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INTRODUCTION

On parle d'incompatibilité feeto-maternelle érythrocytaire (IFME) lorsque la mére produit
des allo-anticorps dirigés contre un ou plusieurs antigénes érythrocytaires exprimeés par
son feetus, absents chez elle et hérités du pere, transmissibles par voie placentaire. Son
incidence est estimée a 4/1000 naissances en France. La conséquence redoutée est la
survenue d'une maladie hémolytique du feetus ou du nouveau-né (MHFN), qui dans les
formes séveres, moins de 5% des cas [1], peut entrainer le décés ou de graves séquelles.
Les incompatibilités du systeme érythrocytaire ABO représentent plus de 50% des cas et
sont responsables d’atteintes plutdt modérées, quasi-exclusivement néonatales. Le terme
d’incompatibilités «non ABO » inclut un ensemble trés varié d’anticorps anti-
érythrocytaires, mais les plus importants en termes de rapport fréquence/dangerosité sont
l’anti-D (RH1)?!, ’anti-K (KEL1) et ’anti-c (RH4), qui exposent au risque d’anémie
sévere dés le stade feetal. Le suivi immuno-hématologique des femmes enceintes est
obligatoire et fait I’objet de recommandations officielles depuis 1985. Il permet de
dépister les immunisations maternelles, d’assurer une surveillance obstétricale adaptée au
couple mére/enfant, afin de détecter précocement d’éventuels signes cliniques de MHFN

et mettre en place les mesures thérapeutiques qui s’imposent.

1 Nomenclature internationale.
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Chapitre 1 : Physiopathologie de I'incompatibilité feeto-
maternelle érythrocytaire

La grossesse est un processus physiologique au cours duquel la femme porte en son sein
un organisme étranger, son feetus, qui ne possede que la moitié de son patrimoine
génétique, l'autre moitié venant du pére. L'issue est favorable dans la grande majorité des
cas grace au phénomene de tolérance immunitaire. Une rupture de cette tolérance pourra
étre observée dans certaines situations, avec des traductions cliniques variées.

Dans le cadre de l'incompatibilité feeto-maternelle érythrocytaire, cela se manifeste par
I'immunisation maternelle anti-érythrocytaire. C’est la synthése par le systéme
immunitaire de la mére, d’allo-anticorps anti-érythrocytaires susceptibles de reconnaitre
des antigénes étrangers spécifiques sur des hématies homologues, en I’occurrence celle

de son feetus, et d’induire leur destruction (cf. figure 1). Elle touche 1-2 femmes/1000 [2].

1. Circonstances déclenchantes

Les allo-anticorps maternels peuvent apparaitre a la suite de différents évenements
immunisants qui sont :

- Les hémorragies feeto-maternelles (HFM). Elles résultent de microlésions placentaires
et correspondent au passage d'hématies feetales dans la circulation sanguine maternelle au
cours de la grossesse. Leur incidence augmente tout au long de la grossesse : jusqu’a 45%
au 3° trimestre [3], pres de 50% a 1’accouchement [4]. Elles sont le plus souvent
spontanées, et de faible abondance (0.1 ml, microhémorragies occultes). Lorsqu’elles
sont provoquées par des complications obstétricales (mort feetale in utero, accouchement
dystocique etc.) ou des facteurs extérieurs (version, amniocentése, etc.), on peut observer
des hémorragies massives. C’est en général a la grossesse suivante que I’immunisation
devient problématique : un nouveau passage d’hématies feetales chez la mére entraine une
réponse secondaire plus rapide et délétére du systéme immunitaire. S’il est admis que le
risque d’apparition d’un anticorps est corrélé a I’importance de I’HFM, la répétition de
microhémorragies est tout autant préjudiciable, puisqu’elle favorise les réactivations de

I’immunisation. Bien que le phénomene soit rare, on notera qu’un anticorps peut
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apparaitre et étre cliniquement significatif au décours d’une 1 grossesse (« bonnes
répondeuses »).

-La transfusion sanguine (culots érythrocytaires, sang total). Aujourd’hui, ¢’est une
étiologie tres rare en France du fait de la réglementation transfusionnelle. Cette derniére
vise a prévenir I’immunisation dans les systémes sanguins les plus immunogenes :
respect de la phéno-compatibilité ABO-RH1 RH-KEL1 des CGR sélectionnés en
transfusion, et choix de produits K - (KEL:-1) pour toutes les femmes en &ge de procréer
[5]. Elle est plus souvent en cause dans les immunisations concernant les autres systemes
érythrocytaires (MNS, FY, JK).

- Autres (circonstances exceptionnelles) : allogreffe de moelle osseuse, transplantation

d'organes solides, toxicomanie 1V etc.

2. Les principaux facteurs immunologiques associés

++ Facteurs favorisants
- L’immunogénicité des antigenes. C’est la capacité d’un antigéne a induire une réponse
immunitaire. Au sein des systemes de groupes sanguins, les antigenes les plus
immunogeénes sont par ordre décroissant : D>K> E>c [6].
- La densité antigénique a la surface des hématies feetales.
- Le systeme HLA maternel. Des études ont montré une association entre certains alléles
du locus HLA-DR et la fréquence de I’immunisation érythrocytaire [7], de méme que des

taux élevés en anticorps [8].

% Facteurs limitants
-L’incompatibilité ABO. Elle restreint le risque de survenue d’une allo-immunisation par
HFM en fin de grossesse, avec davantage d’efficience pour les feetus du groupe A (90%),
que B (55%) [9]. La destruction des hématies feetales par les anticorps maternels

correspondants se ferait dés leur arrivée dans la circulation maternelle.
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3. Le processus d’immuno-hémolyse foetale

La 1° étape est la reconnaissance des anticorps maternels circulants de nature 1gG par
des récepteurs spécifiques (FcyRn), fonctionnels dés 10 SA [10], au niveau de la barriere
placentaire (syncytiotrophoblaste). Il en résulte le passage actif des anticorps maternels
dans la circulation feetale. La fixation des anticorps maternels sur leur cible antigénique
entraine la formation de complexes-immuns Ag-Ac a la surface des globules rouges
feetaux qu’ils recouvrent. Les complexes immuns se lient aux récepteurs FcyR des
macrophages spléniques feetaux et les activent : ¢’est le phénomene d’immuno-adhérence.
La derniére étape est la destruction extravasculaire (rate) des hématies feetales par

phagocytose ou lyse de contact.

Placenta MERE
Circulation Plasmocyte
aternelle,
\ 3
IgM
Hématie exprimant I'Ag cible “
Lymphocyte B
. spécifique
1% grossesse A l'accouchement Lymphocyte B mémoire
iasmocyte
' \(
@ —
Les IgG passent |a barriere
Lymphocyte B placentaire et vont se fixer sur les
mémoire hématies feetales=> Hémolyse

2"e grossesse

Figure 1. Etapes du développement de la maladie hémolytique feetale (Inspiré de Kuby
Immunology sixth edition, 2007).
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La vitesse d’installation et le retentissement clinique de I’hémolyse varient en fonction
de plusieurs parametres (Cf. figure 2).

Les paramétres prépondérants sont :

- La spécificité de 1’anticorps maternel (ou des anticorps maternels)

- Le taux maternel d’anticorps

- Le transfert placentaire des anticorps. Il dépend de I’age gestationnel. En effet, si a 20
SA le taux feetal d'anticorps correspond a 10% du taux maternel, au 3e trimestre de la
grossesse il peut étre supérieur au taux maternel.

- L’affinité pour I’antigéne. De principe, plus elle est élevée, plus 1’anticorps est

dangereux.

S’y ajoutent :

- Les sous-classes d’anticorps. Les IgG1 et IgG3 sont tres majoritaires (19G2, 19G4 plus
rares). Leur répartition, celle de leurs variants allotypiques, ainsi que leur profil de
glycosylation ont une importance [11]. Cela conditionne également la capacité
d’activation des récepteurs macrophagiques via le fragment Fc. Quelques données sont en
faveur d’une surreprésentation des 1gG1 et des 1gG riches en galactose a des termes
relativement précoces [12, 13]. Cependant, dans la littérature I’association entre la sous-
classe d’IgG et le degré d’hémolyse est plus soumise a controverse [14-16].

- Le nombre de copies d’antigéne a la surface des hématies fcetales.

- La présence d’anticorps anti-HLA dirigés contre les monocytes feetaux. C’est un facteur
protecteur. Des anticorps anti-HLA de classe | [17] et 1l [18] dirigés contre les monocytes
feetaux ont été mis en évidence chez des patientes ayant des taux tres élevés d’anticorps,

mais dont les nouveau-nés présentaient paradoxalement une MHNN modérée.
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Figure 2. Schéma représentant différents facteurs pouvant expliquer la sévérité de ’atteinte

feetale dans la MHFN (d’apres A. Hadley et al, 1998) [19] .

4. Les conséquences cliniques de I’immuno-hémolyse feetale/néonatale

Les 2 principales conséquences de 1’hémolyse feetale/néonatale sont : I’anémie et

I’hyperproduction de bilirubine (Cf. figure 3).

Si I’hémolyse est modérée, ’IFME sera asymptomatique ou d’expression clinique
essentiellement postnatale, caractérisée par un ictére et une anémie de sévérité variable.
L’ictére néonatal, coloration jaune de la peau et des conjonctives, est le résultat du dép6t
de la bilirubine au niveau des muqueuses et téguments (taux de bilirubine > 50 umol/L).
Il est précoce, observé dans les 72 premiéres heures de vie. Pendant la grossesse, la
bilirubine (produit de dégradation de I’hémoglobine) libérée en exces, est en grande
partie éliminée via le placenta vers la circulation maternelle. Mais a la naissance, elle va
s’accumuler rapidement du fait de I'immaturité hépatique les premiers jours de vie. Sa

présence a des taux élevés peut devenir nocive car, la bilirubine libre non liée dans la
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circulation (saturation de la liaison a 1’albumine, puis aux phospholipides membranaires)
est liposoluble et capable de traverser la barriere hémato-encéphalique, exposant a un
risque de toxicité neurologique. L’anémie quant a elle se traduit par une paleur
cutanéomuqueuse, et s’accompagne parfois d’une hépatosplénomégalie. Suivant
I’intensité du processus hémolytique, elle peut étre présente des la naissance ou apparaitre
apres une semaine, voire 3 semaines de vie. Elle évolue tant que les anticorps maternels
sont présents et que 1’érythropoiése est insuffisante pour compenser les besoins. Sa durée

est variable mais n’excéde pas 3 mois et demi.

Si I’hémolyse est séveére, I'IFME peut s’exprimer dés la vie feetale par une anémie
profonde (taux d’Hb <6 g/dl). En effet, la destruction massive et continue des hématies
feetales entraine une hyperstimulation de 1’érythropoiése essentiellement extra-médullaire
(rate et foie) jusqu’au 6° mois feetal, puis médullaire, a visée compensatoire. Au niveau
hépatique, cette intensification de la production peut étre a 1’origine de perturbations de la
circulation portale qui concourent au développement d’une ascite. D’autres complications
pourront apparaitre : hépatomégalie, aspect de placenta épaissi, hydramnios. De fagon
concomitante a 1’aggravation de I’anémie, 1’évolution de 1’atteinte hépatique aboutit a
une anasarque feeto-placentaire liée a une réduction significative de la production
d’albumine. Initialement réversible par transfusion (stade d’insuffisance cardiaque
fonctionnelle), elle ne I’est plus une fois les lésions cérébrales hypoxiques constituées : la
mort feetale est inévitable. A la naissance, I’ictére est souvent majeur. Lorsque chez un
nouveau-né a terme, dans les 96 premieres heures de vie, le taux de bilirubine est
supérieur a 340 umol/L (hyperbilirubinémie sévere) on peut craindre une fixation
irréversible de la bilirubine sur les noyaux gris centraux, ce qui déclenche des processus
de nécrose cellulaire. L’atteinte des structures cérébrales denommeée sous le terme

« d’ictére nucléaire », se traduit cliniguement par une encéphalopathie bilirubinémique, et
peut se compliquer de séquelles motrices (syndrome extrapyramidal), sensorielles

(surdite centrale), voire du déces.
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Figure 3. Pathogenése et consequences de la MHFN (d’aprés M. De Haas et al, 2015) [20].

5. Les anticorps impliqués dans I’IFME (hors systeme ABQO)

Les 3 principaux anticorps quant a la gravité clinique potentielle sont (Cf. tableau 1) :
> L’anti-D (RH1). C’est la 1% cause d’TFME non ABO : elle concerne en France

environ 0,9 naissances /1000 par an. 50% des cas sont symptomatiques, avec prées
de 12% de formes séveéres d’expression anténatale [3]. En effet, I’antigéne D, le
plus immunogene de tous les antigenes érythrocytaires, est bien exprimé a la
surface des hématies feetales dés le 30° jour de gestation. Il est impliqué dans 81%
des cas d’anémie feetale sévere d’aprées les données rétrospectives récentes du
CNRHP (2007-2016). L’allo-immunisation anti-D maternelle reste néanmoins
une condition rare. En France chaque année, sur les 15% de femmes enceintes D-,
1% sont immunisées. Son incidence a considérablement diminué depuis la
géneéralisation de la prévention par immunoprophylaxie anti-D introduite au cours
des années 1970. Elle repose aujourd’hui sur I’administration systématique chez
toutes les femmes enceintes D négatif non immunisées, (sauf si feetus confirmé de

génotype RHD négatif) de 300 pg de Rhophylac® (immunoglobulines anti-D
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polyvalentes issues du plasma de donneuses fortement immunisées rémunérées) a
28 SA. Une dose standard de 200 ug supplémentaire adaptable si besoin (test de
Kleihauer), est recommandée a 1’occasion d’événements ou gestes a risque
d’HFM pendant la grossesse (prévention ciblée), et a I’accouchement (prévention
du postpartum) suivant les données immuno-hématologiques maternelles et

feetales/néonatales.

» L’anti-K (KEL1). L’TFME liée a un anti-K est beaucoup moins fréquente que
celle causée par 1’anti-D. On dénombre 0,05 cas symptomatiques /1000
naissances [3]. L antigéne K est porté par 9% de la population chez sujets
d’origine caucasienne, et 2% chez les sujets d’origine africaine [21]. Lorsque
I’immunisation est d’origine transfusionnelle, le risque de grossesse incompatible
en 1’absence de phénotype paternel connu est faible, environ 5%. L’anti-K est
impliqué dans 13% des cas d’anémie feetale sévére d’apres les données
rétrospectives récentes du CNRHP (2007-2016). Sa dangerosité obstétricale
provient de sa capacité a réduire I’érythropoiése, par inhibition voire destruction
des progéniteurs érythroides médullaires foetaux [22, 23], conduisant a une
aggravation rapide de I’anémie non compenseée (érythroblastopénie) quelques fois

tres précoce (début du 2° trimestre).

» L’anti-c (RH4). Son mécanisme d’action est comparable a celui de I’anti-D. Avec
I’anti-E, il en cause dans la moitié des IFME non ABO non anti-D : son incidence
est de 0,1 cas symptomatiques /1000 naissances [3]. Il représente 1% des cas
d’anémie feetale sévere d’apres les données rétrospectives récentes du CNRHP

(2007-20016).

On retrouve, egalement :
» Dans le systtme RH : I’anti-E (RH3), rarement en cause dans les anémies foetales
(3° trimestre), I’anti-e (RH5), anti-C (RH2), I’anti-G (RH12) essentiellement a

risque postnatal avec atteintes modéreées.

20



» Dans les autres systemes : les plus fréquents sont I’anti-M (MNS1), I’anti-Fy?
(FY1), I’anti-Jk? (JK1), susceptibles d’induire une MHNN et exceptionnellement
une anémie feetale [24] [25].
Les anticorps « anti-publics » (dirigés contre des antigénes de fréquence élevée, prévalence
>99 % dans la population générale) ex : anti-Jr?, anti-U, et « anti-privés » (dirigés contre des
antigénes de faible fréquence, prévalence <1% dans la population générale) sont rares, mais
peuvent étre responsables de MHNN sévéres [26-28]. Au total, prés d’une centaine
d’anticorps ont ét¢ décrits dans la MHFN [29].
Des associations d’anticorps sont possibles. L’existence d’une allo-immunisation

érythrocytaire multiple augmente le risque de MHFN cliniquement significative [30].

Tableau | - Allo-anticorps courants
et risque de maladie hémolytique du nouveau-né.
Spécificité Spécificité Risque Maladie
(nomenclature (nomenciature d’anémie feetale = hémolytique
traditionnelle) numérique) néonatale

Anti-Fya Anti-FY1 Exceptionnel oul
Anti-Jka Anti-JK1 Exceptionnel oul
Anti-Kpa Anti-KEL3 Exceptionnel oul

Anti-M Anti-MNS1 Exceptionnel oul

Tableau 1. D’apres S. Huguet-Jacquot et al, RFL 2015 [31].

21



Chapitre 2 : Prise en charge clinico- biologique de PIFME

1. Diagnostic biologique et clinique de I’IFME

a. Pendant la grossesse

Recherche d’une immunisation maternelle

s LaRAI (recherche d’agglutinines irrégulieres ou d anticorps anti-
érythrocytaires)

C’est I’examen-clé. Elle fait partie du bilan obligatoire prescrit lors de la 1° visite
prénatale, associé au groupage ABO-RH1/ phénotypage érythrocytaire RH-KEL1. Dans
un premier temps, le but est de dépister par un test indirect a I’antiglobuline (TIA) les
anticorps anti-érythrocytaires non ABO. Chez la femme enceinte, la surveillance est
renforcée et les textes réglementaires prévoient un calendrier des RAI suivant le statut
immunologique (Cf. tableau 2). Car, si la majorité des allo-anticorps sont détectés au 1
trimestre, une faible proportion d’anticorps ne sera décelée qu’au 2° trimestre, parce
qu’initialement absents ou a des taux « infra-sérologiques » (en-dessous du seuil de

détection de la technique) (ex : anti-D).
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Femme enceinte Date des RAI

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

Femme RHI primigeste avec Avant la fin du 3° mois
antécédent transfusionnel Au cours du 6* mois

Au cours du 8% mois
Au cours du 9° mois
Femme RH:-1 Avant la fin du 3° mois
Au cours du 6° mois
Au cours du 8° mois™
Au cours du 9° mois
Avant linjection d'immunoglobuline
Dans les 8 semaines suivant

I'accouchement
Chez toutes les femmes En cas de besoin transfusionnel
Femmes allo-immunisées RAI régulierement avec titrage et

dosage pondéral (pour les anti-RH)

Tableau 2. Calendrier des RAI pour les femmes enceintes sur la base des recommandations de
I’HAS (D’aprés L. Mannessier, 2009) [32].

(*) Sauf'si injection d’Ig Rh a 28 SA (recommandation CNGOF)

Tout dépistage positif chez une femme enceinte, impose une seconde

étape d’identification (IAl) sans délai de la spécificité de I’anticorps pour déterminer s’il
existe un risque hémolytique feetal ou néonatal (Cf. figure 4). Si I’anticorps identifié
expose le feetus OU nouveau-né a un risque d’hémolyse, il doit faire 1’objet d une
quantification [33], parce que certains anticorps, a des taux élevés, pourront étre

cliniguement patents des la fin du 1°" trimestre (ex : anti-D, anti-K).
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RAI positive
+

/ Identification
!

Anti-RH1, anti-RH4, anti-RH3, Anti-FY1, FY2, Anti-JK1,

Anti-KEL1 Anti-JK2, Anti-MNS3, Anti-
! MNS4, Anti-MNS1, Anti-

Si concentration élevée: Risque RH2, Anti-RH5

d’anémie foetale séveére in utéro

et de maladie hémolytique Si concentration élevée:

postnatale Risque de maladie

hémolytique postnatale

1- Phénotyper procréateur

Si phéno-incompatible :

2- Génotypage foetal

3- Titrage +/- dosage pondéral
toutes les 2 a4 4 semaines

1- Phénotyper procréateur
Si phéno-incompatible :

2- Titrage +/- dosage
pondéral a 3 et (6,7) 8 mois
de grossesse

Figure 4. D’aprés S. Huguet-Jacquot et al, 2015 [31].

Quantification des anticorps

L’évolution du taux d’anticorps maternel est imprévisible, et impose la répétition des
mesures tout au long de la grossesse. Sa corrélation avec le développement d’une anémie
feetale n’est pas linéaire, de sorte que le risque est évalué grace a la notion de
« seuil ». On distingue parmi les examens de quantification :

X/

«» Le titrage des anticorps anti-érythrocytaires

C’est I’examen le plus répandu. La méthode de référence en tube-cytocentrifugation
repose sur un TIA avec des dilutions successives de plasma/serum et des hématies-tests
natives en solution saline. D’autres méthodes existent (carte gel, immunocapture). Un de
ses avantages est son accessibilité théorique pour la totalité des anticorps, puisqu’il suffit
de disposer d’hématies-tests exprimant 1’antigéne-cible (hématies informatives). En outre,
le titrage donne un reflet de la concentration et de 1’affinité de 1’anticorps, et valorise

ainsi les anticorps de forte affinité parfois dangereux dés la fin du 1*" trimestre (anti-D,
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anti-K). Parmi ses autres points forts, on peut citer : sa facilité de mise en ceuvre, son codt
raisonnable, et son ancienneté « rassurante » aupres des cliniciens accoutumés a s’en
servir. En revanche, le pendant de cette technique est la sous-estimation des titres
d’anticorps de moyenne et de basse affinité (ex : anti-c), moins en accord avec le risque
réel. De plus, sa reproductibilité médiocre (technique répétable a 1 dilution pres), impose
en intra-laboratoire le traitement d’un échantillon en parallé¢le du précédent pour pouvoir
interpréter toute augmentation de titre (2 dilutions d’écart minimum) [33]. En inter-
laboratoire, la majoration des variations inexpliquées justifie que le suivi se fasse dans un

seul laboratoire.

« Le dosage pondéral

C’est une approche quantitative en mesure continue automatisée de valeurs. La
concentration en anticorps est calculée a partir des résultats d’étalonnage d’une solution
d’anticorps de référence. Différents procédeés existent, mais la technique
d’hémagglutination en flux continu est la plus souvent utilisée en routine. Avec

I’ AutoAnalyseur, on peut mesurer 2 variantes de concentration : €n « 2 temps » et « 1
temps » qui donnent une approche respectivement de la concentration réelle en anticorps,
et de celle de la fraction en IgG1 de haute affinité. Sa reproductibilité est supérieure a
celle des titrages, et a facilité 1’établissement de seuils plus précis [34] [35] (Cf. Tableau
3). La sensibilité du dosage pondéral, malgré un coefficient de variation de 15-20%,
permet de détecter les réactivations plus précocement (augmentation de plus de 30% de la
concentration, [35]) que le titrage. Certains automates autorisent le traitement de grandes
séries d’échantillons. Comme limites on notera que c’est une technique lourde, colteuse
et difficile a mettre en place (plus que 2 centres en France). Son utilisation est restreinte
aux principaux anticorps du systéme Rh, les solutions d’anticorps de référence ne sont

disponibles actuellement que pour 1’anti-D et 1’anti-c (Royaume-Uni).
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Risque feetal

) < 18 SA 24 SA 28 SA 32 SA 36 SA
présent dés :

. Dosage .
Anti-D pondéral 4 pg/ml 3 pg/mi 2ug/mi 1pg/ml | 0,7ug/ml | Titre > 16
Anti-K Titre : > 128 128 64 16 16

. Dosage 2000 1500 1000 700 500 .
ANt | ondéral | UCHP/mI | UCHR/mI | UCHP/mI | UCHP/mI | UCHP/mI | Titre=4

Tableau 3.Taux critiques opérationnels appliqués pour le déclenchement d’un suivi spécifique
feetal (D’apres A. Mailloux, CNRHP, hopital Saint-Antoine 75012 Paris). SA : Semaines
d’aménorrhée ; 1 pg/ml =5 Ul/ml= 250 UCHP/ml.

+«+ Autres méthodes de dosage (non disponibles en France)

D’autres méthodes de dosage existent et s’appuient surtout sur la cytométrie en flux [36]
et ’ELISA [37]. Leur précision est comparable au dosage pondéral. Elles sont peu

utilisées en pratique courante en raison de leur complexité.

«+ Le microtitrage

C’est une technique de titrage adaptée sur carte gel IgG ou 1IgG+C3d qui permet de
quantifier les anti-D de faible concentration par comparaison des résultats a ceux d’un
étalon. Elle permet d’ajuster les prescriptions d’ immunoprophylaxie par 1g anti-D, de
surveiller la décroissance attendue des taux d’anti-D passif, et de s’assurer de I’absence
d’apparition d’anti-D immun associé, par la comparaison du résultat obtenu a la valeur
attendue suivant la date d’administration et la quantité recue (abaque). Elle perd en

précision lorsque la concentration dépasse 24 ng/ml.

Evaluation du pouvoir hémolytique des anticorps

+ Les tests fonctionnels cellulaires

Ils renseignent sur 1I’impact clinique des anticorps, ¢’est- a -dire sur leur capacité a activer

des cellules effectrices et a induire la lyse accelérée des hématies. Les 3 tests majeurs

26



sont : le test de cytotoxicité cellulaire dépendant de I’anticorps (ADCC pour Antibody
Dependant Cellular Cytotoxicity), le test de chimiluminescence (CTL pour
Chemiluminescence Test) [37], et le test d’adhésion et de phagocytose par le monocyte
(MMA pour Monocyte Monolayer Assay) [38]. Les tests ADCC et CTL ont été reconnus
comme étant plus aptes a prédire la sévérité de la MHFN que le titrage des anticorps [37]
[39]. En dépit de cela, leur utilisation dans le suivi des grossesses avec IFME est
aujourd’hui anecdotique (ADCC en Hollande) du fait de ’avénement du dépistage non
invasif de I’anémie feetale des les années 2000, les techniques étant lourdes et difficiles a
valider (sensibilité des résultats a de nombreux facteurs). Le MMA moins spécifique, a

depuis été abandonné dans cette indication.

Confirmation de la situation d’IFME

< Phénotypage ou génotypage érythrocytaire du géniteur

Il permet d’exclure le diagnostic d’incompatibilité lorsque le pére ne possede pas
I’antigeéne-cible correspondant a I’anticorps maternel. Si le pére est homozygote dans un
systéme antigénique di-allélique (exemple : C/c, K/K), la grossesse est incompatible.
Dans les situations ou le risque ne peut étre écarté (hétérozygotie, phénotype D positif ou
inconnu), le feetus reste considéré comme « présumé incompatible » jusqu’a I’obtention

des résultats du typage moléculaire feetal, sauf cas échéant.

% Génotypage feetal

Il est essentiellement réalisé aujourd’hui de fagon non-invasive a partir du prélevement
maternel : c’est le génotypage feetal sur sang maternel. Cette méthode tire son origine de
la découverte par Lo et al en 1997 [40], de la présence de fragments d’ADN feetal dans la
circulation maternelle en quantités progressivement croissantes avec 1’age gestationnel. Il
est disponible des 12 SA pour les immunisations anti-D, et 13 SA pour les immunisations
anti-c, -E, et -K. Lorsque la technique a fonctionné, I’absence de 1’all¢le-cible sur deux

prélevements distincts permet de lever la surveillance.
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Dépistage de I’anémie feetale

« Données échographiques

Vélocimétries doppler de I’artére cérébrale moyenne. C’est aujourd’hui I’examen de

1% intention pour la recherche d’une anémie feetale. La mesure du pic systolique de
vélocité de I’artére cérébrale moyenne (PSV-ACM) permet le diagnostic non
invasif, précis et précoce d’une anémie feetale avant 1’apparition des signes
échographiques [41] entre 16 et 35 SA . Elle découle de 1’observation par Mari et al
en 1990 [42], de variations de pulsatilité dans différentes artéres foetales dont
I’artére cérébrale moyenne aprés transfusion intravasculaire. En effet, la diminution
du taux d’hémoglobine feetale est corrélée a une accélération des vitesses dans
I’ACM, car elle s’accompagne d’une baisse de la viscosité sanguine et d’une
augmentation du débit cardiaque. Sous réserve de conditions techniques optimales,
avec un opérateur entrainé [43], cet examen permet de limiter le recours aux gestes
invasifs (ponction de sang feetal en particulier), et de retarder 1’indication de la 1%
TIU. Dans les IFME, une a deux mesures hebdomadaires sont programmées lorsque
les patientes atteignent des taux « critiques » d’anticorps. Physiologiquement, le
taux d’Hb feetale est en moyenne de 9g/dl & 20 SA, et atteint 16g/dl a terme. Une
anémie feetale < 8 g/dl est suspectée pour des valeurs de PSV-ACM >1.55 MoM

(multiple de la médiane).

L échographie morphologique. Les signes échographiques d’anémie feetale sont

généralement tardifs : hépatosplénomégalie, hydramnios, épanchement des séreuses,
cedéme sous-cutané, épaississement du placenta. Au stade d’anasarque, I’anémie
feetale est profonde et le pronostic vital déja engagé. Toutefois, il n’est pas rare que
des cas d’anémie feetale soient découverts devant une anasarque lors des

échographies obstétricales systématiques des 2° et 3° trimestres.

+ Enregistrement du rythme cardiaque feetal (ERCF)

Son apport est limité car, les anomalies du RCF sont d’apparition tardive : trace

sinusoidal (décrit comme pathognomonique), diminution voire disparition des
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mouvements actifs feetaux. De plus, les tracés peuvent étre normaux en situation
d’anémie profonde (peu spécifique). Néanmoins, a partir de 32 SA, il sera

systématiquement réalisé pour évaluer le bien-étre feetal.

b. En postnatal

Affirmer le diagnostic d’IFME

«» Groupage sanquin du nouveau-né

Sa réalisation est indispensable et inclut la détermination du phénotype du nouveau-né

pour le(s) systeme(s) impliqué(s) dans I'TFME.

«» TDA (Test Direct a [’Antiglobuline ou Test de Coombs Direct)

Il sera systématiquement réalisé dans ce contexte. Il révele une sensibilisation in vivo des
hématies du nouveau-né. Sa positivité permet d’affirmer le diagnostic d’IFME. Il est de
type « 1gG ».

Le TDA positif sera complété d’une élution directe des anticorps. C’est un procédé
permettant de détacher les anticorps 1gG fixés sur les hématies dans le but de les

identifier sur un panel d’hématies-test.

« Numération et formule sanguine du nouveau-né

L’anémie néonatale (Hb < 14.5 g/dl) est retrouvée dans 50% des cas d’incompatibilités

[3]. Dans la MHFN, elle est le plus souvent régénérative avec 30 a 40% de réticulocytes.

«+ Dosage de la bilirubine plasmatigue

Il est & initier le plus tot possible pour orienter la prise en charge immédiate. L’ictére
hémolytique est a bilirubine libre. Cette composante sera déduite des dosages de
bilirubine totale (élevée) et conjuguée (faible le plus souvent). Uniquement disponibles
au CNRHP, les dosages de la BNL (bilirubine non liée a I’albumine) et/ou de la BIE
(Bilirubine Intra-Erythrocytaire, liée aux phospholipides membranaires) renseignent plus
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finement sur le risque d’ictére nucléaire, et peuvent servir a moduler la prise charge. En
cas d’ictere, le dosage de la bilirubine plasmatique doit étre répété les lers jours de vie, et

le profil évolutif du taux de bilirubine reporté sur un nomogramme avec 1’age de I’enfant

en heures.

En résumé, la prise en charge d’une femme enceinte allo-immunisée pour les principaux
anticorps anti-érythrocytaires exposant au risque d’anémie feetale se fait selon le

diagramme ci-dessous :

Identification= Anti-RH1 ou anti-KEL1 ou anti-RH4

Génotypage foetal non invasif Y
et/ou Titrage + dosage
phénotypage du conjoint
Négatif
A4
Levée de la surveillance | W

2 Taux critiques
< Taux critiques Anti-RH1 : Dosage ® 250 UCHP/mL, soit 1pg/mL

Anti-RH1 : Dosage < 250 UCHP/mL, soit 1pg/mL (ou titrez 16)
Anti-KEL1 : titre> 32

(outitre <16)

Anti-KEL1 : titre <32 Anti-RH4 : Dosage 2 500 UCHP/mL (ou titre 2 4)

Anti-RH4 : Dosage 2 500 UCHP/mL {outitre <4) l
- Surveillance &chographique standard - Surveillance écho graphique hebdomadaire +
-Titrage = dosage tous les 15 jours vélocimétrie doppler
(d&sT2 pour anti-RH1, dés T2 pour anti-RH4) - Titrage + dosage tous les 15 jours (anti-RH1, -
ou tous les mois (anti-KEL1, T2 pour anti-RH4) RH4) . .

ou tous les mois (anti-KEL1)
v v

| Bilan d'incompatibilité foeto-maternellechez le nouveau-né |

Figure 5. Prise en charge d’une femme enceinte allo-immunisée avec un anti-RH1 ou anti-KEL1

ou anti-RH4 (CNRHP, hépital Saint-Antoine Paris).
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2. Mesures thérapeutiques en situation d’IFME

a. Pendant la grossesse

Traitement de I’anémie : transfusions in utero

En cas d’anémie feetale modérée a sévere, elles permettent de suppléer au défaut de
I’érythropoiése feetale. Le geste est réalisé au bloc opératoire sous échographie. La
transfusion feetale intravasculaire est la technique de référence actuelle. Elle se fait par
abord de la veine ombilicale entre 17-20SA et 32-34 SA [44]. Son principal avantage est
de pouvoir réaliser des ponctions de sang feetal a divers temps de la procédure, ce qui
permet entre autres d’estimer précisément le volume de sang a transfuser, de phénotyper
le feetus et de définir le rythme des transfusions. Mais le geste est invasif, et expose a un
certain nombre de complications : mauvaise tolérance feetale, thrombose, etc... Le risque
de complications estimé en moyenne a 2.7% par procédure a cumuler suivant le nombre
total de TIU ; celui de perte feetale est d’environ 0.7% par procédure.

La transfusion feetale par voie intrapéritonéale est essentiellement dévolue aux

transfusions a des termes trés précoces (<20 SA).

Diminuer la sévérité de la MHFN : Ig 1V, échanges plasmatiques thérapeutiques

Ce sont des traitements a instituer précocement (des 11-12 SA) [45], et parfois combinés.
IIs sont réservés aux patientes ayant des taux tres élevés d’anticorps d’emblée, ou aux
antécédents de MHFN sévére (ex : MFIU). Le principal objectif est de retarder la 1% TIU.
Les immunoglobulines en intraveineux a fortes doses sont utilisées pour leurs effets
immunomodulateurs. Les échanges plasmatiques permettent d’épurer mécaniquement les
anticorps en séparant le plasma des autres composants sanguins, puis en le remplagant par
une solution colloide (plasma et/ou albumine) ou une combinaison de solutions

cristalloide et colloide [46].
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L’extraction feetale

Compte tenu de la majoration constante du processus hémolytique en fin de grossesse, il
est préférable de déclencher I’accouchement dés 37 SA, méme pour de faibles
immunisations [3]. Dans les cas ayant nécessité le recours aux TIU, I’attitude est de
préserver la grossesse jusqu’a ce terme (au minimum jusqu’a 34 SA), pour minorer les

complications surajoutées liées a la prématurité.

b. En postnatal

Prise en charge de I’ictére hémolytique par IFME

« La photothérapie intensive

La photothérapie est le 1*" traitement a mettre en place sans délai. Elle consiste a
dispenser a I’aide de dispositifs spécifiques, une énergie lumineuse dans le spectre bleu
(430 nm a 490 nm) a la peau, absorbée par la bilirubine localisée dans les tissus cutané et
sous-cutané, cette derniére étant transformée en photo-dérivés hydrosolubles (élimination
urinaire et fécale). La photothérapie dite intensive préconisée dans les IFME, par
opposition a la photothérapie conventionnelle est définie par 1’utilisation de systémes plus
performants, permettant d’optimiser I’irradiance (intensité lumineuse délivrée a la peau)

et la surface cutanée exposée.

« L’exsanguino-transfusion

Cet acte instauré dans les années 40 [47], est trés peu réalisé de nos jours en raison de
I’amélioration de la prise en charge anté- et postnatale de la MHFN. L’indication
formelle reste I’hyperbilirubinémie néonatale sévere avec présence de signes
neurologiques. L’exsanguino-transfusion correspond a I’échange de deux masses
sanguines par du sang total reconstitué a partir de CGR de groupe O et de plasma frais
congelé de groupe AB. Ses avantages sont : la correction rapide et simultanée de 1’excés

de bilirubine et de ’anémie, la clairance d’une partie des anticorps circulants.
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«» Autres traitements

L’utilisation des immunoglobulines ou de I’albumine par voie est réservée aux ictéres
séveres ne répondant pas suffisamment rapidement a la photothérapie intensive bien
conduite.

Prise en charge de ’anémie néonatale

«» Transfusion du nouveau-né

Les indications transfusionnelles sont celles données par I’HAS (Haute Autorité de Santé)
et sont fonction de la tolérance clinique de I’enfant. Le seuil moyen est & 8 g/dl. L’anémie
dans la MHNN est évolutive, la nécessité de transfuser peut apparaitre apres un délai de
plusieurs jours voire semaines et justifie une surveillance du taux d’hémoglobine les 2-3

premiers mois de vie.

«» Mesures supplémentaires

Clampage retardé du cordon, supplémentation en EPO, folates, fer, vitamine E.
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Chapitre 3 : Problématique

Bien que les vélocimétries doppler de I’ACM aient révolutionné le dépistage de I’anémie
feetale, dans les IFME les outils biologiques sont indispensables pour apprécier cette
potentialité en amont et guider la surveillance clinique des grossesses incompatibles, afin
qu’elle soit adaptée au niveau de risque encouru Le titrage des anticorps par la technique
tube-cytocentrifugation (technique de référence) est I’examen historique et le plus utilisé
pour évaluer les taux d’anticorps chez les femmes enceintes allo-immunisées. Cependant,
son imprécision et sa faible reproductibilité complexifient 1’application des seuils
décisionnels préétablis. De ce fait, le dosage pondéral, plus sensible et plus spécifique, lui
est associé pour les anticorps disponibles dans cette technique en France. En 1’état actuel
des données scientifiques, le titrage des anticorps n’est pas complétement substituable
aujourd’hui dans le suivi des IFME.

Dans un premier temps, nous allons définir la place des techniques de titrage des
anticorps anti-érythrocytaires dans la prise en charge des IFME au niveau national et
international.

Dans un second temps, il s’agira de comparer les différentes méthodes de titrage
disponibles (en tube et colonne-filtration) pour les principaux anticorps impliqués dans la
MHFN (anti-D, anti-c, anti-K) ; puis d’étudier différents facteurs pouvant influer sur les

résultats de titrage en technique tube (technique de référence) pour I’anti-D
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MATERIEL ET METHODE

Chapitre 1 : Prise en charge immuno-hématologique de la
femme enceinte allo-immunisée

1. Enquéte nationale

Une enquéte a été menée sur le suivi immuno-hématologique de la femme enceinte en
France a I’initiative du CNRHP, dans le cadre d’un projet plus vaste dirigé par un groupe
de travail de la SFTS. Les laboratoires recevant des prélevements de femmes enceintes
pour des examens immuno-hématologiques ont été invités a remplir un questionnaire sur
internet via le lien [Https://goo.gl/forms/fincdJyuOI0DBNxc2], proposé des janvier 2018.
La diffusion s’est faite par plusieurs canaux : Collége National des Hopitaux, adhérents
de la SFTS, site internet du CNRHP, correspondants du CNHRP, réseaux de laboratoires

privés.

UESTIONNAIRE

ITEM 1 : recherche d’anticorps anti-érythrocytaires (RAI)

1.1 Réalisez-vous des RAI ? oui/non
Si non : envoi des prélevements pour RAI

1.2 Si non : dans quel type de laboratoire envoyez- vous vos prélévements ?
v Autre laboratoire du groupement
v' Laboratoire centralisateur
v" EFS local

v EFS laboratoire central de région

v' Autre laboratoire EFS spécialisé
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v" Centre de référence

v’ Autres (précisez) :

Si oui ; Réalisation des RAI

1.3 Quelle méthode utilisez-vous ?

v

AN N N N N

1.4 Effectuez-vous des techniques de RAI utilisant des hématies tests traitées par des

enzymes (papaine ou autre) de maniere systématique quand un contexte de grossesse

Manuelle
Automatisée
Gel / Cassette
Plaque
Immunocapture
Tube

Autres (précisez) :

Vvous est annoncé ? oui/non

ITEM 2 : identification des anticorps anti-érythrocytaires (1Al)

2.1 Réalisez-vous des IAI ? oui/non

Si non : envoi des prélevements pour 1Al

2.2 Dans quel type de laboratoire envoyez- vous vos prélevements ?

v
v
v
v

Autre laboratoire du groupement
Laboratoire centralisateur

EFS local

EFS laboratoire central de région
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v' Autre laboratoire EFS spécialisé

v" Centre de référence

v' Je n’envoie pas de prélévements pour identification dans un autre laboratoire

en cas de RAI positive.

v’ Autres (précisez) :

Si oui : Réalisation des 1Al

2.3 Quelle méthode utilisez-vous ?
v" Manuelle

Automatisée

Gel / Cassette

Plaque

Immunocapture

Tube

Autres (précisez) :

AN N N N NN

2.4 Effectuez-vous des techniques d'lAl utilisant des hématies tests traitées par des
enzymes (papaine ou autre) de maniére systématique quand un contexte de grossesse

vous est annoncé ? Oui/Non

ITEM 3 : Titrage des anticorps anti-érythrocytaires

3.1 Quand vous identifiez un anticorps a risque obstétrical (anticorps du systeme RH,
KEL, FY, JK, MNS et "anti-public"), réalisez-vous des techniques de titrage ?
Oui/Non

Si non : Envoi de prélévements pour titrage

3.2 Dans quel type de laboratoire envoyez-vous vos prélévements ?
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Autre laboratoire du groupement
Laboratoire centralisateur

EFS local

EFS laboratoire central de région
Autre laboratoire EFS spécialisé
Centre de référence

Je n’envoie pas de prélévements pour titrage une fois l'anticorps identifié

AN NNV U N NN

Autres (précisez) :

3.3 Si vous envoyez des prélevements pour titrage, dans quels cas le faites-vous ?
v Systématiquement a chaque prélévement regu
v A lafréquence préconisée dans une procédure définie de votre laboratoire
(document cadre EFS, protocole interne...)
v" A la fréquence préconisée par le laboratoire spécialisé

v' Autres (précisez) :

3.4 Préconisez-vous de maniere systématique des conseils pour le suivi de la grossesse,
en attendant les résultats de titrage
Oui/Non

3.5 Si oui, quels types de conseils donnez-vous ?

v" Sur le risque ou non de développement d'une anémie feetale sévére selon la
spécificité de I'anticorps identifié

v’ Sur I’intérét de phénotyper le procréateur et/ou de réaliser un génotypage
foetal

v Sur le risque ou non de développement d'une maladie hémolytique néonatale
sévere selon la spécificité de I’anticorps identifié

v' Sur le bilan d’incompatibilité a faire a la naissance

v Autres (précisez) :
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Si oui : Réalisation des titrages

3.6 Quelle(s) technique(s) utilisez-vous ?

v

AN N N N NN

Manuelle

Automatisée

Technique de référence en tube

Autre technique tube

Technique gel (anti-1gG / milieu basse force ionique)
Autre technique gel

Autres (précisez) :

3.7 Dans quel(s) cas réalisez-vous un titrage ?

v

v

A chaque préléevement recu avec une demande de titrage d'un laboratoire
extérieur

Pour les prélevements regus avec une demande de titrage d'un laboratoire
extérieur, uniquement si la demande respecte les critéres de fréquence définie
par une procédure de votre laboratoire

Pour les prélevements recus avec une demande de titrage d'un laboratoire
extérieur uniquement si la demande respecte les critéres de fréquence
recommandés par un laboratoire spécialisé

Sur chaque prélévement de femme enceinte que vous recevez directement au
laboratoire, des que vous identifiez vous-méme un anticorps anti-
érythrocytaire a risque obstétrical

Sur les prélevements de femme enceinte que vous recevez directement au
laboratoire, s'ils sont accompagnés d'une prescription médicale avec demande
de titrage

Pour les prélevements de femme enceinte pour lesquels vous avez fait
I'identification, a la fréquence préconisée dans une procédure définie de votre
laboratoire (document cadre EFS, protocole interne)

Pour les prélevements de femme enceinte pour lesquels vous avez fait

I'identification, a la frequence préconisée par un laboratoire spécialisé.
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v

Autres (precisez) :

3.8 Préconisez-vous des conseils pour le suivi de la grossesse en fonction des résultats ?
Oui/Non

3.9 Si oui, quels types de conseil(s) donnez-vous ?

v

Sur le risque ou non du développement d'une anémie feetale sévere en cas de
grossesse incompatible

Sur la nécessité ou non de suivi de la grossesse dans un centre obstétrical
spécialisé (type CPDPN)

Sur la fréquence des titrages a faire

Pour les anti-D (RH1), anti-C (RH2), anti-E (RH3), anti-c (RH4), anti-e
(RH5) et « anti-public » : sur la nécessité de réaliser un dosage pondéral
Sur I’intérét de phénotyper le procréateur et/ou de réaliser un génotypage
foetal

Sur le risque ou non de maladie hémolytique néonatale sévére en cas de
grossesse incompatible

Sur la nécessité ou non d'un accouchement dans un environnement
pédiatrique autorisant une réanimation transfusionnelle adaptée

Sur le bilan d’incompatibilité a faire a la naissance

Autres (précisez) :

3.10 Sur quels types de recommandations vous appuyez-vous pour donner ces conseils ?

NN NN

Sur les données de la littérature nationale

Sur les données de la littérature internationale

Sur des protocoles ou procédures établies en interne

Sur votre expérience personnelle (étude interne)

Autres (précisez) :
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ITEM 4 : microtitrage anti-D

4.1 Quand vous identifiez un anti-D faible, réalisez-vous des techniques de microtitrage ?
Oui/Non

Si non : Envoi des prélevements pour microtitrage

4.2 Dans quel type de laboratoire envoyez-vous vos prélevements ?

v

NS N N N N N

Autre laboratoire du groupement

Laboratoire centralisateur

EFS local

EFS laboratoire central de région

Autre laboratoire EFS spécialisé

Centre de référence

Je n’envoie pas de prélévements pour microtitrage d’un anti-D de faible intensité

Autres (précisez) :

4.3 Si vous envoyez des prélevements pour microtitrage anti-D, dans quel(s) cas le faites-

vous ?

v

Systématiquement devant toute identification d'un anti-D faible chez une femme
enceinte, qu'il y ait ou non notion d’injection de Rophylac

En I'absence de notion d'injection de Rhophylac

Si la réactivité de 1’anti-D semble « forte » dans votre technique d’IAl par rapport
a I’intensité attendue pour la date d’injection mentionnée

En I’absence de RAI négative dans la semaine précédant I’injection de Rhophylac

Autres (précisez) :

Si oui : Reéalisation des microtitrages

4.4 Dans quel cas réalisez-vous des microtitrages anti-D ?

v

Systématiquement devant toute identification d'un anti-D faible chez une femme

enceinte, qu'il y ait ou non notion d’injection de Rophylac
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v En l'absence de notion d'injection de Rhophylac

v' Si la réactivité de I’anti-D semble « forte » dans votre technique d’IAI par rapport
a ’intensité attendue pour la date d’injection mentionnée

v En I’absence de RAI négative dans la semaine précédant 1’injection de Rhophylac

v Autres (précisez) :

4.5 Quelle conduite a tenir préconisez-vous en cas de microtitrage anti-D élevé
(concentration en anticorps trouvée supérieure a la concentration attendue) ?
v De contréler le microtitrage anti-D trois semaines plus tard
v’ D'effectuer ou de reprélever rapidement la patiente pour titrage
v D'effectuer ou de reprélever rapidement la patiente pour une autre technique de
dosage

v Autres (précisez) :

ITEM 5 : Autre(s) technigue(s) de dosage des anticorps

5.1 Quand vous identifiez un anticorps anti-D (RH1), anti-C (RH2), anti-E

(RH3), anti-c (RH4), anti-e (RH5) ou un "anti-public", réalisez-vous une autre technique
de dosage en plus du titrage ?

Oui/Non

Si Non, envoi des prélévements pour autre technique de dosage

5.2 Dans quel type de laboratoire envoyez-vous vos prélevements ?
v Autre laboratoire du groupement

Laboratoire centralisateur

EFS local

EFS laboratoire central de région

Autre laboratoire EFS spécialisé

NN

Centre de référence
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v Je n’envoie pas de prélévements pour effectuer un autre type de dosage

v Autres (précisez) :

5.3 Si vous envoyez des prélevements pour une autre technique de dosage, de quel type
de dosage s'agit-il ?

v" Dosage pondéral par hémagglutination en flux continu méthode 2 temps
(hématies bromélinées)

v Dosage pondéral par hémagglutination en flux continu méthode 1 temps
(hématies natives / broméline introduite dans le circuit)

v" Dosage par ELISA

v Dosage par cytométrie de flux

v Autres (précisez) :

5.4 Dans quel(s) cas envoyez-vous vos préléevements pour réaliser cette autre technique
de dosage ?
v Au 1*¥ prélévement pour avoir un taux de base puis selon les recommandations du
laboratoire réalisant les dosages
v’ Systématiquement a chaque prélevement recu
v" En fonction de la spécificité de ’anticorps et du titrage, a la fréquence préconisée
selon une procédure définie (document cadre EFS, protocole interne ...)

v' Autres (précisez) :

Si oui : réalisation d’une autre technique de dosage
5.5 Quelle(s) techniques utilisez-vous pour le dosage des anticorps ?

v Dosage pondéral par hémagglutination en flux continu méthode 2 temps

(hématies bromélinées)
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v Dosage pondéral par hémagglutination en flux continu méthode 1 temps
(hématies natives / broméline introduite dans le circuit)

v" Dosage par ELISA

v Dosage par cytométrie de flux

v Autres (précisez) :

5.6 Quel(s) étalon(s) utilisez-vous ?
v' Etalon international anti-D
v' Etalon international anti-c
v' Autre étalon
v' Autres (précisez) :

5.7 Dans quel(s) cas réalisez-vous cette technique de dosage ?

v A chaque prélévement recu avec une demande d'un laboratoire extérieur

v Pour les prélévements recus avec une demande d'un laboratoire extérieur,
uniquement si la demande respecte les criteres de fréquence définis par une
procédure de votre laboratoire

v" Sur chaque prélévement, dés que vous identifiez vous-méme un anticorps anti-
érythrocytaire a risque obstétrical

v Pour les prélevements pour lesquels vous avez fait I'identification, a la fréquence
préconisée dans une procédure définie de votre laboratoire (document cadre EFS,
protocole interne)

v Autres (précisez) :
5.8 Préconisez-vous des conseils pour le suivi de la grossesse en fonction du résultat du
dosage ?

Oui/Non

5.9 Si oui, quels types de conseil(s) donnez-vous ?
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Sur le risque ou non du développement d'une anémie foetale sévere en cas de
grossesse incompatible

Sur la nécessité ou non de suivi de la grossesse dans un centre obstétrical
spécialisé (type CPDPN)

Sur la fréquence des dosages a faire

Sur I'intérét de phénotyper le procréateur et/ou de réaliser un génotypage feetal
Sur le risque ou non du développement d'une maladie hémolytique néonatale
sévére en cas de grossesse incompatible

Sur la nécessité ou non d'un accouchement dans un environnement pédiatrique
autorisant une réanimation transfusionnelle adaptée

Sur le bilan d'incompatibilité a faire a la naissance

Autres (précisez) :

5.10 Sur quel(s) type(s) de recommandations vous appuyez-vous pour donner ces

conseils ?

v

v
v
v
v

Sur les données de la littérature nationale

Sur les données de la littérature internationale

Sur des protocoles ou des procédures établies en interne
Sur votre expérience personnelle (étude interne)

Autres (précisez) :
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2. Enquéte internationale

Un questionnaire en anglais sur le suivi immuno-hématologique pendant la grossesse a
été rédigé et proposé aux participants au groupe de travail « Immunohaematology » de
I’ISBT (International Society of Blood Transfusion) par le Dr Peyrard (directeur du
Centre National des Groupes Sanguins, département de I’Institut National de la
Transfusion Sanguine), président du groupe de travail. Les représentants de 16 pays ont
recu le document par messagerie 15 jours avant le 35° congres international de I’'IBST qui

s’est tenu du 02 au 06 juin 2018 a Toronto (Canada).

Immunohaematological follow-up in pregnancy

1. Are there any official recommendations in your country for
immunohaematological follow-up in pregnancy? If so, please provide some
details.

2. What is the precise definition of an antibody titer in your country?

3. In addition to the titer evaluation, do you also calculate the score value of the
antibody? If so, do you include the results in the lab report?

4. Which technique(s) (tube, column-agglutination) do you primarily use for RBC
antibody titration and why?

5. Do you use “heterozygous” or “homozygous” RBCs for antibody titration?

6. Do you use LISS for antibody titration?

7. In addition to titration, do you also measure the antibody concentration (ug/ml),
by comparison to a standard with a known concentration? If so, with which
technique?

8. Is there an antibody titer or concentration threshold for initiating a close clinical
monitoring by measuring the fetal middle cerebral arterial peak systolic velocity
(MCA-PSV)?
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9. Do you use a specific approach for RBC antibody screening in pregnant women?
(adding of specific reagent RBCs, systematic use of enzyme, etc.) or a standard
procedure?

10. What are the antibodies considered the most toxic in obstetrics in your country?
(please cite at least 3)

11. Is there an official monitoring schedule for RBC antibody screening?

12. Is this monitoring schedule different according to the existing alloantibody (ies)?

13. Do you systematically search for anti-G in case of an apparent anti-D + anti-C
reactivity in the plasma/serum?

14. If not, why?

Chapitre 2 : Comparaison de differentes méthodes de titrage
des anticorps anti-érythrocytaires

1. Echantillons et réactifs

Les échantillons de plasma/sérum ont été sélectionnés parmi les prélevements de
patientes allo-immunisées recus au CNRHP ne contenant qu’un seul anticorps anti-
érythrocytaire de préférence (x anticorps supplémentaire intitrable), de spécifité anti-D (-
RH1), ou anti-c (-RH4), ou anti-K (-KELL1), ayant fait I’objet d’un titrage. Les anticorps
avaient été identifiés au CNRHP ou par les laboratoires prescripteurs (EFS, BIOMNIS,
CERBA etc.). Les titres trouvés au laboratoire en routine variaient de <2 a >256. Les
échantillons provenaient soit de la sérotheque du laboratoire (conservés environ 12 mois),
soit d’un tri des preléevements récemment validés conservés 1 mois (decantation et
congélation a -20°C). En moyenne, 20 échantillons ont été testés pour chaque parametre
étudié.

Pour les anticorps du systeme RH (anti-D et anti-c), les hématies-tests utilisées étaient de

phénotype D+C+E+c+e+ (RH:1,2,3,4,5) ; Pour I’anti-K, il s’agissait d’hématies-tests K+

k+ (KEL:1,2) du panel CNRGS en cours de validité.
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2. Technique de titrage en tube-cytocentrifugation (technigue de

référence)

¢+ Principe
Le titrage en tube utilise la technique du TIA, et consiste en la mise en présence de
dilutions géométriques croissantes de raison 2 d’un sérum/plasma contenant un anticorps,

avec des suspensions d’hématies-tests complémentaires de cet anticorps en milieu salin.

+«» Etapes du titrage

Pour chaque série de titrages un témoin de titre connu (anti-D, titre 16-32) est inclus.
Des dilutions de 100 pl de volume sont préparées dans des tubes en verre soit par un
automate (TECAN) pour des titres allant 2 & 256, soit en méthode manuelle (dilutions
« en cascade » de raison 2) pour des titres allant de 2 a 2048. Apreés distribution de 50pl
d’hématies-tests a 4% en NaCl 0.9%, les tubes sont mis a incuber dans une étuve a 37°C
pendant 60 minutes. Ensuite, les tubes sont placés dans des laves-globules (Diamed®)
pour une série de 3 lavages en eau physiologique, suivie d’une étape de décantation des
tubes. On y ajoute 100 pl d’antiglobuline 1gG (Diagast®) diluée au tiers en milieu salin.
Les tubes sont mixés 15 secondes, puis centrifugés 20 secondes a 1200 tours/min (179 g).
La lecture macroscopique des agglutinats se fait apres re-homogénéisation douce du culot
de centrifugation.

Le titre d’un anticorps est défini comme I’inverse de la derniére dilution ou 1’on note
une hémagglutination macroscopiquement visible (Cf. figure 6). En technique tube, la
lecture est en point final (derniere agglutination (+)).

Le score correspond a la somme des valeurs conventionnelles attribuées suivant 1’aspect
des agglutinats présents dans chaque tube. La cotation est initiée a la dilution au %2 au
CNRHP, c’est-a-dire, pour un titre > 2.

Score 12 : 4+
Score 10 : 3+

Score 8: 2+
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Score 5: 1+
Score 2: (+)
Score 0 : Absence d’agglutinats

+1 : réactions « strong », « demi-croix » Ex : 2+° score=9

- .
*) 2+ 3+

Figure 6. Gamme d’intensité d’agglutination en technique tube (D’apres le CNRGS, INTS-

LT+

4+

Institut National de la Transfusion Sanguine Paris).

3. Technique de titrage en carte gel neutre (Biorad®)

Son protocole a été développé pour ce travail. Il est identique a celui de la technique en
tube jusqu’a I’étape de lavage des hématies. Les culots obtenus aprés décantation sont
remis en suspension dans un volume de 50 pl de NaCl, puis déposes dans les puits des
cartes gel neutre. On y ajoute 25ul de solution d’antiglobuline IgG pure. Ensuite, les
cartes gel sont directement mises a centrifuger pendant 10 minutes a 910 tours/min (1D
Centrifuge, 24S DIAMED). La lecture des agglutinats et leur cotation se référent a
I’abaque correspondant aux supports en carte gel (Cf. figure 7). Le titre de ’anticorps
pour ce type de support sera I’inverse de la derniére dilution pour laquelle
I’hémagglutination est positive sans ambiguité (>1+). La définition du score reste

inchangée.
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Lecture macroscopigue

4+ 35+ 3+ 25+ 2+ 15+ 1+ (+)

Intensité

12 11 10 9 8 6 5 2

Score

Figure 7. Gamme d’intensité d’agglutination en technique carte gel (D’aprés le CNRGS, INTS
Paris).

4. Technique de titrage en carte gel 1gG (Diamed®)

Hormis 1’étape de dilution des échantillons, le procédé est celui du TIA en carte gel 1IgG
ou LISS/Coombs (antiglobuline dans la phase gel). 50ul d’hématies-tests préparées a
0,8% en milieu Basse Force lonique, équivalent du LISS (Low lonic Strenght Solution)
(diluent 2) sont déposés dans chaque puits réactionnel du support carte gel, puis mis en
contact avec 25 pl de dilution. Les cartes gel sont mises a incuber en étuve a 37°C
pendant 15 minutes, puis a centrifuger 10 minutes a 910 tours/min avant lecture

(spécifications indiquées au paragraphe précédent).

5. Etudes de répétabilité / reproductibilité des différentes techniques

Pour la validation des résultats, nous avons procédé a des essais de répétabilité pour les 3
techniques de titrage évaluées (tube, carte gel neutre, carte gel IgG) sur 2 séries d’environ

10 echantillons du témoin titrage anti-D (préparé, puis reparti en aliquotes pour une
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utilisation sur plusieurs mois). Le titre attendu en technique tube est de 16 ou 32, soit 4 ou
5 dilutions pour une valeur en dosage pondéral d’environ 0.8 pg/ml. La reproductibilité

du témoin titrage a été également calculée pour la technique tube.

Chapitre 3 : Etude de la robustesse de la technique de
référence de titrage

Les modalités de sélection des échantillons et des hématies-test ont été mentionnées
précédemment (paragraphe 11.2). Pour caractériser la robustesse de la technique de titrage
en tube, on a procédé a la modification unilatérale d’un facteur potentiellement impactant
comparée a la technique utilisée au laboratoire, sur une série de 20 échantillons en

moyenne de prélévement contenant un anti-D.

Les facteurs évalués :
v" Le phénotype des hématies-tests :
D+C+E+c+e+ (RH:1,2,3,4,5) vs D+C+E-c-e+ (RH:1,2,-3,-4,5)
D+C+E+c+e+ (RH : 1,2,3,4,5) vs D+C-E+c+e- (RH:1,-2,3,4,-5)
Le nombre d’hématies-tests : 1 seule hématie-test vs un pool de 3 hématies-tests
La concentration en hématies-tests : 4%? vs 2% et 6%
Le mode de dilution : automatisée (TECAN) vs manuelle
Le temps d’incubation : 60 min vs 45 min et 75min

La concentration en antiglobuline 1gG : diluée au 1/3 vs pure

AN N N N SN

La durée de centrifugation des tubes avant lecture :

20 secondes vs 60 secondes

20 secondes vs 120 secondes

v Lavitesse de centrifugation des tubes avant lecture :

179g/min (soit 1200 tours/min) vs 500g/min (soit 2000 tours/min),
179g/min (soit 1200 tours/min) vs 779g/min (soit 2500 tours/min)

2 Au CNRHP, pour le titrage en tube, la concentration en hématies-tests est comprise entre 3 et 5% en
milieu salin
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v Le délai de lecture aprés la fin de la centrifugation : aucun vs apres 5min et aprés

10 min

Nous analyserons également une étude de la variabilité inter-opérateur précédemment
conduite au CNRHP. 20 échantillons ont éteé titrés le méme jour par 5 techniciens
différents en suivant le protocole de la technique en tube du laboratoire. L’ordre des
échantillons était propre a chaque opérateur, et le titre des anticorps inconnu des

opérateurs.

Chapitre 4 : Traitement des données

Les résultats obtenus ont été reportés sur fichiers Excel et traités a 1’aide du logiciel
GraphPad Prism®. Les titres <2 étaient remplacés par la valeur 1. Les titres supérieurs
étaient remplacés par le nombre de dilutions positives +1 (titre<2 — 1, titre 2 — 2 etc.)
pour ne considérer que les écarts reels de dilutions. Les données ont été analysées avec
les tests appariés non paramétriques de Wilcoxon (2 groupes de valeurs) et de Friedman
(3 groupes de valeurs). Le critere de significativité était p <0,05. L’ impact clinique était
considéré comme étant significatif pour un écart de titres > 2 dilutions (seuil utilisé en
pratique courante pour définir une véritable augmentation de la concentration d’anticorps

en technique tube).
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RESULTATS

Chapitre 1 : Surveillance immuno-hématologique de la femme
enceinte allo-immunisée

1. Résultats de I’enquéte nationale

Le questionnaire a été diffusé du 25/01 a la mi-février 2018. Au total 147/ 850
laboratoires en France (estimation du Cofrac) ont participé a I’enquéte. lls se
répartissaient de la maniére suivante : 71 laboratoires privés (48%), 47 laboratoires a la
hospitaliers (32%), 29 laboratoires EFS (20%). La distribution recouvre la quasi-totalité
du territoire mais, on soulignera qu’on ne compte aucun laboratoire privé des DOM-TOM,
aucun laboratoire hospitalier des régions de Normandie et Centre Val de Loire, aucun
laboratoire EFS de Bretagne et Pays de la Loire de représenté. Les résultats fournis par

les participants a 1’enquéte sont les suivants :

» ITEM1:laRAI
- Pratique de la RAI. Sur les 147 laboratoires ayant répondu au questionnaire,

90 % traitent les RAI (Cf. figure 8).

10% (15)

= Oui

= Non

90% (132)

Figure 8. Répartition des laboratoires réalisant la RAI (147 réponses).
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- Externalisation des RAI. Les 10% qui ne font pas de RAI adressent les

prélévements soit a un autre laboratoire du groupement pour 2/3 d’entre eux, Soit

a ’EFS (Etablissement Francais du Sang) local pour 1/3 (Cf. figure 9).

. 10
Autre laboratoire du groupement
5
EFS local
. , 0
EFS laboratoire central de région
. S 0
Autre laboratoire EFS spécialisé
. . 0
Laboratoire centralisateur
0

Centre de référence

Figure 9. Destination des prélévements pour les laboratoires ne réalisant pas de RAI

(15 réponses).

- Techniqgue de la RAI. La réalisation de la RAI est trés largement automatisée :

c’est le cas pour 99% des laboratoires ayant répondu. Dans ce groupe, 23% ont
également recours a la technique manuelle. Parmi les différents supports
d’hémagglutination disponibles, on retrouve en téte la carte gel/cassette utilisée
par 89% des laboratoires, puis la plague utilisée par 15% d’entre eux (Cf. figure
10).
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1% (1)

= Automatisée
23% (30)

® Manuelle et
automatisée

76% (97) = Manuelle

Gel/cassette

— _E
Plaque - 14
l:

Immunocapture 1

Tube I 2

Figure 10. Les différentes techniques utilisées pour la RAI : mode de réalisation de la RAI (128
réponses/132), supports utilisés pour la RAI (92 réponses/132).

- RAIl et grossesse. En contexte obstétrical, 9% des laboratoires qui font la RAI

utilisent des hématies-tests traitées par enzymes protéolytiques pour sensibiliser la
technique (Cf. figure 11).
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9% (12)

m Oui

E Non

91% (120)

Figure 11. Sensibilisation de la RAI (enzymes) et contexte obstétrical (132 réponses).

> ITEM 2:IIAI

- Pratique de I’'TAI En cas de dépistage positif, I’identification de la spécificité de

I’anticorps est effectuée par 43% des laboratoires qui réalisent les RAI (Cf. figure

12), soit 39% de I’ensemble des laboratoires participants.

43% (57) m Oui
57% (75) mNon

Figure 12. Répartition des laboratoires réalisant I’IAI (132 réponses).

- Externalisation des IAl. 57% des laboratoires qui font la RAI vont externaliser les

RAI positives pour I’identification. De 1’analyse des réponses recueillies, il ressort

que 73% sont susceptibles d’adresser leurs prélévements a un EFS : I’EFS local
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est plébiscité par 62% des laboratoires ; 29% des laboratoires a un laboratoire

centralisateur (Cf. figure 13).

45
EFS local

21
Laboratoire centralisateur

EFS laboratoire central de région t
Centre de référence
Autre laboratoire du groupement
Autre laboratoire EFS spécialisé

Figure 13. Destination des prélévements pour les laboratoires ne réalisant pas d’TAI (73

réponses/75).

- Technique de I’TAI. 52% des laboratoires qui ont répondu allient les techniques

manuelle et automatisée. On peut souligner que 27% ne travaillent qu’en
technique manuelle. La carte gel/cassette est le principal support
d’hémagglutination : elle est utilisée par 98% des laboratoires qui se sont

prononcés (Cf. figure 14).
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Gel/cassette

Immunocapture

Tube

Plaque

= Automatisée
27% (15) | 2170 (12)

® Manuelle et
automatisée

= Manuelle

52% (29)

Figure 14. Les différentes techniques utilisées pour I’TAI : mode de réalisation de I’TAT

(56 réponses/57), supports utilisés pour I’TAI (52 réponses/57).

- 1Al et grossesse. En contexte obstétrical, 39% des laboratoires qui font I’'TAT

utilisent des hématies-tests traitées avec des enzymes protéolytiques (Cf. figure

15).

58



39% (22) B Oui

m Non

61% (35)

Figure 15. Sensibilisation de I’TAI (enzymes) et contexte obstétrical (57 réponses).

> ITEM 3 : le titrage des anticorps anti-érythrocytaires chez la femme

enceinte

- Pratigue du titrage. Parmi les laboratoires réalisant des IAl, 51% vont titrer les

anticorps anti-érythrocytaires de la femme enceinte (Cf. figure 16), soit 20% de

I’ensemble des laboratoires participants.

M 0oui

49% (28) 519% (29)

m Non

Figure 16. Répartition des laboratoires effectuant I’TAI pour le titrage des anticorps a risque
obstétrical chez la femme enceinte (57 réponses).
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-Externalisation du titrage. Les laboratoires qui font les 1Al mais pas de titrages

d’anticorps dirigent préférentiellement les prélévements vers un centre de référence
(68%). 69% des réponses indiquent que le rythme des titrages se calque sur celui
conseillé par le laboratoire spécialisé (Cf. figure 17).

Centre de référence

EFS local 6

EFS Laboratoire central de région
Laboratoire centralisateur = 0

Autre laboratoire du groupement = 0

Autre laboratoire EFS spécialisé = 0

A la fréquence préconisée par le laboratoire _ 18
spécialisé
A la fréquence préconisée dans une procédure

définie de votre laboratoire (document cadre - 7

EFS, protocole interne...)

Systématiquement chez la femme enceinte . 2

A la demande du gynéco/sage -femme . 2

Figure 17. Destination et fréquence d’envoi des titrages pour les laboratoires effectuant les

IAl sans titrage (respectivement, 28 réponses et 26 réponses/28).

- Technique de titrage. Le titrage des anticorps est manuel pour 100 % des

laboratoires ayant répondu. La technique de référence en tube est majoritairement
représentée, elle est employee par 90% des laboratoires. 10% utilisent la
technique en carte gel (Cf. figure 18).
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10%(3)

m Technique en carte
gel

m Technique de
référence en tube

90% (26)

Figure 18. Les différentes techniques utilisées pour le titrage (29 réponses).

-Interprétation des titrages et commentaires. Suivant les résultats du titrage, différents

conseils peuvent étre précisés sur le compte-rendu d’analyse. Plus des trois-quarts des
laboratoires concernés vont évoquer : la fréquence des titrages a réaliser, la nécessité
d’effectuer un dosage pondéral, les risques d’anémie feetale séveére ou de MHNN, ou
encore 1’intérét de déterminer le phénotype paternel ou de réaliser un génotype feetal. En
revanche, a peine la moitié mentionne le bilan d’incompatibilité a faire la naissance, et le

lieu conseillé de prise en charge de la patiente ou de son nouveau-né (Cf. figure 19).
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29 (100%)
Sur la fréquence des titrages a faire
Pour les anti-D (RH1), anti-C (RH2), anti-E (RH3), anti-c 27 (93%)
(RH4), anti-e (RH5) et « anti-public »: sur la nécessité
de réaliser un dosage pondéral
25 (86%)

Sur le risque ou non du développement d'une anémie

foetale sévere en cas de grossesse incompatible
23 (79%)

Sur le risque ou non de maladie hémolytique

néonatale sévéere en cas de grossesse incompatible

22 (76%)

Sur I'intérét de phénotyper le procréateur et/ou de
réaliser un génotypage foetal

—— 18 (62%)

Sur le bilan d’incompatibilité a faire a la naissance
4 T ————— %
Sur la nécessité ou non d'un accouchement dans un 15 (52%)
environnement pédiatrique autorisant une

réanimation transfusionnelle adaptée
— 14 (48%)
Sur la nécessité ou non de suivi de la grossesse dans
un centre obstétrical spécialisé (type CPDPN)

Figure 19. Les conseils mentionnés sur un compte-rendu de titrage (29 réponses).

» ITEM 4 : le microtitrage des anti-D faibles
- Pratique du microtitrage. Parmi les laboratoires effectuant le titrage, 41% font

également le microtitrage d’un anti-D de faible intensité (Cf. figure 20), soit 8%

de I’ensemble des laboratoires participants.



41% (12) = Oui
59% (17) = Non

Figure 20. Répartition des laboratoires effectuant le microtitrage en plus du titrage des anticorps
(29 réponses).

-Externalisation des microtitrages. D’apreés les réponses obtenues, 45% des laboratoires

pourront les destiner a un centre de référence. Mais, on remarque que 27% des
laboratoires n’adressent jamais les prélévements pour microtitrage (Cf. figure 21).

Les 2 motifs qui se détachent pour justifier I’envoi d’un prélévement pour microtitrage
d’anti-D sont I’absence de notion d’injection de Rhophylac® et « une forte réactivité » de
I’anti-D par rapport & I’intensité attendue sur la base de la date d’injection de
Rhophylac® : 60% des laboratoires concernés ayant répondu les ont mentionnés. 10%

des laboratoires I’enverront systématiquement (Cf. figure 21).
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Centre de référence

Absence d'envoi pour microtitrage
. L. 7
EFS laboratoire central de région
EFS local

Laboratoire centralisateur

Autre laboratoire du groupement

. 6
0
0
0

Autre laboratoire EFS spécialisé

En I'absence de notion d'injection de Rhophylac _ 18
Si la réactivité de I’anti-D semble « forte » dans
votre technique d’IAI par rapport a I’intensité _ 18

attendue pour la date d’injection mentionnée

En I’absence de RAI négative dans la semaine
précédant I’injection de Rhophylac

=
o

Systématiquement devant toute identification d'un
anti-D faible chez une femme enceinte, qu'il y ait ou - 3
non notion d'injection de Rhophylac

Sur demande explicite . 1

Figure 21. Destination et motifs d’envoi des prélévements pour microtitrage (respectivement, 44

réponses et 30 réponses /32).

» ITEM 5 : le dosage pondéral
- Externalisation du dosage pondéral. Prés de 75% des laboratoires ayant répondu

envoient leur prélevement a un centre de référence dont fait partie le CNRHP.
Pres de 33% les adressent également ou uniquement a un EFS A repréciser que
les deux centres de dosage pondéral en France sont le CNRHP situé a Paris et
I’EFS de Lille (EFS laboratoire central de la région Nord de France).

Le rythme d’envoi des prélevements pour dosage pondéral est celui défini par une

procédure interne dans 51% des cas. Pour 32% des laboratoires, le 1* prélévement
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est envoyé pour avoir un taux de base, puis c’est la fréquence préconisée par le

laboratoire spécialisé qui est appliquée (Cf. figure 22).

Centre de référence

, .. , .7
Autre laboratoire EFS spécialisé

I
EFS laboratoire central de région 6

EFS local >
Pas d'envoi pour dosage pondéral

Laboratoire centralisateur

Autre laboratoire du groupement

En fonction de la spécificité de I’anticorps et du
titrage, a la fréquence préconisée selon une procédure
définie (document cadre EFS, protocole interne ...)

21

Au ler prélévement pour avoir un taux de base, puis
selon les recommandations du laboratoire réalisant les
dosages

13

\I I

Systématiquement a chaque prélévement recu

Figure 22. Destination et rythme d’envoi des prélévements pour dosage pondéral
(respectivement,51 réponses et 41 réponses).
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2. Résultats de ’enquéte internationale

Le questionnaire sur le suivi immuno-hématologique de la femme enceinte fourni au
groupe de travail « Immunohaematology » de I’'ISBT qui s’est réuni a Toronto au Canada
le 2 juin 2018 a été rempli par les représentants de 13 pays et assimilés comme tels®:
France, Royaume-Uni, Espagne, Italie, Allemagne, Etats-Unis, Nouvelle-Zélande,
Finlande, Iran, Inde, Taiwan, Hong-Kong et Chine. Quelques données ont été reportées

dans les tableaux 4 a 8.

+» Considérations générales

Taiwan est le seul pays ne disposant pas de recommandations pour le suivi immuno-
hématologique de femme enceinte (1/13). Parmi les anticorps exposant au risque
d’anémie feetale, on retrouve principalement : I’anti-c (13/13), I’anti-D (12/13), et I’anti-
K (8/13). Taiwan est le seul pays pour lequel I’immunisation anti-D n’est pas citée.
L’anti-K n’est pas évoqué par les pays d’Asie du groupe (Iran, Taiwan, Chine, Hong-
Kong), excepté I’Inde. Le titrage des anticorps anti-érythrocytaires est le premier examen
de quantification, il est pratiqué par tous (13/13). Quelques-uns y adjoignent d’autres
méthodes telles que : le dosage pondéral réalisé en France et au Royaume-Uni (2/13), et
la cytométrie en flux pour la Finlande et la Chine (2/13). Des valeurs seuils pour
déclencher le suivi par vélocimétrie-doppler de I’ACM fcetale sont définies pour la
majorité des pays (11 /13), excepté 1’ Allemagne et Taiwan (Cf. tableau 4).

3 Hong-Kong et Taiwan font en réalité partie de la république populaire de Chine, Hong-Kong en
tant que région administrative spéciale ; le statut de Taiwan est plus soumis a controverse.
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Recommandations pour

I'année précédente)

de flux (anti-D)

Pavs le suiviimmuno- Anticorps toxiques Examens de Seuils pour
y hématologique des pendant la grossesse quantification PSV-ACM
femmes enceintes
France Oui (HAS, JORF, CNOG) Anti-D /ant!—K/ant|— T|trage ¥ desage Oui
¢/anti-E pondéral (anti-D, -c, -E)
i +
Royaume-Uni Oui (BSH et RCOG) Anti-D/anti-K/anti-c T|tra’ge do§age Oui
pondéral (anti-D, -c)
Espagne Ouiconsensus : SETS et Anti-D/anti-c/anti-K Titrage Oui
SEGO)
i . Anti-D/anti-K/anti- . .
Italie Oui (SIMTI et SIGO) ¢/Anti-E Titrage Oui
. Anti-D/anti-c/anti- .
Allemagne Oui K/anti-E Titrage Non
. . Anti-D/ anti-c/anti- . .
E - 'AABB et A T
tats-Unis Oui (, et ACOG) PP1P (rare) itrage Oui
Nouvelle-Zélande Oui (ANZSBT) Anti-D/anti-K/anti-c Titrage Oui
. . . . . Titrage + cytométrie .
Finlande Oui Anti-D/anti-c/anti-K Itrag y . I Oui
de flux (anti-D)
. Anti-D/ anti-c /anti- . .
| T
ran Oui p/anti-RH17 itrage Oui
. Anti-D/anti-K/anti- . .
| T
nde Oui E/anti-c itrage Oui
. anti-E/anti-¢/ anti- .
Taiwan Non Mi? Titrage Non
Hong-Kong Oui (BSH, ANZSBT et AABB) | Anti-D/anti-c/anti-E Titrage Oui
. i ! . . . Titrage + cytométrie .
Chine Oui {consensus d'experts Anti-D/anti-E/anti-c trage + ¢y I Oui

AABB: American Association of Blood Banks

Gynecologists

Blood Transfusion

BSH: British Society of Haematology

SETS: Spanish society of blood transfusion

ACOG: American College of Obstetricians and
ANZSBT: Australian and New Zealand Society of

SEGO: Spanish society of blood gynecology

SIMTI : Societa Italiana di Medicina Transfusionale e Immunoematologia

SIGO: Societa Italiana di Ginecologia e Ostetricia

Tableau 4. Quelques données générales sur le suivi immuno-hématologique de la femme enceinte

dans 13 pays.
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%+ Le titrage des anticorps

Au sujet du titrage des anticorps, la technique en tube (référence) est majoritaire (11/13).

La technique avec support de type colonne-filtration (carte gel ou microbilles) est

conjointement retrouvée dans 5 pays, et 2 pays 1I’ont adopté comme principale méthode

(Allemagne et Royaume-Uni). La lecture du titre se fait essentiellement en point final (+)

(8/9, 4 donnees manquantes). Le calcul du score est peu répandu (2/13) : seuls la France

et les Etats-Unis en font mention dans les comptes rendus. En Chine le score est calculé,

mais n’est pas associé au résultat final. Dans la plupart des cas, les hématies-test utilisées

sont hétérozygotes pour 1’antigéne-cible (9/12, une donnée manquante), en suspension
dans un milieu non LISS (10/13) (Cf. tableau 5).

Titre Score Hématies-test Milieu LISS

Pays Tube vs gel Fiis\'z\g;} Oui vs Non Hr?értné?g%gi:s Oui vs Non
France Tube (+) Oui Hétérozygotes sauf anti-D Non
Royaume-Uni Gel 1+ Non Hétérozygotes Oui

Espagne Tube et gel (+) Non Hétérozygotes sauf anti-D Non (1)

Italie Tube NR Non Hétérozygotes Non
Allemagne Gel NR Non Homozygotes Non
Etats-Unis Tube et gel (+) Oui Hétérozygotes Non
Nouvelle-Zélande Tube (+) Non Hétérozygotes Oui
Finlande Tube (+) Non Hétérozygotes Non
Iran Tube et gel (+) Non Homozygotes Non

Inde Tubeetgel | 1+et(+) Non Homozygotes un%t'egs:] )
Taiwan Tube NR Non NR Non
Hong-Kong Tube (+) Non Hétérozygotes Non
Chine Tube et gel NR Non (2) Hétérozygotes Non

Tableau 5. Techniques de titrage utilisées dans 13 pays.

NR : Non renseigné

(1) :Hématies-test conservées dans leur milieu de conservation

(2) : Scores déterminés dans certains cas, mais non reportés sur le compte-rendu
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«» Les valeurs critiques établies pour instaurer la surveillance clinique

Les valeurs seuils de déclenchement d’un suivi échographique par vélocimétrie Doppler
de I’ACM sont définies suivant la méthode de quantification et la spécificité de
I’anticorps. On notera qu’en Allemagne, il n’existe pas de seuil critique défini pour les
anticorps a risque d’anémie feetale, I’appréciation est laissée au centre médical de soins.
En Espagne, le titre seuil valable pour I’ensemble des anticorps est de 128 (1/12).

Pour I’anti-D (12/13), les titres seuils prédominants rapportés sont 16 (6/11, 1 donnée
manguante) et 32 (4/11), avec utilisation des 2 aux Etats-Unis et en Iran. En France et au
Royaume-Uni, le dosage pondéral est I’examen décisif pour déclencher une surveillance
clinique en cas d’anti-D : les seuils sont respectivement de 5 Ul/ml (1pg/ml), et de 4
Ul/ml (0.8pg/ml).

Pour I’anti-K (8 /13), les titres seuils les plus mentionnés sont : 8 (3 /8), 16 (2 /8) et 32 (2
pays/8). A Hong-Kong les titres 8 (AABB) et 32 (BSCH) sont appliqués, suivant le
référentiel des laboratoires. Cependant, pour 3 pays (Royaume-Uni, Espagne et Nouvelle-
Zélande), le suivi clinique est mis en place d’emblée, aucun titre n’ayant été jugé
suffisamment fiable pour prédire la survenue d’une anémie feetale.

Pour I’anti-c (13/13), les titres seuils les plus fréquents, appliqués pour les anticorps
autres qu’anti-D et anti-K (excepté pour la France) sont : 32 (4/10, 3 données
manquantes) et 16 (3/10). En Iran, dans les faits, deux seuils sont disponibles pour les
immunisations érythrocytaires en général, 16 et 32. En France et au Royaume-Uni, le
dosage pondéral est I’examen décisif pour mettre en place une surveillance clinique en

cas d’anti-C : le seuil est a 500 UCHP/ml en France, soit un équivalent a partir d’un étalon

anti-c de 7.5 Ul/ml, comme au Royaume-Uni (Cf. tableaux 6 & 7).
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Pays _Titres critique.s (PSV-ACM) _ Seuils critiques de dosage
Anti-D Anti-K Anti-c Pays pondéral (PSV-ACM)
France 32 (1) 32 4 (1) Anti-D Anti-c
Aucun - Aucun 500 UCHP/mi
Royaume-Uni (dosage Auc,un (.SUIV' (dosage g 5 Ul/ml @
) systématique) ) -
pondéral) ponderal) Royaume-Uni 4 Ul/ml 7,5 Ul/ml
Espagne 128 Aucun (suivi 128
systématique)
1 pug/ml=5 Ul/ml=250 UCHP/m
Ll 32 8 32 1) Au CNRHP : seuil de 500 UCHP/mI
Allemagne Aucun (suivi dépendant du centre de soins) @) sol:ution anti-.Se(;LIore; Mais avec Sn;matzlsr?
Etats-Unis 16-32 8 NR étalon anti-c correspond a 7.5 Ul/ml
Nouvelle- Aucun (suivi
Zélande 16 systématique) 32
Finlande 16 (dans la plupart des cas)
Iran 16-32 | | 16-32
Inde 16
Taiwan NR
Hong-Kong 16 8/32 32
Chine NR NR

(1) En I’absence de résultat de dosage pondéral disponible

Tableau 6 (Gauche). Tableau 7 (Droit). Seuils critiques (titrage et dosage pondéral) pour la mise

en ceuvre d’une surveillance clinique par vélocimétries doppler de I’ACM dans 13 pays.
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Chapitre 2 : Comparaison des methodes de titrage tube-
cytocentrifugation vs carte gel neutre (Biorad®) vs carte gel
IgG (Diamed®)

1. Comparaison de méthodes de titrage : anti-D (RH1)

La comparaison de différentes méthodes de titrage sur une série de 20 échantillons de
plasma/sérum contenant un anti-D a donné les resultats suivants. Les titres étaient
significativement différents entre les 3 techniques (p<0.0001). Les titres obtenus en carte
gel neutre étaient trés modérément supérieurs aux titres en tube, en moyenne + 0.3
dilutions (p=0.02), donc sans impact clinique significatif. Les titres obtenus en carte gel
IgG étaient constamment supérieurs aux titres en technique tube, avec en moyenne +2.8
dilutions (p<0.0001), ce qui est cliniquement significatif (Cf. tableau 8, figure 23).

Les scores de titrage étaient différents entre les 3 techniques (p<0.0001). Les scores du
titrage en tube étaient inférieurs a ceux des autres techniques de titrages (tube vs carte gel
neutre p=0.0089, tube vs carte gel 1IgG p<0.0001) (Cf. tableau 9).

Test Impact
Titres d'anti-D statistique C np
- Significativité  clinique
n=20
3 techniques Friedman p<0,0001
Carte gel neutre vs tube Wilcoxon p=0,02 +0,3d M
Carte gel IgG vs tube Wilcoxon p<0,0001 +2,8d

Tableau 8. Comparaison de méthodes de titrage pour 1’anti-D : titres.

(*) d : dilution.
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Titres d'anti-D

10241
512 O] B @
256 B B B & E Ev
1284 B & B @& v Vv Ve o
64 O] v e o Ve
v 327 B & B & V V e Ve Ve
E 16 o] V V V ¢ e Ve o o
g E o o o v ® Tube
44 Ve v V carte gelneutre
24V e Ve Bl carte gellgG
11 V
0.5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Echantillon
Figure 23. Comparaison de méthodes de titrage pour I’anti-D : titres.
T Moyenn
Scores d'anti-D Statifi?;”e Significativité . Ogees ) |rc|jt§;:fg:1ecgse i
n=20 différences
3 techniques Friedman p<0,0001
Carte gel neutre vs tube Wilcoxon p=0,0089 16,95 [-2;29]
Carte gel IgG vs tube Wilcoxon p<0,0001 40,2 [20; 59]

Tableau 9. Comparaison de méthodes de titrage pour I’anti-D : scores.

2. Comparaison de méthodes de titrage : anti-K (KEL1)

La comparaison de différentes méthodes de titrage sur une série de 20 échantillons de
plasma/sérum contenant un anti-K a donné les résultats suivants. Les titres étaient
significativement différents entre les 3 techniques (p<0.0001). On ne retrouve pas de
différence statistique significative (p<0.99) entre les titres obtenus en technique tube-
cytocentrifugation (référence), et ceux obtenus en carte gel neutre. En revanche, les titres
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obtenus en carte gel 1gG étaient significativement différents (p<0.0001) des titres en
technique tube. On trouve en moyenne +1.7 dilutions en technique carte gel IgG, ce qui
n’est pas cliniquement significatif (Cf. tableau 10, figure 24).

Les scores de titrage étaient différents entre les 3 techniques (p<0.0001). Les scores du

titrage en tube étaient globalement inférieurs a ceux des autres techniques de titrages

(Tube vs carte gel neutre p<0.0001, tube vs carte gel 1IgG p<0.0001) (Cf. tableau 11).

204817

Test Impact
Titres d'anti-K statistique S np
- Significativité  clinique
n=20
3 techniques Friedman p<0,0001
Carte gel neutre vs tube Wilcoxon p>0,99 -
Carte gel 1gG vs tube Wilcoxon p<0,0001 +1,7d

Tableau 10. Comparaison de méthodes de titrage pour 1’anti-K : titres.

Titres d'anti-K

1024 B & C]
5124 O] O]
256 B B & & Ve
1284 (OO} ® o Ve Ve Ve
64 E V e VeVe V V
g 324 o] Ve o V
i
16 4 B 3 B0 Ve
84 B BV V Ve ® Tube
418 B o o o V carte gel neutre
2 ve Vv Bl carte gellgG
14Ve

T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8

T T T T T T T T T T T T
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Echantillon

Figure 24. Comparaison de méthodes de titrage pour I’anti-K

: titres.
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Test Moyenne Intervalle des
Scores d'anti-K statistique S des e
- Significativité ..., différences
n=20 différences
3 techniques Friedman p<0,0001
Carte gel neutre vs tube Wilcoxon p<0,0001 18,05 [0; 35]
Carte gel 1gG vs tube Wilcoxon p<0,0001 26,7 [9;43]

Tableau 11. Comparaison de méthodes de titrage pour I’anti-K : scores.

3. Comparaison de méthodes de titrage : anti-c (RH4)

La comparaison de différentes méthodes de titrage sur une série de 20 échantillons de
plasma/sérum contenant un anti-c a donné les résultats suivants. Les titres étaient
significativement différents entre les 3 techniques (p<0.0001). On ne trouve pas de
différence statistique significative (p=0.06) entre les titres obtenus en technique tube et
ceux obtenus en carte gel neutre. Les titres en carte gel IgG étaient supérieurs (p<0.0001)
aux titres en tube, avec en moyenne +2.8 dilutions, ce qui est cliniguement significatif
(Cf. tableau 12, figure 25).

Les scores de titrage étaient significativement différents entre les 3 techniques (p<0.0001).
Les scores du titrage en tube étaient globalement inférieurs a ceux des autres techniques
de titrages (Tube vs carte gel neutre p=0,015, tube vs carte gel 1gG p<0.0001) (Cf.
tableau 13).

Test Impact
Titres d'anti-c statistique L np
- Significativité  clinique
n=20
3 techniques Friedman p<0,0001
Carte gel neutre vs tube Wilcoxon p=0,063 -
Carte gel 1gG vs tube Wilcoxon p<0,0001 +2,8d

Tableau 12. Comparaison de méthodes de titrage pour 1’anti-C : titres.
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Figure 25. Comparaison de méthodes de titrage pour 1’anti-C : titres.

® Tube

v Carte gel neutre

E carte gelligc

Test Moyenne Intervalle des
Scores d'anti-c statistique S des el
- Significativite ... différences
n=20 différences
3 techniques Friedman p<0,0001
Carte gel neutre vs tube Wilcoxon p=0,016 7,35 [0; 28]
Carte gel 1gG vs tube Wilcoxon p<0,0001 26,95 [0; 55]

Tableau 13. Comparaison de méthodes de titrage pour 1’anti-C : scores.

4. Etude de corrélation entre les techniques/ répartition des différences

de titres

Des tests de corrélation de Spearman ont été effectués et montrent des corrélations

significatives pour les 3 types d’anticorps entre les techniques tube et gel neutre, et entre les

techniques tube et gel IgG (p<0.05). Les coefficients r sont élevés entre les techniques tube

et carte gel neutre pour les 3 types d’anticorps, et entre les techniques tube et carte gel 1gG

pour I’anti-K (r > 0.9). En revanche, le coefficient r est plus bas pour la technique tube vs

carte gel IgG pour I’anti-D et 1’anti-c. Il reste cependant > 0.7 (Cf. figure 26).
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Titres anti-D: correlation tube vs carte gel neutre

Titres anti-D: correlation tube vs carte gel IgG
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Figure 26. Etude de corrélation entre la technique tube et les techniques en carte gel neutre et

carte gel IgG pour I’anti-D, I’anti-K et 1’anti-C.
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Pour chaque échantillon, les valeurs des titres obtenus dans les différentes techniques ont été
comparees entre elles, afin de déterminer si la différence des titres constatés était
systématique (auquel cas une « équivalence » pouvait étre déterminée entre les techniques)
ou si au contraire les différences étaient variables selon les patients.

Pour I’anti-D : les différences de dilutions entre techniques carte gel neutre et tube variaient
de -2 a +1 dilution. Avec la technique en carte gel 1gG, on avait de +1 a +5 dilutions.

Pour I’anti-K : les différences de dilutions entre les techniques en carte gel neutre et tube
variaient de -1 a +1 dilution. Avec la technique en carte gel IgG, on était autour de 0 & + 3
dilutions.

Pour I’anti-c : En technique carte gel neutre les titres étaient de 0 a +2 dilutions supérieurs
aux titres en technique en tube. Avec la technique en carte gel IgG, on avait de 0 a +5
dilutions (Cf. tableau 14).

Différence de titres : carte gel | Anti-D Anti-K Anti-c
neutre (Biorad®) - tube n=20 n=20 n=20
-2 dilutions 1 0 0
-1 dilution 2 4 0
0 dilution 7 13 15
1 dilution 10 3 4
2 dilutions 0 0 1

Différence de titres : carte gel | Anti-D Anti-K Anti-c
1gG (Diamed®)- tube n=20 n=20 n=20

0 dilution 0 2 2

1 dilution 4 5 1

2 dilutions 2 10 7

3 dilutions 9 4

4 dilutions 4 2

5 dilutions 1 4

Tableau 14. Différence de titres carte gel neutre vs tube et carte gel IgG vs tube pour les anti-D, -
K, -c.
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5. Etudes de répétabilité et reproductibilité

Pour les 3 techniques de titrage, les données de répétabilité et de reproductibilité du témoin
titrage anti-D ont été calculées sur des séries d’environ 10 aliquotes. Le titre attendu était de
16 ou 32, soit en nombre de dilutions de raison 2, 4 et 5 dilutions positives. Toutes les
techniques étaient répétables a une dilution pres. Les titres en carte gel IgG étaient d’environ
3 dilutions supérieurs aux titres en technique tube. Le titrage en tube semble présenter des
coefficients de variation sensiblement plus élevés que les méthodes en carte gel, aussi bien

pour les titres que pour les scores du témoin anti-D (Cf. tableaux 15& 16).

ranique Nombrede MOfEIe Eesriope - ot
dilutions dilutions (%)
Répétabilité du témoin anti-D : titres

Titrage en tube N°1 10 4,2 0,4 10%

Titrage en tube N°2 9 5,2(*%) 0,4 8,50%

Titrage en carte gel neutre N°1 11 51 0,3 6%

Titrage en carte gel neutre N°2 9 5 0 0%

Titrage en carte gel 1IgG N°1 10 7,3 0,5 6,60%

Titrage en carte gel 1IgG N°2 9 7,2 0,4 6,10%

Reproductibilité du témoin anti-D : titres

Titrage en tube 29 4,2 0,4 10,30%

Titrage en carte gel neutre 8 51 0,4 6,90%

Titrage en carte gel 1gG 8 7,5 0,8 10,10%

Tableau 15. Etudes de la répétabilité et de la reproductibilité des titres du témaoin titrage anti-D

dans les 3 techniques.

(*) : Préparation d’anti-D différente (13/07/2018 vs 05/12/2017).
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Technique Nombrede  Moyenne  Ecart-type Oio\?;frligzr;;
tests des scores  des scores (%)
Répétabilité du témoin anti-D : scores

Titrage en tube N°1 10 26,3 3,3 12,50%

Titrage en tube N°2 9 34 (%) 3,5 10,30%

Titrage en carte gel neutre N°1 11 54,1 3,7 6,80%

Titrage en carte gel neutre N°2 9 53,6 1,3 2,50%

Titrage en carte gel 1IgG N°1 10 65,6 54 8,30%

Titrage en carte gel 1IgG N°2 9 61,7 2,8 4,60%

Reproductibilité du témoin anti-D : scores

Titrage en tube 29 22,8 4,8 20,9%

Titrage en carte gel neutre 8 52,5 3,2 6,0%

Titrage en carte gel IgG 8 70,3 5,6 7,9%

Tableau 16. Etude de la répétabilité du témoin titrage anti-D dans les 3 techniques et de la
reproductibilité en technique tube.

(*) : Préparation d’anti-D différente (13/07/2018 vs 05/12/2017).



Chapitre 3 : Etude de la robustesse de la technique de
référence de titrage

Des séries de 20-22 échantillons de plasma/sérum de patientes contenant un anti-D

immun ont été testés pour chacun des parameétres du titrage en tube (d aprés la technique
adaptée au CNRHP) supposément critique a évaluer, afin de définir leur impact potentiel
sur les résultats obtenus, et par la méme occasion le cadre de la technique au laboratoire.

L’ensemble des résultats sont consignés ci-dessous :

Test statistique

Titres d'anti-D N=20 Significativité Impact clinique
Hématie-test : D+C+E-c-e+ vs D+C+E+c+e+ Wilcoxon p=0,07 -
Hématie-test : D+C-E+c+e- vs D+C+E+c+e+ Wilcoxon p=0,03 +0.5 dilution
Hématie-test : pool de 3 vs 1 Wilcoxon p=0,7 .
Hématie-test : 2% vs 4% vs 6% Friedman p=0,0056 ;
Hématie-test : 2% vs 4% Wilcoxon p=0,75 .
Hématie-test : 6% vs 4% Wilcoxon p=0,016 -0.6 dilution
Dilution : manuelle vs automatisee Wilcoxon p=0,43 .

Incubation : 45 min vs 60 min vs 75 min Friedman p=0,12 .
Antiglobuline : pure vs diluée au 1/3 Wilcoxon @) p=0,0056 -0.6 dilution
Durée de centri : 60 sec vs 20 sec Wilcoxon @) p=0,002 +0.4 dilution
Durée de centri : 120 sec vs 20 sec Wilcoxon p=0,001 +0.6 dilution
Vitesse de centri : 500 g vs 179 g Wilcoxon p=0,11 .

Vitesse de centri: 779 gvs 179 ¢ Wilcoxon p=0,027 +0.5 dilution

Friedman p=0,88

Lecture : immédiate vs 5 min vs 10 min -

Tableau 17. Etude de la robustesse de la technique de titrage en tube pour I’anti-D : titres.

(1) N=22;(2) N=21. En gras, paramétres de la technique utilisée au laboratoire, p <0.05.
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Scores d'anti-D Le:sztostatistique Significativité mgﬁﬁ?fr;erggzigvalle
Hématie-test : D+C+E-c-e+ vs D+C+E+c+e+ Wilcoxon p=0,043 -3,7[-19; 8]
Hématie-test : D+C-E+c+e- vs D+C+E+c+e+ Wilcoxon p=0,0002 +5,6 [-5 ; 15]
Hématie-test : pool de 3 vs 1 Wilcoxon p=0,63 .
Hématie-test : 2% vs 4% vs 6% Friedman p=0,0035

Hématie-test: 2% vs 4% Wilcoxon p=0,009 4522 ;5]
Hématie-test : 6% vs 4% Wilcoxon p=0,046 -2,6 [-20 ; 6]
Dilution : manuelle vs automatisée Wilcoxon p=0,045 +3,3[-8; 23]
Incubation : 45 min vs 60 min vs 75 min Friedman p=0,045

Incubation : 45 min vs 60 min Wilcoxon p=0,65 -

Incubation : 75 min vs 60 min Wilcoxon p=0,01 +2,5[-3:9]
Antiglobuline : pure vs diluée au 1/3 Wilcoxon @ p=0,0094 4,7[-20 ; 8]
Durée de centri : 60 sec vs 20 sec Wilcoxon @ p=0,023 +3,3[8 ;18]
Durée de centri : 120 sec vs 20 sec Wilcoxon p=0,004 +2,5[-12 ; 8]
Vitesse de centri : 500 g vs 179 g Wilcoxon p=0,014 +3[-5; 12]
Vitesse de centri : 779gvs 179 g Wilcoxon p=0,003 +4,1[-5 ; 15]
Lecture : immédiate vs 5 min vs 10 min Friedman p=0,64 -

Tableau 18. Etude de la robustesse de la technique de titrage en tube pour I’anti-D : scores.

(1) N=22; (2) N=21. En gras, parametres de la technique utilisée au laboratoire, p<0.05.

1. Le phénotype de I’hématie-test : D+C+E+c+e+ vs D+C+E-c-e+, et

D+C+E+c+e+ vs D+C-E+c+e-

Les hématies-tests de phénotype D+C+E-c-e+ ne montraient pas de différence

significative de titre avec les hématies D+C+E+c+e+ utilisées en routine (p=0.07), bien

que I’on observe une tendance a la diminution des titres avec les hématies-tests D+C+E-

c-e+ (Cf. figure 27a). En revanche, les titres d’anti-D étaient modérément plus elevés

(+0.5 dilution) avec les hématies-tests de phénotype D+C-E+c+e- comparativement aux
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hématies-tests D+C+E+c+e+ (p=0.03) (Cf. figure 27b). Les scores d’anti-D étaient
significativement plus bas avec les hématies-tests D+C+E-c-e+ (p=0.043), et plus hauts

avec les hématies-tests D+C-E+c+e- (p=0.0002).
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Figure 27. Influence du phénotype de I’hématie-test sur les titres d’anti-D : D+C+E-c-e+ vs

D+C+E+c+e+ (a) ; D+C-E+c+e- vs D+C+E+c+e+ (b).
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1. Le nombre d’hématies-tests : 1 hématie-test vs pool de 3 hématies-

tests

Aucune différence statistique significative n’a été mise en évidence lorsqu’on remplacait
une hématie-test par un pool de 3 hématies-tests, aussi bien pour les titres (p=0.7), que les
scores d’anti-D (p=0.63) (Cf. figure 28).

Titres: 1 hém atie-test vs Pool de 3
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Figure 28. Influence du nombre d’hématies-test (1 hématie-test vs pool de 3 hématies-tests) sur

les titres d’anti-D.

2. La concentration en hématie-test : 4% vs 2% et 6%

La comparaison des concentrations d’hématie-test 2% vs 4% vs 6% révele une différence
significative aussi bien de titres (p=0.0056), que de scores (p=0.0035). On ne retrouve

pas de différence significative de titres entre les concentrations de 2% et 4% (p=0.75).
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Les scores étaient quant a eux plus faibles avec une concentration de 2% par rapport a 4%
(p=0.009). Avec une concentration de 6%, les titres et les scores étaient modérément plus
faibles qu’a 4% (respectivement, p=0.016, p=0.046) (Cf. figure 29).
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Figure 29. Influence de la concentration en hématies-tests (2% vs 4% vs 6%) sur les titres d’anti-
D.

3. Le mode de dilution : dilution automatisée (TECAN) vs dilution

manuelle

Aucune différence statistique significative n’a été mise en évidence entres titres d’anti-D
obtenus apres dilution automatisee et ceux obtenus aprés dilution manuelle (p=0.43) (Cf.
figure 30). En revanche, les scores étaient légerement plus éleves avec la dilution
manuelle (p=0.045).
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Titres: dilution autom atisée vs manuelle
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Figure 30. Influence du mode de dilution des échantillons (dilution automatisée vs manuelle) sur

les titres d’anti-D.

4. La durée d’incubation : 60 min vs 45 min et 75 min

Aucune différence statistique significative de titres n’a été mise en évidence entre les
temps d’incubation de 45 min, 60 min et 75 min (p=0.12) (Cf. figure 31). Quant aux
scores, ils étaient significativement différents entres les 3 temps d’incubation (p=0.045).
Aucune différence statistique significative de scores (p=0.65) n’était objectivable entre
les temps de 45 min et de 60 min. Avec un temps d’incubation de 75 min, les scores

étaient légérement plus élevés qu’apres 60 min d’incubation (p=0.01).

85



5124

256

1281

64+

321

Titre

0.5

16

Titres: incubation 45 min vs 60 min vs 75 min

O]
e V W
VE e
v
V W W EV W W e
V V W W W e [
V Incubation 45 min
® [V e e ) :
@® Incubation 60 min
18 V v v e Bl incubation 75 min
oV e
T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Echantillon

Figure 31. Influence du temps d’incubation (45 min vs 60 min vs 75min) sur les titres d’anti-D.

5. La concentration en antiglobuline : AGH diluée au 1/3 vs AGH pure

Les titres et les scores d’anti-D étaient modérément plus faibles lorsqu’on utilisait de

antiglobuline pure (IgG, Diagast®), plutdt que diluée au tiers (respectivement, p=0.0056,
-0.6 dilution ; p=0.0094) (Cf. figure 32).
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Figure 32. Influence de la concentration en antiglobuline (AGH diluée au 1/3 vs AGH pure) sur

les titres d’anti-D.

6. La durée de la derniére centrifugation avant lecture : 20 secondes vs

60 secondes, et 20 secondes vs 120 secondes

Les titres d’anti-D étaient modestement supérieurs pour une durée de centrifugation de 60
secondes (p=0.002, +0.4 dilution) ou 120 secondes (p=0.001, +0.6 dilution), chacune
comparées a une durée de 20 secondes (Cf. figures 33a & 33b). Il en était de méme pour

les scores d’anti-D (respectivement p=0.023, p=0.004).
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Titres: durée de centrifugation 20sec vs 60 sec
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Figure 33. Influence de la durée de centrifugation sur les titres d’anti-D :20 sec vs 60 sec (a) ; 20

sec vs 120 sec (b).
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7. La vitesse de la derniére centrifugation avant lecture : 1799 vs 500 g et
179qvs 779 q

On ne retrouvait par de différence statistique significative entre les titres obtenus aprés
une centrifugation a 500 g (2000 tours/min) et ceux obtenus aprés centrifugation a 179 g
(1200 tours/min) (p=0.11) (Cf. figure 34a). En revanche, lorsque vitesse de centrifugation
passait a 779 g (2500 tours/min) les titres d’anti-D étaient modérément supérieurs
(p=0.027, +0.6 dilution) (Cf. figure 34b). Les scores étaient faiblement plus élevés pour
les 2 vitesses de centrifugation comparativement a la vitesse de 179 g (500 g vs 179 g,
p=0.014 ; 779 g vs 179 g, p=0.003).
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Figure 34. Influence de la vitesse de centrifugation sur les titres d’anti-D : 179 gvs 779 g (a) ;
179 gvs 779 g (b).

8. Le délai de lecture des agglutinats : immédiat vs 5 min et 10 min

On ne retrouvait pas de différence statistique significative ni de titres ni de scores entre

les lectures immédiate, différée de 5 et de 10 min apres la fin de la centrifugation

(respectivement, p=0.88, p=0.64) (Cf. figure 35).
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Figure 35. Influence du délai de lecture des agglutinats (lecture immédiate vs aprés 5 min vs aprés

10 min) sur les titres d’anti-D.

9. La variabilité inter-opérateur

Ces données sont antérieures aux études précédentes. Il y avait une différence
significative des titres entre les 5 opérateurs (p=0.0006) (Cf. figure 36) ; on retrouvait un
écart moyen de 2.1 dilutions, ce qui est cliniquement significatif. Il en était de méme pour
les scores (p1=0.0341 ; p2=0.0096). A noter que les scores ont été calculés pour chaque
série de 10 échantillons, car le technicien n°4 avait omis de reporter les scores pour la 1%

série.
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Figure 36. Influence du changement d’opérateur sur les titres d’anti-D.
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DISCUSSION

La MHFN secondaire aux IFME demeure une cause de mortalité, et surtout de morbidité
périnatale & travers le monde. C’est la 1°® cause d’anémie feetale [48]. Pour les anticorps
a risque d’atteinte feetale sévere anténatale (anti-D, -K, -c), sa probabilité d’installation
est déterminee essentiellement par le taux maternel et I’4ge gestationnel. Les grossesses
incompatibles font I’objet d’une surveillance adaptée au niveau de risque encouru

régulierement réévalué.

Chapitre 1 : Les résultats de I’enquéte nationale

Environ 17% des structures juridiques considérées comme laboratoires ont répondu a
I’enquéte. Le test de dépistage de la RAI est un examen de routine pratiqué par la grande
majorité des laboratoires. Ce succes est sans doute a attribuer a I’ampleur de
I’automatisation de cet examen (99% des participants concernés), facilitée par la réponse
binaire attendue (positif vs négatif), sachant que la probabilité d’une positivité est faible
méme dans une population de patients hospitalisés (5%) [49] . On remarque qu’une petite
fraction d’entre eux (9%) ont fait le choix de travailler également avec des hématies-tests
traitées par enzymes pour sensibiliser la technique en cas de grossesse ; seulement, cela
ne fait pas partie des recommandations officielles. Il est vrai d’aprés les données de la
littérature [1, 31] que pour certains anti-D et anti-c, la RAI sur hématies natives pourrait
étre faussement négative bien que les anticorps soient présents a faible taux suite a
immunisation générée lors d’une grossesse antérieure. L’utilisation d’hématies-tests
traitées par enzymes permettrait de les révéler dans ce méme temps. Brossard et al en
2002, recommandaient de toujours utiliser des hématies-tests traitées par protéases
(papaine, broméline, ficine) de ce fait pour le dépistage du 1* trimestre. Clarks et al [50],
n’y trouvaient pas de valeur supplémentaire. Les dépistages du 6° et 8° mois sont dévolus
a rattraper ces situations rares, ainsi que les situations d’immunisation tardive (2"

trimestre), du moins pour 1’anti-D. Pour I’anti-c, étant donné les cas regulierement
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rapportés de défaut de prise en charge lié¢ a un retard de dépistage de I’immunisation, il
pourrait étre intéressant de généraliser également la RAI au 6°™ mois de grossesse chez
les femmes enceintes ¢ négatif (environ 53 % des personnes d’origine asiatique, 20% des
caucasiens, 2% des africains).

L’étape d’identification de la RAI, I’'TAI concerne un nombre plus restreint de
laboratoires. Son interprétation est plus complexe, et requiert de ce fait des compétences
en immuno-hématologie suffisantes. Il en est de méme de sa réalisation, pour laquelle il
est encore aujourd’hui difficile d’éviter la technique manuelle. On peut également penser
au réle joue par les regroupements de laboratoires faisant suite aux exigences
d’accréditation croissantes, et la polarisation des activités en vue d’une plus grande
efficience. L’utilisation d’hématies-tests traitées par enzymes lors d’une 1Al, peut
faciliter I’identification d’un anticorps en faible concentration suivant son profil, lorsque
les réactivités attendues manquent, ou dévoiler une immunisation associée plus faible.
Son emploi systématique en contexte obstétrical n’est pas spécifié dans les
recommandations.

En France, le titrage des anticorps anti-érythrocytaires de la femme enceinte est
uniquement manuel et essentiellement effectué en tube qui est la technique de référence.
Cependant, on assistera peut-étre a un changement des pratiques car dans le dernier arrété

[33], contrairement au précédent [51], aucune mention particuliére ne précise la méthode
a employer, ce qui ouvre le champ aux autres procédés notamment aux techniques en
carte gel. Les informations recueillies relatives a la prestation de conseil fournie aux
prescripteurs sur le titrage nous montrent que si globalement les laboratoires précisent
bien les risques de MHFN, ils auront moins tendance a le faire pour les informations
concernant le lieu de prise en charge du couple mére/enfant. Nous pensons que cela
pourra évoluer favorablement avec le nouvel arrété d’immuno-hématologie qui met
I’accent sur cette prestation de conseils associée au résultat [33].

L’usage du microtitrage est réservé en pratique courante a la quantification des anti-D de
faible intensité trés largement liés a I’administration de la prophylaxie anti-D (anticorps
passifs). Il sert a ajuster la prescription le plus souvent, mais aussi a ne pas méconnaitre
une immunisation active masquée le cas échéant. Son intérét ne semble pas bien

appréhendé par un certain nombre de laboratoires ne le pratiquant pas : 1/3 ne I’adressent
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jamais. L’information transmise a I’obstétricien est des lors incompleéte. De plus, on
constate pour le reste une absence de consensus ; la tendance est de s’inquiéter de la
quantification lorsqu’on n’a pas de notion d’injection de Rophylac®, et/ou lorsque la
réactivité de I’anti-D parait « forte ». Ces 2 derniéres notions sont de bon sens mais ne
permettent pas de se prémunir de rares situations ou une immunisation active est
concomitante de I’administration d’Ig anti-D. Ainsi, la littérature rapporte des cas de
vrais anti-D immuns considérés a tort comme étant d’origine passive [1].

Globalement les examens de RAI, d’IAl et de titrage sont bien pris en charge : ils sont
soit réalisés, soit transmis par 1’ensemble des laboratoires ayant répondu a I’enquéte. Les
différences constatées entre les laboratoires concernent d’une part la prestation de conseil
et d’autre part les situations au cours desquelles ils sont amenés a transmettre ou réaliser
une technique de quantification des anticorps autre que le titrage.

Le groupe de travail de la SFTS qui a proposé le questionnaire a pour objectif principal
I’émission de recommandations détaillées au niveau national pour la prise en charge de la

femme enceinte allo-immunisée ; celles de I’arrété de mai 2018 restent plutdt succinctes.

Chapitre 2 : Les résultats de I’enquéte internationale

L’enquéte internationale menée aupres du groupe de travail « Immunohaematology » de
’ISBT nous apporte des informations sur le suivi immuno-hématologique de la femme
enceinte dans 13 pays ou assimilés comme tels. Pour la majorité des pays, ce suivi
s’appuie sur des recommandations émises par des organismes nationaux (ex : Etats-Unis),
ou des consensus d’experts (ex : Espagne). L’ile de Taiwan est le seul « pays » qui en est
exempt. En 2003, Wu et al [52] stipulaient qu’il n’était pas rationnel d’instituer une
politique de dépistage prénatale a Taiwan compte tenu de la tres faible fréquence de cas
de MHFN secondaires a des allo-anticorps anti-érythrocytaires (0.01%). A ce propos, il
faut rajouter que I’existence de recommandations ne signifie pas que toutes les politiques
se rejoignent. Dans la plupart des pays développeés, a population essentiellement
originaire de I’Europe de 1’Ouest tels que la France, le Royaume-Uni et les Etats-Unis, le

dépistage des anticorps anti-érythrocytaires concerne toutes les femmes enceintes quel
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que soit leur statut pour 1’antigéne D [33, 53, 54]. La Hollande va d’ailleurs plus loin en
matiére de prévention de la MHFN ; la proposition des 2008 d’une surveillance renforcée
chez les femmes ¢ négatif [55] a été entérinée, et son intérét reaffirmé en 2016 [56]. En
revanche, pour I’Inde, pays « émergent », Pahuja et al [57] rapportent que le dépistage
concernerait davantage les femmes D négative ou avec des antécédents de problemes
obstétricaux. Le raisonnement est le méme pour la Chine; Lee et al [58] ralliaient en 2003
une précédente recommandation selon laquelle le dépistage de routine de toutes les
femmes enceintes chinoises ne serait pas digne d’intérét excepté pour celles D négatif ou
avec des antécédents de MHFN, au motif que la prévalence de I’immunisation
cliniguement significative soit de 0.27% avec peu de cas de MHNN dans ce groupe, et le
profil d’anticorps différent (anti-Mi? prédominant) de celui des pays a population
d’ascendance européenne. Le consensus d’experts aurait été émis 1’année derniére. Quant
aux spécificités reconnues comme étant toxiques pendant la grossesse, de nouveau,
Taiwan se distingue par 1’absence d’anti-D. En effet, le phénotype D négatif est peu
courant dans cette population : 99.4% des individus sont D positif [59], comme dans
toute 1’ Asie de 1’Est. Pour rappel, le phénotype D positif est retrouvé chez 82-88% des
sujets caucasiens, 95% des africains (Afrique subsaharienne), et atteint 100% dans
certaines populations d’Asie [60]. Comment dés lors expliquer que I’anti-D soit cité par
la Chine et Hong-Kong ? Pour ce qui est de la Chine on pourrait évoquer la démographie
exceptionnelle, conduisant a dénombrer un nombre de cas conséquent. Hong-Kong se
base sur les recommandations des sociétés anglo-saxonnes (BCSH, AABB), bien que cela
ne soit pas conforme a la realité locale. Le parallele peut étre appliqué & I’immunisation
anti-K non citée par certains pays. En effet, la fréquence de 1’antigéne K est trés faible en
Asie [61] [59]. Pour autant, I’absence d’anti-K en Iran parait surprenante. En 2011,
Kermati et al [62] retrouvaient une fréquence de 8% de I’antigene K dans le Nord-Est du
pays. En 2017, I’article de Shahverdi et al [63], répertorie quelques cas d’anti-K chez des

femmes enceintes iraniennes.
Le titrage est utilisé dans les 13 pays pour le monitoring de la concentration maternelle en
anticorps anti-érythrocytaires pendant la grossesse. Cependant, les pratiques sont

hétérogénes du point de vue de la technique pure et de I’interprétation des résultats. Pour
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la méthode de titrage, bien que celle en tube-cytocentrifugation soit la plus retrouvee, on
observe une émergence de I’emploi de la méthode en carte gel. L’essor du titrage en carte
gel 1gG tient au gain de temps (absence de lavages), et a la moindre variabilité des
résultats inter-laboratoires (lecture en phase solide). Cependant, sa limitation actuelle,
réside dans 1’absence de preuves scientifiques disponibles établissant une corrélation
entre les titres en carte gel 1gG et I’issue clinique (anémie feetale sévere, MHNN).

Ainsi, ce pose le probleme de I’absence de valeurs critiques définies pour décider de la
mise en place d’un suivi échographique. Les deux pays effectuant le titrage en carte gel
en méthode principale n’ont d’ailleurs pas renseigné de titres seuils. En technique tube,
certains pays travaillent sur hématies-tests homozygotes pour 1’antigéne cible, au lieu
d’hématies hétérozygotes supposees refléter davantage la situation obstétricale.

Pour I’évaluation du risque feetal a partir des données biologiques, les titres seuils (tube)
les plus fréquents sont de I’ordre de 16 a 32, et appliqués pour la majorité des anticorps.
Certains pays donnent ces 2 valeurs, ce qui rend compte de la reproductibilité du titrage
qui se situe a une dilution preés. Pour la prise en charge des IFME avec anti-K, 2 camps
s’opposent : Ceux qui considérent qu’aucun titre n’est suffisamment fiable pour prédire la
survenue d’une anémie feetale sévere, et ceux qui disposent de titres seuils pour s’aider.
Certains articles de la littérature étayent le 1*" postulat, on peut citer 1’étude de Rimon et
al [64], pour lesquels les allo-immunisations anti-K devraient étre directement surveillées
par mesures rapprochées du PSV-ACM. En 2001, dans ses recommandations sur le suivi
prénatal et périnatal immunohématologique revisitées pour I’AABB, Judd énonce que la
surveillance des IFME avec anti-K doit étre clinique [54].

Les biologistes du Royaume-Uni ayant répondu a I’enquéte partagent cet avis.
Néanmoins, il est différent des recommandations nationales qui reprennent 1’idée
d’utiliser un titre seuil de 32 [53]. Dans un article trés récent, une équipe néerlandaise
détermine qu’un titre seuil d’anti-K de 4 permettrait de détecter 100% des feetus a risque
[65].

Le score est peu utilisé, Bruce et al ont pourtant démontré qu’il était possible de prédire

la sevérité de la MHFN en se référant a des valeurs de scores seuils (70 pour I’anti-D, 40
pour I’anti-c) aprés une comparaison basée sur les seuils critiques du dosage pondéral
[66].
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D’autres méthodes de dosage existent, et certaines ont montré une meilleure valeur
prédictive positive de la sévérité de I’atteinte feetale que le titrage : comme le dosage
pondéral, la cytométrie en flux, ou ’ELISA [34, 36, 67]. D’ailleurs, la réalisation d’un
dosage pondéral fait partie des recommandations officielles en France [33] pour les
anticorps du systeme Rh. C’est également le cas au Royaume-Uni ou ¢’est 1’ unique outil
biologique pour décider de la mise en place de la surveillance échographique pour I’anti-
D et I’anti-c. La plupart de ces méthodes de quantification des anticorps posent le
probleme de la lourdeur technique, du codt des installations et par conséquent de leur
accessibilité restreinte méme pour les pays développés. On peut ainsi constater comme
c’est le cas pour les tests fonctionnels, que leur maillage a considérablement baissé avec
I’avénement du suivi échographique par vélocimétrie doppler début des années 2000.
Dans un article paru en 1995 dans la revue Vox Sanguinis [68], les procédures des
laboratoires pour la prédiction de la MHFN présentées par les biologistes de plusieurs
pays ont été décrites. Le titrage en tube était réalisé au Canada, aux Etats-Unis, en
Finlande, Pologne ; les tests fonctionnels étaient effectués, en Hollande (ADCC),
Royaume-Uni (CLT), en Pologne (MMA) ; le dosage pondéral au Royaume-Uni, en
Finlande, en Pologne. En France, en 1991, on comptait 5 centres de dosage pondéral.
L’exploration relativement simple, et surtout non-invasive de I’anémie fcetale a autorisé
les obstétriciens a travailler avec des données moins précises, la ou avant I’atteinte d’un
seuil critique faisait discuter une amniocentése ou une ponction de sang feetal avec les

risques qu’on leur connait.
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Chapitre 3 : La comparaison des méthodes de titrage

La comparaison de 3 méthodes de titrage, tube, carte gel neutre (Biorad®) et carte gel
IgG (Diamed®) a été effectuée pour les 3 anticorps les plus dangereux pendant la
grossesse en France (anti-D, anti-K, anti-c). Les titres obtenus en titrage carte gel IgG
étaient supérieurs de plus de 2 dilutions en moyenne aux titres en tube pour les anti-D et
anti-c, ce qui est cliniquement significatif. Les tests de Spearman montrent qu’il existe
des corrélations entre les techniques tube, gel neutre et gel IgG, pour les 3 types
d’anticorps avec des coefficients de corrélation allant de 0.7 a 0.99. Mais pour un titre
donné en tube, les titres trouvés en technique carte gel IgG peuvent varier d’un écart
s’étalant sur 5 voire 6 dilutions, ce qui rend difficile I’établissement d’un facteur de
correspondance entre les techniques. Nos constatations abondent dans le sens de quelques
données de la littérature sur les cartes gel IgG Diamed® [69, 70]. Finck et al [71] ,
rapportaient a I’inverse des résultats proches entre les 2 techniques en se servant de cartes
gel 19G Ortho-Clinical Diagnosis™. C’est un fait connu que le milieu basse force ionique
augmente la sensibilité du test indirect a I’antiglobuline [72]. On peut s’attendre a une
diminution des écarts avec des hématies-tests préparées en milieu salin, mais cela
implique un allongement du temps d’incubation (de 15 min a 60 min). Pour I’anti-K, les
titres en carte gel 1gG étaient supérieurs de 1.7 dilutions aux titres en tube, ce qui est a la
limite de la significativité, avec une variabilité des écarts moindre. Le comportement de
cet anticorps en carte gel 1gG serait singulier, différent des précédents. Ainsi, un
précedent travail conduit au CNRHP retrouvait des titres parfois plus faibles en carte gel
IgG qu’en tube, ce que nous n’avons pas objectivé dans notre série d’échantillons.

Les différences de titres entre carte gel neutre et tube étaient inexistantes ou sans impact
clinique. Notre technique de titrage en carte gel neutre s’apparentait a la technique en
tube a I’exception de la phase de révélation qui se faisait en carte gel neutre. Elle
présentait néanmoins comme inconvenients de necessiter un nombre plus important
d’étapes manuelles (risque d’erreurs, perte en précision) et d’obtenir les culots de fin de
lavages les plus « secs » possible (programme de décantation) pour éviter toute dilution
supplémentaire. Cependant, ce mode de lecture pour lequel la présentation des agglutinats

se fait en phase solide, pourrait expliquer la dilution supplémentaire retrouvee pour un
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certain nombre d’échantillons d’anti-D ; la lecture en tube est plus délicate, car
I’agglutination est labile. Pour 1’anti-c, la comparaison carte gel neutre et tube ne montrait
pas de différence de titres significative, mais un biais a évoquer serait le nombre
d’échantillons de titre <2 dans la série. Il faut tout de méme préciser que la sélection
tenait compte des résultats du dosage pondéral, certains sérums/plasmas contenaient des
taux critiques d’anti-c bien que le titre en tube soit <2. C’est une particularité des anti-C
qui sont le plus souvent de moyenne voire faible affinité, ce qui conduit a des titres tres
faibles, car les anticorps se décrochent lors des étapes de lavages. Ce probléme inhérent a
la technique de titrage en tube, et par conséquent retrouvé avec notre technique adaptée
de titrage en carte gel neutre, la technique de titrage en carte gel 1gG en est exempte. Cela
nous laisse a penser qu’elle pourrait davantage indiquer la concentration en anticorps que
la technique tube dans ce cas distinct. Il serait intéressant de faire une étude de corrélation
entre le titrage en carte gel 1gG, le dosage pondéral, et I’issue clinique pour des IFME
avec anti-c.

Les scores en techniques carte gel (neutre et IgG) étaient clairement supérieurs aux scores
en tube. Un écart d’au moins 10 points serait la limite pour en tenir compte : il était
atteint pour les 3 spécificités testées. En général, on observe avec ces techniques une
décroissance moins réguliére des intensités d’agglutination qui se maintiennent sur un
nombre plus important de dilutions.

Les données de répétabilité et de reproductibilité des 3 techniques suggerent que les
coefficients de variation seraient meilleurs en techniques utilisant les cartes gel
compareées a la technique tube. Cependant, il aurait été préférable de tester un nombre
plus important d’échantillons par série pour 1’affirmer.

Nous n’avons pas étudié le titrage automatisé sur microplaque par immunocapture.
D’apres une étude précédemment menée au CNRHP (2012) avec 1’automate NEO®
Immucor, on retrouvait des écarts de titres d’environ 2 dilutions avec la technique en tube

pour I’anti-D.
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Chapitre 4 : La robustesse du titrage

La modification de certains paramétres faisait varier les titres d’anti-D. Les titres d’anti-D
étaient modérement rehausses (<1 dilution supplémentaire en moyenne) lorsque
I’hématie-test était de phénotype D+C-E+c+e- (vs D+C+E+c+e+), pour une durée de
centrifugation augmentée a 60 secondes ou 120 secondes (vs 20 secondes), et une vitesse
de centrifugation relevée a 779 g (vs 179 g). Le phénotype de I’hématie-test joue sur le
nombre de copies d’antigéne disponibles pour 1’anticorps. Cela prévaut notamment pour
I’antigene D : parmi les phénotypes communs, il est plus exprimé sur les hématies portant
les haplotypes DcE, que DCe [73], d’ou les résultats observés. La durée et la vitesse de
centrifugation influent sur le rapprochement physique des hématies-tests et pourraient
favoriser une meilleure fixation de I’antiglobuline et/ou tenue des agglutinats au moment
de la lecture.

Les titres d’anti-D étaient modérément diminués (<1 dilution d’écart en moyenne)
lorsque la concentration de I’hématie-test était de 6% (vs 4%), et I’antiglobuline utilisée
pure (vs diluée au 1/3). Dans ces deux cas nous suspectons une sortie plus rapide de la
zone d’équivalence Ag/Ac, par exces antigénique pour la concentration en hématie-test a
6%, et par excés d’anticorps IgG avec I’antiglobuline pure pour certains échantillons
d’anti-D. Pour ce qui est de I’antiglobuline, cela devrait étre testé pour chaque nouveau
lot. Les écarts de résultats inter-laboratoires pourraient étre en partie liés a des différences
de concentrations ou de clones suivant le fournisseur.

Il n’y a pas eu de différence de titres d’anti-D mise en évidence pour I’utilisation : d’une
hématie-test de pheénotype D+C+E-c-e+ vs D+C+E+c+e+, d’un pool de 3 hématies-tests
Vs une seule hématie-test, une concentration de I’hématie-test de 2% vs 4%, la dilution
manuelle vs automatisée, un temps d’incubation de 45 min vs 60 min vs 75 min, une
vitesse de centrifugation de 500 g vs 179 g, des temps de lecture immédiat vs aprés 5 min
vs aprés 10 min. L’intérét d’avoir recours a un pool d’hématies-tests est en cours d’étude
au CNRHP pour d’autres spécificités antigéniques qui pourraient se comporter
différemment (Antigenes a fort « effet-dose » comme dans les systemes MNS FY ou JK).
L’automatisation des dilutions permet de standardiser au maximum cette étape, et de

s’affranchir des erreurs de pipetage liées a 1’opérateur. Les résultats obtenus pour les
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temps d’incubation testés suggerent que la tres grande majorité des anticorps anti-D
contenus dans le sérum des patientes est fixée au bout de 45 min d’incubation a 37°C.

Le parametre qui finalement semble avoir le plus d’impact est la variabilité inter-
opérateur. Au CNRHP, le 1* titrage est systématiquement doublé par 2 opérateurs
différents, et un 3™ titrage requis en cas de différence supérieure ou égale a 2 dilutions
pour éviter les sur- ou sous-estimations du titre initial de ’anticorps. Le titrage en
paralléle de la sérotheque pour les échantillons suivants est un autre moyen de garantir un
résultat fiable : ¢’est le mode de fonctionnement préconisé dans les recommandations
francaises. Simultanément a ces mesures, il semble important de bien définir des abaques
de lecture et d’homogénéiser la formation des techniciens en intra-laboratoire.
Généraliser la lecture des échantillons de I’évaluation externe de la qualité a I’ensemble
du personnel permet aussi d’appréhender au sein d’un laboratoire les éventuelles
différences de lecture inter-opérateurs.

Les scores étaient variables, mais ils ne sont renseignés qu’a titre indicatif. Aucun seuil
n’est défini.

Aucun des parameétres « techniques » étudiés pris isolément n’avait d’impact clinique
propre sur le résultat du titrage. Il sera tout de méme aisé d’admettre que la combinaison
de plusieurs particularités dans ces facteurs pourrait mener a des différences de titre > 2
dilutions. Ce qui pourrait justifier I’intérét de s’en tenir dans la mesure du possible a la
méthode de référence ayant servi a I’élaboration des valeurs seuils, ou de définir de
nouvelles valeurs seuils suivant les adaptations de cette technique dans les laboratoires.
Concernant la problématique de la variabilité inter-laboratoire, il semble Iégitime de
I’attribuer a ’absence de standardisation de la technique de titrage en tube qui se décline
plus ou moins bien en conformité avec la technique telle qu’elle fut initialement décrite.
Cependant, si Aubuchon et al [74] peinaient a mettre en évidence une moindre variabilité
avec la standardisation de la méthode, 1’étude menée par Lohith et al [75] auprés d’un
nombre plus important de laboratoires montre que I’harmonisation de la procédure ne
permet pas de réduire comme on pourrait s’y attendre la variabilité des titres inter-
laboratoires. Les hypothéses évoquées sont : le biais induit par 1’opérateur, la lecture du
titre étant subjective que ce soit en 1+ ou en point final (+), les équipements et la diversité

des réglages possibles.
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La faible précision du titrage en tube est embarrassante pour le monitoring des anti-D,
anti-c et des anti-E de concentration intermédiaire, car dans ces configurations ou les
réactivations surviennent dans prés de 50% des cas, on peut craindre un retard au
diagnostic d’une ascension du taux d’anticorps, et donc a la mise en place de la
surveillance clinique. C’est tout I’intérét comme préconisé en France, d’y associer une
technique plus précise de mesure de la concentration en anticorps a I’instar du dosage
pondéral. Les anti-K sont moins sujets aux réactivations, mais de I’expérience du
CNRHP, la variabilité des titres inter-laboratoires avec les anti-K est relativement
importante. Elle serait en partie liée a la finesse des agglutinats formés avec cet anticorps,
plus difficiles a percevoir par I’opérateur (risque de sous-estimation au moment de la
lecture).
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CONCLUSION

Le titrage des anticorps anti-érythrocytaires est 1’examen le plus répandu (quasi-
universel) pour la surveillance biologique des taux d’anticorps chez les femmes enceintes
allo-immunisées exposees au risque de MHFN. Le titrage donne une information
importante sur 1’affinité des anticorps, donc sur la dangerosité et le risque foetal associé.
Le titrage en tube est la technique de référence, mais parmi ses inconvénients on compte
une mauvaise reproductibilité intra et surtout inter-laboratoire, et la difficulté de
I’automatiser. Les alternatives a la technique de titrage en tube plus « récentes »,
automatisables, devraient prendre leur I’essor dans les prochaines années en France, et a
I’international. Cependant, que ce soit le titrage en carte gel IgG dont nous avons montré
qu’il donnait souvent des résultats supérieurs par rapport a la technique de référence, ou
le titrage en plaque par immunocapture, ces nouvelles techniques nécessitent encore la

définition de seuils adaptés pour la mise en place d’une surveillance clinique feetale.
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TITRE
Titrage des anticorps anti-érythrocytaires : place dans le suivi des allo-immunisations feeto-maternelles, comparaison de méthodes, et

étude de robustesse de la technique de référence.

RESUME

INTRODUCTION : L’incompatibilité feeto-maternelle érythrocytaire hors systéme ABO touche environ 1/1000 naissances. L’anti-D
(RH1), I’anti -K (KEL1) et I’anti-c (RH4) sont responsables de 1’essentiel des formes sévéres d’expression anténatale. La mise en
place d’une surveillance échographique feetale dépend du taux maternel d’anticorps, et le titrage est la méthode de quantification la
plus accessible.

MATERIEL ET METHODE : D’une part, nous avons réalisé deux enquétes, une auprés des laboratoires frangais, et une aupres des
membres d’un groupe de travail international sur le suivi immuno-hématologique de la femme enceinte. D’autre part, nous avons
procédé a une comparaison de différentes méthodes de titrage pour les 3 anticorps cités précédemment, et réévalué la robustesse de la
technique de référence en tube pour ’anti-D, souvent décriée pour son manque de reproductibilité.

CONCLUSION : Les résultats des enquétes confirment la 1% place du titrage. En France, le dosage pondéral plus précis lui est
néanmoins associé pour les anticorps du systéme Rh. A ’échelle internationale, la technique de titrage en carte gel IgG prend de
I’ampleur. La comparaison des techniques de titrage en tube, carte gel neutre et carte gel IgG révéle des titres plus élevés en technique
carte gel IgG, mais ’amplitude des écarts et leur variabilité rendent difficile I’extrapolation simple des résultats d’une technique a
I’autre. Quant a la robustesse de la technique en tube, nos résultats corroborent la précision a une dilution prés de la technique ; le

facteur critique est la variabilité inter-opérateur qu’il est toutefois possible de minimiser.

MOTS-CLES
Titrage des anticorps anti-érythrocytaires ; quantification des anticorps anti-érythrocytaires ; maladie hémolytique du feetus et/ou du

nouveau-né ; incompatibilité feeto-maternelle érythrocytaire ; anti-D ; suivi immuno-hématologique de la femme enceinte.

TITLE
Red cell antibody titration: place in the follow-up of alloimmunization in pregnancy, comparison of methods, and study of robustness
of the reference tube test.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Out of the ABO system, alloimmunization in pregnancy affects approximately 1/1000 births. Anti-D (RH1), anti
K (KEL1), and anti-c (RH4) are responsible for the majority of severe forms that develop before birth. The implementation of a fetal
ultrasound monitoring depends on the antibody maternal rate, and titration is the most accessible quantitation assay.

MATERIAL AND METHOD: On haematological follow-up in pregnancy, we conducted two surveys, one was sent to French
laboratories, and one to the members of an international task force. In addition, we proceeded to a comparison of various methods of
titration for the 3 previously quoted antibodies, and revalued the robustness of the reference method (tube technique) for anti-D, often
criticized for its lack of reproducibility.

CONCLUSION: The results of investigations confirm antibody titration as the first-line test. In France, quantitation by continuous
flow analysis is more precise but associated with titration for Rh system antibodies. Titration by 1gG column agglutination methods
expands worldwide. The comparison of titration between different available methods (tube, neutral column agglutination cards, and
1gG column agglutination cards) reveals higher titers with IgG column agglutination test, but the simple projection of the results from
a technique to another is difficult because of the amplitude of disparities and their variability. Concerning the robustness of the
conventional tube test, our results confirm that the precision is about one dilution; the critical factor is the inter-operator variability

that, however, appears possible to minimize.

KEYWORDS
Antibody titration ; red cell antibody quantitation ; fetal-maternal incompatibility ; maternal red-cell alloimmunization ; haemolytic

disease of the fetus and newborn ; anti-D ; immunohaematological follow-up in pregnancy.
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