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ABREVIATION

Ac : Anticorps.

Ag : Antigene.

ALAT : Alanine Aminotransférases.

CPS: Citrate, phosphate standard.

GR: Globule Rouge.

Hb: Hémoglobine.

HVB: L’antigéne central du virus de ’Hépatite B.
HBs: L’antigéne de la surface del’Hepatite B.
HTLV-I/II: Human thymus lymphoma virus I/ I1.
IgA : Immunoglobuline A.

IgG: Immunoglobuline G.

IgM: Immunoglobuline M.

IFM: Incompatibilité foeto-maternelle.

MHNN: Maladie hémolytique de nouveau-né.
RATI: Recherche des Anticorps irréguliers.

Rh™: Rhésus négatif.

Rh": Rhésus positif.

VHB: Hépatite virale B.

VHC: Hépatite virale C.

VIH : Virus immunodéficience humain.



GLOSSAIRE

Hémagglutination :

Agglomeération de giobules rouges.

Alléles :
Des genes sont dits alléles lorsque, étant situés sur un méme locus, ils déterminent un caractére

différent. Il s’ensuit que, cours de lamiose, deux génes alléles ne sont jamais transmis ensemble.

Allo-antigéne:

Ag capable de susciter une réponse immunitaire chez un individu appartenant a la méme espéce.

Anticorps :
Protéine protectrice produite par la réponse immunitaire a la stimulation par une protéine
étrangere. Un anticorps reconnait les antigénes présents sur des globules rouges étrangers et peut

causer, in vivo, une agglutination suivie d’une hémolyse.

Anticorps naturels :

Anticorps apparus sans stimulation antigénique connue.

Ac naturels réguliers : ‘

Ac toujours pratiquement présent dans le plasma sans préimmunisation apparente par I’Ag
correspondant, dans une population présentant un phénotype érythrocytaire donné. Exemple :
anti-B chez tous les sujets de phénotype A. 1l s’agit en fait d’anticorps apparaissant & la suite

d’une hétéro-immunisation par un antigéne ubiquitaire.

Ac naturels irréguliers :
Ac parfois détecté dans le plasma sans préimmunisation apparente par I’ Ag correspondant, chez
des individus présentant un phénotype érythrocytaire donné exemple : anti-Lewis® chez les

sujets (a-b-).

Ac immuns :

Ac détecte dans le sérum 2 la suite d’une stimulation connue.






Globulines :

Classe de protéines comprenant notamment les anticorps.

Hémolyse :
Destruction (lyse) de la membrane des globules rouges qui entraine la libération de leur
contenu, ’héme et la globine. L hémolyse résulte de la réaction entre un anticorps hémolytique

et ’antigéne des globules rouges spécifiques en présence du complément.

Ictére :
Coloration jaune de la peau, de la sclérotique (blanc de 1’eil) et des muqueuses, due &

’accumulation, dans le sang, de bilirubine (pigment dérive de I’HB).

Immunogénicité :

Capacité d’une substance a suscité une réponse immunitaire.

Immunoglobuline (Ig) :
Anticorps synthétisé par des lymphocytes spécialisés en réponse a un antigéne.

In vitro :
Réaction survenant hors de 1’organisme, par exemple réaction obtenue dans un tube au

laboratoire.

In vivo :

Réaction survenant dans ’organisme, par exemple une anémie hémolytique auto-immune.

Locus :

Emplacement d’un géne sur un chromosome.

Maladie hémolytique du nouveau-né :

Maladie au cours de laquelle des anticorps maternels traversent le placenta et détruisent les
globules rouges feetaux ayant ’antigéne correspondant.

Phagocytose :

Processus par lequel certains globules blancs ingérent les bactéries et d’autre corps étrangers.

Phénotype :

Effet observable des génes hérités, par exemple le groupe sanguin.
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Introduction

Les réactions d’allo- immunisation sont connues depuis longtemps, le
polymorphisme des groupes sanguins et ’immunogénicité des Ag portés par les cellules
sanguines sont les deux causes de I’allo-immunisation ; un sujet qui regoit par transfusion
(ou par grossesse) un Ag qui lui est étranger, risque de développer 1’Ac correspondant
(Ac irrégulier) lors de transfusion (ou par grossesse) ultérieure, le conflit Ag-Ac peut
conduire ainsi 4 une hémolyse.

Le suivi des allo immunisation repose essentiellement sur la recherche des Ac irrégulier
(RAI) qui constitue 1’un des piliers de la sécurité transfusionnelle et de la surveillance
obstétricale.

Sur le plan transfusionnel, la RAI doit étre effectuée dans les trois jours qui précéde
la transfusion, la RAI est ¢également obligatoire au décours de la transfusion , sa
réalisation chez le receveur 3mois apres la transfusion permet de metire en évidence une
éventuelle allo-immunisation post- transfusionnelle [15].

Chez la femme enceinte, la RAI doit étre réalisée au moins une fois durant la
grossesse, chez les femme rhésus négatif, elle est effectuée an 3éme géme géme ot 9EME 1 5is
de la grossesse et apres I’accouchement.

Comme pour toute analyse biologique, il existe dans la RAI une notion de seuil de
sensibilité, il est maintenant clairement démontre que se seuil dépend de La technique
choisie, mais aussi de ses modalités de réalisation [§8].

Il y a une dizaine d’années , les techniques "traditionnelles" manuelles en tube
réquiraient une expérience difficile & maitriser , de plus la lecture était parfois difficile ,
voir peu objective , rendant le résultat délicat a interpréter , en particulier pour des Ac de
titre faible[4] .

L’automatisation des différents étapes d’une technique ou la suppression de certaines
étapes permettent d’éviter ou limiter les variations existantes , et ¢’est pourquoi au cours
de la derniére décennie , de nouvelles techniques de recherche d’Ac irrégulier ont €té
développés et mises sur le marché .

Grace a ces nouvelles techniques, la RAI, est aujourd’hui effectuée par de tres

nombreux laboratoires en Europe{4].
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En Algérie , non seulement nos laboratoires utilisent encore les techniques
traditionnelles , mais aussi d’aprés ’observation de beaucoup de biologistes , la RAI
n’est pas un test systématique ,d’oui une mauvaise prise en charge des malades poly
transfusés (drépanocytaire , thalassémique ...... ) et les femmes enceintes rhésus négatif .
Dans ce cadre et via cette synthése bibliographique, nous avons essay¢ de révéler les
aspects positifs et le grand intérét des nouvelles techniques par rapport aux techniques

classiques.
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-3- les différents systémes sanguins des groupes sanguins
3-1- le systéeme ABO
3-1-1- Historique

Le systeme ABO est le plus anciennement connu des systémes de groupes sanguins,
il fut découvert en 1900 par Karl Landsteiner [13].

La découverte de Landsteiner a toutes les apparences d'un travail d'artisan, cependant
c'est une date de l'histoire de la médecine. Landsteiner prit des échantillons de sang de six
de ses collegues et prépara des suspensions salines de leur globule rouge, apres les avoir
séparés du sérum; chaque sérum fut mélangé avec chacune des suspension de globules
rouges: dans quelques uns des mélanges, les globules rouges furent agglutinés, dont
d'autre ils ne le furent pas. Se passant sur ces réactions, Landsteiner divisa les étres
humains en trois groupes distincts: A, B et O. Deux ans plus tard, un quatrieme groupe, le
plus rare, AB, fut découvert par deux de ses €leves.

Landsteiner observa que le facteur agglutinant, qu'il appela agglutinine, s'observait
dans le sérum des individus qui n'avaient pas l'antigene correspondant. Il venait de
découvrir les anticorps et les antigénes des groupes. La transmission génétique des
antigénes fut reconnue en 1910; l'immunogénétique venait de naitre. La nature glucidique

des antigénes ne sera reconnue que dans les années 50 [20].

3-1-2- Définition
Le systéme du groupe sanguin ABO définit a la fois par la présence d'antigenes sur
les hématies et par la présence d'anticorps dans le sérum.

Le systéme ABO classe les individus en 4 catégories selon le tableau 2 [18].
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Les anticorps naturels appartiennent a la classe M, on peut observer par ailleurs
chez les personnes A2 (2% des cas) et A2B (25% des cas) des anticorps anti-Al, ce qui
n'a pratiquement pas d'importance transfusionnelle mais doit cependant étre su (difficulté

de détermination du groupe sanguin ABO) [1].

. Les anticorps immuns
* 1ls apparaissent a la suite de simulations antigéniques variées.
- Soit lors d'allo immunisation (grossesse ABO incompatible principalement: mére O,
enfant A ou B par exemple).
- Soit lors d'hétéro immunisation, les substances AB étant trés répondues dans la nature.

* Les anticorps immuns anti-A et/ou B, le plus souvent présents chez les personnes de

groupe O [1].

3-2- Le systéme rhésus
3-2-1- Historique

En 1939, Philip Levine examine le sérum d'une femme qui vient d'accouchée d'un
enfant atteint dune maladie, mystérieuse a I'époque, appelée érythroblastose feetale. 11
trouve un anticorps contre les globules rouges du nouveau —né¢ et du pere et il explique le
mécanisme de la maladie par une allo immunisation contre un nouvel antigéne de groupe
sanguin auquel, dans I'euphorie de sa découverte, il ne prend pas la peine de donner un
nom.

L'année suivante, Landsteiner et Wiener, injectant des globules rouges de singe Mac
accus Rhésus a un cobaye, provoquent chez ce dernier la formation d'un anticorps anti-
Rhésus. Cet anticorps du cobaye agglutine aussi les globules rouges de 85% des
individus caucasiens de New York, ceux-la méme qui sont aussi agglutinés par l'anticorps
de la femme découvert I'année précédente par Levine, on pense donc tout naturellement
qu'il s'agit du méme antigene. C'est donc 1940, un an apres la découverte de levine, que
I'antigéne regoit le nom de Rhésus et il est défini depuis lors par les anticorps trouvés

chez les femmes allo immunisées [20].
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Désignation des haplo type :
R=DCe;R,=Dc¢E; R0=Dce; R=DCE;r=dce;r'=dCe;r =dcE.

3-2-4- Les antigénes et les anticorps du systéme rhésus
3-2-4-1 - Les antigénes du systéme rhésus

Les antigénes Rh sont spécifiquement érythrocytaires, contrairement aux antigénes
ABO; ils sont synthétisés trés tot dans la vie foetale [17].

L'antigéne D c'est le thésus standard dans le langage courant. C'est L'antigéne le plus
immunogeéne injecté a un individu rhésus (-); Il provoque l'apparition d'AC anti-D avec
une trés grande probabilité.

Ainsi la prévention de l'allo immunisation D est devenue la régle en transfusion le

détermination du groupe D est obligatoirement associée au groupage ABO standard [18].

3-2-4-2- Les anticorps du systéme rhésus
Tous les anticorps du systétme Rh sont des anticorps d'allo immunisation par
grossesse ou transfusion il n'y a pas d'anticorps naturel. Le groupe Rh est de chef de file

des systémes immunogénes a l'intérieur de 'espéce humaine [20].

3-2-5- Les variantes des Ag du systéme rhésus
- Ag D faible ou Du

Ce sont des hématies dont I'Ag rhésus n'est pas mis en €vidence par la majorité des
anti —sérums anti-D utilisés avec des techniques d'agglutination standard, donc on va
traiter les hématies par les enzymes pour faire apparaitre des sites, soit on va utilis€ des
sérums plus puissants.

Le danger de ces Ag Du est de donner de fausse réaction négative, donc de conclure
a un rhésus négatif.

La recherche de 1'Ag D faible est fait par le test a la papaine, soit par le test de

Coombs indirect [9].

-10-
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Les anticorps anti-Fy sont des anticorps irréguliers que I'on doit dépister ou prévenir chez

les transfusées [13].

3-3-3- Le systéme Kidd

Le systtme comporte deux antigénes produits par deux alleles JK* JK® en
proportions bien équilibrées dans toutes des populations humaines. En France, on observe
28%d'individus JK (a+b-), 22% de JK (a-b+) et 50% de JK (a+b+) [20].

Les anticorps anti-JK sont des anticorps irréguliers que l'on doit dépister ou prévenir

chez les polytransfusés [13].

3-3-4- Le systétme MN Ss

Ce systéme peut schématiquement expliquer l'existence d'au moins 2 loci liés: l'un
pour les alleles M et N, l'autre pour les alléles S et s.

Quatre haplotypes principaux : MS, Ms, NS et Ns détermine e
9 phénotypes et 10 génotypes suivants:

MS: de génotype MS/MS (5,7%); MNs: de génotype Ms/Ns (22,6%
MSs: de génotype MS/Ms (14%); Ns: de génotype Ns/Ns (15,6%).
Ms: de génotype Ms/Ms (10,1%); NS: de génotype NS/NS (0,3%).
MNS: de génotype MS/NS (3,9%); NSs: de génotype NS/Ns (5,4%).
MNSs: de génotype MS/Ns ou Ms/NS (22,4%) [19].

Les anticorps anti-S et anti-s sont actifs a 37c¢° (allo immunisation post-
transfusionnelle ou dans les incompatibilités foeto-maternelles). Les anticorps anti-M et
N sont naturels actif a 4 c°.

Sur le plan transfusionnel on retiendra que l'allo-immunisation anti-S est
exceptionnelle, l'antigéne étant peu immunogene et que l'immunisation anti-s est encor

moins fréquente [1].

3-3-5- Le systéme P
Apres immunisation des lapins par des GR humain ,Landsteiner et Levine ont révél¢
un systéme P grice & des Ac anti —-P .A I'heure actuel trois sortes de déterminants

antigéniques P1 , P2 , Pk ont été décrits (tableau 5) .Ces antigénes définissent des

-12-
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II- L'allo immunisation foeto-maternelle
1- Définition

L'allo immunisation foeto-maternelle peut se définir comme I'ensemble des
manifestations pathologiques qui ont pour cause l'allo-immunisation de la mére a un allo
antigéne cellulaire présent chez le feetus, et pour conséquence l'atteinte plus ou moins
grave de ce dernier.

Le passage d'hématies, de leucocytes ou de plaquettes feetales dans la circulation
maternelle (transfusion foeto-maternelle) peut conduire, en effet, a la production
d'anticorps correspondants chez la meére. En retour, le passage actif des
immunoglobulines maternelles (de la classe des IgG) a traverse le placenta, se traduira,
chez l'enfant, par une hémolyse, un purpura ou une granulopénie selon la cellule
immunisante. Il s'agit donc d'une conséquence tres particuliére du conflit antigéne-

anticorps in vivo [22].

2- Mécanisme de I'incompatibilité foeto — maternelle

Deux circonstances conduisent a I'allo — immunisation maternelle:
2-1- La sensibilisation par grossesse

C'est par le passage d'hématies foetales dans la circulation maternelle, soit, au cours
de grossesses, soit aprés accouchement on interruption, que l'organisme maternel peut se
sensibiliser contre I'antigéne rhésus.

Une telle immunisation intervient comme une hémothérapie puisque le passage
Trans—placentaires d'hématies feetales fréquemment observés au cours de la grossesse et
surtout au moment de I'accouchement réalisent une véritable micro transfusions de sang
feetale et bien que souvent favorisés par des difficultés obstétricales, ils se produisent
aussi au cours des grossesse normales [2].

2-2- La sensibilisation par transfusion sanguine

L'immunisation par voie transfusionnelle est encore parfois observée lors des
injections de sang incompatible (exemple : sang rhésus positif injecté a une femme rhésus
négatif) a un potentiel d'immunisation trés €levé. Une seule injection provoque la

formation d'anticorps dans presque 50% des cas [2].

- 15 -
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Les femmes de groupe O immunisées fabriquent plus facilement des IgG
contrairement aux femmes A ou B qui produisent surtout des anticorps de classe IgM; ce
fait rend probablement compte de ce que la maladie hémolytique néonatale ABO se
rencontre essentiellement chez des femmes de groupe O; I'hémolyse des globules rouges
de l'enfant est modérée, le seul danger réel dépend du taux de bilirubine donc de la

maturité des cellules hépatiques de 1'enfant [6].

5- L'incompatibilité foeto — maternelle dans le systéme rhésus
5-1- Immunisation anti-D

L'allo immunisation anti-D, représente environ la moitié de toutes les immunisations.
Elle représente 70% des incompatibilités foeto—maternelles dépistées a la naissance et
90% des incompatibilités foeto—maternelles graves ayant justifié un traitement anténatal.

Cette nocivité¢ impose une surveillance trés stricte de ces femmes [14].

5-2- Physiopathologie

C'est 'Ag D qui est le responsable de I'immunisation foeto—maternelle, si la mére de
Rh- et son mari sont de Rh+ [2].

Dans le cas d'un premier enfant Rh positif, c'est aprés le post—partum qu'apparaissent
pour la premiere fois les anticorps anti-Rh, le passage des hématies foetales ne

5 “™ mois) et ne

surviennent guére que pendant le troisiéme trimestre (ou plus, aprés le
portent que sur des volumes trés faibles. De ce fait il n' y a habituellement pas
d'immunisation décollable au cours de la gestation, d'un premier enfant Rh positif.

Mais chez une femme déja immunisée a la suite d'une grossesse antérieure, cette tres
faible quantit¢ d'hématies feetales suffit a provoquer une réponse anamnestique qui se
traduit par une nette montée du taux des anticorps ou par leur réapparition rapide, si dans
l'intervalle 4 cause de manifestation pathologique (décollement placentaire, grossesse
extra—utérine) un grand volume de sang feetal qui traverse le placenta.

Le premier né Rh positif est habituellement indemne car l'immunisation au cours de
la grossesse lorsqu'elle se produit est trop faible et tardive (dans les derniéres semaines)

pour avoir une action sur I’enfant. C'est aprés ce premier accouchement d'un enfant Rh

positif que peuvent apparaitre les anticorps a un taux habituellement faible.

-17 -
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7- La prévention de I'allo — immunisation foeto — maternelle

De nombreux travaux ont abouti & un traitement préventif de l'allo-immunisation
rhésus D foeto maternelle, remarquablement efficace par l'injection d'immunoglobulines
anti-D. Cette prévention constitue le fait fondamental actuel, sa réalisation pratique est
simple et doit étre répétée & chaque grossesse incompatible.

Son principe consiste & détruire aprés I'accouchement les globules rouges de l'enfant
passés dans la circulation maternelle avant qu'ils n'aient le temps d'entrainer la formation
d'anticorps.

L’efficacité de la méthode repose en effet sur la présence dans le sang maternel
d’une concentration convenable d’anticorps.

L'injection aux femmes rhésus D négatif non immunisées d'anticorps anti-D sous
forme d'immuno globulines préparées par fractionnement de plasma immun, & condition
que cette injection soit faite aussitot que possible et au plus tard 72 heurs aprés
I'accouchement d'un enfant rhésus positif ou rhésus D faible, réduit considérablement le
risque d'apparition des Allo— anticorps anti-D dans les mois suivants.

Les criteres de l'injection d'une dose efficace d'immunoglobulines anti-D a la
naissance de I'enfant sont les suivants :

- mére rhésus D négatif, non immunisée vis-a-vis de I'antigéne D et enfant rhésus positif,
y compris les enfants rhésus D faible.

La dose standard injectée apres un accouchement ou un avortement est de 200 a 300
pg d'anticorps par voie intramusculaire. Lorsque la voie intraveineuse est utilisée, cette
dose peut étre réduite a 85 pg. JOUVENCEAUX (1969) a montré que, dans ces
conditions, il était possible d'éliminer 1 ml de sang rhésus positif, avec une demi-vie des
hématies réduite & 90 minutes ce qui est beaucoup plus rapide qu'avec une dose de 300
pg introduite par voie intramusculaire.

L'efficacité immédiate de la dose d'immunoglobuline doit étre vérifiée par un
nouveau test de KLEITHAUER fait 12 a 24 heures aprés l'injection. La persistance
d'hématies feetales nécessite une nouvelle injection d'immunoglobulines. Une autre fagon
de vérifier si la posologie a été suffisante est de rechercher s'il persiste dans les 12 a 24

heurs aprés l'injection des anticorps anti-D passifs en exces dans la circulation. Ces

-19-
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anticorps "résiduels” persistent pendant plusieurs jours et leur présence permet de
confirmer les résultats du test de KLEIHAUER.

Le mécanisme de cette immunodépression provoquée par l'apport passif d'anticorps
reste encore mal connu. La fait important reste 1'élimination rapide des hématies rhésus
positif de la circulation maternelle sous 'action des anticorps anti-D ceux-ci sensibilisent
ces hématies, les quelles sont séquestrées et détruites au niveau du systéme réticulo—
endothélial, en particulier dans la rate. Ainsi le passage ne parvient-il pas aux cellules
immunologiquement compétentes.

Ce traitement préventif doit étre appliqué a toutes les femmes rhésus D négatif qui

sont soumises 4 un contact antigénique rhésus D [12].

-20 -






L'évolution des techniques en immuno-hématologie pour la recherche des anticorps irréguliers

IIT - La transfusion sanguine
1- Définition
La transfusion sanguine est le passage du sang total ou l'un de ses composant, d'un

sujet sain dit "donneur" 4 un sujet malade dit "receveur" [21].

2- Historique
La transfusion connait un développement considérable dont les banques des sangs

naissants a travers le monde au XVII si¢cle, un médecin francais, Jean Baptiste Denis,
pratiqua la premicre transfusion sanguine, depuis cette €poque, elle a connue quatre
étapes :

* 1'époque du bras a bras (1945-1950).

* 1'époque du flacon (1949-1965).

* 1'époque de la poche plastique depuis 1965 [5].

3- Le don du sang

Le don de sang en France est volontaire, bénévole et anonyme. Toute personne
n'ayant pas de contre-indication médicale peut donner son sang, de 18 a 65 ans pour le
don de sang total, de 18 a 60 ans pour le don de plasma ou de plaquettes [17].

Le nombre de prélevement de sang total par année ne doit pas excéder cinq chez les
hommes, et trois chez les femmes, en raison essentiellement des pertes en fer lors des
menstruations [13].

A loccasion de chaque don, le donneur fait systématiquement 'objet d'un contrdle
clinique entretien médicale, examen général et mesure de la pression artérielle. Ces
examens permettent de prendre en compte certaines contre-indications au don du sang. Il
s'agit 13, d'une étape essentielle en terme de sécurité transfusionnelle ; elle est définie
comme J'ensemble des mesures visant a réduire ou éliminer les risques immunologiques
ou infectieux liés a la transfusion de produits sanguins [13].

En outre, des contrdles biologiques obligatoires permettent de garantir la sécurité du
receveur hématocrite et/ou taux dhémoglobine, dépistage de la syphilis, détection de

l'antigene HBs, dépistage des anticorps anti-VIH, anti-VHC, anti-HTLV-I/II, dosage des
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transaminases hépatiques de type ALAT, dépistage du génome du VIH du VHC et
prochainement du VHB [13].

4- Le prélévement

Le don de sang totale consiste en un prélevement de 400 a 450 ml de sang sur une
solution anticoagulante (CPDA) : la poche de sang totale prélevée est fractionnée par
centrifugation en concentré de globules rouges, de plasma et de plaquettes.
Les dons de sang sélectifs, appelés aphéréses utilisent des séparateurs de cellules qui
permettent de prélever spécifiquement certains composants du sang : plasma, plaquettes
ou globules blancs [17].

Le volume maximal prélevé est de 8 mI/Kg. Cependant, quelque soit le poids du

sujet. Un volume totale de 500 ml ne doit pas étre dépassé [13].

5- Complication de la transfusion sanguine
La transfusion sanguine comporte trois types de danger majeur qui peuvent mettre en
jeu la vie du malade : le risque immunologique, le risque infectieux et le risque du

surcharge [13].

5-1- Risques immunologiques

Iis résultent généralement d'un conflit entre des anticorps produits par le receveur et
des antigénes de donneur, ce conflit peut engendrer une hémolyse du GR par activation
du complément [9]. L'hémolyse du GR est le résultat d'une incompatibilité¢ dans le
systtme ABO, ou par la présence des anticorps irréguliers lors d'allo immunisation
(transfusion ou grossesses antérieures), parfois I'hémolyse peut se traduire par une

atteinte splénique ou hépatique [18].

5-1-1- Les signes évocateurs des risques immunologiques

—» Frissons, une hyperthermie, une hémoglobinurie, un état de choc, un syndrome
hémorragique surtout évocateur chez les patients anesthésiés, un malaise et des douleurs
lombaires.

—» Un ictére aussi peut survenir, 'anémie hémolytique du nouveau-né.

2.


















L'évolution des techniques en immuno-hématologie pour la recherche des anticorps irréguliers

IV- L'évolution des techniques en immuno-hématologie pour la recherche des
anticorps irréguliéres
1- Les tests utilisés pour la RAI
1-1- Les tests classiques (test en tube)
1-1-1- Test de COOMBS

Les anticorps incomplets sont capables de se fixer sur les hématies porteuses de
I'antigéne sans provoquer une agglutination en milieu salin.

Quand un anticorps non agglutinant en milieu salin se fixe sur son antigéne a la
surface de I'hématie (premier temps), la liaison antigéne — anticorps est suffisamment
solide pour que la globuline anticorps ne se détache pas de la surface de I'hématie, méme
aprés plusieurs lavages. Au contraire, les globulines ou autres protéines qui peuvent
s'absorber de maniére non spécifique a la surface de I'érythrocyte seront pour une grande
part éluées par ces lavages et se retrouveront dans le surnageant. Dans un deuxiéme
temps, on provoque l'agglutination des hématies ainsi sensibilis€es en les mettant en
présence l'antiglobuline, reconnaissant spécifiquement et donc se fixant sur I'anticorps lié
aux antigénes globulaires [16].

Il existe deux variantes de la réaction de Coombs : le test de Coombs direct et le test

de Coombs indirect.

1-1-1-1- Test de Coombs direct

Ce test s'applique aux cas ou les hématies sont sensibilisées in vivo. C'est le cas dans
les anémies hémolytiques & auto — anticorps ou dans la maladie hémolytique du nouveau
né (sensibilisation des globules rouges du nouveau né par un anticorps maternel ayant
traversé la barriére placentaire durant la grossesse). La mise en contact des hématies

lavées avec l'antiglobuline entraine I'agglutination en une seule réaction.

1-1-1-2- Test de Coombs indirect
Dans un premier temps, on sensibilise in vitro les hématies a l'aide de I'anticorps
utilisé. Dans un deuxiéme temps, aprés lavage, I'adjonction d'antiglobuline provoque

I'agglutination des hématies sensibilisées. On peut ainsi, soit identifier I'anticorps si on
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utilise un antigéne connu (recherche d'agglutinine irréguliere), soit identifier l'antigéne si

c'est l'anticorps qui est connu (phénotypage) [16].

1-1-2 Techniques utilisant les enzymes protéolytiques

La technique repose sur le fait que les hématies soumises a l'action de certaines
enzymes protéolytiques, deviennent agglutinables en suspension saline par des anticorps
non agglutinants. Les enzymes utilisées couramment sont la papaine, la trypsine, la
broméline et la ficine.

Les techniques peuvent étre variées, utilisant le soluté salé physiologique ou le sérum
humain comme liquide de suspension des hématies, et combinant le test de Coombs avec
le traitement par les enzymes (par exemple, test de Coombs trypsine détectant l'anti-JK®).
Enfin des tests rapides ont €té mis au point, utilisant parallélement la sensibilisation et le
traitement par l'enzyme (par exemple, papaine et broméline "un temps”). Les hématies
doivent étre trés soigneusement lavées apres l'action de l'enzyme, il n'est pas conseillé
d'utiliser les hématies traitées par les enzymes au — délai de 24 heurs apres traitement, et
entre — temps, elles doivent étre conservées & +4C°. Des variation considérables dans la

sensibilité des méthodes, peuvent étre observées d'un lot d'enzymes a 'autre [16].

1-2- Les nouveaux tests
1-2-1- Introduction

Le gel — test a été crée en 1984, au laboratoire d'Immuno — hématologie du centre
régional de transfusion sanguine de Lyon, par le Dr. LAPIERRE. Confronté a la lourdeur
technique de la RAI pré — transfusionnelle et des épreuves de compatibilité directe au
laboratoire, le Dr. LAPIERRE cherchait & les simplifier et a rendre plus objective la
lecture des réactions. Pour ce faire, il recherchait en particulier un moyen de séparer les
agglutinations des hématies libres.

Il testa de nombreux milieux séparateurs comme la gé€latine, le polyacrylamide, le
Ficoll, le percoll et finalement, le sephadex G25, un gel de dextran utilis€¢ en
chromatographie séparative. Les résultats étaient décevants jusqu'au jour ou par erreur un

technique utilisa du sephadex G100 a la place du G25. Pour la premicre fois, LAPIERRE
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réussit & séparer les hématies agglutinées des hématies non agglutinées. La suite est allée

trés vite : forme du tube, vitesse de centrifugation. [4].

1-2-2- Principe
Le gel de sephadex constitue un véritable tamis qui entrave la sédimentation des
agglutinations. Sous l'effet de la centrifugation, les globules rouges non agglutinés

migrent librement 2 travers le gel et se rassemblent en culot a la partie inférieure du gel

[4].

1-2-3- Présentation
Sous forme de carte plastique réunissant 6 micro tubes contenant du gel et scellés par
une languette aluminium. Deux types de gel sont utilisés pour la recherche d'anticorps

irréguliers :

* Le gel dit neutre

Sur e plan de la réaction immunologique permettant d'effectuer :
- Un test en milieu salin a 20 c°.
- Un test utilisant des hématies traitées par la broméline.

- Un test utilisant des hématies traitées par la papaine [4].

* Le gel Coombs

Gel imprégné d'antiglobuline polyvalente. Ce gel permet de sensibiliser la réaction
tout en évitant les temps de lavage du test de Coombs classique.
11 existe également des cartes combinées comprenant des puits contenant du gel neutre.

Ces cartes sont utilisées pour la p~hase de dépistage des anticorps irrégulier [4].

1-2-4- Autres techniques basées sur la filtration des agglutinats

- Une technique de filtration tres proche du gel Diamed et donnant des résultats similaires
et commercialisée par la société Diagast (chromatest).

- Une autre méthode importante de microfiltration des agglutinats a été développée par

REIS EN 1992. Elle est basée sur la filtration des agglutinats par des billes de verre
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L'expérience faite en 1991 dans le centre hospitalier général en France sur 33207
¢échantillons testés comparativement en technique manuelles (CID et test sur hématies
papainées ) et dans la technique de filtration sur cassettes ( BioVue ) , dans cette étude ,

174 Ac ont été détectés et identifies uniquement avec la technique de filtration [8].

3- Diminution des erreurs techniques

La présence de I’antiglobuline dans le support de réaction permet d’éviter les erreurs
liées a I’oubli de ce réactif. D’autre part, la quantité d’antiglobuline est identique pour
tous les tests.

Lorsque le lavage apres incubation est automatisé, un dysfonctionnement temporaire
(bouchage des injecteurs ...) du laveur automatique utilisé peut modifier le résultat final.
Si le lavage n’a pas eu lieu ou s’il est insuffisant, I’antiglobuline pourra se fixer sur des
Ac libres et le résultat sera modifié (plus faible, voire négatif). Dans les tests en filtration,
la suppression des lavages rend ces incidents impossibles [8].

4- Diminution du temps nécessaire a ’analyse

La suppression des étapes de lavage permet de diminuer le temps nécessaire pour
I’ obtention du résultat. Ce gain de temps est important lorsque I’analyse se déroule dans
le contexte d’une transfusion urgente. Une expérience faite en 1996 dans le domaine de la
gestion des urgences hospitali¢res a montré qu’il était possible d’obtenir un résultat en
CID en moins de 20 minutes. Les résultats du test en papaine sont obtenus en 25 minutes
[9].

S5-Relecture différée des résultats

Les réactions obtenues sont stables. Les cassettes peuvent étre conservées plusieurs
heures et le résultat peut étre vérifiés a distance. La durée de conservation de ces
résultats est plus longue lorsque le support de réaction est conservé a +4°C [8].

6- Sécurité dans Pattribution des résultats

Les supports utilisés pour les RAI en gel sont identifiés par un numéro dont la lecture
peut étre automatisée (systéme de numérotation de type code 4 barres) Lorsque la
distribution des échantillons et des réactifs est réalisée sur un automate et la lecture faite

par un lecteur automatique, Iattribution des résultats est sécurisée [8].
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