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Introduction et objectifs

Introduction

La barriere immunologique liée au polymorphisme des groupes sanguins est un obstacle
majeur a la réalisation des transfusions de sang. La découverte du systeme ABO en 1900 par
Karl Landsteiner (1), puis celles de nombreux autres systemes de groupes sanguins ont permis
de définir des regles permettant d'assurer la sécurité immunologique des transfusions de

produits sanguins labiles (PSL).

Le systeme de groupes sanguins ABO est caractérisé par la présence constante dans le sérum
de chaque individu, d’anticorps (Ac) ou immunoglobulines (1g) dirigés contre les antigénes
(Ag) absents a la surface de ses globules rouges. Ainsi, les sujets de groupe sanguin A
possedent des Ac anti-B, les sujets de groupe B des Ac anti-A, les sujets de groupe sanguin
AB ne possédent ni d’Ac anti-A, ni d’Ac anti-B tandis que les sujets de groupe O possédent a
la fois des Ac anti-A et anti-B. Ce sont des Ac réguliers et de nature IgM. lls sont agglutinants
avec un optimum thermique a 4°C. lls sont dits naturels car apparaissant en dehors de toute
allo-immunisation préalable (2).

Par ailleurs, sous I'influence de divers stimulis de 1’environnement, certains sujets peuvent
développer des anticorps anti érythrocytaires anti A et/ ou anti B irréguliers dits immuns de
type IgG. Ces circonstances stimulantes peuvent étre soit une allo immunisation (grossesse
ABO incompatible, transfusion de produits sanguins contenant des hématies ABO
incompatibles) une hétéro-immunisation (vaccination, sérothérapie, etc.) (3).

Contrairement aux anticorps naturels, les anticorps anti-A et anti-B immuns sont fortement
hémolysant car ils sont capables de déclencher la cascade du complément jusqu'a la
formation du complexe d’attaque membranaire et provoquer une hémolyse, on parle ainsi
d’hémolysines. Ces dernieres sont caractérisées par un optimum d’activité a 37°C, sont
difficilement absorbables par les antigénes A et B solubles et peuvent entrainer des
hémolyses chez les receveurs de sang. C’est le cas du donneur universel dit : « dangereux »
(sujet O avec hémolysines anti A et/ou anti B). Chez la femme enceinte, ces hémolysines sont
capables de traverser la barriere placentaire et induire une incompatibilité foeto-maternelle,
voire une maladie hémolytique du nouveau-né (4) (5).Au cours d’une transfusion non iso-
groupe (phéno-compatible) de produits sanguins contenant du plasma, les anticorps naturels
ABO du donneur sont en géneral, sans danger pour les globules rouges du receveur. lls sont
rapidement dilués dans la circulation sanguine du receveur et adsorbés sur les antigénes

tissulaires A et B de la paroi vasculaire (6).
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Cependant, les hémolysines, sont difficilement adsorbables sur les antigénes solubles ou
tissulaires (7), s’il en existe dans un produit sanguin transfusé, avec un volume de plasma
important (transfusion de sang total, de concentrés de plaquettes, de plasma) et leur titre
élevé 32, peuvent induire des accidents hémolytiques chez le receveur (8) (9) (10).

La distribution et le titre des hémolysines sont variables en fonction du groupe sanguin
ABO, de la race, de I'exposition antérieure a des stimuli immunisants (transfusion, grossesse,
etc.) (11).

En Afrique Sub-saharienne, le groupe sanguin O est largement prédominant, contrairement a
la population caucasienne (11). Il est connu que trés souvent, dans des situations d’urgences,
le sang O (DONNEURS UNIVERSELS) est délivré pour des malades de groupe sanguin A, B
ou AB sans aucun dépistage des hémolysines ni test de compatibilité adéquat (test a D’anti
globuline humaine a 37°C). Or plusieurs études montrent que parmi les donneurs de groupe
sanguin O, une proportion importante possede des anticorps anti-A et/ou anti-B de type IgG.
De nombreuses études africaines, maghrébines et européennes ont été publiées sur la
prévalence des hémolysines anti-A et anti-B chez les donneurs de sang essentiellement du
groupe O.....

La recherche d’hémolysines chez les donneurs de sang rentre dans le cadre de la sécurité
immunologique de la transfusion. Le fait de transfuser du sang contenant une hémolysine
peut induire une hémolyse chez le patient. Cette situation n’a lieu qu’en cas de transfusion
compatible non iso-groupe, par exemple transfusion de sang O a un patient A ou B ou AB,
sang A a un patient AB, sang B a un  patient AB. Dans certains pays, en particulier
européens, cette recherche a été rendue obligatoire et le sang dans lequel on met en évidence
la présence d’hémolysines doit étre réservé a une transfusion iso-groupe (12). En Algérie, a
ce jour aucune étude n’a été réalisée sur la prévalence nationale des hémolysines chez les
donneurs de sang. Au CWTS de Tizi Ouzou les demandes de sang (Concentrés de Globules
Rouges, Concentrés de Plaquettes, Plasma Frais Congelé) sont de plus en plus croissantes, on
ignore jusqu’ici la fréquence des hémolysines du systtme ABO et celui des donneurs
dit : « UNIVERSELS DANGEURUX ». C’est pourquoi il nous a apparu intéressant
d’entreprendre cette étude sur les hémolysines chez les donneurs de sang au CWTS de Tizi

Ouzou.
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Objectifs

Pour répondre a notre problématique, nous nous sommes fixés un objectif principale qui
porte sur la détermination de la fréquence d’hémolysines anti A et anti B chez les donneurs
de sang du Centre de Transfusion Sanguine de wilaya (CWTS) de Tizi Ouzou, et des
objectifs secondaires afin de :

1- Déterminer les caractéristiques sociodémographiques des donneurs
2- Déterminer la fréquence et titre des hémolysines anti-A et anti-B en fonction du sexe et
de I’age

3- Déterminer le taux des hémolysines en fonction du groupe sanguin ABO
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Partie théorique Chapitre I

1. Systéeme ABO (ISBT 001)
Le systeme ABO est le systtme de groupe sanguin le plus important du fait de son

implication en transfusion sanguine et dans la transplantation d’organes.

Les antigenes ABO ont une distribution étendue dans 1’organisme, sont exprimés par les
cellules sanguines circulantes, mais aussi par les cellules endothéliales, des épithéliums. Ces
antigénes sont de véritables antigénes d’histocompatibilité.

Quatre groupes sanguins (A, B, AB, O) sont définis par la présence ou 1’absence des antigénes
A et B. Les antigénes A et B sont les produits de 2 enzymes (A et B) codées par un géne se
trouvant sur le chromosome 9. L’antigéne O résulte de I’absence d’activité enzymatique. En
outre, ils sont caractérisés par la présence ou non d’hétéro anticorps (anticorps naturels)
réguliers anti-A, -B, -AB dans le plasma/sérum. Le systéme ABO est un systéme tissulaire, ce
qui signifie que les antigenes ABO se retrouvent non seulement sur les hématies, mais aussi
sur les cellules d’autres tissus, jouant ainsi un role fondamental dans la transplantation. En

outre, ils sont trouvés sous forme soluble dans différents fluides corporels.

Le systeme ABO est le systéeme 001 selon la nouvelle nomenclature des systéemes de groupe
sanguin ISBT 2008. Chaque spécificité antigénique est également affectée d’un numéro : A':

001, B : 002, AB : 003 (13; 14).

& Historique

En 1900 Karl Landsteiner a publié une trés courte communication dans laquelle il
affirme que le sérum des personnes saines agglutine ; non seulement les globules
rouges d’animaux mais également les globules rouges d’autres personnes.

En 1901 ; Landsteiner a systématisé ses premieres observations et décrit trois
groupes sanguins chez ’homme (1 ; 2 et 3 qui correspondent aux groupes sanguins
A.B et O) en fonction des réactions d’agglutinations observées. En testant le sérum et
les hématies des sujets de son laboratoire.

En 1902 Decastello et sturlien en répétant les expériences de Landsteiner
découvrent 1’existence d’hématies possédant a la fois les agglutinogénes (antigenes)
A et B. ce sera le groupe AB (15).

En 1911 V.Dungren et Hirsfeld ont mis en évidence la présence de deux sous-

groupes Al, A2 du groupe A.

Page 4



Partie théorique Chapitre I

En 1924 Beirnstein montre que les groupes du systemes ABO constituent des
caractéres héréditaires transmis suivant les lois Mendéliennes.

En 1952-1953 Morgan et Watkins ont démontré que les déterminants antigéniques
A, B et H sont de nature glucidique.

En 1990 : Yamamoto et al ont cloné le géne ABO et décrivent les bases

moléculaires de trois principaux alleles ABO (16).

1.1. Phénotypes ABO
Par convention le group sanguin ABO est défini par les antigénes présents a la surface des
globules rouges, ainsi on a 6 phénotypes courants : Al, A2, B, O, A1B et A2B, les anticorps
présents dans le sérum correspondent a I’antigéne absent ou aux antigénes absents de la

surface des globules rouges (17).

@ Ontogenese des antigenes ABO

Les Ag du systtme ABO sont présents avant méme la différenciation du tissu
hématopoiétique, des les premieres semaines de vie feetale les Ag A, B et H sont développés
dans de nombreux tissus endothéliaux et épithéliaux (5éme semaine : Ag ABH sont
développés sur I’endothélium cardiovasculaire, 8¢me semaine : Ag ABH sont retrouvés au

niveau des cellules épithéliales du tube digestif et le tractus respiratoire) (18).

1.1.1. Phénotypes communs
Le systeme ABO comprend quatre antigenes, A (001), B (002), A B (003) et A1 (004), en
fonction de la réactivité avec les anticorps monoclonaux. Le systeme H, comprend un
antigene de grande fréquence, précurseur biochimique des antigenes A et B.
La détermination des groupes sanguins est basée sur la présence ou 1’absence des antigénes A
et/ ou B a la surface des hématies et la présence « réguliére » d’agglutinines naturelles, anti-A

et anti-B correspondant aux antigenes absents des hématies (19).

1.1.2. Phénotypes A1/ A2
Un niveau de complexités a été rapporté a propos du phénotype A, qui se subdivise en 2 sous

groupe Al et A2 et pour le AB en AIB et A2B.ces globules rouges porteurs de 1’antigéne A
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sont agglutinés par le réactif anti A, contrairement a I’anti A1 qui agglutine seulement les
hématies Al et A1B. Les hématies des individus porteurs de 1’antigéne A environ 80% des
sujets sont Al et 20% sont A2.Les anticorps anti- A agglutinent la totalité de groupe A.

Les anticorps anti- A1l ne réagissent qu’avec 80% des sujets, déterminent les individus A1,

les globules rouges qui ne sont pas agglutinés par cet anticorps sont dits de groupe AZ2.
La différence entre Al et A2 est a la fois :

- D’ordre quantitatif: les globules rouges des individus Al expriment environ 1 a 2
millions de copies d’antigénes A, par contre ceux du groupe A2 n’en portent que
500.000copies. Cette différence dans la répartition antigénique peut étre mise en

¢évidence d’un point de vue sérologique par 1’utilisation de la lectine (anti-Al).

- D’ordre qualitatif: les glycosyltransférases Al et A2 sont issus de deux alléles
distincts différents dans leurs propriétés électrochimiques et par la nature de leurs
substrats et donc 1’enzyme A2 a la capacité de convertir la substance H de type 1 et 2
seulement, alors que I’enzyme AL, en plus des types 1 et 2 convertit la substance H de
type 3 et 4.

Sur le plan phénotypique cette distinction aboutit essentiellement a six Phénotypes ou il existe
une relation inverse entre I’expression des antigénes A et B et le précurseur H. L’intensité des
réactions observées avec 1’anti H décroit dans 1’ordre suivant : O>A2>B>A2B>A1>A1B

(16).

Cette différence peut étre mise en évidence d’un point de vue sérologique par 1’utilisation de
la lectine « anti-Al » dolichos biflorus qui sont des protéines, extraites de plantes. Elles ont la
propriété de reconnaitre spécifiqguement certains polysaccharides et de se lier a eux, comme si
elles étaient des anticorps spécifiques. Elles peuvent étre utilisées comme réactifs de
laboratoire, si correctement diluées, elles sont capables d’agglutiner uniquement les hématies

porteuses d’une grande quantité de N-acétyle-Galactosamine.
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Figure 1 : La différence structurale entre les phénotypes : Al et A2 (20).

1.1.3. Phénotypes A-faibles
Ce sont les phénotypes des individus dont les hématies ont une réactivité inferieure a celle
des hématies A2 normales. Ces phénotypes A faibles sont dus a une baisse d’activité

enzymatique de la glycosyltransférase, soit a une diminution de la production d’enzymes (21).

Les données sérologiques ont permis d’identifier différents variantes phénotypiques faibles

de A. La classification sérologique de ces sous-groupes est basée sur les principes suivants :

La réactivité des héematies avec les réactifs : Anti-A, -B, -A B, -H.

La présence éventuelle d’une image de double Population.

La présence éventuelle d’un anti-Al ou d’un Anti-A dans le sérum de I’individu;

La sécrétion ou non, dans la salive, de substance A et/ou H par les sujets sécréteurs.
Leur intérét en matiére de transfusion est en général mineur. Actuellement on connait six

phénotypes A faibles qui sont : Az, Aend, Ax, Ay, Ael, Amet A int.

Le phénotype Aint (A intermédiaire) : possede certaines propriétés de Al et de A2, la
réactivité A est normale (comme GR Al) et la réactivité H est forte (comme GR A2), ce

phenotype s’observe plus fréquemment dans la population noire.

Tous ces phénotypes présentent une expression normale ou renforcée de 1’antigene H, a
I’exception du phénotype Ay, qui est probablement le fait d’une mutation homozygote
indépendante du locus ABO, tous sont le plus souvent liés a des formes alléliques de ce locus
qui s’expriment en position trans d’alléles O ou B. En dehors du phénotype A3, les hématies
« A-faibles » ne sont pas agglutinées par de nombreux anti-A et/ou anti-AB et leur détection

est le plus souvent le fait d’une discordance de groupage ABO (B ou O apparaissant sans anti-
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A). Les différences entre le sous-groupe Al et les autres sous-groupes de A sont d’ordres
quantitatif et qualitatif :

Aint : A intermédiaire posséde certaines propriétés de Al et A 2

A3, Ax, Aend : agglutination détectable avec anti-A

Am, Ay, Ael : pas d’agglutination détectable (19).

1.1.4. Phénotypes B-faibles
IIs sont moins fréquents (alleéle B plus rare qu’alléle A) et leur classification sérologique est
également délicate du fait de leur extréme hétérogénéité. En I’absence de consensus, une
classification des groupes B faibles analogue a la classification des groupes A-faibles semble
la plus pratique et la plus utilisée. Des équivalents des groupes A3 = >B3, Ax = >Bx, Am =

>Bm et Ael = >Bel ont éte ainsi rapportés (22).

1.1.5. Autres phénotypes rares du systeme ABO (18; 23; 24; 25; 26)
@ Phénotype Cis-AB

Tout se passe comme si les genes A et B au lieu d’étre en position « trans », c’est a dire situés
chacun sur un des chromosomes d’une méme paire étaient situés cote a cbte sur un méme

chromosome donc en position « cis ».

Auparavant, on pensait que ce phénotype était le résultat d’un crossing-over intra génique
entre les génes A et B normaux, mais la biologie moléculaire a affirmé que ce phénotype était
le produit d’une double mutation ponctuelle du locus AB conduisant a la synthése d’une

protéine capable de présenter a la fois une activité A et une activité B.

& Phénotype B acquis
Il s’observe chez des sujets de groupe Al, le plus souvent dans un contexte d’infection
digestive associée a un cancer colique. Le germe responsable de I’infection produit une
désacétylase qui transforme le sucre immunodominant de 1’antigéne A, la N-acétyl-
galactosamine, en galactosamine, tres proche du galactose, sucre immunodominant de
I’antigene B. Ce phénomene est transitoire et ne dure que le temps de la vie des hématies
ayant subi 1’action de cette enzyme bactérienne. Il était classiquement observé avec les

réactifs anti-B polyclonaux et certains anti-B monoclonaux.
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& Phénotype A acquis
De nombreuses études ont demontré que les cellules de tissus qui expriment normalement les
antigenes ABH, peuvent perdre partiellement cette expression quand un processus malin se
développe (on parle de néoantigénécité). On observe frequemment ce phénomeéne chez des
patients atteints de pathologies malignes hématologiques et il affecte seulement une partie des

érythrocytes (clone pathologique) donnant alors une image de double population.

& Phénotypes déficients en antigéene H

Le plus classique est représenté par le phénotype Bombay, qui est caractérisé par 1’absence
totale d’antigéne H, et donc d’antigénes A et B, a la surface des hématies.
Décrit pour la premiere fois en 1951 chez un indien de Bombay, il est appelé receveur
dangereux et appartient au sous groupe O.
Ce phénotype correspond a la présence de 2 genes h inactifs, 1l se définit par les caracteres
suivants :

- Absence d’Ag H érythrocytaire.

- Absence d’Ag A et B érythrocytaires

- Absence de la substance H dans la salive méme chez les sujets sécréteurs.

- Présence dans le sérum d’anti A, anti B, et anti H.

- Les enzymes A et B peuvent étre identifiés dans les GR et dans le sérum lorsque

le sujet est génétiquement A ou B mais pas d’enzyme H, d’ou I’appellation Oh,
Oh A, Oh B.

Un autre phénotype peut posséder des traces d’antigéne H et en fonction du génotype ABO,
de petites quantités d’antigénes A et/ou B a la surface des hématies. Ce phénotype « H-
faible», qui a été décrit dans les populations d’origine européenne est not¢ Oh, Ah ou Bh.

La différence entre un phénotype Bombay « indien » et un Oh « européen » repose sur le fait
que la lectine Ulex europeus, aprés traitement de 1’hématie par la papaine, n’agglutine pas le

premier mais agglutine le second.

D’autres phénotypes H déficitaires peuvent posséder des antigenes A, B, H dans les sécrétions
et dans le plasma en raison de leur statut de « sécréteurs » (anciennement appelés para-
Bombay). Ces substances ABH plasmatiques peuvent alors s’adsorber sur les hématies ou des
traces d’antigénes sont alors détectées. Sur le plan transfusionnel, les implications de ces

phénotypes sont variables. Les sujets para- Bombay sécréteurs ayant dans leur sécrétion de la
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substance H, ne « fabriquent » pas un anti-H puissant (anti-HI) tandis que les phénotypes H
déficitaires « indiens » ou « européens » non sécréteurs comportent un puissant anti-H, trés
dangereux sur le plan transfusionnel et impliquant d’avoir recours a des unités de sang rare de

méme phénotype.

& Phénotype Ohm
Chez les sujets rares Ohm, les hématies ne portent aucun antigéne du systeme ABO. Le serum
contient des anticorps A et anticorps B mais pas d’anticorps H (L’antigéne H est secrété dans

la salive) (26) .w

1.2. Anticorps du systeme ABO
Les anticorps du systeme ABO sont de trois types : les hétéro-anticorps (anticorps naturels) ;

les allo-anticorps (anticorps immuns) et 1’auto anticorps.

1.2.1. Anticorps naturels
Lors de la transfusion de concentrés globulaires ; ces anticorps représentent le premier

obstacle. Ils sont soit réguliers soit irréguliers (27).

& Propriétés des anticorps naturels
Les anticorps naturels présentent les caractéristiques suivantes :
- Essentiellement des IgM, mais aussi IgA et 1gG,
- Issus d’une réponse primaire de I’organisme dirigée contre les Ag A et B présents
dans I’environnement,
- Optimum thermique d’activité est a +4°c,
- lls sont spontanément agglutinants en milieu salin [NaCl 0.9 %]
- Ils n’ont pas de pouvoir hémolysant in vitro,
- Thermolabiles (10min a 70°c),
- Neutralisés par les substances de groupe A et B,

- Ne traversent pas la barriere placentaire (27).
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1.2.1.1.  Anticorps naturels réguliers
Sont présents de manicre constante dans le sérum des individus dont les hématies n’expriment
pas I’antigéne correspondant tel que 1’anti A ; I’anti B ainsi que 1’anti H chez les sujets

Bombay.

Le nouveau né ne dispose pas de ces hétéro-anticorps a la naissance ; ils se développent a
I’age de 6 mois et ceci par immunisation contre les substances A et B de I’environnement
(28).

1.2.1.2.  Anticorps naturels irréguliers

Ces anticorps sont présents de fagcon non constante :

- L’anti Al est présent chez 1-2% des sujets A2 et 22-26 % des sujets A2B ;
- L’anti H peut étre présent chez les individus Al et A1B (28).

Ces anticorps naturels irréguliers sont sans conséquences transfusionnelles (16).

1.2.2.  Anticorps immuns
Sont des anticorps irréguliers anti érythrocytaires Anti A et/ou Anti B que certains sujets
peuvent développer suite a divers stimuli supplémentaires de I’environnement, qui peuvent

étre dus a:

- Une allo immunisation : suite a I’exposition a des antigénes portés par les hématies
lors de la grossesse ou lors des transfusions sanguines incompatibles,

- Une hétéro immunisation : vaccins, sérothérapie.

Ces anticorps immuns présentent beaucoup de caracteres différentiels avec les anticorps
naturels puisqu’ils sont fortement hémolysants d’ou leur appellation hémolysines et sont
capables de déclencher la cascade compléte du complément (27).

& Propriétés des anticorps immuns
- Sont des anticorps essentiellement de nature IgG,
- Ne sont pas agglutinants en milieu salin,
- Leur activité est conservée a 37°C,
- Sont difficilement adsorbables par les Ag A et B solubles et  peuvent donc

entrainer des hémolyses chez les receveurs de sang,
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- Thermolabiles,
- Ces anticorps immuns a la différence des anticorps naturels, sont capables de
franchir la barriére placentaire et étre impliqués dans des problemes d’allo-

immunisation feeto-maternelle (15).

1.2.3.  Auto-anticorps anti A et anti B
Sont rarement observés dans le systeme ABO, ils sont de nature IgM (agglutinine froide)
peuvent étre transitoires ou au contraire permanents (cas des maladies auto-immunes). Ils
sont mis en évidence par le test de Coombs direct ou par fixation - élution sur les globules

rouges du sujet (27).

1.3. Etude génétique
Les différents génes entrant dans la biosynthése des antigénes ABH sont :

— Le géne H ou FUTL et le gene Sécréteur (Se) ou FUT2 : codent tous les deux pour
une 2a-L fucosyltransférase. Ces deux genes structuraux sont localisés sur le bras
long du chromosome 19 (19913.3). La protéine H comprend 365 acides aminés (15).
Cette protéine est composée de 3 domaines : un domaine intra cytoplasmique NH2
terminal de 8 acide aminés , un domaine transmembranaire de 15 acides aminés et un
grand domaine extra cytoplasmique de 342 acides aminés ; le géne FUT1 s’étend sur
moins de 9KB et possede 8 exons, le huitieme exons étant la région codante (28).
Plusieurs mutations inactivatrices ont été décrites, tel que le phénotype BOMBAY (H

déficitaire) avec une mutation T725G (en leucine 242 arginine) (15).

— Le géene ABO: le locus de groupe sanguin ABO a été localisé en 1976 sur le
chromosome 9 (9g34). En 1990 Yamamoto a cloné le géne ABO qui est constitué de
sept exons et six introns .les exons 6 et 7 codent 91% des acides amines du site
catalytique de 1’enzyme. Le geéne ABO s’étend sur 20 KB et code pour une

glycoprotéine transmembranaire de 354 acides aminés (29).

Page 12



Partie théorique Chapitre I
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Exon | 1 28 1
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Exon VII 375 a 1065 688 126 a 354

Figure 2 : Organisation du géne ABO (16).
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Figure 3 : Schéma des alleles ABO (30).

La différence entre les alléles de référence Al et B et donc entre GTA et GTB, repose sur sept
mutations nucléotidiques dont quatre entrainent une substitution d’acides aminés.

L’allele A2 qui code pour I’enzyme A2 est particulier puisqu’il présente une délétion d’un
nucléotide ce qui entraine un décalage du cadre de lecture a I’extrémité 3’ du géne avec une
extension de 21 acides aminés supplémentaires, cette extension de la protéine est a 1’origine

des propriétés catalytiques différentes de ’enzyme A2.

L’alléle O1, non fonctionnel se caractérise par la délétion d’un nucléotide en position 261 par
rapport a 1’allele de référence A1, entrainant un décalage de cadre de lecture et une séquence
d’acide aminé tronquée. Il existe d’autres alleles O non fonctionnel et non délétionnels

comme Olvar et 1’02 qui résultent de quatre mutations faux-sens (29).
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1.4. Etude biochimique

1.4.1. Biosynthese des antigenes ABH
Les antigenes du groupe ABO sont ubiquitaires .lls ne sont pas spécifiques aux globules
rouges, car ils sont présents sur de nombreuses cellules de I’organisme comme les cellules
épithéliales et endothéliales, les cellules rénales, les cellules épidermiques. Et ils sont

retrouves également sous forme soluble dans les sécrétions (31).

Les déterminants antigéniques A, B et H sont de nature glucidique, localisés sur la partie
terminale des chaines oligosaccharidiques, portés par des glycoprotéines membranaires, des

glycosphingolipides membranaires ou solubles ou bien libres.

C’est la partie terminale des chaines glucidiques qui est a 1’ origine de la spécificité

antigénique :

- Pour la substance H : ¢’est le L-Fucose.
- Pour I’antigéne A : c’est la N-acétylgalactosamine.

- Pourl’antigéne B : c’est le a-D-galactose (19).

- Ly

Génotype fﬁjjg% ((g; jg)) (A//B) (©//70)
N- acétyl ’\ NN alléle ©
gculcuctoscumine alléle A CEET, enzyme O

enzyme A
nfu cose

allzleH ', enzyme H

; galactose

Figure4:Structure chimique des antigenes ABH (32).

1.4.2. Biosynthese dans les globules rouges

La synthése des Ag ABH se déroule dans le réticulum endoplasmique et dans I’appareil de
Golgi, elle comporte trois étapes :
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— L’étape d’initiation, est représentée par la fixation du premier motif mono

saccharidique sur la molécule protéique ou lipidique.

— L’étape d’¢longation est caractérisée par 1’adjonction successive et répétée du motif :

Gal 1 —4 GlcNAcBl —3.

— L’étape de terminaison représente 1’adjonction des sucres terminaux spécifiques des

antigénes A, B et H sur la partie périphérique de ces chaines qui est constituée de
précurseurs di- saccharidiques.

Le précurseur di- saccharidique de type 2 est le substrat accepteur pour la formation de
I’antigéne exprimé dans la lignée érythrocytaire et a partir duquel dérive les antigénes A et B
érythrocytaires (33).

Le transfert des motifs glucidiques terminaux sur les disaccharides précurseurs fait intervenir
des produits des alléles H, A (A1, A2), B et O, qui sont des glycosyltransférases :

Le geéne H : a 1-2 fucosyl transférase.
Le géne A : a 1-3 N acétylgalactosaminyl transférase.

Le géne B : a 1-3 D galactosyl transférase.

Ces derniéres agissent de facon séquentielle pour catalyser la synthése des déterminants
antigéniques (34).

L’all¢le H code pour une o(1,2) fucosyl transférase (FUT1) qui fixe un résidu Fucose
sur le D-GAL transformant ainsi le polysaccharide en une substance H, qui est
indispensable pour I’expression des antigenes A et B.

Les alleles A1 et A2 codent pour une o(1,3)N-acétylgalactosaminyl transférase qui
fixe un résidu N-acétyl galactosamine sur la substance H aboutissant a la synthese de
I’antigéne A. Le phénotype Al a une enzyme trés active ou la substance H est
totalement masquée contrairement au phénotype A2, ou I’enzyme est peu active et la
substance H persiste a la surface de la cellule.

L’all¢le B code pour une a(1,3) galactosyltransférase qui fixe un résidu galactose sur
la substance H aboutissant a la synthese de I’antigéne B.

L’allele O est non fonctionnel (silencieux) qui ne code pour aucune enzyme.
L’hématie n’exprime que 1’antigéne H a sa surface correspondant a I’antigéne O (33).

Ces glycosylations peuvent s’arréter dans deux situations :

Par manque de I’enzyme appropriée, comme c’est le cas dans les phénotypes H
déficitaires (Bombay).Ainsi le sang du type Bombay peut passer pour du sang O.

Par présence d’une enzyme pathologique déficitaire comme dans certaines
hémopathies malignes (16).
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1.4.3. Biosynthese dans les secrétions

Les antigénes ABH peuvent étres trouvés sous forme solubles dans les glandes muqueuses du
tube digestif, du tractus génito-urinaire, du tractus respiratoire, dans les larmes ainsi que dans
le lait maternel.

Leur synthése est réalisée a partir de précurseurs de type 1,2 et 3et ceux-ci sous le contréle du
géne sécréteur (Se) qui code pour 1’enzyme Fucosyltransférase 2(FUT 2) assurant la synthése
des substrats H de type 1, 2 ou 3, puis les enzymes A et B interviennent.

La capacité de sécrétion des antigénes A, B et H est un caractére génétiquement transmis et
indépendant du locus ABH.

L’all¢le Se est présent chez 80% des individus qui sont dits « sécréteurs ».

Les individus « non sécréteurs » représentent 20% possedent un alléle inactif (se) (34).

1.4.4. BiosyntBiosynthese dans le plasma

Les antigénes ABH portés par les glycoprotéines et les glycosphingolipides sont présent dans
le plasma quelque soit le statut de sécrétion de I’individu. Chez les individus sécréteurs, ces
antigenes sont synthétisés a partir de précurseurs de type 1 et 2 sous contrdle de 1’alléle Se,
alors que chez les non sécréteurs seule le type 2 est utilisé (34).

1.4.5. Biosynthese dans les autres cellules du tissu hématopoiétique et non
hématopoiétique (33)
Les molécules ABH sont des antigénes tissulaires. Les lymphocytes et les plaquettes
expriment des antigénes ABH qui ont été acquis, par adsorption, a partir du plasma puisque
aussi bien le géne FUT1 que FUT2 sont inactifs dans ces cellules. Les granulocytes et les

monocytes n’expriment pas d’antigénes ABH.

L’expression de ces antigénes A et/ou B a la surface plaquettaire explique la possibilité de
diminution du rendement transfusionnel plaquettaire en situation ABO incompatible. Dans les
tissus dérivés du mésoderme et de I’ectoderme, les antigénes ABH sont controlés par les
génes FUT1 (H)et ABO. Dans les tissus dérivés de I’endoderme, les antigénes ABH sont de
typel et 2 et contrdlés par le locus FUT2 (Se).
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Figure 5:Schéma de biosynthése érythrocytaire des antigenes ABH (35).

1.5. Méthodes d’études des groupes sanguins ABO
Différentes méthodes sont utilisées pour 1’étude du systéeme ABO, les méthodes sérologiques
pour déterminer les  phénotypes  érythrocytaires ABO et les méthodes de biologie

moléculaire qui permettent la détection des polymorphismes ABO.

1.5.1. Méthodes sérologiques

1.5.1.1. Méthode d’agglutination

La réalisation de groupage sanguin ABO comporte obligatoirement deux épreuves qui doivent
étre cohérentes entre elles :

< Epreuve globulaire : dite épreuve de « Beth-Vincent» qui permet la mise en

évidence des antigenes A et/ou B a la surface des hématies ; en utilisant des sérums-
tests : anti-A, anti-B et anti-AB.
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& Epreuve plasmatique : dite de « Simmonin », qui permet la mise en évidence des

anticorps naturels du systeme ABO dirigés contre les antigenes absents des
érythrocytes, grace a I’utilisation d’hématies-tests Al, A2, B, O.

Les deux épreuves (épreuve globulaire et épreuve sérique) doivent étre réalisées par
deux techniciens différents, sur deux prélevements différents a 1’aide de deux séries
de réactifs différentes (36).

1.5.1.2.  Recherche des hémolysines anti-A et anti-B immuns
Repose sur la réaction d’hémolyse en solution saline a 0,9% en présence du complément,

apres une incubation de 30min (37).

1.5.1.3. Fixation-élution
Elle permet de déterminer les variantes antigéniques faibles du systeme ABO.

Le principe de cette technique repose sur la dissociation de I’anticorps fixé in vitro en
modifiant les conditions physico-chimiques de la réaction antigéne-anticorps, afin d’étudier
sa spécificité (38).

1.5.1.4. Méthode immuno-enzymatique sur support solide ELISA
La méthode ELISA type indirecte a été développée pour la détection des antigenes ABO
dans le sang, la salive et a partir des taches de sang.

Le principe de cette technique repose sur la formation d’un complexe Ag-Ac qui sera
visualisé par une réaction colorée produite suite a 1’action d’un substrat d’une enzyme fixée a

I’anticorps au préalable (39).

1.5.15. Cytometrie en flux

Le principe d’utilisation de la cytométriec en flux est basé sur la reaction antigenes
anticorps.

Elle permet:

- La quantification des antigenes érythrocytaires,
- La détection des groupes faibles,
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- La quantification des GB résiduels apres filtration des PSL.

L’inconvénient de la CMF en immunohématologie est la formation d’agglutinats qui
peuvent obstruer le circuit d’un cytométre (40).

1.5.2. Méthodes de biologies moléculaires :
Depuis le séquencage du géne ABO, différentes méthodes de typage moléculaire en
utilisant des échantillons d’ADN ont été développées en complément de la sérologie des
groupes sanguins ABO. Pas moins de 30 fagons différentes de réaliser un groupage sanguin
ABO génétiques ont été suggerées dans les publications depuis 1990 (41).Cela a permis

d’étudier le polymorphisme ABO et détection des groupes faibles et rares.

- PCR- RFLP(Polymérase Chain Réaction a fragments de restriction polymorphes) :
premier test de génotypage décrit pour les groupes sanguins, permet d’identifier le
polymorphisme au niveau des sites de restriction des endonucléases au niveau des
alleles. Une méthode largement utilisée pour I’étude des 5 alléles communs (Al, A2,
B, Olet O2) au niveau du locus ABO (42) (43). Elle permet la détection des
homozygotes et des hétérozygotes.

- PCR- SSP (polymorphisme de restriction a séquence simple): permet d’obtenir un
produit d’amplification si et seulement si le polymorphisme d’intérét est présent
(44).Elle permet de distinguer les variations des alleles A1, A2, B, Ol et O2.

- PCR-SSCP : pratique et sensible, permet la détermination des alleles ABO communs
et les nouvelles variantes génétiques. Suivie d’une électrophorése sur gel de
polyacrylamide ; est la détection facile des polymorphismes et des mutations d’ADN
(45; 46; 47).

- PCR multiplex spécifique : une méthode de génotypage ABO, rapide (70min) et
directe sans extraction d’ADN a partir du sang frais. Permet la détection simultanée
de trois SNP (Single nucléotide polymorphisme) qui veut dire polymorphisme
portant sur un seul nucléotide (SNP) qui sont des mutations ponctuelles (261,526 et
803) pour I’identification des alleles A,B,01,02,03 et cis-AB. Elle est tres utile dans
les applications médico-légales (48).
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1.6. Implications des groupes sanguins ABO/H en clinique (17; 49; 50; 51)
Les groupes sanguins ABO sont essentiellement impliqués en clinique transfusionnelle, ou le

respect de leur compatibilité est obligatoire.

1.6.1.  Clinique transfusionnelle
Il existe un risque de survenue d’un choc hémolytique avec coagulation intra vasculaire
disséminée en cas de fixation des anticorps du receveur sur des hématies incompatibles

transfusées.

w0, D. O.

Groupe sanguin Peut donner a Peut recevoir de
O+ A+ O+ B+ AB+ O- O+
A+ A+ AB+ A+ A- O+ O-
B+ B+ AB + B+ B- O+ O-
AB+ AB+ TOUS
2 TOUS O-
A- A+ A- AB+ AB- A- O-
B- B+ B- AB+ AB- B- O-
AB- AB+ AB- A- O- B- AB-

Ca peut sauver la vie ...

Figure 6 : Regles de compatibilité ABO en cas de transfusion des globules rouges
(52).

1.6.2. Maladie hémolytique du nouveau né (MHNN)
Les anti-A et anti-B peuvent étre a 1’origine de maladies hémolytiques néonatales. Cette
pathologie se voit surtout chez les nouveau-nés de meres O car les sujets de ce groupe

présentent une proportion importante d’anticorps de type IgG.

1.6.3. Transplantation d’organes
Dans les greffes de rein, de foie ou de cceur les anticorps anti-A et/ou anti-B du receveur
peuvent se fixer sur les antigénes homologues présents sur les tissus transplantés et étre a
I’origine de rejets. Cependant, la compatibilité n’est pas obligatoire pour les greffes de cornée,

de peau, d’os et pour la greffe de cellules souches hématopoiétiques.
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1.6.4.

1.6.5.

Meédecine légale

Recherche de paternité : basée sur I’é¢tude des groupes sanguins des globules
rouges ainsi que ’analyse du polymorphisme de leurs enzymes.

Cette methode est de moins en moins utilisée au profit des recherches
génotypiques de I'ADN, car elle n'est pas aussi fiable que la recherche
génetique.

Identification des corps et résoudre des scénes de crimes et de violes.

Autres implications

De rares cas d’anémies hémolytiques auto-immunes, a auto-anti-A ou auto-
anti-B ont été décrits.

Les anti-H des sujets de phénotype Bombay (H-déficitaires et non sécréteurs)
sont impliques dans des réactions transfusionnelles sévéres, d’ou la sélection
obligatoire d’hématies de méme phénotype en cas de transfusion. Ces anti-H
ont aussi engendrés des cas de MHNN.

Tableau I:Fréquence des différents phénotypes ABO (53; 54; 55)

Phénotype Génotype Antigene Anticorps Fréquence Fréquence Fréquence
en Algérie en France au
Burkinafaso

A AJ/A ou A Anti B 33% 45 % 22%
A/O

B/B ou B Anti A 9% 9% 29%
B/O

AB A/B AetB Absence 5% 3% 6%

d’anticorps
O 0/0 Absence Anti A et 44% 43% 43%
d’antigéne Anti B

2. Systeme Rhésus (RH) (ISBT004)

Le systeme Rhésus a été découvert en 1940 par Karl Landsteiner et Alexander Wiener (1)en

immunisant des lapins avec des globules rouges d’un singe Macacus Rhésuset en identifiant

dans leur sérum un anticorps actif sur les globules rouges de ces singes mais aussi sur les

hématies de 85% des sujets humains testes.
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On distingue les sujets Rhésus D positif qui portent I’antigéne D a la surface de leurs hématies
et les sujets Rhésus D négatifs qui ne présentent pas I’antigéne D. Les sujets Rhésus D
négatifs, ne développant pas I’antigéne D, représentent environ 15% de la population
caucasienne (56).

Les antigenes de ce systéme ne sont présents que sur les globules rouges.

2.1. Antigénes du systéme Rhésus
Les antigenes du systeme Rh sont localisés sur deux protéines codées par deux genes
homologues localisés sur le chromosome 1. La protéine RhD porte 1’antigéne D (RH1) et la
protéine RhCE d’antigénes C, ¢, E et e (RH2, RH4, RH5) (57).

Bien qu’il existe environ 56 antigénes dans le systeme Rhésus, les 5 précédemment cités sont
les antigénes primordiaux, a connaitre dans la pratique quotidienne.

Les antigénes du systeme Rhésus sont completement développés a la naissance et surtout des
la 6éme semaine de vie (15).

2.1.1. Etude génétique et moléculaire (58; 59)
Dés 1943, Fisher, a partir de constatations sérologiques (réactions antithétiques entre anti-
RH2(C) et anti-RH4(c), d’une autre part entre anti-RH3(E) et anti-RH5(e) émet les
hypotheses génétiques selon lesquelles le systtme RH comporte trois couples d’alleles (D/d,
Clc, Ele) situés sur trois loci extrémement liés et regroupés en 8 haplotypes différents

transmis en bloc lors de la méiose.

En fait les données de la biologie moléculaire ont démontré que Le locus rhésus est localisé
sur le bras court du chromosome 1 en position (1 p34-q 31) et sa structure n'est pas identique
chez les sujets rhésus positif et négatif. En effet, chez les sujets rhésus positif, il existe deux
genes (deux structures de genes RH D et RHCE) homologues en tandem (D et C c E e) sur le
chromosome 1, alors qu’il n’en existe qu’un seul (C ¢ E e ) chez les sujets rhésus négatif
,donc I’expression des antigénes du systeme rhesus est controlée par les deux genes ; le gene
D et le gene CE.
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Gene ancestral
(souris)
P N SMP1 RH
Duplication
5' 3 3' 5'
(humain)
P N RHD SMP1 RHCE
’ Délétion
3' 5'
(humain)
P N SMP1 RHCE
Rhesus box hydride

Figure 7 : Mécanisme de duplication et de délétion du géne RH (60).

La nomenclature des antigenes du systéme Rhésus est variée. lls sont classés en :
D, C, E, c, e selon la nomenclature de Fischer et Race ;
Rho, rh’, rh’’, hr’, hr’’ selon la nomenclature de Wiener ;

Rh1, Rh2, Rh3, Rh4, Rh5 selon la nomenclature de Rosenfield (61).

2.1.2. Etude biochimique et Biosynthése des antigénes du systéme Rhésus
Le gene RHD et le gene RHCE sont localisés sur le chromosome 1. lls codent respectivement
pour la protéine RhD et la protéine RhCE qui traversent la membrane du globule rouge. Ces
deux protéines sont fixées sur la protéine RhAG codée par le chromosome 6. Cette protéine
RhAG stabilise les protéines RH, mais également LW et le systtme MNS situé sur la GPB
(antigene S, s, U). La protéine RhD porte l'antigene D alors que la protéine RhCE porte les

antigenesCoucetE oue.

Les antigénes du systeme RH sont localisés sur deux protéines de 30 kDa. Ces deux
protéines, hautement hydrophobes et non glycosylées, comportent 417 aa et présentent une
structure basée sur six boucles EC, 12 segments transmembranaires, et cing boucles IC. Les
extrémités N- et Cterminales apparaissent en position IC. En fonction des alleles RHCE
considérés, les protéines RhD et RhCE différent de 34 a 38 aa (57).
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RhD A gl = RhCE

Cyfosqueleﬁe

Figure 8 : Modeéle de la protéine Rh dans la membrane du globule rouge (62).

2.2. Phénotypes antigéniques du systéeme Rhésus

Il'y a cing antigenes qui ont essentiellement un intérét en médecine transfusionnelles: D, C,
E, c,e (17).

2.2.1. Antigénes : D (RH1), C(RH2), E(RH3), c¢(RH4), e(RH5)

& Antigéne D (RH1)

Le premier antigene découvert fut I'antigene D en 1939 par Levine et Stetson. Cet antigéne a
été découvert a la suite de I'immunisation d'une meére avec les globules rouges de son enfant.
Cest en 1940 que Landsteiner et Wiener découvrent que le Maccacus Rhésus peut
s'immuniser contre I'antigéne D. lls vont donc appeler cet antigéne Rhésus par rapport aux
singes. Par la suite, il fut démontre que I'antigene découvert n'était pas le méme que celui de
la mere. Mais qu'en fait, ils avaient découvert un autre systéeme qui a été nommé LW en
I'hnonneur de Landsteiner et Wiener (62).

L’antigéne D est le plus immunogéne, il est responsable de la majorité des accidents d’allo-
immunisations transfusionnelles ou feeto-maternelles, bien développé a la naissance (des la
8éme semaine de gestation) et strictement limité aux érythrocytes.

Définit le groupe RH standard ou Rh positif, et son absence : RH -1, le RH-négatif.

On appelle par convention Rh positif, les sujets dont les hématies sont agglutinés et qui
possedent I’Ag D et Rh négatif, les individus dépourvus de cet Ag.

Page 24



Partie théorique Chapitre I

Etant le plus immunogéne des antigénes de groupes sanguins érythrocytaires, sa

détermination le rend indissociable du groupage sanguin ABO (63; 64).

Les structures porteuses de 1’activité antigénique rhésus sont des polypeptides. L’antigene D
ou facteur rhésus standard fut découvert le premier ; 85 % des caucasiens possédent I’antigéne
D et sont dits rhésus positifs (Rh +), 15 % ne le possédent sont dits rhésus négatifs (Rh-). Cet
antigene D a un fort pouvoir immunisant lorsqu’il est introduit dans un organisme qui ne le
posseéde pas, I’allo-immunisation qui en résulte peut avoir des conséquences transfusionnelles

mais également obstétricales.

La fréquence du rhésus négatif varie beaucoup entre les populations humaines ; 15 % chez les
caucasiens, 7-8 % chez les noirs Américains, 1 % chez les indiens d’Amérique du nord et

extrémement faible chez les Asiatiques (65).

@ Antigenes C(RH2), E(RH3), c(RH4), e(RH5)
Les antigenes C, c, E, et e forment des couples antithétiques (Quand 1’un est absent, I’autre est
systématiquement présent.); C et ¢ d’une part, E et e d’autre part. Ainsi, on trouve des
individus C+ c - ; C—c + et C + ¢ + mais (quasiment) jamais des individus C — ¢ - de méme
avec le couple (E, €) tout individu E - est nécessairement e +.
L’antigene C est présent chez 68 % de la population Algérienne, E chez 18 %, ¢ chez 81 %,
et e chez 99 %.

L’allo-immunisation résultant des anticorps du systeme Rhésus se produit avec une fréquence

décroissante selon leur immunogeénicité D > E > ¢ >e > C (65; 66; 67).
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Tableau I1: Les frequences antigéniques dans le systeme RH (66).

Nomenclature de  Nomenclature  Fréquence Fréquence Fréquence Fréquence

Fischer Internationale chez les chez les chez les chez les
Algériens Asiatiques Noirs Caucasiens
D RH1 93% 99% 92% 85 %
C RH2 68% 93% 27% 68 %
E RH3 18% 39% 22% 29 %
C RH4 81% 47% 96% 30 %
E RH5 99% 96% 98% 98 %

2.2.2. Phénotype D-négatif (22; 68; 69)
Le phénotype D négatif est caractérisé par I'absence totale de I'antigéne D. Cette absence
d'antigene est liée a I'absence de la protéine RhD. L'absence de protéine est soit due a une
délétion de la totalité du géne RHD soit a un crossing over ; soit a la présence d'un gene Rh D

non fonctionnel lié a des mutations (observé en Afrique).

La délétion de la totalité du géne RHD, est liée a un crossing over survenu entre les deux «
Rhésus box » aboutissant a une séquence« Rhésus box » hybride. Ce mécanisme est surtout
fréquent dans la population européenne et chinoise, mais rare chez la population africaine
(18%).

85 % des Suisses ont l'antigene RHD et sont donc rhésus positif (70). Les chiffres sont
similaires dans la population francaise, 85 % des personnes sont rhésus positif contre 15 %
rhésus négatif (71). En Algérie 93 % de la population est RHD+ contre 07 % qui sont Rh D
négatif (66).

2.2.3. Phénotypes D faibles (RH1 faible) et ses variants
L’Ag (D) faible (anciennement appelé Du) est un antigéne normal mais en quantité moindre
(un déficit quantitatif en sites antigénique RH1) donc a considérer comme positif .Ce déficit
aboutit, en fonction du seuil de sensibilité de la technique utilisée, a un affaiblissement de la
réactivité voire une absence de détection de cet Ag.
Compte tenu de I'amélioration des réactifs (anticorps monoclonaux, réactifs qui ont I'avantage

d'étre tres puissants, et des techniques de filtration sur gel, le nombre de D" dépistés est
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maintenant tres faible.

Les explorations par biologie moléculaire permettent de distinguer une vingtaine de D faibles
en fonction des substitutions nucléotidiques considérées.

Cependant, chez le donneur de sang, il est absolument impératif de considérer le D faible
comme positif, car I'antigene D" est immunogene. Ceci explique le fait que certaines
personnes peuvent étre déterminées comme RH1 Positif (D) en tant que donneur de sang et
RH1 Négatif (dd) en tant que malade susceptible d'étre transfusé (15; 58; 72).

2.2.4. Phénotypes D partiel
Chez un sujet D partiel la protéine est qualitativement anormale dd au manque d'épitopes mais
son expression quantitative reste normale. Par la suite, on s'est apercu que certains sujets Rh
positif, ou DY, pouvaient faire un anticorps anti-D. On les considere alors comme des D

partiels, que I'on doit transfuser en Rh négatif.

2.2.5. Antigénes(RH8), Cx (RH9)
Les antigenes C" et C* sont considérés comme des antigenes de basse fréquence, 2,6 % en
Europe et 9 % au Japon. Leur présence aboutit a un changement conformationnel qui est
responsable d’une diminution de [’antigénicité C.
L’antigéne C* est produit suite a une modification d’un acide aminé : Ala36Thr, situé au

niveau de la boucle extracellulaire de la premiére boucle de la protéine RHCE. (19; 49).

2.2.6. Antigénes composes

Certains antigenes, dits composes, sont le résultat de I'association de deux antigénes. C'est le
cas des antigenes ¢ et e(RH6), C et e (RH7), C et E (RH22) ou c et E (RH27) qui sont codés
par le méme géne RHCE. Les anticorps spécifiques de ces antigénes reconnaissent des
épitopes conformationnels nés de 1’association des deux antigénes (ex : anti-ce) considéres
sur la méme molécule RhCE. Cet anticorps réagit avec les hématies comportant I’antigéne ¢

et I’antigéne (16).
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ce

Rhece : ¢+, e+

Figure 09 : Antigénes composés du systeme Rhésus (62).

2.3. Anticorps du systéeme Rhésus
Les antigénes du systéme RH sont fortement immunogenes. La transfusion d’un sujet D- avec
des hématies D+ aboutit a la synthése d’un anti-D dans 80 % des cas. Les anticorps sont
essentiellement nés de 1’allo-immunisation et appartiennent aux sous-classes IgG1 et 1gG3.
Classiquement, ils n’activent pas le complément en raison d’un éloignement des molécules

sur la membrane érythrocytaire lors d’une sensibilisation (73).

& Allo Anticorps

Ces anticorps peuvent étre naturels, c'est le cas le plus fréquent pour les anti-E et anti-C".
Les autres anticorps de systtme RH sont le plus souvent immuns, c¢’est-a-dire qu'ils
résultent de transfusions ou de grossesses. 1l s'agit essentiellement des anti-D, anti-c, les
plus fréquents et entrainant les conséquences les plus graves. Mais tous les autres
anticorps, moins fréquents, peuvent se voir. Trés souvent, associé a l'anti-D, nous
trouvons un anticorps que nous identifions comme un anti-C. En fait, I'anti-C pur est trés
rare, et il s'agit souvent non pas d'un anti-C, mais d'un anti-G (anti-RH12) qui est une

specificité commune a la molécule D et a la molécule RHCE C+.
& Auto Anticorps

A coté des alloanticorps, les antigénes RH apparaissent comme la cible d’autoanticorps
chaud de classe 1gG, pouvant reconnaitre une spécificité courante (anti-e, anti-ce, anti-D
...) ou un antigene de grande fréquence comme des anti-RH17 ou anti-RH18. Enfin,
des alloanticorps provenant des lymphocytes de donneurs immunisés ont été décrits
aprées greffe de cellules souches hématopoiétiques. Ces anticorps ont été impliqués dans
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des réactions hémolytiques immédiates et ont persisté parfois pres de 2 ans apres la
greffe (74).

2.4. Méthodes d’études du systéme Rhésus

& La rechercher de I'Ag D (RH1) se fait par technique d’agglutination directe entre
I’antigéne D porté sur les hématies a tester et le sérum test anti-D. Cette recherche
s'effectue en association avec la recherche des Ag A et B lors du groupage ABO-RH1

(sur plaque d’opaline et micro plagque) selon les mémes techniques.

Les Résultats des deux techniques doivent étre concordants, la présence d’agglutinat
indiquant une réaction positive. En revanche si réaction négative, il faut compléter

obligatoirement par :

& La recherche de I’antigéne D faible chez les donneurs de sang, les femmes
enceintes et les nouveau-nés de mére RH1 négatif. Seule I’absence du D faible,
permet d’étiqueter ces catégories de RH1 négatif. Cette recherche se fait par le test du

Coombs indirect ou test indirect a I’anti-globuline(TIA).
& Recherche des autres antigénes du systeme rhésus

Repose sur le méme principe décrit précédemment (recherche par deux personnes différentes,

les Ag C, c, E, e, par technique d’agglutination directe).
@ Recherche des anticorps Rhésus

Par la technique de RAI (Recherche d’agglutinines irrégulicre) : consiste a rechercher les
anticorps dirigés contre les antigénes érythrocytaires, hors systeme ABO. Cette recherche
comporte deux étapes : le dépistage (qui consiste a rechercher la présence d'un éventuel
anticorps dans le sérum ou le plasma d'un individu ) et I'identification en cas de depistage
positif. Pour réaliser ces étapes, on utilise un panel d’hématies de groupe O. Cette analyse
permet d'assurer la sécurité transfusionnelle ou le suivi immuno-hématologique des femmes

enceintes (75).

2.5. Implications cliniques du systéme Rhésus
Contrairement, aux allo-anticorps du systeme ABO, les allo-anticorps dirigés contre les
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antigenes du systeme rhésus sont toujours acquis soit lors des transfusions, soit lors de
grossesses (le feetus portant des antigénes d’origine paternelle et immunisant sa mere). Ces
allo-anticorps acquis sont dits immuns n’apparaissant qu’aprés stimulations antigéniques, ils
sont de nature Ig G. Les risques d’apparition des allo-immunisations imposent la compatibilité
transfusionnelle chez les malades a risque (polytransfusés chroniques, enfant de sexe féminin,
jeune femme). La détermination du rhésus standard est donc necessaire avant toute
transfusion et chez les deux conjoints en examen prénuptial.

Les allo-anticorps immuns du systéme rhésus sont impliqués également dans les réactions
hémolytiques post-transfusionnelles et les maladies hémolytiques du nouveau-né (+++).
L’antigeéne D le plus immunogene est responsable de la majorité des maladies hémolytiques
néonatales (incompatibilité feeto-maternelle) et de certains accidents transfusionnels (cas ou
I’antigénocompatibilité D n’a pas été observee). Les autres antigénes E, ¢ plus rarement C et
e peuvent également provoquer I’apparition d’anticorps immuns responsables d’hémolyses
post-transfusionnelles et de maladies hémolytiques du nouveau-né. L’allo-immunisation
résultant des anticorps du systéeme rhésus se produit avec une fréquence décroissante selon

leur immunogénicité D > E >c¢ >e > C (76).
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1. Définition
La transfusion sanguine est une thérapeutique essentiellement substitutive, dont bénéficient
plusieurs centaines de milliers de malades chaque année. Fondée sur I’injection d’un produit
biologique périssable obtenu a partir de dons bénévoles, elle nécessite une organisation
rigoureuse, selon des régles de prelevement, de préparation et de qualification répondant a des
critéres de bonnes pratiques de qualité et garantissant la sécurité des receveurs et des donneur.
(77).

2. Don de sang

Le don du sang repose sur des régles éthiques, médicales, réglementaires et techniques.

2.1. Regles éethiques
Les regles éthiques appliquées au don de sang relévent de quatre principes :
« Le bénévolat : le donneur ne percoit ni rétribution ni gratification du fait de son don du sang
*L’anonymat : le donneur et le receveur doivent rester inconnus 1’un de ’autre ;
L’absence de profit : les établissements de transfusion sanguine n’ont pas de finalité
commerciale ou lucrative ;
 Le consentement : le donneur effectue librement son don, aprés avoir été informé des
enjeux de sécurité pour lui-méme et pour les receveurs de son sang, et ne doit subir aucune

contrainte entravant cette liberté (78; 79).

2.2. Régles médicales et réglementaires (80; 81)

Le prélevement d’une unité de « sang total » correspond a la soustraction d’un volume de
globules rouges inférieur a 13% de la masse globulaire et ne comporte de ce fait aucun risque
pour un sujet en bonne santé (82).

Les criteres de sélection des donneurs de sang sont régis par des textes réglementaires. En
France, I’arrété du 12 janvier 2009 fixe les critéres de sélection des donneurs de sang et
détermine les volumes des prelévements, leur fréquence, ’intervalle entre deux dons ainsi
que certaines normes cliniques et biologiques a contréler et a respecter chez les donneurs.
Les donnees principales stipulent que toute personne en bonne santé, agée de 18 a 65 ans,

peut donner son sang. Le donneur doit peser au moins 50 kg, sauf cas particulier lié a un
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phénotype sanguin rare ; la pression artérielle systolique doit étre inférieure a 180mmHg et
la diastolique a 100mmHg. Le volume maximal prélevé lors du don est de 8ml/kg.
Cependant, quelque soit le poids de la personne, un volume total de 500 ml de la poche de

sang ne doit pas étre dépasse.

Le nombre total de don par année ne doit pas exceder 5 pour les hommes et 3 pour les

femmes, et I’intervalle doit étre au moins égal a 8 semaines.

Toutefois, entre 60 et 65 ans, le nombre total par année chez les hommes et les femmes ne
peut étre supérieur a 3 dons (77).

2.3. Techniques de prélévements
Le don de sang total est un prélevement de sang veineux qui permet la préparation d’un
Concentré de Globules Rouges ( CGR) , d’une unité de plasma de ’ordre de 280 ml, et
d’un concentré standard de plaquettes contenant environ 0,8x10'! plaquettes. La technique
d’aphérése permet le prélévement d’un composant sanguin (aphérése « simple ») ou de
plusieurs composants sanguins (aphérese « combinée ») : globules rouges, plaquettes,
plasma, granulocytes. Cette technique utilise un automate de prélévement permettant la
séparation des composants sanguins deés le prélevement et le recueil d’un volume souvent

plus élevé qu’a partir d’un simple don de sang total (77).

3. Préparation des produits sanguins labiles a partir du sang total
La préparation des PSL se fait dans un circuit clos et stérile, prévenant la contamination
bactérienne. Selon le dispositif utilisé, on peut ainsi obtenir :

- Soit un CGR standard ou deleucocyté et une unité de plasma standard ou deleucocyté,
apres filtration du sang total, centrifugation et séparation. La Leucodéplétion des
produits cellulaires est obligatoire depuis 1998.

- Soit un CGR et une unit¢ de plasma non déleucocyté, ainsi qu’une couche
leucoplaquettaire, aprés centrifugation et séparation (I’étape de filtration étant réalisée
ultérieurement pour chacun des produits). A partir de la couche leuco plaquettaire, on

peut obtenir :
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- Soit directement, par une seconde centrifugation plus douce, un concentré de

plaquettes standard (CPS), destiné a un mélange de concentrés de plaquettes (MCP) ;

- Soit, par association de plusieurs couches leuco plaquettaires, un MCP

éventuellement resuspendu dans une solution de conservation, qui sera ensuite
centrifugé, puis filtré.

Le plasma issu de sang total est destiné a la congélation c’est le plasma frais congelé

(PFC) ou bien au fractionnement.

Exceptionnellement, un plasma peut étre « solidarisé » avec le CGR issu du méme don, ¢’est-
a-dire transfusé avec lui : cette indication est limitée a I’exsanguino-transfusion du nourrisson.
Depuis peu, des procédés d’inactivation des pathogénes sont disponibles pour certains PSL, et
certains ETS (Etablissement de Transfusion Sanguine) les appliquent déja pour ces PSL
(77).

Enfin, trois principaux types de produits sanguins labiles (PSL) (Tableau I11) sont

régulierement utilisés :

e Les concentrés de globules rouges (CGR) ;
e Les concentrés plaquettaires, dont il existe deux préparations : — les concentrés de
plaquettes d'aphérese (CPA) ; — les mélanges de concentrés plaquettaires (MCP) ;

e Le plasma frais congelé (PFC) (83).
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FigurelO : Préparation des PSL (84).
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Tableau IV : Les trois principaux types de produits sanguins labiles (PSL) et caractéristiques
essentiels (83).

Concentrés de Concentrés Plasma
globules rouges plaquettaires thérapeutiques frais
congelé
Contenu Au minimum 40 g 1-2.10% Facteurs de la
d’Hb dans 200-300 ml coagulation (variable)
(Ht 50-70%)
Préparation Déleucocytation Déleucocytation Déleucocytation
Systématique
Conservation 42 jours (2-6°C) 5 jours (18-24 °C) avec lana-30°C
agitation
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De facon générale, les PSL sont obligatoirement déleucocytés: on épure le sang des

leucocytes, afin de réduire les risques de réaction immunitaire et le risque infectieux.

3.1. Concentrés de globules rouges
Les CGR proviennent soit d'un don de sang total, apres une étape de fractionnement, soit d'un
prélévement d'apherese.
La plupart des CGR transfuses sont des CGR standards pour lesquels seules les

compatibilités ABO et Rhésus D sont imposées.

Pour certains patients spécifiques, les CGR doivent passer par une étape supplémentaire de
qualification, prescrite par le praticien, consistant a sélectionner pour le receveur le CGR le
plus adéquat possible :

e CGR phénotypés pour lesquels une ou plusieurs déterminations d'antigenes de
systemes de groupes sanguins ont été effectuées en plus du groupe ABO et de
I'antigene RH1 (Rhésus D) : antigenes RH2, 3, 4, 5 et KEL1 (Rhésus C, E, c, e et Kell)

e CGR phénotypés étendus pour lesquels des déterminations d'autres systemes de
groupes sanguins ont été effectuées comme Duffy, Kidd, MNSs, etc. ;

e CGR compatibilisés pour lesquels a été réalisée une épreuve de compatibilité entre le

sérum du receveur et les globules rouges du CGR.

De plus, afin de pouvoir étre administrés a certains malades, les CGR doivent subir une
opération complémentaire, appelée transformation, également prescrite par le praticien, qui
consiste a modifier les caractéristiques du CGR, que ce soit en qualité ou en quantité. Voici
les différentes transformations potentielles :
e Irradiation (inactivation des lymphocytes T résiduels pour éviter la prolifération
delymphocytes résiduels du donneur chez un patient profondément immunodéprimé) ;
e Préparation pédiatrique ;
e Cryoconservation (pour pouvoir conserver des CGR de groupes sanguins rares,
décision prise par I'Etablissement francais du sang) ;
e Déplasmatisation (en cas dantécédents de réactions transfusionnelles
anaphylactiques majeures ou de déficit en IgA seriques avec présence d'anticorps anti-

IgA chez le receveur (83).
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3.1.1. Transfusion de concentré(s) de globules rouges (CGR) : regles et
indications (85; 86; 87; 88; 89; 90; 91; 92; 93; 94)

A. Regles générales

Les seuils transfusionnels rejoignent ceux préconisés lors de I’anémie aigué chirurgicale :

* Hb> 10 g/dl : transfusion exceptionnelle ;

* Hb< 8 g/dl : en général, la transfusion est nécessaire, sauf si I’anémie est bien tolérée ;

* 8 <Hb< 10 g/dl : I’indication transfusionnelle est discutée selon la tolérance clinique, les
capacités d’adaptation du patient, 1’étiologie, le mode d’installation, les possibilités

d’alternatives, le rapport risque/bénéfice.

B. Indications de la transfusion de CGR en oncohématologie

B.1. Au cours des hémopathies malignes aigués de I’adulte et des greffes de cellules
souches hématopoiétiques (CSH)

Il faut tenir compte de la cinétique de 1’aplasie induite par la chimiothérapie et de la date
attendue de la sortie d’aplasie .Chez les patients en fin de vie, il est important d’étudier au cas
par cas le retentissement objectif et subjectif de I’anémie a fin d’évaluer le rapport bénéfice
attendu par rapport aux éventuels effets indésirables.

B2. Au cours des hémopathies malignes chroniques et en oncologie de I’adulte

11 faut prendre en compte la possibilité d’interaction entre I’efficacité de la radiothérapie et

[’anémie.

B3. Au cours des hémoglobinopathies

Au cours des thalassémies homozygotes majeures (anémie de Cooley), la transfusion
conditionne le pronostic vital. Chez I’enfant et 1’adolescent, il faut maintenir une
Hb> 10 g/dl, ce qui permet de conserver une activité normale et de réduire I’hyperplasie

érythroide responsable des déformations morphologiques.

- Au cours des thalassémies homozygotes intermédiaires, la transfusion peut étre
indiquée en cas d’aggravation de 1’anémie chronique soit aigué (infection,
érythroblastopénie) soit progressive (hypersplénisme), d’intolérance de I’anémie

chronique ou de grossesse.
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- Il n’est pas nécessaire de transfuser un patient drépanocytaire bien portant ayant une
Hb > 6 g/dl, sauf en cas de grossesse (maintenir une Hb> 10 g/dl). Un échange
transfusionnel peut étre indiqué en urgence en cas de crise vaso-occlusive grave ou de
fagon programmee en préopératoire (pour obtenir un taux d’HbS< 30 a 40 % selon le

type de chirurgie).

B4. Au cours des maladies constitutionnelles et de I’aplasie congénitale

Pas de particularités par rapport aux régles générales.

B5. Au cours des AHAI
La transfusion de GR est peu efficace voire dangereuse du fait de la difficulté de mettre en
évidence des allo anticorps masqués par les auto anticorps.

C. Indications de la transfusion de CGR en néonatologie

Comme chez D’adulte, I’indication transfusionnelle érythrocytaire dépend des signes
d’intolérance a I’anémie (dyspnée, tachycardie, tachypnée, difficultés d’alimentation,
diminution de I’activité, paleur, apnées, bradycardie, absence de gain pondéral, du contexte
pathologique, et des facteurs de risque associés).

Chez un nouveau-né (NN) en détresse respiratoire sévere, en particulier s’il nécessite un
support ventilatoire, I’indication de CGR pourra étre portée si I’Hb< 12—-13 g/dlou I’Ht < 35—
40 %.

Chez le prématuré, la transfusion n’est a priori pas indiquée si I’'Hb> 12 g/dl au cours de la
période initiale des soins intensifs, si 'Hb> 10 g/dl au cours des deux premicres semaines de

vie ou ultérieurement, si I’Hb> 7 g/dl avec une concentration de réticulocytes > 100 000 mm?,

3.2. Concentrés plaquettaires (95; 96)
Deux types de concentrés plaquettaires (CP) existent :

e Le concentré de plaquettes d'aphérése (CPA) issu d'un seul don spécifique de
plaquettes (par extraction sélective des plaquettes grace a un séparateur de cellules qui

restitue au donneur ses globules rouges et son plasma, ou thrombophéréese) ;
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e Le mélange de concentrés de plaquettes standards(MCPS) ou mélange de CPS
issus d'un mélange de plaquettes de méme groupe ABO obtenues grace a plusieurs

dons de sang total (quatre a cing donneurs en moyenne).

3.2.1. Indications de la transfusion des plaguettes

A. Transfusion de plaquettes au cours de thrombopénies centrales

C’est le cas des hémopathies malignes, tumeurs solides et aplasies médullaires. La
transfusion de plaquettes peut étre prophylactique ou curative.

Transfusion prophylactique est recommandée pour toute chimiothérapie thrombopéniante,

associée ou non a une irradiation corporelle.
La transfusion de plaquettes prophylactique est indiquée si :

- NP (Numération Plaquettaire) < 10 G/I en I’absence de facteur de risque ;

- NP < 20 G/l si fievre > 38,5 °C, infection, HTA, mucite de grade > 2, Iésion a
potentiel hémorragique, chute brutale de la NP en 72 heures ;

- NP < 50 G/l en cas de traitement anticoagulant, coagulopathie ou de geste invasif

(cathéter central, ponction lombaire...).

Transfusion curative est proposée en cas d’hémorragie extériorisée ou non dans le cadre des
insuffisances médullaires chroniques faisant suite au traitement radical d’une hémopathie
maligne ou d’une aplasie et pour lesquelles une prise en charge transfusionnelle prolongée est

prévisible.

B. Transfusion de plaquettes en cas de thrombopénie réfractaire

Une inefficacité transfusionnelle plaquettaire constatée aprés deux transfusions successives
définit un état réfractaire. On parle d'inefficacité transfusionnelle plaquettaire quand 1 a 24
heures aprés une 2e transfusion d'un nombre de CP adapté au poids du patient, ABO

identiques, et conservés depuis moins de 72 heures, le CCI est inférieur a 72

La cause immunologique d’un état réfractaire ne peut €tre retenue qu’apres €limination d’une
autre cause : fievre (avec ou sans infection documentée), coagulopathie intra vasculaire

disséminée (CIVD), splénomégalie, complications d’une greffe de CSH.
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En I’absence des causes précédemment citées, une recherche de l'allo-immunisation anti-HLA
et anti-HPA est effectuée.
En présence d’un état réfractaire :

< la transfusion prophylactique n’est pas recommandée ;

& en cas d’hémorragie, d'actes invasifs ou chirurgicaux urgents, des transfusions en
grandes quantités (> 1 x 1011/10 kg) fractionnées dans le nycthémeére sont
recommandées.

En cas d’immunisation HLA/HPA, une transfusion prophylactique n’est possible que si des
CPA HLA/HPA compatibles sont disponibles a partir des fichiers de donneurs ou d’un
donneur apparenté au patient (97).

C. Transfusion de plaquettes au cours de thrombopénies périphériques

L’indication est portée lorsque la thrombopénie et les manifestations hémorragiques sont au
premier plan et ne se corrigent pas rapidement malgré la mise en ceuvre d’un traitement
étiologique.

En cas de CIVD au cours de leucémies aigués, en particulier promyélocytaires, il est
recommandé de réaliser des transfusions plaquettaires quelle que soit la NP, s’il existe des
signes hémorragiques ou, si la NP < 50 G/I, qu’il y ait ou non des signes hémorragiques, et
surtout si un traitement par héparine est entrepris parallélement au traitement d’induction. Il
n’y a pas d’indication a transfuser des plaquettes au cours du purpurathrombopénique auto-
immun ou des thrombopénies médicamenteuses en dehors d’urgences hémorragiques

mettant en jeu le pronostic vital.

D. Transfusion de plaquettes en neonatologie

La transfusion plaquettaire chez le feetus et le nouveau- né (NN) vise avant tout a prévenir
I’hémorragie intracranienne de survenue pré- ou per-natale, dont on redoute les conséquences
séveres. Elle sera donc prophylactique ou curative selon la sevérité de la thrombopenie,
I’importance des signes hémorragiques et le contexte clinique.

Dans le cadre d’une allo immunisation plaquettaire materno-feetale, la transfusion de
plaquettes compatibles avec 1’anticorps circulant est indiquée en cas de thrombopénie sévere

(NP <30 G/l pendant les 24 premicres heures) ou d’hémorragie.
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3.3. Plasma
A la différence des CGR et des CP, il est conservé congelé aprés déléucocytation. La
décongélation des PFC (plasma frais congelé) en vue d'une transfusion est contrainte a des
regles strictes, afin de ne pas altérer les facteurs de coagulation (durée de décongélation de 20
minutes). Une sécurisation complémentaire est mise en place vis-a-vis du risque infectieux,

soit par mise en quarantaine soit par des procédés physicochimiques.

3.3.1. Transfusion du Plasma Frais Congelé : régles et indications

A. Regles générales

Le texte de I’arrété du 3 décembre 1991 stipule que « I’utilisation a de fins thérapeutiques de
PFC est strictement réservée aux situations qui I’exigent de fagon indiscutable» (98). Le PFC
ne doit pas étre utilis€ comme produit de remplissage. L’administration prophylactique de

PFC n’est pas indiquée.

B. Cas particuliers d’utilisation du PFC

La transfusion de PFC en cas d’insuffisance hépatocellulaire, chez un cirrhotique ou en cas
de briilures étendues n’est justifiée qu’en cas de chute des concentrations des facteurs de
coagulation, dans le cadre d’une défaillance multi viscérale, de saignements ou s’il est prévu

un geste réfractif.

Au cours des échanges plasmatiques, le PFC est utilisé en tant que produit de substitution et
non de remplissage vasculaire.

Pour les exsanguino-transfusions, le sang est reconstitué en mélangeant CGR et PFC (99).

4. Qualification biologique des dons
Au-dela des analyses biologiques effectuées chez le donneur, la qualification biologique des
dons répond elle-méme a deux objectifs : d’une part déterminer les caractéristiques des PSL
notamment immuno-hématologiques nécessaires a la transfusion-sanguine, d’autre part
vérifier 1’absence de marqueurs biologiques de divers agents infectieux transmissibles par la

transfusion (Annexe 1) (80).
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4.1. Qualifications immuno-hématologiques déterminées pour chaque don

Ces analyses comportent un groupage ABO et Rh D (RHI1), ainsi qu’une recherche
d’anticorps anti-érythrocytaires irréguliers (RAI). Une recherche d’anticorps immuns anti-A
et anti-B est systématiquement réalisée chez les donneurs O. Les données immuno-
hématologiques peuvent étre complétées par un phénotypage standard, qui comprend la
détermination des antigénes du systeme Rh: Cc, Ee et du systeme Kell (KEL1). Ce
phénotypage érythrocytaire peut étre étendu, selon les besoins, aux systemes Duffy, Kidd,
Lewis, MNS.

4.2. Marqueurs d’agents infectieux transmissibles dépistés sur les dons

Elle permet d'assurer la sécurité du receveur vis a vis des risques infectieux et participe au
suivi de la sante du donneur. Les analyses obligatoires au CTS W de Tizi Ouzou sont :

La recherche des antigénes et anticorps du virus de I’'immunodéficience humaine (VIH1et 2),
des anticorps du virus de I’hépatite C (VHC) et de la syphilis ainsi que 1’antigéne HBs du
virus de 1’hépatite B (VHB).

Dans les pays développés tel que la France, La détection du génome du VIH et du VHC
est obligatoire depuis 2001, celle du VHB depuis 2010. Aussi, la recherche des anti-human
T-cellleukemia virus (HTLV)-I/IT et de I’anti-HBc a été systématisée. En fonction des
besoins, en particulier pour accroitre la sécurité de la transfusion de certaines catégories de
receveurs, tels que les allo-greffés de CSH ou les femmes enceintes séronégatives, les
anticorps anti-cytomégalovirus (anti-CMV) sont recherchés pour disposer d’une banque de
PSL dits «CMV négatifs ». Enfin, en cas de circonstances particulieres liées au donneur
(voyage en zone d’endémie ou origine géographique) sont recherchés les anticorps anti-

Plasmodium falciparum entre le 4e et le 36e mois suivant le retour (100; 101).

5. Rappels sur les régles de sécurité immunologique
Le respect des régles de compatibilité transfusionnelle pour le systeme ABO est fondamental.

Ces regles dépendent du PSL concerne :

- Pour les CGR, le receveur ne doit pas avoir d’anticorps qui reconnaissent les
antigenes A ou B des globules transfusés (Tableau V), et il ne doit pas y avoir, chez le
donneur, d’anticorps immuns susceptibles de réagir avec les hématies du receveur,

ce qui conduit a dépister systématiquement ces donneurs dits « dangereux » ;

Page 42



Partie théorique Chapitre II

- Pour les plasmas thérapeutiques, la régle est de ne pas injecter de plasma qui
contiendrait des quantités ou des concentrations d’anticorps  susceptibles de
provoquer une hémolyse des hématies du receveur (Tableau 4). Pour les volumes
faibles de plasma, hormis le cas des donneurs présentant des hémolysines anti-A
et/ou anti-B, les anticorps du systeme ABO du donneur sont suffisamment dilués dans
le sang du receveur pour ne pas étre dangereux ;

- Pour les CPS, les mémes régles que celles de la transfusion de plasma s’appliquent.
Cependant, les plaquettes expriment de faibles quantités d’antigenes ABO qui sont
parfois en cause dans le mauvais rendement de certaines transfusions de plaquettes
(77).

5.1. Sécurité immunologique érythrocytaire (85; 86; 87; 88; 89; 90; 91; 92; 93; 94)
Certains donneurs O possedent des anticorps immuns anti-A ou anti-B acquis (hémolysines).
Ces anticorps, méme en faible quantité, peuvent initier une hémolyse de GR A, B ou AB du
receveur. La transfusion de ces CGR est a réserver aux receveurs O. En cas d’injection de

I’antigéne D a un receveur D, il faut discuter une prévention de 1’allo immunisation.

Tableau VI:Régles de compatibilité ABO pour la transfusion de globules rouges.

Groupes possibles de donneurs
Groupe du receveur  Transfusions isogroupes Transfusio antigéno-
Antigéno-identiques compatibles
O O
A A o A
o*,B
AB AB o*, AY, B*,AB

X . . . . ,
Ces donneurs ne doivent pas avoir d’anticorps ABO immuns dans le sérum.

5.2. Sécurité immunologique plasmatique

L’identit¢ ABO est de principe sinon compatibilité
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et N
\B/

Exige une identité ABO de principe sinon compatibilité :

A
AB/ \>A0
\B

/

Tableau V : Regles de compatibilité pour la transfusion du plasma.

Groupes possibles de donneurs
Groupe du receveur  Transfusions iso groupes Transfusions
Antigéno-identiques antigéno-compatibles
O O,A B, AB
A A AB ,AY
B AB , BY
AB AB AB"

YLa transfusion de plasma d’autres groupes est possible si les volumes restent modeéres et si

ces plasmas ne contiennent pas d’anticorps immuns dirigé contre les antigénes incompatibles
du receveur.

5.3. Sécurité immunologique en néonatologie
En néonatologie (Tableau VII), les anticorps naturels anti-A et anti-B n’étant détectables que

vers le 6e mois, le GS (groupe sanguin) réalisé a la naissance n’est pas considéré comme
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définitif. Les anticorps maternels de classe IgG passent la barriere placentaire et sont
retrouvés chez ’enfant pendant plusieurs semaines. Pour la transfusion en néonatologie, il est
indispensable de disposer du GS et de la RAI de I’enfant et de la mére (RAI du prépartum
immediat). Les GR transfusés doivent étre compatibles avec le sérum de la meére, le plasma
avec les GR de I’enfant. En cas de RAI positive chez la mére, il est nécessaire de réaliser un
cross match entre le sérum de la mere et les GR a transfuser. En cas de RAI positive chez
I’enfant il est nécessaire de réaliser un cross match entre les sérums de la mére et de I’enfant
et les GR a transfuser (99).

Tableau VI: Régles de compatibilité érythrocytaire en néonatologie (99).

GS maternel
A B AB O
A A O A O
GS enfant 0] B B/O @)
AB A B AB/A/B -
O O O - O

6. L’allo-immunisation érythrocytaire dans le systeme ABO
Dans le systeme de groupe sanguin ABO, a c6té des anticorps « naturels » peut apparaitre, a
la suite d’une hétéro-immunisation (vaccinations, sérothérapie, infections) ou a la suite d’une
grossesse, une nouvelle population d’anticorps dits « anti-A et/ou anti-B immuns » encore
appelés « hémolysines » en raison de leur pouvoir hémolysant. Chez les donneurs de sang,
ces hémolysines peuvent induire des hémolyses parfois importantes lorsque le sang est

transfuse en compatible non iso-groupe.
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6.1. Caracteres genéraux des anticorps immuns anti A et anti B du systeme ABO

6.1.1. Circonstances de survenue

Des anticorps d'immunisation peuvent apparaitre dans des circonstances trés variées. L’étude
du sérum de sujets ayant recu du sang incompatible dans le systeme ABO, a permis de
nombreuses constatations. Quelle que soit la quantité de globules rouges incompatibles
transfusés, le maximum d'élévation du titre d'agglutination se situe aux environs du 10éme
jour (102) . L'amplitude du pic est relativement en rapport avec la quantité de globules rouges
incompatibles injectés. WIENER (103) a montré, en injectant de faibles quantités de globules
rouges, que chaque sujet possédait une capacité propre a répondre & une méme stimulation.
Néanmoins, cette capacité de réponse semble peu augmentée chez les sujets de groupe O
(104).

Contrairement aux anticorps dit naturels, ces anticorps sont inconstant et transitoires. Ils
surviennent a la suite d’une hyper immunisation occasionnelles par iso antigénes ou hétéro
antigénes sous I’influence de stimulations liées également a 1’environnement. Ils présentent
beaucoup de caractéres différentiels avec les anticorps naturels. Leur forte propriété

d’hémolyse leur donne le nom d’hémolysines.

Les situations de survenue comprennent :

1-L’iso immunisation : exceptionnellement d’origine transfusionnelle dans les cas de
transfusion incompatibles, grossesse.
2-L’hétéro immunisation : est la plus fréquente (95%), elle résulte d’une stimulation
antigénique bactérienne, animale ou végétale car les structures polysaccharidiques de bases A
et B sont ubiquitaires.
Parmi les substances impliquées dans cette hétéro-immunisation on peu citer :
- Les vaccins et sérums antitétaniques, antidiphtériques, on utilise des substances riches
en substances A et B pour leur préparation (peptone et pepsine de porc) ;
- Les préparations thérapeutiques d’origine animales (extrais gastriques, hépatiques et
fractions anti hémophiliques de porc etc....) ;
- Les bactéries: parmi les souches impliquées, on peut citer : Escherichia Coli,
Salmonelle, Schigella et les Entérobactéries (105; 106; 107).
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6.1.2. Caractéres sérologiques
Les changements les plus typiques de leurs propriétés sérologiques sont basés sur une
augmentation de leur titre, de leur avidité, de leur pouvoir hémolytique, de leur composante
IgG et IgA ainsi que leur optimum thermique qui se rapproche de 37 °C. De tels anticorps

sont par ailleurs difficilement neutralisables par des substances de groupe solubles.
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Tableau VI1: Les critéres sérologiques différentiels des anticorps naturels du systeme ABO

(108)

AnticorpsABO naturels

Sont constants

De nature IgM

L’optimum thermique +4°C
Agglutinants en NaCl a 0,9%
Détectables apres 1’age de 6 mois
Sont des agglutinines complétes,
capables de provoquer directement
en milieu salin I’agglutination des
GR correspondantes

N’agissent pas en milieux
albumineux

Provoquent la sensibilisation et
I’agglutination directe des GR en
milieu salin

N’agissent pas mieux sur des GR
préalablement traitées par une
enzyme (papaine ou trypsine)
Sont détruites par chauffage de
10min a 70°c

AnticorpsABO immuns

Sont inconstants

Apparaissent apres stimulation par
grossesse, vaccination, infection. ..
De nature 1gG anti A ou anti B
appelés Hémolysines

L’optimum thermique +37°C

Sont le plus souvent des
agglutinines incomplétes
incapables de provoquer
directement en milieu salin
I’agglutination des GR
correspondantes

Provoquent 1’agglutination des GR
correspondantes seulement en
milieux albumineux

La sensibilisation des GR est
révélée par le test de coombs
indirect

Provoquent en milieu salin
I’agglutination des GR
préalablement traitées par une
enzyme (papaine ou trypsine)
Résistent au chauffage de 10min a
70°c

Les PSL issus de ces dons sont a

transfuser en isogroupe ABO
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6.2. Principe de recherche des allo AC immuns anti A et anti B dans le systeme AB
La recherche d’hémolysines chez les donneurs de sang rentre dans le cadre de la sécurité
immunologique de la transfusion. Le fait de transfuser du sang contenant une hémolysine peut
induire une hémolyse chez le patient. Cette situation n’a lieu qu’en cas de transfusion
compatible non iso-groupe : sang O a un patient A ou B ou AB, sang A a un patient AB, sang

B a un patient AB.

Les anticorps immuns peuvent entrainer I'agglutination directe ou la lyse a 37 °C des globules
rouges, ou recouvrir les globules rouges de globuline (c'est-a-dire IgG).

On incube les cellules de dépistage avec le plasma du patient a 37 °C.

Aprés incubation, on examine les globules rouges pour détecter une agglutination directe
et/ou une hémolyse, on les lave pour éliminer les globulines non fixées et on les soumet a de

la globuline anti-humaine (GAH).

L’hémolyse ou 1’agglutination en présence de GAH (indiquant que les cellules de dépistage

ont été recouvertes de globuline) confirme la présence d’anticorps anti-A et/ou -B immuns.

6.3. Mécanismes d’action des hémolysines anti A et anti B du systeme ABO et
conséquences cliniques (109)

6.3.1. Mécanisme d’action

Pour rappel, la survenue d’une réaction antigéne/anticorps peut se traduire de différentes
fagons. L hémolyse intra vasculaire est secondaire & la destruction rapide dans les vaisseaux
sanguins des hématies portant I’antigéne cible, suite a I’activation du complément jusqu’a la
phase finale de formation du complexe d’attaque membranaire. L’hémolyse extravasculaire
correspond quant a elle au type d’hémolyse le plus fréquent. Elle est secondaire a la
phagocytose des hématies opsonisées par les macrophages de la rate et du foie. La plupart du
temps, les deux types d’hémolyse, intra- et extravasculaire, sont associés avec prédominance
d’un type ou de I’autre.

Les hémolysines anti A et anti B ont pour cible respectivement les antigenes A et B du
systeme ABO. Ces hémolysines sont en général recherchées dans les sérums des individus de

groupe O.
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Contrairement aux anticorps anti A et anti B naturels, les anticorps anti érythrocytaires anti
A et /ou anti B irréguliers dits immuns de type 1gG, sont difficilement adsorbables par les
Ag A et B solubles et peuvent donc entrainer des hémolyses chez le receveur par formation

de complexe d’attaque membranaire.
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Figure 11 : Cascade d’activation du complément (110).

La reconnaissance d’un antigene par les anticorps 1gG et IgM permet a I’organisme de se
défendre contre les cellules porteuses de cet antigéne.

Les deux classes d’immunoglobulines peuvent activer la voie du complément, mais seules
les IgM peuvent agglutiner les hématies : les IgM sont donc communément dénommées
agglutinines, 1’agglutination restant leur premier mode d’action, alors que les 1gG, activant le

complément, sont dénommées hémolysines.

6.3.2. Conséquences cliniques de I’hémolyse post transfusionnelle
La clinique d’une hémolyse post transfusionnelle peut aller de 1’inefficacité de la transfusion
jusqu’a I’état de choc voire le déces, ainsi on distingue des formes graves, des formes

mineures et des formes latentes.
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6.3.2.1. Formes graves

I.  Phase de choc
Les symptdmes apparaissent aprées transfusion d’une certaine quantité de sang, on observe :
frissons et hypothermie suivie d’une hyperthermie (dans 75 % des cas) malaise intense,
céphalées et constriction thoracique, elle est caractérisée par une douleur lombaire bilatérale

(c’est le classique coup de barre lombaire).

La complication la plus redoutable est la chute brutale de la pression artérielle et I’état de
choc qui est parfois d’évolution rapide vers le déces suite a un état de collapsus cardio-

vasculaire (111; 112).

ii.  Phase d’hémoglobinurie et d’ictére

La coloration des urines est foncée, elles sont chargées d’hémoglobine.

iii.  Phase d’insuffisance rénale aigue avec anurie
L’anurie s’installe progressivement, elle est d’autant plus grave que la durée du choc est

importante (108).

6.3.2.2. Forme mineures

Ce sont des incidents qui apparaissent progressivement, comme :

v L’ictére post-transfusionnel précoce survenant dans les 24 h qui suivent la transfusion
v L’ictére post transfusionnel retardé survenant 3 a 4 jours apreés la transfusion

v’ La réaction frisson hyperthermie (113).

6.3.2.3. Formes latentes
Dans ce cas la transfusion est inefficace car elle n’engendre pas une €lévation du taux

d’hémoglobine ou des globules rouges, elle n’a pas de manifestations cliniques.

& Diagnostic
Il faut éliminer une hématurie, une hémolyse d’origine non immunologique et les anémies

hémolytiques auto-immunes.

Page 51



Partie théorique Chapitre II

Les examens biologiques prescrits sont : I’hémogramme, la recherche d’une hémoglobinurie,
test de Coombs directe, test de recherche d’agglutinines irréguli¢res, urée et créatinine
sanguine (77).

® conduite a tenir

Elle dépend de la sévérité de la symptomatologie
Les gestes immédiats comportent :

-Un arrét immediat de la transfusion,

- Le maintien de la voie veineuse,

-Une évaluation des parametres vitaux (température, pouls, tension, auscultation cardio-

pulmonaire, volume de la diurese et couleur des urines),

La décision d’arréter 1a transfusion est indiscutable en cas de :
- Hypotension ou de choc,

- Dyspnée

-(Edéme des voies aériennes supérieures

- Hémoglobinurie

- Nausées ou vomissements

- Douleurs thoraciques ou lombaires

- Une augmentation de la température au-dela de 39 °C (ou d’un décalage > 2 °C/température

basale).

La décision peut étre plus discutée en cas de symptomatologie mineure, comme un prurit
isolé (en étant attentif a une évolution rapide vers des signes plus séveres) ou une fiévre isolee
supérieure ou égale a 38 -C (ou augmentation de la température > 1 -C), situations ou 1’arrét
de la transfusion peut étre temporaire et associé a une thérapeutique symptomatique
(antihistaminique, paracétamol), suivie d’une reprise de la transfusion a vitesse lente et sous

observation directe (114).
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I. Matériels et méthode

1. Cadre d’étude

1.1. Type d’étude
Il s’agit d’une étude transversale, descriptive ayant consisté en la recherche et le titrage des
hémolysines anti-A et anti-B chez les donneurs de sang réalisée au sein du CTSW de Tizi

Ouzou.

1.2. Population d’étude

1.2.1. Taille échantillonnale
Cette étude a concerné des donneurs de sang total, de groupe A, B et O quel que soit le rhésus

« RH D+ et -, ayant donné leur sang au niveau du CTSW de Tizi Ouzou.

Nous avons recruté1143 donneurs de sang issus de différentes régions de la wilaya de Tizi

Ouzou.

Le calcul de lataille échantillonnale aété effectué par la formule suivante :

n=txpx(1-p)/ m?

n : Taille d'échantillon minimale pour l'obtention de résultats significatifs pour un événement
et un niveau de risque fixé ;

t : Niveau de confiance (la valeur type du niveau de confiance de 95 % sera 1,96) ;
p : proportion estimée de la population qui présente la variable ;

m : Marge d'erreur (généralement fixée a5 %).

Pour chaque groupe sanguin ABO RHD nous avons calculé le nombre moyen de
donneurs a recruter pour valider cette étude, en se basant sur les fréquences internationales

(115) des groupes sanguins ABO RHD en raison d’absence d’études nationales.
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Tableau VI11: Fréquences des groupes sanguins ABO/RHD en France (115).

GS «A» GS« B» GS« O»
RHD positif 37% (358) 9% (125) 36% (354)
RHD négatif 7% (100) 1% (15) 6% (86)

En appliquant la formule précédente , et en tenant compte des fréquences des groupes
sanguins citées dans le tableau VIII, le nombre de donneurs de sang attendus a retrouver
en fonction du groupe sanguin est :

- Donneurs A+ :358
- Donneurs A-:100
- Donneurs B+ :125
- Donneurs B-:15
- Donneurs O+ :354
- Donneurs O-:86

Cependant, le nombre de donneurs de sang réel qui a été retrouvé durant la période de

notre étude est le suivant :

- Donneurs A+ :360
- Donneurs A-:84
- Donneurs B+ :166
- Donneurs B-:22
- Donneurs O+:412
- Donneurs O-:99

1.2.2.  Criteres d’inclusion d’un donneur de sang total

Remplir les critéres du don de sang total (annexe II)

Etre un donneur de sang total (régulier ou occasionnel ou contrepartie) ageé de 18
a 65ans ;

De sexe masculin et féminin ;

De groupe sanguin A, B et O quel que soit le Rhésus D.

1.2.3.  Critéeres de non inclusion d’un donneur de sang total

Présenter une contre-indication au don du sang total (annexel) ;
De groupe sanguin AB quelque soit le rhésus D.
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1.3. Durée de ’étude
Notre étude s’est déroulée du 28 Février 2021 au 9 mai 2021 soit une durée de 3 mois.

1.4. Lieu de I’étude
Nous avons effectue notre travail pratique au centre de transfusion sanguine de la Wilaya

de Tizi Ouzou.

2. Matériels

2.1. Equipements

Centrifugeuse ;
Incubateur a 37°C:“STABILITHERM” ;
Agitateur de microplaques

2.2. Réactifs et consommables

2.2.1. Consommables

Embouts jaunes et bleus ;

Gants jetables ;

Ciseaux ;

Gaze;

Alcool a 90° ;

L’eau physiologique (solution NaCl a 9 %) ;

Microplaques a fond rond (96 puits) ;

Tubes a hémolyse de 5ml ;

Pipettes automatiques réglables a 100 uL ; 200ul et 1000pul.

2.2.1. Réactifs

Des sérums tests monoclonaux de type IgM : Anti-A - Anti-B - Anti-AB - Anti-D ;
Hématies testsAl, BetO;

Plasma AB frais ;

Anti globuline humaine (AGH) polyvalente ou anti IgG.

Page 54



Partie pratique Matériels et méthode

3. Meéthodologie de travail

3.1. Phase pré analytique

3.1.1. Etapes du don de sang total
La collecte de sang total se fait soit dans des sites fixes(CTS) ou en organisant des collectes

mobile.

Quelque soit le lieu de collecte, une unité de collecte de sang doit obéir aux régles suivantes
définies dans le guide de bonnes pratiques transfusionnelles publiées par I’agence nationale

du sang total :

- Accueillir et informer le donneur ;
- Assurer le lien du donneur avec la fiche de renseignement ;

- Procéder a une bonne sélection médicale.

3.1.1.1.  Accueil du donneur
Le donneur de sang est accueilli par un(e) secrétaire, il s'inscrit pour le don en fournissant ses

informations personnelles (identité compléte).

3.1.1.2.  Entretien médical
Le médecin est tenu d’obtenir les renseignements nécessaires qui permettent d’identifier les
contre-indications au don afin de protéger le donneur et le receveur. Cet anamnese est
accompagné d’un examen clinique qui comporte la prise de la pression artérielle, la fréquence

cardiaque, la taille, le poids, et la température.

3.1.1.3.  Prélevement proprement dit
Une fois déclaré apte lors de I'entretien médical, le donneur est accueilli par un(e) infirmier(e)
qui linstallera dans un fauteuil de prélevement afin de réaliser le don. Une vérification de
I'identité du donneur est également réalisée pour éliminer toute erreur éventuelle de 1’identité

du donneur au moment du prélévement.

La procédure de prélevement dure environ 45 minutes.
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Pour chaque donneur, deux échantillons de sang de 5 ml sont préleves, 1’un sur tube
EDTA et lautre sur tube hépariné. Le tube EDTA est réservé pour les examens immuno-
hématologiques tandis que le tube hépariné est utilisé pour les examens sérologiques. Pour
assurer une bonne tracabilité de ces échantillons, les tubes doivent étre étiquetés au moment

du prélevement et acheminés immédiatement aux laboratoires du CTS.

3.2. Phase analytique

Au cours de notre étude, nous avons effectué les analyses suivantes :

3.2.1. Réalisation et interprétation d'un groupage ABO

3.2.1.1. Principe
Le groupage sanguin ABO est la seule recherche des antigénes a la surface des globules
rouges qui comporte deux épreuves : I'épreuve globulaire (Beth-Vincent) et I'épreuve
plasmatique (Simonin-Michon). Ce groupage comporte cette spécificité du fait que chaque

individu d'un groupe comporte les anticorps dirigés contre les antigénes du systeme ABO.
Deux épreuves obligatoires sont réalisées :

v Epreuve globulaire (Beth-Vincent)

Cette épreuve consiste a mettre en évidence les antigénes du systéeme ABO a la surface des
globules rouges du patient a l'aide d'anticorps (antisérum) spécifiques afin de déterminer le
groupe ABO du patient. Lors de cette épreuve, il doit étre utilisé un anti-A, un anti-B et un
anti-A,B (I'anti-B ne doit pas reconnaitre le B acquis, l'anti-A ou/et l'anti-AB doivent
reconnaitre les Ax). L'anti-A permettra de reconnaitre les individus possédant les antigenes A;
I'anti-B les individus possédant I'antigéne B et I'anti-AB les individus possédant I'antigéne A

et/ou l'antigéne B.

v' Epreuve plasmatigue (Simonin-Michon)

Cette epreuve consiste a mettre en évidence les anticorps du systeme ABO contenus dans le
plasma du patient a l'aide de globules rouges de groupe ABO connu. Lors de cette épreuve, il

est utilisé des globules rouges de groupe Al et des globules rouges B (hors difficulté de

groupe).
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Un individu de groupe A possede les anti-B, le plasma conduira a une agglutination avec les
globules rouges de groupe B ou de groupe AB. Un individu de groupe B posséde des anti-A et
des anti-Al, le plasma conduira & une agglutination avec les hématies de groupe A. Les
individus O possedent des anti-A, des anti-B, des anti-A,B et des anti-Al, le plasma conduira
a une agglutination avec les hématies A, B et AB, alors que les individus de groupe AB ne

possedent pas d'anticorps, il n'y aura donc aucune réaction avec les différentes hématies.

Ces épreuves doivent étre concordantes et validées par différents types de témoins :

- Témoin allo : hématies test O + sérum du patient ;
- Témoin AB : hématies du patient + sérum AB ;

- Témoin auto : hématies du patient + sérum du patient.

L’épreuve sérique est validée par le témoin allo, 1’épreuve globulaire est validée par le

témoin AB , les auto-anticorps sont mis en évidence par le témoin auto.

Durant notre étude nous avons réalisé le groupage ABO des donneurs de sang sur
microplaque

3.2.1.2. Technique de groupage ABO manuel sur microplaque

v Epreuve plasmatique de Simonin

A I’aide d’une micropipette de 10 uLL distribuer :
- 1 volume de suspension d’hématies tests B, dans la 1ére cupule ;
- 1 volume de suspension d’hématies tests Al, dans la 2éme cupule ;

- Enfin ajouter 1 volume de plasma dans chaque cupule.

Les suspensions d’hématies sont préparées a 5 % dans de I’eau physiologique.
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v Epreuve globulaire de Beth Vincent

A I’aide d’une micropipette de 10 uL distribuer :

1 volume de sérum test anti-A dans la 5eme cupule ;
- 1 volume de sérum test anti-B dans la 6éme cupule ;
- 1 volume de sérum test anti-AB dans la 7eme cupule.

- Enfin ajouter dans chaque cupule 1 volume de suspension d’hématies a
tester (préparée dans la derniére cupule).

Les hématies-tests A et B ayant servi pour le groupage sanguin ABO et la recherche/titrage
des hémolysines ont été préparées localement a partir d’échantillons de donneurs de sang de
groupes sanguins ABO connus prélevés sur tube EDTA. Apres centrifugation et lavage, les
hématies ont été mises en suspension a 5% dans du sérum physiologique et conservées entre

2°C et 6°C pendant 03 jours au maximum.

v' Les Témoins

Témoin Allo : dans la 4°™ cupule, on mélange 1 volume de suspension

d’hématies test O et 1 volume de plasma du patient ;

Témoin plasma AB : dans la 8ieme cupule, on mélange 1 volume de suspension

d’hématies a tester avec du plasma AB ;

Témoin Auto : dans I’avant derniére cupule, on mélange 1 volume de la

suspension d’hématies a tester avec 1 volume du plasma du patient.

Incuber 10 min a température ambiante, puis agiter 2min par un agitateur automatique et

lire immédiatement les agglutinations.
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3.2.1.3. Interprétation des groupes possibles

Tableau IX : Interprétation des épreuves de Beth-Vincent et Simonin.

Groupe Beth Vincent Simonin
Sanguin
ABO Anti-A Anti-B Anti-AB A B @)
+ - + - + -
B - + + + - -
AB + + + - - -
O - - - + + -

Le groupage ABO pour étre validé, doit étre déterminé sur deux prélevements

distincts (réalisés a deux moments différents par deux techniciens).

3.2.2. Groupage Rhésus D (RH1)

3.2.2.1. Principe

sanguins

La détermination du phénotype « RhD standard accompagne toujours celle du groupe sanguin

ABO. C’est le résultat de ces deux examens biologiques qui figurent sur la carte de groupe

sanguin. La détermination du phénotype « Rh D standard » est uniquement globulaire.

On appelle « RhD positif » tout sujet dont les globules rouges possedent I’antigene qui est mis

en évidence par une réaction d’hémagglutination avec 1’anticorps spécifique anti-D. Les sujets

« RhD négatif » sont ceux dont les globules rouges sont dépourvus de I’antigene. Ils n’ont pas

naturellement dans leur sérum 1’anticorps anti-D.

3.2.2.2. Technique de recherche de I’antigene D sur microplaque

- Déposer 10 ul de réactif anti- D dans une cupule de la microplaque et 10 ul de

contr6le RH1 dans la cupule suivante ;

- Ajouter dans chaque cupule, 10ul de suspension a 5% d’hématies a tester ;

- Agiter doucement et laisser la plaque 15 min dans I’incubateur
I’agglutination.

puis lire
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3.2.3. Détermination de I’antigene D faible (DY) sur tube

3.2.3.1.  Principe
Les échantillons testés Rh D négatif ont été soumis a un phénotypage D faible. La recherche
du phénotype D faible (DY) est effectuée par le test Indirect a I’Anti globuline en utilisant
I'Anti globuline humaine (AGH) poly spécifique et I’ Anti D de type IgG monoclonale.

3.2.3.2. Mode opératoire

- Centrifuger le tube EDTA 3 min a 4000tr /mn puis prendre un volume 200 pl du culot
globulaire dans un tube sec ;

- Faire 03 lavages pour le culot globulaire (bien mélanger par retournement lors de
I’ajout de I’eau physiologique et centrifuger 3 min a 4000tr /mn) ;

- Préparer une suspension a5 % du culot de globules rouge ;

- Prendre 50 pl de la suspension a 5 % dans un tube a essai de 5ml et y ajouter 100 ul
du réactif anti D ;

- Incuber 45 mina 37’ C;
- Faire 03 lavages ;
- Jeter le surnageant et ajouter 100 d’AGH ;

- Centrifuger 1 min a1000tr/min et faire la lecture.

3.2.3.3. Interprétation des résultats

Présence d’agglutination — Positif

Absence d’agglutination —Neégatif

&= Si DYpositif :

- Faire un test direct a 1’anti globuline ;

- Sinégatif —valider le D";

- Si positif —refaire le D" par la technique de fixation élution.

En tant que donneur de sang, il est absolument impératif de considérer le D faible comme

positif, car l'antigene D" est immunogene. Ceci explique le fait que certaines personnes
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peuvent étre déterminées comme RH1 Positif (D) en tant que donneur de sang et RH1 Négatif

(dd) en tant que malade susceptible d'étre transfuse.

3.2.4. Recherche et titrage des hémolysines anti A et anti B

3.2.4.1. Recherche des hémolysines

3.24.1.1. Principe
Elle consiste en la recherche d’une éventuelle hémolyse des hématies tests A et /ou B en
présence du plasma du patient a examiner qui peut contenir des hémolysines anti A et /ou anti

B en présence du complément.

3.2.4.1.2. Mode opératoire

- Préparer une suspension d’hématies tests A, B, O a 10 % aprés lavage a I’eau
physiologique.
- Préparer 05 tubes secs, et mettre :

Dans le 1* tube : mettre 100 pL de la suspension d’hématies A et rajouter
200 pL du plasma du patient.

Dans le 2°™ tube : mettre 100pL de la suspension d’hématies B et rajouter
200 pL du plasma du patient.

Dans le 3°™ tube : mettre 100 pL de la suspension d’hématies A et
rajouter 200 uL. d’eau physiologique.

Dans le 4°™tube : mettre 100 pL de la suspension d’hématies B et rajouter
200 pL d’eau physiologique.

Dans le 5°™ tube : mettre 100 pL de la suspension d’hématies O et rajouter
200 pL du sérum du patient.

- Incuber 30 mina37°cC.
- Centrifuger a 4000tr /mn pendant 03 min.
- Observer une éventuelle hémolyse.
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Tableau X : Recherche des hémolysines Anti-A et Anti-B.

Tubes échantillons Tubes témoins

Tube N° 1 2 3 4 5

Sérum frais (ul) 200 200 / / 200
Solution saline
0.9% / / 200 200 /
(uh

GR A 10%(ul) 100 / 100 / /

GRB10%(ul) / 100 / 100 /
GR O 10%(ul) / / / / 100

3.24.1.3. Interprétation des résultats

Les tubes 3, 4,5 doivent avoir un surnageant clair (absence d’hémolyse) ;

Les tubes 1 et 2:

Si surnagent rose foncé — présence d’hémolyse ;
Si surnagent clair — absence d’hémolyse.

Les tubes témoins 3,4 et 5 ne présentent aucune hémolyse, la réaction est
interprétable ;

Une hémolyse dans le tube 1 indique la présence d’hémolysines Anti-A ;

Une hémolyse dans le tube 2 indique la présence d’hémolysines Anti-B ;

L’absence d’hémolyse dans les tubes 1 et 2 indique I’absence d’hémolysines ;

Si I’'un des tubes témoins présente une hémolyse, la réaction est ininterprétable et
doit étre refaite.
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3.2.4.2. Titrage des hémolysines

3.24.2.1. Principe
Repose sur le méme principe que la technique de recherche en testant une série de dilutions a

raison de %2 en Y%, du sérum d’échantillons en solution saline0, 9 %.

3.2.4.2.2. Mode opératoire

- Tester différentes dilutions du plasma dont les hémolysines sont positives vis-a-vis des
hématies correspondantes (A et/ou B) ;
- Les dilutions a réaliser sur le plasma positif sont :

Dilution 1/2: mettre 200 pL du plasma et rajouter 200 ul d’eau

physiologique ;
Dilution 1/4: mettre 200n 1 de la dilution 1/2 et rajouter 200 pL d’eau
physiologique ;
Dilution 1/8 : mettre 200p 1 de la dilution 1/4 et rajouter 200u 1 d’eau
physiologique ;

Dilution 1/16 : mettre 200u 1 de la dilution 1/8 et rajouter 200u 1 d’eau
physiologique ;

- Incuber30 mina37°cC:

- Centrifuger a 4000tr /mn pendant 03 min.

3.2.4.2.3. Lecture et interprétation des résultats
Le titre d’hémolysines correspond a I’inverse de la derniére dilution donnant une réaction

positive.

3.24.2.4. Préparation des hématies tests

@ Lavage des hématies :

Dans un tube sec mettre une quantité du culot globulaire de groupe sanguin connu ;
Compléter avec de I’eau physiologique ;
Centrifuger pendant 3 minutes a 4000 tours /min ;
Jeter le surnageant ;
Répéter ’opération 03 fois.
& Préparation de la suspension des hématies :

« Dans un tube sec, mettre un volume de culot globulaire préalablement lavé groupé
dans le systeme ABO (A, Bet O);
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Ajouter 9 volumes d’eau physiologique pour obtenir une suspension d’hématies test
diluée a 10 %.

4. Etude statistique

4.1. Saisie des données
Les données ont éte recueillie a partir de :
Fiche de renseignements du donneur (Annexe I11) de sang remplie lors du don :&ge,
sexe, type de don, région...etc.

Registre d’immuno-hématologie : résultats des groupes sanguins ABO RHD, et de la
recherche du D"

4.2. Analyse statistique des données
Les données ont éte analysées a I’aide du logiciel SPSS-IBM version 20 et Excel 2013.
Les moyennes, les écarts types(ET) et les proportions ont été utilisées pour la description des
variables numériques et catégorielles respectivement. Les tests t de Student et de Chi2 de
Pearson ont été utilisés pour les comparaisons statistiques. Une valeur p<0,05 représentait

une différence statistiquement significative.

5. Considérations éthiques
L’étude a été autorisée par le responsable du CTSW de Tizi Ouzou. Elle s’est faite dans le
respect strict des regles éthiques du don de sang. Leur anonymat ainsi que la confidentialité

des données ont été respectés.
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1. Résultats

1. Reésultats globaux

1.1. Répartition des donneurs de sang selon les caractéristiques épidémiologiques

1.1.1. Selon le genre

Nous avons inclus dans notre étude 1143 donneurs dont 1052 (92%) sont de genre masculin et

91(8%) sont de genre féminin avec un sexe ratio de 11.5.

FEMME
® HOMME

Figure 12 : Répartition des donneurs de sang selon le genre.
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1.1.2.  Selon les tranches d’ages

L’age moyen des donneurs est de 33, 33 ansx 9,73 (Moyenne + Ecart type) avec un age

minimum de 18 ans et maximum de 63 ans.

La majorité des donneurs appartiennent aux tranches d’age [23 - 28[et [28 - 33[avec des

fréquences respectifs de 18.1% et 18.9%.

20,00% -

18,90%

18,10%

18,00% -

16,00% -

14,00% 13,20%

12,00%

% des donneurs de sang

10,00%

8,00%

6,00%

4,00%

2,00%

0,00%

[18- [23- [28- [33- [38- [43- [48- [53- [58-
23[ 28[ 33[ 38 43[ 48[ 53[ 58 63]
Tranches d'ages

Figure 13 : Répartition des donneurs de sang selon les tranches d’ages.
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1.2. Répartition des donneurs de sang selon le groupe sanguin ABO et Rhésus D

1.2.1. Selon le groupe sanguin ABO

Les groupes sanguins O et A sont les plus fréquents avec des fréquences respectifs de

44.97% et 38.76% tandis que le groupe B représente 16.27% de notre population d’étude.

50 - 44.97%

(514)

45 -
38,76%

a0 | (443)

35 -
% des donneurs

de sang 30 1
25 -

16,27%
(186)

20 -

15 -

10 -

5 .

0

Groupe sanguin Pourcentage 38,8 16,3 45

Figure 14 : Répartition des donneurs de sang selon le groupe sanguin ABO.

1.2.2. Selon le Rhésus D

On constate une prédominance du groupe Rhésus D positif avec 938 donneurs soit une
fréquence de 82.10%.

Le Rhésus D négatif représente 205 donneurs soit une fréquence de 17.90%.
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m Rhésus négatif

m Rhésus positif

Figure 15: Répartition des donneurs de sang selon le Rhésus D.

2. Résultats analytiques
2.1. Fréquence des hémolysines

2.1.1. Taux globale des hémolysines anti A et anti B

Sur les 1143 donneurs de sang inclus dans notre étude, le nombre d’ hémolysines retrouvé

est de 87 cas soit une fréquence de 7.60%.
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= Absence d'hémolysine

Présence d'hémolysine

Figure 16 : Proportion des hémolysines chez les donneurs de sang

2.1.2. Fréquence des hémolysines anti A et anti B selon le genre

Le genre est significativement associé¢ a la présence d’hémolysines avec une différence
statistiquement significative (P = 0.03).

14,00% - 13,18%
12,00% -
10,00% -

8,00% 7,12%
Taux

d'hémolysines
6,00% -

4,00% -

2,00% -

0,00% -
Homme Femme

Figure 17 : Fréquences des hémolysines selon le genre.
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2.1.3. Fréquence des hémolysines anti A et anti B selon les tranches d’age

Le taux d’hémolysines est variable entre les tranches d’age, allant de 5.17% a 17.24%
sans différence significative, p =0.33.

20,00% -
18,00% - 17,24%
16,00% -
14,00% -
12,00% - 10,59%
10,00% -
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%
0,00%

Taux
d'hémolysines

8,21%

6,66%

Tranches d'age

Figure 18 : Fréquence des hémolysines chez les donneurs de sang selon les tranches d’ages.

2.1.4.  Fréquence des hémolysines Anti A et Anti B selon le Groupe sanguin

Le Groupe sanguin est significativement associ¢ a la présence d’hémolysines avec une
différence statistiquement significative (P <1073).
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16 - 13,6%
14 - (70)
12 -
10 -
Taux g -
d'hémolysines
6 - 3,76%
4 - 2,25% (7)
(20)
2 | .
0
A B (0]
| H présence d'hémolysine 2,25 3,76 13,6
Groupe sanguin ABO

Figure 19 : Fréquence des hémolysines anti A et anti B selon le groupe sanguin ABO

2.1.5. Fréquence des hémolysines Anti A et Anti B selon le Rhésus D

Le Rhésus D est significativement associé a la présence d’hémolysines avec une différence
statistiquement significative (P <107®).

16 - 14,1%
(29)
14 -
12 -
10 -
Taux 6,1%
. . 8 A
d'hémolysines (58)
6 .
4 .
2 .
0 7] z z
Rhésus Rhésus
positif négatif
B Taux d'hémolysine 6,1 14,1

Figure20 : Fréquence des hémolysines anti A et anti B selon le Rhésus
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2.2. Description de la population d’étude a hémolysines positives

2.2.1. Selon le genre

Prédominance du genre masculin dans la population des donneurs de sang porteurs
d’hémolysines (86.20%) soit 75 donneurs avec un sexe- ratio de 6.25.

Femme

B Homme

Figure 21 : Répartition des donneurs de sang a hémolysines positives selon le genre.

2.2.2.  Selon les tranches d’age

L’age moyen des donneurs de sang a hémolysines positives est de 34,46 + 10.11, avec des

extrémes d’age allantde : 18 a 57 ans.

La majorité des donneurs possédant des hémolysines sont jeunes, ils appartiennent a la
tranche d’age [23-28[pour une fréquence de 20.70%.
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25,00% -

20,70%
20,00% - 18,40%
17,20%
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e . 15,00% -
a hémolysines 12,60%
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10,30%
10,00% 8,00%
6,90%
5,70%
5,00% I
0,00%
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Tranches d'ages

Figure 22 : Répartition des donneurs de sang a hémolysine positive selon les tranches d'ages.
2.2.3. Selon le groupe sanguin ABO

Le groupe sanguin O est majoritaire avec un taux de 80.5%, suivi du A et du B avec des taux
respectifs de 11.50% et de 8%. Il existe une différence statistiquement significative entre la

présence d’hémolysines et le groupe sanguin ABO (p<10).
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90,00% -
80,00% -
70,00% -
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hémolysines 40 00% -
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50,00% -

30,00% -
20,00% -
10,00% -
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Sériel 11,50% 8,00% 80,50%
% Groupes sanguins ABO

Figure 23 : Répartition des donneurs de sang a hémolysines positives selon le groupe
sanguin ABO.

2.2.4. Selon le Rhésus D

Deux tiers des hémolysines sont présentes chez les donneurs de sang a Rhésus D positif avec

une fréquence de 66.67%.

Rh D neg
33,33%

Rh D positif
66,67%

Figure 24 : Repartition des donneurs de sang a hémolysines positives selon le Rhésus D
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2.2.5. Selon le groupe sanguin ABO et Rhésus D

L’¢étude a montré que prés de la moiti¢ des donneurs ayant des hémolysines positives sont de
groupe sanguin O positif (51.72%) soit 45/87donneurs de sang.

60,00%

50,00%

% donneurs de  40,00%
sang a
hémolysines
i .
positives 30,00%
20,00%

10,00%

1 m B
A+ | A-

A B 0
|lSérie1 6,90% | 4,60% | 8,04% | 0,00% | 51,72%

28,74%

Figure 25 : Répartition des donneurs de sang a hémolysines positives selon le Groupe
sanguin ABO et Rhésus D.

2.3. Répartition des hémolysines selon la spécificité de I’anticorps

2.3.1. Répartition globale des hémolysines anti A et anti B

L’hémolysine de type anti A est majoritaire avec un taux de 63.22%, suivie d’hémolysine
anti B (24.14%), tandis que la présence concomitante d’hémolysines anti A et anti B est

minoritaire soit 12.64%.
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Résultats

Tableau XI: Répartition des héolysines selon la spécifité d'anticorps.

Anti-A Anti-B Anti-A et Anti-B Total
Effectifs 55 21 11 87
Pourcentages 63,22 % 24,14 % 12.64% 100%
12,64%
Présence d'antiA
M présence antiB
présence anti A et antiB
63,22%

Figure 26 : Répartition globale des donneurs de sang a hémolysines positives selon leur

spécificité.

2.3.2. Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le genre et

leur spécificité

Les hémolysines anti A et anti A + anti B sont plus fréquentes chez I’homme avec des taux

respectifs de 64%et de 13.33%. Tandis que les hémolysines anti B sont plus fréquentes chez

la femme avec un taux de 33.33%.
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Tableau XI1 : Répartition des donneurs de sang a hémolysines anti A, anti B et anti A+anti B

selon le genre

Anti-A Anti-B Anti-A et Anti-B Total
Effectifs 48 17 10 75
Homme (n)
Pourcentages 64% 22.67% 13.33% 100%
(%)
Effectifs 7 4 1 12
Femme (n)
Pourcentages 58.34% 33.33% 3.33% 100%
(%)
70% - 64%

58,33%

60% -

50% -

40% -

% Donneurs de 33,33%
20% - 13,33%
0,
10% - 8,33%
0% -
Anti-A Anti-B Anti-A et Anti-B
® Homme ® Femme Spécificité d'anticorps

Figure 27 : Répartition des donneurs de sang a hémolysines anti A, anti B et anti A+ anti B

selon le genre.

2.3.3. Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon les tranches

d’age et la spécificité de I’anticorps

L’hémolysine anti A est presque majoritaire dans toutes les tranches d’age. Les donneurs
appartenant a la tranche d’age [18-23[possedent plus d’hémolysine de type anti B

La présence a la fois d’anti A et d’anti B est prédominante chez les sujets ayant 1’age entre
[33-38].
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Figure 28 : Répartition des donneurs de sang a hémolysines anti A, anti B et anti A +anti B
selon les tranches d’ages.

2.3.4. Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le groupe

sanguin et la spécificité de I’anticorps

Nous avons retrouvé que les hémolysines de type anti-A sont plus fréquentes chez les
donneurs de sang de groupe sanguin O avec 68.57%, tandis que celles de 1’anti-B et celles
de I’anti-A et de I’anti-B a la fois présentent chacun une fréquence de 15.71%.
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Résultats

Tableau XI11 : Répartition des donneurs de sang a hémolysines anti A;anti B et anti A + anti
B selon le groupe sanguin ABO.

Anti-A Anti-B Anti-A et Anti-B Total
Effectifs 0 10 0 10
(n)
A Pourcentages 0% 100% 0% 100%
(%)
Effectifs 7 0 0 7
(n)
Pourcentages
B (%)
100% 0% 0% 100%
Effectifs
o) () 48 11 11 70
Pourgg‘)tages 68.58% 15.71% 15.71% 100%
120%
100% 100%
100%
% des donneurs 80%
de sang a 68,58%
hémolysines .
positives 60%
40%
20% ks ?
0% 0% 0% 0% .
0% -
A B (o)
Groupes sanguins
H Anti-A m Anti-B Anti-A et Anti-B

Figure 29 : Répartition des donneurs de sang & hémolysines anti A, anti B et anti A+anti B

selon le groupe sanguin ABO.
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2.3.5. Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le Rhésus

D et la spécificité d’anticorps

Les hémolysines de type anti-A sont fréquentes chez les donneurs de sang a Rhésus D positif
avec 68.97%, alors que la présence a la fois de I’anti-A et de 1’anti -B est fréquente chez ceux

a Rhésus D négatif.

Les hémolysines anti-B sont présentent de maniére égale entre les deux types de Rhésus
D.

80,00% -
68,97%
70,00% -
60,00% -
1,72%
50,00% -
% donneurs de 0
Sanga  40,00% -
hémolysines
positives o |
30,00% 24,13%24,14% 24,14%
20,00% -
10,00% - 6,90%
Anti-A Anti-B Anti-A et Anti-B

Spécificité d'anticorps

M Rh positif Rh négatif

Figure 30 : Répartition des donneurs de sang & hémolysines anti A, anti B et anti A+anti B
selon le Rhésus D.
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2.4. Résultats du titrage des hémolysines

2.4.1. Répartition des hemolysines chez les donneurs de sang selon le titre

Environ la moitié des hémolysines retrouvées ont un titre 2 (43/87 hémolysines) soit
49,43% , svuivi du titre 4 dans 39/87 cas soit 44,82%, tandis que le titre 8 et 16 sont

minoritaires avec des taux réspectifs de 3,45% et 2,30% (p<107).

60,00%

S0 00% 49,43%
e 44,82%

40,00%

% donneurs de sang

30,00%
20,00%

10,00%
3,45% 2,30%

0,00%

Titre 2 Titre 4 Titre 8 Titre 16

Titres d'hémolysines

Figure 31 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le titre.

2.4.2. Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le genre et le
titre
Le titre 2 et 4 sont majoritaires chez les donneurs de sexe masculin a des proportions égales
46.67% soit 35/75 donneurs.

Le titre 2 est majoritaire chez les donneurs de sexe féminin 66,67% soit 08/12 donneuses.

Le titre 8 et le titre 16 sont retrouvés uniquement chez les donneurs de sexe masculin a des

proportions minoritaires qui sont respectivement 4% et 2.66% soit 3/75 et 2/75donneurs.
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Tableau X1V : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le titre et le
genre.

Titre 2 Titre 4 Titre 8 Titre 16 Total
Effectifs 35 35 3 2 75
Homme (n)
Pourgjg‘)tages 46.67% 46.67% 4% 2.66% 100%
Effectifs 8 4 0 0 12
Femme (n)
P°”rg;£‘)tages 66.67% 33.33% 0% 0% 100%
80,00% -
70,00% | 66,67%
a0 60,00% -
&
o 50,00% 16,6 46,67%
el
4 o
5 40,00% 33%
£
S 30,00% -
T
R 20,00% -
10,00% - 4% 2.66%
0,00% - . -
TITRE 2 TITRE 4 TITRE 8 TITRE 16

Titres des hémolysines
B HOMME B FEMME

Figure 32 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le genre et le titre.

2.4.3. Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon les tranches
d’ages et le titre
Le titre 2 est fréquent chez les DDS ayant 1’age entre [48-53[ ;

Le titre 4 est plus fréquents chez les DDS ayant 1’age entre [38-43[ ;
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Le titre 8 est plus fréquent chez les DDS ayant 1’4ge entre [53-58] ;

Le titre 16 est fréquent chez les DDS ayant [43-48].
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Figure 33 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon les tranches d’ages
et le titre.

2.4.4. Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le groupe

sanguin ABO et le titre

Le titre 2 est plus fréquent chez les donneurs de groupe sanguin B et O avec des taux
respectifs de 42.88% et 54.29%.

Le titre 4 est majoritaire chez les donneurs de groupe A avec un taux de 70%.

Le titre 8 et 16 sont plus fréquents chez les donneurs de groupe B a des proportions égales de
14.29%
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Tableau XV : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le groupe sanguin
ABO et le titre.

Titre 2 Titre 4 Titre 8 Titre 16 Total
Effectifs 2 7 1 0 10
A (n)
Pourcentages 20% 70% 10% 0% 100%
(%)
Effectifs 3 2 1 1 7
B (n)
Pour(c%tages 42.85% 28.57% 14.29% 14.29% 100%
Effectifs 38 30 1 1 70
o (n)
Pourfoe/g‘)tages 5420%  42.85% 1.43% 1.43% 100%
80% -
70%
70% -
60% 1 54,29%
50% -
42,85% 42,85%
% donneurs de 20% |
sang
30% ,57%
20%
20% - 14,28% 14,28%
10%
10% -
. 1,43% 1,43%
0% -
Titre 2 Titre 4 Titre 8 Titre 16

Titres des hémolysines

EA B o

Figure 34 : Repartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le groupe sanguin
ABO et le titre.
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2.4.5.

de I’hémolysine et le titre

Résultats

Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon la spécificité

Le titre 2 est fréquent chez les donneurs de sang ayant des hémolysines anti A avec un taux
de 52.72% soit 29/ 55 donneurs.

Le titre 4 est fréquent chez les donneurs de sang ayant des hémolysines anti B avec un taux
de 66.67%soit 14/21 donneurs.

Tableau XVI : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon la spécificité de
I'némolysine et le titre.

Anti A

Anti B

Anti A
et Anti
B

Effectifs
(n)

Pourcentages
(%)

Effectifs
(n)

Pourcentages
(%0)

Effectifs
(n)

Pourcentages
(%)

Titre 2

29

52.72%

6

28.57%

72.73%

Titre 4

22

40%

14

66.67%

27.27%

Titre 8

3.64%

4.76%

0%

Titre 16

2

3.64%

0%

0%

Total

55

100%

21

100%

11

100%
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Figure 35: Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon la spécificité de
I'némolysine et le titre

2.5. Groupe sanguin O porteurs d’hémolysines

2.5.1. Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs

d’hémolysines

La fréquence des hémolysines chez les donneurs de groupe sanguin O est de 13.60% soit
70/514 donneurs.

Tableau XVII : Réparation des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs d’hémolysines.

Absence d’hémolysines Présence d’hémolysines Total
Effectifs 444 70 514
Freq;}:”ces 86.40% 13.60% 100%
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= Absence d'hémolysine

= Présence d'hémolysine

Résultats

Figure 36 : Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs d’hémolysines

2.5.2. Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs

d’hémolysines selon le genre

Sur les 70 donneurs de groupe sanguin O porteurs d’hémolysines, le genre masculin est

majoritaire avec 85.71% soit 60/70 donneurs.

Tableau XVII1 : Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs

d'hémolysines selon le genre.

Homme Femme Total
Effectif 60 10 70
Fréquence 85.71% 14.29% 100%
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14,29%

Résultats

Femme

= Homme

Figure 37 : Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs d’hémolysines

selon le genre.

2.5.3.

d’hémolysines selon les tranches d’age

Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs

Les donneurs de groupe sanguin O possédant des hémolysines sont plus fréquents dans la

tranche d’age [23-28] 14/70 donneurs soit 20%.
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Figure 38: Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs d’hémolysines

selon les tranches d’age.
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2.5.4. Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs

d’hémolysines selon le Rhésus

Sur les 70 donneurs de groupe sanguin O porteurs d’hémolysines ; le rhésus D positif est
majoritaire avec 64.29% soit 45/70 donneurs.

Tableau XIX : Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs d’hémolysines
selon le Rhésus D.

Rhésus Positif Rhésus Négatif Total
Effectif 45 25 70
Fréquence 64.29% 35.71% 100%
Rh négatif
35.71% Rh positif
64.29%

Figure 39 : Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs d’hémolysines
selon le Rhésus D.
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2.5.5. Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs
d’hémolysines selon la spécificité d’anticorps

Chez les donneurs de groupe sanguin O, la fréquence des hémolysines de type Anti-A est
plus fréquente avec 68.6% soit 48/70 donneurs.

Tableau XX : Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs d'hémolysines
selon la spécificité d'anticorps.

Anti-A et
Anti-A Anti-B . Total
Anti-B
Effectifs 48 11 11 70
Fréquences % 68.6% 15.7% 15.7% 100%
80% -
68,6%
70% -
60% -
% des 50%
donrleursde 10% -
sang a groupe
sanguin O 30% -
20% - 15,7% 15,7%
0% -
Anti-A Anti-B Anti-A et Anti-B

Spécificté d'anticorps

Figure 40 : Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs d’hémolysines
selon la spécificité de 1’anticorps.
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Résultats

2.5.6. Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteur

d’hémolysines selon le titre

Plus de la moitié des hémolysines retrouvées chez les donneurs de groupe O ont un titre de 2

avec 54.28% soit 38/70 donneurs.

Tableau XXI : Répartition des donneurs de sang & groupe sanguin O porteurs d’hémolysines

selon le titre.
Titre 2 Titre 4 Titre 8 Titre 16 Total
Effectifs 38 30 01 01 70
Pourcentage % 54.28% 42.86% 1.43% 1.43% 100%
60,00%
54,28%
50,00%
42,86%
% des
donneurs de 40,00%
sang a groupe
sanguin O 30,00%
20,00%
10,00%
1,43% 1,43%
0,00% —— ——
Titre 2 Titre 4 Titre 8 Titre 16

Titres d'hémolysines

Figure 41 : Répartition des donneurs de sang a groupe sanguin O porteurs d’hémolysines

selon le titre.
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I111.Discussion

¢ Biais et contrainte

Vu que toutes les paillasses du CTS ont été occupées par le personnel, il nous a été difficile
de trouver le matériel nécessaire pour le dosage voulu.
Les registres et les fiches des donneurs nous ont certes beaucoup aidés mais nous n'avons

hélas pas retrouve toutes les informations voulues (grossesse, vaccination, sérothérapie....)

Notre étude effectuée au CTSW de Tizi Ouzou, durant une période de 3 mois:
du 28 Février 2021 au 9 Mai 2021, a porté sur 1143 donneurs de sang afin de
rechercher des hémolysines anti-A et anti-B dans le plasma de chacun de ces donneurs

et de déterminer leur fréquence quel que soit le groupe sanguin ABO Rh D.

Cette étude montre qu'il y a plus de donneurs que de donneuses bénévoles de sang (
homme 92%, femme 8% ) Ces résultats sont d’une part dus au fait que les femmes manquent
de volonté et d’autre part dus aux contre-indications qui frappent les femmes enceintes,

allaitantes ou les jeunes filles et les femmes en période de menstrues.

Nous avons retrouvé des hémolysines chez 87 DDS sur les 1143 collectés soit
une fréquence de 7.60 %, avec une différence significative selon le sexe (p=0,03). Une
prédominance du sexe féminin 13.18% versus 7,12 % chez les hommes a été observée
sans prédominance d'une tranche d'dge par rapport a l'autre malgré des taux qui vont
de 5.17% a 17.24%. Contrairement aux résultats qui ont été observés dans 1I’étude de Louati
et Al menée en Tunisie au CRTS de Sfax en 2008 sur 2824 DDS (3). La fréquence
d’hémolysines était de 4.67%, avec un taux de 4.41 % chez les hommes et 4.99 chez les

femmes (une différence non significative selon le sexe p = 0.471).

Les donneurs de sang de groupe O avec hemolysines positives étaient prédominants
(70/514 DDS soit 13.60 %) par rapport au groupe A et au groupe B avec des fréquences
respectives de 2,25 % (10/443) et 3,76 % (07/186) et une différence statistiguement
significative p<10°.

Les sujets de groupe O développent plus des hémolysines vu que celui-ci est le plus

fréquent dans le monde et est dépourvu des deux Ag : A et B, la majorité de ces donneurs
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de sang avaient un rhésus positif 45/70 DDS a hémolysines positifs soit 64.29%.

Ces résultats sont comparables a ceux trouvés a Tlemcen par Kebib en 2015qui a
trouvé un taux d’hémolysines de 17,19% chez 128 DDS de groupe sanguin O (116) tandis
qu’au Burkina Faso, selon une étude menée en 2017 par Sawadogo et al et qui a concerné
370 DDS, le taux des hémolysines était relativement élevé 37,60% (117),de méme au
Zimbabwe selon 1’étude de Adewuyi et al en 1994qui a concerné 296 donneurs de groupe

sanguin O, la prévalence des hémolysines était de 42,90 % (118).

Au Nigeria en 1985, Kulkarni et al ont mené une étude sur 5380 DDS de groupe O et
ils ont constaté une prévalence allant de 17,30 % jusqu’a 60,20 % selon le groupe ethnique,
les hémolysines étaient plus fréquentes au sud du Nigeria, les insectes qui y sévissent
pourraient étre a I’origine de cette immunisation qui est plus puissante que les A et B-like

antigenes des bactéries intestinales (119).

La majorité des hémolysines dans notre étude ont été retrouvées chez les donneurs de
groupe O jeunes agés de moins de 38 ans avec un taux de 62,86%, ces résultats sont
comparables a ceux retrouvés par Kebib (116)qui a retrouvé une fréquence d’ hémolysines
de 77,27 % chez les DDS agés de moins de 40 ans (116).

Dans 1’étude de Louati et al, un trés faible taux d’hémolysines anti-A et anti-B
chez les sujets de groupe O (1,98 %) a été retrouvé (3)et rassure de la faible éventualité
d’accidents par donneur universel dangereux. D’autres études, ont été réalisées sur le sujet
et ont montré des résultats variables. Nous avons I’exemple de 1’étude de Garretta et al
portant sur 1000 DDS de groupe O, il a trouvé un taux d’hémolysines anti A a 7 % (120).
La méme étude a été faite par la technique d’inhibition de 1’agglutination par les substances

de groupe solubles A et B a montré un taux d’hémolysines anti A a 3,8 %.

Plusieurs études Nigériennes ont montré des taux d’hémolysines élevés. En 1990,
Emeribe, dans une étude sur 602 donneurs de groupe ABO a trouvé un taux d’hémolysines a
21,4 % avec des variations selon les groupes : groupe sanguin A 12,1% d’anti B, groupe
sanguin B, 5 % d’anti A, groupe sanguin O 30,6 % d’anti-A et/ou anti B (121) .Enfin, plus
récemment, en 2001 Olawumia a trouvé, dans son étude de 250 donneurs de sang de
groupe sanguin O 23,2% d’hémolysines avec une fréquence 2 fois plus élevée

d’hémolysines de spécificité anti- B et une absence de corrélation avec le sexe et 1’age
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(122).

Concernant la spécificité des hémolysines, nous avons constaté que I'hémolysine de
type anti-A a été majoritaire avec un taux de 63.22%, suivie d’hémolysine anti-B (24.14%),
tandis que la présence concomitante d'hémolysines anti-A et anti-Ba été minoritaire soit
12.64%.

Ces résultats sont comparables a ceux qui ont été obtenus dans deux études
nationales : une faite a Tizi Ouzou par nos camarades en 2017 et qui a concerné 1800
donneurs de sang de groupe A, B et O, 5.2 % d’entre eux ont présentés des hémolysines avec
une prédominance de la spécificité anti-A (anti-A : 69.9%, anti-B : 23.7% et anti-A et anti-
B :6.5%) (123). L'autre étude est celle de Kebib a Tlemcen ou le taux d’hémolysines était de
17 % avec une prédominance de la spécificité anti-A a 50 %, I’anti-B a 31.81% et 18.18%
d’anti-A et d’anti-B a la fois (116).1ls sont également similaires aux résultats d’une étude
Nigériane faite en 2013 par Erhabor et al sur 140 DDS ,50% des hémolysines retrouvées
étaient de spécificité anti-A, 28,5% de spécificité anti-B et 21,4% de spécificité anti-A et
anti-B. (124) Ceci pourrait étre expliqué par le fait que I’Ag A est plus fréquent dans

I’environnement (bactéries, virus, parasites, aliments, pollens, etc.) que I’Ag B.

Cependant, les résultats étaient différents de ceux rapportés en 2002 par Mathai et al en Inde
et ceux de Khampanon et al en Thailande en 2012 (125) (126) .La premiére étude a trouvé
que la présence concomitante de I’anti-A et ’anti-B était prédominante (anti-A : 16.6%,anti-B
: 10.7% et 55,6% les deux types d’Ac). Quant a la seconde, le taux des hémolysines anti-A et
anti-B était respectivement de 18,3% et 16,7%, tandis que celle des anti-A et anti-B était de
34%.

Notre étude a fait ressortir que la préesence d’hémolysines anti-A et anti-A plus anti-
B sont plus fréquentes dans le sexe masculin avec des pourcentages respectifs de 64% et
13.33%. Tandis que I'némolysine anti-B est plus fréquente chez la femme avec un taux de
33.33%.

L'hémolysine anti-A est presque majoritaire dans toutes les tranches d'age .Les
donneurs appartenant a la tranches d'age [18-23[possédent plus d'hémolysine de type anti-B,
alors que la présence a la fois d'anti-A et anti-B est prédominante chez les sujets ayant I'age
entre [33-38].
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Chez les DDS de groupe sanguin O a hémolysines positives, les hémolysines anti-A
ont été prédominantes avec 68.60% tandis que les hémolysines anti-B et anti-A plus B ont
été  minoritaires avec des proportions de 15,70 %, cette prédominance des hémolysines
anti-A a été également observée dans 1’étude de Kebib a Tlemcen (116)ou I’anti-Aa constitué

50% des hémolysines totales.
Dans la population de race noire deux études ont révélé que I’anti-A était minoritaire :

La 1 ®¢est celle faite au Zimbabwe par Adewuyi et al en 1994 sur 296 DDS ou12,8
% des donneurs ont présenté des hémolysines anti-B et 5,1% ont présenté des anti-A tandis

que seulement 0,7% des donneurs avaient des hémolysines anti-A et anti-B (118).

La 2 ™ étude est celle faite au Burkina Faso par Sawadogo et al qui ont rapporté des
fréquences d’anti-A et B et des anti-B de 14,00% et 13,80% respectivement. Les anti-A
venaient en derniére position avec 9,70 % des donneurs de groupe O (117) ,ceci pourrait
s’expliquer par le facteur génétique ou une race pourrait étre susceptible de développer un

anticorps plus qu’une autre race.

Les titres enregistrés chez notre population de groupe O a I’instar des autres groupes
sanguins sont faibles, 97.14 % des hémolysines avaient un titre inférieur a 8, 54.28% avaient
le titre 2 et 42.86% avaient le titre 4.Le titre le plus élevé était le titre 16, c’est ce qui a été
observé méme dans 1’étude de Kebib a Tlemcen ou les titres faibles 2 et 4 prédominaient et

le titre le plus élevé était le titre 16 (116).

Au Zimbabwe, selon 1’étude de Adewuyi et al les titres ont atteint la valeur de 2048,
I’agglutination est observée microscopiquement, 18,6 % des hémolysines étaient de titre
éleve (supérieur a 64) (118).

Au Nigeria les titres étaient encore plus éleves : 33,40% selon 1’étude de worlledge et
al en 1974 (127) et 32,3 % selon 1’étude de Kulkarni et al (119).
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Conclusion

Le systeme ABO demeure l'un des systemes majeurs en termes d'implication clinique
notamment en contexte transfusionnel. Cette importance est liée aux accidents
immunologiques immédiats lors de la transfusion d'un produit sanguin labile

essentiellement ABO incompatible.

Les modalités de son exploration, le développement des recommandations en terme de
sélection de produits sanguins labiles notamment la recherche d’hémolysines anti A et
anti B chez les donneurs dits O dangereux ont largement contribué a maitriser le risque

transfusionnelle lié a ce systeme.

Dans cette étude que nous avons réalisé au CTSW de Tizi Ouzou, sur une période
de 3 mois, nous avons retrouvé sur les 1143 sérums étudiés, 87 soit 7.60 % ont
présenté une hémolyse totale dans 1’un ou les deux tubes. Ce qui signifie la présence
d’une ou deux hémolysines.

Selon le sexe nous avons retrouvé un taux d’hémolysines a 7.12 % chez les
hommes et 13.18 % chez les femmes (différence significative : p =0.03). L’étude
selon la tranche d’age a montré des taux d’hémolysines variables allant de 5.17 % a

17.24 % (différences non significatives, p =0.33).

En tenant compte du groupe sanguin ABO, les taux d’hémolysines retrouvé sont
de :13.6 % chez les donneurs de groupe O (86.6 % anti A, 15.7 % anti B et 15.7 %
anti A et anti B), 2.25 % dans le groupe A, et 3.76 % dans le groupe B.

La différence entre les taux retrouvés chez les donneurs de groupe O et ceux de

groupe non O est significative (p < 0,001).

Ce travail montre que les hémolysines anti-A et anti-B ne sont pas rares. A cet effet,
leurs recherche chez le donneur de sang doit étre systématique quelque soit son groupe
sanguin ABO RhD, vue leurs fort pouvoir immunogene, afin de prévenir des accidents
hémolytiques lors de la transfusion ABO non iso groupe pour assurer une sécurité

transfusionnelle optimale.
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L’allo-immunisation anti-ABO demeure jusqu’a présent une préoccupation premicre
au regard de ses conséquences cliniques. Peu nombreux ont été les progreés réalisés ces
dernieres années en termes de compréhension des mécanismes physiopathologiques.
Jusqu’a présent, seules les données issues du suivi des patients, tant du point de vue des
accidents hémolytiques immunologiques post-transfusionnels que de la maladie
hémolytique du foetus/nouveau-né, ont donné des indications quant au risque réel lié a
I’allo-immunisation anti-ABO.

I n’est, en effet, possible d’établir 1’intérét transfusionnel ou non des hémolysines
que si la fréquence de ce type d’anticorps chez les patients est suffisante pour faire
I’objet d’une identification correcte par un laboratoire d’immuno-hématologie

expérimenté, et ce en rapport avec des données cliniques suffisantes.

Recommandations
Nous proposons les recommandations suivantes :

- Elargir la recherche des hémolysines des poches de sang du groupe sanguin

O aux poches de sang du groupe sanguin A et B.

- Transfuser les poches de sang dans lesquelles des hémolysines ont été mise

en évidence en phéno-identique (iso-groupe).

- Renforcer les Centres de Transfusion Sanguine d’une part en personnels
qualifiés, et d’autre part en matériels et équipements adéquats pour mettre en
place des techniques plus sensibles dans le but d’affiner la recherche des

hémolysine anti A et anti B.
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ANNEXE |

Arrété du 24 Mai 1998 fixant les regles régissant le don du sang et de ses

composants.

Le Ministre de la Santé et de la Population ;

Vu la loi n° 85-05 du 16 Février 1985, relative a la protection et a la promotion de la santé,
modifiée et complétée, notamment son article 158;

Vu le décret présidentiel n° 97-231 du 20 Safar 1418 correspondant au 25 juin 1997 portant
nomination des membres du Gouvernement ;

Vu le décret exécutif n® 96-66 du 27 Janvier 1996 fixant les attributions du Ministre de la
Santé et de la Population ;

Vu L’arrété du 24 Mai 1998 fixant la liste des matériels et consommables nécessaires pour le

fonctionnement des structures chargées de la Transfusion Sanguine

Arréte :

Article 1 : Le présent arrété a pour objet de fixer les régles régissant le don du sang et de ses
composants.

Article 2 : Le don du sang s’effectue dans I’intérét du receveur sans Iéser le donneur et reléve
des principes éthiques du bénévolat, de I’anonymat du don et de I’absence de profit.

Article 3 : Les prelevements de sang total sont effectués chez les sujets agés de dix huit a
soixante cinq ans jusqu’au jour de leur soixante sixiéme anniversaire exclu.

I1 ne peut étre prélevé de sang chez des personnes ayant atteint soixante ans et n’ayant jamais
donné de sang auparavant.

Le volume maximal préleve a chaque don est de 08millilitres par kilogramme sans dépasser
un volume total de 500millilitres.

La fréquence des dons de sang total ne doit pas étre supérieure a cing fois par an pour les

hommes et trois fois par an pour les femmes. Toutefois entre soixante et soixante cing ans, le



nombre de prélévements annuels chez les hommes et chez les femmes ne peut étre supérieur a
trois. L’intervalle entre deux dons est au moins égale a huit semaines.

Avrticle 4 : Le prélevement de plaquettes par aphérése est effectué chez les sujets agés de dix
huit a soixante ans jusqu’au jour de leur soixante et uniéme anniversaire exclu.

Le volume maximum du prélévement de plaquettes d’aphérése est de 600 millilitres.

Le nombre de plaquettes prélevées est compris entre 6 x 1011 et 8 x 1011.

La fréquence des prélevements ne doit pas étre supérieure a cing fois par an.

La contamination résiduelle lymphocytaire lors de chaque don en aphérese plaquettaire ne
doit pas étre supérieure a 5 x 106.

L’intervalle entre deux prélévements est au moins égale a huit semaines.

Article 5 : Les prélevements de plasma par aphérese sont effectués chez des sujets agés de dix
huit a soixante ans jusqu’au jour de leur soixante et uniéme anniversaire exclu.

Le volume de plasma prélevé ne doit pas excéder :

- 600millilitres par don.

- 02 litres parmois

- 12 litres par an.

La fréquence des prélévements de plasma ne doit pas étre supérieure a vingt fois par an.
L’intervalle entre deux dons est au moins égale a deux semaines.

Article 6 : Un donneur peut participer aux différents types de don.

Toutefois le médecin des donneurs fixe les limites des possibilités de don pour chaque
donneur.

L’intervalle entre un don de cellules et un don de plasma, d’une part, entre un don de plasma
et un don de cellule, d’autre part ne peut étre inférieur a deux semaines.

Article 7 : La prise en charge des donneurs est sous la responsabilité d’un médecin, qui est
tenu de :

a)- informer le donneur;

b)- créer et gerer le fichier des donneurs;

C)- faire I’entretien médical et I’examen clinique;

d)- surveiller les donneurs et les préléevements;

e)- consulter et suivre le dossier médical des donneurs;

f)- orienter les donneurs présentant une sérologie positive vers un service de soins spécialise;
g)- organiser des collectes de sang programmeées.
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Article 8 : Chaque prélévement est obligatoirement précédé d’un examen médical du donneur
comportant un entretien et un examen clinique sommaire : appréciation de 1’état général,
mesure de la tension artérielle et de la masse corporelle du donneur. Cet examen médical doit
se dérouler dans la confidentialité propice a la confiance et au respect du secret médical.
L’entretien médical doit permettre d’écarter du don les personnes a risque, ainsi que les
personnes ayant des pathologies contre-indiquant le don du sang.

Article 9 : Pour tout prélevement de cellules par aphérése, un électrocardiogramme est
effectué avant le don. Le médecin doit rechercher particuliérement toute contre-indication a
I’aphérése, notamment dans les domaines cardio-vasculaires, digestifs et hématologiques.
Article 10 : Les contrbles pré-dons pour les prélevements des plaquettes par aphérese
comprennent un hémogramme et un bilan d’hémostase comportant une numération
plaquettaire, une mesure du temps de Quick et du temps de Céphaline activeée.

Article 11 : Les controles biologiques pour les prélevements de plasma par aphérese
comprennent un hémogramme et une électrophorese des protéines plasmatiques.

Article 12: Afin de limiter au maximum les prélévements chez les donneurs présentant une
anémie, un controle pré-don du taux d’hémoglobine peut étre effectué. La décision en est
laissée a I’appréciation du médecin.

Article 13 : L’identification du donneur s’établit sur la base d’une fiche dont le modéle est
joint en annexe 1du présent arréte.

Les informations relatives a 1’état civil du donneur de sang sont recueillies sur présentation
d’une piece d’identité.

Article 14 : A T’issue de I’accueil du donneur de sang, une fiche de prélévement est établie
selon le modeéle joint en annexe 2 du présent arrété.

Article 15 : une carte dite "carte de donneur régulier " établie conformément au modeéle joint
en annexe 3 du présent arrété est délivré au donneur régulier.

Article 16 : Les prélévements de sang total et d’aphérése sont effectués sous la responsabilité
d’un médecin, par des infirmiers (es) diplomés (es) d’état.

Article 17 : Au cours du prélevement de sang total, il est indispensable de vérifier a
intervalles réguliers, le débit, d’agiter la poche et d’en controler la masse.

La durée maximale du prélevement ne doit pas étre supérieure a 10minutes. En cas de
prélevement d’une durée supérieure a 10 minutes, il ne doit en aucun cas servir a préparer un
concentré plaquettaire.

Article 18 : La durée du prélevement des plaquettes par aphérése est conditionnée par la
quantité maximale de plaquettes collectées et le débit du prélevement :



- Le débit du prélevement doit étre compris entre 30 et 80 ml /mn.

- Le volume maximal de solution anticoagulante injecté par séance ne doit pas excéder un
litre.

- Le volume extracorporel maximal en cours de prélevement ne doit pas excéder 20%de la
masse sanguine du donneur.

- La durée total du prélévement doit étre inférieure a deux heures trente minutes.

Article 19 : Le prélévement des tubes échantillons se fait & partir du bras du donneur. lls ne
doivent pas étre étiquetés avant le préléevement mais pendant le déroulement de celui-ci.
Article 20 : Apres le préléevement, le donneur doit rester sous surveillance pendant dix
minutes minimum en cas de don de sang total ou de trente minutes minimum en cas de don en
aphérese, au cours duquel une collation lui est offerte. En cas de prélevement par aphérése, les
points de ponction, I’état général et la tension artérielle doivent étre vérifiés avant le départ du
donneur.

Article 21 : Les poches de sang sont éliminées dans les cas suivants :

- quantité prélevée insuffisante;

- présence de caillots (débit lent, agitation insuffisante ....);

- tout choc ou manipulation risquant de mettre en jeu I’étanchéité de la poche;

- toute cause remettant en question I’aptitude du donneur;

Les produits éliminés sont détruits par incinération.

Article 22: Monsieur le Secrétaire Général du Ministére de la Santé et de la Population est

chargé de I’application du présent arrété. Le Ministre de la Sante et de la Population.

Yahia GUIDOUM



ANNEXE Il

PRECAUTIONS A RESPECTER
LORS DES QUALIFICATIONS BIOLOGIQUES

DU DON DE SANG

1. Les qualifications biologiques du don de sang, concerne I’ensemble des analyses et tests de
dépistage obligatoires préalables a la distribution et a I’utilisation des produits sanguins

labiles

2. L’identification des tubes de prélévement destinés aux analyses Immuno hématologiques et
sérologiques doit étre faite par apposition d’étiquette mentionnant le numéro du don. Cette
identification permet d’établir le lien, d’une part, avec le donneur et, d’autre part, avec les

produits sanguins correspondants.

3. Les tubes doivent arriver bouchés et accompagnés d’un document mentionnant le nombre
de tubes a analyser. Ces tubes échantillons doivent étre préservés des écarts de températures

préjudiciables aux analyses.

4. La centrifugation doit étre effectuée avec les tubes bouchés. Les conditions de

centrifugation doivent étre définies (vitesse, temps freinage, température)

5. Lorsque I’examen est différé, la conservation des échantillons doit étre faite a une
température comprise entre + 2 °C et + 8 °C.

Dans ces conditions, les analyses doivent étre effectuées dans un délai maximal de quatre
jours apres le prélevement.

Si les tubes sont conservés entre + 2 °C et + 8 °C, ils doivent étre remis a une température

ambiante avant analyse.



Apres réalisation des analyses Immuno-hématologiques, les tubes échantillons doivent étre
conservés a une température comprise entre + 2 °C et + 8 °C durant un temps minimal de sept

jours.

6. En plus des examens obligatoires fixés en article 1 de 1’arrété rendant obligatoire le
dépistage de I’infection par le virus du Sida, des Hépatites Virales B et C et de la Syphilis
dans le don du sang et d’organes, le médecin des donneurs peut exiger la détection des
anticorps paludéens et anti brucellose, lorsqu’un facteur de risque vis a vis de ’infection a été

mis en évidence.

7. Le groupage ABO et Rh D est une analyse réalisée a I’occasion de chaque don sur un

échantillon de sang anti-coagulé.

8. Le groupage ABO comporte obligatoirement, en plus des témoins, deux eétudes
complémentaires :

a)- L’étude des hématies qui consiste a rechercher les antigénes érythrocytaires A et B avec
les réactifs : anti A, anti B et anti A+B.

b)- L’étude de plasma qui consiste a rechercher des anticorps anti A et anti B avec des

hématies tests Al, A2 et B ; en cas de nécessité, cette étude peut se faire a partir du sérum.

9. Le groupage Rh D comporte obligatoirement 1’étude des hématies avec un réactif anti-D et

un réactif témoin.

10. Le groupe sanguin ne sera réputé définitif qu’a la suite de deux déterminations réalisées a

partir de deux prélévements sanguins différents et par deux techniciens différents.

11. Un résultat Rh D négatif est complété par 1’é¢tude des antigenes C, E, ¢, e et par la
Recherche du D faible (Du) par un test indirect a I’antiglobuline polyvalente. Les unités Rh D

négatif possédant 1’antigéne C et/ou 1’antigéne E sont étiquetées Rh D positif.

12. La recherche des anticorps anti -A et anti- B immuns est une analyse Immuno-
Hématologique réalisée a 1’occasion de chaque don du groupe sanguin O. La présence
d’anticorps anti A et/ou anti B immuns doit étre mentionnée sur 1’étiquette des produits

sanguins labiles.



13. La recherche des anticorps anti-érythrocytaires doit étre pratiquée par un test indirect a
I’anti globuline un test en milieu salin et/ou un test enzymatique.
La technique utilisée doit permettre de détecter les anticorps correspondant aux antigenes

suivants: D, C, E, ¢, e, K, k, Fya, Fyb, Jka, Jkb, M, N, S, s, P1, Lea, Leb.



ANNEXE 111

Fiche du donneur du sang
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Résumé

Le but de cette étude est de déterminer la fréquence des anticorps immuns anti-A et anti-B chez la population de donneurs
de sang collectée au CTSW de Tizi Ouzou afin de prédire de I’intérét de la systématisation de leur recherche chez tous nos
donneurs de sang. Il s’agit d’'une étude transversale a visée descriptive d’une durée de trois mois. La recherche des
hémolysines sur 1143 plasma de donneurs de sang (DDS) a été effectuée sur tubes, les positifs ont été titrés aussi par la
méthode des tubes .Parmi les donneurs étudiés, 87 avaient des hémolysines, soit 7.60%. dont 12 de sexe féminin (14%)et 75
de sexe masculins ( 86%), appartenant a plusieurs tranches d’ages 18-23ans, 23-28ans, 28-33ans, 33-38ans, 38-43ans, 43-
48ans, 48-53ans, 53-58ans, 58-63ans, avec une différence statistique vis-a-vis du sexe (p = 0.037) et aucune différence
statistique vis-a-vis de I’4ge des DDS n’a été observé (p=0.33). Par ailleurs, les donneurs de groupe O, A et B, ont
respectivement une fréquence des hémolysines de 13.6 %, 2.25%¢t3.76%. La différence entre les taux retrouvés chez les
donneurs de groupe O et ceux de groupe non O est hautement significative (p < 107%).Ainsi, le Rhésus D est
significativement associé¢ 4 la présence d’hémolysines avec une différence statistiquement significative (p <0.001),la
fréquence est de 6.1% pour le Rhésus positif et 14.1% pour le rhésus négatif .L’hémolysine de type anti-A est majoritaire
avec un taux de 63.22%, suivie d’hémolysine anti-B(24.14%), tandis que la présence concomitante d’hémolysine anti-A et
anti-B est minoritaire soit 12.64%.Environ la moitié des hémolysines retrouvées ont un titre de 2 (43/ 87hémolysines) soit
49,43% , suivi du titre 4 dans 39 cas soit 44,82%, tandis que le titre 8 et 16 sont minoritaires avec des taux réspectifs de
3,45% et 2,30% (p<101).La recherche des hémolysines anti A et anti B, chez tous les DDS quelque soit le groupe
sanguin ABO RhD doit étre systématique , pour éviter toute probabilité d’un accident transfusionnel du aux hémolysines,

afin d’assurer un maximum de sécurité transfusionnelle.

Mots clés : Donneurs de sang, hémolysines anti A et anti B, sécurité transfusionnelle

Abstract

The aim of this study is to determine the frequency of anti-A and anti-B immune antibodies in the population of blood donors
collected at TiziOuzou's blood transfusion center .In order to predict the interest of systematizing their research in all our
blood donors .This is a three-month descriptive cross-sectional study. The detection of hemolysins in 1143 blood donor
plasma was carried out on tubes, the positives were also titrated by the tube method. Among the donors studied, 87 had
hemolysins, that is 7.60% including 12 female (14%) and 75 male ( 86%), belonging to several age groups 18-23 years, 23-
28 years, 28-33 years, 33-38 years, 38-43 years, 43-48 years, 48-53 years, 53-58 years, 58-63 years, with a statistical
difference with respect to sex (p = 0.037) and no statistical difference with respect to the age of blood donors was observed (p
= 0.33). Furthermore, group O, A and B donors have a hemolysins frequency of 13.6%, 2.25% and 3.76%, respectively. The
difference between the levels found in donors of group O and those of non-O group is highly significant (p <10-3). Thus,
Rhesus D is significantly associated with the presence of hemolysins with a statistically significant difference (p <0.001), the
frequency is 6.1% for Rhesus positive and 14.1% for Rhesus negative.Anti-A hemolysin is in the majority with a rate of
63.22%, followed by anti-B hemolysin (24.14%), while the concomitant presence of anti-A and anti-B hemolys in is in the
minority ,that is 12.64%.About half of the haemolysins found have a titre of 2 (43 / 87 hemolysins) or 49.43%, followed by
title 4 in 39 cases or 44.82%, while the titres 8 and 16 are in the minority with respective rates of 3.45% and 2.30% (p<10-
%).The detection of anti A and anti B hemolysins in all blood donors regardless of the ABO RhD blood group must be
systematic, to avoid any probability of a transfusion accident due to hemolysins, in order to ensure maximum transfusion

safety.

Key words: Blood donors, anti A and anti B hemolysins, transfusion safety.






