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INTRODUCTION

1. Préambule

Une incompatibilité foeto-maternelle érythrocytaire (IFME) est une manifestation immuno-
hématologique liée a la fixation d’un allo-anticorps anti-érythrocytaire maternel dirigé contre
un antigene érythrocytaire présent chez le foetus ou le nouveau-né, hérité du pére et absent

chez la mére de I'enfant (1).

L'IFME peut étre responsable d’une maladie hémolytique du foetus et du nouveau-né
(MHFNN) lorsque le complexe immun ainsi formé est hémolysant. Cela se traduit par une
anémie (in utero ou néonatale) et un ictere néonatal lié a I’hyperbilirubinémie provenant de
I’hémolyse des hématies du nouveau-né. Le retentissement chez le foetus ou le nouveau-né
est tres variable, se présentant d’un simple ictere néonatal a une anémie foetale sévere,

pouvant conduire a la mort foetale malgré des transfusions in utero. (2)

Afin de prévenir les complications consécutives a une IFME, un suivi immuno-hématologique
est obligatoire chez les femmes enceintes, notamment par la réalisation de recherche

d’anticorps anti-érythrocytaires (RAIl) selon un calendrier réglementaire.

Il est nécessaire de caractériser les anticorps pouvant étre responsables d’'une MHFNN et
d’avoir dans son arsenal diagnostique des techniques de laboratoire permettant de spécifier
au mieux leurs caractéristiques immunologiques. Les anticorps de type immunoglobulines G
(IgG) franchissent la barriére feeto-placentaire, ils peuvent avoir un retentissement feetal. Les
immunoglobulines M (IgM) sont des anticorps qui ne franchissent pas la barriere fceto-
placentaire, ils sont donc sans risque obstétrical. Le traitement du plasma par Dithiothréitol
(DTT) est un procédé d'immuno-hématologie (IH) qui permet de réduire les ponts disulfures
et donc de détruire les anticorps de type IgM, permettant ainsi d’évaluer le risque foetal.

Cependant, son utilisation reste mal définie en pratique.

Durant ce travail nous nous sommes intéressés a 'immunisation anti-MNS1 fréquemment

mise en évidence chez la femme enceinte (3).

L’objectif global de cette étude est d’évaluer la pertinence du traitement du plasma par DTT

pour les femmes enceintes présentant un anticorps anti-MNS1. De plus, il s’agira d’intégrer
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cette technique de laboratoire dans le cadre du suivi obstétrical. Cette étude a été réalisée
dans le laboratoire d’IH de I'Etablissement frangais du sang de Bourgogne-Franche-Comté

(EFS-BFC) sur le site de Besancon.

2. Incompatibilités foeto-maternelles érythrocytaires
2.1 Généralités
2.1.1 Retentissement clinique

Le complexe immun formé entre I'anticorps anti-érythrocytaire présent dans le plasma
maternel et I'antigéne présent a la surface des globules rouges du feetus peut, selon la nature
de I'anticorps, provoquer une hémolyse tissulaire (2). L'hémolyse expose a la survenue d’une
anémie foetale plus ou moins sévere avec un risque d’évolution vers une anasarque et une

mort foetale en cas d’anémie sévere (4).

Les anticorps maternels persistent plusieurs semaines en circulation chez le nouveau-né et
peuvent provoquer une hémolyse néonatale immédiate ou retardée (dans les semaines qui
suivent la naissance). Dans ce cas, I'IFME peut se manifester par une anémie et un ictére lié a
la bilirubine libérée par ’hémolyse. La gravité est liée a la sévérité de I'anémie qui peut
entrainer un risque vital, mais aussi a I’hyperbilirubinémie qui peut occasionner des séquelles

neurologiques par fixation de la bilirubine libre au niveau des noyaux gris centraux (5).

2.1.2 Epidémiologie

Lincidence clinique des incompatibilités foeto-maternelles érythrocytaires est estimée a 4
pour 1000 naissances (2). La détection et le suivi des allo-immunisations maternelles sont
donc essentiels dans le suivi de grossesse afin de prévenir les complications fcetales ou

néonatales.
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2.2 Physiopathologie de I'incompatibilité foeto-maternelle
Il existe deux grands types d’IFME : I'lFME ABO et I'lFME non ABO.
e IFME ABO

C'est la plus fréquente des IFME. Elle est liée a une incompatibilité érythrocytaire dans le
systeme ABO. Le risque d’ictére sévere avec hyperbilirubinémie trés élevée est faible et elle
n’est pas responsable d’anémie foetale sévere (2). Les IFME de type ABO ne seront pas

évoquées dans ce travail.
e |FME non ABO

Les IFME non ABO sont causées par des anticorps anti-érythrocytaires autres que ceux dirigés
contre le systeme ABO. Leur sévérité est variable selon la spécificité et la concentration de
I'anticorps. L'IFME non ABO peut mener a une MHFNN sévere ou n’avoir aucun
retentissement clinique significatif (6). La caractérisation de I’anticorps est essentielle afin de

différencier les anticorps a risque obstétrical de ceux sans risque obstétrical.

2.2.1 Immunisation maternelle

Lorsqu'une femme enceinte présente un phénotype érythrocytaire incompatible avec celui de
son feetus, son systeme immunitaire peut développer des allo-anticorps anti-érythrocytaires.
Cette sensibilisation survient a la suite d’'une migration d'hématies foetales dans la circulation

maternelle liée a une hémorragie foeto-maternelle (HFM) (Figure 1).

Les HFM peuvent survenir spontanément et passer inapercues, a tout moment de la
grossesse, mais principalement au cours du troisieme trimestre de la grossesse (environ 45 %
des cas). Elles peuvent également étre provoquées par une fausse couche, une interruption
volontaire de grossesse, une mort feetale in utero ou lors de I'accouchement (7). Le volume

de sang foetal nécessaire a I'immunisation maternelle n’est pas clairement défini (8).

La transfusion est également un mécanisme possible d’'immunisation chez la femme enceinte.
Cependant, ce mécanisme d’immunisation est plus rare en France du fait de la réglementation
transfusionnelle qui impose le respect de la phéno-compatibilité RH-KEL1 des concentrés de
globules rouges chez la femme en age de procréer. L'immunisation reste possible vis-a-vis

d’autres antigenes que les antigenes Rhésus et KEL1.
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Il existe une variabilité individuelle de la réponse immunitaire et de la capacité a produire des
anticorps en réponse a la stimulation antigénique (9). Certaines femmes s'immunisent
facilement, méme apres des HFM minimes tandis que d'autres ne s'immunisent presque

jamais, méme aprées des HFM plus importantes.

Les globules rouges Lors d’'une HFM les globules
foetaux restent dans la rouges foetaux franchissent
circulation feetale la barriere placentaire

Production d’anticorps Les anticorps se fixent sur
maternels les globules rouges foetaux

Figure 1 : Immunisation anti-érythrocytaire maternelle lors d’'une HFM

Les globules rouges foeetaux restent dans la circulation feetale en condition physiologique. Lors d’une HFM les
globules rouges feetaux franchissent la barriére placentaire et migrent dans la circulation sanguine maternelle.
Le systeme immunitaire de la femme enceinte développe des anticorps anti-érythrocytaires dirigés contre les
antigénes érythrocytaires foetaux. Lorsqu’ils sont de type IgG, ces anticorps peuvent franchir la barriére
placentaire et se fixer sur les globules rouges feetaux, aboutissant a leur destruction.

2.2.2 La réponse du systéme immunitaire
a. Laréponse immunitaire primaire maternelle

Plusieurs acteurs sont nécessaires au développement de I'allo-immunisation. Les antigenes
érythrocytaires présents a la surface des globules rouges du foetus sont reconnus comme
étant étrangers (non-soi) par le systeme immunitaire maternel. Les cellules présentatrices de
I'antigéne (CPA) (cellules dendritiques, lymphocytes B, macrophages) capturent I'antigene
foetal et le présentent aux lymphocytes T CD4 helper par I'intermédiaire du complexe majeur
d'histocompatibilité de classe Il (CMH l1l). Linteraction entre le récepteur antigénique des
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lymphocytes T (TCR), présent a la surface des lymphocytes T CD4 helper, et le CMH Il initie la
cascade immunitaire de type TH2. Les lymphocytes B, stimulés par les lymphocytes T CD4
helper, se différencient en plasmocytes sécréteurs d’anticorps spécifiques. Cette cascade
immunitaire est régulée par les lymphocytes T régulateurs (10). Les lymphocytes B mémoires

gardent en mémoire le phénomeéne d’immunisation (Figure 2).

Différents facteurs influencent la sensibilité a I'immunisation. Tout d’abord, les variations
génétiques du CMH Il peuvent influencer la capacité de présentation de I'antigene foetal et Ia
réponse immunitaire qui en découle. En outre, une activité accrue des lymphocytes T

régulateurs peut limiter la réponse immunitaire et réduire le risque d’allo-immunisation (10).

Lors de la réponse immunitaire primaire les anticorps produits sont de type IgM. La réponse

est faible et lente (environ 8 a 9 semaines apreés le premier contact antigénique) (7).

Figure 2 : Mécanisme de la réponse immunitaire primaire

L’antigéne érythrocytaire foetal est capturé par les CPA et présenté par I'intermédiaire du CMH Il aux lymphocytes
T CD4 helper. Une induction d’une réponse immunitaire de type TH2 a lieu avec une différenciation des
lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’anticorps de type IgM.
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b. Laréponse immunitaire secondaire maternelle

Lors d’'une deuxieme grossesse incompatible pour le méme antigéne, I’exposition antigénique
est a l'origine d’une réponse immunitaire secondaire. Cette fois la réponse est rapide
(quelques jours suivant I'exposition antigénique) et fait intervenir les lymphocytes B
mémoires, avec une production accrue d’anticorps de type IgG capables de franchir la barriere
foeto-placentaire (11).

7

Il est a noter que la présence d’'HFM a répétition peut étre a l'origine d’une réponse

immunitaire secondaire méme pour une patiente primigeste.

2.2.3 Mécanismes de I’anémie foetale

L’'hémolyse extravasculaire est le mécanisme classique de destruction des globules rouges
foetaux. La destruction des hématies foetales sensibilisées par I'anticorps maternel se produit
principalement par l'intermédiaire du systeme phagocytaire mononucléé (au niveau de la
rate) (Figure 3). Les récepteurs Fc macrophagiques se lient aux anticorps (de type IgG) présents
alasurface de I’hématie foetale, ce qui déclenche la phagocytose et la destruction de I’hématie

foetale (12).

Anticorps (IgG)
4

Erythrocyte .
Récepteur Fc

macrophagique

Figure 3 : Mécanisme classique de I’hémolyse foetale immune

La destruction des hématies feetales se fait classiquement lors d’une hémolyse extravasculaire. Ce mécanisme fait
intervenir le systeme phagocytaire mononucléé : le récepteur Fc macrophagique se lie au complexe antigéne-
anticorps des hématies faetales déclenchant leur phagocytose et leur destruction.
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L'inhibition de I’érythropoiése est un autre mécanisme d’anémie foetale (décrit notamment
pour l'anticorps anti-KEL1). Les anticorps maternels peuvent déclencher I'apoptose des
progéniteurs érythrocytaires ou modifier la structure du cytosquelette, ce qui empéche leur
maturation. Dans d’autres cas, ils provoquent I'agglutination des progéniteurs érythrocytaires

et inhibent ainsi I'érythropoiese.

A noter qu’une hémolyse intravasculaire est possible mais reste d’implication limitée
comparée a l'action des macrophages du systéme phagocytaire mononucléé. En effet, les IgG
impliqués dans les IFME ne sont pas tres efficaces pour activer le complément en totalité, ce
qui ne permet pas d’aboutir a la formation du complexe d’attaque membranaire menant a
I'hémolyse intravasculaire (13). Le complément est activé plus fortement par des anticorps de

type IgM mais ces anticorps ne franchissent pas la barriere foeto-placentaire.

2.2.4 Parameétres influengant le risque hémolytique

Le risque hémolytique dépend de plusieurs parametres intrinseques aux anticorps maternels

(14) .

- La spécificité de I'anticorps : certains anticorps sont a haut risque d’anémie foetale
tandis que d’autres sont sans risque pour le foetus (Tableau 1).

- L'affinité de I'anticorps pour son antigene : elle est évaluée par la technique de titrage.

- Le pouvoir d'activation des récepteurs Fc macrophagiques : il dépend de la sous-classe
d’lgG qui stimulent ce récepteur. Il existe quatre grandes classes d’lgG (IgG1, 1gG2,
IgG3, 1gG4). Les IgG1 et les 1gG3 sont celles majoritairement responsables d’hémolyse.

- La concentration en anticorps : le dosage pondéral permet de la quantifier, le titrage

permet de I'approcher mais de maniére moins précise.
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Tableau 1 : Allo-anticorps courants et risque de MHFNN — CNRHP (14)

Les allo-anticorps sont regroupés en quatre catégories : les anticorps anti-RH1, anti-RH4 et anti-KEL1 sont a haut
risque d’anémie feetale. L’anticorps anti-RH3 est moins fréquemment responsable d’anémie feetale mais peut
I'étre lorsqu’il est présent a des taux élevés. Les anticorps anti-MNS1 et anti-KEL3 ne sont responsables d’anémie
feetale que dans des cas exceptionnels. Enfin, les anticorps anti-FY2, anti-JK2, anti-MNS3, anti-RH12 et anti-RH2
ne présentent pas de risque foetal mais un risque d’anémie néonatale. Les anticorps dirigés contre les antigénes
des systemes LE ou LU ne sont pas mentionnés dans le tableau car ils ne présentent aucun risque obstétrical.

Specificité Specificite Risque Maladie
(nomenclature (nomenclature d’anémie feetale hémolytique
traditionnelle) numérique) néonatale

Anti-E Anti-RH3 RARE oul
(3 trimestre)

Anti-e Anti-RHS Exceptionnel oul

Anti-Fya Anti-FY1 Exceptionnel oul

Anti-Jka Anti-JK1 Exceptionnel oul

Anti-Kpa Anti-KEL3 Exceptionnel oul

Anti-M Anti-MNS1 Exceptionnel oul

2.2.5 Conséquences de I’hémolyse

Chez le feetus, le taux d’hémoglobine se situe physiologiquement entre 9 g/dL et 16 g/dL
(selon I'age gestationnel). Lorsque le taux d’hémoglobine est inférieur a 7 g/dL un
accroissement du débit cardiaque se produit avec des anomalies du rythme cardiaque feetal.
Des cedémes tissulaires et placentaires peuvent apparaitre. Lorsque I'anémie devient sévere
elle peut entrainer une anasarque foeto-placentaire, voire la mort foetale in utero lorsque
I’état d’anoxie chronique a induit des lésions tissulaires profondes. En période fcetale, la

bilirubine est éliminée par le placenta et n’est donc pas source de complications (5).

18



Apres la naissance, les anticorps maternels persistent plusieurs semaines dans la circulation
sanguine du nouveau-né et peuvent causer une hémolyse a la naissance ou dans les semaines
qui suivent. L’'hémolyse peut provoquer une anémie. Elle entraine aussi la libération de
bilirubine, pouvant étre responsable d’'un ictere. Chez le nouveau-né, le processus de
glucurono-conjugaison et I'excrétion de la bile sont rapidement saturés en raison d’une
immaturité hépatique. Lorsque le transport de la bilirubine non conjuguée par I'albumine est
dépassé, la bilirubine non conjuguée en exces peut diffuser dans le milieu extravasculaire et
notamment au cerveau ou elle exerce une toxicité irréversible au niveau des noyaux gris

centraux (15).

2.3 Dépistage et suiviimmuno-hématologique de I’allo-immunisation feeto-

maternelle
2.3.1 Examens immuno-hématologiques obligatoires

Les examens immuno-hématologiques obligatoires sont légiférés par les articles R2122-1 a
R2122-17 du Code de la santé publique (16). Les conditions de réalisation des examens

d’'immuno-hématologie érythrocytaires sont fixées par I'arrété du 15 mai 2018 (17).

a. Double détermination du groupe sanguin ABO et du phénotype

érythrocytaire RH-KEL1

En I'absence de carte de groupe, une double détermination de groupe sanguin ABO et du

phénotype érythrocytaire RH-KEL1 doit étre effectuée au premier trimestre de la grossesse.

b. Recherche d’anticorps anti-érythrocytaires

La RAIl est obligatoire au premier trimestre de la grossesse pour toutes les femmes enceintes
qguel que soit le phénotype RH1 de la patiente. Si la patiente est de phénotype RH:-1, la RAI
sera renouvelée au 6° et 8 mois de grossesse. En cas de RAI positive, I'identification de
I’anticorps est obligatoire afin d’en connaitre sa spécificité et d’en déduire le risque

obstétrical.

19



La RAI se compose de deux étapes. Premiérement, un dépistage est effectué par un test
indirect a I'antiglobuline (TIA) a 37°C sur un panel de trois hématies-tests. Le principe du TIA
repose sur la mise en évidence d’une agglutination en présence du plasma de la patiente
(contenant les anticorps), des hématies-tests de phénotype érythrocytaire connu et
d’antiglobuline polyvalente (anti-lgG et anti-C3d) (Figure 4). Deuxiemement, en cas de
réaction positive, une identification par un TIA a 37°C sur un panel de 11 hématies-tests
permet d’en connaitre sa spécificité (Figure 5). Lorsque la spécificité de I'anticorps ne peut
étre établie apreés le TIA a 37°C, des techniques complémentaires sont effectuées. Ces
techniques complémentaires reposent également sur la mise en évidence d’une agglutination

mais en modifiant les différents paramétres a notre disposition :

- Sélection d’un autre panel d’hématies-tests

- Dénaturation ou exacerbation de certains antigenes présents a la surface des
hématies-tests du panel par des techniques enzymatiques

- Suppression de I'antiglobuline pour une agglutination en milieu salin (qui met en
évidence une agglutination spontanée des hématies, classiquement induite par des
anticorps de type IgM)

- Modification de la température de réalisation du test

Hématies-tests Antiglobuline
de phénotype polyspécifique
connu

>-H# "Q Q L,L ) }Qﬂ

Anticorps dans le Fixation des anticorps sur
plasma de la les antigénes Acelutinati
patiente correspondants gglutination

Figure 4 : Principe du test indirect a I’antiglobuline

Les anticorps présents dans le plasma de la patiente se fixent sur les antigénes correspondants a la surface des
hématies-tests de phénotype connu. Une antiglobuline est ajoutée, celle-ci fait le lien entre les anticorps et
provoque une agglutination des hématies-tests : le TIA est positif.
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Figure 5 : Exemple d’un panel de dépistage et d’identification de RAI

Le tableau du bas représente un panel de dépistage de RAI sur trois hématies. Le test révéle une agglutination
pour deux hématies-tests sur trois : le dépistage est positif. Le tableau du haut représente un panel d’identification
de RAl sur 11 hématies. Une agglutination a lieu pour quatre hématies-tests, et il s’agit a chaque fois d’une
hématie D+ (RH:1), toutes les autres spécificités ont été éliminées : il s’agit d’un anti-D (anti-RH1).

2.3.2 Quantification des anticorps
a. Titrage des anticorps anti-érythrocytaires

En cas de RAI positive, le titrage permet d’estimer I'affinité et la quantité de I’anticorps
(présent dans le plasma de la patiente) parmi les multiples paramétres influengant la capacité
de I'anticorps a provoquer une MHFNN. Cette technique est particulierement sensible a
I'affinité des anticorps vis-a-vis de leur antigene cible : elle met en valeur les anticorps de
haute affinité ayant un rendement de fixation élevé et, a linverse, sous-estime la
concentration des anticorps de moyenne ou basse affinité qui peuvent se détacher des
hématies tests a la suite des opérations de lavage et de contact avec I'antigobuline (18). C'est
pourquoi un anticorps de haute affinité peut avoir un titre supérieur a un anticorps de faible
affinité présent en plus grande concentration. En résumé, le titrage estime la quantité
d’anticorps capable de se fixer in vitro sur les hématies incompatibles (quantité qui dépend de
la constante d’affinité) et non pas la quantité totale d’anticorps présente dans le plasma. Ainsi,
pour un méme titre, les symptémes peuvent étre tres différents d’un feetus ou d’un enfant a
I'autre. On ne peut donc raisonner que par la notion de « seuil critique », c’est-a-dire la
guantité d’anticorps a partir de laguelle on considére qu’il y a un risque qu’une MHFNN se

développe (19). Ces seuils ont été établis lors d’études cliniques évaluant I'atteinte foetale ou
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néonatale en fonction du titre de I'anticorps. Cependant, cette notion de seuil critique et les
valeurs de ces seuils sont largement débattues dans la littérature quant a I'évaluation du
risque foetal. Les seuils critiques établis different entre les sociétés savantes nationales et

internationales (20).

La quantité d’anticorps peut varier au cours de la grossesse, notamment lorsque le systeme
immunitaire est stimulé par le passage d’hématies foetales dans la circulation sanguine
maternelle. C'est particulierement vrai pour I'anticorps anti-RH1 pour lequel une hausse de
concentration est observée dans plus de 50 % des grossesses incompatibles (21). Pour d’autres
spécificités d’anticorps, ces réactivations sont moins fréquentes voire exceptionnelles. Afin de
pouvoir détecter ces réactivations et la hausse des taux d’anticorps, le titrage est réalisé, selon

la spécificité de I'anticorps, a plusieurs reprises lors de la grossesse

La technique de référence repose sur le TIA a 37°C en milieu liquide (dit en « tube ») selon des
dilutions en cascade de raison 2. Les réactifs utilisés pour le TIA sont une antiglobuline anti-
IgG et des hématies-tests qui présentent I'antigene correspondant a I'anticorps (14). Il est
recommandé d’utiliser des hématies-tests d’expression hétérozygote pour 'antigene. Le titre
correspond a l'inverse de la plus grande dilution géométrique du plasma pour laquelle on
observe une agglutination. C’est une technique manuelle chronophage, et elle dépend de
nombreux parametres: la concentration en anticorps, la concentration en antigene, la
constante d’affinité de I’anticorps, les réactifs utilisés, la vitesse de centrifugation et la
méthode de lecture. Le titrage est sujet a une variété intra et inter-laboratoires et doit étre
évalué dans un méme laboratoire au cours de la grossesse avec la reprise en paralléle de
I’échantillon précédent (conservé congelé dans le cadre d’un suivi périnatal) (17) pour garantir
la comparabilité (6). Malgré cela, le titrage reste une technique peu précise, la reproductibilité
inter-techniciens au sein d’'un méme laboratoire peut varier jusqu’a deux dilutions. La

reproductibilité inter-laboratoires peut aller jusqu’a trois dilutions et plus (18).

L'automatisation des techniques en biologie médicale offre plusieurs avantages : elle réduit la
variabilité inter-opérateurs, ce qui améliore la reproductibilité des résultats. De plus, elle

permet de diminuer le temps technicien et de raccourcir les délais de rendu des résultats. Il
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existe des méthodes de titrage automatisé sur matrice gel, lesquelles ont démontré de
meilleures performances en termes de répétabilité et de reproductibilité (22). Toutefois, le
changement de matrice modifie la sensibilité de cet examen ; la matrice gel semble dans la
plupart des cas plus sensible, et les titres obtenus sont généralement supérieurs a ceux de la
technique en tube. Les valeurs seuils critiques établies pour le titrage en tube ne sont donc
pas applicables au titrage en gel. Des études supplémentaires avec des données cliniques

seront nécessaires pour établir de nouveaux seuils pour cette technique automatisée (22).

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
11 1.2 1:4 1.8 1:16 1:32 1.64 1:128 1:256 1.512 1:1024 | 1:2048
- ++++ ++++ ++ +++ ++ + - - - - -

—

Plus grande dilution pour laquelle on
observe une agglutination

Figure 6 : Principe du titrage (matrice gel)

Un TIA a 37°C est effectué selon des dilutions géométriques de raison 2. 1:1 correspond au plasma pur, 1:2048
correspond a la plus grande dilution. Le titre est I'inverse de la plus grande dilution pour laquelle on obtient une
agglutination. Dans cet exemple, la derniére agglutination correspond a la dilution 1:64 : le titre est donc de 64.

b. Dosage pondéral

Le dosage pondéral est uniquement applicable pour les allo-anticorps dirigés contre les cing
principaux antigénes du systéme RH ou contre des antigénes de fréquence élevée (anticorps
dits « anti-publics »). La technique de référence est une technique d’hémagglutination
automatisée en flux continu (AutoAnalyzer®). Des hématies-tests de phénotype RH:1,2,3,4,5
sont traitées par la broméline et sont mises en présence du plasma des patientes, permettant

la fixation de I'anticorps a son antigene, ce qui produit une agglutination. Les agglutinats sont
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éliminés et une lyse des hématies restantes non agglutinées est effectuée. L'auto-analyseur
réalise une mesure photocolorimétrique de I’"hémolysat, inversement proportionnelle a la
concentration en anticorps. La comparaison des mesures d’absorbance avec une gamme
étalon d’anticorps de concentration connue permet de déduire la concentration pondérale de
I’anticorps testé (14). C'est une technique lourde nécessitant un appareillage conséquent et
peu répandu, ainsi qu’une maintenance appropriée. De plus, elle a certaines limites et de
nombreux facteurs influencent son résultat: la précision des dilutions, la température
d’incubation, la date du prélevement, etc. Bien qu’ayant une reproductibilité meilleure que le

titrage, il existe un coefficient de variation estimé entre 5 % et 20 % (14).

Le dosage pondéral, comme le titrage, a permis de déterminer des seuils critiques au-dela
desquels on observe un risque d’anémie foetale sévere. lls permettent d’alerter le clinicien
afin qu’il mette en place un suivi spécifique du foetus dans le but d’identifier des signes
d’anémie foetale. Le risque de MHFNN est mieux corrélé lorsque le titrage et le dosage

pondéral sont associés, que lorsque le titrage est réalisé seul.

2.3.3 Le génotypage feetal (invasif et non invasif)

Les techniques de génotypage foetal sont disponibles pour les antigénes RH1, RH3, RH4 et
KEL1. La connaissance du génotype foetal permet de faire le diagnostic d’IFME et de justifier
une surveillance accrue. Cette méthode s’appuie sur un geste invasif d’amniocentése qui
comporte un risque de perte foetale et un risque important d’"HFM, ce qui pourrait réactiver

une immunisation ou favoriser une nouvelle immunisation.

Plus récemment le génotypage foetal RH1, RH3, RH4 et KEL1 non invasif sur sang maternel a
fait son apparition. Il a 'avantage d’éviter les risques foetaux car non invasif. La technique est
validée actuellement et a révolutionné le suivi de la femme enceinte (23,24). A ce jour, seul le
génotypage RH1 foetal sur sang maternel est inscrit a la Nomenclature des Actes de Biologie

Médicale (25).
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2.3.4 La mise en évidence d’une hémorragie foeto-maternelle
a. Le test de Kleihauer

Le test de Kleihauer est un test cytochimique reposant sur la résistance des hématies fcetales
a l'acide et permettant de mettre en évidence une HFM de maniére simple et rapide.
L’examen microscopique permet, apres élution acide et coloration des lames par éosine,
d’observer et de quantifier les hématies foetales intactes (roses) parmi les hématies
maternelles dénaturées (hématies « fantémes »). Dans le cadre de la prévention de I'allo-
immunisation anti-RH1 chez les femmes enceintes, il permet également d’adapter la
posologie des immunoglobulines anti-RH1. Toutefois, le test de Kleihauer est une technique
manuelle ayant des performances médiocres notamment au niveau de la reproductibilité et
de la justesse (26,27). Dans certains cas, il est ininterprétable en raison de la présence

d’hématies maternelles possédant un contenu élevé en hémoglobine foetale (HbF).

b. La cytométrie de flux

La technique alternative au test de Kleihauer se réalise par cytométrie de flux (28). Elle repose
sur le marquage antigénique érythrocytaire par un fluorochrome. Elle permet une analyse

guantitative précise de ’'HFM. Deux variantes existent :

- Le marquage HbF / Anhydrase carbonique : il permet de distinguer les hématies
foetales des hématies maternelles a fort taux d’"HbF grace a I'anhydrase carbonique qui
est un marqueur des hématies adultes.

- Le marquage anti-RH1 : il marque les hématies foetales qui présentent I'antigene RH1
et permet de les distinguer de celles de la mere de phénotype RH:-1. C'est un test fiable

mais limité a la prophylaxie de I'allo-immunisation anti-RH1.

Cette technique est néanmoins peu adaptée a I'urgence car plus lente a réaliser. Elle est utile
en seconde intention lors d’'un défaut d’interprétabilité du test de Kleihauer ou pour confirmer

un test de Kleihauer positif.
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2.3.5 Phénotypage du procréateur

Une allo-immunisation maternelle est sans risque si le foetus est compatible (il n’est pas
pourvu de l'antigéne érythrocytaire ciblé par I'anticorps maternel). Le phénotypage du
procréateur permet d’estimer le risque de grossesse incompatible. En effet, si celui-ci est

dépourvu de I'antigéne cible, la grossesse est compatible et il n’existe pas de risque foetal (29).

Cet examen présente néanmoins des limites, car il n’est contributif que si la personne prélevée
est bien le procréateur de I'enfant. De plus, en cas d’hétérozygotie pour I'antigene chez le
procréateur, la grossesse sera présumée incompatible alors que I’'enfant a 50 % de chance de
ne pas étre porteur de cet antigene. Par ailleurs, dans certaines situations, le procréateur n’est
pas disponible pour se faire prélever. La stratification du risque d’IFME par le phénotypage de

procréateur, bien qu’informative, est imparfaite.

2.4 Evaluation de I’atteinte foetale

En cas d'immunisation avec un anticorps présumé a risque obstétrical, une surveillance
clinique rapprochée sera instaurée en fonction du titrage, du dosage pondéral et du terme de

la grossesse, avec :

- Lamesure du pic systolique de vélocité au niveau de I'artere cérébrale moyenne : cette
mesure est réalisée par Doppler et permet une bonne évaluation du degré d’anémie
chez le foetus entre 16 et 35 semaines d’aménorrhée (SA), sans avoir recours a des
gestes invasifs. L'augmentation de la vitesse, liée a la viscosité sanguine qui diminue,
est corrélée au taux d’hémoglobine foetale. Cette mesure permet de détecter de
maniére précoce I'apparition d’une anémie fcetale et d’intervenir avant la constitution
d’une anasarque fcetale (30).

- La recherche de signes échographiques d’anasarque : cedéme sous-cutané, ascite,
épanchement péricardique, etc. Les signes échographiques témoignent d’une anémie
sévere (<5 g/dL le plus souvent) et constituent un signe de gravité avec un risque de
mortalité foetale élevé (5).

- Lenregistrement du rythme cardiaque foetal avec recherche d’un rythme sinusoidal :

il n'est pas utilisé pour le dépistage de I'anémie foetale car c’est un signe tardif
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d’anémie. La détection d’'un rythme sinusoidal impose des mesures correctives

urgentes (extraction du feetus ou transfusion in-utero).

2.5 Traitement de I'anémie foetale
2.5.1 La transfusion in utero

La transfusion feoetale par abord du cordon sous guidage échographique est la technique de
référence apres 20 SA et avant 34 SA. L'objectif est de prolonger la durée de la grossesse tout
en compensant les effets de la maladie hémolytique en fournissant au feetus in utero des
globules rouges compatibles. Le seuil de 1.5 MoM (multiple of the median) par mesure du pic
systolique de vélocité au niveau de l'artére cérébrale moyenne est utilisé pour le diagnostic
d’anémie sévere et pour discuter une transfusion in utero (TIU) (31). Lorsque I'anémie survient
précocement durant la grossesse, plusieurs TIU seront nécessaires afin de maintenir un taux
d’hémoglobine au-dessus des taux critiques. La TIU reste un geste invasif qui n’est pas sans
risque, le taux de perte foetale est estimé a 3 % par TIU. En effet, ce geste peut étre a I'origine
de thromboses, de dissection des vaisseaux du cordon, d’une hémorragie au point de
ponction, d'une HFM ou d’un hématome rétroplacentaire. |l peut également étre a |'origine

d’un accouchement prématuré ou d’une rupture prématurée des membranes (2).

En outre, les concentrés de globules rouges (CGR) choisis pour la TIU doivent dater de moins
de cing jours, étre de phénotype O, compatibles avec le phénotype RH KEL1 et le phénotype
étendu (FY JK MNS) de la mere. Ces CGR doivent étre irradiés, compatibilisés avec le plasma
maternel, déplasmatisés et avoir un hématocrite > 70% (afin d’éviter la surcharge volémique

en limitant le volume).

2.5.2 l’extraction foetale

Lorsque le stade de grande prématurité est passé, une évaluation de la balance
bénéfice/risque des moyens a disposition doit étre faite. Le pronostic global des fecetus
transfusés apres 32 SA est meilleur que ceux qui n’ont été transfusés que jusqu’a 32 SA: la

TIU pourrait étre recommandée méme aprés 32 SA (32). L'extraction fcetale est donc a
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considérer en cas d’échec de TIU. Dans tous les cas, aprés 37 SA, il n’existe aucun bénéfice a

prolonger la grossesse (2).

2.6 La prise en charge post-natale

L'examen clinique néonatal doit rechercher des signes d’hémolyse: ictére, paleur,
hépatosplénomégalie. L’évaluation de I’'hémolyse peut étre complétée par des examens

biologiques :

- Le dosage de la bilirubine

- Un examen direct a I'antiglobuline (EDA) permettant de mettre en évidence des
anticorps fixés a la surface des globules rouges du nouveau-né (Figure 7). L'EDA peut
étre complété par une élution suivie d’un TIA permettant de déterminer la spécificité
de I'anticorps (Figure 8)

- Une mesure du taux d’hémoglobine

- .
EQ - + Lit ’L,L —_—
' IS

Hématies sensibilisées Ajout d’antiglobuline Agglutination
par I'anticorps polyvalente

Figure 7 : Principe de '’examen direct a I'antiglobuline

Les globules rouges du patient présentent des anticorps fixés a leur surface. Une antiglobuline polyvalente (IgG +
C3d) est ajoutée et une agglutination se produit : I'EDA est positif.
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Figure 8 : Principe d’identification d’un anticorps fixé a la surface des globules rouges par I'élution

Une élution est effectuée afin de détacher les anticorps fixés a la surface des globules rouges. L’éluat est récupéré
et testé vis-a-vis d’un panel de dépistage et/ou d’identification selon les techniques habituelles.

2.6.1 Prise en charge de l'ictére néonatal

Lorsque la bilirubinémie dépasse 340 uM/L, il existe un important risque d’ictére nucléaire a

I'origine d’encéphalopathies graves.

La photothérapie est un traitement symptomatique qui utilise un rayon lumineux de longueur
d’onde 430-490 nm (bleu). L’énergie lumineuse transforme la bilirubine libre localisée dans
les tissus cutanés en photo-dérivés hydrophiles dont I’élimination se fait indépendamment de

la conjugaison hépatique (2).

L’exsanguino-transfusion a pour objectifs de corriger une anémie profonde ou mal tolérée, ou
encore de soustraire I'exces de bilirubine et une partie des anticorps circulants. Elle
correspond a un échange de deux masses sanguines par du sang total reconstitué. Les
hématies utilisées sont de phénotype O, avec une hématocrite comprise entre 45 % et 55 %,
datant de moins de cing jours, irradiées, KEL:-1, et reconstituées avec du plasma AB (33,34).

L’exsanguino-transfusion est recommandée lorsque |'hyperbilirubinémie est précocement
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trés élevée (proche du seuil de 340 uM/L) et associée a un pronostic neurosensoriel
défavorable. Elle est également recommandée lorsque la bilirubinémie reste élevée malgré la
photothérapie, et si des signes cliniques d’encéphalopathie sont présents (35). Cependant, la

morbi-mortalité n’est pas nulle et sa réalisation doit étre discutée au cas par cas.

2.6.2 Prise en charge de I'anémie néonatale

Les indications transfusionnelles reposent sur un ensemble d’arguments : le taux
d’hémoglobine, des signes de mauvaise tolérance clinique, la capacité de régénération (taux
de réticulocytes) (33,36). La sélection des CGR suit les recommandations de la Haute Autorité

de santé (HAS) sur les bonnes pratiques transfusionnelles.

2.6.3 Suivi prolongé de I'enfant

Les anticorps maternels persistent plusieurs semaines dans la circulation du nouveau-né
(pouvant aller jusqu’a 4 mois) et une hémolyse est possible a distance de la naissance. Il faut

donc surveiller un rebond de I’hyperbilirubinémie et une aggravation de I'anémie.

Les nouveau-nés qui ont subi des TIU pendant la période fcetale ont une érythropoiese
diminuée, ce qui conduit a une dépendance transfusionnelle lors des premiers mois de vie

(37).

2.7 Prévention de I’allo-immunisation foeto-maternelle

Seule la prévention médicamenteuse de I'allo-immunisation anti-RH1 est possible. Elle est
réalisée chez les patientes de phénotype RH:-1 dont le feetus est de phénotype RH:1 certain
(génotypage RH:1 sur sang maternel) ou présumé (conjoint RH:1 ou inconnu). Elle repose sur
I'injection d’immunoglobulines anti-RH1 (Rhophylac®). Il est actuellement préconisé pour ces
femmes d’avoir recours a une injection systématique d’immunoglobulines anti-RH1 au début
du troisieme trimestre. Une injection est également réalisée lors de situations a risque d’"HFM
et la dose injectée est calculée selon le résultat du test de Kleihauer. Une RAI doit étre
effectuée avant une injection de Rhophylac® afin de vérifier que la patiente n’est pas déja

immunisée (38).
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3. Le systeme MNS

3.1 Biosynthése

Les cing antigénes majeurs de ce systéme sont MNS1 (M), MNS2 (N), MNS3 (S), MNS4 (s) et
MNSS5 (U). Les antigenes antithétiques M et N sont portés par la glycophorine A, glycoprotéine
présente abondamment a la surface du globule rouge et riche en acide sialique (Figure 9). Les
antigenes S, s et U sont portés par la glycophorine B, qui est une sialoglycoprotéine. Ces
antigenes sont synthétisés respectivement a partir des genes GYPA et GYPB situés sur le
chromosome 4. Un troisieme gene GYPE ne code pas pour les antigenes, mais est impliqué

dans des réarrangements de génes conduisant a des alléles variants (39).

Il existe, en plus des cing antigénes majeurs, 45 autres antigenes, ce qui rend le systeme MNS

complexe.

L'antigéne M est exprimé trés tot dans le développement foetal a la surface des globules
rouges (avant la 9¢ semaine de gestation) (40), ce qui en fait une cible pour les anticorps anti-
MNS1 durant la vie foetale. Il est également exprimé trés tot dans la maturation
érythrocytaire, puisque la glycophorine A est exprimée dés le stade de proérythroblaste

(41,42).

La densité relative des antigenes M a la surface érythrocytaire dépend du statut homozygote

ou hétérozygote de l'individu pour cet antigene. Lorsque l'individu est homozygote pour

IR T a4
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Figure 9 : Glycophorine A

Les antigénes M et N sont portés par la glycophorine A. C’est une sialoglycoprotéine avec un passage
transmembranaire. Elle est abondamment présente a la surface des globules rouges et riche en acide sialique.

3.2 Phénotype et prévalence des antigénes

Les phénotypes et la prévalence des antigenes different selon les populations étudiées.
Quatre haplotypes sont communs dans la population européenne: MS, Ms, NS et Ns. Le
phénotype résulte de la combinaison de deux haplotypes (Tableau 2). La prévalence de
I'antigene M et N sont globalement comparables en termes de prévalence dans la population
européenne et la population afro-antillaise (environ 75 % pour I’antigene M et N). Pour ces
populations, I'antigéne M est majoritairement exprimé de maniére hétérozygote (MN).
L'antigéne M est de prévalence légerement plus élevée dans la population asiatique (84 %

pour I'antigéne M) (Tableau 3) (39).
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Tableau 2 : Phénotypes majeurs du systéme de groupe sanguin MNS

Phénotypes majeurs du systéme de groupe sanguin MNS dans la population européenne et afro-antillaise, selon
la dénomination internationale ou commune. Le phénotype résulte de la combinaison de deux haplotypes.

Dénomination internationale = Dénomination commune  Européens Africains/Antillais

MNS:1,-2,3,-4 M+N-S+s- 6% 2%
MNS:1,-2,3,4 M+N-S+s+ 14 % 7%
MNS:1,-2,-3,4 M+N-S-s+ 8% 16 %
MNS:1,2,3,-4 M+N+S+s- 4% 2%
MNS:1,2,3,4 M+N+S+s+ 24 % 13%
MNS:1,2,-3,4 M+N+S-s+ 22% 33%
MNS:-1,2,3,-4 M-N+S+s- 1% 2%
MNS:-1,2,3,4 M-N+S+s+ 6 % 5%
MNS:-1,2,-3,4 M-N+S-s+ 15% 19 %
MNS:1,-2,-3,-4 M+N-S-s- Exceptionnel 0,4%
MNS:1,2,-3,-4 M+N+S-s- Exceptionnel 0,4%
MNS:-1,2,-3,-4 M-N+S-s- Exceptionnel 0,7%

Tableau 3 : Prévalence des antigéenes M, N, Set s

La prévalence de I'antigéne M est comparable dans la population européenne et afro-antillaise. Elle est
légérement plus élevée dans la population asiatique. Dans la population européenne et afro-antillaise, I’'antigene
M est majoritairement exprimé de maniére hétérozygote.

Européens Africains/Antillais Asiatiques
Prévalence Hétérozygote | Prévalence Hétérozygote
M 78 % 64 % 74 % 63 % 84 %
N 72 % 65 % 75 % 60 % 73 %
S 55 % 80 % 31% 90 % 20%
s 89 % 50 % 93 % 29 % 92 %

3.3 l’anticorps anti-MNS1

Notre travail a porté sur I'anticorps anti-MNS1 ; nous n’aborderons pas les nombreux autres

anticorps du systeme MNS.
Nous distinguons deux types d’acquisition de I'anticorps :

e Les anticorps naturels : I'anticorps anti-MNS1 peut étre naturellement présent dans
I'organisme de maniére irréguliére, dans ce cas il est majoritairement de type IgM
(parfois associé a une composante IgG) et apparait en dehors d’une allo-immunisation.
Il peut apparaitre, entre autres, suite a des infections bactériennes chez I'enfant (44)

ou des infections virales chez I'adulte (45). Un anticorps de type IgM a une structure
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pentamérique (Figure 10) de grande taille (900 kDa), ce qui ne lui permet pas de
franchir la barriéere foeto-placentaire et d’atteindre les hématies foetales (46—48). Les
IgM sont sans incidence obstétricale. Leur optimum thermique se situe a des

températures inférieures a 37°C pouvant aller jusqu’a 4°C.

e Les anticorps immuns: en réponse a une stimulation immune, le patient peut
développer des allo-anticorps anti-MNS1. Il s’agit d’abord d’anticorps de type IgM, puis
apres un switch isotopique, les anticorps produits seront majoritairement de type I1gG
et remplaceront les IgM (49). Les IgG (150 kDa), de structure plus petite que les IgM,
peuvent franchir la barriére foeto-placentaire et se retrouver dans la circulation foetale
(50). Ainsi, il existe un risque d’atteinte fcetale lié aux IgG. L'optimum thermique
classique des IgG est de 37°C, cependant, pour I'anticorps anti-MNS1, il semble que les

IgG puissent réagir a des températures plus faibles (51).

L’anticorps anti-MNS1 est fréquemment identifiée en période obstétricale : sur une cohorte
de 6688 patientes enceintes suivies dans les laboratoires d’IH de I'EFS Provence-Alpes-Cote
d’Azur, I'anticorps anti-MNS1 était I'anticorps le plus fréquemment identifié pendant la
grossesse (18 % des grossesses immunisées) (3). Les panels utilisés pour le dépistage de RAI
sont constitués tres souvent d’au moins une hématie M homozygote, méme s'il ne s’agit pas
d’une exigence de l'arrété du 15 mai 2018. Le TIA est donc sensible pour la détection des

anticorps anti-MNS1.

L'incidence obstétricale de I'anticorps anti-MNS1 est faible et le risque de maladie
hémolytique foetale est exceptionnel. Dans la littérature anglaise, seulement de tres rares cas
de maladies hémolytiques foetales ont été rapportés, exposés dans I'étude de Moise KJ (52).
De Young-Owens et al. ont rapporté qu’aucune maladie hémolytique foetale n’a été déclarée
dans leur étude portant sur 115 patientes aux Etats-Unis (53) . Cependant, il peut dans de
rares cas, et uniquement lorsqu’il est de type IgG, étre a |'origine d’une anémie sévére chez le
foeetus (54). Il semble également que I'atteinte foetale ou néonatale soit d’incidence plus

élevée dans certaines populations, notamment en Asie ou de nombreux cas de MHFNN sont
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dus a l'anticorps anti-MNS1, et ce méme a des titres faibles (< 4) (55). Cette différence
d’incidence entre les populations est mal expliquée : I’hypothése de facteurs génétiques, liés
a I'ethnie et pouvant influencer la réponse immune envers les allo-antigénes érythrocytaires,
est évoquée. L'influence des facteurs ethniques sur les disparités de la réponse immunitaire a
déja été étudiée dans des cas de greffe d’organe solide (56). Néanmoins, aucune donnée

n’existe sur ces facteurs pour la réponse spécifique aux allo-antigénes érythrocytaires.

Le mécanisme prédominant de I'anémie médiée par I'anticorps anti-MNS1 est une inhibition
de la croissance des précurseurs érythrocytaires (57). En effet, une réticulocytopénie est
fréguemment observée lors des anémies médiées par I'anticorps anti-MNS1. Une
érythroblastopénie, mise en évidence dans la moelle osseuse, a déja été observée lors d’un
bilan d’anémie suite a une IFME (58). De plus, Hinchliffe et al. ont démontré que I'anticorps
anti-MNS1 maternel induisait une réduction dose-dépendante de la prolifération des cellules
progénitrices érythroides M+ en culture. Ce mécanisme fait intervenir la glycophorine A
présente sur les précurseurs érythrocytaires (et les globules rouges matures) des la 9¢ semaine
de gestation. Cette sialoglycoprotéine est la plus abondante de la membrane érythrocytaire
(1.10° par cellule). Les O-glycanes présents sur cette sialoglycoprotéine contribuent au
potentiel Zéta négatif des érythrocytes, qui empéche les érythrocytes d’adhérer les uns aux
autres ainsi qu’a I'endothélium vasculaire (12,59) (Figure 11). La fixation de I'anticorps anti-
MNS1 sur ces sites antigéniques a pour conséquence de diminuer le potentiel Zéta, ce qui
provoque une agglutination des précurseurs érythrocytaires et empéche leur maturation
(Figure 12). Ce mécanisme semble prédominant, mais parfois I'anémie est associée a une
hyperbillirubinémie, suggérant également un mécanisme par hémolyse liée au systeme
phagocytaire mononucléé (12,55). Ce mécanisme d’inhibition de I'érythropoiése explique des

cas d’anémie arégénérative retardée chez le nouveau-né liée a I'anticorps anti-MNS1 (58,60).

Il est a noter que I'anticorps anti-MNS1 montre un fort effet dose en cas de faible titre,
réagissant plus fortement en TIA sur les hématies-tests M+N- (homozygotes) que sur les

hématies M+N+ (hétérozygotes).
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Lorsqu’un anticorps anti-MNS1 est identifié chez une femme enceinte dans un laboratoire d’IH

de I'EFS-BFC, un suivi immuno-hématologique est actuellement proposé toutes les quatre

semaines (a partir de la 18¢ SA), avec une RAI et un titrage associé.

Pont disulfure

Asn 563

Cys 575

Figure 10 : Structure d’une IgG et d’une IgM
A gauche : une IgG, constituée de deux chaines lourdes et de deux chaines légéres (kappa ou lambda), qui peut
franchir la barriere foeto-placentaire. A droite : une IgM avec sa structure pentamérique, reliée par des ponts

disulfures (en rouge) ; elles ne franchissent pas la barriére feeto-placentaire.
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Figure 11 : Potentiel Zéta des hématies

Les globules rouges présentent a leur surface des charges négatives, et des cations positifs s’accumulent autour.
Le potentiel Zéta est la différence entre les charges électriques négatives et positives. Cette force permet une
répulsion des hématies entre elles et évite leur agglutination.

Y\\__Y/’ -

Précurseurs érythrocytaires

Phagocytose des hématies

Figure 12 : Mécanisme d’installation de I'anémie médiée par I’anticorps anti-MNS1

La glycophorine A contribue au potentiel Zéta de I’hématie et empéche les hématies (et précurseurs
érythrocytaires) d’adhérer les unes aux autres. L’anticorps anti-MNS1, en se fixant a I'antigéne M présent sur la
glycophorine A, réduit ce potentiel Zéta. Les précurseurs érythrocytaires s’agglutinent et ne peuvent plus
maturer : c’est I'inhibition de I’érythropoiése. Dans une moindre mesure, les hématies peuvent étre phagocytées
par le systeme phagocytaire mononucléé.
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4. Traitement du plasma par DTT

Le dithiothréitol (DTT) est un agent réducteur capable de réduire les ponts disulfures (61).
Appliqué en immuno-hématologie, il permet de réduire les ponts disulfures des IgM et ainsi
abolir leur capacité d’agglutination. Le DTT n’a pas d’action sur les 1gG, ce qui permet de
différencier les IgG des IgM (62). Cette propriété est utilisée au laboratoire d’'immuno-
hématologie pour faire cette distinction avec des techniques validées. Le pré-traitement du
plasma par DTT suivi d’un TIA permet de mettre en évidence une agglutination médiée par

des anticorps de type IgG. Lorsqu’il n’y a pas d’agglutination, I'anticorps est donc de type IgM.

La mise en pratique au laboratoire est aisée : le plasma est mélangé avec du DTT dans un tube

et incubé pendant 30 minutes a 37°C (63) puis un TIA est effectué avec ce mélange.

Cette utilisation dans le suivi de la femme enceinte s’avere donc intéressante pour différencier
les anticorps a risque de causer une MHFNN (IgG) de ceux qui ne le peuvent pas (IgM).
Cependant, son utilisation reste mal définie en pratique. Dans les laboratoires d’IH de I'EFS-
BFC, cette technique est utilisée en seconde intention et son utilisation n’est pas, a ce jour,

protocolisée ; elle est donc dépendante du biologiste en charge de la validation des examens.
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OBIJECTIFS DE L'ETUDE

L’objectif global de cette étude est d’évaluer la pertinence du traitement du plasma par DTT
dans le cadre du suivi des femmes enceintes présentant un anticorps anti-MNS1. De plus, il
s’agira d’intégrer cette technique de laboratoire dans une stratégie diagnostique appliquée
au suivi obstétrical. La finalité étant de stratifier le risque obstétrical en fonction du type

d’anticorps (1gG ou IgM), et ainsi d’adapter le suivi biologique de la femme enceinte.
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MATERIEL ET METHODES

Nous avons réalisé une étude prospective qui a débuté le ler décembre 2023 et s’est
poursuivie jusqu’au 14 juin 2024 au sein du laboratoire d’immuno-hématologie de

I'Etablissement francais du sang (EFS) de Besangon.

En cas de découverte d’'une allo-immunisation pendant la grossesse, les renseignements
cliniques sont soit fournis par le prescripteur, soit recherchés par entretien téléphonique. lls
comprennent au minimum la date de début de grossesse et le terme de la grossesse. Ainsi,
durant cette période, nous avons collecté les échantillons de femmes dont la grossesse était
confirmée et pour lesquels un anticorps anti-MNS1 avait été identifié. Les plasmas étaient

congelés a -20°C et étaient décongelés pour les expérimentations.

Pour caractériser la nature 1gG ou IgM de I'anticorps anti-MNS1 identifié, nous avons réalisé

deux techniques pour chaque échantillon :

e UnTIA (dépistage sur trois hématies) a 37°C apres traitement du plasma par DTT (nous
I'appellerons par la suite DTT 37).
e Un TIA (dépistage sur trois hématies) a température ambiante (20°C) aprés traitement

du plasma par DTT (nous I'appellerons par la suite DTT TA).

La méthode employée pour le DTT 37 est celle décrite dans le mode opératoire de I'EFS-BFC.
Le DTT utilisé est un DTT pH 7.3 a 0,01M provenant de 'unité de production des réactifs de
I’'EFS (UPR). Dans un tube, un volume de 100 uL de plasma est mélangé avec un volume de
100 pL de DTT. Parallelement, dans un autre tube, un volume de 100 uL de plasma est mélangé
avec un volume de 100 plL de tampon phosphate, ce dernier n’ayant aucune action sur les
anticorps et servant de témoin de réaction positive. Les deux tubes sont incubés pendant 30
minutes a 37°C (Figure 14). Apres l'incubation, le plasma traité au DTT est distribué dans trois
puits de cartes ID LISS/Coombs de Bio-Rad® contenant une antiglobuline polyvalente anti-IgG
et anti-C3d. La quantité de plasma traité par DTT est doublée par rapport a un TIA standard

(50 pL pour la technique apres traitement du plasma par DTT contre 25 uL pour le TIA
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standard) afin de compenser I'effet de dilution causé par I'ajout de DTT. Le plasma non traité
(témoin) est également distribué dans trois puits des mémes cartes de réactifs. Les hématies
du panel de dépistage UPR sont ajoutées dans les puits contenant le plasma traité et non
traité. La carte est ensuite incubée a 37°C pendant 15 minutes, puis centrifugée. Enfin, le test
de dépistage peut étre lu et interprété. La lecture du test s’effectue en fonction de
I’'agglutination des globules rouges et de I'intensité réactionnelle observée dans le puit (Figure

13).

- - -

- (+) + ++ +++ ++++

Figure 13 : Lecture d’une réaction d’agglutination lors des examens d’immuno-hématologie

Les intensités réactionnelles sont classées en six catégories : - = aucune agglutination visible ; (+) = agglutination
légérement visible au-dessus du culot globulaire ; + = agglutination visible dans le tiers inférieur de la colonne ;
++ = agglutination visible sur toute la colonne ; +++ = agglutination visible dans le tiers supérieur de la colonne ;
++++ = les cellules agglutinées forment une bande en haut de la colonne.

Le TIA apres traitement du plasma par DTT est négatif si aucune agglutination n’est observée
dans chacun des trois puits. Il est positif dés qu’une agglutination est visible dans au moins un

des trois puits réactionnels. L'interprétation du test est réalisée selon le Tableau 4.
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Tableau 4 : Interprétation du TIA apreés traitement du plasma par DTT

TIA apres traitement du plasma par DTT négatif et témoin positif = Anticorps (Ac) de nature IgM ; TIA aprés
traitement du plasma par DTT positif et témoin positif = Ac de nature IgG ou mélange 1gG/IgM ; TIA aprés
traitement du plasma par DTT négatif et témoin négatif = Test ininterprétable

Plasma patient traité | Plasma patient non Conclusion
par DTT traité (témoin)
- + Anticorps de nature IgM
+ + Anticorps de nature IgG ou mélange 1gG/IgM
_ _ Ininterprétable

Un controle interne de qualité (ClQ) a été réalisé pour chaque série en utilisant un sérum anti-
H de nature IgM pure (Grifols®). Ce sérum anti-H a été traité de la méme facon qu’un plasma
de patiente afin de s’assurer du bon fonctionnement de la technique et confirmer que les IgM

avaient bien été réduites par le DTT.

L’anticorps anti-MNS1 est réputé peu réactif a 37°C (64). Afin de caractériser la nature IgG ou
IgM des anticorps, nous avons donc réalisé, en parallele, un deuxiéme TIA apres traitement
du plasma au DTT, mais cette fois I'agglutination a eu lieu a température ambiante (20°C) (DTT
TA). Les conditions optimales de réduction des IgM par le DTT sont de 37°C pendant 30
minutes (63). La premiére phase de la technique reste inchangée : le plasma est mélangé au
DTT et incubé pendant 30 minutes a 37°C afin de réduire les ponts disulfures des IgM. Le
plasma traité est ensuite mis en contact avec les hématies du panel de dépistage dans les puits
réactionnels. Au lieu d'incuber les cartes a 37°C pendant 15 minutes, nous les avons incubées
a température ambiante pendant 15 minutes avant de les centrifuger et de procéder a la
lecture (Figure 14). Le sérum anti-H IgM pur, utilisé comme CIQ, a également été testé dans

les mémes conditions pour chaque série afin d’assurer la conformité de la technique.

Les ClQ des deux techniques étaient conformes pour chaque série effectuée : les IgM étaient

totalement réduites et le témoin était positif.
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Distribution dans les
cartes gel avec les
hématies-tests
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volume a volume : 100 uL - 100 pL Incubation 30 min a 37°C

TP = Témoin phosphate / \
Incubation 15 min a 20°C Incubation 15 min a 37°C

\ e 7

Centrifugation

Figure 14 : Résumé du protocole des deux techniques effectuées : DTT 37 et DTT TA

Une seule étape différe entre les deux techniques utilisées : il s’agit de I’étape d’incubation des cartes de réactifs.
Les cartes de la technique DTT 37 sont incubées pendant 15 minutes a 37°C tandis que les cartes de la technique
DTT TA sont incubées pendant 15 minutes a température ambiante (20°C). Les deux techniques ont été réalisées
en paralléle pour chaque échantillon.

De plus, un dépistage en milieu salin a 20°C a été réalisé pour chaque échantillon. Celui-ci
consiste a incuber un volume de 25 pL de plasma avec un volume de 50 pL d’hématies du
panel de dépistage (UPR) dans des cartes en gel neutre contenant du NaCl et dépourvues
d’antiglobuline (Carte-ID 50520 , Bio-Rad®). Les cartes sont incubées pendant 15 minutes a
température ambiante (20°C), suivie d’'une centrifugation. Enfin, la lecture du résultat peut
étre effectuée. Un résultat négatif est classiqguement en faveur de I'absence d’anticorps de

type IgM.

Au total, 50 échantillons de plasma ont été collectés entre le 1er décembre 2023 et le 14 juin
2024. Ces échantillons proviennent de 36 patientes distinctes (Figure 15) dont les échantillons

ont été traités et analysés au laboratoire d’IH de I'EFS de Besangon.
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Le nombre d’échantillons collectés differe selon les patientes (Figure 16) :

e Pour 28 patientes, un seul échantillon a pu étre collecté.
e Pour 8 patientes, au moins deux échantillons ont été collectés : la période de suivi
variait de 1 a 5 mois, ce qui correspondait a un nombre de 2 a 4 préléevements par

patiente.

Données
rétrospectives sur
I'ensemble de la

Patientes

D horte =
arrivées a terme |« Cohorte

grossesse _ . 36 patientes
(165 échantillons gi22ibatienics
analysés)
v
Expérimentations
prospectives
\4
TIA et titrage v
Phénotype MN conjoint 50 Dépistage en
Phénotype MN enfant échantillons milieu salin
Statut primi/multigeste / \

DTT 37 DTT TA

Figure 15 : Construction de I’étude

36 patientes ont été incluses dans I'étude, pour lesquelles nous avons collecté 50 échantillons a différents
moments de la grossesse. Un DTT TA, un DTT 37 et un dépistage en milieu salin ont été effectués sur ces
échantillons. Des données rétrospectives ont été recueillies pour les patientes arrivées a terme.

Pour chaque patiente incluse dans I'étude, des données supplémentaires ont été relevées
rétrospectivement : le statut primigeste ou multigeste, le résultat des RAI précédentes, le
résultat des titrages antérieurs (Les titrages étaient réalisés en technique tube), le phénotype
MN de la patiente, ses antécédents transfusionnels, et, s’ils étaient disponibles, les données
immuno-hématologiques de I'enfant né au terme de la grossesse en cours lors de cette étude,
ainsi que le phénotype MN du conjoint et du nouveau-né (Figure 15). Ces données ont été
recueillies par une extraction depuis le systéme d’information de laboratoire (SIL) de I'EFS-BFC
ainsi que depuis la banque nationale des patients d’intérét de I'EFS (BNPI). Des données ont
également été obtenues via le protocole d’échange des résultats entre les laboratoires de
biologie médicale (LBM) et I'EFS. Toutes les données collectées lors de cette étude ont été

anonymisées.
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Les analyses statistiques ont été effectuées a |'aide des logiciels Microsoft Excel® et GraphPad
- Prism® : Microsoft Excel® pour la gestion et I'organisation des données, et GraphPad - Prism®

pour les analyses statistiques et la représentation graphique des résultats.
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RESULTATS

A. Présentation des résultats

1. Caractéristiques de la cohorte

1.1 Disponibilité des données en fonction du stade d’avancement de la grossesse

Les échantillons ont été collectés entre le 1°" et le 9° mois de grossesse, avec une médiane du

moment du prélevement des échantillons située au 6° mois de grossesse (Figure 16).
Parmi les 36 patientes incluses dans I'étude :

e 25 patientes ont mené leur grossesse a terme, permettant de recueillir des données
complétes. Ces données incluent notamment les résultats des RAIl et des titrages
d'anticorps sur I’'ensemble de la grossesse, ainsi que les données postnatales relatives

a I'enfant et au conjoint, lorsqu’elles étaient disponibles.
e 11 patientes avaient une grossesse encore en cours au moment de la rédaction de

cette these. Les données du suivi biologique sont donc incomplétes pour ces patientes

ainsi que les données postnatales.
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1.2 Phénotype MINS1 des patientes

Toutes les patientes incluses dans I'étude [100 % ; 36/36] sont de phénotype MNS:-1 .

1.3 Antécédents transfusionnels des patientes

Afin d’exclure un biais lié a I'acquisition d’anticorps aprés une transfusion, nous avons vérifié
si les patientes avaient déja recu des CGR au cours de leur vie. Aucune des patientes [0/36]

n’avait d’antécédents transfusionnels avant la grossesse en cours dans le cadre de cette étude.

1.4 Phénotype RH1 et pluri-immunisation

Afin d’exclure un biais d’interprétation des résultats lié a une pluri-immunisation, nous avons
exclu toutes les femmes ayant un anticorps concomitant a I'anticorps anti-MNS1, ainsi que
celles ayant recu des immunoglobulines anti-RH1 (Rhophylac®) dans le cadre de la prévention
de I'allo-immunisation anti-RH1. Cette précaution garantit que les résultats obtenus soient

exclusivement attribuables a I'anticorps anti-MNS1.

Seules deux patientes [5 % ; 2/36] étaient de phénotype RH:-1. Les expérimentations ont été
réalisées pour ces deux patientes avant l'injection des immunoglobulines anti-RH1 afin

d’éviter toute interférence dans l'interprétation des résultats.

1.5 Répartition entre primigestes et multigestes

Parmi les patientes incluses dans I'étude, 36 % [13/36] étaient primigestes. Les 64 % [23/36]

restantes avaient déja eu au moins une grossesse avant celle suivie dans cette étude.
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1.6 Présence d’anticorps anti-MNS1 et antécédents obstétricaux
Parmi les patientes incluses dans I'étude :

e 50 % [18/36] avaient déja été identifiées comme porteuses de I'anticorps anti-MNS1
avant la grossesse suivie dans le cadre de I’étude. Pour toutes ces patientes [18/18],

cet anticorps avait été détecté au cours d'une grossesse antérieure.

e L'autre moitié [18/36] des patientes a été identifiée comme porteuse de I'anticorps
anti-MNS1 pour la premiere fois durant la grossesse en cours de cette étude. Parmi
elles, 72 % [13/18] étaient primigestes, tandis que 28 % [5/18] avaient déja eu une
grossesse antérieure, sans qu’un anticorps anti-MNS1 n’ait été détecté auparavant

(Figure 17).

20

18

Effectif (patientes)
= = = =
B )] (o] o N B ()]

N

Anticorps anti-MNS1 connu Anticorps anti-MNS1 inconnu

B Multigeste M Primigeste

Figure 17 : Présence d’anticorps anti-MNS1 en fonction de I’existence d’une grossesse antérieure

18 patientes [50 %] avaient déja été identifiées comme porteuses de I'anticorps anti-MNS1 lors d’une grossesse
précédente. En revanche, 18 patientes [50 %] n’avaient jamais été identifiées avec un anticorps anti-MNS1 avant
la grossesse suivie dans cette étude : pour 13 d’entre elles [72 % ; 13/18] il s’agissait de leur premiére grossesse,
tandis que les 5 autres [28 % ; 5/18] étaient multigestes.
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1.7 Phénotype MN du procréateur

L'information sur le phénotype MN du procréateur était disponible pour sept patientes. Parmi
ces sept procréateurs, cing étaient de phénotype MNS:-1, et deux de phénotype MNS:1, tous

deux hétérozygotes pour cet antigéne.

2. Résultats bruts des expérimentations

Dans cette section, nous présentons les résultats bruts des expérimentations réalisées au
cours de I'étude. Pour chaque échantillon (n = 50), un dépistage en milieu salin a température
ambiante (20°C) a été réalisé, ainsi qu’un TIA a 37°C apres traitement du plasma par DTT (DTT

37) et un TIA a température ambiante (20°C) aprés traitement du plasma par DTT (DTT TA).

2.1 Dépistage en milieu salin a température ambiante (20°C)

Au total, 48 dépistages en milieu salin ont été réalisés. Deux échantillons n'ont pas pu étre
testés en raison d'une quantité insuffisante de plasma. Sept patientes [19 % ; 7/36] ont
présenté un dépistage négatif en milieu salin a un ou plusieurs moments du suivi de leur
grossesse. Les autres patientes présentaient un profil de dépistage compatible avec la

présence d’un anticorps anti-MNS1.

2.2 TIA apres traitement du plasma par DTT

Nous présentons ici les résultats bruts des TIA réalisés sous deux conditions de température
(@ 37°C et a température ambiante) aprés traitement du plasma par DTT. Une analyse

comparative des résultats obtenus avec ces deux techniques a ensuite été effectuée.
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2.2.1 TIA a 37°C aprés traitement du plasma par DTT (DTT 37)
Parmi les 50 échantillons analysés (Figure 18) :

e 44 % des échantillons [22/50] présentaient un témoin négatif pour les trois hématies

du panel testées. Dans ce cas, le DTT 37 ne peut pas étre interprété.

e 34 % des échantillons [17/50] présentaient un résultat négatif pour le DTT 37 avec un
témoin positif. Ce résultat suggére que l'anticorps responsable de la positivité du

témoin a 37°C a été détruit par le DTT, rendant la RAI négative.

e 22 % des échantillons [11/50] présentaient un résultat positif pour le DTT 37 avec un
témoin positif. Cela indique que I'anticorps responsable de la positivité du témoin a

37°C était résistant au DTT.

2.2.2 TIA a température ambiante (20°C) apres traitement du plasma par DTT

(DTTTA)
Parmi les 50 échantillons analysés (Figure 18) :

e 6 % des échantillons [3/50] présentaient un témoin négatif pour les trois hématies du

panel testées. Dans ce cas, le DTT TA ne peut pas étre interprété.

e 38 % des échantillons [19/50] présentaient un résultat négatif pour le DTT TA avec un
témoin positif. Ce résultat suggére que l'anticorps responsable de la positivité du
témoin a température ambiante (20°C) a été détruit par le DTT, rendant la RAI

négative.

e 56 % des échantillons [28/50] présentaient un résultat positif pour le DTT TA avec un

témoin positif. Cela indique que I'anticorps responsable de la positivité du témoin a

température ambiante (20°C) était résistant au DTT.
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Figure 18 : Comparaison des résultats obtenus avec le DTT 37 et le DTT TA

44 % des échantillons présentent un résultat ininterprétable pour le DTT 37, contre 6 % pour le DTT TA. 34 % des
échantillons présentent un résultat négatif pour le DTT 37, contre 38 % pour le DTT TA. Enfin, 22 % des échantillons
présentent un résultat positif pour le DTT 37, contre 56 % pour le DTT TA. La valeur de p < 0,01 indique une
différence significative entre les résultats obtenus avec les deux conditions de température.

2.2.3 Comparaison des résultats obtenus avec le DTT 37 et le DTT TA

Afin de comparer les résultats obtenus lors des deux conditions de température (DTT 37 et
DTT TA), un test du khi-deux a été réalisé. Ce test révele une différence statistiquement
significative entre les deux procédés [x* = 43,92 ; p < 0,01], indiquant que les résultats obtenus
avec le DTT 37 different de maniére significative de ceux réalisés avec le DTT TA. 44 % des
échantillons présentent un résultat ininterprétable pour le DTT 37, contre 6 % pour le DTT TA
(Figure 18). Le TIA a 37°C apres traitement du plasma par DTT (DTT 37) est donc fréquemment
mis en défaut, n’étant interprétable que pour 56 % des échantillons, probablement en raison

de I'optimum thermique faible (<37°C) de I'anticorps anti-MNS1.
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2.3 Correspondance des résultats entre le DTT 37 et le DTT TA pour chaque

échantillon

Pour chaque échantillon (n=50), nous avons d'abord déterminé le résultat obtenu avec le DTT
37 (ininterprétable, positif ou négatif), puis nous I'avons comparé avec celui obtenu avec le
DTT TA. Cette analyse a permis d’observer si un échantillon ininterprétable, positif ou négatif
a 37°C présentait un résultat similaire ou différent lorsqu’il était testé a température ambiante
(Figure 18). De plus, pour chaque échantillon, nous avons mis en relation ces résultats avec
ceux du dépistage en milieu salin, du titrage, le statut primi/mutigeste de la patiente ainsi que

le phénotype MNS1 du conjoint et de I'enfant, lorsqu’ils étaient disponibles.

2.3.1 Résultats ininterprétables a 37°C (DTT 37)
Parmi les 22 échantillons dont le résultat du DTT 37 était ininterprétable :

e 13 % [3/22] étaient également ininterprétables lors du DTT TA (Tableau 5). De plus, le
dépistage en milieu salin pour ces trois échantillons s'est également révélé négatif.
Cela suggere une concentration tres faible d’anticorps anti-MNS1 en dessous du seuil
de sensibilité de ces analyses. Aucun titrage n'a été réalisé pour ces échantillons. Pour
2 patientes [66 % ; 2/3], le phénotype MNS1 du conjoint était connu et de phénotype
MNS:-1.

e 86 % [19/22] ont pu étre interprétés lors du DTT TA. Ces échantillons se répartissent
ainsi :

- 45%[10/22] ont présenté un résultat négatif lors du DTT TA (Tableau 6). Parmi
eux, 30 % [3/10] ont montré un dépistage en milieu salin négatif. Un seul
échantillon a été titré [10 % ; 1/10], et le titre était négatif. Pour une patiente,
I’enfant né au terme de la grossesse était de phénotype MNS:1. Cette patiente
avait déja été identifiée avec un anticorps anti-MNS1 lors d’'une grossesse

précédente.

- 41 % [9/22] ont présenté un résultat positif lors du DTT TA (Tableau 7). Parmi
eux, 22 % [2/9] ont montré un dépistage en milieu salin négatif. Un seul
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échantillon a été titré [11 % ; 1/9], et le titre était négatif. Le phénotype MNS1

du conjoint était connu pour quatre patientes : I'une d’elles, multigeste, avait

un conjoint de phénotype MNS:-1, avec un anticorps anti-MNS1 déja identifié

lors d’une grossesse précédente. Les trois autres patientes, primigestes,

avaient un conjoint de phénotype MNS:1, et l'une d’elles a eu un enfant

également de phénotype MNS:1.

Tableau 5 : Echantillons présentant un résultat ininterprétable pour le DTT 37 et le DTT TA

N° PAT = N° patiente ; N° Ech = N° d’échantillon ; Anti-MNS1 connu = Anticorps anti-MNS1 déja identifié lors d’une
grossesse précédente ; Inint = Ininterprétable ; Saline = Dépistage en milieu salin ; NR = Non réalisé ; NC = Non

connu

Trois échantillons présentent un résultat ininterprétable pour le DTT 37 et le DTT TA, avec un dépistage en milieu
salin également négatif. Pour deux patientes, le phénotype MNS1 du conjoint est MNS:-1 .

. Phénotype
N°Pat | N°Ech | AMH-MNS1 | Grossesse | or oo | prrra | saline | Titre MNS1
connu antérieure . .
conjoint
32 32.1 oul Oul Inint Inint - NR -
33 33.1 NON Ooul Inint Inint - NR -
36 36.3 NON NON Inint Inint - NR NC
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Figure 19 : Correspondance des résultats entre le DTT 37 et le DTTTA

DTT 37 Positif

DTT TA Positif

Parmi les échantillons dont le résultat était ininterprétable pour le DTT 37 : 45 % étaient négatifs pour le DTT TA,
tandis que 41 % étaient positifs pour le DTT TA. Par ailleurs, 40 % des échantillons qui présentaient un résultat
négatif pour le DTT 37 étaient positifs pour le DTT TA. Tous les échantillons positifs pour le DTT 37 sont également

positifs pour le DTT TA.
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Tableau 6 : Echantillons présentant un résultat ininterprétable pour le DTT 37 et négatif pour le DTT TA

N° PAT = N° patiente ; N° Ech = N° d’échantillon ; Anti-MNS1 connu = Anticorps anti-MNS1 déja identifié lors d’une
grossesse précédente ; O = Oui; N = Non ; Inint = Ininterprétable ; Saline = Dépistage en milieu salin ; Homo =
Résultat de I’'hématie-test M homozygote ; Hétéro = Résultat de I’hématie-test M hétérozygote ; NR = Non réalisé ;
NC = Non connu

Dix échantillons présentent un résultat négatif pour le DTT TA, bien qu’ils soient interprétables pour le DTT 37. Le
titrage a été réalisé pour un échantillon : le titre était négatif et I'enfant né au terme de la grossesse était de
phénotype MINS:1 ; il s’agissait d’une patiente déja identifiée comme porteuse d’un anticorps anti-MNS1 lors
d’une grossesse précédente.

Saline
Anti- Phénotype
Grossesse
N° Pat | N° Ech MNS1 DTT37 | DTTTA | Homo | Hétéro | Titre MNS1
antérieure
connu enfant
13 13.1 0] (0] Inint - +++ = NR NC
15 15.1 N N Inint - ++ = NR NC
18 18.1 0] (0] Inint - +++ ++ - +
19 19.1 N (o] Inint - - - NR NC
20 20.1 0] (0] Inint - + - NR NC
20 20.2 (0] (0] Inint - ++ - NR NC
20 20.3 0] (0] Inint - + - NR NC
20 20.4 0] (o] Inint - + - NR NC
21 21.1 N N Inint - - - NR NC
21 21.2 N N Inint - - - NR NC
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Tableau 7 : Echantillons présentant un résultat ininterprétable pour le DTT 37 et positif pour le DTT TA

N° PAT = N° patiente ; N° Ech = N° d’échantillon ; Anti-MNS1 connu = Anticorps anti-MNS1 déja identifié lors
d’une grossesse précédente ; O = Oui; N = Non ; Inint = Ininterprétable ; Homo = Résultat de I’hématie-test M
homozygote ; Hétéro = Résultat de I’hématie-test M hétérozygote ; Saline = Dépistage en milieu salin ; NR = Non
réalisé ; Phéno MINS1 conjoint = Phénotype érythrocytaire MINS1 du conjoint ; NC = Non connu ; Phéno MNS1

enfant = Phénotype érythrocytaire de I’enfant né au terme de la grossesse

Neuf échantillons présentent un résultat positif en DTT TA, bien qu’ils soient ininterprétables pour le DTT 37. Le
titrage a été réalisé pour un échantillon, et le résultat était négatif. Pour une patiente multigeste, le phénotype
du conjoint était MNS1:-1. Pour trois patientes primigestes, le phénotype du conjoint était MNS:1, et I'une d’elles
a eu un enfant également de phénotype MNS:1 .

DTTTA Saline

N° N° Anti- Grossesse Phéno | Phéno
Pat | Ech MNS1 antérieure DTT 37 | Homo | Hétéro | Homo | Hétéro | Titre MITIS'I MNS1

connu conjoint | enfant
4 | 41 o) 0 Inint | (+) 5 ++ - NR NC NC
12 | 121 0 0 Inint (+) (+) + + NR - NC
14 | 141 o o Inint + - - - NR NC NC
22 | 221 N N Inint + (+) + + NR + +
24 | 241 N N Inint + - ++ + - + NC
25 | 25.2 N N Inint ++ - ++++ | ++++ | NR NC NC
26 | 26.1 N N Inint + - ++ - NR + NC
34 | 341 N 0] Inint | +++ ++ ++ + NR NC NC
36 | 36.1 N N Inint (+) - - - NR NC NC
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2.3.2 Résultats négatifs a 37°C (DTT 37)
Parmi les 15 échantillons présentant un résultat négatif pour le DTT 37 :

e 60 % [9/15] ont également présenté un résultat négatif lors du DTT TA (Tableau 8).
Parmi eux, tous ont montré un dépistage en milieu salin positif. Un seul échantillon a
été titré [7 % ; 1/15], et le titre était négatif. Le phénotype MNS1 du conjoint était
connu pour une patiente primigeste et était de phénotype MNS:-1 . Le phénotype
MNS1 de I'enfant était connu pour deux patientes, et dans les deux cas, les enfants

étaient de phénotype MNS: -1.

e 40 % [8/15] ont présenté un résultat positif lors du DTT TA (Tableau 9). Parmi eux, 88
% [7/8] ont montré un dépistage en milieu salin positif, tandis qu’un échantillon n’a
pas pu étre testé, faute de plasma disponible. Deux échantillons ont été titrés, et les
résultats étaient négatifs. Le phénotype MNS1 de I’enfant né au terme de la grossesse
était connu pour une patiente multigeste déja identifiée avec un anticorps anti-MNS1

lors d’'une grossesse précédente ; il était de phénotype MNS:-1 .
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Tableau 8 : Echantillons présentant un résultat négatif pour le DTT 37 et le DTT TA

N° PAT = N° patiente ; N° Ech = N° d’échantillon ; Anti-MNS1 connu = Anticorps anti-MNS1 déja identifié lors d’une
grossesse précédente ; O = Oui; N = Non ; Saline = Dépistage en milieu salin ; Homo = Résultat de I’hématie-test
M homozygote ; Hétéro = Résultat de I’hématie-test M hétérozygote ; NR = Non réalisé ; NC = Non connu

Neuf échantillons présentent un résultat négatif lors du DTT 37 et du DTT TA. Le titrage a été réalisé pour un
échantillon, et le résultat était négatif. Pour une patiente primigeste, le conjoint était de phénotype MNS:-1 . Pour
deux patientes, I'enfant né au terme de la grossesse était de phénotype MNS:-1 .

Saline
Anti- Phénotype | Phénotype
o o Grossesse - .
N° Pat | N° Ech | MNS1 L. DTT 37 | DTT TA | Homo | Hétéro | Titre MNS1 MNS1
antérieure . .
connu conjoint enfant
2 2.1 0 0 - - +++ ++ - NC -
3 3.1 N N - - +++ - NR - NC
6 6.1 N N - - ++ - NR NC -
29 29.1 0] 0] - - ++ (+) NR NC NC
29 29.2 o o - - +++ (+) NR NC NC
29 29.4 0 0 - - +++ ++ NR NC NC
29 29.3 0] 0] - - +++ - NR NC NC
30 [301] O 0 - - + (+) | NR NC NC
31 311 0] 0] - - ++ + NR NC NC
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Tableau 9 : Echantillons présentant un résultat négatif pour le DTT 37 et positif pour le DTT TA

N° PAT = N° patiente ; N° Ech = N° d’échantillon ; Anti-MNS1 connu = Anticorps anti-MNS1 déja identifié lors d’une
grossesse précédente ; O = Oui; N = Non ; Homo = Résultat de I'hématie-test M homozygote ; Hétéro = Résultat
de 'hématie-test M hétérozygote ; Saline = Dépistage en milieu salin ; NR = Non réalisé ; NC = Non connu

Huit échantillons présentent un résultat positif pour le DTT TA, bien qu’ils soient négatifs pour le DTT 37. Le titrage
a été réalisé pour deux échantillons, et le résultat était négatif. Le phénotype MNS1 de I'enfant né au terme de la
grossesse était connu pour une patiente multigeste, et il était de phénotype MNS:-1 .

DTTTA Saline
Anti- Grossesse Phénotype
N° Pat | N° Ech| MNS1 L . DTT 37 | Homo | Hétéro | Homo | Hétéro | Titre MNS1
antérieure

connu enfant
9 9.1 0 0 - ++ - +H++ | NR NC
9 9.2 o) ) - + - NR NR NR -
11 11.1 N N - ++ - +H++ | +HHE - NC
25 25.1 N N - (+) - ++++ | - NC
25 253 N N - ++ - +++ +++ NR NC
27 27.1 0 0 - + - ++ - NR NC
28 28.1 0 0 - ++ (+) +++ ++ NR NC
35 35.1 N o - + - ++ - NR NC

2.3.3 Résultats positifs a 37°C (DTT 37)

100 % [11/11] des échantillons positifs pour le DTT 37 sont également positifs pour le DTT TA

(Tableau 10). Parmi eux, 18 % [2/11] ont montré un dépistage en milieu salin négatif. 55 %

[6/11] des échantillons ont été titrés, et tous étaient négatifs.
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Tableau 10 : Echantillons présentant un résultat positif pour le DTT 37 et le DTTTA

N° PAT = N° patiente ; N° Ech = N° d’échantillon ; Anti-MNS1 connu = Anticorps anti-MNS1 déja identifié lors d’une
grossesse précédente ; O = Oui ; N = Non ; Homo = Résultat de I'hématie-test M homozygote ; Hétéro = Résultat
de I'hématie-test M hétérozygote ; Saline = Dépistage en milieu salin ; NR = Non réalisé

Onze échantillons présentent un résultat positif pour le DTT 37 et pour le DTT TA. Le dépistage en milieu salin
était négatif pour deux échantillons. Le titrage a été réalisé pour six échantillons, et tous étaient négatifs.

DTT 37 DTTTA Saline
Anti- Grossesse
N° Pat | N°Ech | MNS1 .. Homo | Hétéro | Homo | Hétéro | Homo | Hétéro | Titre

connu antérieure
1 1.1 N N +++ ++ ++++ +++ ++++ ++++ -
5 5.1 N N ++ + ++ + + (+) NR
5 5.2 N N ++ (+) ++ ++ ++ - NR
7 7.1 o o] + (+) + + - - R
8 8.1 0] (0] + + + + + + -
10 10.1 0] 0] ++ + ++ ++ +++ +++ -
16 16.1 N (0] (+) - ++ + ++ + NR
17 171 0] 0] (+) - ++ + +++ - _
17 17.2 o] 0 (+) - + (+) ++ + .
23 231 N N (+) - ++ + ++ - NR
36 36.2 N N (+) - (+) - - = NR
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3. Données des patientes arrivées a terme

Pour les 25 patientes ayant mené leur grossesse a terme, nous avons réalisé une analyse
rétrospective du nombre de prélevements effectués pour le suivi des RAI, ainsi que du nombre
de titrages associés. Lorsque ces informations étaient disponibles, nous avons également
recueilli les données immuno-hématologiques de I'enfant né au terme de la grossesse ainsi

que son phénotype MN.

3.1 Fréquence et résultats des RAI

Nous avons analysé la fréqguence des RAI réalisées tout au long de la grossesse des 25 patientes
arrivées a terme. Le nombre médian de RAI par grossesse était de 7, avec un minimum de 4
et un maximum de 10 RAI (Figure 20). Ce nombre médian équivaut a environ une RAIl toutes

les quatre semaines a partir de 18 SA.

A noter que deux patientes (patiente n° 3 et n° 12), dont le conjoint était de phénotype MNS:-
1, sont arrivées a terme et avaient eu respectivement 6 et 5 RAl durant leur suivi. Cela suggéere
gue, bien que la grossesse soit compatible, le suivi biologique était similaire a celui des

femmes dont la grossesse était présumée incompatible.

Concernant le résultat des RAI :

e 68 % [17/25] ont présenté des RAI positives tout au long de leur grossesse.

e 32 % [8/25] ont présenté au moins une RAI négative :

- Pour deux patientes [2/8], la premiére RAI réalisée en début de grossesse était
négative ; I'anticorps anti-MNS1 a été détecté lors de la RAI effectuée au sixieme
mois, en raison de leur phénotype RH:-1.

- Pour les six autres patientes [6/8], les résultats négatifs de RAI sont survenus en
milieu ou en fin de grossesse, bien que I'anticorps anti-MNS1 ait déja été identifié

au cours de la grossesse.
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Figure 20 : Nombre et résultats des RAI réalisées durant la grossesse par patiente

Le nombre de RAI réalisées durant la grossesse varie de quatre a dix par grossesse, avec une médiane de 7 RAl
par grossesse. Huit patientes ont présenté au moins une RAl négative. La patiente n° 6 a présenté sept RAI
négatives sur les neuf effectuées pendant sa grossesse.

3.2 Fréquence et résultats des titrages

Conformément aux procédures actuellement en vigueur dans les laboratoires d’IH de I'EFS-
BFC, un titrage de I'anticorps anti-MNS1 est recommandé toutes les quatre semaines a partir
de 18 SA. Le titrage est effectué uniquement si I'anticorps réagit avec toutes les hématies-

tests M hétérozygotes lors du TIA standard ; dans le cas contraire, le titrage n’est pas réalisé.

Une analyse rétrospective de 165 résultats de RAIl a été effectuée pour les 25 patientes ayant
mené leur grossesse a terme. Ces résultats de RAI se réferent exclusivement a la grossesse qui
a été suivie lors de cette étude. L'objectif était d’évaluer si un titrage avait été réalisé en

paralléle et, le cas échéant, d'analyser les résultats.

63



Dans notre cohorte, 79 % [130/165] des anticorps anti-MNS1 étaient non titrables (absence
de réaction de toutes les hématies M hétérozygotes en TIA standard), 19 % [32/165]
présentaient un titre négatif, et seuls 2 % [3/165] ont été titrés a 1:1 (Figure 21). Les trois
échantillons titrés a 1:1 provenaient de la méme patiente (le titre était de 1:1 a trois reprises

sur les huit titrages réalisés au cours de sa grossesse ; les cing autres étaient négatifs).

Par ailleurs, pour 44 % [11/25] des patientes, I’anticorps anti-MNS1 n'a jamais été titré (Figure
22). Une seule patiente [1/25 ; 4 %] présentait un anticorps anti-MNS1 constamment titré lors
de chaque prélévement (toujours réactif avec les hématies-tests M hétérozygotes) ; c'est

également la seule patiente pour laquelle un titre positif (1:1) a été observé.

19

79

W Non titrable ® Titre négatif M Titre positif

Figure 21 : Résultats des titrages réalisés pendant la grossesse des patientes arrivées a terme

165 RAI répartis entre 25 patientes ont été analysés afin de déterminer la valeur du titrage associée : 79 % des
anticorps anti-MNS1 étaient non titrables, 19 % présentaient un titre négatif, et seuls 2 % ont été titrés a 1:1.

64



Effectif
N
1
L

14 B

® RAlIl réalisées

B Titrages réalisés

B

T

*
NWINAS

T

QNYD " 0\ D Q\Q\'\\‘»\’b\b‘@\%(\\‘b\gw a9 fil'({'bmb‘ff)

Numéro d'anonymat (patiente)

Figure 22 : Nombre de RAI et de titrages réalisés durant la grossesse par patiente

11 patientes [11/25 ; 44 %] présentaient un anticorps anti-MNS1 qui n'a jamais été titré. La patiente n° 1 est la
seule pour laquelle un titrage a été réalisé lors de chaque RAI, et également la seule a avoir présenté un anticorps

anti-MNS1 de titre positif (1:1).

3.3 Données immuno-hématologiques et phénotype MNS1 des nouveau-nés

Les données immuno-hématologiques étaient disponibles pour neuf enfants issus de la

cohorte. L'ensemble des neuf enfants présentaient un EDA négatif. Un phénotypage MN a été

réalisé pour cing d'entre eux :

MNS:1.

trois étaient de phénotype MNS:-1 et deux de phénotype

Il est a noter que, pour la seule patiente présentant anticorps anti-MNS1 de titre positif (1:1),

I’'EDA et le phénotype MN de I'enfant n’ont pas été recherchés a la naissance.
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B. Analyse et interprétation des résultats

1. Nature des anticorps anti-MNS1

L'anticorps anti-MNS1 est fréquemment décrit comme un anticorps naturel irrégulier,
majoritairement de type IgM (3,65—67). Cependant, certaines études indiquent que les
anticorps anti-MNS1 n’étaient principalement pas réduits par le DTT, suggérant qu’il s’agissait
majoritairement d’lgG (ou un mélange d’IgG et d’IgM) avec un optimum thermique inférieur
a 37°C (« 1gG froide »), et qu’ils étaient capables de provoquer une agglutination spontanée

en milieu salin (51,68).

Dans le cadre de notre étude, nous avons interprété nos résultats en tenant compte de cette
hypothese. En effet, nous avons observé une différence dans l'interprétation des résultats des
TIA apres traitement du plasma par DTT (DTT 37 ou DTT TA) en fonction de la température a
laquelle I'agglutination se produisait. Cela nous a conduit a catégoriser les anticorps en trois

groupes distincts :

e DTT 37 ET DTT TA positifs : I'anticorps anti-MNS1 est de type IgG ou un mélange

IgG/1gM, avec une agglutination qui se produit a 37°C.

e DTT 37 négatif ET DTT TA négatif : I'anticorps anti-MNS1 a été totalement réduit par le

DTT, indiquant qu’il s’agit d’'une IgM pure.

e DTT 37 négatif ET DTT TA positif : I'anticorps anti-MNS1 n’était pas ou peu réactif a
37°C. Le DTT a réduit une petite fraction des anticorps, faisant passer I'anticorps anti-
MNS1 sous le seuil de détection de la technique a 37°C. Cependant, a température
ambiante, les réactions étaient plus fortes et le DTT TA était positif, indiquant que
I'action du DTT n’avait pas completement détruit les anticorps. Cela suggere la
présence d'lgG avec un optimum thermique inférieur a 37°C, ou d'un mélange IgG/IgM

réagissant faiblement a 37°C.

Ainsi, la nature (1gG ou IgM) des anticorps anti-MNS1 a été déterminée pour chaque patiente
en fonction des résultats obtenus avec le DTT 37 et le DTT TA. Les huit patientes pour
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lesquelles plusieurs échantillons ont été collectés présentaient des anticorps anti-MNS1 de
nature (I1gG ou IgM) constante lors de chaque prélevement. Cela nous a permis de classer les

36 patientes de notre cohorte en trois catégories (Figure 23) :

e 22 % [8/36] des patientes présentaient des anticorps anti-MNS1 de type 1gG (ou un

mélange IgG/IgM) réagissant a 37°C

e 33%[12/36] des patientes présentaient des anticorps anti-MNS1 de type IgM pur

e 39 % [14/36] des patientes présentaient des anticorps anti-MNS1 de type « IgG

froide » ou un mélange 1gG/1gM peu réactif a 37°C

A noter que 6 % [2/36] des patientes présentaient des résultats ininterprétables aussi bien
lors du DTT 37 que du DTT TA, ce qui n'a pas permis de de conclure sur la nature de I'anticorps

anti-MNS1 chez ces deux patientes.

Non déterminé

IgG froide

IgM pure

I9G & 37°C

Figure 23 : Répartition des patientes selon la nature (1gG ou IgM) de leurs anticorps anti-MNS1

39 % des patientes présentaient des anticorps anti-MNS1 de type « IgG froide ». 22 % des patientes présentaient
des anticorps anti-MNS1 de type IgG réagissant a 37°C. 33 % des patientes présentaient des anticorps anti-MNS1
de type IgM pur. Pour 6 % des patientes, la nature de I’anticorps anti-MNS1 n’a pas pu étre déterminée en raison
de résultats ininterprétables lors du DTT 37 et du DTT TA.
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2. Recherche de facteurs de distinction entre les IgG et les IgM indépendants

du DTT

Nous avons regroupé les patientes de notre cohorte en deux catégories : celles présentant des
IgG (incluant les IgG « froides » et les IgG réactives a 37°C) et celles présentant des IgM pures.
Ces deux catégories (IgG et IgM) correspondent classiqguement aux deux entités cliniques

pertinentes a distinguer lors du suivi des patientes enceintes.

Pour chacune des deux catégories, nous avons analysé les résultats du test en milieu salin
réalisé lors de nos expérimentations et quantifié l'intensité réactionnelle lors du test pour
I’'hématie M homozygote du panel. L'intensité était classée comme faible (< 2+) ou forte (>
2+). Nous avons également évalué la réactivité de I'anticorps en milieu salin avec I’"hématie M

hétérozygote du panel.

Nous avons réitéré I'analyse sur les résultats du TIA standard (a 37°C), réalisé dans le cadre de
I'analyse de « routine » ayant permis d'identifier I'anticorps anti-MNS1 (celui réalisé en dehors
de nos expérimentations pour le suivi « réel » des patientes). Nous avons quantifié I'intensité
réactionnelle lors du TIA standard pour ’hématie M homozygote du panel (faible ou forte),

ainsi que la réactivité de I'anticorps en TIA standard pour I’hématie M hétérozygote du panel.

De plus, nous avons déterminé si I'anticorps anti-MNS1 avait été identifié lors d'une grossesse
antérieure et relevé les données sur le phénotype MNS1 du conjoint et de I'enfant lorsqu’elles

étaient disponibles.

A partir de ces données, nous avons comparé les deux catégories de patientes (celles
présentant des anticorps de type IgG et celles présentant des anticorps de type IgM) afin
d'identifier d'éventuels facteurs permettant de distinguer la nature de I’anticorps (1gG ou IgM)
indépendamment de l'utilisation du DTT. Cette analyse nous a permis d'évaluer la pertinence
de l'utilisation du DTT pour cette distinction par rapport aux autres examens courants. Comme
la nature des anticorps est restée inchangée chez les 36 patientes tout au long de leur suivi,
nous avons sélectionné un échantillon unique par patiente, correspondant au préléevement

effectué le plus tot lors de la grossesse.

La comparaison entre les deux catégories a été réalisée a I'aide du test du khi-deux.
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2.1 Patientes présentant des anticorps anti-MNS1 de type IgG
22 patientes présentaient des anticorps anti-MNS1 de type IgG :
e Test en milieu salin

Pour 27 % [6/22] des patientes, le test en milieu salin montrait une intensité réactionnelle
forte avec ’hématie M homozygote, tandis que 55 % [12/22] présentaient une intensité faible.
Seules 18 % [4/22] avaient des résultats négatifs (Figure 24). Chez ces patientes, la positivité
du test en milieu salin peut s’expliquer par la présence d’'une composante IgM associée aux
IgG, ou par le fait que les IgG étaient capables de provoquer une agglutination en milieu salin.
Le test en milieu salin était positif pour ’hématie M hétérozygote chez 59 % [13/22] des

patientes (Figure 25).

e TIA standard

Pour 86 % [19/22] des patientes, le TIA standard montrait une intensité faible avec I’hématie
M homozygote, tandis que 14 % [3/22] présentaient une intensité forte (Figure 26). Le TIA
standard était positif avec I'hématie M hétérozygote chez 55 % [12/22] des patientes (Figure
27).

e Autres données

Pour 55 % [12/22] des patientes, I'anticorps anti-MNS1 n’était pas connu avant la grossesse
suivie lors de cette étude (Figure 28). Le phénotype MNS1 du conjoint était documenté pour
guatre patientes, et 75 % [3/4] des conjoints étaient de phénotype MNS:1. Une origine
immune de I'anticorps anti-MNS1 est possible chez ces femmes en raison d'une potentielle
IFME. La patiente dont le conjoint était de phénotype MNS:-1 était une patiente multigeste,
avec un anticorps anti-MNS1 déja identifié lors d’'une grossesse précédente. Le phénotype
MNS1 de I'enfant était connu pour deux patientes, et dans 50 % [1/2] des cas, I'enfant était
de phénotype MNS:1 . La patiente dont I'enfant était de phénotype MNS:-1 était une patiente

multigeste avec un anticorps anti-MNS1 identifié lors d’une précédente grossesse.
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2.2 Patientes présentant des anticorps anti-MNS1 de type IgM
12 patientes présentaient des anticorps anti-MNS1 de type IgM :
e Test en milieu salin

Pour 33 % [4/12] des patientes, le test en milieu salin montrait une intensité réactionnelle
forte avec ’hématie M homozygote, tandis que 50 % [6/12] présentaient une intensité faible.
Malgré la présence d’'IgM, le test en milieu salin était négatif pour 17 % [2/12] des patientes
(Figure 23), probablement en raison d’une concentration trés faible d’anticorps. Le test en
milieu salin était positif avec I’'hnématie M hétérozygote chez 50 % [6/12] des patientes (Figure

24).

e TIA standard

Pour 100 % [12/12] des patientes, le TIA standard montrait une intensité faible avec ’hématie
M homozygote (Figure 26). Le TIA standard était positif avec ’hématie M hétérozygote dans
seulement 8 % [1/8] des cas (Figure 27).

e Autres données

Pour 42 % [5/12] des patientes, I'anticorps anti-MNS1 n’était pas connu avant la grossesse
suivie lors de cette étude (Figure 27). Chez 58 % [7/12] des patientes, I'anticorps anti-MNS1
avait déja été identifié lors d'une grossesse précédente, sans qu'un switch isotypique vers une
IgG ne soit observé, ce qui suggére une origine naturelle de cet anticorps de type IgM. Le
phénotype MNS1 du conjoint était connu pour une patiente et il était de phénotype MNS:-1 .
Le phénotype MNS1 de I'enfant était connu pour deux patientes et, dans les deux cas, les
enfants étaient de phénotype MNS:-1; l'une d’elle était primigeste. Ces résultats sont

également en faveur d’une origine naturelle de I'anticorps anti-MNS1 chez ces patientes.

2.3 Analyse comparative entre les catégories (IgG ou IgM)

Il n’existait pas de différence significative d’intensité réactionnelle lors du test en milieu salin

avec I’hématie-test M homozygote selon la nature de I'anticorps [x? = 0.78 ; p = 0.67] (Figure
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24). De plus, aucune différence significative n’a été observée entre les groupes concernant la
réactivité de I'hématie-test M hétérozygote lors du test en milieu salin [x*> = 1.3 ; p = 0.26]
(Figure 25). Classiquement, une agglutination en milieu salin est attendue pour les anticorps
de type IgM. Cependant, ces résultats montrent que l'intensité réactionnelle et la réactivité
de I'hématie M hétérozygote sont similaires, que I'anticorps anti-MNS1 soit de nature 1gG ou
IgM. Cela peut s’expliquer par la capacité de I'anticorps anti-MNS1 de type 1gG a provoquer

une agglutination en milieu salin ou par la présence d’un mélange d’IgG et d’IgM.

Une différence significative d’intensité réactionnelle a été observée lors du TIA standard avec
I’hématie M homozygote [x? = 13 ; p<0.01] (Figure 26) ainsi que pour la réactivité de ’hématie
M hétérozygote en TIA standard [x* = 49.0 ; p<0.01] (Figure 27). Ces résultats indiquent que
les anticorps de type IgG provoquaient une réaction significativement plus forte avec
I’'hématie M homozygote lors du TIA standard et réagissaient plus fréquemment avec
I’hématie M hétérozygote en TIA standard. Toutefois, ces résultats sont insuffisants pour
corréler la nature de I'anticorps (IgG ou IgM) avec la différence de réaction des hématies du

panel en TIA standard, d’autant plus que les intensités varient selon les lots de réactifs utilisés.

Enfin, I'anticorps anti-MNS1 était connu avant la grossesse suivie dans le cadre de cette étude,
dans des proportions similaires, que I'anticorps soit de type 1gG ou IgM [x®> = 0,13 ; p = 0,72]
(Figure 28).
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Figure 24 : Comparaison des intensités réactionnelles avec I’hématie M homozygote lors du test en milieu
salin selon la nature (I1gG ou IgM) de I'anticorps

Il n’y a pas de différence statistiquement significative d’intensité réactionnelle lors du test en milieu salin avec
I’hématie-test M homozygote entre les anticorps de type IgG et IgM [p = 0,67]. L’intensité réactionnelle avec
I’hématie M homozygote lors du test en milieu salin ne semble pas étre indicative de la nature des anticorps.
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Figure 25 : Comparaison de la réactivité de I’anticorps avec ’'hématie M hétérozygote en milieu salin selon sa
nature (IgG ou IgM)

Aucune différence statistiquement significative n'a été observée entre les IgG et les IgM [p = 0,26]. La réactivité
de I’'hématie M hétérozygote en milieu salin ne semble pas étre indicative de la nature des anticorps.
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Figure 26 : Comparaison des intensités réactionnelles avec ’lhématie M homozygote lors du TIA standard
selon la nature (IgG ou IgM) de I'anticorps

Une différence statistiquement significative d’intensité réactionnelle avec I’hématie M homozygote lors du TIA
standard est observée entre les IgG et les IgM [p < 0,01]. 100 % des anticorps anti-MNS1 de type IgM étaient
faiblement réactifs avec I’hématie M homozygote lors du TIA standard, tandis que 14 % des anticorps anti-MNS1
de type IgG montraient une intensité réactionnelle forte.
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Figure 27 : Comparaison de la réactivité de I’anticorps avec I’hématie M hétérozygote lors du TIA standard
selon sa nature (IgG ou IgM)

Une différence statistiqguement significative a été observée entre les IgG et les IgM [p < 0,01]. Seuls 8 % des
anticorps anti-MNS1 de type IgM étaient réactifs avec ’hématie M hétérozygote lors du TIA standard, contre 55
% des anticorps de type IgG.
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Figure 28 : Comparaison de la proportion d’anticorps anti-MNS1 identifiés avant la grossesse selon sa nature
(1gG ou IgM)

Les anticorps anti-MNS1 avaient été identifiés avant la grossesse en cours de cette étude dans des proportions
similaires pour les IgM et les IgG [p = 0,72].

3. Limite d’intensité réactionnelle et interprétabilité du DTT TA

Nous avons cherché a déterminer s'il existait une limite d'intensité réactionnelle en TIA
standard pour laquelle le DTT TA devenait non contributif (c'est-a-dire ininterprétable en
raison d'un témoin négatif). Notre analyse a porté sur les 50 échantillons testés lors de nos
expérimentations. Parmi ceux-ci, trois échantillons étaient ininterprétables en DTT TA en
raison d'un témoin négatif. Nous avons comparé les intensités réactionnelles relevées lors du
dépistage et lors de l'identification de I'anticorps en TIA standard (TIA réalisés lors des
analyses de « routine » en dehors de nos expérimentations) et comparé deux groupes (DTT

TA ininterprétable et DTT TA interprétable) :

e Les 3 échantillons ininterprétables en DTT TA présentaient tous des intensités

réactionnelles inférieures ou égales a 0,5+ en TIA standard.

e Les 47 échantillons interprétables en DTT TA présentaient tous, au minimum, une

intensité réactionnelle supérieure a 0,5+ en TIA standard.

L'utilisation du traitement du plasma par DTT suivie d’'un TIA a température ambiante (DTT
TA) n’est pertinente que si les intensités réactionnelles en TIA standard atteignent au moins

1+ sur les hématies-tests du panel.
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DISCUSSION / CONCLUSION

L’identification d’anticorps anti-érythrocytaires anti-MNS1 est fréquente durant la grossesse
(69—-71). Cependant, cet anticorps présente rarement un intérét clinique (2). Seuls les
anticorps de type IgG, capables de traverser la barriere foeto-placentaire, peuvent provoquer
une maladie hémolytique du foetus et du nouveau-né. Le traitement du plasma par DTT
permet de détecter la présence d’anticorps de type 1gG, susceptibles de traverser la barriere
foeto-placentaire et de causer une atteinte du foetus s’il est porteur de I'antigene
érythrocytaire MNS1. Cette étude avait pour objectif d’évaluer I'intérét de la technique de
traitement du plasma par DTT pour déterminer s'il était pertinent de I'intégrer dans le suivi
immunologique des patientes enceintes présentant un anticorps anti-MNS1. De plus, il
s’agissait d’évaluer comment intégrer ce procédé afin d’adapter la prise en charge de ces
patientes. Cette étude réalisait également un état des lieux du suivi biologique des grossesses
associées a un anticorps anti-MNS1, dont les échantillons étaient traités, analysés et

interprétés dans les laboratoires IH de I'EFS-BFC.

Les données de 36 patientes enceintes, identifiées avec un anticorps anti-MNS1 dans les
laboratoires IH de I'EFS-BFC entre décembre 2023 et juin 2024, ont été analysées. Deux TIA (a
37°C et a température ambiante) apres traitement du plasma par DTT ont été réalisés sur 50

échantillons. Cette étude a permis de dégager plusieurs conclusions.

En moyenne, les patientes de notre cohorte étaient prélevées sept fois au cours de leurs

grossesses pour des analyses immuno-hématologiques.

Ce chiffre correspond aux préconisations de I'EFS transmises au clinicien par le compte-rendu
de résultat. En effet, I'EFS préconise un suivi par une RAIl et un titrage de I'anticorps toutes les
guatre semaines a partir de 18 SA jusqu’a I'accouchement. Cette préconisation s’applique a
tous les anticorps anti-MNS1, méme s’ils sont uniquement réactifs a température ambiante.
Le nombre de prélévements effectués était similaire chez les patientes dont la grossesse était
compatible (conjoint de phénotype MNS:-1). Dans 79 % des cas, I'anticorps n'était pas titrable,
et dans 19 % des cas, il était négatif. Seuls 2 % des anticorps anti-MNS1 étaient titrés a 1:1.

Ces résultats amenent a s’interroger sur la pertinence de la fréquence du suivi proposé
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actuellement dans les laboratoires d’IH de I'EFS. Par ailleurs, il est a noter que plusieurs
résultats de RAl se révélaient négatifs. En effet, 32 % des patientes ont présenté au moins une
RAI négative au cours de leur suivi. De plus, chez 5 % des patientes, I'anticorps anti-MNS1
n'aurait pas été identifié si les patientes n'avaient pas été de phénotype RH:-1. Bien que cette
proportion soit faible, elle doit étre nuancée par I'exclusion des patientes ayant regu une

prophylaxie par immunoglobulines anti-RH1.

Le centre national de référence en hémobiologie périnatale (CNRHP) recommande un titrage
au premier trimestre de la grossesse, puis a 37 SA si le titre initial est < 4, ou a 32 et 37 SA si
le titre initial est égal a 4, ou a 28, 32 et 37 SA si le titre initial est > 4 (19). En suivant ces
recommandations, I'ensemble des patientes de notre cohorte n’aurait bénéficié que de deux
prélevements a des fins d’analyses immuno-hématologiques, contre une moyenne de sept

prélévements observés dans notre étude.

Cependant, aucun consensus n’existe entre les sociétés savantes, tant au niveau national
gu'international, concernant la fréquence des RAI et du titrage chez les patientes enceintes
immunisées avec un anticorps anti-MNS1. De plus, ces recommandations sont fondées sur le
titrage de I'anticorps, dont les seuils critiques sont débattus dans la littérature et varient selon

la technique employée.

L'utilisation du DTT permettrait d’alléger le suivi chez ces patientes lorsque le résultat indique

la présence d’une IgM sans risque obstétrical.

Aucune incidence foetale ni néonatale séveére liée a I’anticorps anti-MNS1 n’a été observée

pour les patientes de notre cohorte.

Aucune demande de sang pour une TIU n’a été relevée ni aucune demande de sang pour
I’enfant né au terme de la grossesse. De plus, un EDA a été réalisé a la naissance pour neuf
nouveau-nés, et les résultats étaient négatifs pour chacun d’entre eux. Ces résultats indiquent
gu’aucune anémie feetale ou néonatale sévere ne s’est déclarée au cours de cette étude. En
13 ans, au sein d'une cohorte du CNRHP recensant les cas d'IFME ayant provoqué une anémie
foetale sévere, seulement quatre cas étaient dus a un anticorps anti-MNS1 (57). L’étude de
Stetson et al. (72) montre que, sur une cohorte de 195 patientes présentant un anticorps anti-

MNS1, aucune MHFNN bénigne ou séveére n’a été déclarée. Les résultats de I'étude de De
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Young-Owens et al. (53) aboutissaient aux mémes conclusions, avec une cohorte de 115
patientes enceintes aux Etats-Unis sans incidence foetale ou néonatale sévére. D’autres
études occidentales corroborent ces résultats (70,71,73). Ces données de la littérature,
associées aux résultats de notre étude, souleévent des questions quant a la fréquence du suivi
préconisé par I'EFS pour ces patientes, au regard du faible risque d’atteinte fcetale ou

néonatale lié a cet anticorps.

Toutefois, des cas exceptionnels de MHFNN sévere ont été rapportés chez des patientes

caucasiennes, avec parfois une mort foetale in utero (74-76).

De plus, dans certaines populations ethniques, I'anticorps anti-MNS1 semble plus a risque de
provoquer une MHFNN. En effet, 88 % des cas de MHFNN liés a I'anticorps anti-MNS1
surviennent dans la population asiatique, avec une prédominance de cas recensés au Japon.
(77,78). La littérature asiatique recense de nombreux cas de MHFNN causés par I'anticorps
anti-MNS1. Elles sont parfois dues a un anticorps anti-MNS1 de faible titre (<4), peu ou pas
réactif a 37°C et entrainant parfois la mort foetale in utero (malgré TIU) ou des manifestations

séveres chez le nouveau-né (78—86).

Afin de stratifier ce risque, bien que rare, le traitement du plasma par DTT pourrait s’avérer
utile pour distinguer les anticorps capables de traverser la barriere foeto-placentaire et donc

a risque de provoquer une MHFNN.

Les anticorps anti-MNS1 sont majoritairement de nature IgG.

Dans notre cohorte, 39 % des patientes présentaient un anticorps anti-MNS1 de type « IgG
froide » réactif a des températures inférieures a 37°C, 22 % des patientes présentaient un
anticorps anti-MNS1 de type IgG réagissant a 37°C et 33 % des patientes présentaient un
anticorps anti-MNS1 de type IgM pure. A noter que pour 6 % des patientes, les résultats des

tests n’étaient pas interprétables.

Nos résultats, qui indiquent que 61% des patientes présentaient un anticorps anti-MNS1 de
type IgG sont concordants avec les résultats de Smith et al. (51) qui montraient que 78 % des
anticorps anti-MNS1 étaient résistants au DTT et donc de nature IgG. La nature des anticorps
anti-MNS1 avait été confirmée par chromatographie ce qui appuyait les résultats obtenus.

Nous rejoignons également Wang et al. qui ont montré que 28 % des anticorps anti-MNS1
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détectés étaient de type IgM (68), ainsi que Makroo et al. dont I’'étude a montré que 50 a 80

% des anticorps anti-MNS1 détectés étaient de type 1gG (ou d’'un mélange 1gG/IgM) (87).

Par ailleurs, dans notre cohorte, une patiente primigeste ayant un anticorps anti-MNS1
identifié lors de sa grossesse a donné naissance a un enfant de phénotype érythrocytaire
MNS:-1. L'anticorps était de nature IgM, ce qui corrobore le fait que les anticorps anti-MNS1
peuvent survenir de maniere naturelle en I’'absence d’une stimulation immunitaire en réponse

a un allo-antigene.

Aucun switch IgM/1gG n’a été observé lors du suivi de grossesse.

Quatre patientes présentant un anticorps anti-MNS1 de type IgM ont été suivies a différents
moment de leur grossesse. L’anticorps de type IgM n’a jamais évolué vers un anticorps de type
IgG. Ces résultats doivent étre nuancés par la taille limitée de notre échantillon et il serait

intéressant d’observer ce parameétre sur une cohorte plus large.

Aux Pays bas, une cohorte de 69 patientes présentant un anticorps anti-MNS1 de type IgM a
été suivie pendant leur grossesse. Aucun anticorps n’a évolué vers une nature IgG, du début
de la grossesse jusqu’a I'accouchement (73). Cela indique que lorsque I'anticorps anti-MNS1
est de type IgM et détecté tot dans la grossesse, il ne switch pas nécessairement vers un
anticorps de type IgG capable de provoquer une MHFNN. Ces données de la littérature
confortent nos observations et suggérent qu’un TIA aprés traitement du plasma par DTT en
début de grossesse pourrait permettre de déterminer la nature (IgG ou IgM) de I'anticorps

anti-MNS1, et ce, pour toute la durée de la grossesse.

En outre, dans notre cohorte, une patiente multigeste présentant un anticorps anti-MNS1
identifié lors d’'une grossesse précédente a accouché d’un enfant de phénotype érythrocytaire
MNS:1 et I'anticorps identifié était de nature IgM. Ce résultat indique que, méme en présence
d’une grossesse incompatible pour I'antigéne, I'anticorps identifié n’est pas nécessairement
de type IgG. Ainsi, la présence d’'une incompatibilité ne correspond pas toujours a un risque
d’atteinte foetale, et ce risque n’est pleinement évaluable qu’en différenciant les I1gG des IgM

a l'aide du DTT.
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Apres le traitement du plasma par DTT le TIA doit étre effectué a température ambiante
maitrisée.

Des différences d’interprétation existent entre le TIA a 37°C apreés traitement du plasma par
DTT (DTT 37) et le TIA a température aprés traitement du plasma par DTT (DTT TA) pour un

méme échantillon.

En effet, 44 % des tests réalisés avec le TIA a 37°C apres DTT (DTT 37) étaient interprétables
contre 6 % des tests effectués avec le TIA a température ambiante aprés DTT (DTT TA). De
plus, 40 % des échantillons pour lesquels le TIA a 37°C apres DTT était négatif devenaient
positif a température ambiante. Cela met en évidence une différence notable d’interprétation
des tests selon la température a laquelle I’agglutination se produit. Cette différence s’explique
par 'optimum thermique d’agglutination des anticorps anti-MNS1 qui se situe en dessous de

37°C (39).

Ces résultats traduisent le risque de classer a tort un anticorps anti-MNS1 comme étant de
classe IgM en utilisant le TIA a 37°C apreés traitement du plasma par DTT (DTT 37), alors qu’il
peut s’agir en réalité d’IgG réagissant a des températures inférieures a 37°C. En effet, dans
certains cas le DTT 37 était négatif, suggérant initialement un anticorps de type IgM.
Cependant, pour le méme échantillon, le DTT TA était positif, indiquant que I'anticorps n'a pas
été entierement détruit par le DTT, révélant ainsi qu'il s'agit en réalité d'une IgG réactive a
basse température. Dans ces cas, le DTT 37 a donc conduit a une interprétation erronée,

classant faussement I'anticorps comme une IgM.

En outre, tous les anticorps anti-MNS1 de type IgG réactifs a 37°C étaient également réactifs
a température ambiante (DTT TA), montrant que le DTT TA ne perdait pas en sensibilité pour

détecter les anticorps anti-MNS1 réactifs a 37°C.

En résumé, le DTT TA permet une distinction fiable entre les IgG et les IgM quel que soit

I’optimum thermique de I’anticorps anti-MNS1.
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L’intensité réactionnelle en TIA standard a 37°C (sans pré-traitement du plasma par DTT) ou
en milieu salin ne permet pas de déterminer avec certitude la nature IgM ou IgG de

I’anticorps anti-MNS1.

Dans notre cohorte, 14 % des anticorps anti-MNS1 de type IgG étaient fortement réactifs
(intensité > 2+) lors du TIA standard a 37°C, tandis que 100 % des anticorps anti-MNS1 de type
IgM étaient faiblement réactifs. De plus, le TIA standard était positif pour I'hématie-test M
hétérozygote dans 55 % des cas lorsqu’il s’agissait d’une IgG, contre 13 % lorsqu’il s’agissait
d’une IgM. Bien que les intensités réactionnelles et la réactivité avec I'hématie-test M
hétérozygote soient significativement différentes entre les deux types d’immunoglobulines,
ces parametres ne permettent pas, pour une patiente donnée, de déterminer avec certitude
la nature (1gG ou IgM) de I'anticorps. Il est a noter que les intensités réactionnelles et la
réactivité avec I’hématie-test M hétérozygote en milieu salin ne différaient pas
significativement entre les 1gG et les IgM. Cela peut s’expliquer par la présence d’une
composante IgM associée aux IgG ou par la capacité des anticorps anti-MNS1 de type IgG a

provoquer une agglutination spontanée en milieu salin (51).

Le DTT constitue un atout dans la distinction des IgG des IgM puisqu’aucun autre examen
d’immuno-hématologie couramment utilisé ne permet de déterminer avec certitude la nature

(IgG ou IgM) de I'anticorps.

L'interprétation du TIA a température ambiante apreés traitement du plasma par DTT (DTT
TA) n’était pas contributive lorsque les intensités réactionnelles n’excédaient pas 0.5+ en

TIA standard a 37°C.

En effet, les trois échantillons dont le DTT TA était ininterprétable présentaient des intensités
réactionnelles inférieures ou égales a 0.5+ en TIA standard a 37°C. En revanche, les 47
échantillons interprétables en DTT TA présentaient tous au moins une intensité réactionnelle
supérieure a 0,5+ en TIA standard a 37°C. Ainsi, l'utilisation du DTT ne doit étre envisagée que
lorsque les intensités réactionnelles des hématies-tests M homozygotes en TIA standard a

37°C sont supérieures ou égales a 1+.
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Notre étude présente certaines limites. Tout d'abord, la taille de la cohorte reste restreinte,
et une cohorte plus large permettrait d'obtenir des résultats plus robustes. De plus, peu de
patientes ont été suivies a plusieurs reprises au cours de la gestation, principalement en raison
de l'acces parfois limité aux échantillons. En effet, nos expérimentations étaient basées sur les
tubes prélevés pour les analyses de « routine ». Dans certains cas, il n'y avait plus
suffisamment de plasma disponible, et dans d'autres, les plasmas devaient étre congelés pour
étre stockés en sérotheque, les rendant ainsi inaccessibles pour nos expérimentations. Par
ailleurs, les échantillons n'ont pas tous été testés avec le méme panel d’hématies-tests, ce qui
limite la comparaison des intensités réactionnelles entre eux, lors du TIA ou lors du test en

milieu salin.

Nous avons montré que le traitement du plasma par DTT suivi d’'un TIA a température
ambiante permet une distinction fiable entre les anticorps de type IgG et ceux de type IgM,
offrant une plus-value par rapport aux examens immuno-hématologiques couramment
utilisés. Cette technique reste efficace méme lorsque I'anticorps est faiblement réactif en TIA
standard a 37°C. La stratification du risque obstétrical grace au DTT est donc réalisable de
facon pertinente, elle compléte des éléments imparfaits basés sur la recherche d’une
incompatibilité foeto-maternelle présumée, tel que le phénotypage du procréateur. La
technique du traitement du plasma par DTT est aisée a mettre en ceuvre et peu colteuse, elle
est utilisable en routine dans les laboratoires. Nous proposons d’adapter le suivi immuno-
hématologique de la femme enceinte en incluant le traitement du plasma par DTT lors de la
RAI du premier trimestre si celle-ci est positive a un anticorps anti-MNS1. Ce procédé
permettrait, en présence d'un anticorps de type IgM, de se passer du titrage et des seuils
critiques habituellement utilisés pour évaluer le risque d'atteinte foetale. De plus, le suivi
pourrait étre allégé chez ces patientes. En revanche, lorsque I'anticorps est de type IgG, la

qguantification de I'anticorps a I'aide du titrage reste nécessaire afin d’évaluer le risque foetal.
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A partir des résultats de cette étude, nous avons élaboré un arbre décisionnel proposant un
modele de suivi biologique pour les femmes enceintes présentant un anticorps anti-MNS1.

Cet arbre décisionnel repose sur le traitement du plasma par DTT (Figure 29) :

e Lorsqu'il s'agit de la premiére grossesse au cours de laquelle un anticorps anti-MNS1

est identifié :

- Silanticorps est de type IgM : il n'y a pas de risque pour le fcetus et le titrage
n'est pas nécessaire. Afin de vérifier I'absence de switch isotypique vers un
anticorps de type IgG au cours de la grossesse, nous recommandons une RAI a

28 SA et, s'il est réalisable, un traitement du plasma par DTT.

- Sil'anticorps est de type IgG : le titrage est nécessaire pour évaluer le risque
foetal. En fonction du titre obtenu, le suivi doit étre adapté conformément aux

recommandations du CNRHP (Annexe 1).

e Lorsque l'anticorps anti-MNS1 a déja été identifié lors d'une précédente grossesse :

- Sil’anticorps est de type IgM : il n'y a pas de risque pour le foetus, et le titrage
n'est pas nécessaire. L'anticorps anti-MNS1, déja identifié lors d'une grossesse
précédente, est resté de type IgM, le risque de switch isotypique vers un
anticorps de type IgG est donc faible. Un suivi rapproché n'est donc pas

nécessaire.

- SiI'anticorps est de type IgG : le titrage est nécessaire pour évaluer le risque
foetal. En fonction du titre obtenu, le suivi doit étre adapté conformément aux

recommandations du CNRHP (Annexe 1).

Ce modele de suivi pourra étre débattu, testé et ajusté en fonction de sa faisabilité et des

conditions de mise en ceuvre.
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En outre, cette étude a permis d’enrichir nos connaissances sur les anticorps anti-MNS1 en

contexte obstétrical, ouvrant la voie a une optimisation des pratiques dans les laboratoires

d’IH de I'EFS-BFC, et permettant un suivi plus ciblé et efficace des patientes.

Cette application du traitement du plasma par DTT serait intéressante a explorer pour d’autres

anticorps a risque obstétrical, pouvant étre présents a I'état naturel irrégulier sous la forme

d’lgM, comme I'anti-RH3 ou I'anti-KEL3.

Anti-MNS1

\4

Déja connu
avant cette
grossesse ?

!

I@ﬂ

DTT

\4

Négatif

¢

IgM

.

Sans risque feetal /
Pas de titrage

L

!

Positif

'

IgG +/- IgM

-

Titrage

!

RAI +/-DTT a 28
SA

Suivi selon CNRHP

oul

DTT

!

Négatif Positif
y !
IgM IgG +/- IgM
Sans risque feetal / .
Pas de titrage Titrage
Pas de suivi -
rapproché Suivi selon CNRHP

Figure 29 : Proposition d’un modéle de suiviimmuno-hématologique basé sur le traitement du plasma par

DTT

Lorsque le TIA aprés traitement du plasma par DTT est négatif, il s’agit d’'une IgM, et le titrage n’est pas
nécessaire. En cas de premiére identification d’un anticorps anti-MNS1, un contréle est préconisé a 28 SA. Si
I'anticorps anti-MNS1 a déja été identifié lors d’une grossesse précédente, un suivi rapproché n’est pas nécessaire.
Si le résultat du test indique la présence d’IgG le titrage reste nécessaire et le suivi doit étre effectué

conformément aux recommandations du CNRHP.
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ANNEXE

Annexe 1 : Recommandations du CNRHP concernant la fréquence des titrages/dosages et le suivi

échographique/clinique anténatal (19)

Les anticorps anti-MNS1 sont classés dans les « autres spécificités a risque obstétrical ». La fréquence des titrages
dépend du titre initial de I’anticorps.

de ’anticorps

Anti-D (RHI)

Anti-c (RH4)

Anti-E (RH3)

Autres anti-RH

Anti-Kell (KEL1)

AntiJra (JR1)

Autres spécificités
arisque obstétrical

Test de quantification

Titrage (tube)

Fréquence des titrages/dosages™

Au premier trimestre, puis
toutes les 2 semaines a partir de 18SA

Seuil de mise en place d’un suivi
échographique feetal
(risque d’anémie feetale sévere)

16 (des 18SA) mais pouvant étre adapté
en fonction du dosage pondéral

Dosage pondéral

Au premier trimestre, puis
toutes les 2 semaines a partir de 18SA

5 UI/mL = 1 pg/mL = 250 UCHP/mL
(des 188A)

Titrage (tube)

Au premier trimestre, puis
tous les mois a partir de 18SA, puis
toutes les 2 semaines a partir de 28SA

4 (des 18SA) mais pouvant étre adapté
en fonction du dosage pondéral

Dosage pondéral

Au premier trimestre, puis
tous les mois a partir de 18SA, puis
toutes les 2 semaines a partir de 28SA

500 UCHP/mL ~ 7,5 UI/mL (dés 18SA)

Titrage (tube)

Au premier trimestre, puis
tous les mois a partir de 28SA

8 (deés 28SA) mais pouvant étre adapté
en fonction du dosage pondéral

Dosage pondéral

Au premier trimestre, puis
tous les mois a partir de 28SA

700 UCHP/mL (troisiéme trimestre)

Titrage (tube)

Au premier trimestre, puis
tous les mois a partir de 28SA

Anti-e (RH5) et « anti-publics » : 8
(des 28SA) mais pouvant étre adapté
en fonction du dosage pondéral

Autres anticorps : 16 (deés 28SA) mais,
selon la spécificité, pouvant étre adapté
en fonction du dosage pondéral

Dosage pondéral
(pour anti-C (RH2),
anti-G (RH12),
anti-e (RH5)
et anti-public)

Au premier trimestre, puis
tous les mois a partir de 285A

Anti-e (RH5) et « anti-publics » :
700 UCHP/mL (des 28SA)

Anti-C (RH2) et anti-G (RH12) :
1 000 UCHP/mL (des 28SA)

Titrage (tube)

Au premier trimestre, puis
tous les mois des 16SA

16 (dés 16SA)

Titrage (tube)

Au premier trimestre, puis
toutes les 2 semaines a partir de 18SA

16 (des 18SA)

Dosage pondéral recommandé
en supplément pour préciser le risque

Titrage (tube)

Au premier trimestre, puis
a 37SA, si titre initial < 4
oua 32 et 37SA, si titre initial = 4
ou a 28, 32 et 37SA, si titre initial > 4

64 (des 285A)
Cas particulier

anti-M : titre global 64 / titre des IgG
seules 16 (des 28SA)
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Traitement du plasma par dithiothréitol (DTT) et son application au suivi des femmes
enceintes présentant une allo-immunisation anti-MNS1

Introduction : L’identification d’anticorps anti-érythrocytaires anti-MNS1 est fréquente
durant la grossesse. Cependant, I'anti-MNS1 présente rarement un intérét clinique. Il peut,
seulement lorsqu’il est de type IgG, étre a I'origine d’une maladie hémolytique du feetus et
du nouveau-né (MHFNN). Le traitement du plasma par DTT permet de rechercher la
présence d’anticorps de type IgG ayant la capacité de franchir la barriére foeto-placentaire
et de provoquer une atteinte du foetus s’il est porteur de I'antigéne MNS1. Cette étude
réalise un état des lieux du suivi clinico-biologique des grossesses associées a un anticorps
anti-MNS1, tout en évaluant I'apport du DTT dans ce contexte.

Matériel et méthodes : 36 patientes avec un anti-MNS1 ont été incluses dans une étude
prospective. Leurs plasmas ont été traités par DTT a 37°C afin de réduire la capacité
d’agglutination des IgM. Un test indirect a I'antiglobuline (TIA) avec le plasma traité a été
réalisé sous deux conditions de température : 37°C et 20°C. Les données obstétricales et
biologiques des patientes ont été recueillies pour évaluer le suivi clinico-biologique.

Résultats : Apres traitement du plasma par DTT, il a été observé que 39 % des patientes
présentent des anti-MNS1 de type IgG réactifs uniquement a température ambiante, 22 %
ont des IgG réactifs a 37°C, et 33 % présentent des IgM. Aucune atteinte foetale ou néonatale
n’a été observée malgré la présence d’lgG chez 61 % des patientes. Aucun anticorps de type
IgM n’a évolué en IgG au cours de la grossesse. 79 % des anti-MNS1 étaient non titrables en
raison d’une réactivité trop faible, tandis que 19 % étaient de titre négatif, seulement 2 %
étaient positif a faible titre (1:1). En moyenne, sept recherches d’anticorps anti-
érythrocytaires (RAI) ont été réalisées par patiente pendant la grossesse.

Conclusion : Cette étude pourrait contribuer a optimiser le suivi clinico-biologique des
femmes enceintes porteuses d’un anticorps anti-MNS1 en introduisant la réalisation
systématique, selon l'intensité réactionnelle de I'anticorps, d’'un TIA aprés traitement du
plasma par DTT. Son utilisation pourrait étre étendue a d’autres spécificités d’anticorps anti-
érythrocytaires (anti-RH3, anti-KEL3...).

Mots clés : Immuno-hématologie ; Anti-MNS1 ; Incompatibilité foeto-maternelle ; IgM ; 1gG ;
Test indirect a I'antiglobuline (TIA) ; Dithiothréitol (DTT) ; Suivi obstétrical
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