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INTRODUCTION

L'allo-immunisation  feeto-maternelle  anti-érythrocytaire  est une  réaction
immunologique aboutissant a la production d'allo-anticorps par la mére contre un antigéne du
groupe sanguin présent chez son foetus et transmis par le pere biologique. Ce processus est
responsable d'une affection qui touche le nouveau-né et que l'on dénomme « maladie
hémolytique du nouveau-né ».

Plusieurs systémes de groupes sanguins peuvent étre impliqués dans la genése de cette

affection dont en particulier le systéme Rhésus.

Les nombreux progres réalisés au cours de ces derniéres années ont permis de
diminuer la fréquence de cette maladie ; cette fréquence se situant actuellement autour de

1/1 000 naissances selon le Centre national de référence en hémobiologie périnatale.

Aprés un court historique sur la maladie, nous rappellerons les mécanismes
immunologiques impliqués dans I'allo-immunisation foeto-maternelle en nous limitant au
systtme Rhésus, puis nous développerons les techniques de dépistage et de suivi des
grossesses a risque. Seront également abordés la prise en charge du feetus et du nouveau-né
atteints de maladie hémolytique. Enfin, dans une derniére partie, nous ferons le point sur la
prophylaxie anti-D (anti-RH1). Pour compléter notre travail, nous avons €laboré une plaquette
d'information sur l'allo-immunisation anti-érythrocytaire feeto-maternelle, ses conséquences et
sa prévention, que nous proposons de mettre a disposition des patientes concernées a

'officine.
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Historique de la maladie hémolytique du nouveau-né

La premiére description de la maladie hémolytique du nouveau-né (MHNN) remonte a
l'antiquité et Hippocrate en serait 1'auteur (1). Ce n'est ensuite qu'au XVII® siécle que cette

maladie sera mieux connue.

1- Les premiers signes cliniques décrits

En 1609, Louise BOURGEOIS, sage-femme frangaise, observa chez une femme ayant
accouché de jumeaux, la présence d'cedémes sur I'un d'eux et une jaunisse chez l'autre. Les

deux enfants devaient décéder rapidement apres leur naissance (2, 3).

Figure 1 : Portrait de Louise Bourgeois (1563—1636)

Divers symptomes seront ainsi décrits dans la littérature sans que 1’on sache a I'époque qu’ils

correspondaient a la méme maladie.

1-1- L'ictére nucléaire

La «jaunisse néonatale » a été rapportée au cours du XIX®™ siécle par divers auteurs.
W. ASHBY constata la répétition de I’atteinte dans une méme famille (1), alors que
J.W. BALLANTYNE nota la couleur jaune caractéristique du liquide amniotique, lors de la

naissance d’un enfant atteint (5).
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D’autres auteurs, comme BLOMFIELD en 1901 puis LAGREZ en 1904, décrivirent la
jaunisse néonatale sans rechercher son origine exacte (1).

C'est en 1904 que C.G. SCHMORL puis H.J. PFANNENSTIEL firent le lien entre la jaunisse
et une hyperbilirubinémie a bilirubine libre. Ils soulevérent alors le danger de cette
hyperbilirubinémie et sa neurotoxicit¢ qui pouvait aller jusqu’a une atteinte cérébrale

définitive avec destruction des noyaux gris centraux, d'ou son appellation d'ictére nucléaire

(8, 9).

Figure 2 : Christian Georg Schmorl Figure 3 : Hermann Johannes Pfannenstiel
(1861-1932) (1862-1909)

1-2- L'anémie érythroblastique

En 1909, ECKLIN décrivit I’« anémie érythroblastique », expression qui désignera la MHNN
durant de longues années (5).
Cette anémie se caractérisait au niveau sanguin par un taux d'hémoglobine bas, des

réticulocytes en grand nombre, une érythroblastose ainsi qu'une leucocytose modérée.

1-3- ['anasarque feeto-placentaire

Peu de temps apres, H. SCHRIDDE décrivit 1’« anasarque fceto-placentaire » (5) qui se
manifestait par des cedémes associés a une infiltration sous-cutanée, des épanchements

multiples et souvent un hydramnios ainsi qu'un épaississement du placenta.
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En 1932, L.K. DIAMOND montra que 1’anémie, 1’ictére et I’anasarque étaient des symptomes

d'une méme maladie qu’il appela alors 1'érythroblastose feetale (10).

Figure 4 : Louis K. Diamond (1902-1999)

2- Les premiéres hypotheses

Il faudra attendre le XX siécle pour que les mécanismes responsables de la maladie

hémolytique du nouveau-né soient mieux appréhendés.

» En 1892, EHRLICH fut le premier a parler de passage transplacentaire pour certaines
substances. Il montra également que ces substances pouvaient provoquer une
immunité passive (12). Cette notion précéda celle de destruction des globules rouges
avec régénération secondaire de ces derniers chez la majorit¢ des enfants atteints.
Cependant, on ignorait encore la cause de cette destruction observée dans les années

1930.

Ce n'est qu'en 1936 que fut mise en évidence par A. ZACHO une agglutinine
irréguliere chez une meére dont le sérum agglutinait les globules rouges de son enfant.
La femme était du groupe sanguin A et suite a une hémorragie grave, elle avait été
transfusée par le sang de 3 donneurs de groupe A et avait présenté des  signes

d'accident hémolytique apres la transfusion (13).
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» En 1938, R.R. DARROW émit I'hypothese qu'il existait un conflit immunitaire dans

I'érythroblastose feetale (14). Il écrivait ainsi:

« Si maintenant nous examinons les mécanismes possibles de destruction des
erythrocytes, nous trouvons que tous peuvent étre éliminés, sauf un : la destruction des
globules rouges de [’enfant par une forme quelconque de réaction d’immunisation... Nous
pouvons reconstruire la suite d’événements de la maniere suivante : la mere s’immunise
contre les globules rouges du feetus ou certains de leurs composants... l'immunisation est le
résultat d’une lésion placentaire a la suite de laquelle les globules rouges du foetus ou leur
hémoglobine pénetrent dans [’organisme maternel. Les anticorps peuvent alors pénétrer chez
[’enfant a travers le placenta, ou peut étre méme en plus grande quantité par le colostrum
ou le lait... chaque enfant né apres cette immunisation est atteint de la maladie, alors que les

enfants nés auparavant sont épargnes, ... ».

Il pensait alors que I'hémoglobine feetale était différente de celle de l'adulte et

responsable de 1'immunisation (14).

Figure 5 : P. Levine (1900-1987)
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» L'année suivante, P. LEVINE et R.E. STETSON (16) rapportérent le cas d'une femme
qui lors de son second accouchement perdit son enfant fortement anémié. Ayant
abondamment saigné durant l'accouchement, la patiente fut transfusée avec le sang de
son mari qui €tait compatible dans le systtme ABO. Cependant, peu apreés la
transfusion, la patiente présenta un choc hémolytique intense. P. LEVINE et
R.E. STETSON montrérent que le sérum de cette patiente agglutinait les globules
rouges de son mari mais également ceux de plus de 80% des donneurs de sang, pris au
hasard. L'antigéne (Ag) responsable de cette agglutination ne pouvait étre du groupe
ABO, MP et P, seuls groupes connus a cette époque. L'hypothése de 1'existence d'un
Ag inconnu absent a la surface des globules rouges (GR) de la mére mais présent sur
les GR de son mari et ceux de son enfant fut émise. Cet Ag du pere fut rendu

responsable de I'immunisation néo-maternelle (5, 17, 18).

3- La découverte du systeme Rhésus et ses conséquences

» En 1940, K. LANDSTEINER et A.S. WIENER (19) mirent en évidence I'Ag
responsable de 1'érythroblastose fcetale en immunisant des lapins et des cobayes avec
des GR de singe Macaccus rhésus. Ce nouveau systeme sera appelé Rhésus (Rh) du

nom du singe utilisé pour I'expérimentation.

Figure 6 : Photo d'un Macaccus rhésus
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Le sérum ainsi obtenu des lapins et des cobayes immunisés présente des anticorps
(Ac) anti-rhésus. Ce sérum a la capacité d'agglutiner 85% des GR humains de la
population caucasienne. Les GR agglutinés par ce sérum furent dénommés Rhésus

positif, et ceux non agglutinés, Rhésus négatif (17, 19, 21).

[
e . [
Figure 7 : Karl Landsteiner Figure 8 : Alexander Solomon Wiener
(1868-1943) (1907-1976)

A.S. WIENER et H.R. PETERS, démontreront ultérieurement que I'Ac anti-rhésus

pouvait étre responsable d'accidents de transfusion (24).

C'est P. LEVINE qui en 1941 proposa le mécanisme responsable de 1'érythroblastose
feetale (future maladie hémolytique du nouveau-né). Selon I'auteur, cette maladie serait
le résultat d'une incompatibilit¢ de groupes sanguins Rhésus entre la meére et son
enfant : la mere serait Rhésus négatif et son enfant Rhésus positif, caractére transmis
par le pere. L'Ag feoetal passerait dans la circulation maternelle et la meére
s'immuniserait contre cet Ag en produisant des Ac anti-rhésus. Ces Ac anti-rhésus
passeraient dans la circulation feetale par voie transplacentaire et détruiraient les
hématies feetales.

P. LEVINE constata que le premier enfant Rhésus positif était en général épargné,
alors que les autres grossesses incompatibles étaient soumises a un risque croissant

(25).
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En 1946, il fut admis que dans tous les cas de maladie hémolytique typique, les Ac
anti-rhésus étaient présents et que les symptomes étaient plus graves si ces Ac
apparaissaient précocement au cours de la grossesse.

A.S. WIENER exposera une théorie sur I'existence d'un passage transplacentaire des
hématies feetales sans pouvoir le prouver (26). Il faudra attendre encore les années

1954-1956 pour avoir la démonstration de ce passage (27).
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Figure 9 : Mécanisme de sensibilisation Rhésus et I'effet de 1'incompatibilité ABO

Cette figure illustre la production des anticorps maternels, aprés immunisation par les

antigenes Rhésus positifs du feetus, et leur passage placentaire.
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4- Les premiers essais de traitement et la mise en place d'une
prévention de la maladie

La compréhension de la physiopathologie de la MHNN dans la premiére moitié¢ du XX
siecle va permettre d'accélérer la recherche dans le domaine de la prise en charge du feetus

puis de la prévention de cette maladie.

» Sur le plan thérapeutique,

* La notion d'exsanguino-transfusion fut évoquée des 1945 par A.S. WIENER (31),
mais c'est L.K. DIAMOND, qui réalisa la premiere exsanguino-transfusion pour
traiter un nouveau-né atteint de maladie hémolytique grave.

Ce traitement réalisé a la naissance sera considéré comme le plus approprié, en cas
d'atteinte grave de I'enfant.

* En 1954, les scientifiques F.H. ALLEN et L.K. DIAMOND proposérent de
déclencher l'accouchement de fagon a prendre en charge l'enfant précocement et
ainsi d'éviter les stades les plus graves de la maladie (28).

* En 1957, la transplantation de moelle osseuse chez les feetus fut envisagée a
partir de donneurs Rhésus négatifs et fut réalisée sur 4 foetus atteints de 12 et 16
semaines par injection de tissu dans leur cavité péritonéale. Cependant, devant les
nombreuses difficultés soulevées, cette thérapie fut délaissée pour cette indication
(29).

* A.W. LILEY proposa de traiter les foetus les plus atteints par transfusion
intra-utérine. A cette époque, on savait déja que les GR injectés dans la cavité
péritonéale d'un foetus atteignaient vite la circulation sanguine. A.W. LILEY réalisa

ainsi la premiere transfusion intra-utérine en 1963 (30).

-26 -

VELLUTINI Bianca
(CC BY-NC-ND 2.0)



Cependant ces différents moyens thérapeutiques sont difficiles & mettre en application

et peuvent également présenter des risques importants pour l'enfant et sa mere.

Sur le plan diagnostique, les techniques étant pour la plupart encore utilisées, nous les

détaillerons dans la partie 11 de cette these.

Sur le plan de la prévention, les scientifiques cherchérent un moyen de limiter la
production des Ac maternels (17). Dans ce contexte, R. FINN proposa dés 1960
d'administrer des y-globulines anti-rhésus aux femmes Rhésus négatif le plus tot
possible apres 'accouchement du premier enfant Rhésus positif, pour éliminer les GR
feetaux passés dans la circulation maternelle et ainsi prévenir l'immunisation de la
mere (32).

De nombreux essais furent réalisés avant l'utilisation en pratique des y-globulines
anti-rhésus et J. SCHNEIDER ainsi que O. PREISLER montrérent en 1967, que leur
administration n'avait pas d'effet si la mere était déja immunisée (1).

Le protocole d'administration des vy-globulines fut défini par A. JOUVENCEAUX

en 1969 ; celui-ci préconisant l'injection intraveineuse (IV) a la dose de 100 pg.
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PARTIE 1 : Physiopathologie de 1'allo-immunisation

anti-érythrocytaire feeto-maternelle et ses conséquences
chez le foetus

L’allo-immunisation est caractérisée par la synthése d’anticorps (Ac) dans un
organisme en réponse a l'introduction dans cet organisme d'antigénes (Ag) étrangers d’un
sujet de la méme espece. Ces Ac produits sont appelés allo-anticorps. On les distingue des
auto-anticorps, dirigés contre les propres Ag de I'organisme, et des hétéro-anticorps, qui sont
dirigés contre les Ag provenant d’individus d’especes différentes.

L'allo-immunisation ne s'observe que dans quelques situations particuliéres : la
grossesse, les transfusions ou les greffes de tissus et d'organes.

L'immunisation peut se produire au premier contact entre un ou plusieurs
allo-antigénes apportés par le donneur et non présents chez le receveur. L'effet n’apparait que
lors d'une seconde grossesse incompatible, d'une transfusion ultérieure ou quelques jours ou

semaines apres la prise de la greffe (35).

1- Les systémes de groupes sanguins impliqués

L’allo-immunisation feeto-maternelle anti-érythrocytaire responsable de 1la maladie
hémolytique du nouveau-né¢ (MHNN) implique une grande diversité de groupes sanguins. En
effet, plus de 80 antigeénes appartenant en grande majorité au systéme Rhésus mais aussi aux
systemes Kell, Duffy, Kidd ou MNSs peuvent en étre responsables (tableau I). Ce sont les

progres en biologie moléculaire qui ont permis de mieux connaitre ces Ag.
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Tableau I : Les 86 antigénes érythrocytaires impliqués dans la genése de la maladie

hémolytique du nouveau-né

Antigénes rapportés selon la nomenclature internationale de I'ISBT.

Systémes Série 900 = antigénes de grande fréquence, série 700 = antigénes de fréquence faible.
de
groupe
MHPN grave MHPN Absence de MHPN
rarernent grave habituellement peu grave
RH1 = RH:2,3,6,7,8,11,12,17,18,29,30
= RHd =¢ 32,36,37,40,42,46,48,49 RH: 3,5,6,9,23,29,450CR
MNS: 1,3,4,5,7,9,10,14,19,20, , )
MNSs 21,02.93.28.35 MNS: 1,3,4,5,14,24 MNS: 2
Kell KEL1 =K KEL:2,3,4,5,6,7 10,11,22 KEL: 5,611 KEL: 23,24
Lutheran Lu:1,2
Duffy FY:1 FY:23
Kidd JK: 1 JK:2,3
Lewis LE: 1,2
DI:1,3,Rd,CO 1,3 DI: 2,5¢3,C03,PP1Pk P1, DI: 4,5¢1,Scz2,
Autres Collection 211 (901001), 901016 GE:2,3,6 CROM,KN,CH/RG,
700005,700045,700047,700049, 501002,901003,901005 JMH,1LLW,DO,
700054, 700043,700044 HLA Bga,Bgb,Bgc

1-1- Le systeme Rhésus

Parmi tous les systemes de groupes sanguins, le syst¢tme Rhésus est I'un des plus
immunogene et le plus polymorphe chez I'homme. C'est celui qui est principalement impliqué
dans I’incompatibilité feeto-maternelle.

Dans ce systéme de groupe sanguin, on distingue les individus « Rhésus négatif », des
individus « Rhésus positif ».

Un individu est dit « Rhésus négatif » (RH:-1) s'il ne présente pas I'Ag D a la surface
de ses hématies. Il développera une réaction immunitaire hémolytique lorsqu'il sera mis en
contact avec cet Ag. On note "d" l'absence d'antigene D.

A l'inverse, un individu est dit « Rhésus positif » (RH:1) s'il porte 'Ag D a la surface

de ses hématies.
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1-1-1- Geénétique du systeme Rhésus

Grace au développement de la biologie moléculaire, Y. COLIN et ses collaborateurs ont pu en
1991 séquencer le gene Rhésus. Il est localisé sur le bras court du chromosome 1, en position

34-36 (figure 10) (36).

1p35.3

1p35.1

1plz
1q21.2
1q23.2
19243
1q931.1
1q32.2

1943

aal Lol —
— Il —
" Ll Ll
(=% (=% =%
— — —

Figure 10 : Schéma du chromosome 1
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Avant de connaitre I'exacte disposition des all¢les du gene Rhésus ainsi que leur nombre, deux
théories principales s'opposaient : celle de WIENER et celle de FISHER-RACE.

Selon WIENER, le systéme Rhésus ne possédait qu'un geéne, avec un seul locus, mais
plusieurs all¢les. Il avait nommé "Rh" les Rhésus positifs et "rh" les Rhésus négatifs. "R" et
"r" représentaient les geénes et Rh et rh les phénotypes. A cette époque, seul 1'antigéne D avait
été découvert.

La deuxiéme théorie, celle de FISHER et RACE, suivit la découverte des autres
antigeénes du systéme Rhésus. Ils raisonnaient donc sur les trois génes découverts, a trois locus
étroitement liés, avec 2 alléles chacun (D/d, C/c, Ele).

Depuis les années 90, il est admis que le locus Rhésus est constitué de deux geénes
homologues (RhD et RhCE) trés liés, codant pour des polypeptides non glycosylés portant
les réactivités antigéniques Rhésus.

Ces deux geénes RhD et RhCE sont a I'opposé 1'un de l'autre et une courte région de la
molécule d'acide désoxyribonucléique (ADN) les sépare.

Ces deux genes étant tres liés, on suppose qu'ils sont toujours transmis ensemble.
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Pour le géne RhD, il existe deux alléles : "D" et "d". Le géne RhD définit la présence d'une

protéine qui est responsable de la réactivit¢ RhD. L'allele "d" définit I'absence de cette

protéine. Les individus dits « RhD positifs » possédent au moins un exemplaire de ce géne.

Ceux qui sont dits « RhD négatifs », ont deux alleles "d" incapables de coder la spécificité D

de cette molécule.

Le géne RhCE, définit I'antigéne RhC ou Rhc ainsi que 'antigéne RhE ou Rhe. Il existe donc

quatre combinaisons différentes : CE, Ce, cE, ce.

La combinaison des all¢les des 2 génes aboutit a I'existence de 8 haplotypes regroupés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau II : Terminologie des haplotypes Rhésus selon la nomenclature de Fischer-Race et

celle de Wiener

WIENER FISHER-RACE
Genes Genes Antigénes

R! DCe D,C,e
R? DcE D,c, E
R® Dce D, c,e
R? DCE D,C,E
r dce c, e

r dCe C,e

r" dcE c, E

r’ dCE C,E

Dans la nomenclature internationale actuellement utilisée ou nomenclature de ROSENFIELD,

la présence des antigenes D, C, E, c et e est notée respectivement RH1, RH2, RH3, RH4 et

RHS.
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Il existe 18 phénotypes RH (selon les nomenclatures de WIENER, FISCHER-RACE et

ROSENFIELD) mais 7 seulement sont fréquemment rencontrés (39, 40, 41) :

-R'r ou D+ C+ E-ctet ou RH:1,2,-3.4,5
-R'R! ou D+ C+ E- c- e+ ou RH: 1,2,-3,-4,5
-rr ou D-C-E-ctet ou RH:-1,-2,-3,4,5
-R'R’ ou D+ C+ E+ ¢+ et ou RH:1,2,3.4,5
-R’r ou D+ C- E+ ctet ou RH:1,-2,3,4,5

- R°R’ ou D+ C-E+cte- ou RH: 1,-2,3,4,-5
-R% ou D+ C- E-ct+ e+ ou RH: 1,-2,-3,4,5

La figure 11, montre la disposition des génes RhD et RhCE.

Fh box 30 kb

' — T
B> [_riD sup1)< RHGE__]
Exon

hl ——mt— e

Figure 11 : Organisation génomique du systeme Rhésus

1-1-2- Les antigénes du systeme Rhésus

Il existe un treés grand polymorphisme du systéeme Rhésus. En effet, on trouve 49 Ag pour les
genes RhD et RhCE. Ce polymorphisme s'explique par des délétions, des recombinaisons et

des mutations ponctuelles avec le méme gene ou entre les deux genes.
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1-1-2-1- L'antigene D et ses variants

L'Ag RhD est porté par 85% de la population originaire d'Europe occidentale. Cette fréquence
est fortement augmentée dans les populations originaires d'Afrique noire avec pres de 95% de
porteurs du gene Rhésus D (43) et du sud-est Asiatique avec plus de 99% de personnes
Rhésus positif (44).

L'Ag RhD comprend un grand nombre d'épitopes ce qui est responsable de sa trés grande
immunogénicité. Cette protéine RhD est absente a la surface des GR des individus RhD
négatif et présente sur les globules rouges des individus RhD positif (40).

Par ailleurs, il existe des variants du géne RhD : les antigeénes D faible et D partiel.

* L'antigéne D faible ; il est peu fréquent dans les populations de race blanche (3 a
4/1000) mais plus fréquent dans les populations de race noire (45). Il correspond a une
diminution de la réactivité avec un Ac anti-D. Cet Ag dit faible n'est pas toujours
détecté par les techniques utilisées en routine. Cependant, les individus porteurs de

'Ag D faible doivent étre absolument considérés comme Rhésus positif.

* L'antigéne D partiel ; il correspond a un déficit qualitatif, 'Ag D ayant perdu une de
ses sous-unités. Cette modification d'expression peut étre due a :

— une mutation nucléotidique ponctuelle ;
— une substitution de séquence du gene RhD par des séquences du gene RhCE ;

— une insertion de nucléotides supplémentaires.

Une personne ayant un tel Ag pourra en fin de transfusion ou de grossesse s'immuniser contre
la sous-unité qui lui manque. Son sérum aura la propriété de s'agglutiner en présence de tous

GR dit « normaux », c'est a dire possédant la sous-unité manquante.
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1-1-2-2- L'antigene CE

Les genes RhC, Rhc et RhE, Rhe codent pour la protéine érythrocytaire RhCE unique qui
exprime a sa surface les antigéenes RhC ou Rhc et RhE ou Rhe. Ces Ag sont présents chez tous
les sujets qu'ils soient RH:1 ou RH:-1 (40). Cependant, des haplotypes silencieux
exceptionnels ont été décrits.

11 existe également des variants de I'Ag RhCE.

La structure des protéines D et CE est présentée dans la figure 12.

Broméline/Papaine
G353,354A

Trypsine s A
/

K42,43G
A pa4-p36 -

Palmitate
1 RHD
IRH
sc, ro |
NH2 (1) Trypsine? COOH (417)
Trypsine Ele (P/A
. un | e LE
ol & 103 226,
CRO'}G CE
K RH Palmitate
5

NH2 (1) Trypsine?

COOH (417)

Figure 12 : Représentation schématique du locus RH localisé sur le chromosome 1p34
montrant l'organisation en tandem des génes homologues RHD et RHCE de I'haplotype

RHD-positif et la topologie présumée des protéines RHD et RHCE
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1-1-3- Les anticorps du systeme Rhésus

Dans le systéme Rhésus, en situation normale, il n'y a pas d'Ac sérique. Ces Ac apparaissent
lors d'une immunisation soit par transfusion, soit lors d'une grossesse incompatible. Ils sont
irréguliers et immuns, c'est-a-dire présents uniquement chez les individus RH :-1 aprés
immunisation, en opposition aux Ac du groupement ABO qui sont naturels et réguliers et

présents en situation normale chez un sujet ne présentant pas I'Ag dit correspondant.

Pour qu'il y ait des conséquences, ces Ac doivent étre de nature Immunoglobuline G (IgG), de
concentration élevée, avoir une affinité¢ suffisante pour I'Ag et étre capable d'activer les
récepteurs Fc des macrophages (46).

Les Ac en cause sont par ordre de fréquence décroissante : anti- RhD (anti-RH1), anti-RhE
(anti-RH3), anti-Rhc (anti-RH4), anti-RhC (anti-RH2), anti-Rhe (anti-RHY), ... (46).

Le risque est majeur avec l'anti-RH1 et l'anti-RH4. L'anti-RH1 représente 35% des Ac
immuns et l'anti-RH4 37%. L'anti-RH1 est présent dans 88% et I'anti-RH4 dans 8% des
immunisations feeto-maternelles graves qui nécessitent une transfusion in utero ou a la
naissance (47).

Il existe deux types d'Ac.

1-1-3-1- Les anticorps complets

Ils apparaissent en début d'allo-immunisation et ont une faible durabilité. Ils sont actifs a 37°C
et sont thermolabiles. Ces Ac sont de type IgM et c'est a cause de cette structure trés dense
qu'ils ne peuvent franchir la barriere placentaire. Ils sont aussi incapables de se fixer au

complément. IIs ne sont donc pas dangereux directement pour le feetus.
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1-1-3-2- Les anticorps incomplets

On peut les observer apres I’apparition des Ac complets, mais ils persistent dans le temps.
Contrairement aux Ac complets, ils sont de nature 1gG et sont capables de franchir la barriére
placentaire (figure 13). Ils sont actifs a 37°C et thermostables. Ils sont responsables des

symptomes de la MHNN.

Dans le tableau III, on retrouve toutes les caractéristiques des Ac immuns qui sont

responsables de la symptomatologie de la MHNN.

Tableau III : Caractéristiques des anticorps immuns

Anticorps Antigenes
- 1gG

- Toujours capables de franchir la barriére placentaire (transfert précoce

des IgG maternelles via le syncitiotrophoblaste vers le compartiment feetal | Pleinement

des la 10-12° semaine) exprimés des la
- Concentration ¢levée (le taux foetal d'I[gG maternelles ne s’accroit vie
sensiblement qu'a partir de quatre mois [10% du taux maternel] pour embryonnaire

atteindre ou dépasser le taux d'IgG en fin de grossesse)

- Affinité suffisante pour I'antigéne

La figure 13 permet de visualiser les différences de structures entre les IgM et les IgG et ainsi
de comprendre pourquoi les IgM ne peuvent traverser la barriére placentaire alors que les IgG

en sont capables.
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Structure de base d’une IgG Structure pentamérique
de I’ IgM humaine
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Figure 13 : Structures des immunoglobulines humaines IgG et [gM

1-2- Les autres systémes sanguins impliqués dans 1'allo-immunisation
feeto-maternelle

Ils s'agit essentiellement des systémes Kell, Duffy, Kidd et MNSs.

1-2-1- Le systeme Kell

Ce systeme comprend un seul géne situé sur le bras long du chromosome 7 en position
32-36. 1l est composé de 19 exons dont les variations nucléotidiques sont a 1'origine de ses 27
Ag. Les deux Ag principaux de ce systeme sont I'Ag KEL1 (K = Kell) et KEL2 (k = Cellano).
Ils entrainent trois phénotypes : kk (KEL :-1,2) représenté par 90% de la population, Kk
(KEL : 1,2) représenté par 9,8% de la population et KK (KEL: 1,-2) par 0,2% de la
population (fréquences observées dans la population caucasoide).

Le premier, KELI, se trouve dans la population francaise a une fréquence de 9%. Il est
trés immunogene mais cependant moins immunogene que 1'Ag RHI, et entraine le méme type
de complication chez la personne immunisée apres transfusion ou lors de la grossesse

incompatible. L'Ag KEL1 apparaissant tres tot a la surface des érythroblastes, 1'atteinte du
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feetus peut étre gave sachant qu'elle n'est pas toujours corrélée au titrage de 1'Ac.
Le second Ag KEL2, est trés fréquent car on le retrouve chez 99,6% des francais.

Ces Ag sont bien développés a la naissance et les Ac sont le plus souvent immuns et de nature

1eG (35, 49, 50).

1-2-2- Le systéme Duffy

Ce systeme posseéde un seul géne sur le chromosome 1. Grace aux variations
nucléotidiques, il a 6 Ag: FY1 a FY6. Les deux alleles principaux sont FY1 (Fya) et FY2
(Fyb). Les trois phénotypes qu'ils entrainent sont : Fy(a+b+) (FY :1,2) représenté par 15% de
la population, Fy(a-b+) (FY :-1,2) représenté par 37% de la population et Fy(a+b-) (FY : 1,-2)
représenté par 48% de la population.

Comme pour le systeme Kell, les Ag sont bien développés a la naissance et les Ac de

ce systeme sont immuns et de type IgG (35, 50).

1-2-3- Le systeme Kidd

Ce systéme possede un seul géne sur le chromosome 18. Les variations nucléotidiques
sont responsables de l'existence des 2 Ag du systéme : JK1(Jka) et JK2 (Jkb). Ils sont
responsables de I’existence des trois phénotypes suivants : JK:1,-2 [Jk (a+,b-)] dans 28% des
cas, JK:-1,2 [Jk (a-,b+)] dans 22% des cas et JK:1,2 [Jk (a+,b+)] dans 50% des cas.

Ils sont eux aussi bien développés a la naissance et leurs Ac sont immuns et de nature

IgG (35, 50).
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1-2-4- Le systéme MNSs

Ce systeme possede deux genes accolés GYPA et GYPB sur le chromosome 4. Les
antigeénes de ce systéme sont portés par les glycophorines A et B. Ce systéme a un trés grand
polymorphisme dii a de nombreuses mutations, délétions ou recombinaisons avec le méme
geéne ou entre les deux genes. Actuellement, on compte 43 Ag dans ce systeme dont 16
seraient impliqués dans la MHNN. Les alleles MNS1 (M) et MNS2 (N) sont portés par le
gene GYPA et codominants tandis que MNS3 (S) et MNS4 (s) sont portés par le gene GYPB.
Les Ag sont aussi bien développés a la naissance. Les Ac anti-MNS-1 et anti-MNS2 sont le
plus souvent naturels de nature IgM alors que les Ac anti-MMS3 et anti-MNS4 sont immuns

et de nature IgG (35, 50).

1-3- Les anticorps particuliers

Il existe quelques cas particuliers d'anticorps : les anticorps anti-privés et les anticorps anti-

publics.

1-3-1- Les anticorps anti-privés

Ils sont capables de reconnaitre des Ag de trés faible fréquence. Les conséquences

pour le feetus peuvent aller d'une atteinte modérée a la mort in utéro.

La recherche d'agglutinines irréguliéres est négative chez la meére alors que les
hématies du feetus sont porteuses de 1'Ag privé hérité du pére et sensibilisées par I'Ac

antiprivé maternel présentant un test direct a 'antiglobuline humaine positif (47).
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1-3-2- Les anticorps anti-public

Les « receveurs dangereux » ou « public négatif » sont des sujets qui ne possedent pas
un Ag de trés grande fréquence et trés immunogene.
Les seuls donneurs qui sont compatibles avec un receveur dangereux sont soit eux-mémes soit
de rares individus possédant un phénotype érythrocytaire strictement identique au leur.
Ils peuvent développer des Ac « antipublic » de deux types :
— soit des Ac naturels présents dés la naissance et correspondant a I’Ag qui leur fait
défaut (IgM et/ou 1gG) ;
— soit des Ac immuns, apparaissant deés la premicre transfusion ou grossesse
incompatible.
Au cours de la grossesse, la présence d’un Ac « antipublic» peut provoquer chez le feetus une

anémie sévere et parfois trés précoce (47).

2- L'allo-immunisation feeto-maternelle

Dans ce travail, nous avons choisi d'aborder uniquement 1'allo-immunisation feeto-maternelle

anti-D (anti-RH1).

2-1- Circonstances de survenue

Il existe deux types principaux de situation a l'allo-immunisation : I'étiologie gravidique et

I'étiologie transfusionnelle.
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2-1-1- L'étiologie gravidique

Lors d'une grossesse normale incompatible, I'immunisation feeto-maternelle peut se
produire a cause d'hémorragie foeto-maternelle spontanée. Prés de 1% des femmes RH :-1
s'immunisent au cours de leur premiére grossesse avec un enfant RH:1. Le passage
transplacentaire est faible en début de grossesse et augmente au cours de la grossesse.

I1 est le plus important lors des deux derniers mois et lors de l'accouchement. Les
autres circonstances chez la femme enceinte sont les avortements (spontané€s ou provoqués),
les grossesses extra-utérines, les métrorragies, les traumatismes directs ou indirects au niveau
de I'utérus, les placentas praevias, les hématomes rétroplacentaires, les délivrances artificielles
et les morts in utéro.

Certains gestes invasifs lors de la grossesse peuvent étre responsables d'immunisation
feeto-maternelle comme 1'amniocentese, la choriocentése, la cordocentese, la placentocentése
... (51).

Les circonstances pouvant conduire a des hémorragies feeto-maternelles sont résumées
dans le Tableau IV. Cependant, on estime que prés d'un quart de ces allo-immunisations
anti-D (anti-RH1) surviennent lors d'une hémorragie foeto-maternelle sans facteur de risque
identifiable, majoritairement au troisiéme trimestre, et celles-ci risquent d'échapper a la

prévention ciblée (52).
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Tableau IV : Circonstances pouvant induire des hémorragies foeto-maternelles au cours de la

Zrossesse

Au premier trimestre

Au deuxiéme et troisiéme trimestres

Risque modeéré de passage
d'hématies foetales

Risque moderé de passage
d'hématies foetales

Risque important de passage
d'hématies foetales

- Toute fausse-couche
spontanée ou menace de
fausse-couche spontanée
- Toute interruption de
grossesse (IVG ou IMG)
quels que soient le terme ou
la méthode utilisée

- Grossesse molaire

- Grossesse extra-utérine
- Métrorragies

- Choriocentese,
amniocentese

- Réduction embryonnaire
- Traumatisme abdominal
- Cerclage cervical

- Amniocentése simple

- Métrorragies

- Cerclage du col utérin

- Menace d'accouchement
prématuré nécessitant un
traitement

2-1-2- L'étiologie transfusionnelle

- Interruption médicale de
grossesse

- Fausse-couche spontanée
tardive

- Mort feetale in utero

- Version par manceuvres
externes

- Traumatisme abdominal ou
pelvien

- Intervention chirurgicale ou
pelvienne

- Prélévements ovulaires :
cordocentese, placentocentese
- Accouchement, quelle que
soit la voie

La transfusion de sang d'un donneur RH:1 a un receveur RH:-1 entrainera dans 80% des cas

une allo-immunisation du receveur si un volume d'hématies de 200 ml ou plus est administré.

Le risque n'est que de 10% pour les Ag RhC, RhE et Kell (51).

2-1-3- Les autres étiologies

Les autres causes d'immunisation foeto-maternelle sont représentées par les échecs des

programmes de prévention par Ig anti-D soit a cause d'une injection trop tardive, soit d'une

dose insuffisante (51).
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2-2- Epidémiologie de I'allo-immunisation foeto-maternelle anti-D
anti-RH1

Le nombre de grossesses congues par an en France est estimé environ a 1 million. Ce
nombre inclut les grossesses avec nouveau-nés vivants, les fausses couches spontanées, les
grossesses extra-utérines, les interruptions médicales (IMG) et volontaires de grossesses
(IVGQ).

Sachant qu'environ 15% de la population francaise est du groupe RH:-1, on peut estimer a
150 000 a 165 000 le nombre de femmes RH:-1 enceintes chaque année. Pour le nombre
annuel de femmes RH:-1 enceintes d'un feetus RH:1, il est de I'ordre de 90 000 car la

fréquence du géne D (RH1) est de 0,6 dans la population frangaise (33, 34).

La prévalence des incompatibilités RhD (RH1) est de 0,9 %o, ce qui concerne 730 a
750 femmes par an en France. Il n'y a pas de registre national exhaustif des
allo-immunisations anti-D (anti-RH1), ni de leurs formes graves en France. Les quelques
données dont nous disposons permettent d’estimer a quelques dizaines par an le nombre de
déces périnataux liés a ce type d’allo-immunisation (34).

Prés des 3/4 des allo-immunisations anti-D (anti-RH1) se produisent au cours de
I’accouchement, d’une interruption volontaire de grossesse, de fausse couche spontanée ou de
grossesse extra-utérine, du fait d’une prévention oubliée ou inadaptée. On considére
qu’environ 1/4 des allo-immunisations anti-D (anti-RH1) passerait au travers de la prévention
ciblée. Cet échappement a la prévention ciblée serait di a I'existence d'un risque
hémorragique spontané présent notamment en fin de grossesse. C'est le passage d'hématies
feetales dans la circulation maternelle qui en serait la cause. Ce passage aurait lieu chez 4%
des femmes au premier trimestre, 12% des femmes au deuxiéme trimestre, 45% des femmes

au cours du troisiéme trimestre et 60% chez des femmes lors de 1'accouchement (34).
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2-3- Physiopathologie de I'allo-immunisation feeto-maternelle anti-D
(anti-RH1) et ses conséquences pour le foetus

La chronologie des événements qui conduit a la MHNN se déroule en plusieurs étapes

successives :

le passage des hématies feetales dans la circulation maternelle

— la réponse immunitaire primaire maternelle (IgM)

— la réponse immunitaire secondaire (IgG)

— le passage des IgG dans la circulation feetale

— la fixation des IgG maternelles sur les hématies feetales

— le déclenchement de la MHNN avec ses conséquences

2-3-1- Passage d'hematies foetales dans la circulation maternelle

L'existence d'hémorragie transplacentaire est responsable du passage d'hématies
feetales dans la circulation maternelle.
La fréquence de ces hémorragies, en situation normale, varie en fonction de I'dge gestationnel
et est estimée a environ (52) :

— 4% des femmes au cours du premier trimestre ;

— 12% des femmes au cours du second trimestre ;

—  45% des femmes au cours du troisi€éme trimestre ;

— 60% des femmes lors de 1'accouchement.
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De méme, la fréquence de femmes immunisées en fonction du volume de 1’hémorragie
feeto-maternelle au moment de 1'accouchement serait comprise entre 4 et 9% dans les six mois
suivant l'accouchement. Cette fréquence atteint 20% a partir de la deuxiéme grossesse
incompatible s'il n'y a pas eu de prévention.

Le volume de sang feetal nécessaire pour induire une immunisation semble trés variable d'une
femme a l'autre. Pour certaines, un apport de 0,05 mL serait suffisant alors que pour d'autres
ce méme volume n'induirait pas d'immunisation. Le volume de sang moyen responsable d'une

immunisation est en moyenne de 1'ordre de 0,1 mL (35).

2-3-2- La réponse immunitaire primaire maternelle

Elle est la conséquence du passage d'hématies étrangeres dans I’organisme maternel.
C'est une réaction faible et tardive (53).
Au cours d'un premier contact avec un allo-antigéne, la synthése d'Ac s'observe
habituellement entre la 8° et la 9° semaine apres la stimulation. Lors d'une réponse primaire,
les Ac produits sont de type IgM et les cellules gardent en mémoire le phénomene
d'immunisation par l'intermédiaire des lymphocytes B mémoires (52). La cinétique de cette
réponse est rapportée dans la figure 14 et le tableau V rappelle les caractéristiques de la
réponse primaire.
Les Ac ne sont décelables dans le sang maternel que plusieurs mois apres la naissance du
premier enfant.

Le risque d’immunisation est li¢ au nombre de GR feetaux présents au moment de
I’accouchement dans le sang maternel. L’allo-immunisation n’est pas obligatoire et on estime
que 30 % de femmes s’immunisent contre I’Ag D (RH1). De plus, I’incompatibilit¢ ABO

protege contre 1’allo-immunisation anti-D (anti-RH1). En effet, 'apparition de I’immunisation
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anti-RhD (anti-RH1) est tres significativement différente entre une femme dont le feetus serait
incompatible dans le systtme ABO et une femme dont le feetus serait compatible dans le
systtme ABO. Cela est di a la destruction des hématies incompatibles avant que la mére ne

puissent s'immuniser (35).

2-3-3- La réponse immunitaire secondaire et le passage des
anticorps IgG dans la circulation feetale

Cette réaction ne se produit qu'aprés une premi¢re immunisation (grossesse,
transfusion, grefte).

Lors d’une nouvelle grossesse incompatible, quelques hématies passent a travers le
placenta et déclenchent une réponse immunitaire qui est cette fois rapide et massive a cause
des lymphocytes B mémoires de la premiére immunisation. La meére va produire des Ac en
grande quantité de type IgG. Ces Ac posseédent des structures spéciales sur le fragment Fc de
leur chaine lourde qui leur donnent la propriété de traverser activement le placenta et
d'atteindre la circulation feetale (35, 53).

La cinétique est présentée dans la figure 14. Les principales caractéristiques de la

réponse secondaire apparaissent dans le tableau V.

Tableau V : Caractéristiques des réponses primaire et secondaire

Propriétés Réponse primaire Réponse secondaire
Cellules B Cellule B naive Cellule B mémoire
Période de latence 4-7 jours 1-3 jours
Pic de la réponse > 10 jours 3-5 jours
Amplitude du pic de la variable 100 a 1000 fois plus élevée
réponse que primaire
Isotype produit IeM IgG
Affinité de I' Anticorps Faible Elevée
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Réponses anamnestiques :
plus rapides
plus intenses
plus durables
plus diversifiées
plus affines (lymphocytes B)

Expansion Contraction
clonale clonale

6|.p uononpoid

' Réponse
primaire

.

Réponse

secondaire
§

Nombre de lymphocytes spécifiques de I'antigéne

Ag Rappel Ag

Figure 14 : Cinétique des réponses primaire et secondaire de I'allo-immunisation

feeto-maternelle

2-3-4- La fixation des IgG maternelles sur les hématies feetales et _
ses conséquences

Apres avoir atteint la circulation feetale, les Ac anti-D (anti-RH1) maternels se fixent a
la surface des hématies feetales sur les Ag correspondants. La figure 15 illustre ce
phénomene. S'ensuit la phagocytose, puis la lyse des hématies feetales sensibilisées par les Ac

IgG via leurs récepteurs Fc. La destruction des GR se fait surtout au niveau de la rate.
Mere Feetus
;‘ Hématies feetales Rh+

Barriére
- placentaire

Anticorps anti-D — =&
produits par la mere Antigéne D

Figure 15 : Passage des hématies foetales dans la circulation maternelle
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La pathogénicité des Ac IgG est fonction de :

— la quantité d'Ac ;

— [l'affinité de I'Ac pour son Ag spécifique ;

— la distribution et le nombre d'Ag présents sur I'hématie.

Le transfert actif des Ac a travers le placenta et la maturité fonctionnelle de la rate feetale a
phagocyter les hématies sensibilisées jouent également un réle dans la symptomatologie de la
maladie (47, 52).

Seules les IgG1 et les IgG3 sont responsables de maladie hémolytique périnatale.
Chacune de ces sous-classes d'IgG ayant des caractéristiques particulieres. En effet, les [gG1
peuvent traverser le placenta en grand nombre dés la 20° semaine d’aménorrhée (SA), alors
que les IgG3 passent dans la circulation feetale entre la 28° et la 32° SA. Les IgG1 peuvent
donc provoquer une anémie plus sévere que les IgG3, mais les [gG3 entrainent une
augmentation du taux de bilirubine sérique plus élevé que les IgG1 (47).

Récemment, il a été suggéré que I'implication des IgG dans la maladie hémolytique
périnatale serait liée a un récepteur des IgG, le FcRn (« neonatal Fc receptor »). 1l s'agit d'une
molécule appartenant a la famille du complexe majeur d'histocompatibilité de classe I, qui
posséde trois propriétés, a savoir :

— protéger les IgG du catabolisme endothélial grace a sa fonction de recyclage ce qui

expliquerait la longue demi-vie des IgG, mais cette fonction est saturable ;

— orienter la biodistribution des IgG dans 'organisme grace a un mécanisme de
trancytose plutdt que vers le recyclage grace a la phosphorylation d'un résidu
sérine ;

— induire une coopération avec les FcyR classiques lors de la phagocytose et de la

présentation des complexes immuns (57).
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3- L'aspect clinique de la maladie hémolytique du nouveau-né

Dans la plupart des cas, il n'y a pas de manifestation apparente de la maladie avant la
naissance.

Lorsque des signes cliniques apparaissent chez la femme enceinte tel un hydramnios
(rétention de liquide), ceux-ci précedent le plus souvent la mort du feetus. Cependant, la mort
du feetus n'est pas toujours annoncée par des signes cliniques.

Apres la naissance d'un enfant atteint, plusieurs tableaux cliniques peuvent se
manifester. On retrouve de fagon constante une anémie plus ou moins importante, due a
I'hémolyse des globules rouges feetaux.

Les divers tableaux cliniques de la maladie hémolytique du feetus et du nouveau-né
qui peuvent &tre observés sont : l'anasarque foeto-placentaire, l'ictére simple et l'ictére grave

correspondant a l'ictére nucléaire (ces deux derniers tableaux concernant le nouveau-né).

3-1- La forme bénigne : 1'ictére simple

Les Ac de la mére fixés a la surface des hématies du feetus, provoquent la destruction
rapide des hématies feetales par phagocytose au niveau de la rate et de fagon moins importante
au niveau du foie. Pour compenser cette anémie, le foie produit un grand nombre
d'érythroblastes, ce qui se traduira par une hépatomégalie.

A la naissance, l'enfant présente vers le troisiéme jour une anémie intense et un
subictére dont l'apparition est progressive. La guérison est généralement spontanée apres

quelques jours (35, 52).

- 49 -

VELLUTINI Bianca
(CC BY-NC-ND 2.0)



3-2- La forme sévere : l'ictére grave

La bilirubine en grande quantité ne peut tre évacuée par l'organisme maternel et le
foie du nouveau-né est incapable de la métaboliser en raison d'un déficit physiologique en
enzymes de glycuroconjugaison. Lorsque l'anémie est trop importante, la bilirubine libre qui
en découle va s'accumuler dans le sang, étre prise en charge par 1'albumine pour son transport
plasmatique mais diffusera dans le milieu extravasculaire lorsque les capacités de son
transport par 1'albumine seront dépassées. L'accumulation de bilirubine libre, non conjuguée
sera toxique pour le cerveau au niveau des noyaux gris centraux. Cette toxicité se traduira par
des signes notamment neurologiques comme des crises hypertoniques avec mouvements
anormaux. On parlera alors d'ictére nucléaire.

Cet ictere survient tout de suite aprés la naissance et s'intensifie avec le temps. Il peut
étre associé a une hépatosplénomégalie et a des signes hémorragiques (ecchymoses,

pétéchies) (35, 52).

3-3- L'atteinte feetale grave : I'anasarque feeto-placentaire

Dans les incompatibilités les plus graves, I’anémie est trés importante et un syndrome
de rétention hydrique généralisée se manifeste accompagné dhypoprotidémie et

d'hypervolémie. On appelle ce syndrome I'anasarque feeto-placentaire.

Au stade précoce, l'enfant souffre d'insuffisance cardiaque fonctionnelle, ce qui
entraine une augmentation du débit cardiaque et de la pression hydrostatique responsable en

partie du syndrome cedémato-ascitique.

Au stade tardif, il y a hypertrophie hépatique et une insuffisance hépatique qui

concourt a la majoration du syndrome cedémateux.
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Ce syndrome est souvent associ¢é a une naissance prématurée de l'enfant, a des
cedeémes, a une paleur, et un subictére, une dyspnée, une hépato-splénomégalie, une ascite,

une insuffisance cardiaque, et a des signes hémorragiques.

Le pronostic vital est sombre méme si le traitement est bien conduit (51, 58).

Le tableau ci dessous présente un résumé de la chronologie des événements qui concourent a

la maladie hémolytique du nouveau-né.

Tableau VI : Chronologie des événements qui concourent a la maladie hémolytique du

nouveau-né en l'absence de traitement

Physiopathologie de I allo-immunisation foeto-maternelle anti-D en 'absence de mise en
oeuvre des mesures préventives

Enfant RhD+ de rang 1 :
contact GR feetaux - sang
maternel

l

Enfant EhD+ de rang = 2

Production d”Ac maternels
contre les Ag foetaux (0.1
ml de sang feetal suffit mais
reponse lente : quelques

Semaines) 1
1 Les Ac matemnels traversant le placenta en plus grande
Ac maternels se fixant sur quantité et se fixant sur les GR. fetaux
les globules rouges feetaux
via le placenta

Grossesses ultérieures avec des foetus RhD positif

Le passage d une quantite b:e-n moindre de GE déclenche
une réponse rapide et intense

Hémolyse foetale massive

l

GE. fetaux hémolysés dans
le foie et 1a rate du foetus
!

Anémie foetale.
Hyperbilimubinémie épurée
par I'organisme matermnel

Anémie foetale sévere Hyperbilinibinémie massive
1 epurée par 'orgamisme
Anasarque feto-placentaire maternel pendant la

grossesse mais non éliminée
Mort feetale in utero ou décés par le nouveau né
ala naissance

Ictere hemolyticque

Ictére nucléaire du nouveau-
ne
Decés on séquelles
psychomotrices graves
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PARTIE 11 : Le dépistage de 1'allo-immunisation anti-D
(anti-RH1) et le suivi des grossesses a risque

Depuis les années 60, pour éviter les complications liées a Il'incompatibilité
feeto-maternelle, un suivi rigoureux des femmes enceintes a ét€ mis en place dans le but
d'identifier les femmes a risque (femme Rhésus négatif porteuse d'un feetus Rhésus positif)
pour leur proposer une prophylaxie adaptée. Ce dépistage repose sur divers examens

biologiques qui sont régis par une législation rigoureuse.

1- Législation

La législation actuellement en vigueur repose sur l'arrété du 19 avril 1985 (60,
Annexe 1) qui définit les examens obligatoires a réaliser chez toutes femmes enceintes. Cet
arrété a été complété par la suite par le décret du 14 février 1992 (61) qui fut abrogé le 27 mai
2003. En 2005, le College National des Gynécologues et Obstétriciens Frangais (CNGOF) a
publi¢ ses recommandations de bonne pratique clinique sur la prévention de

I’allo-immunisation RhD (RH1) feeto-maternelle (34).

La loi prévoit actuellement :

— La détermination des groupes ABO RH, du phénotype RH KEL chez toutes les
primipares et les multipares qui n'auraient pas bénéficié de cet examen lors de leur
premiére grossesse ce qui permettra l'établissement d'une carte de groupe sanguin
définitive aprés une seconde détermination réalisée en fin de grossesse sur un

deuxieme prélévement ;
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L'information des femmes Rhésus négatif sur l'immunisation anti-D (anti-RH1)

(définition, dépistage, suivi, prévention) et ses conséquences ;
— La documentation du groupe Rhésus du conjoint doit étre effectuée ;

— Le génotypage du groupe Rhésus du feetus sera réalisé dés que possible pour limiter la
prophylaxie Rhésus aux femmes enceintes d'enfant Rhésus positif et un contrdle des
Ac irréguliers dans le sang maternel est instauré au 6°, 8°, 9° mois et lors de

l'accouchement pour toutes les femmes n'ayant pas eu de prophylaxie a la 28° SA ;

— Pour les femmes Rhésus positif et sans antécédents transfusionnels, une recherche

d'Ac irréguliers des le 2° mois et au cours des §° et 9° mois sera réalisée ;

— Pour celles ayant déja été transfusées, la recherche des Ac irréguliers aura lieu au 3¢,

6°, 8° mois et pendant I'accouchement ;

— Enfin, pour les femmes déja immunisées, des examens adaptés a la situation sachant
que les dosages devront étre effectués a intervalles rapprochés selon le type d'Ac

trouvé, leur concentration et le terme de la grossesse.

2- Recherche de « preuves » d'allo-immunisation utilisées pour le dépistage
de I'allo-immunisation anti-D (anti-RH1) feeto-maternelle

Les premicres techniques de dépistage sont apparues dans la deuxieme moiti¢ du XX°
siecle. Ces tests permettent soit la mise en évidence du passage des hématies feetales dans la
circulation maternelle (test de KLEIHAUER) soit la recherche des Ac irréguliers responsables
de l'allo-immunisation anti-D (anti-RHI1) (test indirect a l'antiglobuline humaine et autres

tests).
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2-1- Le test de KLEIHAUER

En 1957, Enno KLEIHAUER rédigea un article sur une nouvelle technique qui
permettait de mettre en évidence des hématies feetales présentes en tres faible concentration
dans le sang maternel (62).

Le test repose sur la propriété de I'hémoglobine feetale (Hb F) d'étre résistante en
solution acide contrairement a I'hémoglobine adulte (Hb A). Le frottis de sang maternel est
immerg¢ dans une solution acide, I'Hb A s'en trouve détruite mais pas I'Hb F. Puis le frottis est
coloré par 1'éosine, les hématies feetales apparaissent en rouge car leur hémoglobine est
intacte, alors que les hématies adultes, ¢luées de leur hémoglobine, apparaitront trés pales
(figure 16). Le rapport du taux d'hématies feetales sur le taux d'hématies adultes maternelles
permet d'estimer le volume de sang feetal présent dans la circulation maternelle. Ce rapport est
exprimé en nombre d'hématies feetales pour 10 000 hématies adultes sachant qu'une hématie
feetale correspond au passage de 0,5 ml de sang feetal dans la circulation maternelle. Le
résultat du test de Kleibauer permet d'adapter la dose d'Ig anti-D qu'il faudra injecter a la mére
pour détruire les GR feetaux et ainsi éviter qu'elle ne s'immunise (63).

Grace a ce test, on peut déterminer le risque réel d'immunisation de la mére par son

enfant et ainsi prévoir une prévention adaptée avec une simple prise de sang (62).
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(2] Dilution au 1/3  |3) Réalisation d'un

i) Passa dans 3 bains
dans NaCl 0,9% frotti et séchage 4 ==

(rincage a 'eau et séchage entre
chagque bain)

Y— I —Ix

Solution acide pH=3,2 hématoxilline €osine
(phosphate et citrate] 15 secondes 1 minute
5 minutes

(1) Prélévement
sanguin maternel

hématie feetale
foncée

(5] Observation

hématie maternelle : _
microscopique

pale

Figure 16 : Protocole pour la réalisation du test de KLEIHAUER

Figure 17 : Frottis apres la réalisation du test de Kleibauer ou I'hématie foetale apparait foncée

et 'hématie maternelle apparait pale
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2-2- Le test a l'antiglobuline humaine (anciennement test de COOMBS)

En 1945, Robert Royston Amos COOMBS (1921-2006), médecin immunologiste
britannique, décrivit le test a l'antiglobuline qui permet encore de nos jours la mise en
évidence d'Ig fixée sur les GR ou dans le sérum a I'aide d'une antiglobuline humaine (qui a la
particularité d'étre dirigée contre une immunoglobuline humaine). Ce test, qui portera le nom
de test de COOMBS (devenu test a 1'antiglobuline humaine), permettra de fagon plus générale
la recherche d'Ac irréguliers (66).

On distingue les tests a I'antiglobuline direct et indirect.

Le test direct a l'antiglobuline humaine consiste a mettre en évidence la présence
d'Ac fixés sur les érythrocytes. Aprés avoir €té extraits du plasma et lavés, les GR du patient
sont remis en suspension dans une solution saline ne contenant pas d'Ac libres et mis en
contact avec une antiglobuline. Si des Ac sont présents sur les GR, une agglutination des
hématies apparaitra (figure 18). Le test sera alors dit positif.

Ce test est utilisé sur les GR de l'enfant a sa naissance pour déterminer si l'enfant est

atteint ou pas de maladie hémolytique (67).

—
20 L~ K7 S
+ @
. P
&
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\_/
Antiglobulines Hématies fcetales Rh Agglutination

Figure 18 : Test direct a I'antiglobuline humaine
(pour les hématies RH1 et le anticorps anti-RH1)
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Le test indirect a I'antiglobuline humaine permet quant a lui la mise en évidence des
Ac irréguliers non agglutinants dans le sérum ou d'un Ag présent sur des érythrocytes.
La mise en ¢évidence dun Ac irrégulier correspond & une recherche d'anticorps
anti-érythrocytaire (RAI). On met en présence un sérum a tester et des érythrocytes portant
des Ag connus (ici des hématies RH:1). Si le sérum contient des Ac correspondant a ces Ag
connus, ceux-ci vont se fixer sur les érythrocytes sans les agglutiner. Il faudra ajouter, dans un
second temps, l'antiglobuline pour provoquer l'agglutination et ainsi révéler la présence d'Ac
irréguliers dans le sérum a tester (figure 19). Le test sera alors dit positif.

Ce test est utilisé pour vérifier I'immunisation maternelle.

Hématies Rh* Antiglobuline
= )- [N
o -
v| + “’i ﬁ_’g j i
Sérum contenant Fixation des anticorps
des aniicorps sur les hématies i
anti-Rh* mais pas d’agglutination Agglutination

Figure 19 : Test indirect a 1'antiglobuline humaine
(pour les hématies RH1 et le anticorps anti-RH1)

Ce test de Coombs indirect est aussi utilis¢ dans d'autres indications que
l'incompatibilité du groupe sanguin Rhésus entre la mere et son enfant. Il est indiqué lors
d'épreuve de compatibilité en transfusion. Le sérum du receveur est mis en présence des
érythrocytes du donneur. Si la réaction est positive, cela signifie qu'il existe un Ac dans le
sérum du receveur qui est incompatible avec les Ag portés par les hématies du donneur. La
transfusion envisagée est dite incompatible, malgré le fait que 1'on ignore quel systeme de

groupe sanguin est en cause.
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La mise en évidence d'un Ag permet la détermination d'un phénotype de groupe
sanguin. On met en présence des érythrocytes inconnus avec un Ac connu. S'il y a
agglutination, cela signifie que 1'Ag porté par les érythrocytes est de méme nature que 1'Ac

connu ajouté (67).

2-3- La recherche d'anticorps anti-érythrocytaires (RAI)

N. COSTEA (1962) et S.P. MASOUREDIS (1981) utilisérent des dosages
radioimmunologiques pour déterminer la quantité d'Ac irréguliers présents dans la circulation
maternelle. Ces méthodes d'analyse quantitative sont trés précises et sensibles, cependant
nécessitant 'utilisation de composés radioactifs, ces dosages seront peu a peu délaissés au
profit de techniques immunoenzymatiques (1).

Actuellement, la RAI est réalisée sur un échantillon de sang prélevé sur anticoagulant
et par test indirect a l'antiglobuline. Elle comporte toujours deux étapes : le dépistage puis
l'identification des Ac. Si le dépistage est positif, 1'épreuve d'identification est indispensable
pour déterminer la nature et la spécificité des Ac présents. Si les Ac identifiés sont passibles
d’entrainer une MHNN, la RAI avec identification, titrage et dosage pondéral sera réalisée
toutes les trois a quatre semaines jusqu'a la 20° SA puis au-dela tous les 15 jours ou plus si

nécessaire (47).
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3- Le dépistage de I'allo-immunisation feeto-maternelle anti-D
(anti-RH1) : les étapes

En pratique, ce dépistage comporte la détermination du groupe sanguin de la mére puis
du pére, I'¢tude des Ac immuns maternels, la détermination du phénotype et du génotype du
feetus. Chaque étape de ce dépistage doit respecter 1'arrété du 26 avril 2002 modifiant 'arrété
du 26 novembre 1999 relatif a la bonne exécution des analyses de biologie médicale

(Annexe 2).

3-1- La détermination du groupe sanguin de la femme enceinte

I1 est essentiel pour détecter les patientes a risque. Le groupage sanguin ABO RH et le
phénotype RH KEL sont effectués a l'aide de deux déterminations pratiquées sur deux
prélevements différents. Ces deux déterminations doivent étre réalisées par le méme
laboratoire d'analyse de biologie médicale pour établir une carte de groupe sanguin receveur
valide.

Si la patiente est RH:1, deux RAI seront effectuées : une en début de grossesse et
l'autre en fin de grossesse afin de vérifier I'absence d'éventuelle allo-immunisation.

Si la patiente est RH:-1, les RAI effectuées au cours de la grossesse seront plus
nombreuses : une lors de la premiere consultation prénatale puis au cours du 6°, 8 et 9° mois

de grossesse (35).

Le tableau ci-dessous présente le calendrier des RAIL
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Tableau VII : Calendrier des RAI selon l'arrété du 19 avril 1985 et les recommandations de

bonne pratique clinique du CNGOF

Femme enceinte Date des RAI

Femme RH1 primigeste sans antécédent | Avant la fin du 3° mois
transfusionnel Au cours du 8° ou 9° mois

Femme RH1 primigeste avec antécédent |Avant la fin du 3° mois
transfusionnel Au cours du 6° mois

Au cours du 8° mois

Au cours du 9° mois

Avant la fin du 3° mois

Au cours du 6° mois

Au cours du 8° mois

Femme RH:-1 Au cours du 9° mois

Avant l'injection d'immunoglobuline anti-D
Dans les huit semaines suivant
I'accouchement

Chez toutes les femmes En cas de besoin transfusionnel
Femmes allo-immunisées RAI réguli¢rement avec titrage et dosage
pondéral

3-2- La détermination du groupe sanguin du pére

La détermination du groupe sanguin paternel est nécessaire pour appréhender le
risque. Si le pere est RH:-1, I'enfant ayant le méme Rhésus que ses deux parents, il n'y aura
pas d'allo-immunisation anti-RH1. En revanche, si le pére est RH:1, il faudra déterminer s'il
est homozygote (dans ce cas, tous les enfants a naitre seront Rhésus positifs) ou hétérozygote

(47).
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3-3- L'étude des anticorps immuns maternels

Le risque d'hémolyse in utero est évalué par 1'étude des antécédents obstétricaux et
celle des Ac dont le titre et la concentration augmentent significativement au cours d'une
grossesse incompatible. Il est donc essentiel que toute femme enceinte immunisée soit prise
en charge par un service spécialisé dans le diagnostic anténatal et d'immunohématologie
référent pour ce domaine (47).

L'é¢tude des Ac immuns est réalisée par le test indirect a l'antiglobuline. Cette étude

comporte un titrage et un dosage pondéral.

3-3-1- Le titrage des anticorps

L'apparition d'Ac irréguliers lors de la grossesse est généralement un argument en
faveur d'un conflit feeto-maternel. Lorsque des Ac irréguliers ont ét€ mis en évidence dans le
sang maternel, il est indispensable de réaliser un titrage des Ac en tube dans un milieu salin
par test indirect a I'antiglobuline, et un suivi de ces Ac tous les mois puis tous les 15 jours a
partir de 20-24 SA en comparant leurs taux aux titrages précédents. La conservation des
¢chantillons séquentiels par le laboratoire effectuant les titrages permet de réaliser des titrages
comparatifs. Divers parametres peuvent influer sur le résultat du titrage. Il s'agit de la
concentration en Ag et en Ac, des réactifs et de la méthode de lecture utilisés, de la constante
d'affinité de I'Ac. De ce fait, cette méthode reste insuffisante et peu performante car seule la
concentration des Ac capables de se fixer aux hématies-test est prise en compte. De plus, le
titrage est peu reproductible d'un laboratoire a un autre et doit donc étre réalisé toujours dans
le méme laboratoire.

Le titre d'Ac immuns dans le sang maternel ne permet pas d'évaluer précisément la
gravité de l'atteinte foetale. Cependant pour les anti-D (anti-RH1), le seuil dangereux a été fixé

au 1/16° (35, 47).
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3-3-2- Le dosage pondéral

Ce dosage est utilisé pour I'Ac anti-D (anti-RH1). Il exprime la concentration des Ac
en ug/mL par rapport a un étalon standard anti-D (anti-RH1) soit la concentration réelle anti-
D (anti-RH1) dans le sang maternel. Réalisée des la 12° SA, cette technique d'agglutination
est automatisée, reproductible et peu dépendante de la constante d'affinité. Si le taux d'Ac
augmente, la grossesse est conflictuelle. Le dosage de I'Ac sera répété tous les mois, puis a
partir de la moiti¢ de la grossesse tous les 15 jours ou davantage si nécessaire. Pour les anti-D

(anti-RH1), le seuil dangereux est déterminé a 0,7 ug/mL (35, 47).

3-3-3- L'association dosage pondéral et titrage

Cette association permet une meilleure évaluation du risque d'hémolyse in utero di a
l'allo-immunisation feeto-maternelle car le risque est fonction de la concentration et de
l'affinit¢ de I'Ac anti-D (anti-RH1). Elle permet aussi de diminuer les gestes invasifs, de
préciser a quel moment il faudra les pratiquer et de détecter les réactivations qui se produisent

pour la moitié des grossesses incompatibles (47).
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3-4- La détermination du phénotype foetal

Si le pere de l'enfant est hétérozygote pour le géene D (RHI1) du systéme rhésus, il
existe un doute quant au phénotype Rhésus du feetus. Dans ce cas-la, il est nécessaire de
déterminer le phénotype feetal pour savoir si la grossesse est a risque et ainsi adapter la
prophylaxie. On peut l'effectuer précocement par biopsie du trophoblaste, par amniocentése
ou plus tardivement, a partir de sang du feetus. Mais le geste pratiqué pour le prélevement est

potentiellement dangereux et donc déconseillé (47).

3-5- La détermination du génotype feetal

Depuis pres de 20 ans, la détermination du génotype feetal est possible par polymerase
chain reaction (PCR) sur liquide amniotique des la 14° SA (69).

La présence d'ADN fcetal dans le liquide amniotique ayant été démontrée, il s'agissait
donc d'amplifier par PCR les séquences du géne Rhésus sur le chromosome 1, pour arriver au
génotype foetal.

Contrairement aux pratiques évoquées plus haut, le risque traumatique li¢ a

I'amniocentese est limité, mais non nul (47).
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3-6- Résume des étapes du dépistage de 1'allo-immunisation anti-D (anti-
RH1) de la femme enceinte (figure 20)

Déclaration de grossesse : groupe sanguin ABO et phénotype Rhésus

Feetus Rh+
Femme Rh+ Femme Rh+ Femme Rh-
. . . i Femme Rh- . -
jamais transfusée polytransfusée immunisée
RAT au : RAT au : Phénotype du Identifier
3* mois 2%, 6%, 8%, 9° mois procréateur l'agglutine et son
8° et 9° mois + accouchement et génotype foetal degré de risque

P [

|F0:tus Rh-l ‘Fo:tus Rh+ Phénotype du
procréateur
RI?I m.] ; RAT au: Phénotype Phénotype
e3 mols 3° et 6° mois incompatible compatible
8% et 9° mois
Titrage + dosage pondéral RAT

tous les 15 jours

. selon calendrier
Titrage mensuel

Figure 20 : Dépistage de l'incompatibilité foeto-maternelle Rhésus adapté d'apres Lansac J. et
al., 2003
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4- Avancées récentes dans la détermination du génotype feetal et
ses conséquences

Depuis ces derniéres années, une nouvelle technique de dépistage a été mise au point
pour déterminer le génotype du feetus. Cette technique est non invasive, car le prélévement ne

nécessite qu'une prise de sang chez la mére, donc sans risque pour le feetus et la mére.

Cette nouvelle approche repose sur 3 éléments fondamentaux :

— laprésence d'ADN fcetal libre dans la circulation maternelle ;

— le développement de techniques de "Polymerase Chain Reaction" (PCR) en temps
réel ayant des niveaux de sensibilité et spécificité supérieurs aux autres techniques

d’amplification ;

— la présence du gene recherché dans le génome fcetal et son absence du génome

maternel (70).

4-1- L'ADN fcetal libre circulant

En 1997, YYM.D. LO et son équipe ont mis en évidence la présence d'ADN fcetal dans
la circulation maternelle chez une femme enceinte d'un feetus de sexe masculin (71). Aprés
extraction de I'ADN total du prélévement, une séquence spécifique du chromosome Y fiit

amplifiée, séquence ne pouvant appartenir qu'au feetus.

Y.M.D. LO et son équipe ont observé que ' ADN feetal apparaissait précocement dans
la circulation sanguine au cours de la grossesse et qu'il était possible de détecter cet ADN

foetal dés la 6°™ semaine de grossesse (72).
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La quantit¢ d'ADN feetal augmente de manicre croissante au cours de la grossesse ;
elle est estimée a 3,4% de ' ADN plasmatique total maternel au 1° trimestre de grossesse, soit
25 équivalents génome feetal/mL de plasma maternel, 6,2% soit 100 équivalents génome

feetal/mL de plasma maternel au 3° trimestre de grossesse (72).

Y.M.D. LO constata en 1999 que I'ADN feetal libre était éliminé de la circulation
maternelle dans sa totalité 48 heures apres 1'accouchement. L'ADN fcetal étudié est donc bien

celui de I'enfant a naitre et non pas celui d'un enfant d'une précédente grossesse (73).

4-2- La technique du génotypage feetal RhD (RH1) sur sang maternel

La méthode utilisée permet la détermination des la 10-12 SA du génotype RhD (RH1)
feetal a partir de I'ADN libre présent dans le sang maternel. L'ADN fcetal est extrait du sang

maternel, puis amplifié¢ et étudié.

Pour extraire I'ADN feetal, on réalise une étape de lyse des cellules, puis on élimine les
protéines, le mélange réactionnel est ensuite déposé sur une colonne fixant 'ADN. Apres
plusieurs lavages, I'ADN sera ¢lué. Pour chaque série d'extraction, on inclut aux échantillons
des patientes un controle positif (soit du plasma de patient RH:1), un contrdle négatif (soit du
plasma de patient RH:-1) et un controle blanc (soit 500 pL d'eau remplagant le plasma). Ces

controles permettront la vérification de la qualité et du rendement de I'extraction (74).
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Aprées l'extraction, on réalise la PCR en temps réel. La PCR est une technique particuliere
d'amplification d'une séquence choisie d'ADN caractérisée par 3 phases a des températures
différentes qui sont :

— La dénaturation, réalisée a 95°C, qui aboutit a la rupture de la double hélice
d'ADN et a la formation de deux simples brins d'ADN ;

— L'hybridation, réalisée entre 40°C et 65°C, qui va permettre la fixation des
amorces d'ADN sur les simples brins d'/ADN selon le principe d'appariement des
bases complémentaires pour amplifier une séquence d'ADN choisie ;

— L'élongation, réalisée a 72°C, qui conduit a I'amplification d'une séquence d'ADN
par ajout successif de désoxyribonucléotides présents dans le mélange en large
exces.

Ces trois étapes forment un cycle et pourront étre répétées jusqu'a l'obtention d'un nombre

suffisant de copies (voir figure 21).

Dénaluration
1% =95

L'ADN génomique est représente
en blen.
Hybridation ITE région Ide IADII\ génomique qud
[*— 55 l'on souhaite amplifier est
{par exemple) représentée en
Les amorces de PCE. sont
représentées en vert.

Synlhése
[* =i

Figure 21 : Principe de la polymerase chain reaction (PCR)
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Dans la population caucasienne, la cause la plus commune du manque d'expression de
l'antigéne D (RH1) est la délétion compléte du géne D (RH1). La détection de séquences
spécifiques au gene D (RH1) dans le plasma d'une femme RH:-1 indique que son feetus est
RH:1. Dans ce cas-la, I'amplification de 1'exon 10 permettra de déterminer le génotype RhD
(RHT) du feetus. Cependant, dans d'autres populations, le géne D (RH1) a plusieurs variants
qui peuvent conduire a des erreurs. La figure 22 nous montre que dans les populations
africaines, les patients peuvent présenter un pseudogéne D (RH1) tout en étant RH:-1. Ce
pseudogene peut modifier le résultat final. Pour éviter cela, il suffit d'amplifier les exons 4 et

5 qui sont différents de ceux portés par le géne D (RH1) (35).

a RhD-postive genome

RHD SMP1
Upstraam Dswnstream l

|
$ Rhosus box

Amplification Amplification
Exon 4 et Exon & Exon 10

b RhD-negative genome (Caucasian)

> OO DR

+ Hybrid Rhesus box
Pas d'amplification o Y

des Exons 4, 5at 10

¢ RhD-negative genome (African)
HHL)

Missense mulations —— ~— Nonsense mutation

Hi
B2 172 37475 167 82920 — >UHEEHEEE

-

f

Amplification
Exon 10

37 bp duplication

Pas d'amplification
des Exons 4et 5

Figure 22 : Organisation génomique du systéme Rhésus et séquences amplifiées lors de la

détermination du génotype foetal
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4-3- Utilisation en 2012 du génotype foetal RH-D (RH1) sur sang_
maternel

Actuellement, cette méthode n'est réalisée que dans des centres spécialisés et seules
certaines patientes peuvent en bénéficier, en particulier les femmes RH:-1 ayant déja une

allo-immunisation (74).

En 2005-2006, un kit de premicére génération a été développé pour aider a la
généralisation de ce test. Il s'agit du kit free DNA fetal kit®. Ce test cible trois régions
distinctes du gene D (RH1) : les exons 5, 7 et 10, afin de détecter trés spécifiquement le plus

grand nombre de variants du gene (76).

Si cette technique reste d'utilisation limitée, cela est sans doute dii a l'absence de
standardisation des techniques, 1'absence de kit commercial pour une diffusion en dehors de

centres treés spécialisés et I'absence de remboursement du test par la sécurité sociale (34).

A l'avenir, toutes les femmes RH:-1 devraient pouvoir bénéficier de ce test, ce qui
permettrait de mieux cibler la population a risque et ainsi de limiter le nombre de femmes a

traiter et de ce fait réduire le colt de la prophylaxie.
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PARTIE 111 : L'évaluation de l'atteinte foetale — L.a prise
en charge du feetus et du nouveau-né

Lorsque la mére est immunisée vis-a-vis d'un Ag érythrocytaire de son feetus, une

surveillance accrue de I'état feetal doit étre réalisée pour une prise en charge précoce.

1- Evaluation de 'atteinte du feetus

L'évaluation de l'atteinte comporte une évaluation de la sévérité¢ de I'anémie et une

¢valuation de I'état général du feetus.

1-1- Evaluation de 1'anémie

L'anémie est le premier symptome de la MHNN. Plus vite 'anémie sera contrdlée,

moins grave sera l'atteinte feetale représentée par 1'anasarque feeto-placentaire.

L'anémie est évaluée sur le taux d'hémoglobine feetale.

1-1-1- Le taux d'hémoglobine et la cordocentese

La cordocentese est le prélevement de sang feetal par ponction directe du cordon
ombilical. Elle permet l'analyse directe du sang feetal et la détermination précise du taux
d'hémoglobine en dehors de toute contamination de l'échantillon par du sang maternel. La
cordocentese est réalisée a partir de la 18° SA et jusqu'au terme de la grossesse. Toutefois, les

risques liés a 'abord vasculaire du feetus oblige la limitation de son utilisation aux situations
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d'hémolyse sévere. En effet, la cordocentése comprend deux risques majeurs : la morbidité

feetale estimée entre 0,8 et 3,1% et la réactivation de I'immunisation chez la mére (35, 51).

1-1-2- Bilirubinamnie et indice de Liley

En 1956, D.C. BEVIS montra qu'il était possible de mesurer la concentration de
bilirubine dans le liquide amniotique avec une technique spectrophotométrique. La gravité de
la. MHNN ¢étant directement liée a la concentration de la bilirubine dans le sang,

I'amniocentese, est entrée dés lors dans le protocole de détection de la gravité de cette maladie

(D.

Le dosage de la bilirubine est réalisé a la longueur d'onde de 450 nm. Cependant, il
faut savoir que la bilirubinamnie est plus liée a l'intensité de I'anémie qu'a sa sévérité. Ainsi
une bilirubinamnie élevée peut étre due a une hémolyse intense mais récente donc sans
anémie importante, alors qu'une anémie sévere liée a une hémolyse chronique peut entrainer
une bilirubinamnie faible. Le dosage est réalisé dés la 24°™ SA et jusqu'au terme de la
grossesse. L'indice optique obtenu a 450 nm est ensuite reporté sur le diagramme de Liley

(Figure 23).
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En fonction du nombre de semaines de gestation, on distingue 3 zones sur le diagramme de

Liley qui déterminent le comportement a tenir :

— lazone 1 correspondant a I'absence d'anémie feetale ;

— la zone 2 correspondant a une absence d'anémie sévere dans la partie inférieure du
diagramme et a une anémie présente mais rarement séveére dans la partie
supérieure. Dans cette zone, une surveillance rapprochée échographique et
biologique sera instaurée. Dans certains cas se situant dans la partie supérieure de
la zone et si le feetus est mature, 1'extraction de ce dernier pourra étre envisagée.

— la zone 3 correspondant a une anémie sévere avec risque d'atteinte majeure et de
mort in utero en l'absence de traitement. Si le foetus n'est pas mature, il sera
recommandé de réaliser une a plusieurs transfusions. Si le foetus est mature,
l'accouchement prématuré sera envisage.

(77, 78)

DIAGRAMME DE LILEY
Indice optique

Zone 3
danger de mort in utero

i
A ge de la grossesse

Figure 23 : Diagramme de LILEY

Cette pratique est presque abandonnée au profit de la surveillance par le doppler du pic

systolique de vélocité de l'artére cérébrale moyenne.
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1-1-3- Doppler cérébral

Une nouvelle technique pour évaluer le degré d'anémie du feetus a vu le jour ces
derniéres années. Contrairement aux autres méthodes, celle-ci est non invasive donc sans

risque pour la meére et le foetus et elle est également tres fiable.

I1 a été constaté que l'installation d'une anémie chez un foetus se manifestait par une
diminution de la viscosité sanguine et une augmentation du débit cardiaque foetal. Pour
quantifier ces variations et permettre le diagnostic d'une anémie, les scientifiques ont décidé
d'analyser ces flux artériels grace au doppler. C'est l'artére moyenne cérébrale (AMC) qui a
¢été retenue pour ¢tudier ces flux car elle est facile d’acces et il existe une faible variabilité
dans les mesures obtenues par différentes équipes. Le paramétre utilisé pour évaluer le degré
d'anémie est le pic systolique cérébral de I'artére moyenne cérébrale (PSC-AMC) qui peut étre

mesuré entre la 165™ SA et la 35 SA (figure 24) (35, 79).

Figure 24 : Mesure du pic de vitesse systolique au niveau de l'artére cérébrale moyenne

La valeur du PSC-AMC obtenue est ensuite exprimée par rapport & une valeur
médiane de la population du méme age gestationnel donné par les références publiées. On
obtient le MoM (multiple of median) du feetus (35, 80). La figure 25 montre le degré de

l'anémie en fonction de la valeur du MoM et permet de déterminer la conduite a tenir.
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Figure 25 : Degré de 1'anémie en fonction de la valeur du MoM

Selon 1'¢tude de G. MARI et ses collaborateurs, cet examen peut aussi étre utilisé pour

déterminer le risque de réapparition d'une anémie feetale aprés transfusion in utero (81).

1-2- Evaluation de I'état général

La surveillance de I'état général du feetus est une étape importante pour permettre la
détection le plus précocement possible de symptomes liés a l'allo-immunisation

feeto-maternelle.

1-2-1- L'échographie

Lors d'une grossesse compliquée par une allo-immunisation, la surveillance
¢chographique doit étre systématique. Elle doit étre réalisée précocement au cours de la
grossesse et répétée régulierement. En dehors de la détermination précise du terme de la
grossesse, de I'é¢tude de la morphologie feetale et de la surveillance de la bonne croissance

feetale, cet examen permet de dépister précocement les signes d'un état d'anasarque.
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Le syndrome précoce de décompensation est caractérisé par la présence d'au moins 1'un des

signes suivants :

anses intestinales anormalement échogénes

— visualisation de la paroi intestinale

— hépatomégalie

— oedeme cutané au niveau du crane et des membres

— ascite débutante

— discret épanchement péricardique

— exces modéré de liquide amniotique

— augmentation de 1'épaisseur placentaire.
La présence de ces signes constitue une preuve de I'anémie feetale avec un taux d'hémoglobine
inférieur a 8g/dL. Lorsque ce taux est inférieur a 5g/dL, on est en présence d'un anasarque.
L'échographie manque de sensibilité. Tout signe doit étre pris en considération, et en fonction

de la situation (I'importance de I'immunisation de la mére par exemple), les examens devront

étre rapprochés (51).

1-2-2- Rythme cardiaque

L'étude du rythme cardiaque du feetus n'est nécessaire que lorsqu'il existe des signes
d"atteinte de ce dernier. L'enregistrement du rythme cardiaque foetal peut étre réalisé des la
24-25° SA. Selon la gravité de 1'état du feetus, ces enregistrements seront répétés plusieurs fois
par jour. La présence d'un rythme micro-oscillant, d'une tachycardie ou d'un rythme sinusoidal
(figure 26) est signe d'une souffrance feoetale et impose le plus souvent l'accouchement

prématuré de I'enfant par césarienne (35, 68).
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Figure 26 : Tracé d'un rythme sinusoidal chez un feetus présentant une anémie sévere

2- Prise en charge du feetus anémié

La prise en charge du foetus anémié comporte deux axes :

les transfusions sanguines avant la 30° SA pour limiter les conséquences de

'anémie chez le feetus qui n'est pas viable ;

l'accouchement prématuré apres la 30° SA soit par les voies naturelles soit par

césarienne.

2-1- Les transfusions

Les transfusions ont pour but de corriger les effets de la maladie hémolytique en

apportant au feetus in utero des GR compatibles. Elles sont réalisées grace a une ponction de

la veine ombilicale sous controle échographique.
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Le sang transfusé doit répondre a un certain nombre d'exigences :

— les GR doivent étre du groupe O RH:-1 et de phénotype identique a celui de la
mere pour les systémes antigéniques les plus immunogenes ;

— les concentrés de globules rouges (CGR) doivent étre frais (de moins de 7 jours) et
irradiés avec un hématocrite le plus é€levé possible pour limiter le volume a
transfuser sans qu'il dépasse de 4 fois I'hématocrite initial afin d'éviter tout risque
de décompensation cardiaque dii a une forte augmentation de la viscosité
sanguine ;

— les CGR doivent étre testés pour les virus de I'hépatite B et C (VHB et VHC), le
cytomégalovirus (CMV), le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) et la

syphilis.

La premiére transfusion peut étre réalisée au plus tot a partir de la 18-20°™ SA. Le
rythme de ces transfusions est fonction du taux d'hémoglobine initial et de celui atteint en fin
de transfusion ainsi que des résultats du doppler au niveau de l'artére cérébrale. Ces
transfusions sont réalisées en moyenne toutes les 2 a 4 semaines jusqu'a la décision de faire
naitre I'enfant.

Ils existent deux autres méthodes de transfusion si l'abord veineux était difficile, qui
sont l'abord intravasculaire ou la voie intrapéritonéale. Cependant ces méthodes comportent
des risques vasculaires, obstétricaux, infectieux et d'immunisation chez la mere. Elles ne sont

indiquées que lors d'anémie sévere ou d'anasarque feetal (51, 52, 68).
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2-2- I'accouchement prématuré

Cet accouchement est indiqué pour les patientes dont le feetus est peu atteint au début
du 8™ mois, mais menacé si la grossesse se poursuit et pour les patientes dont le feetus a
bénéfici¢ de transfusions in utero. Il ne peut étre envisagé que lorsque les fonctions
pulmonaires du feetus sont estimées suffisamment matures.

En cas de souffrance foetale ou d'échec de la transfusion feetale, 1'accouchement
prématuré est réalisé avant la 34°™ SA. Il est toutefois recommandé d'attendre au moins la
30°™ SA afin de réduire les risques de mortalité et morbidité post-natales. Si le principe
d'extraction feetale prématurée est envisagé, il est nécessaire de prévoir une corticothérapie
afin de permettre la maturation pulmonaire.

Aprés la 34°™ SA, si le risque feetal est élevé, une naissance prématurée peut étre
facilement envisagée. Le mode de naissance (déclenchement ou césarienne) sera fonction du
degré de gravité supposé de I'allo-immunisation, des signes de mauvaise tolérance feetale et
des conditions cervicales. Un accouchement par césarienne est souvent envisagé lorsqu'il y a
souffrance foetale aigué par anémie majeure ou lorsqu'il y a des complications liées aux gestes
invasifs (51, 52).

L'accouchement prématuré doit absolument avoir lieu dans un centre spécialis¢ avec

un niveau de soins adapté¢ a la pathologie de l'enfant.
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3- Prise en charge du nouveau-né en cas d'ictére

La complication majeure d'un ictére a bilirubine libre est une atteinte des noyaux gris
centraux cérébraux par la bilirubine. Afin d'éviter cette complication, une surveillance
régulicre et particuliére devant une hyperbilirubinémie doit étre mise en place. L'évaluation de

l'intensité de l'ictére est d'abord visuelle :

— si le visage de l'enfant est jaune, la bilirubinémie est estimée entre 51 et 137

umol/L ;

— i le visage et le tronc de l'enfant sont jaunes, la bilirubinémie se situe entre 154 et

325 umol/L ;

— si le visage, le tronc et les jambes sont jaunes, on estime la bilirubinémie

supérieure a 325 pumol/L ;

Cependant, 1'évaluation visuelle peut sous-estimer l'intensité de I’ictére. On utilise
alors la bilirubinométrie transcutanée, technique facile d'utilisation et non traumatisante. Si la

courbe de la bilirubine est fortement €élevée, un dosage sanguin devra étre réalisé.

Un ictére ne peut €tre traité qu'aprés la naissance de l'enfant. La photothérapie,
technique a caractére non invasif et de mise en ceuvre relativement simple, est le traitement de
choix en cas d'ictére modéré. Si l'ictére est trop sévere et que la photothérapie ne suffit pas, on
peut étre amené a réaliser une exsanguino-transfusion. Le tableau VIII montre les indications

de la photothérapie et de l'exsanguino-transfusion .
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Tableau VIII : Choix du traitement selon le taux de bilirubine totale

Photothérapie Exsanguino-transfusion
Nouveau-né ";‘;i‘;me > 2500g 320 - 350 pmol/L 400 - 430 pmol/L
Nouveau-né a terme > 2 500g 230 - 300 pmol/L 350 - 370 pumol/L

malade ou avec hémolyse

Prématuré de 35 ou 36
semaines ou nouveau-né a 200 - 260 pmol/L 270 - 320 pmol/L
terme < 2 500g

Depuis quelques années, des traitements médicamenteux ont été mis au point. Ces

molécules s'ajoutent a I'arsenal thérapeutique déja existant pour lutter contre l'ictére (83, 84).

3-1- La photothérapie

Tout ictere débutant avant 24 heures de vie doit étre considéré comme pathologique et
donc traité. Au-dela de 24 heures, l'indication dépendra de l'intensité de l'ictére et de son
évolution en 8 heures. Les indications de la photothérapie sont fonction du taux de bilirubine
totale, de 1'age de l'enfant apres sa naissance et du nombre de semaines de gestation (figure

27).
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Figure 27 : Indication de la photothérapie chez les nourrissons hospitalisés de 35 semaines ou

plus

La technique a pour but de maintenir le taux de la bilirubine libre en dessous du seuil
qui nécessiterait une exsanguino-transfusion. Elle agit en rendant la bilirubine libre
hydrosoluble par photo-isomérisation. Cette modification des propriétés chimiques de la

bilirubine va prévenir sa pénétration dans les cellules cérébrales et favoriser son élimination

rénale.

Il existe plusieurs types de photothérapie selon l'intensit¢ du rayonnement et la
longueur d'onde utilisées (la standard a fibre optique Bilibed® ou l'intensive berceau 360° de
Mediprema®). L'efficacité de la photothérapie est fonction de l'intensité¢ de la lumicre, la
distance entre la source de lumicre et l'enfant, et la surface corporelle atteinte par la

photothérapie. C'est la photothérapie a la lumicre bleue qui est la plus efficace car elle est
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absorbée au maximum par le pigment jaune. Il est préférable d'utiliser la photothérapie
discontinue, aussi efficace que la continue, mais moins perturbante pour I'enfant et favorisant

le contact avec les parents.
Pour une séance de photothérapie, il faut respecter les points suivants :

— l'enfant ne doit étre vétu que d'une couche et la plus petite possible ;

— Il'enfant doit porter des lunettes spéciales opaques maintenues par un surgifix afin

de protéger ses yeux ;

— la mise en marche de l'appareil doit étre faite a l'intensité prescrite qui est fonction

du poids de l'enfant et de I'intensité de l'ictére ;

— assurer une variation réguliére des positions de 1'enfant afin d'exposer I'ensemble

de son corps de mani¢re homogene.

Afin d'éviter toutes éventuelles complications, il faut :

— veiller a une bonne hydratation de l'enfant pour palier & une ¢éventuelle

déshydratation (augmenter la ration hydrique de 15 a 20%) ;

— mettre des gouttes de sérum physiologique dans les yeux de I'enfant plusieurs fois
par jour pour éviter tout risque de déshydratation de la cornée ou de

conjonctivites ;

— surveiller réguli¢rement la température de l'enfant pour prévenir une éventuelle

hyperthermie, surveiller la fréquence cardiaque et respiratoire 4 fois par jour ;

— faire une bilirubinémie réguliérement afin de constater 'efficacité du traitement
(toutes les 8 a 12 heures) sachant que la bilirubine transcutanée ne peut pas étre

utilisée pendant et aprés une photothérapie ;
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surveiller le poids de I'enfant ;

surveiller le nombre et 1'aspect des selles ainsi que la couleur des urines (82, 86).

Lorsque le taux de bilirubinémie atteint le seuil critique puis le dépasse, une exsanguino-

transfusion doit étre pratiquée.

3-2- 'exsanguino-transfusion

Cette technique a 4 objectifs :

¢liminer les globules incompatibles non encore détruits par les Ac maternels,

diminuant ainsi I'hémolyse ;

apporter des GR compatibles pour corriger I'anémie ;

¢liminer une grande partie des Ac maternels passés dans la circulation feetale ;

¢liminer la bilirubine qui est le produit de dégradation de 1'hémoglobine résultant
de I'hémolyse et ainsi éviter toutes les complications liées a une

hyperbilirubinémie.

C'est une intervention visant a remplacer le sang de l'enfant par du sang provenant de

plusieurs donneurs par soustractions et injections successives de petits volumes dans un

vaisseau (51, 87).

C'est en 1946 que H. WALLERSTEIN décrit pour la premiére fois l'exsanguino-

transfusion du nouveau-né par voie ombilicale (88). Il y a quelques années, les exsanguino-

transfusions étaient réalisées avec du sang total. Cependant, I'hnématocrite de cette préparation

étant parfois trop faible pour des enfants en situation d'hémolyse et la nécessité d'épargner les

produits sanguins ont eu raison de cette pratique. Depuis les années 90, c'est du sang

reconstitu¢ qui est utilisé pour I'exsanguino-transfusion et qui provient d'un concentré¢ de

globules rouges (CGR) et d'un plasma frais congelé (PFC).
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Les exsanguino-transfusions sont réalisées généralement en 1 a 2 heures par la technique
usuelle d'échanges successifs isovolumiques de 5 mL/kg par voie veineuse ombilicale sous
surveillance cardio-respiratoire. Le volume échangé est habituellement le double de la masse

sanguine (87).

L'exsanguino-transfusion comporte cependant de nombreux risques tels que hypocalcémie,
hyperkaliémie, thrombopénie, hypervolémie, infections dues aux produits dérivés du sang, ...
Elle n'est utilisée que pour des incompatibilités Rhésus séveres ou elle demeure la seule
thérapie apres échec de la photothérapie et la seule fagon de rétablir rapidement une

normovolémie avec un taux d'hématocrite correct (51).

Les indications de 1'exsanguino-transfusion sont présentées dans la figure 28.
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= Utiliser la bilirubine totale. Ne pas soustraire la bilirubine réactive directe ou la bilirubine conjuguée.
= Chez les nourrissons en santé de 35 & 37*% semaines (risque modéré), on peut personnaliser

150 T le seuil d'exsanguinotransfusion d'aprés I'age gestationnel exact.
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Figure 28 : Indication de l'exsanguino-transfusion chez les nourrissons hospitalisés de 35

semaines ou plus
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3-3- Les traitements médicamenteux

Un traitement pharmacologique peut étre associ¢ aux précédents si nécessaire. Il
consiste a administrer des agents chimiques visant a augmenter 1'élimination de la bilirubine

ou a diminuer sa synthese.

3-3-1- Les inducteurs de la glycuronyl-transférase

La glycuronyl-transférase est une enzyme détoxifiante présente au niveau du tissu
hépatique. Sa principale fonction est la transformation de la bilirubine libre en bilirubine

conjuguée qui va favoriser son élimination.

Les molécules utilisées pour augmenter 1'élimination de la bilirubine font partie de la

classe des inducteurs de la glycuronyl-transférase et augmentent le flux biliaire.

Le phénobarbital (GARDENAL®) favorise la synthése des protéines Y et Z ainsi que
la synthese de I'enzyme glycuronyl-transférase. Les protéines Y et Z assurent le transport de la
bilirubine libre a I'intérieur de I'hépatocyte. Cette molécule a été utilisée pendant quelques
années mais est actuellement abandonnée dans cette indication pour ses nombreux effets

indésirables.

Le clofibrate (LIPAVLON®) favorise la synthése de la glycuronyl-transférase. Les
résultats obtenus avec cette molécule permettaient de diviser par deux les indications de la
photothérapie. Mais la molécule a été récemment retirée du marché et n'est plus fabriquée

pour cette indication (89, 90).
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3-3-2- Les inhibiteurs de ['heme-oxygénase

L'héme oxygénase est une enzyme qui catalyse la dégradation de I'héme pour donner
une molécule de biliverdine, de fer et de monoxyde de carbone. La molécule de biliverdine
sera transformée par la biliverdine réductase en bilirubine. Afin de limiter la synthése de
bilirubine, on utilise des molécules dites inhibiteurs de I'héme-oxygénase. Les
métalloporphyrines font partie de cette classe de molécules. Actuellement le traitement
systématique de I'hyperbilirubinémie néonatale non conjuguée par métalloporphyrine n'est pas
recommandé car aucune preuve en faveur du bénéfice de ce traitement dans l'ictére nucléaire

néonatal n'a été rapportée a ce jour (91).
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PARTIE 1V : La prévention de 1'allo-immunisation anti-D
(anti-RH1) feeto-maternelle

La prévention est essentielle dans la prise en charge de I'allo-immunisation
feeto-maternelle. Elle permet de limiter 1'immunisation de la mére par les Ac du feetus et ainsi
d'éviter les risques de complications comme l'ictere néonatal ou l'anasarque. Depuis son
instauration, le nombre de cas de MHNN a diminué de manicre trés significative. En France,
cette prévention est pratiquée chez toutes les femmes déterminées RH:-1. Cependant, pour des
raisons de sécurité¢ sanitaire et d'économie, les autorités souhaitent pour l'avenir une

prévention ciblée c'est-a-dire juste pour les femmes RH:-1 enceintes d'un foetus RH: 1.

1- Prophylaxie pendant la grossesse

La prophylaxie anti-D consiste en l'injection d'IgG anti-D par voie intra-musculaire
(IM) ou intraveineuse (IV) au cours de la grossesse. Les IgG anti-D injectées vont se lier aux
antigénes D présents a la surface des GR feetaux qui se trouvent dans la circulation
maternelle. La formation du complexe Ag-Ig anti-D va provoquer la destruction des GR

feetaux et ainsi éviter I'immunisation (Figure 29).
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Figure 29 : Mécanisme d'action de la prophylaxie anti-D afin d'éviter 1'immunisation de la

mere par les globules rouges du foetus

L'efficacité de cette prévention dépend de la posologie d'Ig anti-D injectée et de la
durée entre I'événement potentiellement immunisant et I'immunoprophylaxie.
En 2005, le College National des Gynécologues et Obstétriciens Francais (CNGOF) a publié
les recommandations pour la pratique de la prévention de l'allo-immunisation anti-D

(anti-RH1) foeto-maternelle (34). Nous présentons ci-dessous ces recommandations.
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1-1- La prophylaxie au 1* trimestre de la grossesse

Au premier trimestre de grossesse, une injection d'IgG anti-D sera envisagée dans les
situations a risque modéré de passage des hématies feetales dans la circulation maternelle. Ces

circonstances sont les suivantes :

fausse-couche spontanée ;

— interruption volontaire ou médicamenteuse de grossesse ;
— grossesse extra-utérine ;

— grossesse molaire ;

— métrorragies ;

— choriocentése ou amniocentése ;

— réduction embryonnaire ;

— traumatisme abdominal ;

— cerclage cervical.

La posologie recommandée est une injection de 200 pg d'IgG anti-D par voie IM ou IV sans

nécessité de réaliser un test de kleihauer ou une RAI auparavant (34).
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1-2- La prophylaxie au 2™ trimestre de la grossesse

Pendant le second trimestre de grossesse, il est recommandé de rechercher la présence

d'hématies feetales dans la circulation maternelle en cas de facteurs de risque tels que :

— des métrorragies, un cerclage du col utérin, ou une menace d'accouchement
prématuré qui sont considérés a risque modéré de passage d'hématies feetales ;

— une interruption médicale de grossesse, une fausse-couche spontanée tardive, une
mort feetale in utéro, un traumatisme abdominal ou pelvien, une intervention
chirurgicale abdominale ou pelvienne, un prélévement ovulaire (par amniocentese,
cordocentese, placentocentése) et un accouchement qui comportent un risque

important de passage d'hématies foetales.

La quantité¢ d'lg injectée sera fonction du résultat obtenu au test de Kleihauer (tableau IX)
(34).

En ce qui concerne la voie d'administration, la voie IV sera toujours préférée en cas de
prophylaxie post-exposition.

En cas de nouvelle circonstance anténatale a risque, on pourra s'abstenir de renouveler
l'injection dans un délai qui sera fonction de la dose antérieurement injectée (9 semaines pour
200 pg et 12 semaines pour 300 pg). Cette abstention s'applique si le risque de passage
d'hématies feetales est modére, ou si le test de Kleihauer est négatif en cas de situation a risque

important de passage d'hématies foetales.
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Tableau IX : Adaptation de la dose d'Ig anti-D en fonction du résultat du test de Kleihauer

Dose de Dose de Dose de )
KLEIHAUER 100 Hy* 200 pg* 300 My "_JDIE )
(HF/10000 HA) d'administration
Doses| pg |Doses| pg |Doses| ug
0-4 1 100 1 200 1 300
5-24 2 200 1 200 1 300 IV directe
25-44 3 300 2 400 1 300
45-64 4 400 2 400 2 600
65-84 5 500 3 600 2 600
85-104 6 600 3 600 2 600
105-124 7 700 4 200 3 Q00
125-144 8 800 4 200 3 Q00
PERFUSION
145-164 a 900 5 1000 3 Q00 sur 4 heures
165-184 10 1000 5 1000 . 1200 | Dilué dans 250 ml
185204 | 11 |1100| 6 |1200| 4 |1200] %€ Nﬂ]ﬁf pour
205-224 12 1200 B 1200 4 1200
225-244 13 1300 7 1400 5 1500
245-264 14 1400 7 1400 5 1500
265-284 15 1500 8 1600 5 1500
285-304 16 1600 8 1600 6 1800
* La dose la plus basse actuellement commercialisée en France est de
200 pg. Dans les cas o0 une dose de 100 pg serait suffisante, il est
recommandé de ne pas fractionner les doses.
HF : hématies feetales ; HA : hématies adultes

1-3- La prophylaxie au 3°™ trimestre de la grossesse

A partir de la 27°™ SA, une RAI est nécessaire pour déterminer la démarche a suivre.

Si la RAI ne met pas en évidence d'anticorps anti-D, une injection systématique d'lg anti-D
sera réalisée a la dose de 300 pg par voie IV ou IM a la 28“™ +/- 1 SA. Cette injection
conférera une protection a la meére pendant 12 semaines soit jusqu'a la fin de la grossesse.
Apres l'injection des immunoglobulines anti-D, la RAI permettra la détection d'éventuels
nouveaux allo-anticorps. Son interprétation devra tenir compte de l'injection

d'immunoglobulines anti-D antérieure.
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En cas de facteur de risque précédemment cité, il convient de rechercher les hématies
feetales dans la circulation maternelle par le test de Kleihauer et selon les résultats obtenus,

d'injecter une dose complémentaire d'Ig anti-D.

Si la patiente n'a pas eu d'injection a la 28°™ SA, il faudra réaliser une RAI pendant le

8°™ mois et adapter la prophylaxie comme au second trimestre de grossesse (34).

1-4- La prophylaxie lors de I'accouchement

Le phénotype RhD (RH1) de I'enfant doit étre précisé rapidement. Ce test est fait sur le
sang du cordon ombilical.

Si le phénotype de I'enfant est RH:1, un test de Kleibauer devra étre effectué sur un
échantillon de sang maternel prélevé au plus tard 30 minutes apres la délivrance. La mere se
verra alors proposer une prophylaxie anti-D et la posologie ainsi que la voie d'administration
seront adaptées en fonction du test de Kleibauer (tableau IX).

En principe, l'injection doit étre réalisée dans les 72 heures ; cependant dans le cas ou
l'injection n'aurait pas été faite pendant cette période, elle pourra étre effectuée jusqu'a 30
jours apres l'accouchement (34).

Il est également recommandé¢ de réaliser une RAI 6 mois plus tard pour rechercher

l'apparition d'éventuels Ac anti-érythrocytaires.
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1-5- Le récapitulatif de la prophylaxie pendant la grossesse

La prophylaxie de la MHNN au cours de la grossesse appliquée actuellement en

France est résumée dans le tableau suivant.

Tableau X : Prévention de l'allo-immunisation feeto-maternelle anti-D en France

Adapté d'apres d'Ercole C., 2011

<155A 15a27SA 27a295A 29 SA a accouchement Accouchement
Prévention ciblée : Prévention ciblée : Prévention Prévention ciblée : Sinouveau-né Rh D positif :
FCS, IVG, GEU, IM - Risque éleveé d'HFM : systématique abstention si 300 pg (28 SA) = Injection d'IgRkh

- Métrorragies, mole,
réduction embryonnaire,
cerclage, traumatisme
abdominal

Ponction amniotique,
biopsie de trophoblaste

FC tardive, IMG, MIU,
traumatisme abdominopelvien
cordocentése

- Risque faible d"HFM :
amniocentése simple,
métrorragies, cerclage tardif

SAUF Sl risque élevée d'HFM

(version, MIU, traumatisme
abdominopelvien, ponction
cordon ou organe feetal)

Abstention possible si :
- < 3semaines aprés [gRh
- ET Kleihauer négatif
- ETanti-D > 6 ng/ml

Kleihauer : non

Kleihauer : oui si HFMTT

Kleihauer : non

Kleihauer : oui si HFMTT

Kleihauer : oui

Rhophylac® 200 IV dans les
72h

Rhophylac® 200 IV dans les
72h

Rhophylac®300 IM
ou IV

Rhophylac®200 IV dans les 72h

Rhophylac®200 IV dansles 72 h

Avant toute injection d'IgRh, prélever une RAI (sans attendre le résultat) pour s'assurer a posteriori de I'absence d'immunisation

Aprés toute injection d’IgRh, assurer la tracabilité (dossier patiente ET pharmacie ; 2 étiquettes dans la boite)

Calendrier des RAI :

Premier trimestre (avec groupe sanguin si non fait) ;
- 6°mois (peut correspondre a la RAl avant 'injection systématique a 28 SA) ;

- 8% mois seulement si Rhophylac® 300 non fait a 28 SA ;
- 4 derniéres semaines : sécurité transfusionnelle

FCS : fausse couche spontanée ; IVG : interruption volontaire de grossesse ; GEU : grossesse extra-utérine ; IMG : interruption médicale de grossesse ; HFM : hémorragie

foetomaternelle : HFMTT : risque élevé d’HFM : MIU : mort in utero.

2- L'anti-D utilisée en France : RHOPHYLAC®

Actuellement, les Ig commercialisées sont d'origine humaine. Elles proviennent de

donneurs sains d'Amérique du Nord, hyperimmunisés et rémunérés. Ce médicament présente

donc des inconvénients : d'une part, un risque de contamination par le sang et d'autre part, des

ruptures de stock potentielles et peu prévisibles. Le laboratoire CSL Behring qui produit le

Rhophylac® met tout en ceuvre pour diminuer au maximum le risque de contamination.
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Dans ce but, les mesures reposent sur :

la sélection des donneurs, sévere, afin d’éviter le prélévement de sang contaminé ;

le controle du don avec dépistage de I’antigene HBs, des anticorps anti-VIH 1+2,
et anti-VHC ainsi qu'un dosage de l'Alanine Amino Transférase ou Glutamate

Pyruvate transaminase (ALAT) ;

le dépistage par PCR des virus enveloppés (VIH, VHB, VHC) et des virus sans

enveloppe (HAV, parvovirus B19) ;

l'inactivation des virus potentiellement présents par traitement solvant/détergent :
meélange de Triton® X-100 et de tri-nbutylphosphate pour les virus, sans effet sur

l'activité du médicament (figure 30) ;

l'élimination additionnelle des virus qui sont a cette étape inactivés sur colonne
échangeuse d’ions en choisissant les conditions chromatographiques pour
favoriser la fixation de I'IgG anti-D et faciliter [’élimination des composants
plasmatiques indésirables, des solvants et détergents utilisés pour l’inactivation

virale par lavage (figure 31) ;
'élimination des virus par nanofiltration (figure 32) ;

enfin, un systeme d'assurance qualite qui certifie la régularité des méthodes de
travail lors du prélevement, du contréle et du traitement des dons d'origine

sanguine.
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Avec un mélange solvant/détergent,
I'enveloppe lipidique est détruite et par
conséquence le virus inactivé.

Figure 30 : Inactivation des virus par traitement solvant/détergent
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Figure 32 : Principe de la nanofiltration
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Méme si le risque viral 1lié a l'utilisation de produits dérivés du sang existe, il reste
extrémement faible du fait des nombreux traitements d'élimination des virus appliqués.
Cependant, l'utilisation de tels produits nécessite une tragabilité. Chaque patiente recevant une
injection de ce médicament devra étre informée du risque et son dossier patient devra
comporter le nom et le numéro de lot du produit qu'on lui a injecté.

Le Rhophylac® est commercialisé sous deux dosages : 200ug et 300 pg.

e

Figure 33 : Boite de Rhophylac® 300 pg/2mL

Le médicament se conserve a une température comprise entre 2°C et 8°C. Il peut
provoquer une douleur au point d'injection IM. Afin de limiter cet effet indésirable, il est

préférable, si la dose requise dépasse 5 mL, de fractionner cette dose en des sites d'injection

différents (95).
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3- Les échecs de la prophylaxie

La prévention de l'allo-immunisation foeto-maternelle a permis une diminution nette

du nombre de cas de MHNN par I'antigéne RH1. Cette prophylaxie a constitu¢ une révolution

dans la prise en charge des femmes enceintes RH:-1. Cependant, il reste un taux d'échec

constant de 1 a 2% méme dans les meilleures conditions d'application du protocole.

Ces échecs peuvent étre liés a :

une dose insuffisante d'lg anti-D injectée ;

une injection trop tardive, dans la mesure du possible et si nécessaire, celle-ci

devant étre réalisée dans les 72 heures qui suivent l'accouchement ;

une absence de prévention suite a une interruption volontaire de grossesse , un
cerclage, une amniocentése, un prélevement de sang feetal, une biopsie de

trophoblaste, une fausse couche précoce ;

une erreur transfusionnelle, et si tel est le cas, une injection de 20 ug d'lg anti-D

pour 1 mL de GR transfusés, le plus tot possible, sera nécessaire ;

une immunisation survenue sans facteur de risque identifié d'hémorragie
feeto-maternelle, le plus souvent au cours du troisieme trimestre de grossesse qui
est un argument en faveur de l'association a la prévention systématique d'une

prévention ciblée au début du troisieme trimestre (34, 68).
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4- L'avenir de la prophylaxie Anti-D

La prophylaxie anti-D par RHOPHYLAC® a révolutionné la prise en charge de
l'allo-immunisation feeto-maternelle depuis les années 70. Cependant elle n'est pas dénuée de
risques : infectieux d'une part, et rupture de stock intempestive d'autre part. Ce sont les raisons
qui poussent les chercheurs a se tourner vers les innovations thérapeutiques que sont les

anticorps polyclonaux et monoclonaux.

Les anticorps polyclonaux sont des molécules produites par des cellules B différentes.
Ils reconnaissent différents épitopes d'un Ag donné, mais se lient a la méme molécule cible.
Ces Ac peuvent amplifier le signal de détection car ils sont plusieurs a se lier a la méme

molécule protéique.

Les anticorps monoclonaux sont produits par un clone unique de lymphocytes B, donc
mono spécifiques c'est-a-dire reconnaissent un type unique de site antigénique et sont
homogenes contrairement aux anticorps polyclonaux. La production des Ac in-vitro est
difficile car les plasmocytes ont une faible durée de vie. In-vivo, la production de ces Ac est
réalisée par l'injection chez un animal d'un Ag donné puis extraction des Ac produits dans le
sang. Cette méthode est peu utilisée car trés coliteuse avec un faible rendement. En 1975,
César MILSTEIN et Georges KOHLER élaborent la technique des hybridomes qui permet

d'obtenir une grande quantité d'anticorps a faible cofit (96).
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Cette technique comprend plusieurs étapes :

d'abord, il faut injecter I'antigéne d'intérét chez une souris ;

puis, il faut prélever, quelques semaines apres 1'injection, des cellules de la rate
parmi lesquelles, se trouvent des plasmocytes sécrétant des Ac dirigés

spécifiquement contre I'Ag choisi ;

on fusionne ces plasmocytes avec des cellules de tumeur (cellules immortelles)
grace a l'addition de polyéthyléne glycol (PEG) qui va induire la fusion
membranaire et permettre ainsi d'obtenir des hybridomes qui ont la capacité de se
multiplier plus rapidement et de se développer indéfiniment par rapport a des

cellules normales ;

ces cellules sont ensuite réparties dans des plaques multi-puits ou chaque puits

contient une cellule ;

pour ¢éliminer toutes les cellules non fusionnées, un milieu de culture sélectif

(milieu de culture hypoxanthine aminoptérine thymidine ou HAT) est utilisé ;

apres deux semaines, les Ac des puits sont testés afin de déterminer s'ils sont bien

dirigés contre I'Ag donné ;

les cellules productrices sont repiquées et quelques clones cellulaires producteurs

seront isolés (97).
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Figure 34 : La technique des hybridomes

Aprées obtention d'un clone d'hybridome sécrétant un Ac spécifique, cet Ac sera étudié
pour déterminer la classe des chaines d'Ig, son affinité, ou 1'épitope reconnu. Il est aussi
possible de déterminer la séquence d'ADN du géne des Ig de ce clone afin de pouvoir le
sous-cloner et de le modifier. Ainsi, on pourra produire des Ac chimériques (humain a 60% et

murin a 40%) ou humanisés (humain a 90%).
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Figure 35 : Principe de construction des anticorps chimériques et humanisés

Au cours des 30 dernicres années, de nombreux anticorps monoclonaux anti-D ont été
développés afin de remplacer les Ig polyclonales anti-D extraites du plasma humain. Pour
cela, de nouvelles techniques de production ont vu le jour afin d'obtenir des molécules
synthétiques les plus proches possibles des molécules naturelles (100). Certains de ces
anticorps monoclonaux ont ét¢ évalués dans des études cliniques. Cependant, ils ne

permettent pas une destruction et une élimination satisfaisante des hématies RH:1 (101).

Le laboratoire suédois Biovitrum et le laboratoire danois Symphogen travaillent en
collaboration sur 1'étude d'un anticorps polyclonal Sym001. Cet anticorps est développé dans
le but de devenir une alternative au traitement du purpura thrombocytopénique idiopathique
(PTI) et de la prévention de la MHNN. En Mars 2007, Sym001 est entré en phase I des essais
cliniques. Les résultats obtenus ont montré que SymO001 était une molécule slire et bien
tolérée. La phase II des essais cliniques a été lancée au ler semestre 2008 mais seulement
pour l'indication du PTI. En décembre 2011, Symphogen a présenté¢ les résultats tres

encourageants de la phase II du Rozrolimupab (SYMO0O01) pour le traitement du PTI (102).
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Le LFB (Laboratoire frangais du Fractionnement et des Biotechnologies) développe
actuellement la fabrication d'un anticorps monoclonal anti-D entiérement humain : le

LFB-R593 (Roledumab) (92, 103, 104).

Cet Ac aurait in vitro une efficacité égale, voire supérieure, a celle d'un anticorps
polyclonal. Depuis octobre 2008, cet Ac est évalué chez des volontaires sains RH:-1. Les
premiers résultats obtenus indiquent une bonne tolérance du produit. Une étude européenne de
phase II a débuté au deuxieme semestre 2009 (105, 106). Les premiers résultats de cette phase
IT montrent que Roledumab est siir et bien toléré pour des doses allant jusqu'a 3000 pg en IV
et a 300 pg en IM chez les RH:-1 sains bénévoles ce qui est 10 fois supérieur a la dose
thérapeutique prévue. Le Roledumab montre un profil pharmacocinétique similaire a 1'anti-D
humaine purifiée. Une étude de Phase II est actuellement en cours afin de déterminer si
Roledumab peut favoriser 1'¢limination des GR RH:1 chez des volontaires sains RH:-1

bénévoles (107).
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5- L'¢élaboration d'une plaquette a destination des patientes concernées

par la prévention par Rhophylac®

Actuellement, les autorités de santé souhaitent que tout patient soit informé sur son
¢tat de santé afin qu'il devienne un acteur actif de sa santé. Pour cela, les professionnels de
santé, comme de nombreuses associations, proposent d'informer au mieux chaque patient via
des sites Internet, des brochures, des vidéos, .....

Pour les femmes enceintes, la Haute Autorité de Santé (HAS) a communiqué des
recommandations aux professionnels de santé pour les informer au mieux des différents
problémes qu'elles pourraient rencontrer au cours de leur grossesse dont I'allo-immunisation
feeto-maternelle et aussi pour les aider a prendre des décisions dans le cadre du suivi de la
grossesse et de la naissance (108, 109).

Le Rhophylac® peut étre délivré en officine. Afin d'aider le pharmacien d'officine lors

de la délivrance de ce médicament, nous avons réalisé une plaquette (Annexe 3).

Le support papier qu'est la plaquette a été choisi pour un certains nombres de raisons :

il est plus pratique pour le communiquer a la patiente lors de la délivrance a

l'officine ;

— il ne comprend que les informations les plus importantes, exprimées le plus

simplement possible pour une lecture plus facile ;

— il permet d'engager la conversation si la patiente souhaitait des informations

complémentaires ;

— il est facile a réaliser et assez peu coliteux a diffuser.
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La plaquette réalisée répond aux questions suivantes pour informer au mieux les patientes :

— Qu'est ce que l'allo-immunisation anti-D (anti-RH1)?

—  Quel est le risque (la maladie hémolytique du nouveau-n¢) ?

—  Quelle est la prévention ?

— Quels sont les risques de la prévention ?

— Comment et quand prendre la prévention ?

La plus grande difficulté dans la réalisation de cette plaquette a été de trouver un
compromis entre donner suffisamment d'informations et ne pas surcharger la plaquette car
'abondance d'informations peut nuire a I'objectif de la plaquette qui est de délivrer une

information claire et facile a retenir.

La plaquette ne comprend que peu d'images qui aurait pourtant pu la rendre plus
agréable a lire. La plupart des images qui auraient pu égayer la plaquette nécessitant une

autorisation par leur auteur pour les diffuser, nous avons renoncé a leur utilisation.
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CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR : Mademoiselle VELLUTINI Bianca

Les nombreux progres de ces dernieres années ont permis de diminuer la fréquence de
l'allo-immunisation foeto-maternelle anti-érythrocytaire, en particulier anti-D (anti-RHI1), a
I’origine de maladie hémolytique périnatale et d'en améliorer la prise en charge. Ces progres
ont porté notamment sur le dépistage de l'allo-immunisation anti-D (anti-RH1), I'évaluation de

l'atteinte foetale et la prévention de la maladie.

Dans le cadre du dépistage, la recherche des anticorps irréguliers anti-D (anti-RH1)
dans la circulation maternelle, reste indispensable. Pour un meilleur suivi des patientes, ce test
est obligatoire des la premiere consultation en début de grossesse puis aux 6°, 8° et 9° mois de
grossesse.

Par ailleurs, la détermination du groupe sanguin feetal dans la circulation maternelle
est devenue possible dés la 10° semaine de gestation grace a I'étude des génes qui codent pour
les groupes sanguins érythrocytaires et en particulier pour le syst¢tme Rhésus. Cette technique
de génotypage RHD feetal sur plasma maternel, non invasive, et fiable, permet de cibler les
femmes enceintes a risque d'allo-immunisation et ainsi de leur proposer une prophylaxie
adaptée. Cependant, l'utilisation de cette technique reste actuellement limitée a des centres
spécialisés, mais compte tenu de l'avancée qu'elle représente dans ce domaine, elle devrait
étre accessible a toutes les patientes concernées dans un avenir proche.

Sur le plan de 1'évaluation de l'atteinte feetale, la sévérité de 1'anémie feetale est évaluée
depuis de nombreuses années par la mesure du taux d'hémoglobine dans le sang feetal apres
cordocentese et par le dosage spectrophotométrique de la bilirubine dans le liquide
amniotique (indice de Liley) aprés amniocenteése. Ces techniques invasives (cordocentése et
amniocentese) présentant des risques pour la mere et son feetus, sont actuellement en voie de
remplacement par la mesure de la vélocité du flux sanguin dans l'artére cérébrale moyenne
feetale par doppler. Cette derniére technique s'impose désormais comme la technique de
référence pour évaluer le taux d'hémoglobine du feetus et de ce fait I'anémie, qu'elle soit

modérée ou sévere.
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La prévention de I'allo-immunisation anti-D (anti-RH1), qui s’est surtout développée
dans les années 70, repose aujourd'’hui sur l'injection d'immunoglobulines anti-D d'origine
humaine dont la dose injectée est fonction du résultat obtenu au test de Kleihauer. A 1’époque,
une seule injection était effectuée dans les 72h qui suivaient 1'accouchement. Depuis peu, la
prophylaxie a été renforcée par une injection supplémentaire d'immunoglobulines anti-D a la
2728 semaine de gestation pour prévenir les éventuelles allo-immunisations au cours de
la grossesse. Compte tenu des inconvénients liés a ce médicament d'origine humaine (risque
infectieux et rupture de stock intempestive en particulier), le recours a des anticorps
recombinants a fait I'objet d'études. Un anticorps monoclonal anti-D entie¢rement humain est
en phase II d'essais cliniques.

Enfin, il nous a semblé¢ intéressant d'élaborer une plaquette d'information générale sur
l'allo-immunisation feeto-maternelle anti-D (anti-RH1). Cette plaquette pourrait étre destinée
aux patientes concernées par la prophylaxie anti-D, venant a l'officine. Elle permettrait
¢galement a la patiente de mieux comprendre 1’utilit¢ d’une telle prévention en ouvrant la

possibilité d'un échange avec le pharmacien d'officine.

Malgré les mesures prophylactiques efficaces mises en place depuis plusieurs années,
l'allo-immunisation feeto-maternelle anti-érythrocytaires anti-D (anti-RH1) persiste avec une
fréquence qui n'a toutefois cessé de diminuer au cours des décennies. La maladie hémolytique

du nouveau-né reste encore présente, et dans certains cas encore létale.
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ANNEXE 1 :

6000 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE FRANGAISE 30 mai 1988
K 33 er @ 48,02 gr N Régniee » (Allier), accordé A la Cnmpa%m industrielle et minidre
L 333 erd 48,02 gr N ar arrété du 9 avril !mgélmmd afficiel du 29 avril 1979), est pro-
M 333 g 0 48,03 gr N £e jusqu'an 29 avril 1
N 334 g 0 4803 ge M
Art. 3. - Le permis d’exploitation est accordé pour une durée de
cing ans 3 compter de la publication du présent arrété au Jourmal { Arrété du 20 mai 1385 modifiant I'arrité du 20 février 1985
afficiel de 1a Republique ltangaise. ralatif au renouvellement de I'dpreuve des boutaillas an
Art. 4, - Conformément aux dispositions de I'article 29 du décret acier utilisées pour la plongée sous-marine

n® 80-204 du 11 mars 1980, susvisé, la redevance tréfonciére due par
les titulaires du permis d'ex loitation aux des terrains
compris dans le périmdtee it permis est fixée 4 la somme une
fois payée de 100 F par hectare, ’

Art. 5. - Un extrait du présent amété sera, par Ies soins du com-
missaire de la République, affiché dans la préfecture des Pyréndes-
Atlantiques ainsi que dans les nenf communes mentionnées 3 I'ar-
ticle ler. De cet extrait sera inséré am recueil des actes
administratifs dudit département et publié, aux frais des titulaires du
mlmis d'exploitation, dans un journal r&mml ou local dont la dif-

ion s’étend A 1ouie la zone couverte par te présent titre.

Art. 6. - Le directeur général de I'énergie et des matitres pre-
midres est chargé de l'exécution do présent arrété, qui sera publié au
Journal officiel de¢ la Républigue frangarse.

Fait & Paris, le 14 mai 1985. )

Le ministré du reddplofement indusiriel
et du commerce extérieur,
Pour le ministre et par délégation :
Le directeur général de I'énergie
el des maiidres premidres,
J. SYROTA

Le mrétafmd’Em mré: du ministre

i
dmrgé de I"l'nergls,
Pour le secrétaire d'Efat et par délégation ;
Le directeur général de l'énergre
et des rmatiéres premiéres,
1. SYROTA

Nota, - La carte mentonnés 4 Uamicle 2 peut é&re Eventuellement
consultte & la direction génfrale de Hnertl.c et des matitres premidres
(bureau de gisiation), 7, e de Grenelle, is (7€), ainsi que dans les
bureaux de la direction régionale de I’Il'ldlmnc ¢l de¢ la recherche d'Aqui-

26, cours Xavier-Amozan, & Berdeaux.

Arrdté du 16 mai 1985 prolongeant la valldits
d"un permis d'exploitation da mines

Par arrété du ministre du nd&glmamem industriel et du commeres
extérieur en date du 15 mai 1985, la validité du permis d'exploita-
tion de mines de fluorine et substances connexes, dil « Permis de

Le ministre du redéploiement industriel et du commerce extérienr,

Vu le décret du 18 jatw:cr 1943 modifié portant réglement sur les
appareils 4 press gz

Vu Pareété du 23 juillet 1943 modifié réglementant les appareils de
production, d‘smmansmase ou de mise en w«uvre des gaz
comprimés, liquéfiés ou dissous ;

Vu ["arrdté du 20 février 1985 relatif au renouvellement de
épreave des bouleilles en acier utilisées pour la plongée sous-
marine ;

Vu I'avis en date du 30 avril 1985 de la commission centrale des
appareils & pression (section permanente) ;

Sur la propgsition du directeur de la qualité et de la sécurité
industrielles,

Arréte

Ari, le, - L'arficle 4 de Parrété ‘'du 20 février 1985 susvisé est
remplacé par l'article suivant :

« Art, 4. - L'atticle 2 du présent amrété entre en vigueur :

« - le ler juin 1985 pour les boutellles dont la demidre &preuve
réglementaire a été effectuée avant le 1o juin (982,

« Toutefois, pour les bouteilles ayant subi leur dernidre épreuve
aprés le Lo juin 1981, la date d'entebe en vigueor de Patticle 2 est
reportée au ler mars 1986, si elles subissent préalablement & leur
premiet remplissage postérieur ay 17 juin 1985 yne vérfication inté-
rigure et extérieurs conformément & l'afticle 16 de Pamété du
23 juitlet 1943 susvisé ;

# = Ie 1*r juin 1986 pour les autres bouteilles. »

Art. 2. - Le directeur de la qualité et de la séeurité industrielles
est chargé de Vextcution du présemt ardté, qui sefa publié au
Journal officiel de la Républigque frangaise.

Fait & Paris, le 20 mai 1985. )

Pour le ministre et par délégation :
Par empéchement du directeur général
de l'industrie :

Lingénieur en chel des mines,

D. PETIT

MINISTERE DES AFFAIRES SOCIALES ET DE LA SOLIDARITE NATIONALE

Décrot no 85-565 du 28 mai 1985 modifiant le décret
n° 75-19 du 8 janvier 1975 relatif au régime d’assu-
rance in das travaillours non salarids
des professions induolrlallu et commerciales

Le Premier ministre,

Sur le rapport du ministre de I'économie, des finances et du
budget, du ministre des affaires sociales er de la solidarité
nationale, porte-parale du Gouvernement, et du ministre du
commerce, de l'nrnsanat et du tourisme,

Vu le code de la stcurité sociale, et notamment Var-
ticle L. 663-12 ;

Vu le décret ne 75-19 du 8 janvier 1975 modifié relatif au
régime d'assurance invalidité-décés des travailleurs non salariés
des professions industrielles et commerciales ;

Vu l'avis du conseil d’administration de la Caisse nationale
de ['organisation autonome d'assurance vieillesse des travail-
leurs non salariés des professions industrielies et commerciales
en date du 4 décembre 1984,

Déeréte .

Art. 1e, - Le premier alinéa de l'article 3 du décret du
8 janvier 1975 Susvisé est modifié ainsi qu'il suit :

« Le montant annuel de la cofisatien est fixé 4 444 F dont
376 F au titre de l'assurance invalidité et 68 F au titre de I"as
surance décés. »

Art, 2. - Les dispositions du présent décret s’appliquent i
compter du e janvier 1985,

Art. 3. - Le ministre de I'économie, des finances et du
budget, le ministre des affaires sociales et de la solidarits
nationale, porte-parole du Gouwmemem le ministre du com-

merce, de l'artisanat et du tourisme et le secrétaire d'Etat
auprés du ministre de I'économie, des finances et du budget,
chargé du budget et de la consommation, sont chargés, chacun
en c¢ qui le concerne, de l'exécution du présemt déeret, qui
sera publié au Journal gfficiel de la République frangaise.

Fait & Paris, le 28 mai 1985,
LAURENT FABIUS
Far le Premier ministre :
Le ministre des affaires sociales
et de la solidarité nationale,
porte-parole du Gouvernement,
GEORGINA DUFOIX
Le ministre de 'dconomie, der finances et du budgel,
PIERRE BEREGOVOY
Le ministre du commerce, de I'artisanat

el d lourisme,
MICHEL CREPEAU

Le secréraire d'Etat auprés du ministre de J'émmmae,
des finances et du budger, chargd du budger
el de la consamnation,
HENR] EMMANUELLI

Arrbts du 1% avrll 1385 modiflant I"arrété du 27 aodt 1971
relatif aux examons médicaux pr§ ot postnatals

Le ministre des affaires sociales et de la solidarité mationale,
porte-parole du Gouvernement,

Vu les articles L. i59 et L. 160 du code de la santé publique ;
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Vu Particle 7 du décret no 62.840 du 19 juiliet 1962 relatil 4 la
protection maternelle et infantile complété par Particle 3 du décret
n° 64-93] du 3 seplembre 1964 ;

Vu P'arrété du 27 aoilt 1971 relatif @ux examens pré et posinatals;

Vu Parrété du 30 décembre 1975, modifié par les arrétés du
18 avril 1979, du 21 février 1980 et du 24 octobre 1984, fixant les
::i;il'ﬁmns exigés pour l'exteution de certains actes de biologie médi-

Wu Iarrété du 23 mai 1977 medifiant un précédent arrété reladf
aux examens médicaux pré et postnatals ;

Vu larréte du 8 février 1984 relatif aux caractéristiques et normes
des réactifs utilisés en immuno-hématologie érythrocytaire ;

Vu Parrété du 3 avrl 1985 fixant la nomenclature des actes de
biologie maédicale, notamment le chapitre B (V} ;

WVu I'avis de 1"Académie nationale de médacine ;

Sur [a proposition du dicecteur général de la samié,

Arréte

Art. Ter, - L'alinéa 4 de l'article 2 de ["arrdié du 27 aolt 1971
susvisé est abrogé et remplacé par les dispositions suivantes :

& Doivent &tre recherchés notamment les antécédents d'accidents
obstétricanx, la tuberculose, la syphilis, les néphropathies, les cardio-
pathics, le diabéte ainsi que les risques d'incompatibilités sanguines
feetomaternelles. L'examen doit aussi s"attacher & définic I"état d'im-
munité de la future mére vis-2-vis de la rubfole et de la toxoplas-
mase. »

Les alinéas 7 ot § sont abrogés et remplacés par !

« Dans le cas d'une premidre grossesse, en 'absence de cane de
groupe sanguin, une détermination des groupes sanguins (A, B, O,
phénotypes rhésus complet et Kell} doit &ire effectude. le pre-
mier ¢xamen, & chague grossesse, chez toute femme rhésus négatif
ainsi que chez toute femme rhésus positif présentant un risque
d'allp-immunisation par swite d'ure tfansfusion sanguing, une
recherche d'anticorps irréguliers doit étre obligatoirement exécutée,
de méme que chez les femmes antéreurement immunisées ou ayant
présenté un accident obstétrical évocateur d'une étiologie allo-
immune.

« Les examens nécessaires & la détermunation des groupes sam-
guins ¢t au dépistage des allo-immunisations feetomaternelles et Jeur
identification seront exécutés conformément aux instruction
données en annexe du présent arété, » -

Art. 2. — L'article 9 de I'arrété du 27 aofit 1971 susvisé est abrogé
et remplact par les dispositions suivantes :

« Les dispositions de Pacrété du 7 juillet 1965 relatives 4 I"habilita-
tion des laboratoires en vue de la pratique de la détermination
nécessaire au dépistage des inmcompatibilités sanguines feeto-
maternellss demeurent en vigueur en ce quj concerne les laboratoires
publics. »

Art, 3. - Le directeur génbral de fa santé est chargé de l'exéeution
du présent arréth, qui sera publié au Journal gfficiel de la Républigue
frangaise.

Fait 4 Paris, le 19 avel 1985.

Pour le ministre et par délégation :
Le directeur général de la santé,
J. ROUX

ANNEXE

INSTRUCTIONS POUR LE DEPISTAGE SYSTEMATIQUE
DES ALLO-IMMUNISATIONS FETOMATERNELLES

Conformément aux dispositions figurant & 'arricle 1= de arrété
du 19 avril 1985, 1l deit &ire pratiqué chez toutes les primipares lors
du premier examen prénatal la détermination du groupe sanguin, du
phénotype Rh - complet - (I}, C, ¢, E et éventueilemt Cw et g) et du
phénotype Kell. Cette mesure s'applique également aux multipares
n'ayant pas été soumises 4 ce dépistage. :

La pénétration par voie transfusionnelle ou fretale d’un antigéne
érythrocytaire chez un receveur qui ne le posstde pas peut entrainer
une allo-immunisation qu'il imponte de dépister précocement par la
recherche et, si celle-ci s'avére positive, le titrage systématique des
anticorps qui signent I'immunisation. Ce risque est particuliérement
f‘u;;e chez les femmes rhésus négatif et chez celles qui ont &¢ trans-

es.

L'obligation de la recherche des anticorps d'immunisation est
étendue 3 toutes les femmes enceintes qu'elle soient rhésus négatif
ou rhésus positif,

1. - Groupage sanguin {G.S.)
L. Groupage ABO : deux dpreuves doivent obligatoirement 8tre réalisder

Epreuve de Beth-Vincent ou épreuve globulzire : elle consiste 3
melire en évidence 2 Ja surface des hémalies la présence des anti-
génes A ou B 4 Paideé de trois antisérums: anti A, anti B et
anti A + B.

La garantie d'activilé anticorps de ces sérums est life A la présence
d'un numéro de conformité délivré par le Centre national de réfé-
rence pour les groupes sangums (C.N.R.G.5.).

Epreuve de Simonin ou éprenve sérique : elle consiste 4 recher-
cher des anticorps anti A ou anti B dans le sérum. Ces anticorps
sont détectés A Iaide d'hématies Al, A2, B ¢t O préparées selon les
ﬁﬁ& définies 4 l'article |2, paragraphe | de I'arrété duw 8 février

Ces deux épreuves (épreuve globulaire et épreuve sérique) doivent
étre réalisbes deux techniclens différents, 4 'zide de deux séries
de réactifs différents.

L'ensemble de ces tests correspond 4 une détermination.

2, Détermination du phénotype RE siandacd (D)

Cet examen est réalisé au moyen de deux sérums-tests anti D. En
méme temps que la réaction sera réalisée une épreuve témoin
Taide d'on réactif « témoin », de constitution identique aux réactifs
et dépourvue de toute activité anticorps spécifique.

L'ensemble de o¢s tests comrespond & une détermination. L'activité
anticorps des sérums anti D sera attestée par le numéro de confor
mité délivré par le CN.R.G.S.
ghlll:uf;ﬂ rappeler quem&ﬁgﬁ pz:unh + lﬁ;ujm donl:hlﬂ

es rouges sont inés par les sérums anti D et par -
ceux dont les globules rouges ne le sont pas. Ces détzrminations
doivent &tre réalisées par deux techniciens différents et A laide de
deux séries de réactifs différentes.

Il convient de souligner que les résultats de ¢ sangein ne
pourtont &tre considérés comme dEfinitifs quaprés uvne se
détermination pratiquée ultérieurement 3 partic d'un nouveau prélé-
vement 4 distance du précédent et selon I'ensemble des alités
indiquéss ci-dessus.

IL - La détermination des phénotypes érythrocyiaires

En dehors de la détermination des phénotypes ABO et Rh stan-
dard, il est justifié chez |z femme enceinte de déterminer le phéno-
gplgg‘llluﬁ).m systémes de groupes sanguins rhésus (D, ¢, Cw, E, &}

En effet, celle-ci est susceptible de recevoir des transfusions qui
devront &we pratiquées avec du sang phénotypé zfin d'éviter une
allo-immunisation.

Ces phénotypes doivent &tre réalisés 3 Iaide d'antisérums
contrdlés par le C.NR.G.S. selon Varrété du § février 1984. Les
résultats de la détermination des phénotypes doivent étre consignés
sur la carte de groupe sanguin ¢t la fiche d"accompagnement.

III. -~ La recherche des anticorps irréguMers anti-érythrocytaires
(R.A.L) 4 Pexclusion des antlcorps dirigés contre les antigines A et B
A. - Indications

Les anticorps irréguliers anti-Srythrocytaires sont actuellement
encore responsables d'accidents transfusionnels ou fetomaternels qui
sont d'aytant plus regrettables qu'une bonne organisation de détec-
imi?é&de ces anticorps @ montré que ces accidents pouvaienl &tre

V|

La recherche d'anticorps irréguliers avires que A et B doit étre :

a) Systématique chez les femmes énceintes de phénotype Rh
négatif au moins & quatre reprises

- avant la fin du troisiéme mois (premier examen prénatal) ;

- au cours du sixidéme mois (deuxiéme examen prénatal) ;

- dang les quinze premiers jours du huititme mols (troisitme
examen pré H )

- & l'accouchement ou dans les huit semaines suivantes.

k) Systématiquement, an moins une fois, chez les Femmes
enceintes de phénotype Rh +, 4 l'occasion du deuxiéme ou troi-
sidme examen prénatal.

En cas de présence d'anticorps susceptibles d'entrainer des accl-
dents d'incompatibilité fetomaternelle, une nouvelle programmation
des examens est possible et des titrages doivent fre effectués 4
périndes rapprochées.

B. - Réalisation

La recherche d'anticorps irréguliers (R.AL) est un éxamen de réa-
lisation difficile et d'interprétation souvent complexe, Cet examen
réalisé dans de bonnes conditions est 1o base de la séeurité immuno-

ique des transfusions et de la prévention et de la détection des
zccidents d'allo-immunisation feetomaternelle. .

Les modalités de prélavement pour "exécution de cet examen doi-
vent répondre aux mémes régles que celles obsarvées pour la déter-
mination dl:cirw;agq sanguin. . .

La recherche d'anticorps iréguliers se déroule toujours en deux
temps : le dépistage et identification.

Le dépistage est le premier temps d¢ toute recherche d'anticorps
irrégoliers ; au terme de cette épreuve d'identification qui consiste 4
déterminer la spécificité du ou des anticorps présents.

Les recherches d'anticorps isréguliers sont essentiellement prati-
quées selon des techniques manuelies. Trois technigues exécubées
conjointement sont nécessaires pour mettre en évidence la totalité
des anticorps ircéguliers ¢ le test d'agglutnation en «saline» 4
22 »C, le test de Coombs indirect et un test aux enzymes. Le titrage
de I"'A T est obligatoire pendant la grossesse.

Le matériel utilisé dans ies épreuves permettant la recherche des
anticorps irréguliers doit 2tre particulidrement bien défini :

1. Les panels de globules rouges tests deivent répondre aux
données de Parrété du 8 février 1984 susvisé, .
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2. Les antiglobulines doivent avoir éi¢ contrélées par le
C.N.R.G.S. et porter de ce fail un numéro de confermité.

3. Les enzymes protbolytiques.

¢ Résultats @

Les résultats de ces examens doivent Etre mentionnés en <lair sur
le compte rendu d'examen en vue de la transcription sur fa carte de
groupes sanguins. Sur le document de résultats, le laboratoire doit
notamment mentionner :

ay L'utilisation de panels de « n » hématies répondant au texte du
9 mai 1977 3 N '

B) Les techniques utilisdes,

Recommandations importantes

Les résultats du groupage sanguin, du groupage rhésus standard et
la recherche des anticorps irréguliers devront étre tramscrits sur les
dossiers médicaux. Un double de ces résultais sera remis augx
femmes enceintes en levr recommandant de présenter ce document
aux médecins appelés 3 dirger 1'accouchement.

Il est recommandé instamment, chagque fois quun prélévement de
sang doit Etre transmis pour analyse au laboratoire, de procéder &
cet envoi suivant les modalités suivantes 2

Etiquetage du flacon porfant : '

Mention du nom, prénom, nom de jeune fille de la parturiente ;

Date et lieu de naissance ;

Date de préldvement.

Fiche d'accompagnement sur laqueélle figurent :

La nature de VMexamen demandé ;

Les mentions d"état civil Snumérfes ci-dessus ;

Le domicile de la malade ;

La date du prélévement ; : .

Le nom, la qualité, la signature de la personne ayant effectué le

ment ;

Quelques renseignements cliniques s'il y a liew, et notamment fa

des grossesses et des transfusions éventuelles antérieures.

D'autre part, la plus =31‘!11‘:I= attention doit étre apportée & la trans-
cnption des résultats Eémanant du laboratoire tant sur les dossiers
médicaux que sur la fiche remise & 1z parturiente.

La mon-chservation rigoureuse de ces recommandations
entrainer des erreurs lourdes de consfquences, toul particulidrement
da.ll'ls IE cas de prélévements simultanés & la naissance, chez la mére
et I'enfant. .

Arrbtd du 23 avrll 1985 relatif & I'agrément de cortains
accords deo travail applicablea dans las Stablissemants
des sectours social ou sanitalre & but non lucratif

Le ministre des affaires sociales et de la solidarité nationale,
porte-parole du Gouvernement, .

Wu P'article 16 de la loi ne 75-535 du 30 juin 1975 ;

Vu le déeret ne §2-1040 du 7 décembre 1982 modifiant le décret
ne 77-1113 du 30 septembre 1977 relatif & Magrément de conventions
collectives et accords de retraite applicables aux salariés des établis-
sements et services 4 caractére social ou sanitaire 4 but non hucratif ;

Vu Favis de la commission interministérielle d'ga;r&mm prévue &
l'aticle 2 du décret ne 77-1113 du 30 septembre 1977,

Arréte :

Art. 1#t, - Sont agréés sous réserve de lapplication des disposi-

tions Megislatives ou réglementaires en vigueur 4 compter de la date

prévue dans le texte ou, & défaut, de la date de signature des
accords collectifs de travail (1) suivants :

I. = Convention collective mationale du 31 octobre 1951

Avenant n® £5-02 du 25 mars 1985 fixant la valeur du point &
2044 F au [« féyvrier 1985 et la valeur du point meédical «tradi-
tionnel » 4 57,81 F.

1L -~ Convention collective navionale du 15 mars 1966

Avenant ne 160 du 25 févrer 1985 ayant pour objet 1 mise en
conformité avec les dispositions des lois Avrous.

Avenant no 161 du 25 février 1985 fixant la valeur du point 2
17,20 F au 1o février 1985,

L11. - Convention colleciive de I'4A.D.M.R. du 6 mai 1970

Avenant no 121 ayant pour objet la mise 4 jour de la convention
mllediﬂiw de 'A.D.M.R. concernant les différentes catégories de per-
sonnel

Avenant no 123 du B mars 1985 relatif & Paugmentation des
indemnités kilométriques « automobile »,

Avenant ne 124 du & mars 1985 relatif 2 I'augmentation des
indermnités kilométriques « vélomoteur ».

IV, = Convention collective du Il mai 1983

Avenant ne 1-85 du 8 janvier [985 relawtif au personnel soignant
(infirmiers et aides-soignants),

V. = Accords collectifs de travail applicables -
dans les centres d'hébergement et de réadapration sociale

Protocole d'accord ne 51 du 27 février 1985 relatif 2 I"augmenta-
tion des indemnités kiloméiriques « automobile »,

VI - Union départemertale
dey socidlds mutualistes de la Cbte-d'Or

Avenznt n® 19 du 4 janvier 1985 ayant pour objet de régulariser la
situation des éducateurs techniques avant dipléme (C.AFE.T.S.} lors
de Jeur recrutement.

VIL. - Association départermentale des pupilles
de l'enseignement public de I'dveyran
Apcord no 11 du 12 février 1985 relatif aux congds exceptionnels
pour enfants malades octroyés 4 1a mére ou au pére de famille.

V1L, - Association interprofessionnelie
de services socfaux de Valenciennes

Avenant ne 70 du 25 janvier 1985 ayant r objet de fixer la
valeur du point & 21,87 F au Ier décembre 19

IX, - Insiitur médico-pddagogique Bell Esiello au Pradet

Protocole d'accord du 12 juillet 19835 relatif au droit d'expression
des salariés,

Art. 2. - N sont pas agréés les accords collectifs de travail sui-
vanits :

L - Union mutualiste tarnaise

Avenznt nv 16 ayant pour objer d'introduire dans fa convention
cpllective des dispositions prises par le comité d'sntente des orga-
nismes mutualistes.

11. = Union départementale
des sociédiés mutualistes de In Core-d'Or

Avenant n® 20 du 4 janvier 1985 ayant pour objet de créer une
classification des éducateurs techmiques non titulaires du certificat
d’aptitude aux fondions d'¢ducateur technique spécialisé.

II1. = Association départementale des pupilles
de 'enseignement public de I'Aveyron

Accord d'entreprise n® 3 du 12 février 1985 ayant pour objet
I'aménagement du temps de travail des femmes enceintes,

Accord d'entreprise n® 4 du 12 février 1985 concernant les heures
d'information syndicale,

Accord d'entreprise n® 5 du 12 février 1985 concernant le repos
compensatenr ou la rémunération compensatrice d'un jour férié non
pris.

Accord d'entreprise n® 7 du 12 février 1985 concernant les autori-
sations exceptionnelles aux élus du conseil d’admindstration.

Accord d'entreprise n® B du 12 février 1985 concernant Iindemnité
de sujétions spécizles pour contact avec les mineurs,

Accord d'entreprise n¢ 9 du 12 féwrier 1985 relatif au délai de
carence,

Accord d'entréprise n® 10 du 12 février 1985 relatif aux transferts.

IV. = Fédération audoise des ceuvres lafgues

Accord collectil d'entreprise.

Avenant ne | relatif 4 la réduction progressive de Ia durée hebde-
madaire du travail & trente-huit heures.

Avenant n® 2 relatif 4 la rovalorisation des salaires,

V. - dssecigtion Le Salvaret @ Villars-sur-Var {06)

Accord du 30 juin 1984 concernant la prise en charge des frais de
trajet domicile-travail.

VI. - Comité dauphinois d'aciion socio-éducative

Protocole d'accord du 20 février 1985 relatif au droit d'expression
des salariés.

VIL - Euvre des pupilles
de l'enseignement public d¢ la Céte-d'Or

Accord du 7 mars 1985 relatif & [Pextension des six jours de
congés supplémentaires.

Art, 3. - Le directenr de l'action sociale et le directeur des hdpi-
taux sont chargés, chacun en ce qui le concerne, de 'exécution du
présent armrété, qui sera publié an Journal officiel de la République
frangaise.

Fait & Pars, le 23 avril 1985

Pour le ministre et par déléui'lon :

Le directeyr de Iaction socigle,
M. GIRARD

(1 Le texte de ces accords sera publié au Bulletin offficiel du ministére des
affaires sociales et de la solidarité nationale.

- 119 -

VELLUTINI Bianca
(CC BY-NC-ND 2.0)



ANNEXE 2 :

JORF n°104 du 4 mai 2002 page 8375
texte n° 80

ARRETE
Arrété du 26 avril 2002 modifiant I'arrété du 26 novembre 1999 relatif a la bonne
exécution des analyses de biologie médicale

NOR: SANP0221588A

Le ministre délégué a la santé,

Vu le code de la santé publique, et notamment les articles L. 6211-8 (4°), L. 6213-1, L. 6213-
2,L.6213-3,L. 1131-1, L. 1131-2, L. 1131-3 ;

Vu le décret n°® 76-1004 du 4 novembre 1976, modifié notamment par le décret n® 93-354 du
15 mars 1993, fixant les conditions d'autorisation des laboratoires d'analyses de biologie
meédicale ;

Vu le décret n® 83-104 du 15 février 1983, modifié notamment par le décret n® 93-354 du 15
mars 1993, relatif au contrdle de bonne exécution des analyses de biologie médicale prévu par
l'article L. 6213-2 du code de la santé publique ;

Vu l'arrété du 12 janvier 1999 relatif aux régles de bonnes pratiques cliniques et biologiques
en assistance médicale a la procréation ;

Vu l'arrété du 26 novembre 1999 relatif a la bonne exécution des analyses de biologie
meédicale ;

Vu la proposition du directeur général de '"Agence francaise de sécurité sanitaire des produits
de santé du 26 octobre 2001, modifiée le 12 décembre 2001 et le 5 avril 2002 ;

Vu l'avis de la Commission nationale permanente de biologie médicale du 16 janvier 2002,
Arréte :

Article 1

Le guide de bonne exécution des analyses de biologie médicale annexé a I'arrété du 26
novembre 1999 est modifié ainsi qu'il suit :

Au III du guide de bonne exécution des analyses de biologie médicale, le premier paragraphe
du 2.2.2 est supprimé ;

Le IV du guide de bonne exécution des analyses de biologie médicale est complété par un C
ainsi intitulé : « C. - Cas particulier des bonnes pratiques de laboratoire en immuno-
hématologie érythrocytaire », dont les dispositions et les annexes figurent en annexe du
présent arrété.

Article 2

Le directeur général de la santé, le directeur de I'hospitalisation et de I'organisation des soins
et le directeur général de 1'Agence frangaise de sécurité sanitaire et des produits de santé sont
chargés, chacun en ce qui le concerne, de I'exécution du présent arrété, qui sera publié ainsi
que ses annexes au Journal officiel de la République francaise.
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Article Annexe

ANNEXE GENERALE
C. - CAS PARTICULIER DES BONNES PRATIQUES DE
LABORATOIRE EN IMMUNO-HEMATOLOGIE ERYTHROCYTAIRE

En vue de mettre en oeuvre une sécurisation des analyses et des résultats en immuno-
hématologie érythrocytaire quelle que soit la finalité¢ des analyses prescrites, ainsi qu'une
sécurisation de la transmission des résultats, il est fixé pour ces analyses :

- les champs d'application ;

- les régles de réalisation ;

- le contrdle de qualité interne ;

- les conditions d'automation et d'informatisation ;

- la carte de groupes sanguins.

I. - Champ d'application

Les champs d'application concernant les analyses d'immuno-hématologie érythrocytaire
suivantes :

- le groupage ABO-RH1 (RhD) ;

- le phénotypage RH-KEL 1 (Rh-K) ;

- le phénotypage étendu ;

- la recherche d'anticorps anti-érythrocytaires (RAI) ;

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

- I'épreuve directe de compatibilité au laboratoire ;

- le test direct a l'antiglobuline,

sont définis dans I'annexe D 1.

II. - Regles de réalisation des analyses

Tous les réactifs nécessaires aux examens d'immuno-hématologie érythrocytaire doivent étre
conformes a la législation et a la réglementation relative aux conditions particulieres de mise
sur le marché en vigueur a la date de lancement.

1. Le groupage ABO-RH1 (RhD)
1.1. Définition de l'analyse

Cette analyse consiste a déterminer de maniére indissociable les phénotypes ABO et RH1
(RhD) du systéme RH.

1.2. Modalités de mise en oeuvre
1.2.1. Le principe

Une réalisation du groupage sanguin ABO-RHI :
Une réalisation du groupage sanguin ABO repose sur deux épreuves complémentaires :
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- une épreuve globulaire qui consiste a rechercher les antigénes A (ABO1) et B (ABO2) avec
les réactifs monoclonaux suivants : anti-A (anti-ABO1), anti-B (anti-ABO2) et anti-AB (anti-
ABO3);

- 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.

Une réalisation du groupage sanguin RH1 comporte obligatoirement I'utilisation d'un réactif
anti-RH1 d'origine monoclonale et du réactif t¢émoin dépourvu de toute activité anticorps mais
dont la capacité d'agglutination d'hématies sensibilisées est strictement identique au réactif
anti-RH1.

Une détermination du groupage sanguin ABO-RH1 :

Sa définition est fonction des conditions techniques :

- s1 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'informatisation décrites a l'article IV Automation et
informatisation, une détermination repose sur une seule réalisation exécutée a l'aide d'un lot
de réactifs, d'un lot d'hématies-tests et par un technicien ;

- dans tous les autres cas, une détermination repose sur deux réalisations exécutées par deux
techniciens différents. La saisie manuelle des résultats doit aussi passer par une double saisie
effectuée par deux personnes différentes.

Un groupage sanguin ABO-RH1 valide :

Un groupage sanguin ABO-RHI1 valide est réalisé sur deux prélévements différents a raison
d'une détermination par prélévement.

1.2.2. Les contrdles qualité internes

En ce qui concerne la détermination ABO, le systeme analytique doit étre contr6lé en utilisant
une série d'échantillons de contrdle de phénotypes garantis (typage obtenu par un processus
technique différent de celui qui doit étre contrélé 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 RH1, le systéme 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 RH : 1 ;

- un échantillon de groupe RH : -1.

1.2.3. Interprétation et validation des résultats,
gestion des anomalies (Annexe D II)
2. Le phénotypage RH-KEL 1 (Rh-K)
2.1. Définition de I'analyse

Cette analyse comprend I'é¢tude des antigénes RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c), RH5 (e) et KEL 1
(K).

2.2. Modalités de mise en oeuvre
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2.2.1. Le principe

Une réalisation du phénotypage RH-KEL 1 :

Une réalisation du phénotypage RH-KEL 1 comporte obligatoirement I'utilisation des réactifs
anti-RH2, anti-RH3, anti-RH4, anti-RHS5, anti-KEL 1 et du (des) réactif(s) témoin(s)
adéquat(s). Il est recommandé d'utiliser des réactifs d'origine monoclonale.

Une détermination du phénotypage RH-KEL 1 :

Sa définition est fonction des conditions techniques :

- si les opérations du phénotypage RH-KEL 1, incluant les modalités de vérification et
d'enregistrement des échantillons et des prescriptions, sont strictement réalisées dans les
conditions d'automation et d'informatisation décrites a l'article IV Automation et
informatisation, une détermination repose sur une seule réalisation exécutée a l'aide d'un lot
de réactifs et par un technicien ;

- dans tous les autres cas, une détermination repose sur deux réalisations exécutées par deux
techniciens différents. La saisie manuelle des résultats doit aussi passer par une double saisie
effectuée par deux personnes différentes.

Un phénotypage RH-KEL 1 valide :

Un phénotypage RH-KEL 1 valide est réalisé sur deux prélévements différents a raison d'une
détermination par prélévement.

2.2.2. Les contrdles qualité internes

Le systéme analytique doit étre contr6lé en utilisant une série d'échantillons de controle de
phénotypes garantis (typage obtenu par un processus analytique différent de celui qui doit étre
controlé par ces échantillons) comprenant pour chaque spécificité les hématies suivantes :

- anti-RH2 : un échantillon RH :2.4 et un échantillon RH :-2.4 ;

- anti-RH3 : un échantillon RH :3,5 et un échantillon RH :-3,5 ;

- anti-RH4 : un échantillon RH :2,4 et un échantillon RH :2,-4 ;

- anti-RHS5 : un échantillon RH :3,5 et un échantillon RH :3,-5 ;

- anti-KEL 1 : un échantillon KEL :1 et un échantillon KEL :-1.

2.2.3. Interprétation et validation des résultats,
gestion des anomalies (Annexe D III)
3. Le phénotypage étendu
3.1. Définition de l'analyse

Cette analyse consiste a rechercher un ou plusieurs antigénes érythrocytaires autres que ceux
qui sont définis par le groupage ABO.RHI1 et par le phénotypage RH-KEL 1.

3.2. Modalités de mise en oeuvre
3.2.1. Le principe

Une réalisation du phénotypage étendu :

pour un systeme donné la recherche de chaque antigeéne est basée sur l'utilisation du réactif
spécifique et du témoin adéquat.

Une détermination du phénotypage étendu :

Sa définition est fonction des conditions techniques :
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- si les opérations du phénotypage étendu, incluant les modalités de vérification et
d'enregistrement des échantillons et des prescriptions, sont strictement réalisées dans les
conditions d'automation et d'informatisation décrites a l'article IV Automation et
informatisation, une détermination repose sur une seule réalisation exécutée a l'aide d'un lot
de réactifs et par un technicien ;

- dans tous les autres cas, une détermination repose sur deux réalisations exécutées par deux
techniciens différents. La saisie manuelle des résultats doit aussi passer par une double saisie
effectuée par deux personnes différentes.

Un phénotypage étendu valide :

Un phénotypage étendu valide est réalisé sur deux prélévements différents a raison d'une
détermination par prélévement.

3.2.2. Les controles qualité internes

Le systéme analytique doit étre contrdlé en utilisant, pour chaque spécificité, deux
¢chantillons de controle de phénotypes garantis (typage obtenu par un processus analytique
différent de celui qui doit étre contrdlé par ces échantillons). L'un de ces échantillons doit étre
négatif et l'autre d'expression « hétérozygote ».

3.2.3. Interprétation et validation des résultats,
gestion des anomalies (Annexe D IV)
4. La recherche d'anticorps anti-érythrocytaires (RAI)
4.1. Définition de l'analyse

A l'aide de gammes d'hématies-tests d'origine humaine, telles qu'elles sont définies en 4.2.1,
on dépiste puis identifie, sur du sérum ou du plasma, les anticorps dirigés contre les antigénes
érythrocytaires autres que A et B.

4.2. Modalités de mise en oeuvre
4.2.1. Le principe

La recherche d'anticorps anti-érythrocytaires comporte deux étapes dont 1'enchainement est
sous la responsabilité du biologiste :

- une étape de dépistage au terme de laquelle le laboratoire pourra répondre « dépistage positif
» ou « dépistage négatif » d'anticorps anti-érythrocytaires. En cas de dépistage positif,
l'identification de l'anticorps est obligatoire.

Cette étape repose sur l'utilisation d'une gamme d'au moins trois hématies-tests de groupe O
qui doit permettre la détection des anticorps correspondants aux antigenes RH1 (D), RH2 (C),
RH3 (E), RH4 (c), RH5 (e), KEL 1 (K), KEL 2 (Cellano), KEL 4 (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,-2,3,4,-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 MNS4.
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En aucun cas ces hématies ne feront I'objet de mélange.

Une 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 oeuvre par un laboratoire différent de celui qui a réalisé le dépistage.

Cette étape repose sur l'utilisation, outre la gamme de dépistage, d'au moins 10 hématies-tests.
L'ensemble de ces hématies de groupe O doit comporter les antigénes suivants : RH1, RH2,
RH3, RH4, RHS, RH6, RHS (Cw), KEL 1, KEL 2, KEL 3 (Kpa), KEL 4, 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 : KEL 1, FY :1,-
2,FY :-1,2,JK :1,-2, JK :-1,2, MNS :3,-4, MNS :-3,4, P :-1.

Cette phase doit permettre 'identification d'un anticorps courant isolé ainsi qu'une orientation
dans I'identification des mélanges d'anticorps.

Les techniques :

Pour les deux étapes, la méthodologie technique repose sur la mise en oeuvre d'un test indirect
a l'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.

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.

4.2.2. Les contrdles qualité internes

Le systéme analytique sera contrdlé en utilisant des échantillons de contrdle comportant des
anticorps (natifs ou réactifs) de spécificité et de titre connus avec au minimum un anticorps de
titre a 4 dans la technique d'utilisation et sur une hématie comportant lI'antigéne correspondant
d'expression « hétérozygote ».

4.2.3. Interprétation et validation des résultats
(Annexe D V)

5. Le titrage des anticorps anti-érythrocytaires immuns autres que les anti-A et anti-B et le
dosage pondéral des anti-RH

5.1. Définition de I'analyse

Le titrage consiste a tester le plasma ou le sérum des patientes et ses dilutions vis-a-vis
d'hématies - tests possédant les antigenes spécifiques. La surveillance de 1'évolution du taux
des anticorps est basée obligatoirement sur le titrage par le test indirect a I'antiglobuline.

Le dosage pondéral consiste a mesurer par méthode semi-quantitative et automatisée, la
concentration en anticorps. Applicable aux seuls anti-RH, elle consiste en un dosage
comparatif par rapport a I'étalon international anti-RH1 dont la concentration est connue. Le
plasma ou le sérum des femmes enceintes immunisées et ses dilutions sont testés vis-a-vis
d'hématies - tests possédant I'antigéne spécifique correspondant.
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5.2. Modalités de mise en oeuvre
5.2.1. Le principe

Le titrage des anticorps consiste a tester le plasma ou le sérum ainsi que ses dilutions de
raison géométrique 2 vis a vis d'hématies possédant I'antigene correspondant a 1'anticorps
identifi¢ de fagon extemporanée.

La technique de référence est le test indirect a I'antiglobuline technique tube, en utilisant des
hématies natives en solution saline 0,15M.

La technique doit étre standardisée, c'est a dire pratiquée :

- avec des réactifs identiques : antiglobuline et mélange d'hématies - tests de méme phénotype
érythrocytaire ;

- par rapport a un standard anti-RH1 de titre connu ;

- avec reprise en parallele de I'échantillon précédent conservé congelé a une température
inférieure ou égale a - 30° C ;

- en automatisant si possible la réalisation des dilutions a l'aide d'un diluteur. Par ailleurs, la
dilution sera extemporanée et si possible portera sur un volume minimum de 100 p 1.

Un mélange de trois variétés d'hématies natives doit étre utilisé. Elles seront prélevées depuis
moins de quatorze jours en solution de conservation et de phénotype suivant RH :1, 2, 3,4, 5
pour les anti-RH1 purs ou associés a un anti-RH2 ou un anti-RH3, d'expression hétérozygote
pour les antigeénes correspondant aux autres anticorps a tester.

5.2.2. Les controles qualité internes
Ils comportent I'étude du standard anti-RH1 de concentration connue a différentes dilutions.

5.2.3. Validation analytique
(Annexe D VI)
6. L'épreuve directe de compatibilité au laboratoire
6.1. Définition de I'analyse

C'est une analyse qui consiste a tester 1'échantillon de sérum ou de plasma du receveur vis-a-
vis des hématies de la tubulure du produit sanguin a transfuser.

6.2. Modalités de mise en oeuvre
6.2.1. Le principe

L'épreuve directe de compatibilité au laboratoire se déroule en trois étapes :

1° Sélection des unités a compatibiliser conformément aux bonnes pratiques de distribution.
Cette sélection prend en compte :

Le statut immuno-hématologique du receveur dont la définition minimale préalable repose
obligatoirement, en absence d'antériorité valide, sur :

- le groupage ABO.RH1 ;

- le phénotypage RH-KEL 1 ;

- le phénotypage autre que RH-KEL 1 d'un ou plusieurs antigénes immunogeénes si une
antigeno ou séro compatibilité les concernant doit étre respectée ;

- le dépistage d'anticorps anti-érythrocytaires dont le délai par rapport a la date effective de la
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transfusion est conforme aux dispositions réglementaires ;

- I'identification d'anticorps anti-érythrocytaires en cas de dépistage positif.

La mention d'un protocole transfusionnel éventuel spécifique a la situation clinique
considéreée.

2° Préparation des hématies de la tubulure.

Cette étape a pour but de conditionner les hématies de la tubulure afin qu'elles puissent étre
testées dans les mémes conditions techniques que la RAIL

Au cours de cette étape, il convient d'étre particulierement attentif aux modalités
d'identification de la tubulure et des échantillons secondaires a partir du numéro codé en
barres de 1'unité de produit sanguin.

3° Exécution technique.

Les conditions techniques sont identiques a celles utilisées par la RAIL

6.2.2. Les contrdles qualité internes

Le systeme analytique doit étre contrdlé en utilisant des échantillons de contrdle identiques a
ceux utilisés pour la RAIL

6.2.3. Interprétation et validation des résultats
(Annexe D VII)
7. Le test direct a l'antiglobuline
7.1. Définition de l'analyse

Le test direct a I'antiglobuline permet la mise en évidence de la sensibilisation in vivo des
hématies humaines par des anticorps de nature IgG et/ou des fractions du complément. Ce test
doit étre réalisé sur un échantillon de préférence anticoagulé.

7.2. Modalités de mise en oeuvre
7.2.1. Le principe

La mise en évidence de la sensibilisation in vivo des hématies repose sur l'utilisation
d'antiglobuline(s) humaine(s) dont la portion Fab reconnait les marqueurs isotypiques
d'immunoglobulines ou des fractions du complément spécifiquement fixées sur I'hématie.
La réalisation de cette analyse impose d'utiliser de fagon simultanée et indépendante une
antiglobuline anti-IgG et un anti-C3d ainsi que des réactifs témoins appropriés.

7.2.2. Les controles qualité internes

Le systéme analytique sera contr6lé en utilisant des hématies préalablement sensibilisées in
vitro par des IgG et éventuellement du complément.

7.2.3. Interprétation et validation des résultats
(Annexe D VIII)
III. - Controle de qualité interne (CQI)

Le biologiste devra organiser un controle de qualité interne conformément au guide de bonne
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exécution des analyses de biologie médicale (GBEA) et qui repose notamment sur l'analyse
d'échantillons de controle effectuée dans les mémes conditions que celles appliquées aux
¢chantillons biologiques. Les résultats relatifs a ces échantillons de controle doivent étre
connus et garantis. La mise en oeuvre de ces contrdles est, au minimum, quotidienne.

I'V. - Automation. - Informatisation
1. Automation et exécution analytique

Les caractéristiques, les modalités de mise en place et le fonctionnement des matériels
automatiques et informatiques seront conformes aux regles générales d'exécution des analyses
de biologie médicale prévues par le GBEA en vigueur.

1.1. Objectifs de I'automation et de l'informatisation
au laboratoire d'immuno-hématologie (Annexe D IX)

1.2. Définition des caractéristiques minimales d'un systeme permettant de dire que le
processus d'analyse immuno-hématologique est automatique

Quel que soit le degré d'automatisation du processus analytique, sa qualité est directement liée
a la phase préanalytique qui comporte des opérations manuelles critiques dont l'erreur peut
remettre en cause la fiabilité du résultat :

- acceptation des échantillons et des documents accompagnateurs (prescription - fiche de suivi
médical),

- saisie de I'état civil,

- ¢établissement du lien entre patient - support d'identification positive - échantillon.

Ces opérations doivent faire 1'objet de procédures écrites et détaillées permettant d'éviter toute
erreur de saisie ou d'identification. Il est nécessaire de mettre en oeuvre des opérations
spécifiques permettant une vérification de la saisie et du lien entre le patient et son
¢chantillon.

A ce titre, la saisie informatique de I'état civil a partir de la prescription doit étre suivie d'un
controle basé sur une deuxieme saisie réalisée a partir des informations inscrites sur
I'échantillon et apres une identification positive de celui-ci.

La qualification « d'automatique » pour un syst¢eme donné impose que celui-ci puisse prendre
en charge certaines phases de 1'exécution analytique apparaissant comme critiques pour la
fiabilité des résultats et puisse associer de fagon automatique et univoque le patient aux
résultats correspondants via le support d'identification positive de 1'échantillon. Cette
conception peut donc s'appliquer aussi bien aux automates qu'aux semi-automates tels qu'ils
sont définis en biologie médicale et qui fonctionnent dans un systéme informatique donné.
L'attribution de cette qualification repose donc sur la prise en charge, par le systeme
(ensemble de 1'automate et de I'environnement informatisé du laboratoire) concerné, des
opérations mentionnées en annexe D X.

2. Sécurisation du transfert des résultats du laboratoire
sur le centre de distribution
(Annexe D XI)
V. - Carte de groupes sanguins

La carte de groupes sanguins est un document de synthése de données biologiques permettant
d'assurer la sécurité transfusionnelle immunologique du patient.
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La carte de groupes sanguins est éditée par un systéme 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 laboratoire.
L'ensemble des mentions nécessaires a la sécurité transfusionnelle immunologique doit
apparaitre sur une seule face de la carte.

1. Mentions apparaissant
sur la carte de groupes sanguins
1.1. Identification du laboratoire qui a édité la carte
de groupes sanguins

Nom du laboratoire.
Adresse.

Téléphone.

Signature du biologiste.

1.2. Identification du patient

Nom de naissance complété s'il y a lieu du nom marital.

Prénom(s) et en cas de prénom compos€, transcription du prénom complet en toutes lettres.
Sexe.

Date de naissance.

En cas de changement de nom marital, la carte reste valide si les autres identifiants sont
corrects.

1.3. Groupes sanguins et phénotypes €rythrocytaires

Le résultat de chaque détermination est suivi de la date de sa réalisation.

Une mention rappelle que les groupes sanguins et les phénotypes ne sont valides qu'apres
deux déterminations. Cette mention peut €tre portée au dos de la carte.

Il est recommandé d'utiliser la nomenclature alphanumérique internationale.

1.4. Recherche d'anticorps anti-érythrocytaires

La présence d'un ou plusieurs anticorps anti-érythrocytaires est mentionnée sur la carte suivie
de la date de découverte de I'anticorps. Il n'est pas fait mention des caractéristiques (liste des
antigenes) des gammes d'hématies-tests qui ont été utilisées, ainsi que leur provenance.

Une recherche d'anticorps anti-érythrocytaire négative ne fait I'objet d'aucune mention sur la
carte de groupes sanguins.

Il est recommandé d'utiliser la nomenclature alphanumérique internationale.

2. Cas particulier du nouveau-né

La détermination des groupes sanguins chez un nouveau-né ou un nourrisson nécessite un
prélévement de sang veineux. Elle ne peut pas étre réalisée a partir d'un prélévement de sang
effectué au cordon.
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Le document de groupes sanguins n'est valide que jusqu'a I'age de six mois. Il doit mentionner
: « groupe sanguin de nouveau-né - valide jusqu'au - date de naissance + 6 mois- ».

ANNEXED
BONNES PRATIQUES DE LABORATOIRE
EN IMMUNO-HEMATOLOGIE ERYTHROCYTAIRE
ANNEXEDI
CHAMPS D'APPLICATION
1. Groupage ABO-RH1

En absence de résultats valides, cette analyse est réalisée :

- dans un contexte prétransfusionnel avéré ou potentiel ;

- dans un contexte prénuptial, pré ou périnatal conformément aux dispositions réglementaires
relatives au suivi de la grossesse. Dans ce contexte les réactifs anti-RH1 utilisés doivent
détecter la plupart des variants RHI ;

- pour la validation de 1'identification d'anticorps anti-érythrocytaires ;

- en l'absence de résultats valides du phénotype RH-KEL 1 cette analyse est obligatoirement
complétée par un phénotypage RH-KEL 1.

2. Phénotypage RH-KEL 1

En absence de résultats valides, cette analyse est réalisée :

- dans un contexte prétransfusionnel avéré ou potentiel. La prise en compte du résultat
s'inscrit dans le cadre des bonnes pratiques de distribution ;

- dans le contexte prénuptial, pré ou périnatal conformément aux dispositions réglementaires
relatives au suivi de la grossesse ;

- pour la validation de l'identification d'anticorps anti-érythrocytaires ;

En absence de résultats valides de groupage ABO-RH1 :

- cette analyse est obligatoirement complétée par un groupage ABO-RHI1.

3. Phénotypage étendu

En absence de résultats valides, cette analyse est réalisée :

- systématiquement dans les cas d'allo-immunisation anti-érythrocytaire complexe et
proposée, a titre préventif, chez certains patients transfusés de manicre itérative. Dans ce
dernier cas l'analyse concerne les antigeénes courants suivants :

FY1, FY2, JKI, JK2, MNS3 et si possible MNS4.

- pour la validation de 1'identification d'anticorps anti-érythrocytaires dirigés contre un ou
plusieurs antigénes érythrocytaires autres que ceux qui sont définis par le groupage ABO-RH1
et par le phénotypage RH-KEL 1 et pour lesquels les réactifs sont disponibles sur le marché.
En absence de résultats valides de groupage ABO-RH1 et/ou de phénotypage RH-KEL 1,
cette analyse est obligatoirement complétée par un groupage ABO-RH1 et un phénotypage
RH-KEL 1.

4. Recherche d'anticorps anti-érythrocytaires

Cette analyse doit étre réalisée dans le cadre de la prévention des accidents immuno-
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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 transfusé 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 l'absence de prescription, ces analyses doivent étre réalisées a l'initiative du biologiste.

5. Titrage des anticorps anti-érythrocytaires autres que anti-A,
anti-B et dosage pondéral des anti-RH

Le titrage, indissociable de la recherche des anticorps anti-érythrocytaires, est obligatoire chez
toute femme enceinte possédant un anticorps immun. Il permet d'estimer I'évolution de 1'allo-
immunisation en rapport avec un passage d'hématies foetales qui peut éventuellement se
produire dés le premier trimestre de la grossesse. L'activité fonctionnelle (pouvoir
hémolytique) de l'anticorps dépendant de sa concentration et de son affinité, pour les anticorps
du systéme RH, l'association au dosage pondéral est nécessaire afin de mieux appréhender le
risque hémolytique anté-natal.

En cas d'allo-immunisation une nouvelle programmation des RAI (avec titrage et
éventuellement dosage pondéral) est nécessaire. Il est classiquement reconnu qu'un contrdle
mensuel est suffisant, dans la majorité des cas, jusqu'a la 20e semaine d'aménorrhée. Au-dela,
un contrdle tous les quinze jours est a envisager. Dans certains cas d'immunisation sévere, un
controle fréquent est nécessaire, méme avant la 20e semaine d'aménorrhée, et d'autant plus en
fin de grossesse ou le rythme peut étre hebdomadaire.

En l'absence de prescription, ces analyses doivent étre réalisées a l'initiative du biologiste.

6. Epreuve directe
de compatibilité au laboratoire

Cette analyse est réalisée dans les circonstances suivantes :

- s'il s'agit d'un receveur présentant ou ayant présenté un (ou plusieurs) allo-anticorps anti-
érythrocytaires ;

- s'il s'agit d'un nouveau-né présentant un test direct a I'antiglobuline positif ou né de meére
allo-immunisée.

7. Test direct a I'antiglobuline

Cette analyse doit s'inscrire dans 1'un des contextes suivants :

- dans le cadre d'un syndrome hémolytique clinique ou biologique pour démontrer l'origine
immunologique de cette hémolyse ;

- dans le cadre de la mise en évidence d'auto-anticorps lors de la RAI afin de détecter leur
capacité a se fixer in vivo ;

- dans le cadre d'une maladie hémolytique du nouveau-né pour démontrer la sensibilisation
des hématies du nouveau-né par les allo-anticorps de nature IgG d'origine maternelle ;

- dans le cadre d'une réaction transfusionnelle pour démontrer I'origine immuno-hémolytique
de l'incident ;
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- dans le cadre d'une anémie hémolytique auto-immune pour démontrer la sensibilisation des
hématies du patient par les auto-anticorps et/ou par du complément ;

- dans le cadre d'une anémie hémolytique d'origine médicamenteuse pour démontrer la
sensibilisation des hématies par des anticorps reconnaissant certains médicaments ;

- dans le cadre de l'exploration biologique d'autres maladies auto-immunes.

ANNEXEDII
GROUPAGE ABO-RHI

Dans I'épreuve globulaire de réalisation du groupage sanguin ABO, le réactif anti-B utilisé ne
doit pas donner de réaction croisée vis-a-vis de I'antigene B acquis. L'un des deux réactifs,
anti-A ou anti-AB, doit pouvoir reconnaitre les hématies Ax.

1. Interprétation et validation des résultats

La validation analytique repose sur :

- résultats conformes des CQI ;

- absence d'ambiguité réactionnelle avec chaque réactif ;

- absence de double population. A ce titre, il est indispensable que tout antécédent
transfusionnel récent (moins de quatre mois) soit signalé au laboratoire lors de la prescription
de l'analyse ;

- profil réactionnel cohérent par rapport a la table d'interprétation des groupes ABO-RH1 ;

- absence de discordance entre deux réalisations ;

- absence de discordance avec antériorité.

2. Gestion des anomalies

La constatation d'une anomalie lors de la phase de validation analytique du groupe sanguin
ABO-RHI impose l'intervention du biologiste. La gestion de I'anomalie repose alors sur :
Une attitude sécurisée en termes d'exploitation :

- ne pas rendre le résultat ;

- rendre un conseil transfusionnel provisoire en cas d'urgence ;

Une nouvelle détermination du groupe sanguin :

- si I'anomalie n'est pas retrouvée, le résultat est validé ;

- si I'anomalie est retrouvée, une poursuite de l'exploration.

Une attitude cohérente en termes d'exploration de 1'anomalie qui tiendra compte :

- du contexte clinique ;

- du profil réactionnel obtenu ;

- du résultat des témoins du groupage ABO :

- le témoin « auto » qui consiste a tester, dans les mémes conditions techniques, le plasma du
sujet vis-a-vis de ses propres hématies ;

- les témoins « allo » et éventuellement « A2 » qui consistent a tester, dans les mémes
conditions techniques, le plasma du sujet vis-a-vis d'une gamme d'hématies-tests O et A2 dont
la constitution antigénique permettra de détecter les anticorps anti-érythrocytaires, autres que
anti-A et anti-B, susceptibles d'interférer avec 1'épreuve plasmatique ;

- le témoin « réactif » qui consiste a tester, dans les mémes conditions techniques, les
hématies du sujet vis-a-vis d'un réactif témoin n'ayant pas d'activité anticorps.
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ANNEXEDII
PHENOTYPAGE RH-KEL 1
1. Interprétation et validation des résultats

La validation analytique repose sur :

- résultats conformes des CQI ;

- absence d'ambiguité réactionnelle avec chaque réactif ;

- absence de double population. A ce titre, il est indispensable que tout antécédent
transfusionnel récent (moins de quatre mois) soit signalé au laboratoire lors de la prescription
de l'analyse ;

- profil réactionnel cohérent par rapport a la table d'interprétation des phénotypes RH-KEL 1 ;
- absence de discordance entre deux réalisations ;

- absence de discordance avec antériorité.

2. Gestion des anomalies

La constatation d'une anomalie lors de la phase de validation analytique du phénotypage RH-
KEL 1 impose l'intervention du biologiste. La gestion de 1'anomalie repose alors sur :
Une attitude sécurisée en termes d'exploitation :

- ne pas rendre le résultat ;

- rendre un conseil transfusionnel provisoire en cas d'urgence ;

Une nouvelle détermination du phénotype :

- si I'anomalie n'est pas retrouvée, le résultat est validé ;

- si I'anomalie est retrouvée une poursuite de I'exploration ;

Une attitude cohérente en termes d'exploration de 1'anomalie qui tiendra compte :

- du contexte clinique ;

- du profil réactionnel obtenu (témoins adéquats inclus).

ANNEXEDIV
PHENOTYPAGE ETENDU
1. Interprétation et validation des résultats

La validation analytique repose sur :

- résultats conformes des CQI ;

- absence d'ambiguité réactionnelle avec chaque réactif ;

- absence de double population. A ce titre, il est indispensable que tout antécédent
transfusionnel récent (moins de quatre mois) soit signalé au laboratoire lors de la prescription
de l'analyse ;

- profil réactionnel cohérent par rapport a la table d'interprétation des phénotypes étendus ;

- absence de divergence entre deux réalisations ;

- absence de discordance avec antériorité.

2. Gestion des anomalies

La constatation d'une anomalie lors de la phase de validation analytique du typage
érythrocytaire étendu impose l'intervention du biologiste. La gestion de 1'anomalie repose
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alors sur :

Une attitude sécurisée en termes d'exploitation :

- ne pas rendre le résultat ;

- rendre un conseil transfusionnel provisoire en cas d'urgence ;

Une nouvelle détermination du phénotype :

- si I'anomalie n'est pas retrouvée, le résultat est validé ;

- si I'anomalie est retrouvée, une poursuite de l'exploration ;

Une attitude cohérente en termes d'exploration de 1'anomalie qui tiendra compte :
- du contexte clinique ;

- du profil réactionnel obtenu.

ANNEXE D V
RECHERCHE D'ANTICORPS ANTI-ERYTHROCYTAIRES
Interprétation et validation des résultats

L'identification d'un ou plusieurs anticorps anti-€rythrocytaires impose :

De valider la spécificité de chaque anticorps par 1'obtention d'une réaction positive avec toutes
les hématies porteuses de 'antigéne correspondant (au moins 3 hématies) et d'une réaction
négative avec toutes les hématies non porteuses de cet antigene (au moins 3 hématies). Le
seuil minimal de 3 hématies en terme de réactivités positives ou négatives ne s'applique pas
en cas d'association d'anticorps de spécificité anti-RH.

Lorsque cette correspondance exacte n'est pas obtenue, l'interprétation doit prendre en compte
le caractere « homozygote » ou « hétérozygote » des hématies utilisées. Dans ces conditions,
une étape supplémentaire avec un plus grand nombre d'hématies informatives doit étre mise
en oeuvre ;

D'¢liminer des anticorps supplémentaires éventuels :

- par la mise en oeuvre de techniques complémentaires ;

- par la présence, sur les hématies négatives, des antigénes présents sur la gamme de dépistage
ne correspondant pas a la (aux) spécificité(s) préalablement identifiée(s) ;

De controler 1'absence de I'antigéne correspondant a chaque allo-anticorps identifié¢ lorsque les
réactifs sont disponibles sur le marché.

En absence de résultats valides, 1'identification d'un anticorps anti-érythrocytaire doit étre
complétée par un groupage ABO-RHI et un phénotypage RH-KEL 1.

ANNEXE D VI

TITRAGE DES ANTICORPS ANTI-ERYTHROCYTAIRES IMMUNS AUTRES QUE LES
ANTI-A ET ANTI-B ET LE DOSAGE PONDERAL DES ANTI-RH La validation analytique
repose sur les résultats obtenus avec un standard anti-RH]1, les résultats comparatifs entre les
2 échantillons n et n - 1 de la patiente et les résultats de 1'antériorité.

ANNNEXE D VII
EPREUVE DIRECTE DE COMPATIBILITE AU LABORATOIRE
Interprétation et validation des résultats

Une procédure doit définir les modalités de libération des produits sanguins labiles
compatibilisés en fonction des résultats de cette épreuve :
- résultats conformes des CQI ;
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- en absence de réactivité dans la technique considérée :

- 'unité est déclarée compatible. Sa libération est autorisée avec identification spécifique de
l'unité conformément aux dispositions réglementaires en vigueur ;

- en cas de réactivité dans la technique considérée :

- I'unité est déclarée incompatible. En fonction du contexte, sa libération peut étre autorisée
conformément aux dispositions réglementaires prévues par les bonnes pratiques de
distribution et le conseil transfusionnel. Par ailleurs, une exploration complémentaire peut étre
entreprise afin d'expliquer ces résultats et sélectionner de nouvelles unités en tenant compte
de ces explorations.

ANNEXE D VIII
TEST DIRECT A L'ANTIGLOBULINE
Interprétation et validation des résultats

- résultats conformes des CQI ;
- absence d'ambiguité réactionnelle avec chaque réactif ;
- profil réactionnel cohérent par rapport a la logique d'interprétation préétablie.

ANNEXE D IX
OBJECTIFS DE L'AUTOMATION ET INFORMATISATION
AU LABORATOIRE D'ITMMUNO-HEMATOLOGIE
1. Diminuer le risque d'erreur humaine

En immuno-hématologie érythrocytaire, I'automatisation et I'informatisation des analyses et
du transfert des résultats apporte une sécurité supplémentaire par rapport a la réalisation
manuelle en réduisant plusieurs risques possibles d'erreurs, et en particulier les erreurs
relatives a :

- I'enregistrement de la demande ;

- la sélection de 1'échantillon ;

- la sélection du réactif ;

- I'exécution de 'analyse elle-méme ;

- la transcription ;

- I'interprétation ;

- la saisie des résultats.

2. Garantir la tragabilité

La compréhension et la correction d'éventuels dysfonctionnements reposent sur une analyse
précise des défaillances qui peuvent survenir au niveau d'un processus. L'efficacité de cette
exploration a posteriori est intimement liée a une tracabilité fiable de tous les éléments ayant
contribué aux opérations analytiques. Aussi les opérations suivantes, relatives a chaque
analyse, doivent étre archivées, accessibles et exploitables :

- date de l'analyse ;

- couple distributeur-lecteur ;

- réactifs : types - spécificités - numéro de lot ;

- liaison avec les CQI (types - spécificités- numéro de lot - résultats) ayant permis la
validation ;

- opérateur ;

- 135 -

VELLUTINI Bianca
(CC BY-NC-ND 2.0)



- résultats réactionnels obtenus avec chaque réactif ;
- notion de correction manuelle éventuelle survenue avec 1'un d'entre eux ;
- résultats analytiques interprétés.

3. Gérer les alarmes de fonctionnement du systéme

Remarques :

- en l'absence de connexion informatique, le risque d'erreur de transcription existe toujours,
méme en cas de double saisie ;

- 'optimisation des systémes automatiques impose de mettre I'accent sur une formation
adaptée des opérateurs.

ANNEXEDX
a) Traitement et identification des échantillons

Vous pouvez consulter le tableau dans le JO
n° 104 du 04/05/2002 page 8375 a 8382
b) Gestion des réactifs
Vous pouvez consulter le tableau dans le JO
n° 104 du 04/05/2002 page 8375 a 8382
¢) Gestion du support réactionnel
(microplaque ou support filtration)
Vous pouvez consulter le tableau dans le JO
n° 104 du 04/05/2002 page 8375 a 8382
d) Gestion de la phase de préparation distribution
Vous pouvez consulter le tableau dans le JO
n° 104 du 04/05/2002 page 8375 a 8382
e) Traitement de la lecture des réactions
Vous pouvez consulter le tableau dans le JO
n° 104 du 04/05/2002 page 8375 a 8382
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f) Traitement des informations

Vous pouvez consulter le tableau dans le JO
n° 104 du 04/05/2002 page 8375 a 8382

g) Exploitation des informations

La décision finale de la validation analytique revient a l'opérateur :

- par controle visuel de chaque support avec analyse de cohérence avec les résultats rendus
par le systéme ;

- par appréciation de la qualité des controles qualité internes autorisant la validation
analytique.

Vous pouvez consulter le tableau dans le JO
n° 104 du 04/05/2002 page 8375 a 8382

h) Validation biologique
Conforme a la réglementation en vigueur (GBEA).

ANNEXEDXI
SECURISATION DU TRANSFERT DES DONNEES IMMUNO
HEMATOLOGIE VERS LE SERVICE DE DISTRIBUTION

Elle repose en partie sur la fiabilité¢ des données immuno-hématologiques du receveur
introduites dans le systéme.

Afin d'éviter leur prise en compte manuelle a partir de résultats écrits, ces données doivent
étre transférées en totalité et informatiquement, apres validation, vers le site de distribution de
I'Etablissement francais du sang ou le dépot de distribution de I'établissement de santé
autorisé a attribuer les produits sanguins labiles.

Le transfert des données doit respecter le guide de bonne exécution des analyses de biologie
médicale (GBEA) et les recommandations suivantes :

La transmission de données nominatives

Les procédures utilisées doivent garantir la confidentialité :

Les données doivent €tre cryptées lorsque celles-ci doivent transiter sur un réseau ouvert.
Elles doivent également étre cryptées lorsqu'elles doivent transiter sur un réseau interne sur
lequel peut se connecter du personnel non médical et non paramédical ;

L'identification de I'émetteur, du destinataire et la vérification des droits de celui-ci a recevoir
ces données sont obligatoires. Le destinataire pouvant €tre une personne physique ou un
ordinateur.
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L'intégrité des données transmises

Le protocole de transfert des données doit comporter des procédures efficaces de controle des
¢changes vérifiant que le ou les messages recus sont identiques au(x) message(s) envoyé(s) et
que ces procédures soient effectivement actives.

Au cas ou de telles procédures ne seraient pas utilisées (en raison de problémes momentanés,

par exemple), le message émis doit en comporter la mention en clair afin d'avertir le receveur
de la possibilité d'erreurs dans la transmission des données.

En cas d'échec de transmission ou de rupture de communication en cours, il faut retransmettre
automatiquement et intégralement le ou les messages.

L'archivage des transmissions

Il est nécessaire d'archiver ces transmissions pendant toute la durée 1égale d'archivage des
dossiers des patients. Ces archives doivent pouvoir étre éditables et consultables a tout
moment en comportant la date et 'heure d'émission du message acquitté par le receveur.
En cas de transmissions multiples d'un méme dossier pour complément ou mise a jour,
chacune des transmissions doit étre archivée sous la méme forme.

Les messages de transfert utilisés doivent répondre aux dispositions normatives en vigueur
qui concernent la transfusion sanguine.

Fait a Paris, le 26 avril 2002.

Bernard Kouchner

- 138 -

VELLUTINI Bianca
(CC BY-NC-ND 2.0)



Plaquette d'information sur la prophylaxie anti-D a destination des patientes

ANNEXE 3
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