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Introduction générale

Le systeme de groupe sanguin ABO est caractérisé par les anticorps seriques naturels
réguliers et irréguliers. 1l existe, en plus et en réponse a certains stimuli, des anticorps immuns
encore appelés hémolysines en raison de leur pouvoir hémolysant. Ces hémolysines peuvent
induire des hémolyses parfois importantes en cas de transfusion sanguine compatible mais

non iso-groupe.

L’arrété du 24 Mai 1998, de la loi Algérienne (Annexe I), fixant les modalités des
bonnes pratiques des qualifications biologiques du don de sang, stipule dans son annexe 2 qui
définit les précautions a respecter lors des qualifications biologiques du don de sang la
recherche des anticorps immuns anti A et anti B chez les donneurs de sang de groupe sanguin
0.

Nous avons voulu situer le taux et titrer les hémolysines chez les donneurs de sang total
du CTS du CHU de Tizi Ouzou afin de prédire I’intérét de la systématisation de leur
recherche chez tous les donneurs de sang et dérives sanguins de groupes sanguins A et B en

sus du O.

Par ailleurs, nous avons voulu profiter de cette étude pour dépister les femmes en age de

procréer porteuses d’hémolysines qui peuvent causer une anémie hémolytique du nouveau-né.
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I. Systeme ABO

1. Définition et concepts

1.1. Généralités

Un systéme est un ensemble d’antigénes (Ag) code par des alléles ou haplotypes d’un géne ou
d’un ensemble de génes de groupes sanguins (GS). Selon les données de I’'International
Society of Blood Transfusion (ISBT) il existe actuellement 30 GS, regroupant plus de 317 Ag

érythrocytaires (de basse et de forte fréquence) [1-2].

On rassemble habituellement les GS en deux familles, selon leurs caractéristiques :

» ABO et ses associés (Hh, Lewis, P, 1i) : Leurs Ag sont des sucres et les genes codent
pour des enzymes qui fixent ces sucres. Ces Ag ont la méme construction moléculaire
qui porte plusieurs spécificités.

» Rhésus et ses collegues (Kell, Duffy, Kidd, MnSs) : Leurs Ag sont des protéines
transmembranaires. Chaque systeme posséde sa propre molécule et fonctionne

indépendamment [3].

Le systeme ABO est le systeme le plus important (majeur) de tous les systemes des GS, il est

caractérise par :

» Des Ag A et B sont de nature glucidique, de distribution ubiquitaire et dont la synthese
est contrdlée par divers systemes :
e Le globule rouge (GR) : siége de la synthése des substances ABH alcoolosolubles. Le
systeme Hh contrdle la présence de la substance H (substrat nécessaire pour les Ag A et
B). Le systeme ABO contrdle la présence des Ag A et B.
e Les muqueuses : siege de la synthése des substances ABH hydrosolubles. Le systéeme
Sese controle la présence des Ag A, B et H.
»  Laprésence réguliére dans le sérum d’anticorps (Ac) dits naturels qui sont préexistants
a toute stimulation antigénique par la transfusion ou la grossesse, dirigés contre les Ag absents

sur le GR et issus d’une hétéro-immunisation par les bactéries de la flore intestinale.
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Par ailleurs ; des Ac « immuns » anti-A ou anti-B peuvent egalement apparaitre a la suite de
stimulations supplémentaires. Les Ac naturels et immuns ont des caractéristiques physiques
différentes qui permettent de les distinguer [4-6].

1.2.  Historique

1628 : Harvey a découvert la circulation sanguine par la voie intraveineuse [7].
1870 : transfusion largement utilisée pendant la guerre franco-prussienne [7].
1898 : Crille, la mise au point de la méthode de transfusion directe (de bras a bras) [7].

1900 : la découverte de systtme ABO qui revient a un biologiste et médecin

anatomopathologiste autrichien Karl Landsteiner (1868-1943) [8].

1902 : les deux éleves de Landsteiner, Decastello et Sturli, ont décrit le quatrieme et le plus rare

des quatre GS : le groupe AB [8].

1910 : V.Dungren et Hirsfeld ont mis en évidence la présence de deux sous-groupes Al, A2 du

groupe A [9].

1924 : Bernstein démontre la transmission héréditaire des facteurs des GS selon les lois
Mendélienne [9].

1930: Landsteiner est lauréat du prix Nobel de physiologie ou médecine pour sa « Découverte
des GS humains » [8].

1952-1953 : Morgan et Watkins ont démontré que les déterminants antigéniques A, B et H sont
de nature glucidique [10].

1954 : le jour anniversaire de Landsteiner, le 14 juin, a été retenu pour la journée internationale

annuelle du don de sang [11].
1974 : Leloir identifie les glycosyltransférases A et B [9].

1990-1995 : Yamamoto a isolé I'ADN codant pour la forme soluble d'une enzyme présente a la

surface des GR (glycosyltransférase A et B) [12].

2001: Yamamoto a approuve que les alleles A, B et O sont le produits d’un seul géne [9].
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2. Etude immunologique
2.1. Antigénes
2.1.1. Caractéristiques

2.1.1.1. Distribution

» Chez I’homme : la présence des Ag du systeme ABH est ubiquitaire, elle ne se limite
pas aux hématies, mais s’étend aux leucocytes, aux plaquettes et aux cellules de divers
tissus (sauf le tissu conjonctif, le foie et le systeme nerveux central =SNC). On les
trouve en particulier sur les cellules épithéliales et les cellules endothéliales vasculaires.
Ils sont aussi présents dans les sécrétions : salive, suc digestif, sueur, larmes, urine, lait
et le sperme (mais non dans le liquide céphalo-rachidien), ainsi que dans le liquide du

kyste mucoide de 1’ovaire [13].

» Dans la nature : dans certaines bactéries, plantes (graines) et chez les animaux [14].

2.1.1.2. Développement embryonnaire

Les Ag sont évolutifs en fonction des étapes du développement et de différenciation

physiologiques :

-A la 5" semaine : les Ag ABH sont développés sur I’endothélium cardio-vasculaire ;

-A la 8°™ semaine : les Ag ABH sont retrouvés au niveau des cellules épithéliales du tube
digestif, tractus respiratoire mais absents dans le foie et le SNC ;

-Aprés la 20°™ semaine, I’expression est quasi définitive ;

-Vers le 10°™ jour aprés la naissance : apparition des Ag ABH dans le plasma et dans
toutes les sécrétions exocrines ;

-L’expression définitive et la réactivité seront a 1’état adulte vers 1’age de trois ans [15,16].

2.1.1.3. Nombre de copies par cellules

Ay: 810.000 - 1.170.000, A, : 240.000 - 290.000, B : 610.000 - 830.000, A;B : 460.000- 850.00
et A;B : 120.000 [17].
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2.1.2. Phénotypes ABO érythrocytaires

2.1.2.1. Phénotypes courants

Le systeme ABO se caractérise par la présence ou I’absence des Ag A et/ou B a la surface des
hématies associée a la présence « régulieére » dans le plasma d’agglutinines « naturelles » anti-

A et anti-B correspondants aux Ag absents sur des hématies.

Le systeme H comprend un Ag de grande fréquence : H (précurseur biochimique des antigenes
A et B) [10].

C’est ainsi qu’on a les phénotypes suivants :

Tableau I : Principaux antigenes et phénotype du systeme ABO [18]

Phénotype Antigene Anticorps Fréquence en Fréquence en
globulaire plasmatique Algérie (%) France (%)
A A Anti B 33 45
B B Anti A 16 9
AB AetB ni Anti A 06 03
ni Anti B
O ni A Anti A et 45 43
ni B Anti B

Le sérum d’un sujet de groupe B, aprés absorption par des GR A, posséde une activité
spécifique anti A;, ce qui laisse supposer que ce sérum contient deux Ac: Un anti A
reconnaissant les déterminants de tous les GR A et un anti A; reconnaissant les déterminants

propres aux GR A; (les GR non agglutinés par cet Ac sont appelés A,).

80 % des sujets A sont de phénotype A; et 20 % sont de phénotype A, [19].

Il en résulte 6 phénotypes ABO :
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Tableau Il : Phénotypes courants [20]

Antigene Phénotype
Ay Ay
A, A,
B B
A etB A;B
A, etB A,B
Ni AniB @)

Chapitre |

> Ladifférence entre A; et A, :

e Quantitative : A;: 1000.000 sites, A, : 290.000 sites.

e Qualitative : les enzymes A; et A, sont des produits de deux alleles différents, les GR A
expriment deux types de substance H (type 2 et type 3 répétitif), ces deux enzymes
convertissent la substance H type 2 en A type 2. L’enzyme A; a la capacité de convertir la

substance H type 3 en A type 3 qui est reconnue par I’anti-A; [5,21].

» La contenance en substance H sur le GR: O > A,> A,B > B > A;> A;B [10].

> Détermination deA; et A, :

Tableau 111 : Détermination des phénotypes A; et A, [5]

Phénotype Anti-A; Anti-A,
A +++ -
A, - +++

La subdivision du groupe A en A; et A; n’a aucun intérét transfusionnel ou obstétrical, elle
participe néanmoins a la résolution de certaines difficultés de groupages. Certains sujets
peuvent, méme, présenter un phénotype appelé A intermédiaire A dont les hématies sont

agglutinées plus faiblement, a la fois, par les réactifs anti-H et anti-A; [22].

2.1.2.2. Phénotypes faibles

» A faibles : leur réactivité est inférieure a celle des sujets A,. 1l existe deux types :
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e Ceux qui

agglutinent :

A31 AXa

Aend-

Leur

distinction se fait selonle type

d’agglutination, I’existence d’un anti-A; et I’¢tude des substances salivaires.

e Ceux qui n’agglutinent pas : Am, Ay et Ag. Leur distinction se fait selon la technique de

fixation-¢lution, la présence d’anti-A;, 1’é¢tude des substances salivaires et 1’enquéte

familiale.

> B faibles

e Ceux qui agglutinent : B3 et By.

e Ceux qui n’agglutinent pas : By et Be [23].

Tableau VI : Caractéristiques des phénotypes A et B faibles [5]

phénotype | Anti-A | Anti-B | Anti-AB | Anti-H | Hématie | Hématie | Hématie
B A A,
A ++/- - ++/- +++ +++ +ou - -
Ay (+) - + +++ +++ + -
Acnd (+)/- -- (+)/- +++ +++ +ou - -
An - - - +++ +++ - -
Aq - - - +++ +++ +++ ++0u-
A - - - +++ +++ - -
B; - ++/- ++/- +++ - +++ ++
By - (+) (+) +++ +0U - +++ ++
Be - - - +++ +0ou - +++ ++
Bn - - - +++ - +++ ++

++/- ou +/- = double population ; (+) = tres faible agglutination.

2.1.2.3. Phénotypes rares

» Cis-AB

Les deux caractéres A et B ne sont pas transmis comme deux alléles indépendants, mais comme

un seul allele.

Le géne Cis-AB code pour une enzyme hybride (substitution d’un acide aminé (a.a) de

I’enzyme A par un a.a de ’enzyme B, ou substitution d’un a.a de I’enzyme B par un a.a de

I’enzyme A). Trois phénotypes principaux ont été décrits : Cis-A;Bg, Cis-A;B3 et le cis-A;B.
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Le cis A,B3 est le plus fréquent. Ce phénotype se différencie du phénotype B acquis par I’excés

d’expression de I’Ag H et par le caractére faible de I’ Ag anti-B dans le plasma.

» Phénotype B (A) et A (B)

Les hématies des sujets du phénotype B (A) sont agglutinées par un Ac anti-A puissant, le cas

inverse pour les hématies des sujets du phénotype A (B) [10].

2.1.2.4. Phénotypes acquis

» Phénotype B acquis

Présent chez les sujets du groupe A;, le plus souvent dans un contexte d’infection digestive
associee a un cancer colique : surinfection par E.coli qui produit une enzyme qui transforme le
substrat de ’enzyme A en un substrat trés proche du substrat de I’enzyme B. Ce phénoméne est
transitoire et ne dure que le temps de vie des hématies ayant subi 1’action de cette enzyme

bactérienne.

» Phénotype A acquis

Il existe des hématies polyagglutinables de type Tn dont le sucre immuno-dominant est le N-
acétyl galactoside qui peuvent exprimer une antigénicité A.

» Moadifications antigéniques au cours de certaines pathologies malignes

Les Ag ABH peuvent perdre partiellement cette expression au cours des pathologies
hématologiques malignes. Ce phénomene affecte seulement une partie des érythrocytes (clone

pathologique) donnant alors une image de double population [10].

2.1.3. Phénotypes salivaires

2.1.2.2. Phénotype sécreteur

80% des sujets résultent de 1’action du gene Se dont le génotype est Se/se ou Se/Se.
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2.1.2.3. Phénotype non sécréteur

Il concerne 20% des sujets. Il est caractérisé par I’absence de substance ABH dans les

sécrétions et son génotype est se/se [24].

2.1.4. Phénotypes déficients en antigene H

2.1.4.2. Non sécréteurs

Ils sont caractérisés par 1’absence d’Ag H au niveau des hématies et des sécrétions, et par la

présence dans le plasma d’Ac anti-H. On distingue :

> Les H nul (phénotype Bombay) sont notés Oy O, et O,° : d’origine indienne, ne
possedent pas du tout d’Ag H, A et B et présence d’Ac anti-A, anti-B et anti-H ; tres
dangereux en transfusion, imposant le recours a des unités de sang de méme

phénotypes.

» Les H faibles sont notés Oy, Ay et By, : possédent une faible quantité de substance H
érythrocytaire décelable par la technique de fixation-élution d’anti-H provenant d’autre
Bombay, ces H faibles qui possedent les génes A et/ou B voient leur faible quantité
d’Ag H transformé en A ou B. Dans leur plasma, on trouve un anti-H identique a celui

des H nuls, mais moins dangereux.

2.1.4.3. Sécréteurs

IIs sont caractérisés par 1’absence ou la présence des trace de 1’Ag H érythrocytaire et la
présence de substance H dans les sécrétions (phénotype para-Bombay). Dans le plasma, on peut

déceler un anti H(HI) qui n’est pas dangereux en transfusion [24,25].

2.1.4.4. Phénotype Hm

C’est un phénotype rare mais dominant, il est caractérisé par la présence de substance H sur les

GR et la présence de substance ABH dans la sécrétion. Il ne développe pas d’Ac [26].
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2.1.4.5. LAD2 (déficit de I’adhésion des leucocytes)

C’est un défaut général de la fucosylation avec un retard staturo-pondéral et un facies

particulier. Il se manifeste par 1’absence des Ag ABH sur les GR et les sécrétions [23].

2.1.5. Nomenclature

Le systeme ABO est désigné par le numero 001, et ses 4 Ag par les numéros respectifs A : 001
B : 002, AB: 003, A;: 004.

Tableau V : Terminologie numérique et alphanumérique des antigenes du systeme ABO[27]

Les antigénes La terminologie La terminologie
alphanumérique numérique
ABO1 001001
B ABO2 001002
AB ABO3 001003
Ay ABO4 001004

e Les phénotypes : Le symbole du systeme est suivi de deux points, puis de la liste des
antigenes séparés par des virgules, chaque numéro d’Ag étant précédé d’un signe - s’il
est absent. (Le phénotype A : ABO : 1,-2,-3)

e Les genes: Le symbole de systtme s’écrire en caractéres italiques, ou a défaut en

caracteres soulignés.

e Lesalléles: Le symbole du systéme s’écrit en caractéres italiques, suivie d’un signe *

puis du numéro de I’Ag (ABO*1)

e Les génotypes sont indiqués par le symbole du systéme en italique, suivi d’un signe *
puis des numéros des geénes, alleles ou haplotypes, séparés par une barre oblique
(exemple : ABO*1/ABO*2) [27].

Le systeme H est désigné par le numéro 018.
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2.2. Les Anticorps

2.2.1. Les anticorps naturels

Ils représentent le premier obstacle a la transfusion de concentrés globulaire. Ces Ac sont soit

réguliers, soit irréguliers [28].

2.2.1.1. Les anticorps naturels réguliers

Présents de facon constante dans le sérum des individus dont les hématies n’expriment pas I’Ag

correspondant. Cas particulier du nouveau-né, qui ne dispose pas ces Ac a la naissance, ils

3éme et le 6éme

apparaissent spontanément entre le mois. Ce sont les : anti-A du sujet B, anti-B

du sujet A, anti-A, anti-B et anti-AB (il existe un Ac qui semble reconnaitre une structure
commune aux deux Ag) du sujet O ; et anti-H des H nuls non sécréteurs (Bombay).

2.2.1.2. Les anticorps naturels irréguliers

Présents de fagcon non constante dans le sérum et sont :

» Anti-A; : des sujets B et O contient un mélange d’anti A et d’anti A, ce dernier est
aussi présent chez 10% des sujets A,, chez 30 % des sujets A,B et chez certains A
faibles.

> Anti-A; : des sujets A faibles (As, Ay, Aend, Adl).

» Anti-B: des sujets B faibles (B, Be).

» Anti-H : du H faible sécréteur (para Bombay), le plus souvent HlI.

*Caractéristiques des anticorps naturels

= Ce sont principalement des Ig M (+++), mais également des Ig G, voir des Ig A ou encore
d’un mélange des trois classes moléculaires (chez 48% des sujets O, la proportion des 1gG
anti-A est prédominante par rapport a celle des Ig M anti-A) ;

= lls sont thermolabiles (10 min a +70°C) et inactivés par le 2-mercapto-éthanol et le
dithiothréitol ;

= |ls sont agglutinants spontanément en milieu salin (Na Cl 0.9%) ;

= Leur optimum thermique d’activité est a + 4°C, mais ils conservent une activité
agglutinante a 37°C ;

=  Leur constante d’association pour I’Ag homologue est relativement homogene ;

= |ls sont neutralisables par des substances solubles ;

* llsn’ont pas de pouvoir hémolysant ;

= |ls ne traversent pas la barriere placentaire [9,22, 29, 30].

11



Partie théorique Chapitre |

2.2.2. Les anticorps immuns

Sous I’influence de divers stimuli supplémentaires de 1’environnement, certains sujets peuvent
développer des Ac anti érythrocytaires anti-A et/ou anti-B dits immuns. Ces derniers sont

inconstants et proviennent par :

» Allo immunisation : c’est le cas d’une grossesse ABO incompatible ou d’une
transfusion de produits sanguins contenant des hématies ABO incompatibles (PFC,
CPS, CPA).

» Heétéro immunisation par vaccination, sérothérapie, ou par certaines préparations
pharmaceutiques contenant des substances de GS ...

Contrairement aux Ac anti A et anti B naturels, les Ac immuns sont fortement hémolysants car
ils sont capables de déclencher la cascade complete du complément. On parle ainsi

d’hémolysines. Ces derniéres sont caractérisées par :

= La fixation sur la membrane des érythrocytes et ne produisant pas d’agglutination in vitro
en milieu salin ;

*  Un maximum d’activité a 37°C et sont surtout de nature Ig G et rarement Ig A. Elles sont
difficilement absorbables par les Ag A et B solubles et peuvent donc entrainer des
hémolyses chez les receveurs de sang ;

= Lanon agglutination en milieu salin ;

= L’opsonisation ;

= Lathermostablité (résistent a la chaleur 1 heure a 63°C ou a 70°C pendant 10 min) ;

» La capacité de traverser la barriere feeto-placentaire et causer la maladie hémolytique du
nouveau-ne.

Des études ont montré que :

-Les hémolysines sont fréquentes chez les sujets de groupes O d’ou le nom: Donneurs
universels dangereux ;

-Les hémolysines anti-A sont plus fréquentes que les hémolysines anti-B ;

-Les femmes de groupes O ayant donné naissance aux enfants de groupe A ont une incidence
élevée de développer des hémolysines anti-A [31-36].

2.2.3. Les auto-anticorps

IIs peuvent souvent étre retrouvés aprés une infection et n’étre que transitoires ou, au contraire
permanents (cas des maladies auto-immunes). Ils sont rares mais ils peuvent étre responsables
d’anémie hémolytique sévere. Il s’agit le plus souvent d’agglutinines froides (IgM) qui peuvent
entrainer une difficulté de recherche et d’identification, ils sont mis en évidence par le test de

Coombs direct et par fixation-élution sur les GR du sujet [9, 37].
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3. Etude génétique
3.1. Systeme ABO

3.1.1.Geéne ABO

Gene ABO (9g34)

(A;.B) (A2)

Aliéles Alléle B al1c
o', o'var (1059-1061)

G802A Alléle A2
Allélte 02

Figure 1 : Localisation chromosomique du gene ABO [38]

Le gene du systeme ABO est localisé sur la partie terminale du bras long du chromosome 9
(9934). 1l est constitué de 7 exons et comprend environ 18 kilo bases (kb) équivalent a 1062
nucléotides [39]. Les exons de 1 a 5 du géne codent pour la partie amine terminal, la région
transmembranaire et 9% du domaine catalytique, les exons 6 et 7 codent a eux seuls pour la

plus grande partie de la protéine 77% (91% pour la partie d’activation catalytique) [40-41].

Il comprend 3 alléles: L’alléle A code pour une enzyme N-acétyl-galactosamine transférase,

I’allele B code pour une enzyme galactose transférase et 1’alléle O est amorphe.

La transmission héréditaire est selon la loi de Mendel : A et B sont codominants, O est récessif
et A; domine A, [42-47].

Tableau VI : Principaux génotypes du systéme ABO [45]

Groupe Génotype
Ay A,/IO
A1//A1
A1//A2
A, A,/IO
AJlIA;
B B//O
B//B
A:B A4/IB
A;B A,/IB
O o)/[e]
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3.1.2.Bases moléculaires du polymorphisme des groupes sanguins

Les alleles A et B possedent 99 % d’homologie de séquence et different par 7 nucléotides : 297
(Adénosine : A—Guanine :G), 526 (Cytosine : C—Guanine :G), 657 (C—Thaimine :T), 703
(G—>A), 796(C—A), 803 (G—C) et 930 (G—A) dont 4 sont responsables de la substitution de
4 a.a: 176 (Arginine —>Glycine : Gly), 235 (Gly—Serine ), 266 (Leucine —méthionine) et 268
(Gly—Alanine) [38,48].

L’allele A, résulte de la délétion d’une C en position 1059 de I’exon 7, ce qui entraine un

décalage du cadre de lecture donnant un codon stop et une extension de 22 a.a [49].

Pour I’alléle O (O01), une délétion de la G en position 261 au sein de I’exon 6 (délétion du
nucléotide du codon 87) qui entraine un décalage du cadre de lecture et I’apparition d’un codon
stop prématuré. Ceci aboutit a une protéine tronquée de 116 a.a, dépourvue du site catalytique
[41].

» Les autres phénotypes :

o A faible : Az et A« résultent de mutations ponctuelles ; Az d’une substitution
d’une G par une A au niveau du nucléotide 871 conduisant & une substitution de 1’a.a acide
aspartique par I’asparagine en position 291 ; Ay d’une substitution d’une T par une A au niveau
du nucléotide 646 ; Aeng d’une mutation du site d’épissage ; A d’une mutation de promoteur

et Ae d’une suppression d’un a.a (codon stop).

o B faibles : B3 et Bxsont dus a des mutations ponctuelles. B, et B sont des

alléles rares.

. Cis AB : double mutation ponctuelle au niveau du locus A conduisant a une

protéine capable de présenter a la fois les activités A et B.

J A(B) et B(A) : enzymes hybrides [17, 51, 52].
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3.2. Systéeme Hh Sese

3.2.1. Génes

FUT1  3skp FUT2 12kp Sect

SN 15019 (60.70% homoioge

|
|
| (Sec2)

Figure 2 : Localisation chromosomique des génes H et Se [38]

Indépendamment du locus ABO, le locus « H » et le locus « Se » sont étroitement liés au
niveau du bras long du chromosome 19 13.3 [53-54]. Ces deux geénes codent pour des al-2-
fucosyltransférase (FUT) différentes pour leur spécificité vis-a-vis de leurs substrats respectifs ;

le gene H code pour FUT 1 et le géne Se code pour FUT 2 [55].

3.2.1.1. LegéneH

Systéme n° 18 selon ISBT.

Le géne H (FUTI) est constitu¢ de 8 exons d’environ 8 kb. L’exon 4 contient la totalité de la
région codante pour la protéine enzymatique.ll possede deux alleles H et h, allele H est
dominant et I’alléle h est amorphe [56-57]. Au moins une copie fonctionnelle de FUT doit étre
présente (H/H ou H /h) pour que I'Ag H soit produit [58].

3.2.1.2. Legéne Se

Ne constitue pas a lui seul un systeme, il est lié au systéeme H et Lewis. Il est constitué de 2
exons d’environ 3,5 kb ; I’exon 1 est localisé en amont de 1’exon 2 qui contient la totalité de la
région codante pour la protéine enzymatique. Il code pour un polypeptide de 332 a.a présentant
68% d’homologie avec la protéine FUT1. Il posséde deux alléles Se et se : Se est dominant et

se est récessif (amorphe). 1l définit le statut sécréteur et non sécréteur de 1’individu [58, 59].
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3.2.2. Polymorphisme

» H déficitaire non sécréteur :
e H nul: transversion du gene H et délétion du géne Se ayant pour conséquence
I’absence de substance H.

e H faible : mutation de géne H et mutation du gene Se ayant pour conséquence une
petite quantité de H [60].

» H déficitaire sécréteur : hh SeSe ou hh Sese [38].

4. Etude biochimique

4.1. Nature des antigenes A, Bet H

Les déterminants antigéniques A, B et H sont de nature glucidique, alcoolosolubles sur les GR
et hydrosolubles dans les sécrétions. Il s’agit de motifs glucidiques terminaux des chaines
oligosaccharidiques libres dans les sécrétions ou reliées soit a des glycoprotéines membranaires

soit a des glycosphingolipides (membranaires ou solubles) [61].

4.2. Biosynthese

Les produits des genes A, B et H sont des enzymes : les glycosyl transférases qui agissent de

facon séquentielle pour catalyser la synthése de ces déterminants.

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

Le gene B : a 1-3 D galactosyl transférase [62].

Elles sont constituées d’une structure interne plus ou moins ramifiée et de structures
périphériqgues nommées disaccharides précurseurs qui seront les accepteurs des motifs

glucidiques terminaux [63].

Il existe 6 types de précurseurs selon la localisation dans les tissus :
Type 1 : Galp1-3GlcNacB1-R, seulement synthétisé dans les tissus de ’endoderme (cellules

épithéliales digestives, urinaires, respiratoires et certaines cellules exocrines).
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Type 2 : GalB1-4GlcNacB1-R, est trouvé dans des tissus dérivant du mesoderme et en
particulier les érythrocytes ou de I’ectoderme comme 1’épiderme, ainsi que dans les sécrétions.
Type 3 : Galp1-3GalNacal-R :
-Précurseur repétitif exprimé sur les hématies, correspond a un Ag A. lls
sont présents dans les tissus dérivants du mésoderme et de I’endoderme.

-O-glycan-mucine non exprime sur les hématies.

Type 4 : Galp1-3GalNacB1-R, est un composant de glycolipides de la membrane du GR et de

certains organes solides comme le rein.

Type 5 : Galp1-3GalB1-R, structure de synthese uniquement.

Type 6 : Galp1-4Glcp1-R, chaines oligosaccharidiques apparaissant libres dans le lait ou
’urine [10, 64, 65].

Ces précurseurs sont utilisés comme substrat pour des réactions de transglycosylation
catalysées par deux a-1,2-fucosyltranférases : I’une est le produit du géne H (FUT1) et I’autre
du géne SE (FUT2).

e La FUTL1 : utilise les précurseurs de type 2 et 4 et donne la substance H de types
2 et 4 trouvés dans les GR et I’endothélium vasculaire.

e La FUT2: utilise les précurseurs de type 1 et 3 et aboutit aux substances H de
types 1 et 3 trouveés dans les sécrétions [66].

Aprés I’action des fucosyltransférases, peuvent intervenir les glycosyltransférases

codominantes permettant la fabrication des déterminants A et/ou B [62].

4.2.1.Dans les érythrocytes

La plupart des déterminants A, B et H sont composés d’oligosaccharides de type 2, ils sont
exprimés en petites quantités sur les chaines de type 4. Leur synthése commence par la fixation
d’un fucose sur le précurseur saccharidique sous ’action de I’enzyme a-1,2-fucosyltranférase
et aboutissant a la formation de I’Ag H dont le type est en fonction du disaccharide de base. Les
enzymes A et B interviennent par la suite en utilisant respectivement I’UDP-GalNAc et ’UDP-
Gal comme substrats donneurs. Ces sucres sont transférés a la chaine oligosaccharidique, sur le
motif Fucose [63].
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La biosynthése peut étre réalisé a partir du précurseur de type3 : L’enzyme H agit en formant
un déterminant H de type 3, qui peut étre utilisé par la transférase A; et non par la transférase

A,. Ce déterminant répétitif A est caractéristique du phénotype A;.

Chez les sujets de phénotype A, (enzyme moins active que I’enzyme Al): I’Ag H persiste a la
surface cellulaire. Les sujets de phénotype Al ont au contraire une enzyme tres active et I’Ag
H, totalement masqué, ne peut plus étre détecté [67]. L’enzyme A, est incapable de convertir
1’Ag H de type 3 (fucose fixé sur un accepteur de type Gal-GalNAc et non pas Gal-GIcNACc) en
Ag A; [68].

L’enzyme B est une a-1,3-galactosyltransférase catalysant le transfert d’une molécule de
galactose également sur I’Ag H [69].

L’enzyme O est une enzyme inactive, ne modifie pas le substrat H [70].

4.2.2. Dans les secrétions

L’expression et la sécrétion des Ag A, B et H sont sous le contrdle de I’enzyme FUTo.
Cette enzyme est capable de convertir les précurseurs de type 1, 2 et 3en Ag Hde type 1, 2 et 3

puis les enzymes A et B interviennent [66, 71, 72].
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4.3. Réle

Non encore élucidé.

5. Méthodes d’étude
5.1. Techniques immunologiques

5.1.1.Groupage ABO

Fait appel a des techniques d’agglutination, il repose sur deux épreuves complémentaires :
» Une épreuve globulaire de Beth Vincent : consiste a rechercher les Ag A et B sur les
hématies testées avec les réactifs monoclonaux : anti-A, anti-B et anti-AB.
» Une épreuve sérique de Simonin : consiste a rechercher les Ac présents chez le sujet
grace a I'utilisation des hématies tests de groupe A et B.
Ces deux épreuves sont validées par des témoins : témoin allo par 1’hématie-test O, témoin

réactif par le serum AB et un témoin auto par sérum de sujet avec ses propres hématies.

Un groupage valide doit répondre a la regle 4x2 : deux déterminations (chaque détermination
faite avec deux épreuves complémentaires) réalisées par deux techniciens différents qui
confrontent leurs résultats, sur deux prélévements différents et avec deux lots différents de

réactifs. Les résultats doivent étre concordants et les témoins négatifs [74-75].

5.1.2. Fixation-élution

Elle permet la détermination des groupes faibles. La fixation est une étape de sensibilisation
des hématies du sujet in vitro avec des Ac anti-A ou anti-B. L’élution consiste a décrocher les
Ac fixés sur les hématies en utilisant la chaleur ou I’éther. La récupération et la mise en
évidence de 1I’Ac dans 1’¢éludt permettront de conclure que celui-ci s’est fixé sur I’hématie et

donc que celle-ci posséde I’ Ag correspondant [76-78].

5.1.3 Hémolysines

Le principe repose sur la réaction d’hémolyse en faisant réagir le sérum avec des hématies tests

A et B en présence d’un sérum frais comme source de complément [29].
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5.1.4. Détermination du statut sécréteur et non sécréteur par inhibition d’hemagglutination

Le principe de ce test: si les Ag ABH sont présents en forme soluble dans le fluide, ils vont
neutraliser leurs Ac correspondants et ne pourront plus, par la suite, agglutiner les GR

possédant les méme Ag [79].

5.2. Etude biochimique (Etude des enzymes ABH)

Apres isolement et purification par chromatographie séquentielle, I’enzyme soluble est purifiée.
Les a.a issus du séquencage de cette derniére sont utilisés pour concevoir et synthétiser des

oligo désoxy-nucléotides correspondant aux polypeptides [16].

5.3. Biologie moléculaire

L'évolution des connaissances des genes des GR et des polymorphismes associés aux Ag

érythrocytaires, a permis de développer le génotypage érythrocytaire [80].

6. Implication

6.1. Incompatibilit¢ ABO

6.1.1. Transfusionnelle

Les GS ABO sont essentiellement impliqués en clinique transfusionnelle, ou le respect de leur
compatibilité est obligatoire [81].

6.1.2. Feeto-maternelle (IFM)

Elle peut se voir des la premiere naissance. Elle est généralement bénigne et protege d’'une [FM

anti-D (GR feetaux sont détruits avant le stimulus immunologique) [82-83].
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6.2. Rejet des greffes

La compatibilité ABO est obligatoire dans le cas du rein, du foie et du cceur ou il y a risque de
rejet hyper aigii et non obligatoire dans le cas de la greffe des cellules souches
hématopoiétiques [84-85].

6.3. Les anémies hemolytiques auto-immunes AHAI

Les auto-anti-A ou auto-anti-B sont possibles mais rares [86].

6.4. Pathologies

On peut constater une diminution des Ag A et/ou B dans les hémopathies malignes ou une

surexpression (néo-expression) dans les maladies auto-immunes et la cirrhose du foie [23].

6.5. Systeme ABO et maladies

Les sujets non sécréteurs ont une prévalence augmentée pour les pathologies auto-immunes. La
sclérose en plaque est fréquente chez les sujet de groupe B. Les ulceres gastro-intestinaux
hémorragiques sont plus fréquents chez les sujets de groupe O non sécréteurs. Une association
positive a été établie entre 1’asthme et le phénotype O non sécréteur. Fréquence élevée des

maladies thromboemboliques et de la maladie de Biermer chez les sujets de groupe A [23].

7. Application

7.1. Transfusion

n - Hn =
= NG - P N
Qe S Co .
aB \ . / ab \ /
v - v -
Transfusion de GR : Ne pas apporter les Transfusion de plasma : Ne pas apporter les
Ag correspondants aux Ac du receveur. Ac correspondants aux Ag du receveur
Donneur universel : O Donneur universel : AB

Figure 4 : Les schémas classiques des compatibilités ABO [87]
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Cette regle souffre cependant d’exceptions :
v" Lors de transfusions massives et non iso-groupes : il est possible que I’Ac du
donneur apporté en quantité tres importante vienne détruire les hématies du receveur.
v' Le donneur universel peut posséder dans certains cas, des hémolysines (anti-A le
plus souvent) qui sont dangereuses pour le receveur (titre > 64). Le sang de ces sujets,

ne peut donc étre transfusé qu’a des receveurs iso-groupes [88].

7.2. Transplantation d’organe

Un role fondamental dans la transplantation du cceur et du rein mais un role mineur quand il

s’agit de la moelle osseuse, de 1’0s ou de la cornée [89].

7.3. Médecine légale
La recherche des Ag ABO était autre fois utilisée dans des affaires criminelles, la recherche de
paternité et I’identification des victimes de catastrophes, mais actuellement c’est les empreintes

génétiques qui sont utilisées depuis la fin des années 80 [90-91].

7.4. Anthropologie

Le systtme ABO présente parmi les autres groupes une distribution originale, non

superposable, a I’intérieur de I’espece humaine.

La fréquence relative de chaque polymorphisme dans des régions plus ou moins éloignées peut
rendre compte des processus migratoires anciens [92-93].
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Il.  La Sécurité immuno-hématologique des receveurs de sang

La sécurité immuno-hématologique des transfusions a pour objectif d’éviter la rencontre in

vivo d’antigénes et d’anticorps spécifiques et si elle a eu lieu, de la diagnostiquer.
1. Immunogénicité des molécules exprimant les groupes sanguins érythrocytaires

Chaqgue antigéne érythrocytaire est défini par un anticorps, qui peut étre impliqué dans un
conflit immunologique. Outre les anticorps naturels qui peuvent étre réguliers ou irréguliers,
le systtme ABO présente des anti-A et anti-B immuns (hémolysines) qui sont liés a des

stimulations environnementales ou interhumaines.

2. Bases de lasécurité immuno-hémolytique des transfusions de produits sanguins
labiles (PSL)

Cette securité repose sur la connaissance des caracteristiques immunologiques des PSL et
celles des receveurs au moment de la transfusion, 1’adéquation de ces caractéristiques, le
maintien de cette derniére a chaque étape du processus transfusionnel et 1’identification d’un

anticorps responsable d’un éventuel conflit immunologique.

2.1. La connaissance des caractéristiques immunologiques des PSL et celles des
receveurs au moment de la transfusion.

2.1.1.La détermination des antigenes présents sur les GR des PSL et du receveur

2.1.1.1. Legroupage ABO-RH1 (ABO-D)

La réalisation de groupage ABO valide.

Le recours au test indirect a 1’anti globuline, est systématique pour valider un Rhésus D

négatif. En présence d’un Rhésus D négatif, la détection d’'un C et/ou E rendra 1’étiquetage

de la poche de sang Rhésus positif.
2.1.1.2. Phénotype RH-KEL1

Le phénotype RH-KEL1 comprend I’étude des antigénes C, E, c, ¢ et K par 1’utilisation des
réactifs anti-C, anti-E, anti-c, anti-e, anti-K.
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2.1.1.3. Phénotype étendu

Le phénotype étendu consiste a rechercher un ou plusieurs antigénes érythrocytaires autres

que ceux qui sont définis par le groupage ABORHL1 et par le phénotypage RH-KEL1

2.1.2.La détermination des anticorps présents dans le plasma du donneur et du receveur

2.1.2.1.La recherche des hémolysines anti A et anti B chez le donneur

Le principe de la technique de recherche des hémolysines anti-A et anti-Bimmuns repose sur

la réaction d’hémolyse en présence decomplément.

2.1.2.2. Dépistage et identification des anticorps anti-érythrocytaires (RAI) chez le
receveur

Une étape de dépistage est fondée sur ’utilisation d’une gamme de trois hématies de groupe

sanguin O, qui comporte des antigenes réglementairement définis. En cas de dépistage positif,

une étape d’identification déterminera la spécificité du ou des anticorps présents par

I’utilisation d’une gamme d’au moins dix hématies. L’identification est complétée par le

phénotypage du patient, afin de confirmer I’absence de ’antigéne correspondant a 1’anticorps

identifié.
2.1.2.3. Epreuve de compatibilité au laboratoire

C’est une analyse complémentaire de la RAI, qui consiste a tester I’échantillon du receveur
vis-a-vis des hématies de la tubulure du produit sanguin a transfuser, laquelle est

obligatoirement compatible avec le phénotype RH et K du patient.

3. Lamaitrise de la qualité des analyses et des risques liés aux erreurs humaines

La garantie de la fiabilité des résultats passe par la maitrise de la qualité de chaque élément
entrant dans le déroulement de 1’analyse. La conformité de 1’exécution des prélévements et de
I’identification des échantillons est fondamentale et la réalisation des analyses doit privilégier

I’automatisation et I’informatisation [94].
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I. Matériel et méthodes

1. Objectifs de I’étude

1.1. Objectif principal

Déterminer la fréquence et le titre des hémolysines anti-A et/ou anti-B chez les donneurs de
sang total du CTS du CHU de Tizi Ouzou, dans une période de 5 mois ; du 05 Décembre
2016 au 30 Awvril 2017.

1.2. Objectifs secondaires

- Etude des criteres socio-épidémiologiques des donneurs de sang dépistés porteurs
d’hémolysines.

- Proposer des recommandations sur la systématisation de la recherche des hémolysines afin
d’améliorer la sécurité transfusionnelle.

- Dépister les femmes, en &ge de procréer, porteuses d’hémolysines (risque d’anémie

hémolytique du nouveau né).

2. Cadre d’étude

2.1. Type d’étude

Il s’agit d’une étude descriptive prospective concernant la recherche des hémolysines chez

les donneurs de sang.

2.2. Population d’étude

2.2.1. Choix de I’échantillon

Cette étude a concerné des donneurs de sang total de groupe A, B et O quel que soit le

rhésus et le type de don effectué au niveau du CTS du CHU de Tizi Ouzou.
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2.2.2. Critéres d’inclusion

-Etre un donneur de sang total (régulier ou occasionnel ou contrepartie) 4gé de 18 a 65 ans.

-Etre un donneur de sang A, B et O quel que soit le Rhésus.

2.3. La durée d’étude

05 mois : 06 Décembre 2016 au 30 Avril 2017.

2.4. Lieu d’étude

Centre de transfusion sanguine du CHU de Tizi Ouzou.

3. Matériels

-Centrifugeuse : CENTURION

-Incubateur a 37°C : STABILITHERM-Thermo ELECTRO CORPORATION

-Plaque d’opaline, coton et alcool

-Microplaques : MICROPLATE 96-WELLS

-Tubes & essai

-Pipettes réglables (SMART Accumax, UTOCLAVABLE Microlil, SPINREACT) pour des
volumes allant de 5a 50 pL, 10 a 100 L et 100 a 1000 pL.

-Gants et compresses

-Embouts jaunes et bleus

-Ciseaux

-Plan de travail

4. Méthodes

4.1. Phase pré-analytique

4.1.1. Sélection des donneurs

Son objectif est de préserver la santé du donneur de sang et de ne pas porter préjudice

au receveur.
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Le recrutement des donneurs est effectué selon les recommandations de I’agence
nationale du sang. Il est précédé d'une information pré-don qui consiste a informer le
candidat au don sur les régles du don et sur I’importance a accorder aux questions du
médecin. La sélection médicale repose sur un certain nombre de critéres dont la recherche
suppose un interrogatoire approfondi (anamnese) permettant de recueillir les informations
nécessaires pour décider s’il y a lieu d’accepter le candidat de don ou de I’ajourner
provisoirement ou définitivement. Cette anamnése est complétée par un examen
clinique comprenant notamment une prise de tension artérielle, le poids, la taille, la
fréquence cardiaque, I’appréciation de la coloration cutanéo-muqueuse...; le tout est
consigné sur une fiche de selection (Annexe Il). Si le candidat est jugé apte au don, le
médecin lui remplit une fiche de prélevement (Annexe Ill) et ’oriente vers la salle de
prélevement ; s’il est jugé inapte, il est informé des motifs de son exclusion. La fin de la
sélection est couronnée par une information post-don qui consiste a informer le donneur sur
la nécessité d’appeler le médecin du don en cas d’apparition de symptomes ou de remiSe en

cause des réponses données a I’interrogatoire.

4.1.2. Préléevement

Lors de l'arrivée du donneur dans la salle de prélevements, celui-ci est accueilli par
un(e) infirmier(e) diplomé(e) d’état. Apres vérification de son identité, son prélévement sera
réalisé avec du matériel stérile a usage unique. Le préleveur recherche au niveau pli du
coude une veine de bon calibre et désinfecte I'endroit choisi avant d'introduire l'aiguille de
facon franche. Les premiers millilitres de sang sont récupérés dans une petite poche annexée
au systéeme de poches, ce qui permet de dévier un éventuel fragment de peau arraché par
laiguille de ponction. Pendant la saignée, le sang recueilli est constamment mélangé a
I'anticoagulant contenu dans la poche destinée a la transfusion proprement dite, qui peut étre
triple ou quadruple. La durée du prélévement n’excéde généralement pas 10 minutes, durant

les quelles le donneur est surveillé attentivement.

Deux tubes (EDTA pour les examens immuno-hématologiques et hépariné pour les
qualifications de la sérologie infectieuse) étiquetés au moment de prélévement, sont remplis

a partir du bras du donneur.
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4.1.3. Circuits des échantillons

» Transport

Les échantillons obturés, placés dans un portoir, sont immédiatement acheminés au

laboratoire du CTS accompagnés d’un document (fiche folio).

> Réception

A la réception, certains éléments sont vérifiés tels que :

- Identification de [I’échantillon (étiquette avec un numéro) et contrble visuel des
tubes afin de s’assurer qu’ils sont prélevés correctement.
- Les conditions de transport (délai d’acheminement, écarts de température, tubes

bouchés..).

» Centrifugation

La centrifugation se fait a une grande vitesse : 4000 tours/minutes, pendant 4 minutes pour

permettre une séparation nette des différents composants du sang.

» Conditions de conservations
Les analyses sont effectuées le jour méme, le plus rapidement possible aprées le prélevement.
4.2. Phase analytique
4.2.1 Groupage ABO
e Principe

Le principe du groupage sanguin ABO repose sur deux épreuves complémentaires :
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-Epreuve de Beth-Vincent ou épreuve globulaire qui recherche des Ag A et/ou B sur les
hématies a tester grace a des sérums tests portants les Ac correspondants;
-Epreuve de Simonin ou épreuve plasmatique qui recherche des Ac anti-A et/ou anti-B

dans le plasma a tester grace a des hématies tests portants les Ag correspondants.

e Réactifs

-Sérums tests : deux lots de réactifs anti-A, anti-B et anti-AB.
-Réactifs anti-A; et anti-H.

-Hématies test A;, A;, B et O.

-Hématies et sérum de sujet.

-Solution saline a 0.9%

e Technique
» Préparation des hématies tests Al, A2, BetO:

Les héematies Al agglutinent avec le réactif anti-A1 et n’agglutinent pas avec le réactif anti-
H. Les hématies A2 agglutinent avec le réactif anti-H et n’agglutinent pas avec le réactif
anti-Al.

Les hématies sont lavées trois fois en eau physiologique avant d’effectuer des suspensions

en eau physiologique a 5%.

» Mode opératoire en microplaque

Centrifuger le tube de sang a tester de maniére a séparer les hématies du plasma.

v’ Epreuve plasmatique de Simonin : A I’aide d’une micropipette de 10 uL, déposé:
1 volume de suspension d’hématies tests B, dans la 1% cupule.
1 volume de suspension d’hématies tests Ay, dans la 2™ cupule.
1 volume de suspension d’hématies tests Ao, dans la 3*™ cupule.
Puis ajouter 1 volume de plasma dans chaque cupule.

v’ Epreuve globulaire de Beth Vinent : A I’aide d’une micropipette de 10 uL déposer :
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1 volume de sérum test anti-A dans la 5™ cupule.
1 volume de sérum test anti-B dans la 6™ cupule.
1 volume de sérum test anti-AB dans la 7°™ cupule.

Puis ajouter dans chaque cupule 1 volume de suspension d’hématies a tester (préparée dans

la derniére cupule).

v" Les témoins

Allo : dans la 4°™ cupule, mélanger 1 volume de suspension d’hématies tests O et 1 volume

de plasma.

AB : dans la 8°™ cupule, mélanger 1 volume de suspension d’hématies a tester avec du

sérum AB

Auto : dans ’avant derni¢re cupule, mélanger 1 volume de la suspension d’hématies a tester

avec 1 volume de plasma.

Mélanger doucement le tout en agitant Iégérement la microplaque.
Laisser reposer 5 minutes.

Agiter et faire la lecture.

e Lecture et interprétation

v' Lecture

Les agglutinations se présentent sous forme de culot en un ou plusieurs blocs. Si elles se

remettent facilement en suspension, la réaction est négative.

v’ Interprétation

Regles permettant de valider le groupage ABO : Regle 4 X 2 (2 épreuves, 2 techniciens, 2
lots de réactifs et 2 déterminations).

31



Partie pratique Matériels et méthode

Les deux épreuves globulaire et plasmatique doivent étre concordantes pour les deux
techniciens qui doivent présenter des résultats identiques avec des réactions d’agglutinations

nettes.

Le témoin allo négatif garantit 1’épreuve plasmatique. Le témoin AB négatif garantit

I’épreuve globulaire. Le témoin auto négatif garantit les deux épreuves.

Tableau VII: Résultats d’un groupage sanguin ABO

Epreuve sérique Epreuve globulaire
Sérum a tester GR a tester 5% saline Résultats
Hématies Hématies | Hématies Sérum Sérum Sérum
Ay Ao B anti-A anti-B anti-AB
; i} T+ 4+ - +++ Groupe A
+++ +++ - - +++ +++ Groupe B
+++ +++ +++ - - - Groupe O
- - - +++ +++ +++ Groupe AB

e Causes d’erreurs

Les causes d’erreurs du groupage sanguin ABO sont de trois ordres :
-Erreurs d’identification.
-Erreurs techniques.

-Erreurs de lecture et d’interprétation.

4.2.2. Groupage Rhésus

La détermination du phénotype Rhésus standard accompagne toujours celle du groupage

sanguin ABO et le résultat figure avec celui-ci sur les cartes du groupe sanguin.
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e Principe
C’est une méthode d’agglutination qui consiste a mettre en évidence la présence de 1’Ag
RH1 sur les hématies en utilisant un sérum contenant des Ac anti-RH1. Un témoin appelé
Rhésus controle est utilisé pour valider les résultats.
Le RH positif se définit par la présence de I’Ag RH1 sur les hématies et le RH négatif par
I’absence de cet Ag.
La détermination du phénotype RH standard est uniquement globulaire.

e Réactifs

-Echantillons a tester
-Réactifs : Anti-RH, controle-RH1

e Technique en microplaque :

-Déposer 10 pl de réactif anti-RH1 dans la 9°™ cupule de la microplaque du groupage ABO
et 10 pl de controle RH1 dans la 10°™ cupule.

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

-Agiter doucement.

-Laisser la plaque 15 min dans I’incubateur puis inclinée sur la paillasse pendant 5 min.

-Tapoter la microplaque pour décoller le culot.

e Interprétation

Tableau VII1I: Résultats d’un groupage RH1

Anti-RH1 Témoins RH1 Phénotype RH1

+ - RH1 positif (RH1)

- - RH1 négatif (RH-1)

e C(Causes d’erreurs

-Erreurs d’identification, techniques et de lecture et d’interprétation.
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-Présence d’anticorps bloquants sur les hématies du sujet empéchant la fixation des

anticorps anti-RH1 du réactif.

NB : Groupage ABO et RH sont contrdlés a partir de boudin de la poche par une épreuve

globulaire pour éviter une erreur d’identification.

4.2.3. Recherche du D faible (Du)

e Principe

Le phénotype D faible est une forme atténuée de I'Ag D qui est faiblement exprimée. Il
est caractérisé par une réaction négative avec les réactifs standards anti-D et c'est pour cela
qu'il est nécessaire de pratiquer un test spécifique pour détecter I'Ag D faible afin d'éviter la

sensibilisation du receveur.

Il est basé sur une réaction en deux phases. Dans la premiere phase on procede a une
sensibilisation des hématies a tester par les Ac du sérum test anti-D. Si les hématies a tester
contiennent des Ag D, les épitopes de ces derniers vont se fixer sur les paratopes des Ac
anti-D : cette réaction est non visible. Dans la deuxiéme phase, si les hématies ont été
sensibilisées, la réaction deviendra visible par I’addition d’un sérum antiglobuline humaine
qui servira de lien entre les globulines 1gG fixées a la surface des GR et provoguera

I’agglutination de ces derniers.

e Réactifs

-Hématies du sujet
-Sérum anti-D
-Sérum antiglobuline humaine

-L’eau physiologique pour les lavages

e Technique

1 volume hématies a tester lavées 3 fois et diluées a 5% dans 1’ecau physiologique ;
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1 volume de sérum test anti-D ;

Incuber 45 min a 37°C ;

Laver ces hématies sensibilisées 3 fois par 1’eau physiologique ;
Ajouter 1 volume de sérum de Coombs (antiglobuline) ;
Centrifuger a 1200 tours / minutes pendant une minute ;

Lire le résultat en secouant le tube délicatement.

e Interprétation

L’absence d’agglutination dans le tube indique que les hématies ne possedent pas le variant
de I’Ag D et sont considérées comme Rhesus négatif.
La présence d’agglutination dans le tube indique que les hématies possedent le variant de

1I’Ag D et sont considérées comme Rhésus positif.

e Causes d’erreurs

Toutes les causes d’erreurs énumérées lors de la détermination de I’Ag D
v" Erreur causant un faux résultat positif :
Hématies recouvertes d’anticorps (test direct a I’antiglobuline humaine positif)
v Erreurs causant de faux résultats négatifs :
-Phénoméne de prozone par suite de I’incubation a 37°C d’une faible concentration
d’hématie D positif avec un sérum anti-D de forte concentration.
-Instabilité de la température.
-Utilisation d’échantillons prélevés depuis plus de 48 heures.
-Non disponibilité des sites antigéniques des hématies sensibilisés au cours de la maladie

hémolytique du nouveau-né causés par des anticorps anti-D.

4.2.4. Recherche du C et/ou E
e Principe
Pour tout résultat rhesus D négatif, il faut rechercher systématiquement la reaction de

cet échantillon au sérum test anti-CDE afin de vérifier la présence ou 1’absence des Ag C et
E.
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Les sujets D négatif peuvent porter I’Ag C ou I’Ag E, ces Ag eux-mémes sont peu
immunogeénes et n’induisent que rarement des Ac lors de la transfusion a des sujets D
négatif. Cependant la transfusion a un sujet D négatif ayant dans le son sérum un Ac, anti-C,
anti-E par un sang D négatif mais porteur des Ag C ou E, entraine une incompatibilité
transfusionnelle.

Toute poche RH - doit étre dd cc ee.

e Réactifs

-Hématies du sujet.
-Sérum anti-CDE.
-L’eau physiologique.

e Technique

-A partir des hématies du sujet, préparer une suspension de 10% ;
-Déposer des gouttes sur la plaque d’opaline ;

-Ajouter a chaque goutte, 2 gouttes de sérums test anti-CDE ;
-Mélanger circulairement avec un agitateur ;

-Incliner la plaque (mouvement d’oscillation circulaire) ;

-Observer I’apparition d’agglutination pendant une période maximale de 2 minutes.

e Interprétation

L’observation ou la non-observation d’agglutination permet de déterminer la présence
ou I’absence des Ag C et/ou E.

Dans le cas de la présence du C et /ou E, la poche de sang est étiquetée rhésus positif.

e Causes d’erreurs

» Présence d’hématies recouvertes d’anticorps (test direct a I’antiglobuline positif).

» Faible réactivité des sérums anti-CDE.
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4.2.5. Recherche des hémolysines

Principe

Le principe de la technique de recherche des hémolysines anti-A et anti-B repose sur la

réaction d’hémolyse en faisant réagir le sérum a tester avec des hématies tests A; et B en

présence d’un sérum frais comme source de complément.

Réactifs

Hématies A; et B en suspension a 10%
Sérums échantillons

Mélange de sérums AB frais

Eau physiologique

Technique du test d"Hémolyse sur sérum frais :

Laver 3 fois les hématies A et B,

Préparer des suspensions a 10 % en solution saline

Disposer dans un portoir 4 tubes,

Distribuer a I’aide d’une pipette les quantités (gouttes) figurant sur le tableau suivant.
Incuber 45 minutes a 37°C.

Centrifuger.

Observer une éventuelle hémolyse et noter I’intensiteé.
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Figure 5 : Suspension d’hématies A; et B & 10%

Tableau IX : Recherche des hémolysines anti-A et anti-B sur sérum frais

Tubes échantillons

Tubes témoins des hématies

Al B

Tubes N° 1 2 3 4
Serum frais 4 4 - -
Solution saline 4 0.9% - - 4 4
Hématies A; a 10% 2 - 2 -
Hématies B a 10% - 2 - 2

Remarque : 1 goutte = 50 pl.
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e Test d'Hémolyse sur sérum conserve :

- Laver 3 fois les héematies A et B.

- Préparer des suspensions a 10 % en solution saline.

- Décomplémenter le sérum a examiner par un chauffage au bain marie a 56°C
pendant 30 mn.

- Disposer dans un portoir 6 tubes.

- Distribuer a 1’aide d’une pipette les quantités (gouttes) figurant sur le tableau
suivant.

- Incuber a 37°C pendant 45 minutes.

- Centrifuger.

- Observer une éventuelle hémolyse et noter I’intensiteé.

Tableau X : Recherche des hémolysines anti-A et anti-B sur sérum conservé

Tubes Tubes témoins
échantillons
Témoin Témoin Témoin Témoin
Sérum | complément | hématie A; | hématie B

(TS) (TC) (GRA)) (GRB)
Tubes N° 1 2 3 4 5 6
Sérum a étudier 3 3 3 - - -
Sérum AB 2 2 - 2 - -
Solution saline a - - 2 3 5 5

0.9%

Hématies Al a 10% 1 - 1 1 1 -
Hématies B a 10 % - 1 - - - 1
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Figure 6 : Mélange du sérum a tester avec les hématies Al et B

Figure 7 : Préparation des Témoins Figure 8 : Témoins négatifs

40



Partie pratique Matériels et méthode

e Lecture et interprétation des résultats

Observer une éventuelle hémolyse et noter 1’intensité en croix :

- Heémolyse complete (aprés centrifugation, absence de culot globulaire avec un
surnageant teinté) : ++++

- Surnageant rouge foncé : +++

- Surnageant rouge : ++

- Surnageant rouge : +

- Surnageant rose péle : faible

- Surnageant clair (absence d’hémolyse) : -

Pour la validation et I’interprétation de la réaction, les tubes témoins: TS, T C,

GR A;, GRB ne doivent présenter aucune trace d’hémolyse.

L'absence d'hémolyse dans les tubes 1 et 2 indique I’absence d'’hémolysines (Figure 9).
Une hémolyse dans le tube 1 indique la présence d’hémolysines anti-A (Figure 10)
Une hémolyse dans le tube 2 indique la présence d’hémolysines anti-B (Figure 11).

Une hémolyse dans les tubesl et 2 indique la présence d'hémolysines anti-A et anti-B
(Figure 12).

Figure 9 : Absence d’hémolysines
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Figure 11 : Hémolysine anti-B
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Figure 12 : Hémolysine anti-A et anti-B

e Causes d’erreurs

Une hémolyse dans le tube 3; témoin sérum, indique une inactivation incompléte du

complément.

Une hémolyse dans le tube 4 ; témoin complément, indique la présence dans le mélange des
sérums fournissant le complément d'une hémolysine. Utiliser un autre mélange de sérums

frais.

Une hémolyse dans les tubes 5 et / ou 6; témoins hématies, indique que les hématies
s’hémolysent spontanément (trop vieilles). Recommencer la réaction avec des hématies A et

B frais.
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4.2.6. Titrage des hémolysines

e Principe

Repose sur le méme principe que la technique de recherche en testant une série de dilutions

a raison de 2, du sérum d’échantillons en solution saline 0,9 %.

e Technique

v’ Préparer une série de 10 dilutions a raison de 2 (1/2 a 1/1024) du sérum a examiner en
solution saline :
-Déposer 1 volume de solution saline dans chaque tube.
-Ajouter 1 volume du sérum dans le premier tube.
-Mélanger et par brassage transférer 1 volume du premier tube vers le deuxiéme
tube.
-Répéter I’opération du deuxiéme tube vers le troisieme tube et ainsi de suite

jusqu'au dixieme tube (dilution finale).

Tableau XI: Distribution des dilutions pour le titrage des hémolysines

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dilution | %2 1/4 1/8 | 116 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024

Figure 13 : Préparations des dilutions
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v

v

<

Dans une série de 10 tubes, mettre de droite & gauche 3 gouttes de chacune de ces
dilutions.

Dans chacun des tubes, ajouter 1 goutte de la suspension d’hématies a 10% porteuses
de I’antigéne correspondant a 1’anticorps qu’on veut titrer, les hématies A; ou B.
Distribuer dans chaque tube 2 gouttes de sérum AB frais.

Mettre dans I’incubateur pendant 45 min a 37° puis centrifuger.

Déterminer le titre : le titre de I’hémolysine anti-A ou anti-B correspond a I’inverse

de la dilution la plus élevée donnant encore un résultat positif.

Figure 15 : Aprés centrifugation
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Exemples des titres trouvés :

Flgure 17 Tltre 4

Figure 18 : Titre 8
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5. Recueil et Analyses des données
5.1. Recueil des données

La collecte des données a été effectuée :

- A partir de la fiche de prélevement établie par le médecin du don, qui comporte les
caractéristiques socio démographique des donneurs : sexe, age, région, état civil

- Les résultats des analyses effectuées (immuno-hématologiques, dépistage des
hémolysines, titrage des hémolysines) sont mentionnes sur une fiche préétablie

(annexe 1V)

5.2 Analyse des données, Variables et test utilisés

La saisie et 1’analyse statistique ont été effectuées aux moyens de deux logiciels :

SPSS version 21 et Excel 2010

Les données ont été décrites par groupe et par parameétres statistiques usuelles suivant
la nature de la variable :

- effectifs et pourcentages pour les variables qualitatives nominales ou ordinales.

- moyenne, écart-type, pour les variables quantitatives.

Les comparaisons des distributions :

- des variables qualitatives ont été réalisées par le test de Khi2 ou le test Exact

de Fisher, correction de Yates si nécessaire

Une comparaison entre parametres lorsque c’est nécessaire a été effectuée : comparaison de

deux ou de plusieurs moyennes avec un seuil de signification de 5%.
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Il. Résultats
1. Description de la population d’étude
1.1. Selon le sexe

Durant la période d’étude, 1800 donneurs de sang ont été enquétés dont 1658 (92.1%) de
sexe masculin et 142 (7.9%) de sexe féminin avec un sexe ratio de 11. (Figure 19)

m Masculin

B Féminin

Figure 19 : Répartition des donneurs de sang selon le sexe au CHU de Tizi Ouzou 2017
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Résultats

1.2. Selon les tranches d’age

Pour cette population d’étude, 1’age moyen était de 31.77 ans + 8.98, avec un minimum de 18

ans et un maximum de 65 ans.

La tranche d’age de 20-29 était majoritaire de 43.6%. (Figure 20)
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0-18

18-20

43,6

20-29
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50-59  60-65
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Figure 20 : Répartition des donneurs de sang selon les tranches d’age au CHU de Tizi Ouzou

2017
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1.3. Selon le groupe sanguin

La moitié (50.9%) des donneurs de sang au niveau du CHU de Tizi Ouzou durant la période
de notre étude était majoritaire du groupe O, 31.6% de groupe A (569) et 17.4% de groupe B
(314) avec une différence significative DS, P=10". (Figure 21)

%60_

50,9

31,6

17,4

B o)
Le groupe sanguin

Figure 21 : Répartition des donneurs de sang selon le groupe sanguin au CHU de Tizi Ouzou
2017
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1.4. Selon le rhésus

Le rhésus positif était majoritaire 1657 donneurs soit 92.1%.
Rhésus négatif : 143 donneurs (7.9%). (Figure 22)

® Rhésus négatif

= Rhésus positif

Figure 22 : Répartition des donneurs de sang selon le rhésus au CHU de Tizi Ouzou 2017
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Résultats

2. Proportion des hemolysines

2.1. Fréquence globale des hémolysines

La proportion des hémolysines chez les donneurs de sang du CHU de Tizi Ouzou était de

5,2% (93 cas). (Figure 23)

B Absence des hémolysines

B Présence des hémolysines

Figure 23 : Proportion des hémolysines chez les donneurs de sang du CHU de Tizi Ouzou

2017
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2.2. Fréquence des hémolysines selon le sexe
La fréquence des hémolysines ne differe pas significativement selon le sexe (différence non

significative DNS, p=0.06). (Figure 24)

% 9 -

8,45

4,88

Masculin Féminin Sexe

Figure 24 : Fréquence des hémolysines chez les donneurs de sang selon le sexe au CHU de
Tizi Ouzou 2017
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2.3. Fréquence des hémolysines selon les tranches d’age
La fréquence des hémolysines ne differe pas significativement selon les tranches d’age

(DNS, p<0.21). (Figure 25)

% 7 -

6,29

0-18 18-20 20-29 30-39 40-49 >50

Tranches d’age (an)

Figure 25 : Fréguence des hémolysines chez les donneurs de sang selon les tranches d’age au
CHU de Tizi Ouzou 2017
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Résultats

3. Description des donneurs de sang porteurs d’hémolysines

3.1. Selon le sexe

La majorité des donneurs de sang porteurs d’hémolysines était de sexe masculin (87.09 %)

soit 81 donneurs, avec un sexe ratio de 6.75. (Figure 26)

B Féminin

m Masculin

Figure 26 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le sexe au CHU de

Tizi Ouzou 2017
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3.2. Selon les tranches d’age

L’age moyen de la population des donneurs ayant des hémolysines était 30.49 + 7.43 avec un

minimum : 19 ans et un maximum : 49 ans.

La présence des hémolysines était fréquente chez les donneurs ayant un age de 20-39 ans.
(Figure 27)

% g5 -
45 - Ml g
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
5 - 2,2

0-18 18-20 20-29 30-39 40-49 >50

Tranches d’age ( an)

Figure 27 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon les tranches d’age
au CHU de Tizi Ouzou 2017.
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3.3. Selon la région

Plus de deux tiers (70.97%) des hémolysines ont été trouves chez les donneurs de la région
de Tizi Ouzou. (Figure 28)

% 80

70,97
70

60
50
40
30
20 16,12

10 6,45 5,38
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Tizi Ouzou Boumerdes Bouira Bejaia autres

La région

Figure 28 : Répartition des donneurs de sang porteurs des hémolysines selon la région au
CHU de Tizi Ouzou 2017
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Résultats

3.4. Selon le groupe sanguin

Prés de trois quart des hémolysines était chez les donneurs de groupes O (68 donneurs soit

73.11%).

Moins de un cinquiéme (16.12 %) des donneurs était de groupe A soit 15 donneurs et 10.75%

étaient de groupe B soit 10 donneurs, DS, p<107. (Figure 29)

=A
=B
=0

Figue 29 : Repartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le groupe sanguin au

CHU de Tizi Ouzou 2017
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3.5. Selon le groupe sanguin et le rhésus

La majorité des donneurs ayant des hémolysines avaient un rhésus positif quel que soit le GS.
(Figure 30)
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Figure 30 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le groupe sanguin et
le rhésus au CHU de Tizi Ouzou 2017
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3.6. Selon la spécificité d’anticorps

L’hémolysine de type anti-A était classé en premiere position avec un pourcentage de 69.9%
suivie par I’anti-B (23.7%) et le type d’hémolysine anti-A et anti-B est minoritaire (6.5%)
(DS, p<10™). (Figure 31)
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Figure 31 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon la spécificité
d’anticorps au CHU de Tizi Ouzou 2017

60



Partie pratique Résultats

3.7. Selon le groupe sanguin et la spécificité d’Ac

Chez les donneurs de groupe O les hémolysines anti-A étaient plus fréquentes (80.88%),

tandis que les anti-B présentaient 10.29% et la présence concomitante de 1’anti-A et anti-B

8.82%. (Tableau XII)

Tableau XI1 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le groupe sanguin
et la spécificité d’Ac au CHU de Tizi Ouzou 2017

Groupe Hémolysines Totale
Anti-A Anti-B Anti-A et Anti-B

A Nombre 0 15 0 15
(%) (100) (100)

B Nombre 10 0 0 10
(%) (100) (100)

(@] Nombre 55 7 6 68
(%) (80.88) (10.29) (8.82) (100)
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3.8. Selon le sexe et la spécificité d’Ac

Les hémolysines anti-A sont plus fréquentes chez les hommes avec 71.60% soit 58 donneurs

de sexe masculin.

Les hémolysines anti-B et I’hémolysine anti A et anti B étaient fréquentes chez les femmes

avec des pourcentages respectifs 25% et 16.66%. (Figure 32)
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Figure 32 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le sexe et la
spécificité d’AC au CHU de Tizi Ouzou 2017
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3.9. Selon les tranches d’age et la spécificité d’Ac

Les 2 donneurs dont 1’age est de moins de 20 ans avaient des hémolysines anti-A (100%)
Les hémolysines anti-A étaient majoritaires chez toutes les tranches d’age.

Les hémolysines anti-B étaient majoritaires chez les sujets ayant un age entre 30 et 39 ans
(28.20%).

La présence concomitante des hémolysines anti-A et anti-B était majoritaire chez les sujets
ayant un age entre 20 et 29 ans (19.51%). (Tableau XII1)

Tableau X111 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon les tranches d’age
et la spécificité d’Ac au CHU de Tizi Ouzou 2017

Tranches Anti-A Anti B Anti-A et Anti-B Total
d’age

18-20 ans Nombre 2 0 0 2
(%) (100) (100)

20-29 ans Nombre 28 5 8 41
(%) (68.29) (12.19) (19.51) (100)

30-39 ans Nombre 27 11 1 39
(%) (69.23) (28.20) (2.56) (100)

40-49 ans Nombre 8 3 0 11
(%) (72.72) (27.27) 0 (100)

50-59 ans Nombre 0 0 0 0
(%)

60-65 ans Nombre 0 0 0 0
(%)

63



Partie pratique Résultats

3.10. Selon le titre

Les hémolysines avec un tire 2 étaient plus fréquentes (62.4% soit 58 hémolysines) que le
titre 4 (25.8% soit 24 hémolysines) et le titre 8 avec (11.8% soit 11 hémolysines)
(DS, p<10). (Figure 33)
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Figure 33 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le titre au CHU de
Tizi Ouzou 2017
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3.11. Selon le groupe sanguin et le titre

Dans notre série, le titre 2 était le prévalent chez les donneurs de sang quel que soit le
groupe, groupe A : 53.33%, groupe B : 80% et groupe O : 61.76%. Tandis que les titres 4 et 8
venaient en 2ieme position chez les donneurs de groupes A et O avec des pourcentages
respectifs 33.33% et 13.33%. (Tableau X1V)

Tableau X1V : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le groupe sanguin
et le titre au CHU de Tizi Ouzou 2017

Groupe Titre 2 Titre 4 Titre 8 Total

A Nombre 8 5 2 15
(%) (53.33) (33.33) (13.33) (100)

B Nombre 8 1 1 10
(%) (80) (10) (10) (100)

0] Nombre 42 18 8 68
(%) (61.76) (26.47) (11.76) (100)
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3.12. Selon le titre et la spécificité d’Ac

Le titre 2 etait fréquent quel que soit la spécificité, il était majoritaire dans le cas de la
présence concomitante anti-A et anti-B (83.33%) suivi par I’anti-B (68.18%), anti-A
(58.46%). Tandis que les titres 4 et 8 étaient majoritaires dans le cas de la présence anti-A

(27.69%, 22.72%). (Tableau XV)

Tableau XV : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le titre et la
specificité d'Ac au CHU de Tizi Ouzou 2017

Hémolysine Le titre Total
Titre 2 Titre 4 Titre 8

Anti-A Nombre 38 18 9 65
(%) (58.46) (27.69) (13.84) (100)

Anti-B Nombre 15 5 2 22
(%) (68.18) (22.72) (9.09) (100)

Anti-A et Anti- Nombre 5 1 0 6
B (%) (83.33) (16.66) (100)
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3.13. Selon le sexe et le titre

Le titre 2 était majoritaire chez les donneurs de sexe masculin 64.19% soit 52 donneurs, de
méme pour le titre 8 soit10 donneurs.

Le titre 4 est majoritaire chez les donneurs de sexe féminin 41.66% soit 05 donneurs. (Figure
34)
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Figure 34 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon le sexe et le titre au
CHU de Tizi Ouzou 2017
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3.14. Selon les tranches d’age et le titre

Le titre 2 était fréquent chez les donneurs ayant un age entre 20 et 49 ans.
Le titre 4 était majoritaire chez donneurs dont 1’age est <20 ans.

Le titre 8 était majoritaire chez les donneurs dont 1’age varie entre 40 et 49 ans 18.18% soit 2

donneurs. (Figure 35)
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Figure 35 : Répartition des hémolysines chez les donneurs de sang selon les tranches d’age et
le titre au CHU de Tizi Ouzou 2017
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4. Description des femmes en age procrée porteuse d’hémolysine

4.1. Selon les tranches d’age

L’age moyen des femmes porteuses d’hémolysines était 28.5 +/- 8.4 ans avec un minimum
de 19 ans et maximum de 43 ans.
On note une prédominance de la tranche d’age 20 a 39 ans des femmes en age procrée, avec

un pourcentage de 83.4%. (Figure 36)
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Figure 36 : Répartition des femmes porteuses d’hémolysines selon les tranches d’age au
CHU de Tizi Ouzou 2017
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4.2.Selon le groupe sanguin

Quatre cinquieme (83.3%) des femmes porteuses d’hémolysine étaient de groupe O et 16.7%

de groupe A. (Figure 37)
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Figure 37 : Répartition des femmes porteuses d’hémolysines selon le groupe sanguin au

CHU de Tizi Ouzou 2017
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4.3. Selon la spécificité d’Ac

L’hémolysine anti-A était classé en premiere position avec un pourcentage de 58.3%, suivis
par I’anti-B (25%) et ’hémolysine anti-A et anti-B (16.7%). (Figure 38)
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Figure 38 : Répartition des femmes porteuses d’hémolysine selon la spécificité d’Ac au
CHU de Tizi Ouzou 2017
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4.4. Selon le titre

La moitié (50%) des femmes porteuses d’hémolysines avait un titre 2, 41.7% avaient un titre

4 et seulement 8.3% avaient un titre 8. (Figure 39)
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Figure 39 : Répartition des femmes porteuses d’hémolysines selon le titre au CHU de
Tizi Ouzou 2017
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4.5. Selon I’état civil

La fréquence des femmes mariées porteuses d’hémolysines était 58.3% soit 7 femmes. Alors

que le pourcentage des célibataires était 41.7%. (Figure 40)
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Figure 40 : Répartition des femmes porteuses d’hémolysines selon 1’état civil au CHU de

Tizi Ouzou 2017
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Discussion

e Biais et contrainte :

Etant donné que toutes les paillasses du CTS ont été occupées par le personnel, il nous a été
difficile de trouver des pipettes réglables pour le dosage voulu. Par ailleurs, la recherche des
hémolysines a été faite a raison de deux fois par semaine tandis que le don de sang se faisait
tous les jours d’ou un biais de sélection.

Les registres et les fiches des donneurs nous ont certes beaucoup aidés mais nous n‘avons

hélas pas retrouvé toutes les informations voulues (grossesse, parité....)

Dans notre étude, on a enregistré chez les donneurs de sang du CTS du CHU de Tizi
Ouzou durant une période de 5 mois : du 05 Décembre 2016 au 30 Avril 2017 une fréguence
globale des hémolysines de 5.2 %, sans DS selon le sexe et les tranches d’age. Ces résultats
sont similaires & ceux trouvés dans une étude faite chez nos voisins les tunisiens en 2008 dont
la prévalence des hémolysines était de 4.67%, soit 132 cas sur un échantillon de 2824
donneurs de sang, et qui n’avait pas retrouvé une prédominance d’un sexe par rapport a un
autre (4,41 % chez les hommes et 4,99 %chez les femmes), ni d’une tranche d’age par rapport
a une autre (variables allant de 2,78 % a 6,5 %) [33]. Par contre, ils sont largement inférieurs
a ceux retrouvés chez les nigérians en 2013 et les Indous en 2002 dont les prévalences sont
respectivement de 23,2% et de 62,8% [35,95], cette différence dans les résultats des études
peut étre due aux nombres de cas étudiés (la taille d’échantillon et la durée de 1’étude) ou bien
aux susceptibilités des populations a développer des hémolysines et a la forte exposition

antigénique (parasites, bactéries....)

A T’issue de notre étude, nous avons constaté que les donneurs de sang de groupe O
ayant des hémolysines étaient prédominants (73.11%) par rapport au groupe A qui vient en
2iéme position (16.12 %) et qui est suivi du groupe B (10.75%), avec une DS,p<10® Par
ailleurs, la majorité de ces donneurs avaient un rhésus positif, quel que soit le GS, ceci
s’explique aisément par la rareté du rhésus négatif en Kabylie (Sellam Ali en 2013 au CTS de
Tizi Ouzou ; 8,79 % du rheésus négatif sur un ensemble de 27 707 donneurs de sang issus des

différents endroits de la Kabylie [96]). Des pourcentages légerement inférieurs étaient
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retrouvés par Emeribe au Nigeria en 1990; le groupe O avec 30,6 %, le groupe A avec 12,1%
et le groupe B avec 5%, avec une DS, p<0,005 [97]. Alors que dans 1’étude tunisienne le
groupe O était de 6.62%, le groupe B 5,04 % et groupe A 2,08 %, et la différence entre les
taux retrouvés chez les donneurs de groupe O et ceux de groupe non O est significative (p <
0,001). Ainsi, nous constatons bien que les sujets de groupe O développent plus des
hémolysines vue que celui-ci est le plus fréquent dans le monde et est dépourvu des deux Ag :
AetB.

Concernant la spécificité, nous avons constaté que I’Ac anti-A était majoritaire avec

pourcentage de 69.9%, suivit par I’anti-B (23.7%) et I’anti-A et anti-B (6.5%), avec une DS,
p<10~. Dans le groupe sanguin O, 80.88% avaient des Ac anti-A, 10.29% avaient des Ac
anti-B tandis que 8.82% avaient des Ac anti-A et anti-B. Ce résultat est comparable a ceux
qui ont été obtenus dans deux études : une Algérienne faite a Tlemcen en 2015 et qui a
concerné 128 donneurs de groupe O, 17 % d’entre eux ont présentés des hémolysines avec
une prédominance de la spécificité anti-A (anti-A : 50%, anti-B : 31.81% et 18.18% : anti-A
et anti-B) [98] ; et ’autre est nigériane faite en 2013 dont 50% des sujets étudiés ont été
positifs pour I'némolysine anti-A, 28,5% pour 1’anti-B alors que seulement 21,4% pour 1’anti-
A et I’anti-B. 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 par une étude indienne 2002 et
une thailandaise 2012. La premiere a trouvé que la présence concomitante de I’anti-A et
I’anti-B était prédominante (anti-A : 16.6%, anti-B : 10.7% et 55,6% les deux 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% [99].

Notre étude a fait ressortir que I’Ac anti-A était plus fréquent dans le sexe masculin
(71.60%) alors que I’Ac anti-B et les deux Ac Anti-A et Anti-B étaient fréquents dans le
sexe féminin (25% et 16.66%) ; ces résultats concordent avec ceux qui ont été retrouves a

Tlemcen.

L’anti-A était prédominant dans la tranche d’age 40 - 49 ans, I’anti-B était fréquent
dans la tranche 30 - 39 ans et I’Ac anti-A et anti-B dans celle 20 - 29 ans. A Tlemcen

I’hémolysine anti-A était plus fréquente chez les donneurs ayant un age de 30 & 40 ans, tandis
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que la présence concomitante des hémolysines anti-A et anti-B avait caractérisé ceux de 20 a

30 ans.

En ce qui concerne le titrage des hémolysines, le titre 2 était le plus fréquent (62.4%)
quel que soit la speécificité (anti-A et anti-B : 83.33%, anti-B : 68.18% et anti-A : 58.46%),
suivi par le titre 4 (25.8%) et le titre 8 (11.8%) qui étaient majoritaires dans le cas de la
présence de I’anti-A (27.69% pour le titre 4 et 22.72% pour le titre 8). La différence entre les
titres est significative (p<107).

Le titre 2 était fréquent chez les donneurs quel que soit le groupe, il était majoritaire dans le
groupe B (80%) suivi par le groupe O (61.76%), puis le groupe A (53.33%). Tandis que les
titres 4 et 8 étaient plus répandus chez les donneurs de groupe A (respectivement 33.33% et
13.33%).

Les titres 2 et 8 étaient majoritaires chez les donneurs de sexe masculin : 64.19%.

Le titre 2 était le titre le plus fréquent chez les donneurs de sang ayant un age supérieur a 20

ans contrairement au titre 4 était majoritaire chez ceux dont 1’age est < 20 ans.

Dans I’étude de Tlemcen la majorité des donneurs présentaient un titre 2 et 4. La majorité des
hommes avaient un titre d’hémolysine anti A 2 et 4, et les femmes un taux 8. Les titres les

plus élevés (9 a 32) ont été rencontrés chez les donneurs de 20 a 30 ans et 30 a 40ans.

Dans notre étude, on n’a pas enregistré des titres > 64 alors que ceci a été retrouvé dans les
études du Nigeria et de I’Inde, ce résultat est probablement di a une forte exposition

antigénique résultant des agents infectieux qui sévirent dans ces pays.

En Thailande, des titres élevés d'hémolysines anti-A étaient associés aux donneurs de sexe
féminin (P<0,05), ceci pourrait s’expliquer par I’immunisation obstétricale, et la grande

sensibilité du sexe féminin aux antigénes vaccinaux recus plus tét.

En ce qui concerne les femmes de notre étude, on a constaté que les hémolysines
étaient plus fréquentes dans la tranche d’age 20 - 39ans (age de procréation) avec un
pourcentage de 41.7%. Plus de la moitié (58.3%) ont été retrouvés chez les femmes mariées

et 41.7% chez les célibataires. Ceci pourrait étre expliqué par des stimulations antigéniques
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lors des grossesses avec une incompatibilitt ABO. Selon la littérature I’allo-immunisation
survient souvent chez des meres avec un GS O, mais des meres avec un groupe A peuvent
également avoir des titres élevés d’anticorps anti-B [100], ce qui a été constaté dans les

résultats que nous avons obtenus : 83.3% groupe O et 16.7% de groupe A.

Parmi les hémolysines qui ont été retrouvées chez ces femmes, I’anti-A était classé en
premiére position (58.3%), suivi par ’anti-B (25%), alors que I’anti- A et B est minoritaire
(16.7%). A noter que des résultats similaires ont été retrouvés dans une étude faite en
Angleterre 1985 [36]. Quant a leurs titres, des pourcentages faibles ont été enregistrés (titre
2:50% titre 4:41.7% et titre 8 : 8.3%). La parité augmente le titre des hémolysines, dans

notre études nous n’avons pas une notion sur le nombre de grossesses faites par ces femmes.

7
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Conclusion

Le systtme ABO est le systtme de groupe sanguin majeur en termes d’implication clinique
notamment en contexte transfusionnel. Les modalités de son exploration doivent
impérativement maitriser le risque d’accidents immunologiques immédiats 1i¢ a I’utilisation

du sang et de ces dérivés.

Cette étude montre que les hémolysines anti-A et anti-B ne sont pas aussi rares (5.2 % soit
plus de 1 cas sur 20) chez les donneurs de sang du CTS de Tizi Ouzou. Cependant, le tres
faible titre (< 8) de ces anticorps immuns nous rassure de 1’éventualité d’accident par
I’utilisation des produits sanguins labiles qui les contiennent en transfusion compatible mais

non iso groupe.

Vue la forte dangerosité des hémolysines, leur dépistage doit constituer une préoccupation
constante pour prévenir des accidents hémolytiques lors de la transfusion ABO non iso groupe

(compatible) afin d’assurer une sécurité transfusionnelle optimale.

Enfin, 'intérét porté aux donneuses de sang porteuses d’hémolysine réside dans la gravité de
la maladie hémolytique du nouveau-né qui peut étre une cause de morbidité ou de mortalité

néonatale non négligeable.

RECOMMANDATIONS

Pour une meilleure sécurité transfusionnelle lors d’une transfusion non iso-groupe, il
faut :

»  Elargir I’étude pour mieux évaluer le risque réelle de ces hémolysines ;
« Faire de la recherche des hémolysines une préoccupation constante ;

« Dépister, par la méme occasion, les femmes en age de procréer pour leur éviter les
anémies hémolytiques du nouveau-ne.
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Annexe |

Arrété du 24 Mai 1998 fixant les régles de Bonnes

Pratiques des Qualifications Biologiques du Don de Sang

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°95-108 du 09 Avril 1995 portant création, organisation et
fonctionnement de I’ Agence Nationale du Sang ;

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

- Vu I’arrété du 24 Mai 1998 fixant les régles régissant le don du sang et de ses composants.

- Vu ’arrété du 24 Mai 1998 fixant la liste des matériels et consommables nécessaires pour le
fonctionnement des structures chargées de la transfusion sanguine ;

- Vu I’arrété du 24 Mai 1998 rendant obligatoire le dépistage de 1’infection par le virus du
Sida, des hépatites B et C et de la syphilis dans le don du sang et d’organes ;

Arrété

Article 1 : Le présent arrété a pour objet de fixer les régles de bonnes pratiques des
qualifications biologiques du don de sang.

Article 2 : Les bonnes pratiques des qualifications biologiques du don de sang comprennent
les normes en matiere de locaux fixées en annexe 1 et les précautions a respecter jointes en
annexe 2.

Article 3 : Monsieur le Secrétaire Général du Ministere de la Santé et de la Population est
chargé de I’application du présent arrété.

Le Ministre de la Santé et de la Population

Yahia GUIDOUM



ANNEXE 2
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 1’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 I’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 I’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 anticoagulé.

8. Le groupage ABO comporte obligatoirement, en plus des témoins, deux études
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’é¢tude 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’étude des antigénes C, E, c, e et par la
recherche du D faible ( Du) par un test indirect a 1’antiglobuline polyvalente. Les unités Rh D
négatif possédant 1’antigéne C et/ou I’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 I’étiquette des produits
sanguins labiles.

13. La recherche des anticorps anti-érythrocytaires doit étre pratiquée par un test indirect a
I’antiglobuline un test en milieu salin et/ou un test enzymatique.

La technique utilisée doit permettre de détecter les anticorps correspondant aux antigénes
suivants: D, C, E, ¢, e, K, k, Fya, Fyb, Jka, Jkb, M, N, S, s, P1, Lea, Leb.



Annexe |1

FICHE MEDICALE DE SELECTION DES DONNEURS DE SANG e G

Etablic le 2000672016 par Dr SELLAM et Dr ARBANI

Lieu: Date: Ne: Type: D.B D.O. D.F.
Nom (jeune fille) : Prénom : DDN :
Cél./ Mar./ Div. / V. Profession : Téléphone :
Adresse:
ANAMNESE

1- Avez-vous été transfusé 2 OUT NON

8-

Avez- donné du sang dernierement? QUL NON

Avez- vous ¢té opéré / hospitalisé? OUL NON

Prencz-vous un médieament actuellement ? OUL NON

Avez-vous été vaceiné dernitrement 7 OUL NON

Avez- vous pris de 'aleool ou un autre toxique ? OUI NON

Comment vous sentez vous 7 En forme Fatigu¢

Qu’avez-vous mangé ? Repas léger A jeun

Pour les femmes :

9.

Etes-vous enceinte ? OUI NON DDR :

10- Avez- vous accouché derni¢rement 2 OUL NON

Allaitez-vous ? OUI NON

Si oui, apporter des précisions (quand ? O ? Lequel ? Combien ?...)

Malade

Repas copicux




i

12-Souffrez- vous de ? Sioui, metire X Amuigrissement / Asthénie / Fievee [ Hémorragie / Anémie
Allergie Dyspnée / Toux | Dinrrhée / Uledre Prurit / letére / Lésions cutanées
Cardiopathie / HTA Endoceripathic / Diabéte Céphalée / Perte de cmumlsm;l—c;- /Epilepsie
Infeetions urologiques / Gynécologiques Parasitose Intolérance au don
Aulre :

13-Echange sur les facteurs de risque.

Si présence, metire X

IST Tatouage / Piercing

Partenaires multiples / Visite de prostituée / Conjoint malade / Voyages Homosexualité / Incarcération

Drogues / Alcoolisme

Soins dentaires / Endoscopic / Mésothérapic / Acupuncture / Hidjama

COMMENTAIRES :

Aulre:

EXAMEN CLINIOQUI :

Etat général : Coloration : Poids : TA: Pouls :
Examen somatique :

CONCLUSION:  Apte Inapte tempo, Inapte déf

Si aptitude, le volume aprélever: Si inaptitude, le motif :
OBSERVATIONS LORS DU PRELEVEMENT :

SIGNATURE ET CACHET DU MEDECIN DU DON :

Ce document correctement rempli, signé et cacheté par le médecin du don est i conserver.




Annexe 111

A THEROUeOL” CUNITE DF DON DE SANG CHTS.

Date: ... . Ng ’54543 :

3 o] | T
PIENOMS oo Sexe: MO FO

Né(e)lel .......................................................................... é: ............................................

AGT@SS® oot eses sttt ettt

Etat Civil: M-C-D-V

Profession i s Tl G
Donneur : Régulier 0 Occ.l0 Cp 0 Service : oo
| 1 S I — PoidS : .o Date du dernier DOn : ...
Volume a prélever.......... il SO s
Tubes oo GS OO0 Sérologie [0 Hémolysines [0 Autres O
Horaires du préléevement : ... Ho Min.

REACHION QU COUTS AU AOMN e eeeeeseeseeeseseseese e
Nom, qualité et Signature du PréleVEUN : ........eeeeceeeeeoeeeeseceresmesmsesesemeeseseseesssssenes
--————-—-——-—-———-——-—l'———-—-‘-——-———'—‘—“-i ————————————
CHU TIZI-OUZOU SHT | CHU TIZI-OUZOU  SHT | CHU TIZI-OUZOU  SHT
Bon de Collation | Bon de Collation | Pélévement

pour I'Economat | |
W i it ans essssmsasennte
| |
| ” |
No 064543 N2 "64543 | Ne 164543
| |
, [
| |
DIALR £ o sirnemsosrsesisssinosshitonass L. T — | Date : ...
| |
, |
| |
) |




Annexe IV

Fiche donneur

DALe T cscinissssssarsssisssiio

;—’
=7

Sexe : Masculin [

Age :

Féminin[_]

Groupe sanguin: A [ ]
Rhésus : Rh+[]

Hémolysines : Oui ]

Si présence des hémolysines :
Spécificité :  Anti-A [_]

Titre :

B[]
Rh-[]
Non [

Anti-B [_]

........

Anti-A + anti-B [_]

Région du donneur : ...




Résumé

Etude prospective de 05 mois, sur la recherche des hémolysines anti A et anti B chez 1800
donneurs de sang (1658 hommes -142 femmes) du CTS de Tizi Ouzou, afin d’améliorer la
sécurité transfusionnelle. Par la technique d’hémolyse, nous avons dépistés 93 cas (5.2%)
dont 81 hommes et 12 femmes, 68 cas pour le O, 58 cas pour le A, 10 cas pour le B. La
tranche prédominante : 30-39 ans. L’anti A a représenté 69.9%, I’anti B 23.7% et I’anti A et B
6.5%. Les titres sont trés faibles : 2 (58 cas), 4 (24 cas) et 8 (11 cas. Chez les femmes de 20 a
39 ans (58.3 % mariéees) les hemolysines sont plus fréquentes. La comparaison de ces résultats
a ceux des autres études est difficile & cause de la difféerence des populations, I’importance
de I’échantillon et la durée de 1’étude. Le titre tres faible des cas dépistés est rassurant, mais
vue la dangerosité des hémolysines en transfusion et pour le nouveau né, leur dépistage doit

étre une préoccupation constante.

Mots clés : Hémolysines - dangerosité - Transfusion — Grossesse — Dépistage.

Summary

A 5-month prospective study on the detection of anti-A and anti-B hemolysins in 1,800 blood
donors (1658 men -142 women) in the Tizi Ouzou CTS, in order to improve transfusion
safety. Hemolysis showed 93 cases (5.2%), including 81 men and 12 women, 68 cases for O,
58 cases for A, and 10 cases for B. The predominant phase was 30-39 years. Anti A
accounted for 69.9%, anti B 23.7% and anti A and B 6.5%. The titles are very low : 2 (58
cases), 4 (24 cases) and 8 (11 cases). In women aged 20 to 39 (58.3% married) hemolysins are
more frequent. Comparison of these results with those of other studies is difficult due to
differences in populations, the size of the sample and the duration of the study. The very low
titles of the cases detected are reassuring, but in view of the dangerousness of hemolysins in

transfusion and for the newborn, their screening should be a constant concern.

Key words: Hemolysins - dangerousness - Transfusion - Pregnancy - Screening.



