rénale (n, %) 7 (34)

1.2. Matériel expérimental
1.21 jactifs
e [Eau distillé.
e Sérum physiologique (8 pour 1000).
e Antii >buline polyvalente (monoclonal murin biorade).
o Anti-A (sanofi diagnostic pasteur monoclonal murin).
e Anti-B (sanofi diagnostic p¢ 2ur monoclonal 1 in).
e Anti-A+B (sanofi diagnostic pasteur monoclonal murin).
o Anti-D (IgM Sacromex monoclonal humain).
o Anti-D (IgG Sacromex monoclonal humain).
o Anti-E (sanofi diagnostic pasteur).
¢ Anti-e (sanofi diagnostic pasteur).
o Anti-C(sar i ~ ).
e Anti-c (sanofi diagnostic pasteur).
e Anti-Kell (sanofi diagnostic pasteur).
e SAG mannitol.
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1.2.2. Appareillage
e Centrifugeuse

Bain-marie

Chronometre
® F\ z r' - 4

Congélateur

F jue opaline

Tubes contenant 'anticoagulant FEDTA
Tubes secs

Portoirs

Pipettes

2. Mé 10des utilisées
2.1. Préparation d’un panel d’hématies test pour RAI
2.1.1 Sélection des donneurs

Les donneurs de sang de groupe sanguin O ont été sélectionnés, d'ages et de sexe
difféerents.

2.1.2. Mode de prélévement

e Prélever 3 ml du sang du donneur de groupe sanguin O sur tube contenant un
anticoagulant FEDTA pour préparer un panel d’'hématies tests.

e Prélever 5 ml du sang des patients présentant un risque « allo-immunisation
(polytransfusés) sur tube contenant de FEDTA pour la recherche des
aggiutinines irréguliéres (RAI).

o Effectuer:

» Le groupage ABO et Rh
= Un phénotype Rh élargi et kell
= RAI

~.1.3. Groupage sanguin ABO

Il s’effectue obligatoirement par deux épreuves compiémentaires, par deux techniciens
différents et par deux lots de réactifs.
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Epreuve de Beth-vincent (Epreuve globulaire) : Elle consiste a mettre
en contact des sérums s anti-A et 1ti-B et anti-A1  avec les C.. a
tester pour identifier 'antigene qu’ils portent: A, B ou AB ou aucun des
deux. L’antigéne ou les antigénes du GR définissent le groupe sanguin A ,
B, ABou O[12].

Epreuve de Simonin (Epreuve sérique): C'est la recherche des
agglutinines anti-A et anti-B dans le sérum. Les résultats viennent
confirmer ceux de la méthode précédente. Cette réaction s’effectue en
mélangeant le sérum du sujet a examiner avec des GR tests connus Af,
A2 etB[12].
Techniques
o Epreuve de Beth-vincent : Déposer sur la plague d'opaline de
cote a cote :
» 1 goutte de sérum test anti-A
s 1 goutte de sérum test anti-B
=« 1 goutte de sérum test anti-A+B
» Déposera éde "lacune ¢ ¢ ut
» 1 goutte de globules échantilions
o Epreuve de Simonin : Déposer sur la plaque d'opaline « : cote a
cote :
» Quelques gouttes de sérum ou de plasma
= 1 goutte de globules tests A1

= 1 goutte de globu™ tests A2
» 1 goutte de globules tests B

o Témoins: On utilise d'une maniére systématique pour toute
détermination du groupe sanguin ABO trois témoins.

* Témoin auto: Sérum ou plasma échantilon + GR
échantilions. Ce témoin permet le controle des
agglutinations observées dans les deux épreuves.

» Témoins allo : Sérum ou pli na échantillon + GR tests de
groupe O. Ce témoin contrble I'épreuve de Simonin .
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Autre phénotype : La recherche de l'antigéne Kell grace a Panticorps anti-Kell. Si

l'agglutination est positive, ceci signifie la présence de I'antigene Kell.

2.1.6. Recherche des anticorps irréguliers

C

ir la recherche d’anticorps irréguliers . Le test de Coombs

indirect et le test en milieu salin.

2.1.61. Le test de Coombs indirect

Objectif : La recherche anticorps irréguliers dans le cadre dune allo-
immunisation transfusionnelle par sensibilisation de GR in vitro.
Pr 1 Mise en contact du sérum échantillon avec les GR tests (panel
d’hématies tests) lavés et remis en suspension en présence d'un révélateur
anti-giobuline.
Technique :

o Laverles GR du panel et les remettre en suspension a 5%

o Mettre dans un tube 3 gouttes de sérum du patient et 1 goutte de la

suspension globulaire

o Mélanger et incuber a 37°C pendant 45 min

o Retirer les tubes

o Laver les GR au moins 3 fois en solution saline

o Ajouter 2 gouttes d’anti-globuline aux GR lavés

o Décoller les GR du tube en le secouant

o Centrifuger a 100 tours/min pendant 15-20 secondes

o Lire s'il y'a une aggiutination

2.1.6.2. Technique utilisant le milieu salin

o Laver les hématies du panel trois fois puis les remettre en suspension a
5% en milieu salin

o Mettre une goutte de suspension de chacune des hématies dans un tube

o Ajouter une goutte de sérum a tester

o Laisserincuber 1h30 a ~2°C

o Effectuer une lecture microscopique et macroscopique.
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4. Répartition des patients étudiés selon le groupe sanguin Rhésus

~

Tableau 14. Répartition des patients étudiés selon ¢ Iipe sanguin Rt us.

OIUUPED Saiyunse Ne o ¢ F
Rhésus (n) (%)
T4 ¢ tf | 18 85 p 100
Rhésus négatif | . opoe
Total | 21 100 p 100

Rhésus

né~ative

15%

Rhésus
positive
85%

Figure 7. Répartition des patients selon le groupe sanguin Rhésus.

La majorité des sujets étudiés était Rhésus positif (85%).
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6. Répartition des patients étudiés selon le phénotype rhésus

Le phénotype rhésus a été obtenu en utilisant conjointement cing anticorps dirigés
contre les antigénes D, C, ¢, E et e. Le phénotype rhésus a été rangé selon la
nomenclature ~ CE.

Tableau 16. Réy ——iition des patients étudiés selon le phénotype rhésus.

Phénotypes rhésus numbre de cas v ww'COr “ 7@
(n) o)

Dccee 7 33 p 10u
ddccee 2 10 p 100
Lucee 3 14 p 100
DCcEe 5 24 p 100
DCcee 3 14 p 100
aavsos 1 5p 100
Total 21 100 p 100

DCcee ddccee
14% 5% Dccee
_ 33%

24% ddccee
14% 10%

Figure 9. Répartition des patients selon le phénotype rhésus.

Nous remarquons que le phénotype D€cPe est plus fréquent 93%).









8.1. 2. Répartition des donneurs selon le sexe

Tableau 19. Répartition des donnet.. _

Sexe Nombre de cas Pourcentage
(%)
(n)
Masculin 49 70p 100
Féminin ) U 1wy
Total 70 100 p 100

Féminin
30%

Figure 12. Répartition des donneurs selon le sexe.

Masculin
70%

La majorité des donneurs (70%) étudiés étaient de sexe masculin.
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8. 2. Recherche des anticorps irré~uiliers

Vu que la quantité de sérum de patients polytransfusés était insuffisante pour tester les
douze hématies tests, nous avons choisi six phénotypes qui sont représentés dans le
Tableau 22 ci-dessous.

Tableau 22. Phénotype des hématies tests utilisées pour la recherche des anticorps

irreguliers.
Numéro d’hématie Phénotypes Rhésus et Kell
01 Dccee K
02 DCcee K
03 ~<-Cee K i
04 DCcEe K
05 DCcee K~
06 DccEe K*

Nous avons utilisé deux types de tests pour rechercher les anticorps irréguliers, a savoir
le test de Coombs indirect et le test au milieu salin. Sur les 21 patients p¢ transfusés,
deux sujets agés de 12 et 13 ans avaient des résultats positifs. Le premier patient
avait des anticorps irréguliers détectés par le test de Coombs indirect et le second
avait le test en milieu salin positif. Les deux patients étaient suivis au service de
Pédiatrie et atteints d’hémoglobinopathies. Leurs phénotypes Rhésus et Kell étaient
~ccee .. et _ _cee .. respectivement.

Le test de Coombs indirect était positif avec les hématies test N° 04 et 06 (DCcEe K et

DccEe KY) et négatif avec les hématies test N° 01, 02, 03 et 05 (Dccee K, DCcee K,
DCCee K et DCcee K°).

Le test en milieu salin a température ambiante (- - ., était positif avec les hématies

tests N° 04 (DCcEe K) mais pas avec les autres hématies tests N° 01, 02,03, 05 et 06.

Le titrage de ces anticorps irréguliers n'a pas été effectué par manque de sérums. La
figure 15 récapitule les résultats trouvés.
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Tableau 23. Résultats de la recherche des anticorps irréguliers.

Antic( Juliers Nombre de cas rourceniage
(%)
Positif 2 10 p 100
Négatif 19 S0 p 100
Total 21 100 p 100
i
positif

10%

Acirréguliers
négatif
90%

Figure 15. \echerche des anticorps irréguliers par panel dhématies tests.
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8.3. influence de I’hémolyse sur Vefficacité du panel des hématies tests

Pour vérifier I'influence de 'hémolyse sur I'efficacité du panel d’hématies tests, nous
avons examiné ces hématies aprés plusieurs jours de conservation 3 + 4°C. Le
Tableau 24 récapitule les résultats que nous avons obtenus.

Tableau 24. Influence de I'hémolyse sur I'efficacité du panel des hématies tests.

(ours) d’hématies tests (hémolyse)
1-5 +++
6-10 +++
11-15 ++
16-20 + ]
21-25 -

Comme le montre le Tableau l'efficacité du panel est inversement proportionnelle a la
durée de conservation. En effet, I'efficacité du pai * diminue a= :le temps.
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Discussion

| les anticc. -5 in _Jjuliers chez les patients
polytransfusés en utilisant un panel d ‘hématies tests prépare a partir de sang total
prélevé sur donneurs ayant un groupe sanguin O. Cette recherche d'anticorps
irréguliers est importante puisquelle permet de prévenir la survenue de choc

transfusionnel qui pourrait étre fatal pour le patient.

Dans un premier temps, nous avons sélectionné les donneurs réguliers ou occasionnels
qui se présentaient au Centre de Transfusion de Jijel, de groupe sanguin O, d'age et de
sexe différent (Figures 11-13). La plupart des donneurs étaient agés de 19-29 ans
(57%), de sexe masculin (70%) et de groupe rhésus positif (86%). Ce dernier résultat
confirme les données de la littérature selon lesquelles, 85% de la race blanche sont de
groupe rhésus positif [1]. Nous avons constaté également qu'un fort pourcent 2 de
donneurs avaient un phénotype DCcee K (32%), Dccee K (19%) DCCee K, (16%),
représentant 67% de 'ensemble des phénotypes. Ces résultats sont aussi en accord
avec ceux 'ubliées selon lesquels le phénotype DCcee est le plus fréquent en France
(34.39%) [1].

Par la suite nous avons préparé le panel d’'hé aties tests. Ces hématies tests une fois
phénotypeé ont été consen 3 dans une solution a base d’adénine, glucose et mannitol
(SAGM). Nous avons remarqué que le SAGM empéche 'hémolyse des hématies tests
uniquement pendant les vingt premiers jours de conservation (Tableau 24). Ce résultat
indique que le panel d’hématies tests ne pourrait pas étre utilisé aprés cette période de
conservation. .

Dans un deuxieme temps, nous avons recruté des patients ayant regus plusieurs
transfusions sanguines a base de sang total ou du culot globulaire. Ces patients
polytransfusés étaient atteints d’hémoglobinopathies (66%), et d’insuffisance rénale
(34%) (Tableau 9). La majorité de ces patients étaient &gés de moins de 15 ans (43%),
sans prédominance du sexe et ayant un groupe sanguin ABO principalement de type O
(57%) et un groupe rhésus positif (85%) (Figure 5-7). Ces derniers résulitats sont
concordants avec ceux rapportés dans la littérature et selon lesquels le groupe sanguin

O et le groupe rhésus représentent 43% et 85 % respectivement dans la population
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Résumé

( l |
polytransfusé en utilisant un panel d’hématies tests préparées a partir de sang O positif
et négatif de donneurs réguliers ou occasionnels. Nous avons étudié, vingt et un
patients atteints d’hémoglobinopathies et d’insuffisance rénale ayant regu piusieurs

t
gue 10% de la population étudiée est porteuse d’anticorps irréguliers. Nous avons
é. nent qu ( e _ syttt taire te quele

groupe sanguin ABO, Rhésus et Kell est semblable a celle déja rapporté dans la

littérature.
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