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Introduction  

 Le système Rhésus représente la première source d’incompatibilité transfusionnelle en 

France. Bien que présent uniquement au niveau érythroïde, certains antigènes de ce système 

sont fortement immunogènes, en particulier l’antigène RH1(D). En transfusion on estime 

qu’un patient dépourvu de cet antigène a 20% de risque de s’allo-immuniser par production 

d’anticorps anti-RH1 si on lui administre un concentré de globules rouges (CGR) RH:1(D+) (1). 

Si cette synthèse d’anticorps est bénigne pour l’hôte dans la plupart des cas, la grossesse reste 

une situation particulière. En effet, les allo-anticorps sont surtout des immunoglobulines de 

classe IgG pouvant passer la barrière fœto-placentaire (BFP). Si une femme enceinte RH:-1(D-

) (environ 15% de la population caucasienne) possède des allo-anticorps anti-RH1(D), via une 

sensibilisation par transfusion antérieure ou grossesse précédente, ces derniers peuvent avoir 

des conséquences graves pour le fœtus s’il possède l’antigène RH1(D). On parle alors 

d’incompatibilité fœto-maternelle érythrocytaire (IFME), et, dans le cas de l’antigène RH1(D), 

il en découle un risque de maladie hémolytique fœtale et néonatale (MHFN) grave. La 

stratégie de suivi de grossesse actuellement préconisée en France est formalisée dans les 

Recommandations de Pratique Clinique (RPC) du Collège National des Gynécologues et 

Obstétriciens Français (CNGOF) et comprend, entre autres, des bilans d’immunohématologie 

érythrocytaire (IHE) réguliers. Des analyses IHE sont d’abord effectuées pour déterminer s’il 

existe un risque d’incompatibilité, et puis d’autres analyses sont à prévoir durant la grossesse 

selon si une IFME est avérée.  

En France, une stratégie préventive ciblée est disponible en cas d’IFME impliquant 

l’antigène RH1(D) : l’utilisation d’immunoglobuline anti-RH1 (Ig anti-RH1(D)) si une femme 

RH:-1(D) attend un/des enfant(s) RH:1(D+). Ce médicament prévient la rencontre entre les 
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hématies fœtales et le système immunitaire (SI) maternel, en augmentant la vitesse 

d’élimination des hématies D+ complexées avec l’Ig anti-RH1(D). Cependant, son statut 

d’anticorps anti-RH1(D) de nature IgG ne le rend pas différenciable des anticorps produits lors 

d’une allo-immunisation. Et son utilisation proposée de manière systématique lors de 

situations à risque peut sembler paradoxale en raison de sa nature de médicament dérivé du 

sang (MDS). 

Le travail présenté ici a pour objectif de mettre en place au LBM de l’Établissement 

Français du Sang Auvergne-Rhône-Alpes (EFS AURA) une technique permettant d’aider à 

répondre à ces problématiques : un microtitrage ou microdosage des anticorps anti-RH1(D). 

Cette analyse est conçue pour pouvoir rendre une valeur numérique de concentration en 

anticorps RH1(D) dans l’organisme qu’il est possible de comparer à des abaques basés sur la 

pharmacocinétique des Ig anti-RH1(D). Ainsi, ce test est en mesure de différencier un allo-

anticorps d’un anticorps passif provenant de l’injection d’Ig anti-RH1(D), et peut permettre 

également de s’assurer qu’une femme enceinte non immunisée ayant reçu des Ig anti-RH1(D) 

est bien protégée. Dans ce dernier cas, lors d’une situation à risque d’hémorragie fœto-

maternelle (HFM), le microtitrage pourra aider à déterminer si une nouvelle injection d’Ig anti-

RH1(D) est nécessaire ou non. 

Après un rappel des particularités IHE du suivi d’une femme enceinte RH:-1(D-), ce 

travail a pour objectifs la conception analytique de la méthode de microtitrage et la 

comparaison de différents supports microfiltration pour peut-être automatiser la technique. 

Des pistes d’indications du microtitrage sont aussi proposées d’après l’état actuel des 

connaissances sur cette analyse, les recommandations d’organismes nationaux et 

internationaux, et les autres techniques disponibles. 
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Partie 1 : Synthèse bibliographique 
 

1. Physiopathologie de l’Incompatibilité fœto-maternelle érythrocytaire (IFME) 
 

1.1. Étiologie de l’IFME 

 

1.1.1. Le système Rhésus 

 

Le système Rhésus (Rh) doit son nom au singe Macacus rhesus ayant permis la mise en 

évidence du premier antigène de ce système : l’antigène RH1 ou « D ». En 1939, Levine et 

Stetson mettent en évidence un anticorps après la réaction transfusionnelle sévère d’une 

femme de groupe sanguin O venant d’être transfusée par le sang de son mari (également de 

groupe O) juste après son accouchement. Le nouveau-né souffre d’anémie hémolytique. 

L’anticorps sérique présent chez la mère reconnaît les hématies de son mari et de son enfant, 

et agglutine 85% des sujets européens compatibles en ABO, d’où l’hypothèse que la mère se 

soit allo-immunisée contre l’antigène érythrocytaire de son fils, hérité de son mari. L’année 

suivante, grâce à des hématies de Macacus rhesus, Landsteiner et Wiener produisent un 

anticorps agglutinant 85% des hématies des donneurs de sang de New York, qu’ils nomment 

« anti-Rhésus ». Bien que finalement les deux anticorps étudiés soient différents, le nom 

« d’anticorps anti-Rhésus » est resté pour l’anticorps humain. De nombreux antigènes sont 

ensuite ajoutés à ce système (plus de 60 antigènes répertoriés aujourd’hui). En 1962, 

Rosenfield propose une nomenclature numérique attribuant un chiffre à chaque antigène 

(« RH1 » pour l’antigène D par exemple), et les études en biologie moléculaire des années 

1980 ont permis de déterminer les bases génétiques des antigènes Rh : le gène RHD et le gène 

RHCE portés par le chromosome 1, codant respectivement pour les antigènes RH1(D) et 

RH2(C)/ RH3(E)/ RH4(c)/ RH5(e).   
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En France, on compte environ 1 à 1,1 millions de grossesses par an, incluant les 

grossesses vivantes, les fausses couches spontanées (FCS), les grossesses extra-utérines (GEU) 

et les interruptions médicales volontaires de grossesse (IMVG) entre autres (2). Environ 15% 

de la population caucasienne, 5% de la population africaine, 2% de la population indo-

eurasienne et < 1% de la population chinoise est RH:-1 (2,3). Cela permet d’estimer environ 

150 000 – 165 000 femmes RH:-1 enceintes chaque année en France dont 90 000 (environ 

60%) porteuses d’un fœtus RH:1 (75 000 après 28SA) et donc en situation d’IFME et à risque 

d’allo-immunisation anti-RH1(D) en l’absence de prophylaxie.  

 

1.1.2. L’IFME : définition et épidémiologie 

 

L’incompatibilité fœto-maternelle érythrocytaire (IFME) est une situation où un conflit 

immunologique existe entre les antigènes érythroïdes du fœtus et le système immunitaire (SI) 

de la mère. Des hématies fœtales portant un antigène étranger d’origine paternelle passent 

dans la circulation maternelle lors de situations à risque (voir Annexe I) et le SI maternel est 

susceptible de produire en réponse un allo-anticorps contre cet antigène, immunisant ainsi la 

mère contre les globules rouges de son enfant. Ce dernier est alors à risque de développer 

une maladie hémolytique fœtale ou néonatale (MHFN). Le passage d’hématies fœtales dans 

le sang maternel se produit généralement lors d’HFM durant la grossesse. Si plus d’une 

centaine d’antigènes ont été impliqués dans les IFME, les plus fréquents sont ceux des 

systèmes Rhésus, Kell, Duffy, Kidd et MNS. Ils sont exclusivement érythrocytaires et bien 

développés chez le fœtus avant 6 semaines d’aménorrhée (SA) (4). 
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1.1.3. L’hémorragie fœto-maternelle (HFM) 

 

L’hémorragie fœto-maternelle correspond au passage d’hématies fœtales dans la 

circulation maternelle durant la grossesse ou lors de l’accouchement (5). Si ce phénomène est 

connu depuis plus d’un siècle, ce n’est qu’en 1954 que Chown and al le démontrèrent avec 

des tests sérologiques (6), et, en 1957, l’équipe d’Enno Kleihauer énonce le principe du test 

éponyme, encore utilisé de nos jours en routine, pour quantifier ces globules rouges fœtaux 

(7). L’HFM peut survenir dès le premier trimestre (8), de manière spontanée ou induite par 

des gestes obstétricaux ou traumatiques (amniocentèse, version par manœuvre externe, 

ponction de sang fœtal). 

 

1.1.4. Quels facteurs de risques d’IFME ? 

 

Dans la population caucasienne, en dehors du système ABO, les antigènes les plus 

immunogènes sont, dans l’ordre : l’antigène RH1(D), KEL1(K), RH4(c) et RH3(E). Ainsi 3 de ces 

4 antigènes proviennent du système Rh, et 1 du système Kell. Plusieurs études relèvent 

l’importance de la compatibilité ABO entre la mère et le fœtus (8–10). Selon Bowman, le 

risque d’allo-immunisation anti-Rh est d’environ 16% si le fœtus est compatible en ABO avec 

sa mère, contre 1,5-2% s’il ne l’est pas. L’hypothèse d’une prise en charge et élimination plus 

rapide des hématies fœtales dans le second cas est souvent retenue, permettant ainsi de 

limiter le risque d’immunisation (11).  

L’immunogénicité des antigènes n’est pas le seul facteur de variabilité dans la survenue 

d’une allo-immunisation : la dose d’antigènes administrée, la densité antigénique sur les 

hématies et la génétique du patient sont aussi à prendre en compte. Ainsi, parce que le volume 

de sang fœtal lors d’une hémorragie fœto-maternelle (HFM) est plus faible que lors d’une 
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transfusion, la fréquence d’immunisation est plus faible lors d’une grossesse que lors d’une 

transfusion incompatible (3). Néanmoins, l’antigène KEL1(K) est estimé plus immunogène que 

les antigènes des systèmes Duffy ou Kidd, bien que sa densité antigénique érythrocytaire soit 

plus faible. La méthode de classification semble donc complexe et un facteur relatif au statut 

répondeur de chaque individu est sûrement à prendre en compte.  

Par exemple, il a été relevé des titres plus élevés d’anticorps anti-RH1(D) pour des 

patientes HLA-DQB1*0201 (12), ou alors un risque d’allo-immunisation anti-RH1(D) durant la 

grossesse plus élevé pour une mère HLA-A3 (13). Cela peut interroger sur l’implication de 

facteurs génétiques relatifs au phénotype HLA des individus autour des situations d’IFME. Les 

individus de phénotype « D faible » issus de certaines variations du gène RHD, auraient un 

risque très faible, mais non nul, de s’allo-immuniser contre des hématies de phénotype 

RH:1(D+) (14). Certains scientifiques ont également noté que les protéines D et CcEe ont 

davantage d’acides aminés différents (35 aa) que les protéines C et c (4 aa). La finalité de 

l’argument est qu’un individu D- aurait plus de risques de s’immuniser par du sang D+ qu’un 

individu C- (et donc c+) par du sang C+, car, dans le second cas, le nombre d’aa différent est 

bien moindre (3). 

Le risque principal d’une allo-immunisation est une conséquence clinique grave lors 

d’une grossesse suivante, ou transfusion ultérieure, impliquant une hémolyse. Dans le cas de 

la grossesse, le risque se situe chez le fœtus et le phénomène se nomme : maladie 

hémolytique fœtale et néonatale (MHFN). 
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1.2. La Maladie Hémolytique Fœtale et Néonatale (MHFN) 

 

1.2.1. Rappels sur l’hémolyse 

 

 L’hémolyse est un processus physiologique libérant l’hémoglobine dans la circulation 

sanguine. La molécule d’hème est ensuite dégradée par l’hème oxydase en monoxyde de 

carbone et biliverdine, elle-même métabolisée en bilirubine par la biliverdine reductase. Puis 

cette bilirubine non conjuguée se lie à l’albumine plasmatique pour être transportée jusqu’au 

foie où elle est conjuguée à un groupement glucuronosyl. Ce n’est qu’après cette étape que 

la bilirubine conjuguée peut être éliminée par les voies biliaires et les selles (voir Figure 1 issue 

de l’article de Phyllis and al (15)). 

 

Figure 1: Voie métabolique de la dégradation de l'hème et formation de la bilirubine d’après 
l’article de Phyllis et al (15) 
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 Chez le nouveau-né, un ictère physiologique peut avoir lieu durant les premiers jours 

de vie. En effet l’enzyme de conjugaison hépatique UGTT1A1 (Uridine Diphosphate 

Glucuronosyl Transferase) prenant en charge la bilirubine liée à l’albumine n’est présente à la 

naissance qu’à environ 1% de sa concentration adulte, et augmente jusqu’à 100% en 14 

semaines (16). Cela est couplé à une hémolyse importante les premiers jours de vie du fait 

d’une hématocrite élevée et une durée de vie raccourcie des hématies à la naissance, 

entrainant un excès de bilirubine non conjuguée pouvant saturer l’albumine. L’excès de 

bilirubine sérique se distribue alors dans les tissus, dont la peau et les muqueuses, pour 

donner une coloration jaune au nouveau-né (ictère). Celle-ci est normalement réversible 

après la fin du pic d’hyperbilirubinémie à 1 semaine de vie environ (17). Le risque d’une 

hyperbilirubinémie prolongée et/ou de trop forte intensité réside surtout dans sa 

neurotoxicité. En effet, en cas de saturation de l’albumine, la bilirubine non liée passe la 

barrière hémato-encéphalique et peut entrainer un ictère nucléaire ou kernictère (15). 

Dans le cas général d’une MHFN, les anticorps maternels accélèrent l’hémolyse 

causant, chez le fœtus, à la fois une anémie et une hyperbilirubinémie. Dans les formes les 

plus sévères, l’anémie fœtale résultante peut donner un état d’anasarque avec une mort 

fœtale in utero, ou une anémie néonatale avec hyperbilirubinémie néonatale rendant le 

nouveau-né ictérique et pouvant entrainer une encéphalopathie hyperbilirubinémie (ictère 

nucléaire) (18). 

 

1.2.2. De la MHN à la MHFN 

 

Le premier cas de maladie hémolytique périnatal a été décrit en 1609 par la sage-

femme française Louise Bourgeois, concernant deux jumeaux présentant des symptômes 
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différents : l’un était hydropique et l’autre présentait l’équivalent actuel d’un ictère nucléaire 

(9). Ce n’est qu’en 1932 que l’hydrops fœtal, l’ictère grave et l’ictère nucléaire furent reliés en 

une même pathologie dénommée érythroblastose fœtale dont les premiers cas furent décrits 

chez le nouveau-né, d’où le nom de « maladie hémolytique du nouveau-né » (MHN ou 

MHNN). (4). Puis, de façon générale, le suivi de la grossesse par une équipe spécialisée a 

permis l’exploration de cette maladie au stade fœtal, et le nom est devenu « maladie 

hémolytique fœtale et néonatale » (HMFN)  (19). Cette maladie correspond à une anémie 

hémolytique et survient des suites du passage d’allo-anticorps dirigés contre des antigènes 

fœtaux d’origine paternelle à travers le placenta, causant une hémolyse des globule rouges 

fœtaux (20), parfois complétée d’une inhibition de l’érythropoïèse fœtale dans le cas 

d’anticorps anti-KEL1(K) (21). 

 

1.2.3. Caractéristiques des anticorps pour un passage transplacentaire 

 

 Les anticorps pouvant aboutir à une MHFN peuvent provenir d’une hétéro-

immunisation « naturelle » (anti-A, anti-B) ou une allo-immunisation après transfusion ou 

HFM. Cependant, ils doivent être des immunoglobulines de classe G (IgG) qui sont les seules 

à pouvoir passer la barrière fœto-placentaire (BFP) et entrainer une hémolyse fœtale (22).  

Le passage transplacentaire des IgG est un phénomène actif via les récepteurs FcRn 

placentaires. Ce phénomène initialement protecteur permet au fœtus d’obtenir une 

immunité passive pendant sa vie fœtale et ses premiers mois de vie, le temps que son propre 

système immunitaire soit fonctionnellement mature. Ce passage commence vers la fin du 

premier trimestre de grossesse dans l’espèce humaine, principalement sur les cellules du 

syncytiotrophoblaste, mais évolue linéairement en cours de la grossesse. De 5-10% des taux 
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d’IgG maternelles vers 17-22 SA, le fœtus finit par disposer de 120 à 130% des concentrations 

maternelles en anticorps à terme, preuve du caractère actif du transfert (23). Des quatre sous-

classes d’IgG, les IgG1 et IgG4 passent le plus efficacement le placenta (22). 

Les IgG1 et IgG3 sont les sous-classes responsables de maladies hémolytiques et les 

IgG1 entraineraient des cas d’anémies plus sévères que les IgG3. Le transfert d’anticorps de la 

mère à l’enfant est proportionnel au taux d’immunoglobulines maternelles et à l’intégrité du 

placenta. Pour pouvoir entrainer une IFME, l’IgG doit également avoir une affinité suffisante 

pour l’antigène et pouvoir aussi activer les récepteurs Fc des macrophages. Ils sont aussi 

toujours actifs à +37°C (24). 

 

1.2.4. Spécificité des anticorps 

 

Lorsqu’une allo-immunisation est suspectée chez une femme enceinte, il est essentiel 

d’identifier l’anticorps impliqué car de sa spécificité va dépendre la gravité potentielle de 

l’immunisation (voir Tableau I). En effet certains anticorps ne peuvent entrainer une MHFN 

car ce sont des immunoglobulines de classe M (IgM) dont la structure pentamérique 

imposante empêche le passage de la BFP. D’autre part, certains antigènes sont encore absents 

des hématies au stade fœtal, ne permettant pas une immunisation maternelle en cas d’IFME. 

Les deux arguments précédents peuvent s’appliquer au système Lewis par exemple (24).  

Concernant l’antigène RH1(D), on estime qu’il est développé au niveau des hématies 

fœtales dès le 30ème jour de gestation et est donc théoriquement capable d’induire des 

hémolyses fœtales par allo-immunisation maternelle à partir de cette période (4). 
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Tableau I : Spécificité des anticorps et le risque d'anémie sévère associé 
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Le système ABO est le système le plus impliqué dans les MHFN, surtout dans le cas 

d’une mère O avec un fœtus A, AB ou B, mais donne rarement une maladie clinique. Les 

symptômes apparaissent le plus souvent en post-natal et ils n’incluent pas d’anémie fœtale 

sévère ni de prise en charge supplémentaire (11). Plus généralement, les anticorps immuns à 

risque d’hémolyse post-natale comprennent les anticorps anti-RH1(D), anti-KEL1(K), anti-

RH4(c), anti-RH2(C), anti-RH8(Cw), anti-RH3(E), anti-RH5(e). Les trois premiers peuvent aussi 

entrainer une hémolyse in utero et anémie fœtale (24). Ce phénomène est très rare pour les 

allo-immunisation anti-RH3(E). Les anticorps anti-KEL1(K) ont également la particularité 

d’entrainer une baisse de l’hématopoïèse en recouvrant les précurseurs érythroïdes dans la 

moelle osseuse. Cela empêche la correction physiologique des anémies et peut avoir des 

conséquences cliniques lourdes, pas forcément bien corrélée aux titres de l’anti-KEL1(K) (25). 

Si l’antigène RH1(D) est le premier antigène responsable d’IFME à risque de MHFN 

d’importance clinique, comme mis en évidence sur la Figure 2 ci-dessous, d’autres ont été 

décrits comme les antigènes KEL1(K), RH4(c), RH3(E), JK1(Jka), FY1(Fya) et RH2(C), ou encore 

des combinaisons d’antigènes avec en première ligne les antigènes RH1(D)+RH2(C) et les 

antigènes RH1(D)+RH3(E) (26). 

Figure 2 : Répartition des anticorps à risque d'anémie fœtale sévère lors d'IFM (Poster SFTS 
présenté à l'ISBT en juin 2018 sur cohorte CRNHP du 01/07/2007 au 31/12/2016) 
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2. Prise en charge d’une IFME à risque de MHFN 
 

2.1. Suivi de la grossesse en IHE 

 

Comme évoqué précédemment, environ 90 000 grossesses de femmes RH:-1 avec des 

fœtus RH:1 sont recensées chaque année en France. Lors de telles grossesses, deux situations 

biologiques peuvent se présenter : soit la femme enceinte est déjà immunisée et doit ainsi 

bénéficier d’un suivi spécialisé durant sa grossesse, comprenant titrages, dosages pondéraux 

réguliers de ses anticorps anti-RH1(D) et des explorations médico-techniques pour évaluer et 

prendre en charge une potentielle anémie fœtale ; soit la femme enceinte n’est pas 

immunisée et son suivi a alors pour but de prévenir son allo-immunisation.  

La surveillance en immunohématologie érythrocytaire de la femme enceinte a ainsi 4 

objectifs : dépister une allo-immunisation, surveiller son évolution, assurer la sécurité 

transfusionnelle et mettre en œuvre la prophylaxie de l’immunisation anti-RH1.  

 

2.1.1. Aspects règlementaires 

 

 Les examens médicaux obligatoires durant la grossesse sont formalisés dans l’article 

R2122 du Code de la Santé Publique (CSP) et sont au nombre de sept pour une grossesse 

évoluant à son terme, selon la version du texte en vigueur depuis le 27 mai 2003 en France. 

Concernant l’IHE, l’article R2122-2 prévoit lors du premier examen prénatal, en cas de 

première grossesse, une détermination des groupes sanguins (A, B, O, phénotypes RH 1, 2, 3, 

4, 5 et KEL1) si la patiente ne possède pas de carte de groupe sanguin complète (deux 

déterminations). C’est lors de ce premier examen, avant la fin du troisième mois de grossesse, 

que le phénotype Rh de la patiente doit être connu. Selon les RPC du CNGOF, si la mère est 
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RH:-1, elle doit recevoir une information sur l’immunisation anti-RH1(D) en termes de 

dépistage, suivi et prévention. A cette occasion, le phénotype RH:1 du conjoint est à 

documenter. Si l’on est en situation d’IFME impliquant l’antigène RH1(D), c’est-à-dire si le 

conjoint est RH:1(D+) ou inconnu, un génotypage fœtal est proposé, permettant de 

déterminer si une potentielle allo-immunisation anti-RH1 est à anticiper lors du suivi de la 

grossesse. Si tel est le cas, alors une prophylaxie par immunoglobulines anti-RH1(D) doit être 

proposée à la mère. En effet, il est maintenant recommandé en France de limiter cette 

prophylaxie aux seules femmes RH:-1 enceintes d’un fœtus RH:1. 

 

Lors du premier examen prénatal, le CNGOF recommande également la réalisation 

d’une RAE. Si celle-ci est négative, une RAE de contrôle doit être réalisée au cours du sixième 

mois de grossesse, idéalement entre 26 et 28 SA. Si cette dernière est également négative et 

date de moins de 7 jours, une injection d’Ig anti-RH1(D) à 28SA est recommandée, après 

l’obtention du consentement de la patiente.  

 

Le délai maximal de 7 jours entre la dernière RAE négative et l’injection d’Ig anti-

RH1(D) n’est pas toujours respecté en pratique. Dans le cas, lors d’examens IHE ultérieurs où 

la RAE identifie un anticorps anti-RH1(D), le test de microtitrage développé ici peut être 

recommandé pour confirmer que la concentration d’Ig anti-RH1(D) retrouvée est en accord 

avec la date de l’injection. Cela permet de sécuriser l’absence d’immunisation avant injection 

d’Ig anti-RH1(D). 
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2.1.2. La Recherche d’anticorps anti-érythrocytaires (RAE) 

 

La RAE est un dépistage des anticorps dirigés contre les antigènes érythrocytaires (hors 

système ABO). Le plasma du patient est mis en contact d’hématies-tests de groupe sanguin O 

et de phénotypes sélectionnés et connus, en utilisant une technique d’hémagglutination 

comme le Test Indirect à l’Antiglobuline (TIA). Les anticorps de nature IgM (anticorps naturels 

irréguliers) sont naturellement agglutinants, mais les anticorps immuns IgG ne peuvent 

agglutiner seuls des hématies et nécessitent l’ajout dans le milieu réactionnel d’anticorps anti-

IgG (antiglobuline) permettant de provoquer une agglutination macroscopique. 

   

Figure 3: Résultats en technique tube (à gauche, positif du tube 01 au tube 06) / microplaque 
(au milieu, panel de dépistage Diagast® sur Qwalys®) / gel filtration (à droite, panel 
d’identification Grifols®, positifs dans les puits 04, 05 et 08)  

Source : site internet ToutSurlatransfusion (https://www.toutsurlatransfusion.com/immuno-
hematologie/recherche-anticorps/realisation.php) 

 

 Selon l’arrêté du 15 mai 2018, la RAE comporte 2 épreuves : une épreuve de dépistage 

utilisant 3 hématies-tests, et, en cas de positivité, une épreuve d’identification sur au moins 

10 hématies-tests. La composition des panels d’hématies-tests est règlementé pour pouvoir 

mettre en évidence les anticorps dirigés contre les antigènes RH1(D), RH2(C), RH3(E), RH4(c), 

RH5(e), KEL1(K), KEL2(k), KEL4(Kpb), FY1(Fya), FY2(Fyb), JK1(Jka), JK2(Jkb), MNS1(M), 

MNS2(N), MNS3(S), MNS4(s), LE1(Lea), LE2(Leb), P1(P1), LU2(Lub) en épreuve de dépistage 

et, en plus, les anticorps dirigés contre les antigènes RH8(Cw), KEL3(Kpa) et LU1(Lua) en 

épreuve d’identification. Cela comprend ainsi les anticorps à incidence obstétricale et 
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transfusionnelle. Pour confirmer la spécificité d’un anticorps identifié en RAE, elle doit être 

présente sur au moins 3 hématies présentant l’antigène correspondant et absente sur au 

moins 3 hématies dépourvues de l’antigène. Des panels complémentaires d’hématies-tests 

sont généralement disponibles si besoin en laboratoire. 

 Une RAE a un délai de validité de 72h précisément, pouvant être étendue à 21 jours 

sur dérogation médicale en cas d’absence de transfusion, de greffe et de grossesse dans les 6 

derniers mois. Pilier de la sécurité immunologique transfusionnelle, elle est obligatoire avant 

toute transfusion de concentré de globules rouges (CGR) et 3 semaines environ après une 

transfusion pour vérifier l’absence d’immunisation post-transfusionnelle.  

Si la RAE est positive, notamment à un anticorps anti-RH1(D), elle est complétée d’un 

titrage +/- dosage pondéral selon le titre, à répéter régulièrement, pour compléter 

l’exploration de l’anticorps identifié. Un génotypage fœtal sur sang maternel peut aussi être 

recommandé pour certains anticorps (D, E, c et K). Ces examens de suivi permettent de 

pouvoir diagnostiquer une situation à risque de MHFN sévère et de justifier un suivi rapproché 

jusqu’à la fin de la grossesse.  

 

2.1.3. Le groupage sanguin fœtal 

 

 Historiquement pratiqué sur prélèvement invasif au cours d’une amniocentèse ou 

choriocentèse (27), le génotypage fœtal est maintenant recommandé par PCR sur sang 

maternel. En effet, si le prélèvement invasif permet de pouvoir phénotyper directement le 

fœtus, le geste invasif peut provoquer une allo-immunisation ou augmenter le titre d’un 

anticorps. Il pourrait aussi augmenter le risque de fausse couche spontanée (FCS) bien que la 

puissance statistique de cette affirmation puisse encore être débattue (28). Principalement 
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recommandé chez la femme enceinte RH:-1 non immunisée avant l’injection d’Ig anti-RH1(D), 

ce test peut aussi être proposé pour une femme enceinte immunisée contre l’antigèneRH1(D) 

pour pouvoir alléger son suivi de grossesse si son fœtus est RH:-1, comme indiqué dans la 

Figure 4 ci-dessous. 

 

Figure 4: Indications de génotypage RHD fœtal pour une femme enceinte selon qu’elle soit 
immunisée ou non contre l’antigène RH1(D) (Dr Mailloux, CNRHP, 2015) 

 

 Le génotypage fœtal sur sang maternel est un test de diagnostic prénatal (DPN) 

encadré par le décret n°2006-1661 du 22/12/2006 modifiant le Code de la Santé Publique 

(CSP) en application de la loi de bioéthique du 06/08/2004. Deux déterminations sont ainsi 

cotées dans la nomenclature des analyses de biologie médicale : 4085 et 4086, après l’arrêté 

du 24 mai 2017 et l’inscription au journal officiel le 22 juin 2017. Ce génotypage Rhésus D 

fœtal est pris en charge par la sécurité sociale depuis le 13 juillet 2017. La demande d’analyse 

doit obligatoirement être accompagnée d’un consentement éclairé signé par la patiente. 
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Le test consiste en une amplification par PCR de certains exons du gène RHD (29). La 

mère RH : -1 étant normalement dépourvue de ce gène, seul l’ADN fœtal présent dans le sang 

maternel permet de positiver le test. D’abord basé sur l’amplification d’un seul exon, la 

technique s’est affinée en ciblant 3 exons afin de pallier certaines erreurs de détections dans 

les populations non caucasiennes, notamment le pseudogène ψ, et certains variants ou gènes 

hybrides pouvant rendre le résultat faussement positif (7 ; 18). 

Les limites connues de cette approche incluent également des risques de faux négatif 

si la quantité d’ADN fœtal est insuffisante dans le sang maternel, réduisant l’efficacité de 

l’étape d’extraction et, par la suite, celle d’amplification par PCR (29). En réponse à cette 

limite, le CNOGF recommande de renouveler le génotypage sur sang maternel après quelques 

semaines si la première détermination est négative. Le premier génotypage est recommandé 

à partir de 12 SA bien que la sensibilité du test semble très bonne après 10 SA et jugée 

excellente à 15 SA (32).  

 Le génotypage fœtal a permis de diminuer le nombre d’injection inutiles d’Ig anti-

RH1(D) en les réservant aux femmes RH:-1 porteuses de fœtus RH:1. On estime qu’environ 

40% des femmes RH:-1 sont porteuses de fœtus RH:-1, l’injection d’Ig anti-RH1(D) étant inutile 

chez elles. 

 

 

2.2. Prise en charge d’une allo-immunisation maternelle 
 

2.2.1. Impact d’une allo-immunisation dans le suivi de la grossesse 

 

 Une RAE positive durant la grossesse va nécessiter une prise en charge particulière et 

différente selon l’anticorps identifié. En effet, tous les anticorps n’ont pas la même 
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dangerosité et tous n’impliquent pas un risque de MHFN. Comme indiqué sur la Figure 5 et 

décrit précédemment, les anticorps à risque d’anémie fœtale sévère in utero sont les anticorps 

anti-RH1(D), RH3(E) (rarement), RH4(c) et Kell(K). Ceux-ci vont donc demander un suivi 

biologique et médico-technique renforcé durant le reste de la grossesse.  

Dans un premier temps, le phénotype du géniteur est à renseigner. Si ce dernier ne 

présente pas l’antigène à risque et que sa paternité est certaine, alors le suivi de la grossesse 

peut être allégé. Dans le cas contraire, un génotypage du fœtus est nécessaire pour 

déterminer s’il présente le gène codant pour l’antigène concerné, ou non (33). Un génotypage 

positif confirme la situation d’IFME et doit programmer un suivi du titre +/- concentration de 

l’allo-anticorps maternel afin d’anticiper le recours à l’échodoppler. 

 

 

Figure 5 : Conduite à tenir selon la spécificité de l’anticorps identifié en RAE lors d’une grossesse 
selon les recommandations du CNRHP en 2015 
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2.2.3. Le titrage d’anticorps 

 

Dans le cas d’une suspicion d’allo-immunisation fœto-maternelle, lorsque la RAE est 

positive et identifie un anticorps à risque de MHFN, le titrage de cet anticorps permet d’en 

évaluer l’affinité pour l’antigène cible et ainsi évaluer le risque de MHFN clinique.  

Le titrage des anticorps est un test indirect à l’antiglobuline anti-IgG sans ajout de LISS 

(solution de basse force ionique), basé sur la dilution géométrique de raison 2 du plasma ou 

sérum de la patiente. Les différentes dilutions sont ensuite mises en contact avec un pool de 

trois hématies natives hétérozygotes pour l’antigène correspondant à l’anticorps identifié.  

Après une heure d’incubation, le titre retenu est égal à l’inverse de la première dilution 

donnant une agglutination 1+. Par exemple, si cette image se retrouve après une dilution au 

1/4 du plasma, le titre de l’anticorps est 4.  

       

Figure 6: Résultat d’un titrage en technique tube (à gauche). Le titre retenu est l’inverse de la 
dilution du premier tube cotant « + » selon les critères de cotation d’intensité à droite. 

 

En France, selon l’arrêté du 26 avril 2002 modifiant l’arrêté du 26 novembre 1999 

relatif à la bonne exécution des analyses de biologie médicale, la technique de référence est 

la technique en tube, utilisant des hématies natives en solution saline 0,15M. Elle doit être 

standardisée vis-à-vis de ces réactifs (antiglobuline, phénotype érythrocytaire des hématies) 

et par rapport à un standard anti-RH1(D) de titre connu. L’échantillon précédent, congelé, s’il 
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est disponible, doit être repris en parallèle. Les hématies utilisées dans le cas d’anti-RH1(D) 

sont de phénotype RH :1,2,3,4,5 pour les anti-RH1(D) purs ou associés à une anti-RH2(C) ou 

anti-RH3(E). Pour les autres anticorps à tester, l’expression des antigènes correspondant doit 

être hétérozygote, ce qui n’est pas toujours le cas dans la littérature, posant des problèmes 

de comparaison. 

En effet, la technique tube est la technique de référence mais elle présente les 

contraintes de ne pas être automatisable et d’avoir un grande variabilité de lecture inter-

opérateur. Depuis plusieurs années, des tests sur des techniques en carte-gel ont lieu et la 

revue de la littérature proposée par Lieberman et al en 2021 fait état d’une disparité entre les 

hématies-tests utilisées (phénotype homozygote ou hétérozygote de l’antigène d’intérêt) 

limitant les comparaisons possibles (34). Pour autant, la technique gel a pour avantage d’être 

automatisable, plus facile et rapide à réaliser. Elle semble plus sensible que la technique tube, 

rendant des titres plus élevés. Concernant l’anticorps anti-RH1(D), Novaretti et al indique une 

grande variation du titre retrouvé en gel pour un titre en tube donné (voir Figure 7 issue de 

son article (35)). Un seuil de criticité biologique pour cette technique n’a pas encore été 

déterminé et une comparaison sur un grand nombre d’échantillons serait à envisager (36). 

 

Figure 7 : Titres d'anti-D déterminés par technique tube conventionnelle (CTT), testés en gel 
où une variation du titre semble s’observer, repris de l’article de Novaretti et al (35) 



35 
 

En France, le CRNHP recommande la réalisation d’un dosage pondéral en plus du 

titrage d’anticorps anti-RH1(D) afin d’obtenir une estimation plus précise de la concentration. 

En effet, pour l’allo-immunisation anti-RH1(D) le risque d’anémie fœtale sévère in utero est 

défini selon le résultat du dosage pondéral avec un seuil à 1 µg/mL comme résumé sur la 

Figure 8 ci-dessous. Le Tableau II nuance cependant ce seuil selon l’avancée de la grossesse. 

 

Figure 8: Arbre décisionnel des grossesse avec allo-immunisation anti-RH1(D) d’après le Dr 
Mailloux (33) 

 

 Chez une femme enceinte, après un titrage d’anticorps anti-RH1(D) de titre inférieur 

à 4 en technique tube, Cortey et al (33) recommande d’utiliser le microtitrage pour orienter 

sur son origine  (allo-anticorps ou anticorps passifs après injection d’Ig anti-RH1(D)) d’où 

l’intérêt de développer cette technique. 

 

2.2.4. Le dosage pondéral d’anticorps 

 

 En parallèle du titrage de l’anticorps, pour un titre d’anticorps anti-RH1(D) supérieur à 

8 en technique tube, un dosage pondéral de l’anticorps est recommandé pour évaluer la 

concentration des anticorps plus précisément qu’avec le titrage. Lors de la découverte d’un 
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allo-anticorps anti-RH1(D) par exemple, le dosage pondéral est recommandé pour avoir des 

concentrations initiales. Par la suite, le titre est suivi et peut être complété d’un dosage 

pondéral lors d’une variation franche du titre, afin d’obtenir une nouvelle valeur de 

concentration de l’anticorps anti-D (33). 

 Le dosage pondéral est basée sur un principe d’hémagglutination en flux continu via 

un « autoanalyser », comme décrit par Moore et al en 1969 (37) ; voir Figure 9). 

 

Figure 9: Schéma d'un AutoAnalyseur d'hémagglutination en flux continu (Moore et al (37)) 

 

En France, elle est utilisée pour doser les anticorps anti-RH1, 2, 3, 4 et 5. Pour l’anticorps 

anti-RH1, des hématies-tests RH1 sont mises en contact avec le sérum des patientes. Les 

agglutinats formés en cas de réaction positive (présence d’anticorps anti-RH1) sont enlevés et 

les hématies restantes sont lysées. L’automate mesure ensuite l’absorbance de cet hémolysât, 

dont l’intensité est inversement proportionnelle à la concentration en anticorps RH1 du sérum 

de la patiente. La concentration retrouvée est enfin comparée à une gamme étalon de 

concentrations connues en anticorps anti-RH1(D) pour déduire celle de la patiente.  

Cette technique possède un coefficient de variation élevé : entre 5 et 20%. Ainsi, une 

variation du taux d’anticorps n’est jugée significative qu’à partir de 30% (12 ; 27).  
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Il existe 2 variantes de cette technique (39) :  

- la variante « 2 temps » : les hématies-tests sont prétraitées par broméline, facilitant la 

fixation des anticorps sur les hématies et permettant un dosage global des IgG et IgM 

- la variante « 1 temps » : la broméline est ajoutée directement dans le circuit, 

détruisant beaucoup d’IgG3 et ne permettant de doser presque que les anticorps de 

haut affinité IgG1 

Le résultat d’un dosage pondéral s’exprime en µg/mL pour les Ig anti-RH1, et en unité 

internationale (UI/mL) ou en unités locales (CHP/mL) pour les Ig anti-RH2/3/4/5, avec la 

conversion : 1 µg/mL = 5 UI/mL = 250 UCHP/mL pour les Ig anti-RH1. Les anticorps à risque 

d’anémie fœtale sévère in utero possèdent un seuil critique (voir Tableau II (40)), au-dessus 

duquel de nouvelles mesures de suivi de la grossesse sont recommandées selon la CNGOF.  

Tableau II : Valeurs seuils critiques d'alerte des principaux anticorps à risque fœtal (40) 

 

 Le dosage pondéral a pour inconvénients de nécessiter un automate spécialisé 

encombrant dédié à cette analyse, pour lequel la mise au point est assez difficile. Cette 

technique n’est utilisée couramment qu’en France et au Royaume-Uni pour évaluer le risque 

de MHFN (41).  
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Concernant les anticorps anti-RH1(D), il est recommandé par la SFTS de répéter le titrage 

et dosage pondéral tous les 15 jours à partir de 18 SA comme indiqué sur la Figure 10. Un 

dosage pondéral supérieur 1 µg/mL va cependant conditionner le suivi obstétrical de la 

patiente, passant d’un suivi échographique standard à un suivi échographique rapproché et 

un suivi non invasif de diagnostic d’anémie fœtale par mesure du pic systolique de vélocité   

de l’artère cérébrale moyenne (PSV-ACM) toutes les semaines.  

 

2.2.5. Prise en charge fœtale  

 

Si historiquement, les examens fœtaux dépendaient de techniques invasives, de 

nouvelles techniques non invasives supplantent maintenant les premières. Ainsi la mesure de 

la densité optique sur liquide amniotique après amniocentèse et le calcul de l’indice de Liley 

publié en 1961 sont considérés comme obsolètes. Il est actuellement recommandé d’utiliser 

la mesure du pic systolique de vélocité de l’artère cérébrale moyenne (PSV-ACM). Cet examen 

non invasif permet d’estimer l’hémoglobine fœtale avec une excellente sensibilité et ainsi 

diminuer le recours aux gestes invasifs. Le PSV-ACM mesuré est ensuite comparé aux valeurs 

définies par l’équipe de Mari and al (42) selon l’âge gestationnel pour donner une valeur en 

MoM (multiple of median). Une valeur ≥ 1,5 MoM signe une anémie fœtale à 8 g/dL ou moins 

(33) et, couplée à la spécificité de l’anticorps retrouvé, elle impose une surveillance par 

mesure du PSV-ACM une à deux fois par semaine afin d’anticiper une baisse de l’hémoglobine 

fœtale. Cet examen permet ainsi de programmer une ponction de sang fœtal en cas d’anémie 

avérée selon la mesure du PSV-ACM (43). La méthode invasive de ponction de sang fœtale est 

ainsi limitée et le recours à une transfusion in utero (TIU) pour corriger l’anémie est souvent 

retardé. 



39 
 

En pratique, les situations cliniques reconnues à risque d’anémie fœtale sont adressées 

à un Centre Pluridisciplinaire de Diagnostic Prénatal (CPDPN) (44) et l’équipe spécialisée aura 

pour charge de dépister et traiter les anémies fœtales avant le stade d’anasarque. Les actes 

transfusionnels seront alors prévus après organisation entre le CPDPN, le CNRHP et les centres 

de compétences (33). D’autres examens peuvent aider à la détection de signes d’anémie 

fœtale, comme le suivi par échographie morphologique et le rythme cardiaque fœtal. 

La prise en charge d’une anémie fœtale, en anténatal, peut passer par des transfusions 

in utero (TIU), bien qu’elles présentent un risque supplémentaire d’allo-immunisation (45). 

Les produits transfusés doivent être de groupe O RH:-1 et respecter le phénotype étendu 

maternel pour éviter une nouvelle immunisation. Les CGR sont réduits de volume en cas de 

TIU afin d’obtenir une hématocrite > 70% et sont compatibilisées avec le plasma maternel. La 

première transfusion peut avoir lieu dès 17 SA et le rythme des TIU est fonction du taux 

d’hémoglobine initial et celui atteint en fin de transfusion. Elles peuvent être programmées 

jusqu’à l’accouchement (42). Durant une TIU, l’hémoglobine est suivie régulièrement, avec 

pour but d’atteindre le 75e percentile du terme. 

Une alternative à une ultime TIU peut aussi passer par un accouchement prématuré 

(44). En effet, en cas d’IFME diagnostiquée in utero, il n’existe pas de bénéfice à prolonger la 

grossesse après 37 SA, âge gestationnel à partir duquel l’enfant n’est plus considéré comme 

prématuré. Comme énoncé précédemment, la concentration fœtale en anticorps, qui 

augmente beaucoup en fin de grossesse par transfert actif placentaire, augmente le processus 

d’hémolyse. La Société Française de Transfusion Sanguine (SFTS) a ainsi mise au point un arbre 

de recommandations avec le CNRHP pour la prise en charge de patientes enceintes allo-

immunisée qui est représenté par la Figure 10 ci-dessous.  
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Figure 10 : Arbre décisionnel en cas de RAE positive lors d’une grossesse (SFTS 2017) 

 

2.2.6. Prise en charge néonatale 

 

 A la naissance, un test direct à l’antiglobuline (TDA) est effectué sur sang de cordon ou 

sang veineux périphérique afin de confirmer l’allo-immunisation si le test est positif. Dans ce 

cas, le résultat indique que des anticorps sont fixés sur les hématies du nouveau-né. Une 

technique d’élution suivie d’une identification par TIA peut ensuite permettre de confirmer la 

spécificité des anticorps à l’origine de l’IFME. 

L’ictère du nouveau-né peut être pris en charge par photothérapie intensive continue, 

qui transforme la bilirubine non-conjuguée cutanée en photo-dérivés éliminés directement en 

court-circuitant l’étape de conjugaison hépatique qui est l’étape limitante du métabolisme 

chez le nouveau-né. Dans le cas d’une hyperbilirubinémie sanguine sévère nécessitant une 
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correction rapide, il peut être pratiqué une exsanguino-transfusion (EST). Cet acte consiste en 

un remplacement d’une grande partie de la masse sanguine du nouveau-né par le sang total 

reconstitué issu d’un donneur, en simple ou en double volume. Cela permet également d’aider 

à corriger l’anémie néonatale, et d’éliminer une partie des anticorps et hématies recouvertes 

d’anticorps (en cas de TDA fortement positif) en plus d’éliminer une partie de la bilirubine. En 

cas d’anémie avec anasarque sans ictère, une « EST partielle » peut être pratiquée (46). 

 

Figure 11: Facteurs influençant l'efficacité de la photothérapie pour corriger 
l'hyperbilirubinémie néonatal, selon l’article d’Academy et al (46) 

 

Ainsi, une allo-immunisation contre l’antigène RH1(D) peut avoir des conséquences 

graves pour un fœtus/nouveau-né, pouvant éventuellement mettre en jeu son pronostic vital 

et impliquer des thérapeutiques lourdes. Heureusement, depuis plusieurs décennies 

maintenant, une stratégie de prévention existe : l’immunoprophylaxie par injection 

d’immunoglobuline anti-RH1(D) (Ig anti-RH1(D)). 
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3. Prévention d’une immunisation anti-RH1(D) 
 

3.1. Historique de la stratégie préventive en France 

 

 En France, les premiers protocoles de prévention de l’allo-immunisation anti-RH1(D) 

remontent au début des années 1970s. Suivant les données de l’étude de Pollack et al de la 

fin des années 1960s démontrant l’efficacité sur le taux d’immunisation anti-RH1(D) d’une 

dose intramusculaire de 300µg d’Ig anti-RH1(D) dans les 72h suivant l’accouchement (47), les 

Ig anti-RH1(D) furent d’abord utilisées exclusivement lors de l’accouchement des femmes RH:-

1 avec un nouveau-né RH:1. Puis la pratique s’est généralisée aux situations identifiées comme 

à risque d’HFM durant la grossesse (voir Annexe I) ce qui a permis de diviser par 10 environ le 

taux d’immunisation chez les femmes enceintes entre 1970 et 1995 (48). Malgré cela, un 

risque résiduel d’allo-immunisation anti-RH1(D) fut estimée en Ile-de-France à 0,9 pour 1000 

naissances, soit environ 750 femmes en 1995. Si les raisons évoquées de ce risque impliquent 

surtout des non-administrations malgré indication ou une posologie inadéquate non basée 

sur le test de Kleihauer, il est estimé que 25% des allo-immunisations anti-RH1(D) seraient 

spontanées et échapperaient donc à la prévention ciblée (49). 

Ce dernier élément a motivé le CNGOF à recommander en 2005 une prophylaxie 

systématique à 28 SA chez les femmes enceintes RH :-1 non immunisée contre l’antigène D en 

plus de la prévention ciblée en cours de grossesse et après l’accouchement (32). L’ajout d’une 

prévention systématique au 3ème trimestre, déjà pratiquée par d’autres pays développés, fut 

démontré comme efficace par la revue bibliographique de Parant et al de 2006 (50).  Le 

Tableau III de l’article de MH Poissonnier (51) ci-dessous résume les recommandations 

actuelles de suivi et prise en charge d’une femme enceinte RH :-1 non immunisée.  
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Tableau III : Recommandations pour la prise en charge des femmes enceintes RH:-1 et la 
prévention de l’allo-immunisation anti-RH1 (CNGOF, 2006) 

 

Malgré cela, si l’allo-immunisation anti-RH1(D) n’est apparemment plus 

l’immunisation la plus fréquente durant la grossesse, au point de devenir un évènement 

d’incidence rare, elle reste une part importante de cas de fœtus gravement affectés durant la 

grossesse d’après des études de pays développés ayant recommandé le même type de 

prévention à 28SA (52,53). 

 

 

Figure 12 : Fréquence des anticorps lors d’allo-immunisation fœto-maternelles pour 1000 
échantillons selon les articles de la littérature repris dans l’article de Pal et al (53) 
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3.2. L’immunoglobuline anti-RH1(D) (Ig anti-RH1(D)) 

 

3.2.1. Présentation du médicament 

 

 L’Ig anti-RH1(D) est une immunoglobuline spécifique de type IgG dirigée contre 

l’antigène RH1(D) des érythrocytes. Elle est collectée par plasmaphérèse de volontaires sains 

RH :-1 hyperimmunisés par l’injection répétée d’hématies RH:1. Le bénévolat pour cette 

pratique en France a été interdite en 1980. Ainsi la grande majorité des Ig anti-RH1(D) 

proviennent de donneurs rémunérés en Amérique du Nord (48). La spécialité utilisée en 

France est le Rhophylac® qui a remplacé la spécialité Natead® le 21 juillet 2005 mais elle est 

commercialisée en Suisse depuis 1996, en Allemagne depuis 2002, ainsi que dans d’autres 

pays européens et aux Etats-Unis depuis 2004. Le Rhophylac® 300µg contient, selon son RCP, 

84,1% d’IgG1, 7,6% d’IgG2, 8,1% d’IgG3 et 1,0% d’IgG4. 

 En France, le Rhophylac ® possède deux présentations galéniques : des seringues 

préremplies de 300µg/2mL et 200µg/2mL qui peuvent être administrées en intramusculaire 

(IM) ou en intravasculaire (IV). Ces présentations galéniques ont orienté le choix français d’une 

prévention systématique par injection de 300µg à 28 SA plutôt que deux injections de 100µg 

à 28 et 34 SA comme effectuée au Royaume-Uni. Etant un produit dérivé du sang, il existe un 

risque théorique de transmission d’agents pathogènes, bien qu’à ce jour, aucun cas de 

transmission virale n’a été rapportée (2). L’élimination virale s’effectue par une combinaison 

de traitements solvant-détergent et nanofiltration (48). 

 L’immunoprophylaxie par Ig anti-RH1(D) est utilisée depuis plusieurs décennies, bien 

que le mécanisme d’action ne soit pas encore précisément connu. Des hypothèses existent, 

notamment la saturation des sites antigéniques RhD des hématies fœtales, 

l’immunomodulation par liaison du fragment Fc des Ig anti-RH1(D) aux récepteurs FcγRIIB 



45 
 

(CD34) des lymphocytes, ou encore l’élimination des hématies RH:1 fœtales dépendante de la 

capacité des Ig anti-RH1(D) à lier ces hématies et les récepteurs FcγRIII (CD16) des cellules 

phagocytaires (48). La dernière hypothèse semble bien corrélée à l’efficacité des Ig anti-

RH1(D) (54). A contrario, ces immunoglobulines ne semblent pas masquer entièrement les 

sites antigéniques, environ 8% théoriquement avec 100µg d’Ig anti-RH1(D) pour 5 mL 

d’hématies fœtales (55). Les Ig anti-RH1(D) n’activent pas le complément ; la phagocytose 

reste donc l’hypothèse principale d’élimination des hématies fœtales (48). 

 

3.2.2. Pharmacocinétique 

 

 D’après les données de Cortey et al (56), les Ig anti-RH1(D) type Rhophylac® se 

répartissent entre le secteur vasculaire et extravasculaire en 48h. Cela rejoint les observations 

du Dr Dupont  notant l’absence de corrélation en technique de microtitrage entre les 

concentrations mesurées et théoriques sur des prélèvements datant de moins de 48h après 

l’injection de Rhophylac®(57). Une fois réparties entre les deux secteurs, les Ig anti-RH1(D) ont 

une demi-vie d’élimination d’environ 3 semaines et peuvent donner des RAE positives 

pendant 1-3 mois pour une dose initiale de 100µg ou 2-4 mois pour une dose initiale de 300µg 

(56). Ce dernier point est évidemment dépendant de la consommation éventuelle des 

anticorps par des HFM, parfois silencieuses, au cours de la grossesse. Ainsi, après l’injection 

systématique à 28 SA, on peut s’attendre à voir une RAE positive à l’accouchement, et l’aide 

interprétative de la technique de microtitrage est bien documentée dans ce cas pour 

distinguer des anti-RH1(D) passifs d’une allo-immunisation dès lors que les dates d’injections 

et doses de Rhophylac® administrés sont documentés (39). 
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 Les formes galéniques IM et IV du Rhophylac® ne semblent pas différer en efficacité 

ou sécurité (58) dans le même système de prévention pré- et post-natal qu’actuellement en 

France. L’étude de Bichler et al (59) comparant la pharmacocinétique des formes IV et IM de 

300µg lors de la prévention systématique à 28 SA conclut à des concentrations moyennes 

d’anti-RH1(D) différentes jusqu’à 7 jours après administration mais elles semblent devenir 

comparables à partir 2-3 semaines post-administration (voir Figure 13). 

 

Figure 13: Moyenne (et écart-type) des concentrations sériques en IgG anti-D après injection 
de 300µg d'immunoglobulines anti-D à 28 SA de grossesse montrant des concentrations 
devenant comparables à partir de 2 semaines après administration de Rhophylac®, d’après 
l’article de Bichler et al (59) 
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3.2.3. Indications du Rhophylac® en France 

 

En France, les indications actuelles de ce médicament, disponibles dans le résumé des 

caractéristiques du produit (RCP), comprennent une prophylaxie antepartum et postpartum. 

La première inclut une « prévention planifiée » faisant référence l’injection à 28 SA, et une 

« prophylaxie à la suite de complications de grossesse » (listées en Annexe 1). La prévention 

postpartum correspond à l’accouchement d’un nouveau-né RH:1 chez une femme RH:-1.  

Ces indications ont été revues par la Commission de la Transparence de la HAS lors de 

son avis du 31 mars 2010.  Au premier trimestre, une injection de 200µg de Rhophylac® est 

recommandée pour tous les évènements de l’Annexe I sans limite inférieure d’âge ni test de 

Kleihauer nécessaire. Au second trimestre, les évènements à risque modéré de passage 

d’hématies fœtales (métrorragies, cerclage du col utérin et menace d’accouchement 

prématuré nécessitant un traitement) ne nécessitent pas non plus de test de Kleihauer et 

peuvent nécessiter 200µg de Rhophylac®, alors que les évènements à risque importants de 

passage d’hématies fœtales voient leur dose recommandée dépendre d’un test de Kleihauer. 

L’injection systématique du troisième trimestre s’effectue à 28 semaines 

d’aménorrhée (28 SA +/- 1 SA) et est de 300µg en IM. Cette prophylaxie systématique fait 

écho à des immunisations mises en évidence à cette période après des HFM silencieuses, sans 

forcément de signes cliniques apparents (60). En cas d’oubli, un rappel de 300µg peut être 

réalisé jusqu’à 32 SA. Après 32SA, le rappel sera de 200µg. Après cette injection systématique, 

il n’est pas nécessaire de répéter les RAE pour dépister une immunisation anti-RH1 jusqu’à 

l’accouchement. À ce moment, un phénotype du nouveau-né est réalisé pour confirmer son 

phénotype RH1(D)-positif et la mère bénéficie d’une nouvelle injection de Rhophylac® dans 

les 72h suivant le postpartum. Une ou plusieurs doses complémentaires peuvent être 
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administrées selon le résultat du test de Kleihauer. En cas d’oubli de cette injection, un rappel 

peut être réalisé jusqu’à 30 jours après l’accouchement. 

 Une zone d’ombre dans les indications de la HAS concerne le troisième trimestre dans 

le cas d’évènements à risque d’hémorragie fœtale après l’injection systématique anténatale 

de 300µg. La question de réinjecter du Rhophylac® à la mère peut se poser, ainsi que de savoir 

si suffisamment d’Ig anti-RH1(D) est encore présent pour protéger la mère d’une allo-

immunisation anti-RH1 jusqu’à l’accouchement. Le microtitrage peut ici avoir un intérêt. 

 

3.3. Adapter la dose d’Ig anti-RH1(D) 
 

 L’étude de 1990 de Sebring et Polesky (61) semble indiquer que le volume de sang 

fœtal concerné dans les HFM est souvent très faible : moins de 0,05mL dans 74% des cas, 

moins d’1mL dans 96% des cas, moins de 2mL dans 97,1% des cas et moins de 30mL dans 

99,67% des cas. Le seuil souvent retenu pour qualifier une HFM d’importante est 30mL car il 

correspond au volume théorique neutralisé par 300µg d’Ig anti-RH1(D), soit 20µg/mL 

d’hématies fœtales (62). Si ces hémorragies massives sont rares, estimées à environ 3 pour 

1 000 naissances (5), l’incidence des HFM augmente avec l’avancée de la grossesse (63) et cet 

argument a contribué à l’injection systématique de 300µg d’Ig anti-RH1(D) à 28 SA.  

 

3.3.2. Le Test de Kleihauer 

 

 Le Test de Kleihauer est un test diagnostique permettant de distinguer les hématies 

adultes des hématies fœtales, inscrit au Journal officiel en 2007 d’après l’arrêté du 24 janvier 

de la même année. Ce test est basé sur la propriété d’acido-résistance de l’hémoglobine 

fœtale. Sur frotti sanguin, les hématies sont fixées à l’alcool, traitées par tampon acide, et puis 
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colorées en rose pour identifier les hématies fœtales qui retiennent le colorant à ce pH. Le 

frotti est ensuite lu au microscope et les hématies fœtales sont comptées sur environ 10 000 

globules rouges adultes. L’origine fœtale de telles hématies comptées chez une femme 

enceinte a été démontrées par Zipursky et al (8). Une persistance d’hémoglobine fœtale dans 

certaines hémoglobinopathies peut néanmoins surestimer ce nombre (64).  

 

Figure 14 : Image d'hématies adultes (roses pâles) et fœtales (magenta) au microscope optique 
après la coloration du Test de Kleihauer 

 

Cet examen est essentiel pour pouvoir diagnostiquer une hémorragie fœto-maternelle 

(HFM) et peut permettre d’en évaluer l’intensité en quantifiant les hématies fœtales (HF) 

parmi les hématies adultes (HA). Cette information permet d’adapter la dose d’Ig anti-RH1(D) 

à administrer pour neutraliser le sang fœtal et ainsi empêcher l’immunisation maternelle (voir 

le Tableau IV ci-dessous). Il est estimé qu’1 HF pour 10 000 HA correspond à environ 0,5mL de 

sang fœtal dans la circulation maternelle, ou 0,25mL d’HF. 
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3.3.3. Adaptation posologique de l’immunoglobuline anti-RH1 

 

La quantification des hématies fœtales dans le sang maternel est recommandée 

lorsque l’HFM peut devenir importante, pour garder une efficacité optimale avec un rapport 

de 20 µg d’Ig anti-RH1(D) par ml de globules rouges RH :1(D+) (65). 

 

Tableau IV : Adaptation de la dose d'immunoglobulines anti-D en fonction du volume d'HFM 
estimé par le test de Kleihauer (CNGOF, 2012) 

 

 

En cas de suspicion d’une HFM, la dose de Rhophylac® à administrer est conditionnée 

par plusieurs paramètres : la nature de l’évènement hémorragique, le trimestre de grossesse 

et le résultat du test de Kleihauer si ce dernier est recommandé. Au premier trimestre de la 

grossesse, une injection intravasculaire ou intramusculaire de 200µg d’Ig anti-RH1(D) est 

justifiée pour les évènements à risque modéré de passage d’hématies fœtales, sans test de 

Kleihauer préalable. Du fait du faible volume sanguin fœtal à cette période, une injection 

préventive n’est pas nécessaire pour d’autres évènements.  
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Aux deuxième et troisième trimestres, la dose de Rhophylac® des évènements à risque 

important de passage d’hématies fœtales (voir Annexe I) est guidée par un test de Kleihauer 

permettant d’estimer la quantité de sang fœtal dans l’hémorragie. Pour les autres 

évènements, dont les évènements à risque modéré de passage d’hématies fœtales, une dose 

de 200µg est recommandée, sans quantification de sang fœtal par test de Kleihauer 

nécessaire. 

Ainsi, la dose de Rhophylac® administrée est adaptée pour couvrir le volume de sang 

fœtal. Néanmoins, dans le cas d’évènements à risque d’HFM successifs, il peut être intéressant 

de pouvoir quantifier l’Ig anti-RH1(D) restant chez la mère afin d’évaluer la nécessité d’en 

réinjecter. La technique de microtitrage peut aider à répondre à cette demande en rendant 

un résultat numérique de concentration en anticorps anti-RH1 à confronter à une valeur seuil. 

Cette analyse pourrait alors s’inscrire dans l’arbre décisionnel de réinjection de RHOPHYLAC®. 

D’un point de vue économique, le microtitrage est facturé en moyenne à environ 27€. Une 

injection de Rhophylac® 200µg coûte environ 85€. (66) 

 

3.4. Anticorps immun ou anticorps passif ? 
 

Le microtitrage est une technique élaborée pour augmenter au maximum la sensibilité 

de détection des anticorps dirigés contre le système Rhésus. Cela lui permet de détecter une 

très faible concentration d’anticorps, soit issue d’Ig anti-RH1(D) soit issue d’une allo-

immunisation. 

En effet, la décroissance théorique du Rhophylac® dans l’organisme peut être 

comparée au résultat numérique du microtitrage pour permettre d’orienter l’identification 

d’un anticorps anti-RH1 plutôt en tant qu’anticorps passif type Ig anti-RH1(D) ou comme allo-
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anticorps immun si sa concentration semble excessive. Dans le cadre d’évènements à risque 

d’HFM consécutifs, le microtitrage pourrait également servir à justifier ou non la réinjection 

d’une dose d’immunoglobuline anti-RH1(D). 

 

3.5. Quel seuil d’Ig anti-RH1(D) pour protéger d’une allo-immunisation ? 

 

 Le seuil de concentration sanguine en d’Ig anti-RH1(D) permettant d’établir qu’une 

femme enceinte est protégée contre une allo-immunisation est surtout théorique. Un seuil 

d’environ 6 ng/mL peut se justifier selon deux argumentaires. 

Tout d’abord, pour un volume moyen de sang d’environ 4-5L, une femme voit son 

volume de plasma augmenter d’environ 48% durant la grossesse (67). Ce dernier peut alors 

atteindre environ 4L en moyenne haute en fin de grossesse. Le volume de sang fœtal des HFM 

étant inférieurs à 2mL dans 98% des cas (61), soit un volume d’hématies fœtales d’environ 

1mL, 20-25µg d’Ig anti-RH1(D) sont, selon l’OMS, théoriquement suffisant pour couvrir la 

femme enceinte. Pour un test comme le microtitrage effectué sur plasma, une concentration 

d’environ 6 ng/mL peut ainsi théoriquement servir de seuil pour estimer qu’une femme 

enceinte est protégée. Ce seuil se base sur 24µg d’Ig anti-RH1(D) et sur un volume plasmatique 

de fin de grossesse (environ 4L).  

Deuxièmement, la Figure 15 ci-dessous du CNRHP exploite la cinétique d’élimination 

d’une injection de 300µg d’Ig anti-RH1(D) en parallèle de la concentration sanguine en Ig anti-

RH1(D) retrouvée chez la femme enceinte. La concentration de 45 ng/mL correspond environ 

aux 300µg injectés et théoriquement neutralisant pour 15 mL d’hématies fœtales selon le seuil 

de 20 µg d’Ig anti-RH1(D) par mL souvent retenu pour une efficacité prophylactique (62). Avec 
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la demi-vie de 3 semaines environ du Rhophylac®, les concentrations successives mesurées 

arrivent à 6 ng/mL pour une quantité d’Ig anti-RH1(D) résiduelles pouvant neutraliser environ 

2mL d’hématies fœtales, ce qui est bien supérieur au volume moyen d’une HFM. 

 

Figure 15 : Concentration en anti-RH1 attendue à la suite d’une injection d’Ig anti-RH1(D) 300 
μg faite à 28 SA en IV. La concentration en anti-RH1 diminue de moitié toutes les 3 semaines. 

 

Le cumul de plusieurs HFM de faibles volumes, dont l’incidence précise reste difficile à 

évaluer, couplé à l’élimination progressive de l’Ig anti-RH1(D) dans le temps peut induire un 

risque théorique de perte de la protection contre une immunisation anti-RH1 avant la fin de 

la grossesse. Le microtitrage pourrait être utile en cas de doute sur cette couverture via sa 

valeur numérique qui pourra être comparé à 6 ng/mL pour estimer si la femme est toujours 

protégée ou s’il est recommandé de réinjecter des Ig anti-RH1(D).  
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Partie 2 : Données expérimentales 
 

1. Objectifs 
 

 L’objectif principal de ce travail est de mettre au point la méthode de microtitrage ou 

microdosage des anticorps anti-RH1(D) la plus performante possible et d’essayer de 

l’automatiser.  

 Le microtitrage a été décrit dans les publications du Pr Yves Brossard (39) et repris dans 

la thèse d’exercice et la publication du Dr Magali Dupont concernant l’intérêt de cette 

technique dans le suivi de grossesse (57). Ces documents ont servi de base à l’élaboration du 

microtitrage à l’EFS AURA, sans oublier l’aide des EFS Bretagne et Alpes-Méditerranée utilisant 

déjà cette technique en routine.  

 Plusieurs supports microfiltrations ont été testés dans ce travail car certains pourraient 

permettre une automatisation de la technique. Si le support le plus décrit est la carte gel IgG 

Biorad®, nous avons essayé deux autres supports microfiltrations disponibles sur site. 

 Après le choix du support microfiltration, différents paramètres ont été testés pour 

répondre aux exigences d’une validation de méthode. D’autres tests ont également été 

réalisés pour connaître la robustesse de la méthode et adapter la fréquence de réalisation des 

analyses. 

 Parallèlement, ce travail a permis de proposer des pistes pour les indications du 

microtitrage d’après les données disponibles dans la littérature et les recommandations des 

sociétés savantes. 
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2. Matériel et méthodes 
 

2.1. Echantillons 
 

La validation sur site de la technique du microtitrage a été réalisée au laboratoire 

d’immunohématologie érythrocytaire (IHE) de l’Établissement Français du Sang Auvergne-

Rhône-Alpe, site de Grenoble, de novembre 2020 à mai 2021. Le microtitrage ciblant des 

femmes enceintes, la grande majorité des échantillons utilisés provient de femmes en âge de 

procréer, enceintes ou non. 3 échantillons proviennent d’hommes car les plasmas présentent 

des caractéristiques spécifiques (forte lactescence, ictère, …).  

82 échantillons de patients ont été sélectionnés pour un ou plusieurs tests afin 

d’obtenir une puissance statistique suffisante pour répondre aux différents critères 

préconisés pour une validation de méthode. Le sang est prélevé sur tube EDTA et provient des 

établissements de soins dépendant du site de Grenoble de l’EFS AURA. 

 Parmi les 82 échantillons, 32 ont permis d’explorer la spécificité du test et les 

interférences fréquentes en IHE. Ils ont une RAE négative ou identifient un anticorps différent 

de l’anticorps anti-RH1(D). 5 échantillons concernent des femmes enceintes ayant reçu une 

injection de Rhophylac® plus de 10 semaines avant le prélèvement. Pour ces 5 prélèvements, 

la RAE est négative mais le microtitrage s’est révélé positif. Leurs résultats ont donc été traités 

dans l’analyse de sensibilité de la technique. 

 Parmi les 27 échantillons restants : 3 présentent un témoin auto positif en RAE, 7 sont 

visuellement hémolysés, 1 est ictérique, 1 présente de la fibrine, 2 sont lactescents, 7 ont été 

congelés entre la RAE et le microtitrage, 3 identifient un anti-RH3(E) en RAE, 1 identifie un 
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anti-RH4(c) en RAE, 1 provient d’un patient traité par Daratumumab et 1 provient d’un patient 

anciennement traité par Daratumumab® (arrêt du traitement il y a 1 an).  

47 échantillons proviennent de patientes ayant reçu récemment une injection d’Ig anti-

RH1(D) dont 42 ont une RAE positive identifiant un anticorps anti-RH1(D).  La date d’injection 

et la dose de Rhophylac® sont connues. Les patientes avaient une RAE négative avant injection 

d’Ig anti-RH1(D). Ces échantillons ont permis d’explorer la sensibilité du test. 

Enfin, 8 échantillons de patients connus avec un allo-anticorps anti-RH1(D) ou une 

association d’allo-anticorps anti-RH1(D) + RH2(C) ont été utilisés pour explorer la sensibilité 

du microtitrage pour les allo-anticorps. 

 

Figure 16 : Répartition des différents échantillons pour les tests de sensibilité, spécificité et 
interférences de la validation de méthode du microtitrage 

82 échantillons de plasma EDTA

32 échantillons RAE négative ou RAE 
positive n'identifiant pas d'anticorps 

anti-RH1(D)

27 échantillons 
sans injection 

d'Ig anti-
RH1(D)

5 échantillons 

=> SPECIFICITE

22 échantillons 
présentant de 
potentielles 

interférences 
(congélation, anti-

RH3(E), anti-RH4(c), 
hémolyse, ictère, 

lactescence, fibrine, 
Daratumumab, ATCD 

Daratumumab) 

=> INTERFERENCES

5 échantillons 
avec injection 

d'Ig anti-RH1(D)

50 échantillons

RAE positive 
identifiant un 

anticorps anti-RH1(D)

47 échantillons 
avec injection 

d'Ig anti-
RH1(D) 

=> SENSIBILITE 

8 échantillons 
avec ATCD 

d'allo-anticorps 
anti-RH1(D) sans 

injection d'Ig 
anti-RH1(D)

=> SENSIBILITE



57 
 

2.2. Support microfiltration 
 

 Le modèle de support microfiltration utilisé couramment dans les techniques de 

microtitrage est la carte-gel IgG Biorad®. En mettant en place la technique, il a été décidé de 

tester, en plus, 2 autres marques de support comprenant des antiglobulines polyvalentes. Les 

dénominations, images, principes et potentiels d’automatisation des 3 supports sont résumés 

dans le Tableau V ci-dessous. 

Tableau V : Dénomination et image des 3 supports microfiltration testés, ainsi que la possibilité 
d’automatiser la technique sur un automate disponible à l’EFS AURA site de Grenoble. 

Nom du 
support 

microfiltration 
Image du support 

Principe du 
support 

Automatisation 
possible à l’EFS 
AURA site de 
Grenoble ? 

IgG Biorad® 

 

Antiglobuline 
anti-IgG 

 
Support gel 

microfiltration 

Non 

Ortho 
BioVue® 

Coombs IgG 
C3d Poly 

 

Antiglobuline 
polyvalente 

 
Support avec 
microbilles de 

verre 

Oui, sur 
automate 

ORTHO VISION® 
Max 

DG Gel 
Coombs 
Grifols® 

 
Configuration 

AHG 

 

Antiglobuline 
polyvalente 

 
Support gel 

microfiltration 

Non 
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 Dans la suite de ce travail, par soucis de simplicité, les noms des supports sont résumés 

ainsi : support Biorad®, support OCD® (Ortho Clinical Diagnostics®) et support Grifols®. 

 

2.3. Hématies tests utilisées dans le microtitrage 
 

 Les hématies-tests utilisées dans la technique ont été définies précisément. Ce sont 

des hématies de phénotype R0r ou RH:1,-2,-3,4,5, KEL:-1 papaïnées (référence article : 

243759 ; désignation : HEM01), développées par l’UPR de Nantes. Elles sont diluées à 0,8% 

dans une solution de conservation. Chaque flacon contient 5mL d’hématies diluées. 

Le phénotype et le traitement enzymatique permettent d’intensifier la réaction 

d’agglutination (68). Le traitement par papaïne des hématies détruit certains systèmes 

antigéniques et ainsi augmente l’intensité de réaction des systèmes restants, comme le 

système Rhésus.  Ce traitement enzymatique coupe un certain nombre de charges négatives 

(type salicylate « COO-»  ) en surface des hématies, diminuant ainsi la force de répulsion entre 

elles, ou potentiel zêta (voir Figure 17 ci-dessous). La distance entre les hématies se réduit 

favorisant la réaction d’hémagglutination.  
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Figure 17: Illustration du potentiel Zêta (source : site internet ToutSurLaTransfusion 
https://www.toutsurlatransfusion.com/immuno-hematologie/anticorps/potentiel-zeta.php) 

 

 

L’utilisation d’hématies prêtes à l’emploi plutôt que le traitement enzymatique sur site 

des hématies relève d’une logique d’efficience et de standardisation. Le traitement par 

papaïne est une technique longue et l’UPR de Nantes propose des flacons d’hématies traitées 

à prêtes à l’emploi, utilisés d’ailleurs par d’autres laboratoires d’analyses médicales en France. 

 

 Chaque flacon d’hématies se conserve 28 jours à 2-8°C selon la notice fournisseur, 

cependant des tests complémentaires sur site ont permis d’évaluer la durée de conservation 

d’un flacon ouvert. 
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2.4. Etalon anti-RH1(D) 
 

2.4.1. Description 

 

 L’étalon interne utilisé pour cette technique est l’étalon international WHO (code 

NIBSC : 16/332) de concentration en Ig anti-RH1 de 297 UI/mL soit 59,4 µg/mL dans un volume 

de 100µL. Ce dernier a été dilué sur site à 24 ng/mL et gardé en échantillons congelés de 

500µL. Le diluant utilisé est du plasma AB de phénotype RH:1,2,-3,4,5 et KEL:-1 issu de 

donneur et qualifié pour usage non thérapeutique. 

 La dilution de l’étalon a été réalisée en deux étapes pour un facteur de dilution total 

de 1/2475. La concentration finale de l’étalon a été contrôlée par dosage pondéral au LBM de 

l’EFS Haut-de-France-Normandie, afin de connaître approximativement la concentration 

réelle de l’étalon dilué. D’autre part, l’incertitude technique de la dilution de l’étalon a été 

calculée sur la base des incertitudes de mesure issues des qualifications métrologiques des 

différents appareils utilisés. Le résultat de l’incertitude globale technique est de 0,95%, soit 

une concentration de 24 +/- 0,228 ng/mL. 

 

2.4.2. Dosage pondéral par un AutoAnalyser  

 

 Le dosage pondéral de l’étalon dilué a été réalisé au laboratoire d’IHE du LBM EFS Haut-

de-France-Normandie, site de Lille. La méthode utilisée est une technique modifiée de 

Rosenfield sur AutoAnalyseur à flux continu. L’automate utilisé est associé à un instrument de 

mesure de densité optique. L’appareil a été également standardisé avec de l’étalon 

international WHO et utilise des hématies-test de phénotype R1R2 ou RH :1,2,3,4,5  
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Cette technique présente une incertitude d’au moins 20% pour une concentration aussi faible. 

L’analyse a été répétée 8 fois pour limiter les erreurs aléatoires. Ce dosage indique une 

concentration de 25 ng/mL en méthode « 1 temps » et 23 ng/mL en méthode « 2 temps ».   

Ainsi la concentration mesurée par dosage pondéral est cohérente avec la cible 

calculée de 24 ng/mL. 

 

 

2.5. Recherche d’anticorps érythrocytaire (RAE) 
 

 Les techniques de RAE dépistage et RAE identification ont été réalisées sur l’automate 

ORTHO VISION® Max par le laboratoire d’IHE de l’EFS Auvergne-Rhône-Alpes, site de 

Grenoble. 

 Elles sont basées sur le principe d’hémagglutination entre des hématies de phénotype 

connu et le plasma du patient. L’automate utilise comme support des cassettes ORTHO 

BIOVUE SYSTEM Anti-IgG, -C3d, polyspecific® contenant des microbilles de verre, et des 

panels : le panel UPR DNT 01 pour le dépistage et le panel PRU INT01 pour l’identification. 

Après centrifugation des cassettes, les hématies agglutinées sont retenues par les microbilles 

et les hématies non agglutinées sédimentent au fond de la colonne.  

Le test sur cet automate requiert 2 Contrôles de Qualité Internes (CQI) : 1 CQI anti-RH1 

et 1 CQI anti-FY1 (UPR Marseille). 
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2.6. Microtitrage d’anticorps anti-RH1(D) 
 

2.6.1. Principe  

 

Le microtitrage est un test indirect à l’antiglobuline (TIA) en support solide, soit plus 

précisément une hémagglutination indirecte en microfiltration. Le plasma de la patiente est 

mis en contact avec des hématies-tests et il s’en suit 2 phases :  

- Une phase d’incubation pour fixer l’anticorps sur le site antigénique des hématies 

- Une phase de révélation grâce à l’antiglobuline contenue dans le support de filtration 

Chaque puits du support contient une dilution précise du plasma de la patiente. Le profil 

visuel d’agglutination de la carte est ensuite comparé à celui d’une carte comprenant les 

dilutions d’un étalon de concentration connue en anti-RH1. Cela permet d’estimer la 

concentration en anti-RH1 de la patiente.  

 

Figure 18: Principe d'interprétation d'un résultat de microtitrage anti-RH1(D). Exemple visuel 
sur des cartes-gels IgG Biorad®. La concentration du patient en anticorps anti-RH1(D) est de 
12 ng/mL selon cette méthode de microtitrage. 
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2.6.2. Technique 

 

L’ensemble du matériel (tubes à hémolyse et supports microfiltrations) doit être 

identifié et les dilutions sont notées devant chaque puits des supports.  

Diluer le plasma et l’étalon selon des dilutions géométriques de raison 2 avec une 

solution hypotonique compatible avec le support microfiltration choisi. Puis 50µL d’hématies 

prêtes à l’emploi sont distribuées dans chaque puits et 25µL de plasma/étalon dilué est 

distribué dans les puits correspondants. Ensuite les supports sont incubés 15min à 37°C dans 

un incubateur adapté. Enfin ils sont centrifugés 5 min à 2500 g dans une centrifugeuse adaptée 

pour pouvoir révéler la présence d’hémagglutination. 

L’étalon est utilisé pour valider la série par la conformité de la concentration retrouvée 

et la qualité de la décroissance observable entre les différents puits de la carte. Une fois la 

série validée techniquement, le résultat de chaque échantillon est reporté sur une feuille de 

paillasse dédiée. Le résultat est ensuite interprété selon la concentration théorique attendue 

en fonction de la date et la dose de Rhophylac® injectée. 

 

2.6.3. Interprétation 
 

La concentration mesurée est comparée à la concentration théorique attendue calculée à 

partir de la date et de la dose d’immunoglobulines anti-RH1 injectée (voir Tableau VI ci-

dessous). Le microtitrage permet ainsi d’estimer si l’anticorps anti-RH1(D) identifié en RAE 

provient de l’Ig anti-RH1 injectée précédemment ou d’une allo-immunisation.  
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La valeur numérique rendue est aussi utile dans le cadre de la prévention ciblée pour 

estimer si une patiente est toujours protégée par une concentration suffisante en Ig anti-RH1 

ou si une nouvelle injection de RHOPHYLAC® est nécessaire. 

 

Tableau VI : Concentrations sériques théoriques attendues en anti-RH1 passifs après 
administration d'Ig anti-RH1 (33) 

 

 

2.7. Analyse statistique 
 

 Des calculs statistiques ont été réalisés sur le logiciel Microsoft Excel. Le coefficient de 

corrélation de Spearman a été calculé pour comparer les concentrations mesurées en 

microtitrage et les concentrations théoriques en cas d’anticorps passif (Figure 20). 
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3. Résultats 
 

3.1. Choix du support microfiltration 
 

 Les trois supports microfiltration (Biorad® - OCD® - Grifols®) ont été testés sur 5 

aliquotes congelées de l’étalon international dilué, pour des dilutions géométriques de raison 

2 allant jusqu’à 2048. Les résultats sont reportés dans le Tableau VII ci-dessous ; les images 

des supports microfiltration sont disponibles en Annexe II. 

Les modèles OCD® et Grifols® montrent un résultat similaire : malgré une décroissance 

d’intensité au fil des puits, l’hémagglutination ne se négative pas. Les dernières dilutions 

positives (DDP) ne sont pas stables entre les 5 échantillons, ce qui est indispensable au rendu 

du résultat. Pour le support IgG Biorad®, la DDP est 32 pour les 5 aliquotes et l’intensité 

d’hémagglutination décroît au fil des puits jusqu’à se négativer.  

Tableau VII : Intensités d'hémagglutination dans les puits de 3 supports microfiltrations testés 
(Biorad®, OCD®, Grifols®). Pour Grifols® et OCD® les réactions d’hémagglutination ne se 
négativent pas et la DDP n’est pas fixe. Pour le support Biorad®, la DDP est claire à la dilution 
32 et l’intensité d’hémagglutination décroît au fil des puits jusqu’à se négativer. 

Support Biorad® 
Dilution 

1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 

Etalon 1 4 4 4 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 

Etalon 2 4 4 3 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 

Etalon 3 4 4 3 3 2 1 0 0 0 0 0 0 

Etalon 4 4 4 3 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 

Etalon 5 4 4 4 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 

 

Images de l’étalon 1 (Biorad®) :  
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Support OCD® 
Dilution 

1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 

Etalon 1 4 4 3 3 2 2 1 1 1 1 1 0.5 

Etalon 2 4 4 4 3 3 2 1 1 0.5 0.5 0.5 0.5 

Etalon 3 4 4 4 3 3 2 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Etalon 4 4 4 3 3 3 2 1 1 0.5 0.5 0.5 0.5 

Etalon 5 4 4 3 3 3 2 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

 

Image de l’étalon 1 (OCD®) :    
 

Support Grifols® 
Dilution 

1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 

Etalon 1 4 3 3 3 2 2 1 1 1 0.5 0.5 1 

Etalon 2 4 4 4 3 2 2 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Etalon 3 X 4 4 3 3 2 1 1 1 0.5 0.5 1 

Etalon 4 4 4 4 3 3 2 1 0.5 1 0.5 0 0.5 

Etalon 5 4 4 4 3 3 2 1 0.5 1 0.5 0.5 0.5 

 

Image de l’étalon 1 (Grifols®) :    

 

 D’après ces résultats, les supports filtrations OCD® et DG Gel Coombs AHG Grifols® ne 

semblent pas convenir pour une technique de microtitrage d’anticorps anti-RH1(D). Le 

support IgG Biorad® est plus fiable dans son rendu de la DDP. La suite de la mise en place de 

la méthode a donc été réalisée avec les supports filtration IgG Biorad®. 
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3.2. Validation de la méthode sur carte gel IgG Biorad® 
 

3.2.1. Répétabilité 

 

 Ici, un test de répétabilité permet d’évaluer l’étroitesse de l’accord entre les résultats 

d’une mesure sur support IgG Biorad®. L’étalon international dilué a été analysé 5 fois par le 

même technicien, le même jour, au même endroit et le résultat et le rendu visuel de chaque 

puits ont été comparés. Les résultats sont synthétisés dans le Tableau VIII ci-dessous. 

Tableau VIII : Résultats du test de répétabilité sur un étalon anti-RH1(D) dilué à 24 ng/mL : la 
dernière dilution positive est 32, l’intensité d’hémagglutination décroît au fil des dilutions et 
les puits à garder pour rester sur 1 carte à 6 puits sont les puits 2 à 64 (intensités 4+ à 0,5+/0) 

Gel testé Dilution 

BIORAD IgG 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 

Etalon 1 4 4 4 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 

Etalon 2 4 4 3 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 

Etalon 3 4 4 3 3 2 1 0 0 0 0 0 0 

Etalon 4 4 4 3 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 

Etalon 5 4 4 4 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 
Puits à garder 
(jaune = cadre 

de lecture) 
           X             

 

 Les résultats du test de répétabilité sont conformes aux critères définis dans le 

protocole de validation de méthode :  

- les puits d’une même dilution ont au maximum une dilution d’écart 

- le rendu visuel est satisfaisant et tous les niveaux d’intensité sont représentés 

- la dernière dilution positive (1+) correspond à la même dilution sur les cinq cartes 

Ce test de répétabilité permet également d’optimiser le support microfiltration de 

l’étalon. La carte comporte 6 puits : en ne distribuant pas l’échantillon non dilué, nous 

pouvons réaliser un étalon microtitrage sur une seule carte tout en conservant le visuel d’une 

intensité 4+ (dilution 2) à 0,5+/0 (dilution 64).  
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3.2.2. Test de reproductibilité 

 

 Nous avons testé 10 aliquotes de l’étalon international dilué à 24 ng/mL. Chaque 

aliquote a ensuite été testé en microtitrage à des jours différents et en alternant entre deux 

professionnels habilités au titrage d’anticorps anti-érythrocytaires. Les résultats sont 

disponibles ci-dessous dans le Tableau IX.  

Tableau IX : Résultats du test de reproductibilité sur étalon anti-RH1(D) dilué à 24 ng/mL : la 
dernière dilution positive est 32. Les variations de jour ou d’opérateur n’affecte pas le résultat 
du microtitrage. Le cadre de lecture de la dilution 2 à 64 utilisé 5 fois montre des intensités 
d’hémagglutination de 4+ à 0.      (NR = Non Réalisé) 

Operateur 
(Initiales) 

Jour du test 
Dilution 

1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 

EB 08/01/2021 4 4 4 3 2 1  NR NR NR NR NR NR 

AM 12/01/2021 4 4 3 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 

AM 19/01/2021 4 4 3 3 2 1  NR NR  NR NR NR NR 

AM 25/01/2021 NR 4 4 3 2 1 0 NR NR NR  NR NR 

EB 26/01/2021 NR 4 4 3 2 1 0 NR NR NR NR  NR 

AM 26/01/2021 NR 4 3 3 2 1  NR NR NR  NR  NR NR  

EB 27/01/2021 NR 4 4 3 2 1 0 NR NR NR NR NR 

AM 28/01/2021 4 4 3 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 

EB 03/02/2021 NR 4 4 3 3 2 0 NR NR NR NR NR 

AM 15/02/2021 NR 4 4 3 2 1 0 NR NR NR NR NR 
Dernière Dilution Positive 
(jaune = cadre de lecture) 

          X             

 

 

 Les résultats de reproductibilité selon le jour du test sont en accord avec les critères 

d’acceptation du protocole de validation de méthode : 

- les puits d’une même dilution ont au maximum une dilution d’écart 

- le rendu visuel est satisfaisant et environ tous les niveaux d’intensité sont représentés 

- la DDP correspond à la même dilution : la dilution 32, interprétable sur les 7 

échantillons où un résultat au puits 64 (intensité 0,5 ou 0) est renseigné 
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Il n’y a pas de variabilité inter-opérateur car les résultats des échantillons testés sont 

reproductibles. Un nombre supplémentaire d’opérateurs est prévu ultérieurement lors de 

l’habilitation de nouvelles personnes. 

 

3.2.3. Spécificité et interférences 

 

 27 échantillons dont la RAE n’identifie pas d’anticorps anti-RH1(D) ont été testés en 

microtitrage. Les résultats sont reportés dans le Tableau X ci-dessous. 

 25 échantillons donnent des concentrations négatives en microtitrage. Ainsi, on peut 

estimer que les caractéristiques suivantes ne sont pas des interférences pour la technique de 

microtitrage : 

- Congélation du plasma  

- Témoin auto positif en RAE 

- Présence de fibrine 

- Hémolyse, lactescence ou ictère 

- Antécédent de traitement par Daratumumab arrêté depuis 1 an 

- Présence d’un anticorps anti-RH3(E) identifié en RAE 

Au contraire, un plasma dans lequel a été identifié un anticorps anti-RH4(c) de forte 

intensité en RAE a donné un résultat positif > 384 ng/mL en microtitrage (voir Figure 19 ci-

dessous). Également, le plasma d’un patient actuellement sous traitement par 

Daratumumab® a été testé et une interférence homogène, sans décroissance d’intensité, est 

visible dans tous les puits des cartes-gels. Cependant, le traitement par Daratumumab® chez 

une femme enceinte est très rare donc il n’y a pas eu d’exploration complémentaire. 
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Tableau X : Résultat des tests de spécificité et interférences du microtitrage. La présence d'un 
témoin auto positif en RAE, la fibrine, l'hémolyse, la lactescence, la congélation, un ATCD de 
traitement par Daratumumab arrêté depuis plus d'un an et la présence d’un anticorps anti-
RH3(E) n’interfèrent pas avec le microtitrage. La présence d’un anticorps anti-RH4(c) et le 
traitement par Daratumumab interfèrent avec le microtitrage.    (NR = Non-Rendu) 

Numéro 
d'échantillon 

Date 
d'analyse 

Congélation 
Résultat 

RAE 
Témoin auto 

en RAE 
Interférence 
potentielle 

Résultat 
microtitrage  
(en ng/mL) 

1821030471 25/01/2021 Oui Négative     0 

1821030478 25/01/2021 Oui Négative     0 

1820511029 25/01/2021 Oui Négative   Fibrine 0 

1820510561 25/01/2021 Oui Négative 3+   0 

1821040003 25/01/2021 Non Négative     0 

1821040030 25/01/2021 Non Négative     0 

1821040038 25/01/2021 Non Négative     0 

1821040012 25/01/2021 Non Négative     0 

1820510828 28/01/2021 Oui Négative 1+   0 

1821030443 28/01/2021 Oui anti-E 1+   0 

1821040453 28/01/2021 Non Négative   
 DARA arrêté il 
y a plus d’un an 

0 

1821040567 28/01/2021 Non Négative   Hémolyse 0 

1821040524 28/01/2021 Non Négative     0 

1821040544 28/01/2021 Non Anti-E     0 

1821041125 01/02/2021 Non Négative   Hémolyse 0 

1821041126 01/02/2021 Non Négative   Hémolyse 0 

1821041141 01/02/2021 Non Négative   Hémolyse 0 

1821050009 01/02/2021 Non Négative   Hémolyse 0 

1821050013 01/02/2021 Non Négative   Hémolyse 0 

1821040957 01/02/2021 Non Négative   Lactescence 0 

1821041120 01/02/2021 Non Négative   Hémolyse 0 

1821041069 01/02/2021 Non Négative   Ictère 0 

1821041031 01/02/2021 Non Négative   Lactescence 0 

1820510093 01/02/2021 Oui Négative     0 

1820511007 01/02/2021 Oui Anti-E     0 

1821030416 28/01/2021 Oui Anti-c   > 384 

1821030491 28/01/2021 Oui NR  Daratumumab NR 
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Figure 19 : Photographies de support Biorad® testés avec 50µL d’hématies test et 25µL de 
plasma par puit. La dilution du plasma, dans du plasma AB, est renseignée sur le puits. Les 
puits du support de gauche contiennent un plasma identifiant un anticorps anti-RH4(c) en RAE 
et sont d’intensité 4+. Les puits du support de droit contiennent le plasma d’un patient traité 
activement par Daratumumab et sont d’intensité 2+ sans décroissance.  

 

 

3.2.4. Sensibilité et limite de détection 
 

 47 échantillons de patientes ayant reçu récemment une injection d’Ig anti-RH1(D) ont 

été analysés par microtitrage. Cela inclut les 5 échantillons dépistés négatifs en RAE mais pour 

lesquelles les patientes avaient reçu du Rhophylac® il y a plus de 10 semaines. 

Tableau XI : Résultats de sensibilité du microtitrage. Les analyses sont positives malgré une 
RAE parfois négative, d'où l'importance des renseignements sur la date et la dose injectée. 

Numéro 
d'échantillon 

Date 
d'analyse 

Date de 
prélèvement 

Résultat 
RAE 

(intensité) 

Résultat 
microtitrage 
(en ng/mL) 

Délai entre 
injection et 

prélèvement 

Date 
d'injection 
d’Ig anti-
RH1(D) 

Dose 
d'Ig 
anti-

RH1(D) 
reçue 

(en µg) 

Concentration 
théorique si 

anticorps 
passif 

1820501037 15/01/2021 12/12/2020 2+ 3 57 16/10/2020 300 5.43 

1820500784 19/01/2021 10/12/2020 3+ 24 2 08/12/2020 200 28.25 

1820500901 19/01/2021 10/12/2020 3+ 12 37 03/11/2020 300 14.83 

1820510001 19/01/2021 13/12/2020 1+ 1.5 96 08/09/2020 200 1.68 

1820501040 19/01/2021 11/12/2020 0.5+/1+ 1.5 87 15/09/2020 200 2.21 

1820500747 25/01/2021 10/12/2020 3+ 24 2 08/12/2020 200 28.25 

1820500899 25/01/2021 10/12/2020 3+ 24 3 07/12/2020 200 27.42 

1820510173 25/01/2021 14/12/2020 2+ 3 44 31/10/2020 200 8.01 

1820510917 25/01/2021 18/12/2020 2+ 6 29 19/11/2020 200 12.57 
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1820520005 25/01/2021 21/12/2020 2+ 3 46 05/11/2020 300 7.55 

1820510118 25/01/2021 14/12/2020 0.5+/1+ 1.5 83 22/09/2020 300 2.49 

1820520300 25/01/2021 21/12/2020 1+ 1.5 59 23/10/2020 200 5.11 

1821020189 25/01/2021 11/01/2021 0.5+ 1.5 54 18/11/2020 200 5.94 

1821030410 25/01/2021 19/01/2021 0.5+ 0.75 67 13/11/2020 200 4.02 

1821030980 26/01/2021 22/01/2021 2+ 6 33 20/12/2020 200 11.15 

1821030816 26/01/2021 22/01/2021 0.5+/1+ 1.5 80 03/11/2020 200 2.72 

1821030946 26/01/2021 23/01/2021 2+ 3 39 15/12/2020 200 9.31 

1821031021 26/01/2021 23/01/2021 1+ 3 53 01/12/2020 200 6.12 

1821040001 26/01/2021 25/01/2021 2+ 3 60 26/11/2020 200 4.96 

1821040081 26/01/2021 24/01/2021 0.5+/2+ 1.5 58 27/11/2020 200 5.27 

1821040094 26/01/2021 22/01/2021 1+ 3 59 24/11/2020 200 5.11 

1821031047 26/01/2021 23/01/2021 1+ 3 25 29/12/2020 200 14.17 

1821040156 26/01/2021 25/01/2021 1+ 3 65 21/11/2020 200 4.27 

1820500756 28/01/2021 09/12/2020 3+ 12 20 19/11/2020 200 16.46 

1820511079 28/01/2021 20/12/2020 2+ 3 55 26/10/2020 200 5.76 

1821021172 28/01/2021 16/01/2021  3+ 12 18 29/12/2020 200 17.48 

1821040493 28/01/2021 26/01/2021 1+/2+ 3 59 28/11/2020 200 5.11 

1821040353 28/01/2021 26/01/2021 2+ 6 27 30/12/2020 200 13.35 

1821040397 28/01/2021 26/01/2021 0.5+ 1.5 84 03/11/2020 200 2.41 

1821040584 28/01/2021 27/01/2021 3+ 24 16 11/01/2021 300 27.85 

1821040531 28/01/2021 27/01/2021 3+ 24 2 25/01/2021 200 28.25 

1820510174 25/01/2021 14/12/2020 Négative 1.5 77 28/09/2020 200 2.98 

1821040092 25/01/2021 25/01/2021 Négative 1.5 73 13/11/2020 200 3.36 

1820511064 28/01/2021 20/12/2020 Négative 3 94 17/09/2020 300 2.68 

1820500826 01/02/2021 10/12/2020 Négative 3 73 28/09/2020 200 3.36 

1821030922 26/01/2021 22/01/2021 Négative 0.75 93 21/10/2020 200 1.84 

1820490588 15/02/2021 02/12/2020 3+ 12 28 04/11/2020 200 12.95 

1820501027 15/02/2021 12/12/2020 3+ 12 29 13/11/2020 200 12.57 

1820501039 15/02/2021 12/12/2020 3+ 24 12 30/11/2020 300 31.40 

1820511004 15/02/2021 19/12/2020 2+ 6 44 05/11/2020 300 12.02 

1820511005 15/02/2021 18/12/2020 2+ 6 58 21/10/2020 300 7.90 

1820510898 15/02/2021 18/12/2020 2+ 6 45 03/11/2020 200 7.78 

1820510769 15/02/2021 17/12/2020 2+ 6 40 07/11/2020 200 9.04 

1820510511 15/02/2021 18/12/2020 2+ 6 47 01/11/2020 200 7.32 

1821061075 15/02/2021 12/02/2021 2+ 3 67 07/12/2020 200 4.02 

1821061064 15/02/2021 12/02/2021 3+ 12 27 16/01/2021 200 13.35 

1821070055 15/02/2021 13/02/2021 2+ 6 39 05/01/2021 200 9.31 

 

 Tous les 47 échantillons ont un test de microtitrage positif.  
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La comparaison des résultats en microtitrage par rapport à la concentration attendue 

selon la date et la dose de Rhophylac® reçue est disponible sur la Figure 20 ci-dessous. Les 

concentrations mesurées en microtitrage sont très proches des concentrations théoriques 

attendues selon la pharmacocinétique du Rhophylac®.  

Aucun point aberrant n’a été relevé. 1 concentration mesurée en microtitrage (3 

ng/mL) a été trouvée supérieure à la concentration théorique attendue (2,68 ng/mL). 

Néanmoins, les deux concentrations sont très proches donc il n’y a pas eu d’investigation 

complémentaire.  

Certaines concentrations mesurées sont plus faibles que les concentrations 

théoriques. Il peut s’agir d’HFM silencieuses qui n’ont pas pu être détectées cliniquement, 

elles sont la cible de la prévention systématique par Rhophylac® à 28 SA. 

 

Figure 20 : Comparaison des concentrations mesurées en microtitrage avec les concentrations 
théoriques d’après la date d’injection de Rhophylac® et la dose reçue : concentrations 
visuellement similaires sans grande disparité. Concentration théorique souvent supérieure 
visuellement à la concentration mesurée mais les HFM silencieuses ne peuvent être 
renseignées 
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Figure 21 : Coefficient de corrélation entre la concentration mesurée en microtitrage et la 
concentration théorique attendue en anticorps anti-RH1(D) d'après les données 
pharmacocinétiques des Ig anti-RH1(D). Le coefficient de corrélation "r" est de 0,97. 

 

 La technique de microtitrage montre des résultats très bien corrélés à la concentration 

théorique attendue d’après la date d’injection d’Ig anti-RH1(D) et la dose reçue. En effet, le 

coefficient de corrélation de Spearman calculé est de 0,97 (Figure 21). 

 

Les résultats des 8 patients connus avec au moins un allo-anticorps anti-RH1(D) 

présentant une RAE positive, d’intensité différente, identifiant au moins un anti-RH1(D) sont 

disponibles dans le Tableau XII. Leurs tests de microtitrage ont tous été positifs donc le 

microtitrage est efficace pour détecter des allo-anticorps anti-RH1(D). 
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Tableau XII : Résultats du microtitrage pour les 8 patients connus avec un allo-anticorps anti-
RH1(D) et présentant une RAE positive identifiant au anticorps anti-RH1(D). Tous les 
échantillons sont positifs en microtitrage. 

Numéro 
d'échantillon 

Date 
d'analyse 

Date de 
prélèvement 

Congélation 
Résultat 

RAE 
(intensité) 

Témoin 
auto 

en RAE 

Interférence 
potentielle 

Résultat 
microtitrage 

1820501013 19/01/2021 11/12/2020 Oui 2+    3 

1821030817 26/01/2021 22/01/2021 Non 4+ 1+  >192 

1821031156 26/01/2021 24/01/2021 Non 1+    1.5 

1821040141 26/01/2021 25/01/2021 Non 4+     96 

1820520449 28/01/2021 22/12/2020 Oui 3+   Anti-RH2(C) 12 

1821030463 28/01/2021 20/01/2021 Oui 4+   Anti-RH2(C) >385 

1820510513 28/01/2021 16/12/2020 Oui 3+     48 

1821040354 28/01/2021 25/01/2021 Non 3+     48 

 

 Pour déterminer la limite de détection selon le protocole de validation de méthode, 

nous considérons la dilution la plus faible exploitable, c’est-à-dire une réaction positive dans 

le puit de dilution 1 (plasma pur) d’intensité correspondant à la dernière dilution positive de 

la carte-étalon. Cette DDP étant généralement au puit de dilution 32 sur la carte-gel de l’étalon 

soit une concentration de 0,75 ng/mL. On peut considérer qu’une équivalence avec le puit de 

plasma pur de la patiente est la limite de détection, c’est-à-dire : 0,75 ng/mL. 

 

3.2.5. Robustesse 
 

 Plusieurs tests de robustesse ont été réalisés pour cette méthode de microtitrage afin 

d’évaluer la stabilité dans le temps de plusieurs éléments. 

Tout d’abord, la stabilité des hématies-tests après ouverture du flacon a été évaluée. 

Pour cela, un test de microtitrage a été reproduit plusieurs jours consécutifs sur une nouvelle 

aliquote d’étalon congelé à chaque fois. Le flacon d’hématies-tests utilisé a été ouvert à J0 du 

test et puis gardé fermé à 2-8°C entre chaque jour. Les résultats obtenus sont disponibles dans 

le Tableau XIII ci-dessous.  
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Tableau XIII : Résultats de stabilité d'un flacon d'hématies-tests à 2-8°C. Les intensités restent 
similaires jusqu’à J11 inclus. A J14, les intensités augmentent par puits, même si la dernière 
dilution positive reste 32. 

Gel testé DILUTION 

BIORAD IgG 
2 4 8 16 32 64 

J0 4 4 3 2 1 0 

J1 4 4 3 2 1 0 

J2 4 4 3 2 1 0 

J3 4 4 3 2 1 0 

J4 4 3 3 2 1 0 

J7 4 4 3 2 1 0 

J9 4 4 3 2 1 0 

J10 4 3 3 2 1 0 

J11 4 4 3 2 1 0 

J14 4 4 4 3 2 0.5 

J16 4 4 3 3 2 0.5 

 

L’écart d’intensité par puits diffère au maximum de 1 au fil des jours. La dernière 

dilution positive reste 32, cependant son intensité augmente de 1 à 2 à partir de J14. Cela 

pourrait compromettre la concordance aux puits de support microfiltration des patients. Ainsi, 

on peut estimer qu’un flacon ouvert d’hématies-test peut être gardé jusqu’à 11 jours à 2-8°C. 

 Dans un second temps, la stabilité des échantillons a été étudiée en utilisant une 

aliquote d’étalon dilué, un échantillon patient avec RAE négative, deux échantillons avec RAE 

positive identifiant un anti-RH1(D) d’intensité différente avec injection récente de 

Rhophylac®, et un échantillon avec RAE positive identifiant un anti-RH1(D) chez un patient 

connu avec un allo-anticorps anti-RH1(D). Les échantillons ont été testés par microtitrage à 

J0, J4, J7 et J11 et ont été gardés à 2-8°C entre les tests. Les résultats sont disponibles dans le 

Tableau XIV. 
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Tableau XIV : Stabilité d'échantillons à 2-8°C avec des microtitrages réalisés à J0, J4, J7 et J11. 
L’écart d’intensité par puits n’excède pas 1 et la dernière dilution positive reste identique. 

Numéro 

d'échantillon 

Date de 

prélèvement 
Congélation 

Résultats des dilutions 

(J0 = 26/01/2021 J4 = 01/02/2021 J7 = 04/02/2021 J11 = 
08/02/2021) 

Dernière 
dilution 

pertinente 
 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 

Etalon dilué 
24 ng/mL 

08/01/2021 Oui 

J0 4 4 3 3 2 2 0.5 0 0 0 0 0 1/32 (2+) 

J4 4 4 3 3 2 2 0.5 0 0 0 0 0 1/32 (2+) 

J7 4 4 3 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 1/32 (1+) 

J11 4 4 4 3 3 2 0.5 0 0 0 0 0 1/32 (2+) 

1821040524 
RAE négative 

27/01/2021 Non 

J0 0 0 0 0 0 0             0 

J4 0 0 0 0 0 0             0 

J7 0 0 0 0 0 0             0 

J11 0 0 0 0 0 0             0 

1821040397 
Anti-D passif 

RAE : 0,5+ 
26/01/2021 Non 

J0 3 2 0.5 0 0 0             1/2 (2+) 

J4 3 2 0.5 0 0 0             1/2 (2+) 

J7 3 2 0.5 0 0 0             1/2 (2+) 

J11 3 2 0.5 0 0 0             1/2 (2+) 

1821040584 
Anti-D passif   

RAE : 3+ 
27/01/2021 Non 

J0 4 4 4 3 2 1 0 0 0 0 0 0 1/32 (1+) 

J4 4 4 3 3 2 1 0.5 0 0 0 0 0 1/32 (1+) 

J7 4 4 3 2 2 1 0 0 0 0 0 0 1/32 (1+) 

J11 4 4 4 3 2 1 0 0 0 0 0 0 1/32 (1+) 

1821040354 
Allo-anticorps 

anti-D  
RAE : 3+ 

25/01/2021 Non 

J0 4 4 4 4 4 3 2 1 0 0 0 0 1/128 (1+) 

J4 4 4 4 4 3 2 2 1 0 0 0 0 1/128 (1+) 

J7 4 4 4 4 3 2 2 1 0 0 0 0 1/128 (1+) 

J11 4 4 4 4 3 3 2 1 0.5 0 0 0 1/128 (1+) 

 

 Les 5 échantillons testés à J0, J4, J7 et J11 montrent des profils d’intensité similaires : 

il n’y a pas d’écart d’intensité supérieur à 1 par puits et la dernière dilution positive reste la 

même. L’intensité de la DDP est identique, sauf à J7 pour l’étalon dilué. Il est cependant admis 

une stabilité des échantillons 11 jours à 2-8°C. 
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4. Discussion 
 

 Les objectifs de ce travail comprennent la validation d’une méthode de microtitrage 

ou microdosage des anticorps anti-RH1(D), la comparaison de différents supports 

microfiltrations pour une automatisation potentielle à l’EFS site de Grenoble, et des 

propositions d’indications pour cette analyse. 

 Les résultats de répétabilité, reproductibilité, sensibilité, spécificité et robustesse de la 

technique de microtitrage sont conformes aux critères de validation définis. Un programme 

d’EEQ ou, à défaut, une comparaison inter-laboratoire (CIL) sont envisageables, en 

collaboration avec d’autres LBM réalisant la méthode. La technique est simple, peu 

chronophage et compatible avec l’activité de routine. La stabilité des réactifs et des 

échantillons sur plus d’une semaine donne de la souplesse dans la réalisation de l’analyse, 

permettant d’optimiser l’organisation de l’activité du laboratoire. 

Les hématies-tests utilisées sont de phénotype RH:1,-2,-3,4,5 (R0r). Les tests de 

spécificité ont montré une absence d’interférences des anticorps anti-RH3(E) sur le 

microtitrage. L’antigène RH3(E) étant absent des hématies-tests, les anticorps ciblant des 

antigènes absents des hématies-tests (C, E) n’interfèrent pas avec le résultat. Ceci permettra 

donc d’envisager la méthode de microtitrage d’anticorps anti-RH1(D) chez des patientes 

également allo-immunisées contre des antigènes RH3(E) et/ou RH2(C).   

 

 L’automatisation de la technique n’est actuellement pas compatible avec le parc 

automate disponible à l’EFS AURA, qui comprend un automate ORTHO VISION® Max d’OCD®. 

Les supports microfiltrations OCD® sont difficiles à lire et le résultat des tests de répétabilité 
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ne permet pas d’envisager un déploiement de la méthode sur un tel support. Il est néanmoins 

possible d’envisager une automatisation de la méthode de microtitrage avec des cartes-gels 

Biorad® sur automate Biorad® comme cela a été mis en place par Beaud et al en 2019 sur IH 

500 Biorad®(69). Dans cette perspective, le parc automate disponible en AURA est un frein à 

l’automatisation de la méthode définie comme un des objectifs de ce travail. 

La composition du gel Biorad® (contenant une antiglobuline anti-IgG) peut expliquer la 

différence de réactivité observée par rapport aux supports Grifols® et OCD® (contenant des 

antiglobulines polyvalentes). Ainsi, l’utilisation d’un modèle de support microfiltration OCD® 

contenant une antiglobuline anti-IgG et compatible avec l’automate ORTHO VISION® Max 

pourrait être une autre piste vers l’automatisation en AURA, si un tel modèle de support est 

disponible en France. 

 

Concernant les indications du microtitrage des anticorps anti-RH1(D), cette analyse est 

pratiquée couramment dans certaines régions françaises car plébiscitée par certains 

établissements de soins. Elle est également citée dans les recommandations du CNGOF. 

Néanmoins la demande est variable d’une région à l’autre. Elle fait partie, en France, des 

analyses d’IHE réalisables par l’EFS, mais n’est pas encore développée dans la région AURA.  

Comme cité précédemment, 3 types de prévention de l’immunisation maternelle sont 

proposés en France chez la femme RH:-1  enceinte d’un fœtus RH:1 selon le contexte et le 

stade de la grossesse : la prophylaxie ciblée, la prévention systématique à 28 SA et l’injection 

en post-partum. Le document cadre de portée nationale de l’EFS recommande l’utilisation du 

microtitrage :  
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- Devant une absence de diminution d’intensité de l’agglutination entre 2 RAE en 15 

jours ou plus. 

- Devant l’absence d’information concernant l’injection potentielle d’Ig anti-RH1(D) 

- Devant une intensité réactionnelle incohérente avec la date d’injection d’Ig anti-RH1 

annoncée 

- En cas d’absence de RAE négative dans les 7 jours précédents l’injection d’Ig anti-RH1 

 

 La littérature fait bien état de son rôle dans la différenciation d’anticorps passifs après 

injection d’Ig anti-RH1 et d’allo-immunisation anti-RH1. L’article de Dupont et al (57)  met bien 

en évidence l’efficacité de la technique dans cette indication, et ouvre la possibilité d’utiliser 

cette analyse avant de réinjecter du Rhophylac® dès-lors qu’un seuil acceptable a été trouvé.  

Comme présenté précédemment, 6 ng/mL est un seuil acceptable qui permet de 

garder une marge de sécurité vis-à-vis d’HFM ultérieures, d’après la littérature concernant la 

pharmacocinétique du médicament, le volume des HFM, et la physiologie de la femme 

enceinte. Par ailleurs, cette indication avec un seuil de 6 ng/mL est déjà utilisée pour le 

microtitrage dans d’autres régions et donne de bons résultats.  

La publication de Dupont et al (57) invite à considérer que les Ig anti-RH1(D) 

s’équilibrent entre les compartiments vasculaires et extravasculaires. Ainsi, une quantité de 

Rhophylac® serait sûrement présente en extravasculaire, non dosable par prélèvement 

sanguin mais disponible en cas de consommation du Rhophylac® plasmatique, donnant un 

potentiel de neutralisation d’hématies fœtales plus important que dosé dans le sang.  Ces 

éléments permettent d’expliquer la difficulté d’interprétation du microtitrage dans les 48h 

suivant l’injection de Rhophylac® (57).  
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 Ce travail ouvre également une perspective intéressante sur l’utilisation du 

microtitrage pour ne proposer une nouvelle injection de Rhophylac® qu’aux patientes dont la 

protection n’est plus assurée par la dose précédente. Cette indication, bien que peu 

documentée dans la littérature, s’inscrit dans une logique de limitation de l’exposition des 

patientes à des Ig anti-RH1. En effet, bien que considéré comme un médicament très bien 

toléré, le Rhophylac® reste un médicament dérivé du sang (MDS). Il comporte donc des risques 

de transmission d’agents pathogènes. Un risque éthique est également à relever : le 

Rhophylac® est produit en injectant des hématies RH1 à des donneurs RH:-1 rémunérés. En 

France, cette pratique reposait initialement sur du bénévolat, puis elle a été interdite dans les 

années 1980 pour causes éthiques et sécuritaires. L’utilisation, dans un pays, d’un 

médicament dont la production est interdite sur les concitoyens peut interroger. Également, 

les donneurs étant transfusés avec des hématies RH1, les prélever ensuite est une pratique 

interdite au nom de la sécurité sanitaire. On peut aussi noter que la production est 

massivement issue de donneurs d’Amérique du Nord. Ainsi, l’importation est très couteuse 

par rapport à une production locale (48).  

Dans une approche sécuritaire de limitation d’exposition des sujets aux produits 

dérivés du sang, le génotypage fœtal a déjà permis de diminuer la prescription de Rhophylac® 

de 40% en limitant les indications aux femmes RH:-1 porteuses de fœtus génotypés RH:1. La 

prescription d’un test de microtitrage avant chaque réinjection de Rhophylac® peut ainsi 

compléter les analyses IHE utilisables dans cet objectif : il permet d’éviter une sur-prescription 

de ce médicament, tout en assurant la protection des patientes contre une allo-immunisation 

anti-RH1(D). Le coût d’un test de microtitrage, en moyenne 27€, est également favorable par 

rapport au coût d’une dose de Rhophylac (85€ pour 200µg). 
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 Une alternative à l’utilisation de ce MDS serait l’utilisation d’anticorps monoclonaux, 

cependant aucun n’est pour l’instant commercialisé. Le critère principal d’efficacité est la 

clairance des hématies fœtales, et le Roledumab®, en Phase 3 depuis plusieurs années 

maintenant, est le médicament le plus prometteur à l’heure actuelle. Cette alternative 

permettrait de résoudre les problèmes éthiques soulevés vis-à-vis du Rhophylac®. 

 

 Pour continuer sur les indications de la méthode de microtitrage, les conclusions d’un 

groupe de travail de 2019 indiquent qu’il est nécessaire d’harmoniser les indications du 

microtitrage et du dosage pondéral. En effet, ce groupe de travail, à l’initiative du CNRHP et 

présenté au congrès SFTS le 19 septembre 2019, a pour objectifs de faire un état des lieux du 

suivi IH des grossesses en France, et de réviser les recommandations françaises. Les 

conclusions intermédiaires font état d’un très bon respect de la chaîne impliquant une RAE 

positive, l’identification de l’anticorps jusqu’au titrage si l’anticorps est d’intérêt obstétrical. 

Cependant, il conclut aussi sur un manque d’harmonisation des pratiques concernant les 

techniques de quantification autres que le titrage : microtitrage et dosage pondéral. Ainsi, on 

peut s’attendre à une actualisation des recommandations aux vues de nouvelles données et 

technologies disponibles.  
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Dans d’autres pays, les recommandations n’impliquent pas nécessairement les mêmes 

analyses dans des situations d’allo-immunisation fœto-maternelles (70).  

 Aux États-Unis par exemple, l’ACOG (American College of Obstetricians and 

Gynecologists) ne recommande que le titrage de l’anticorps identifié après une RAE positive. 

Le titre critique varie de 8 à 32 selon le laboratoire. Dépasser ce titre déclenche un suivi par la 

mesure régulière du PSV-ACM. Le titre initial retrouvé conditionne également la fréquence de 

suivi par titrage (71).  

Au Royaume-Uni, un anticorps anti-RH1(D) identifié sur RAE durant une grossesse est 

directement quantifié par dosage pondéral, sans titrage, d’après les recommandations du 

RCOG (Royal College of Obstetricians and Gynecologists) de 2014 (41). Le risque évalué par la 

quantification est ensuite confronté au phénotype du conjoint pour déterminer ensuite un 

potentiel suivi par la mesure régulière du PSV-ACM. 

 

L’avènement dans les années 2000 du suivi échographique fœtal et du génotypage 

fœtal par des techniques non invasives (PSV-ACM et génotypage fœtal sur sang maternel) ont 

changé l’intérêt porté aux tests de prédiction des MHFN. Ainsi, les disparités de techniques 

d’analyses s’observent entre les pays, souvent par abandon de techniques lourdes comme le 

dosage pondéral. Néanmoins, des techniques simples comme le microtitrage peuvent 

permettre d’alléger la prescription d’Ig anti-RH1 sans nécessiter d’importants investissements 

financiers, d’espace ou de temps. 
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5. Conclusion 
  

      Le microtitrage ou microdosage d’anticorps anti-RH1(D) est une technique de 

quantification des anticorps anti-RH1(D) dont l’intérêt est grandissant avec l’utilisation 

mondiale des immunoglobulines anti-RH1(D), depuis plusieurs décennies, dans le cadre de la 

prophylaxie de la MHFN.  

      Ce travail a permis de valider une méthode de microtitrage spécifique, sensible et robuste, 

mais non automatisable compte-tenu du parc automate disponible sur le site de l’EFS de 

Grenoble. Néanmoins, le support microfiltration Biorad® retenu dans ce travail permet une 

automatisation sur automate Biorad®, comme l’IH 500. 

      Ce travail a permis de proposer différentes indications de prescription du microtitrage :  

- Différencier un allo-anticorps anti-RH1(D) d’un anticorps passif après injection d’Ig anti-

RH1(D) (Rhophylac®) lorsque les intensités réactionnelles ne sont pas cohérentes avec la date 

de l’injection ou lorsqu’une RAE n’a pas été réalisée dans les 7 jours précédant l’injection. 

- Evaluer la nécessité de réinjecter du Rhophylac® en cas de situation à risque d’hémorragie 

fœto-maternelle, et donc d’immunisation anti-RH1(D). Si la concentration sanguine 

maternelle en Ig anti-RH1(D) est supérieure au seuil de 6 ng/mL, une nouvelle injection pourra 

être évitée.  

      En effet, ce médicament, bien que sécuritaire, doit cependant être utilisé a minima, de par 

son statut de médicament dérivé du sang dont la production impliquant des donneurs 

rémunérés peut poser des questions éthiques. Ainsi, un microtitrage systématique pourrait 

être envisagé avant toute nouvelle injection de Rhophylac®. Ceci permettrait de compléter 

l’arsenal d’analyses d’immunohématologie érythrocytaire disponibles pour le suivi des 

femmes enceintes en situation d’incompatibilité fœto-maternelle. 
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quantification des anticorps anti-RH1(D) dont l’intérêt est grandissant avec l’utilisation 

mondiale des immunoglobulines anti-RH1(D), depuis plusieurs décennies, dans le cadre de la 

prophylaxie de la MHFN.  

      Ce travail a permis de valider une méthode de microtitrage spécifique, sensible et robuste, 

mais non automatisable compte-tenu du parc automate disponible sur le site de l’EFS de 

Grenoble. Néanmoins, le support microfiltration Biorad® retenu dans ce travail permet une 

automatisation sur automate Biorad®, comme l’IH 500. 

      Ce travail a permis de proposer différentes indications de prescription du microtitrage :  

- Différencier un allo-anticorps anti-RH1(D) d’un anticorps passif après injection d’Ig anti-

RH1(D) (Rhophylac®) lorsque les intensités réactionnelles ne sont pas cohérentes avec la date 

de l’injection ou lorsqu’une RAE n’a pas été réalisée dans les 7 jours précédant l’injection. 

- Evaluer la nécessité de réinjecter du Rhophylac® en cas de situation à risque d’hémorragie 

fœto-maternelle, et donc d’immunisation anti-RH1(D). Si la concentration sanguine maternelle 

en Ig anti-RH1(D) est supérieure au seuil de 6 ng/mL, une nouvelle injection pourra être évitée.  

      En effet, ce médicament, bien que sécuritaire, doit cependant être utilisé a minima, de par 

son statut de médicament dérivé du sang dont la production impliquant des donneurs rémunérés 

peut poser des questions éthiques. Ainsi, un microtitrage systématique pourrait être envisagé 

avant toute nouvelle injection de Rhophylac®. Ceci permettrait de compléter l’arsenal 

d’analyses d’immunohématologie érythrocytaire disponibles pour le suivi des femmes 

enceintes en situation d’incompatibilité fœto-maternelle. 
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ANNEXE I : Circonstances pouvant induire des hémorrhagies 

fœto-maternelles au cours de la grossesse 

 

 

 

 

 

 



93 
 

ANNEXE II : Image des tests de comparaison des 3 types de 

support microfiltration 
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ANNEXE III : Protocole de validation de méthode du 

microtitrage 
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Serment de Galien 
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Résumé de la thèse 
 

L’incompatibilité fœto-maternelle érythrocytaire est une situation que présentent 

plusieurs dizaines de milliers de femmes enceintes chaque année en France. Historiquement 

l’allo-immunisation anti-RH1(D) était la plus fréquente et la plus à risque de maladie 

hémolytique fœtale et néo-natale. Actuellement en France, un médicament est indiqué pour 

les femmes RH:-1 porteuses d’un enfant RH:1 : la spécialité Rhophylac®, en prévention 

antepartum ciblée et systématique, ainsi qu’en prévention postpartum. Ces préventions 

combinées ont prouvé leur efficacité, mais les immunoglobulines anti-RH1(D) injectées ne 

sont pas différenciables d’une allo-immunisation par les examens d’IHE traditionnels.   

 Le test de microtitrage permet de faire cette distinction, via une comparaison à la 

pharmacocinétique du médicament. Ce travail a permis de le mettre en place au LBM de l’EFS 

AURA, site de Grenoble, mais son automatisation n’est pas encore possible.  

 Les indications de cette analyse font encore l’objet de discussion nationale, car en plus 

de distinguer les anticorps passifs d’allo-anticorps, le microtitrage peut aussi servir de garde-

fou avant de réinjecter du Rhophylac® en se basant sur le seuil de 6 ng/mL.  Ce médicament, 

bien que jugé sécuritaire, reste un médicament dérivé du sang dont la méthode de production 

reste éthiquement controversée. Ainsi la limitation des injections doit être le chemin à suivre, 

et peut être aidée par le microtitrage. 
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