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DEFINITION

Etat hémolytique présent chez le feetus & le nouveau-né
s’exprimant :

- Chez le foetus: par une anémie si le processus hémolytique
est marqué. S’il est sévere, on observe une anasarque foeto-

placentaire suivie de peu par une mort feetale in utero (MFIU);,

- Chez le Nouveau-né :

* par une anemie déja présente a la naissance ou se constituant
durant les premiers mois de vie.

- par un ictere hemolytique, souvent précoce (premier jour de vie)

et rapidement intense, pouvant conduire a une encéphalopathie
bilirubinique, mortelle ou gravement séquellaire : CICTERE

NUCLEAIRE
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ETIOLOGIES DE HEMOLYSE

« Anomalies membranaires du G.R.
Sphérocytose Héréditaire, Elliptocytose,..

- Deéficits Enzymatiques du G.R.
Pyruvate Kinase (PK), Glucose 6 phoshate-
deshydrogenase (G6PD)

« Allo-immunisation maternelle anti-érythrocytaire

dirigée contre les antigenes de membrane.
Anti-RH1(D), Anti-RH4(c), Anti-KEL1(Kell),
Anti-A, Anti-B...
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ORIGINE DE PIMMUNISATION MATERNELLE

- Hetero-immunisation: immunisation induite par des
antigenes partagés par d’autres especes
(bactéries, parasites,mammiferes,vegetaux)

- Iso-immunisation transfusionnelle: tres efficace, mais pas
obligatoire

- Iso-immunisation foeto-maternelle: par microtransfusion
transplacentaire de sang fcetal (hémorragie foeto-
maternelle): concerne les antigenes les plus
iImmunogenes.
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PHYSIOPATHOLOGIE

1- Traversée trans-placentaire des anticorps maternels IgG via les
récepteurs FcyRn des le premier trimestre de la grossesse.
Taux foetal IgG a 20 SA : 10 % du taux maternel

2- Formation des immun-complexes Antigene-Anticorps sur le
globule rouge foetal

3- Immuno-adhérence et érythrophagocytose par les macrophages
spléniques

4- Survenue d’'une anémie

5- Hyper-production de bilirubine avec accumulation post-natale et
risque d’ictere nucléaire des la premiére semaine de vie
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Objectifs de la surveillance
du risque anemique foetal

< Apprécier le risque d’anémie fcetale et sa sévérité pour
déterminer si une intervention médicale est nécessaire qui
suivant le terme se fera:

< Surveillance spécifique par une équipe
expérimentée

+* En cas d’alloimmunisation connue, une consultation
préconceptionnelle est proposée afin
potentiels d’une future grossesse et d’en
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OUTILS BIOLOGIQUES
POUR LE DIAGNOSTIC ET LE SUIVI
DES INCOMPATIBILTES
FOETO-MATERNELLES



SUIVI DE GROSSESSE : Les RAI

- RAI D’INTERET FCETAL

Femme RH:1 : au 1¢" trimestre

Femme RH:-1 ou RH:1 avec ATCD transfusionnels :
au 1¢r, 2¢me gt 3¢me {rimestre (sauf si injt° d’IgRH)

- RAI D’INTERET MATERNEL (transfusionnel) :
en fin de grossesse
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DIAGNOSTIC-SUIVI BIOLOGIQUE

ALLO-ANTICORPS COURANTS ET RISQUE DE MALADIE HEMOLYTIQUE

Spécificité Spécificité | Risque d’anémie fcetale Maladie
(nomenclature (nomenclature hémolytique
traditionnelle) numérique) néonatale
Anti-D Anti-RH1 OUl apres 15 SA
Anti-Kell Anti-KEL1 OUI aprées 15SA
Anti-c Anti-RH4 OUl apres 20 SA
Anti-E Anti-RH3 RARE (3éme trimestre) OUI
Anti-e Anti-RH5 Exceptionnel OuUl
Anti-Fya Anti-FY1 Exceptionnel OuUI
Anti-Jka Anti-JK1 Exceptionnel Oul
Anti-Kpa Anti-KEL3 Exceptionnel OUl
Anti-M Anti-MNST Exceptionnel OuUl
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DIAGNOSTIC-SUIVI BIOLOGIQUE

Spécificité Spécificité | Risque d’anémie feetale Maladie
(nomenclature (nomenclature hémolytique
traditionnelle) numérique) néonatale
Anti-A Anti-ABO1 NON Oul
Anti-B Anti-ABO2 NON Oul
Anti-C Anti-RH2 NON Oul
Anti-Fyb Anti-FY2 NON Oul
Anti-Jkb Anti-JK2 NON Oul
Anti-S Anti-MNS3 NON OuUl
Anti-G Anti-RH12 NON Oul

S. Huguet; A Mailloux, CNRHP, Hépital St Antoine




DIAGNOSTIC-SUIVI BIOLOGIQUES

= Sa spécificité : déterminée par la RAI + IA]

= Affinité : différente selon la spécificité

donnée par le titrage en Coombs indirect sur
hématies tests natives

= Pouvoir d’activation des récepteurs Fc :
fonction de la sous-classe IgG, ou IgG; et de la glycosylation Fcy
déterminée par des tests fonctionnels (type ADCC)

= Concentration : trés grande variation (de 1 ng a 100 pyg/ml)
déterminée / dosage pondeéral ou approchée / titrage
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Anticorps
dans les cas d’anémie foetale sévere

Anti-D (RH1)

Anti-c (RH4)

Anti-Kell (KEL1)

Détection 1e" trimestre. |Tjs au 1€ Tjs au 1€
parfois limite |trimestre trimestre
de detection | parfois limite | Titre en TIA

de détection |d’emblée tres
élevée

GR test Détection Détection tres | Aucun intérét

enzymatique |facilité facilité

Pieges Confusion Titre en TIA | Agglutination
anti-D passif |souvent faible | parfois faible
Réactivation |non predictif | Grande variabilité
fréquente d’'une atteinte | dy titrage inter-

sévere

laboratoire
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|- LA TECHNIQUE DE DOSAGE
PONDERAL
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DIAGNOSTIC-SUIVI BIOLOGIQUE

anti-RH1, anti-RH4, Anti-RH5, anti-RH3, Anti-RH2
Dosage précis de la concentration en anticorps
250 UCHP/mI = 5 Ul/ml = 1 ug/mli

Technique lourde
CV de la technique : 5 % a 20 %

Variante 2 temps : hématies tests traitées au préalable par
broméline : haut rendement de fixation (résultat proche de la
concentration réelle)

Variante 1 temps : broméline introduite directement dans le
circuit, destruction des IgG3 (dosage des IgG1 de haute affinité)

S. Huguet; A Mailloux, CNRHP, Hépital St Antoine



lI- LA TECHNIQUE DE TITRAGE



DIAGNOSTIC-SUIVI BIOLOGIQUE

» Pour les autres anticorps : Titrage en technique de Coombs
indirect en tube (test indirect a I'antiglobuline-hématies tests
normales-lecture macroscopique des agglutinats)

Expression : derniere dilution réactive (ex : 1....... 1/256)

» Lecture directe : IgM

» Addition de I'anti-IgG : lecture en test indirect a I'antiglobuline
» Titrage comparatif / sérum précédent

» Attention aux titrages en support solide
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lll- LA TECHNIQUE DE
MICROTITRAGE DES ANTI-RH1



INTERET DU MICROTITRAGE
3 QUESTIONS

125 7

1- ANTICORPS TROUVE DANS v -
LE SERUM UNIQU EMENT + Patiente [?resentant une allo-immunisation
EXPLICABLE PAR ANTI-RH1
PASSIF (= ANTI-RH1 immun?)

75 1

a0 4

concentration mesurée

25 1

.
o) o8 0 e o

D T T T T T T 1
0 5 10 15 120 25 30 35
Concentration attendue (na/ml)

2- EST-CE QUE LA QUANTITE D’ANTICORPS EST SUFFISANTE
POUR PROTEGER ?

Apport IgG anti-D 2 a 20 ug/ml GR RH:1 = efficacité 100%

3- EST-CE QU’UN DOSAGE PONDERAL EST NECESSAIRE ?
uT 2 24ng/ml
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IV- LES TECHNIQUES DE
GENOTYPAGE FOETAL



DIAGNOSTIC-SUIVI BIOLOGIQUES

Liquide amniotique ou villosités choriales :
RHD, RHc, RHE, KEL1...

Indications : immunisations séveres anti-KEL1 ou anti-RHc
avec géniteur hetérozygote

Sang maternel (ADN plasmatique) : RHD (2004), KEL1(2010)

Indications : toutes immunisations anti- D ou anti-Kell avec
géniteur RHD ou KEL1 positif
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LE GENOTYPAGE RHD FCETAL NON INVASIF

Free DNA Fetal Kit® RhD
Kit de genotypage foetal RHD a partir d’ADN fcetal libre du
sang maternel (Technique PCR Temps réel)

Amplification par PCR des séquences spécifiques du gene RHD et ADN Mais :
- EXON 10 (plus sensible mais moins spécifique)
(plus spécifique mais moins sensible)

-EXON 5 (permet de génotyper le foetus chez une mere possédant
un variant silencieux Dpsi)

/\

Amplification positive
FCETUS RHESUS D POSITIF
Car : Absence de séquence du gene (diagnostic par défaut)
RHD chez la mere RH1 négatif Ou amplification défectueuse

PERMET DE LEGITIMER UNE Ou concent® trés faible d’ADN fcetal
SURVEILLANCE ANTENATALE
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GENOTYPAGE KEL1 FCETAL NON INVASIF

KEL?2 (Thr) R KELI (Met)
Mutation de substitution 1
(transversion)
..AAC CGA ACG CTG AGA.. ..AAC CGA 2 CTG AGA..
..TTG GCT TGC GAC TCT.. ..TTG GCT GAC TCT..

Examen basé sur
1- PCR allele KEL1 spécifique en temps réel (SyberGreen)
réalisé en triplicate (91 pb)
= mise en évidence d’ADN foetal KEL1

2- PCR de I'exon 7 du gene ABO en temps réel (SyberGreen)
réalisé en simplicate (128 pb)
= représentation de la quantité d’ADN maternelle

3- PCR d’'un ADN traceur (Mais) en temps réel (TagMan)
— Validation de 'étape d’extraction

Tous les résultats doivent étre confirmés sur un 2¢™me prélévement
réalisé plus tard au cours de la grossesse.
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DIAGNOSTIC ET SUIVI

des allo-immunisations anti-
érythrocytaires chez la femme
enceinte

EN PRATIQUE
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DIAGNOSTIC-SUIVI BIOLOGIQUE

Anti-RH1 | Anti-RH4 | Anti-Kell | Anti-RH3 | Autres
Dosage/ |+surGR |[+surGR |+ sur GR | NON
Titrage de | natifs natifs natifs
référence
Dosage =1/8 =1/4 NON =1/8 NON
pondéral sauf public

RH2 RH5

Réactivat® | Frequente | Fréquente | Rare Rare Rare

ts trim ts trim 3éme trim | 3¢Me trim 3eme trim
Fréquence |2 sem 2a4sem |Tousles |[6°, 7¢et8° |3°et8°
dosages mois mois mois
Taux 250 UCHP | 500 UCHP | 1/32 700 UCHP
critiques titre=1/4 titre=1/8
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Dépistage et surveillance des incompatibilités foetomaternelles
au cours de la grossesse

RAI positive

'

/ Identification \
!

Anti-RH1, anti-RH4, anti-RH3,
Anti-KEL1

A 4

Anti-FY1, FY2, Anti-JK1,
Anti-JK2, Anti-MNS3,
Anti-MNS4, Anti-MNS1,
Anti-RH2

Anti-LE1, LE2, Anti-
P1, Anti-H, Anti-HI,
auto-anticorps
froid, auto-papaine

A 4

Risque d’anémie foetale
sévere in utéro

Risque de maladie
hémolytique postnatale

A\ 4

1- Phénotyper procréateur

Si phéno-incompatible :

2- Génotypage feetal

3- Titrage et dosage pondéral
toutes les 2 a 3 semaines

|

¥

Pas de risque de
maladie
hémolytique

1- Phénotyper procréateur
Si phéno-incompatible :
2- Titrage et dosage
pondéral a 3 et 8 mois

\4

Pas d’examen
complémentaire
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Grossesse avec allo-immunisation anti-RH1

RAI positive au premier trimestre
v

Identification = Anti-RH1

A\ 4

Génotypage RHD foetal sur sang Titrage ET Dosage

maternel a partir de 12 SA
N /

Si feetus RHD positif

Anti-RH1 <1 ug/mi Anti-RH1 > 1 ug/mi
(250 UCHP/mI)

| |

- Surveillance échographique - Surveillance hebdomadaire des 18 SA
standard écho + vélocimétrie doppler

- Dosage + titrage anti-RH1 tous les - Dosage + titrage anti-RH1 tous les 15
15 jours a partir de 18 SA jours a partir de 18 SA
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Grossesse avec allo-immunisation anti-KEL1

RAI positive au premier trimestre
¥
Identification = Anti-KEL1

'
Génotypage KEL feetal sur sang Titrage
maternel a partir de 13 SA
/ N\ /

Si feetus KEL1 négatif || Si foetus KEL1 positif

sur 2 prélevements sur 2 préléevements

v

Surveillance levée Anti-KEL1<1/32 Anti-KEL=21/32

RAI ttes les 6 sem
- Surveillance échographique - Surveillance hebdomadaire dés 18 SA
standard écho + vélocimétrie doppler
- Titrage anti-KEL1 tous les mois a - Titrage anti-KEL1 tous les mois a partir
partir de 18 SA de 18 SA
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Mme L. RH1 négatif, 2¢me geste

Un accouchement a terme 8 ans auparavant. A recu sa prophylaxie
rhésus du post-partum

- 8 SA : Premiére RAI dans un laboratoire privé = RAI positive = laboratoire

centralisateur: identification anti-RH1 et titrage au = CNRHP biologique: titrage <1/2;
microtitrage: 6 ng/ml

= « femme faiblement immunisée en début de grossesse; prévoir un génotypage RHD du
foetus non invasif pour confirmer incompatibilité; titrage et dosage pondéral tous les 3
semaines au CNRHP»

- 15 SA: génotypage RHD fcetal sur plasma maternel
—> « foetus RHD positif; Grossesse en situation incompatible ; titrage et dosage /15 jours »
« 27 SA: anti-RH1 titrant au 1/16 et dosé a 0,4ug/mi

—> « activation de 'immunisation sans risque actuel d’anémie fcetale; titrage et
dosage/15j »

« 29 SA: anti-RH1 titrant a 1/32 et dosé a 1ug/ml

= « Immunisation anti-RH1 s’aggravant a risque d’anémie fcetale: suivi obstétrical
spécialisé hebdomadaire et biologique spécialisée tous les 15 jours »

= Contact direct avec I’'obstétricien et orientation vers un centre de
compétence (vélocimétrie doppler et transfusion foetale)
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Suivi longitudinal: exemple

110
Mme X. L.
100 1 2éme grossesse: FTSFNO :Hb: 6,4g/dI e
ETIU: 12g/dl T
90 1 Allo-immunisation a 90 UCHP -
Réactivation a 2400  26SA | -
80 1 i
Suivi écho-Doppler * T )
o 0 /‘// }/@ecie ichement
£ 60 ) 36S il
) — [y £
Q50 // ~ 14 NNHb 10,2 g/dl
s
o 40 — I —
/
—
30
/
20 g
PSF N°2:Hb 7,5g/dI
10 ETIU: Hb 16g/dI
0 ' T ' ' ' T ' T ' ' ' T | T | T T T
16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

age gestationnel (SA)
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Suivi des grossesses allo-immunisées

- Le suivi longitudinal régulier non invasif mais
spécialisé permet de réduire le nombre d’urgences
et d’accidents de grossesses au minimum.

- Ce suivi est indispensable pour donner les
meilleures chances aux femmes immunisées d’avoir
un enfant sans séquelle.

- La naissance devrait pouvoir étre programmée apres
34 SA en avec une équipe pédiatrique et
transfusionnelle.
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Surveillance Clinique et Biologique
d’une incompatibilité Foeto- Maternelle

s Appréhender le risque en début de grossesse:
- Le : D, petit c, Kell
- Le devenir des grossesses précédentes
- La détermination du phénotype du conjoint
- Pour I’Al RhD, la détermination du génotype du foetus non
invasive (sur plasma maternel des 12 SA)

¢ Surveillance Fcetale :
des anticorps
- Echographie

“+ DONC UN LIEN FORT ENTRE CLINIQUE ET BIOLOGIE
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DIAGNOSTIC ET
TRAITEMENT POST-NATALS



Bilan Biologique postnatal (1)

1- Groupe ABO Rh et phénotypage orienté selon
la spécificité de I'anticorps

2- Test direct a I'antiglobuline (Test de Coombs direct)

3- Elution
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Bilan Biologique postnatal (2)

4- Dosage de bilirubine dans le sang de cordon :
estimation de l'intensité de la biligénese

5- Dosages périodiques (1 a 3 fois par jour pendant
la 1¢"¢ semaine) des différentes formes de bilirubine :
totale, directe, BNL, BIE

6- NFS a J1 puis toutes les 24 a 48 h(1¢" semaine)
puis toutes les 1 a 2 semaines pendant 4 a 8 semaines
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Traitement postnatal

1- Correction simple d’'une anémie :
- Transfusion

2- Atténuation de I’hyperbilirubinémie
- Photothérapie conventionnelle ou intensive

3- Correction d’'une anémie et/ou d’une
hyperbilirunémie majeures :
- Exsanguino-transfusion de 2 a 3 masses
sanguines avec du sang total reconstitué
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IMMUNOPROPHYLAXIE
RHESUS ANTENATALE ET
POSTNATALE



INTRODUCTION

INCOMPATIBILITES RHD
FOETO-MATERNELLES EN FRANCE

INCIDENCE estimée
(pour 1000 naissances)

MORTALITE estimée &

MORBIDITE
SEVERE

2006

[

A Mailloux, CNRHP, Hépital St Antoin

5 a 6 %o

!

Prévention Rh ciblée

Baisse de l'indice de
fécondité

~ 0,8 %0

2 12% des cas

!

Dépistage biologique

Médecine néonatale

Echographie foetale
Transfusions foetales IV

!

=~ 4% des cas



Immunisation foeto-maternelle
traitement preventif

- Baseé sur I'injection d’lgG anti-D d’origine
plasmatique humaines qui vont se fixer sur les sites

antigéniques des GR RhD positifs entrainant une
hémolyse : action immunosuppressive.

- Quels produits? (en France)
— Hier: NATEAD® 100ug

— Aujourd’hui: RHOPHYLAC® ; deux dosages

. 2%?yg (1000 Ul) utilisable en IV et en IM pour la prophylaxie
ciblee

- 300ug: AMM pour la prophylaxie systématique du 3eme
trimestre
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IMMUNOPROPHYLAXIE RHESUS

3 MECANISMES POSSIBLES :
Tous dépendent de la formation d’un Immun-complexe

I- Masquage des

épitopes_RhD par _ lll- Destruction antigénique
_saturation des IgG anti-D  par clairance macrophagique
sites antigéniques tres rapide des globules

RhD.
Antigéne RhD\,_AA rouges RhD+

lI- Inhibition des lymphocytes B
spécifiques par interaction entre le
RFcyllb lymphocytaire et le segment Fc
des IgG anti-D.
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CnrRHp

IMMUNOPROPHYLAXIE RHESUS

Basée sur |'utilisation d'immunoglobulines polyclonales anti-D
(IgRh):

- Seule source : fractionnement de plasma humain, contenant un
titre élevé d’anticorps dirigés contre I'antigene RhD

: fourni par des donneurs RH-, hyperimmunisés
par injections répétées de globules rouges RH+(rémunéreés)

plasmas collectés aux Etats-Unis + Canada

- Specialité commercialisée en France :
RHOPHYLACR (ZLB)
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Efficacité immunosuppressive
des IgG anti-D

DEPEND :
Délai d’administration apres introduction de I’antigene D
— Maximale dans les 72 heures

Biodisponibilité: la voie IV doit étre préférée a la voie IM si
le test de Kleihauer est positif ou si I’on approche des
72h.

Ratio ug IgG anti-D/ml Gl.R. RhD positifs:

— Apport IgG anti-D= a 20 pyg/ml GR feetaux RhD+:
efficacité 100%
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IFME: Traitement préventif
adapter les doses d’anti-D.

Quantifier L’HFM par un Test de Kleihauer et
adapter les doses d’anti-D.
- 200ug pour couvrir une HFM jusqu’a 24 HF/10 000

S OSLY § MR o
o ® .7 = RESULTAT :500 HF
/;o (tj*\,\% "\w;{'/\ \Pc?”t"// /10 000 HA :

O o HE 5900 soit 250 mi de sang
40 La"-:":"\-; 4 % | q"’}-b"? foetal

(gros passage)
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IMMUNOPROPHYLAXIE RHESUS

Taux cumulés d 'immunisation anti-D en fin de grossesses
chez la femme Rh négatif

18.1%

16.8%

= Spontane

= Apres Ig Rh post
partum seulement

= <+ 1g Rh ante

partum systématique

Rang de grossesse  N°1 N°2 N°3 N°4
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