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Les recommandations de bonne pratique (RBP) sont définies dans le champ de la santé
comme des propositions développées méthodiquement pour aider le praticien et le patient a
rechercher les soins les plus appropriés dans des circonstances cliniques données.

Les RBP sont des synthéses rigoureuses de I'état de I'art et des données de la science a un
temps donné, décrites dans I'argumentaire scientifique. Elles ne sauraient dispenser le pro-
fessionnel de santé de faire preuve de discernement dans sa prise en charge du patient, qui
doit étre celle qu’il estime la plus appropriée, en fonction de ses propres constatations et des
préférences des patients.

Cette recommandation de bonne pratique a été élaborée selon la méthode résumée en an-
nexes 1 et 2. Elle est précisément décrite dans le guide méthodologique de la HAS dispo-
nible sur son site : Elaboration de recommandations de bonne pratique — Méthode « Re-
commandations pour la pratique clinigue ».

Grade des recommandations

Preuve scientifique établie

A Fondée sur des études de fort niveau de preuve (niveau de preuve 1) : essais comparatifs
randomisés de forte puissance et sans biais majeur ou méta-analyse d'essais comparatifs
randomisés, analyse de décision basée sur des études bien menées

Présomption scientifique

B Fondée sur une présomption scientifique fournie par des études de niveau intermédiaire de
preuve (niveau de preuve 2), comme des essais comparatifs randomisés de faible puissance, des
études comparatives non randomisées bien menées, des études de cohorte.

Faible niveau de preuve

C Fondée sur des études de moindre niveau de preuve, comme des études cas-témoins (niveau de
preuve 3), des études rétrospectives, des séries de cas, des études comparatives comportant des
biais importants (niveau de preuve 4).

Accord d’experts

En I'absence d’études, les recommandations sont fondées sur un accord entre experts du groupe
AE de travail, aprés consultation du groupe de lecture. L’absence de gradation ne signifie pas que les
recommandations ne sont pas pertinentes et utiles. Elle doit, en revanche, inciter a engager des
études complémentaires.

Les recommandations et leur synthése sont téléchargeables sur
www.has-sante.fr
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Abréviations et acronymes

Afssaps . cf ANSM

ANSM. Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (anciennement
Afssaps)

ATBC. Acetyl-tri-n-butylcitrate

ATP. Adénine Tri-Phosphate

BNSPR. Banque nationale de sang de phénotype rare

BTHC. Butyryl-tri-n-hexylcitrate

Ca02. Contenu du sang artériel en O,

CD47. Cluster de différenciation N° 47 = Integrin Associated Protein
CGR. Concentré de Globules Rouges

CMV. Cytomégalovirus

CNAM. Caisse nationale d'assurance maladie

CNRGS. Centre national de référence pour les groupes sanguins
CP. Concentré de Plaquettes

CPDA-1. Citrate Phosphate Dextrose Adénine -1 (milieu de conservation)
CTSA. Centre de transfusion sanguine des armées

DAF. Decay accelerating factor

DEHP. Di-[2-Ethylhexyl]-Phthalate

DGS. Direction générale de la santé

DHOS. Direction de I'hospitalisation et de I'organisation des soins
DSST. Digit Symbol Substitution Test

EDC. Epreuve Directe de Compatibilité au laboratoire

EFS. Etablissement francais du sang

ES. Etablissement de santé

ET. Episode transfusionnel

ETS. Etablissement de Transfusion Sanguine

EVA. Ethyl Vinyl Acétate

FY. Systéme de groupe sanguin Duffy

GBEA. Guide de bonne exécution des analyses

GPB. Glycophorine B

GVH. Graft Versus Host Disease (= maladie du greffon contre I'hote)
Gy. Gray

HAS. Haute autorité de santé

Hb. Hémoglobine

HLA. Human leukocyte antigens
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IAP. Integrin Associated Protein = CD47

IgA. Immunoglobuline A

JK. Systeme de groupe sanguin Kidd

JORF. Journal officiel de la République francaise

KEL. Systeme de groupe sanguin Kell

LE. Systéme de groupe sanguin Lewis

LW. Protéine porteuse du groupe sanguin Lansteiner-Wiener = ICAM-4 = CD242
MNS. Systéme de groupe sanguin MNSs

MP. Microparticules

NO. Monoxyde d'azote

0O,. Oxygéne

P50. Pression partielle en oxygene correspondant a une saturation de I'hémoglobine de 50%
PCR. Polymerase Chain Reaction

PO2. Pression d'oxygene

PSL. Produit Sanguin Labile

P-Sup. Borne supérieure de l'intervalle de confiance calculée en utilisant la distribution de Poisson
au risque = 0,05. Appliqué au contrdle qualité de la déleucocytation des CGR, ce calcul permet
d'assurer avec un degré de confiance de 95 % que le pourcentage de valeurs dépassant le seuil
de 106 leucocytes/PSL est inférieur a la valeur de P-estimation du niveau de qualité du processus
de préparation (3%).

PVC. Chlorure de polyvinyle

RAI. Recherche d'anticorps anti-érythrocytes irréguliers

RH. Systeme de groupe sanguin Rhésus

RhAG. Rh associated glycoprotein

SAGM. Saline Adenine Glucose Mannitol (milieu de conservation)
T. Type de polyagglutinabilité des globules rouges

TNF-alpha. Tumor necrosis factor - alpha

TRALI. Syndrome de détresse respiratoire post-transfusionnelle (Transfusion-Related Acute Lung
Injury)

UA. Unité Adulte

UE. Unité Enfant

VHB. Virus de I'hépatite B

VHC. Virus de I'hépatite C

VIH. Virus de lI'immunodéficience humaine
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Préambule

Contexte d’élaboration de la recommandation de bonn e pratique

Cette recommandation de bonne pratique sur le théme « Transfusion de globules rouges homo-
logues : produits, indications, alternatives » a été inscrite au programme de travail 2012 de la
Haute Autorité de Santé (HAS, service des bonnes pratiques professionnelles) a la demande de la
Direction Générale de la Santé (Sous-direction Politique des pratiques et des produits de santé —
Bureau Eléments et produits du corps humain PP4). L'Etablissement francais du sang est associé
a cette demande en tant qu’opérateur civil unique francais pour la collecte, la qualification, la pré-
paration et la distribution des produits sanguins labiles (PSL). Il était demandé a la HAS
d’actualiser les recommandations de 'AFSSAPS de 2002 intitulée « Transfusions de globule
rouges homologues : produits, indications, alternatives ». En effet, les différents procédés de pré-
paration des PSL dont les globules rouges en matiere de sécurité sanitaire comme immunologique
ne sont pas toujours connus des prescripteurs, et il devient nécessaire d’actualiser ces recom-
mandations du fait de I'évolution de thérapeutiques médico-chirurgicales et des nouveaux produits
sanguins.

Objectifs de la recommandation

L'objectif est d’'actualiser les recommandations de 'AFSSAPS de 2002 intitulée « Transfusions de
globule rouges homologues : produits, indications, alternatives »

Il s’agit d'aider les professionnels dans le cadre de leur prescription et dans le suivi des malades
transfusés, et d’harmoniser les pratiques professionnelles.

Les recommandations devront :

» Clarifier les champs de prescription de transfusion et de conseil transfusionnels ;
» Proposer des stratégies ciblées en fonction des populations de malades ;
» Proposer des alternatives a la transfusion sanguine

Cette recommandation vise a répondre, concernant les concentrés de globules rouges, aux
guestions suivantes :

Quels sont les différents types de concentrés de globules rouges (CGR)?

Quelles sont les transformations applicables aux produits érythrocytaires ?

Quelles sont les qualifications applicables aux produits érythrocytaires ?

Quelles sont les évolutions des propriétés des produits érythrocytaires en fonction de leur durée
de conservation ?

Cette recommandation vise a répondre, concernant les examens immuno-hématologiques, a la
guestion suivante :

Quelles sont les indications d'examens a réaliser en vue d’'une transfusion ?

Patients concernés

Toutes les personnes pouvant bénéficier d’'une transfusion de globules rouges.

Professionnels concernés

Ensemble des prescripteurs potentiels de globules rouges, médecins et professionnels exercant
dans le cadre des établissements de soins publics ou privés. Acteurs du conseil transfusionnel
organisé par les structures de délivrance des produits sanguins labiles.
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1 Quels sont les différents types de concentrés de
globules rouges (CGR)?

Conformément aux dispositions de l'article L. 1221-8 du code de la santé publique, la liste et les
caractéristiques des produits sanguins labiles (PSL) est fixée par décision de ’Agence Nationale
de Sécurité du Médicament (ANSM), aprés avis de I'Etablissement francais du sang (EFS), et
publiée au Journal officiel de la République frangaise (JORF) (1).

Ces PSL sont préparés selon les bonnes pratiques transfusionnelles dont les principes, visés a
l'article L. 1223-3 du Code de la santé publique, sont définis par décision de TANSM apres avis de
'EFS et du CTSA (2).

Cette liste distingue :

* Les PSL homologues et autologues ;

* Les qualifications et les transformations qui, appliquées aux PSL homologues et autologues
mentionnés, permettent de compléter et de modifier leurs caractéristiques afin de répondre a
des utilisations thérapeutiques spécifiques.

Cette liste des PSL est régulierement complétée et actualisée en fonction de I'évolution des
connaissances et des techniques.

1.1 Matiere premiére et produits intermeédiaires des CGR

1.1.1 Sang total homologue

Le sang total contient une grande quantité de globules rouges, que I'on exprime en grammes
d’hémoglobine : entre 48 et 90 grammes. Il a été le produit tres majoritairement utilisé jusqu'a la fin
des années 1960, avant la généralisation de I'emploi des matériels plastiques de prélevement.

Les lésions de stockage du sang total affectant les globules rouges, les leucocytes, les plaquettes
et les protéines plasmatiques sont rapides et importantes, notamment par la formation de micro-
agrégats et la libération de cytokines plaquettaires et leucocytaires. Ceci impose d'utiliser un tel
produit dans un délai inférieur a 24 heures aprés le prélevement, ce qui s’avere en pratique
inatteignable eu égard a 'ensemble des contrbles devant étre réalisés sur les dons de sang.

Le sang total n’est donc en pratique pas disponible aujourd’hui pour l'usage clinique, a I'exception
de certaines transfusions réalisées dans le contexte d’opérations militaires extérieures, selon un
protocole mis en place par le centre de transfusion sanguine des armées (CTSA) (3-5).

1.1.2 Concentré de globules rouges (CGR) homologue  non transformé

Un concentré de globules rouges (CGR) est une suspension de globules rouges obtenue
aseptiqguement a partir d'une unité de sang total, par séparation du plasma ou bien directement
dans le cadre d’'un préléevement d’aphérese. Un CGR contient une quantité résiduelle de plasma,
ainsi que des plaquettes et des leucocytes.

Le CGR non transformé peut étre utilisé aujourd’hui en France uniqguement dans le cadre de rares
programmes spécifiques de transfusion pré-greffe d'organe, ou la transfusion de CGR non
transformé a pour but d’induire un effet immunomodulateur lié a la présence de leucocytes (6).

En régle, le CGR non transformé est un produit intermédiaire, non disponible pour l'usage clinique.
Pour étre utilisable, il est modifié systématiquement par deux transformations, a savoir la
déleucocytation et I'ajout d’'une solution supplémentaire de conservation
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Comme dans le cas du sang total homologue, ce produit n'est en pratique pas disponible
aujourd’hui pour l'usage clinique. Il doit étre préparé en CGR.

1.2 CGR homologue a usage clinique

1.2.1 Les différentes méthodes de préparation

Les CGR a usage clinique peuvent étre préparés a partir de don de sang total ou a partir de
prélevement d'aphérese. Dans les deux cas, les CGR font systématiquement l'objet d'une
déleucocytation.

En régle générale, les CGR font également I'objet d’'une deuxiéme transformation : I'addition d’'une
solution supplémentaire de conservation en phase liquide. En France, cette solution est composée
de chlorure de sodium, d’adénine, de glucose et de mannitol : solution SAG-Mannitol (SAG-M).

Beaucoup plus rarement, pour certaines situations de néonatologie, cette deuxiéme transformation
n'est pas réalisée, et les CGR sont en solution anticoagulante et de conservation composée de
citrate, phosphate, dextrose et adénine (CPDA-1).

A noter que, du fait que les CGR a usage clinique sont systématiguement déleucocytés, leur
dénomination abrégée, dans le texte des caractéristigues des PSL, est officiellement CGRD.
Cependant, dans ce texte, par simplification par rapport au texte des caractéristiques, le « D » de
la dénomination abrégée signifiant déleucocyté a été retiré. Nous parlerons donc de CGR.

Par souci de simplification, le terme « CGR »mentionné dans ce texte concerne les CGR en solu-
tion SAG-M. Lorsque les CGR en solution CPDA-1 sont concernés, la mention explicite de la sus-
pension en solution CPDA-1 est indiquée.

A partir du sang total, la préparation des CGR est réalisée dans un délai apres le prélevement le
plus souvent compris entre 2 heures et 24 heures, le sang total étant maintenu avant séparation a
une température comprise entre 18°C et 24°C. Plus rarement, les CGR peuvent étre préparés au-
dela de 24 heures et au plus tard 72 heures aprées le prélevement, la conservation du sang total
devant alors se situer entre 2°C et 10°C.

Deux méthodes principales sont utilisées :
 Filtration du sang total (7) : Cette méthode comporte trois temps :

» déleucocytation par filtration du sang total ;
» centrifugation forte pour séparer le plasma du concentré de globules rouges ;
» ajout de la solution supplémentaire de conservation en phase liquide.

* Filtration du concentré de globules rouges (8) : cette méthode comporte également trois temps :

» Centrifugation forte pour séparer trois composants : plasma, couche leuco-plaquettaire et concen-
tré de globules rouges ;

» ajout de la solution supplémentaire de conservation en phase liquide au concentré de globules
rouges ;

» déleucocytation par filtration du concentré de globules rouges en suspension dans la solution
supplémentaire de conservation en phase liquide.

A partir d'un préléevement d'aphérese, la préparation de CGR peut étre réalisée par deux
méthodes :

» Erythraphérése simple (9) : le prélévement d’aphérese est entierement congu pour le recueil
exclusif de globules rouges permettant de préparer deux CGR . Cette méthode procéde en
quatre temps :

» recueil de globules rouges contenant un minimum de plasma résiduel ;
» ajout de la solution supplémentaire de conservation en phase liquide ;
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» déleucocytation par filtration du concentré de globules rouges en suspension dans la solution
supplémentaire de conservation en phase liquide ;
» séparation du produit ainsi obtenu en deux CGR de contenu égal en hémoglobine

En pratique, les criteres de sélection des donneurs en termes de concentration en hémoglobine et
en ferritine ainsi que de volume sanguin sont trés contraignants, limitant le nombre de donneurs
éligibles. De surcroit, ce type de prélévement a été associé a une proportion plus importante
d’effets indésirables donneurs que les autres prélevements d’aphérése (10). Ces éléments ont
conduit a ce que ce mode de préparation, bien qu'autorisé par I'ANSM, soit en pratique
exceptionnellement utilisé en France.

» Erythraphérése combinée (11) : dans ce cas, le CGR est préparé a partir de globules rouges
prélevés par aphérése, un ou deux autres constituants sanguin (plasma et/ou plaquettes) ayant
également été prélevé(s) chez le donneur dans I'objectif de préparer au moins deux produits :
un CGR, et un plasma ou un concentré de plaquettes. Les globules rouges prélevés sont trans-
formés de la méme facon que lors de I'aphérése simple de globules rouges :

» ajout de la solution supplémentaire de conservation en phase liquide ;
» déleucocytation par filtration du concentré de globules rouges en suspension dans la solution
supplémentaire de conservation en phase liquide.

Ce mode d’obtention n'a pas les contraintes majeures de critéres de sélection des donneurs de
'aphérése simple de globules rouges. C’est le mode d’obtention de globules rouges d’aphérese
généralement utilisé en France.

Le tableau 1 indique comment les différents procédés de préparation des CGR par 'EFS étaient
répartis en 2012 (12) :

CGR Unités Adultes préparés
Procédé de préparation annee 2012

nombre %

Filtration du CGR 1106 791
Filtration du sang total 1386 743 55 %
Erythraphérése 26 944 1%

Total 2520478 100 %

Tableau 1. Répartition du nombre de CGR préparés pa r I'EFS en 2012 en fonction des trois
principaux procédés de préparation

Tous ces modes de préparation permettent de préparer des CGR répondant aux caractéristiques
des CGR (1).

On distingue, en fonction de leur volume et leur contenu en hémoglobine, deux types de CGR :
l'unité adulte et I'unité enfant.

1.2.2 Caractéristigues communes a tous les CGR

» Hématocrite compris entre 50 % et 70 % ;
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* Taux d’hémolyse dans le produit mesuré a la fin de la durée de conservation inférieur a 0,8%
de la quantité d’hémoglobine totale ;

» La température du produit doit étre maintenue entre + 2°C et + 6°C pendant la durée de con-
servation ;

* La durée de conservation maximale avant délivrance est de 42 jours a compter de la fin du
prélevement, dans le cas de I'utilisation de la solution SAG Mannitol ;

» En cas d’'ouverture intentionnelle de la poche, lors de la préparation ou pendant la conservation,
le concentré de globules rouges unité adulte peut étre conservé au maximum 24 heures ;

* Enfin, la transfusion d’'un CGR délivré doit impérativement débuter dans les 6 heures suivant
l'arrivée dans le service clinique, si le transport a été réalisé selon les bonnes pratiques.

1.2.3 Caractéristiques communes aux CGR homologues unité adulte
(UA)

Dénomination abrégée : CGR.
» Contenu en hémoglobine

Il est réglementairement au minimum de 40 g.

» Volume

Il N’y a pas de limite inférieure fixée réglementairement. Le volume est mentionné sur I'étiquette du
CGR.

» Contenu en leucocytes

Il est réglementairement inférieur & un million de leucocytes par CGR dans au moins 97 % de la
production, avec un degré de confiance de 95 %.

1.2.4 Caractéristiques communes aux CGR homologues unité enfant
(UE)

Dénomination abrégée : CGR UE. Ses caractéristiques ne different du CGR que pour le contenu
en hémoglobine et le volume.

Il est important de noter que, a priori, dans I'organisation de la transfusion sanguine en France,
I'objectif est de préparer exclusivement des CGR UA. Cependant, un petit nombre de CGR ayant
un contenu en hémoglobine inférieur & 40 g est régulierement produit, et ils sont donc reclassés en
CGR UE. Cette dénomination a été adoptée pour indiquer que la quantité d’hémoglobine n’est pas
celle que I'on attend pour la transfusion d’'un patient adulte. Cependant, la transfusion de ces CGR
UE peut étre réalisée chez 'adulte comme chez I'enfant. Si un adulte recoit un tel CGR UE, cela
informe juste le prescripteur que la quantité d’hémoglobine transfusée est inférieure a la situation
habituelle.

» Contenu en hémoglobine
Il est fixé réglementairement supérieur ou égal a 22 g et inférieur a 40 g.

» VVolume

Le volume minimal est fixé réglementairement & 75 mL.

1.2.5 Résultats des contrbles de qualité relatifs aux différentes
méthodes d’obtention de CGR

Les données présentées dans cette section sont issues des documents « Contrdle qualité des PSL
préparés par 'EFS. Bilan national 2013 (pour les CGR) » (13), « Contréle qualité des PSL
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préparés par 'EFS. Bilan national 2012 » (12), et « Contr6le qualité des PSL préparés par 'EFS.
Bilan national 2010 » (14). Elles permettent de constater comment la production de CGR répond
aux caractéristiques réglementaires et de connaitre les valeurs moyennes des différents
paramétres critiques des caractéristiques des CGR tels que le contenu en hémoglobine, le volume,
I'nématocrite et le contenu en leucocytes en fonction du procédé de préparation. De surcroit, elles
permettent d’avoir un apercu de I'évolution de ces différents parametres depuis 2007.

» Respect des caractéristiques

Contenu en hémoglobine
En moyenne, il est de 55,1 + 7,4 grammes, la valeur maximale étant de 84 grammes.

Selon le procédé de préparation, tel qu’indiqué dans la figure 1, le contenu moyen en hémoglobine
est statistiquement différent : 47,6 + 2,7 g pour les CGR d'aphérese combinée, 52,5 + 5,9 g pour
les CGR préparés par filtration du CGR et 60 £ 6,5 g pour les CGR préparés par filtration du sang
total.

500

450 4 M OFiltration du CGR
400 - - @ Filtration du Sang Total

Erythraphérése
350 1.

T — Seuil de conformité
300 I 1] HT
250 -
200 - -

150 T S ]

100 A i

50

0 4l - =

30 35 40 45 S0 55 60 65 70 75 80 85 90
Contenu en Hb (g/CGRD)

Figure 1. Répartition du contenu en hémoglobine des CGR selon le procédé de préparation en 2012

Le taux de non-conformité (contenu en hémoglobine inférieur & 40 g) est également différent selon
le procédé de préparation : 0,29 % pour les CGR d’aphérése combinée, 1,01 % pour les CGR
prépareés par filtration du CGR et 0,06 % pour les CGR préparés par filtration du sang total.
Volume

Pour rappel, il n'y a pas de limite inférieure fixée réglementairement.

Le volume moyen est de 284 + 28 mL, les valeurs extrémes étant de 198 et 388 mL.
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Selon le procédé de préparation, tel gu'indigué dans la figure 2, le volume moyen est
statistiquement différent : 250 + 11 mL pour les CGR d’aphérése combinée, 271 + 19 mL pour les
CGR préparés par filtration du CGR et 309 + 20 mL pour les CGR préparés par filtration du sang
total.

Histogramme de répartition des volumes des CGRD produits finis

i selon le process de préparation
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mFiltration 4y Sang Tota __ i M Efactit 8 384 7213 170¢ 5301
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W Moyeme zecatsType (ml)| 303220 1218 2502 11 88228
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Figure 2. Répartition des volumes des CGR selon le  procédé de préparation en 2012

Hématocrite
En moyenne, il est de 59,2 + 3,1 %.

L’hématocrite moyen, bien que statistiquement différent selon le procédé de préparation, reste
dans des valeurs tres proches : 57,6 + 2,5 % pour les CGR d’aphérése combinée, 59,1 + 3 % pour
les CGR préparés par filtration du CGR et 59,6 + 3,3 % pour les CGR préparés par filtration du
sang total.

Contenu en leucocytes

La médiane est de 0,050 10° leucocytes, et les contrdles effectués sur la production de routine
permettent d’assurer que plus de 99 % de la production contient effectivement moins d’'un million
de leucocytes résiduels (P-Sup = 0,88%).

La encore, les différents procédés de préparation different de fagon significative, les meilleures
performances étant observées avec les CGR d’aphérése combinée (médiane = 0,038 10°
leucocytes), devant les CGR préparés par filtration du CGR (médiane = 0,039 10° leucocytes) et
les CGR préparés par filtration du sang total (médiane = 0,078 10° leucocytes).

Hémolyse a péremption

En moyenne, 'hémolyse a péremption est de 0,4 + 0,3 %, la valeur minimale étant de 0,1 % et la
maximale de 3,4 %.

Selon le procédé de préparation, 'hémolyse a péremption est statistiquement différente : 0,2 +
0,1 % pour les CGR d'aphérése combinée, 0,3 + 0,2 % pour les CGR préparés par filtration du
CGR et 0,4 + 0,3 % pour les CGR préparés par filtration du sang total.
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Le pourcentage de non-conformité pour le critere de I'hémolyse a péremption est également
différent selon le procédé de préparation : 0 % pour les CGR d’aphérese combinée, 0,2 % pour les
CGR prépareés par filtration du CGR et 8,6 % pour les CGR préparés par filtration du sang total.

Conclusion concernant le respect des caractéristiqu es

Chaque procédé de préparation présente des qualités et des défauts en regard des paramétres
critiques relatifs a la qualité des CGR que sont le contenu en hémoglobine, la quantité de
leucocytes résiduels et le taux d’hémolyse a péremption :

e Les CGR préparés par aphérese ont les meilleures performances en termes de taux
d’hémolyse a péremption et de leucocytes résiduels, mais la moins bonne en termes de conte-
nu en hémoglobine ;

* Les CGR préparés par filtration du sang total ont les meilleures performances en termes de
contenu en hémoglobine, mais les moins bonnes performances en termes de leucocytes rési-
duels et de taux d’hémolyse a péremption ;

* Les CGR préparés par filtration du CGR restent toujours en position médiane pour les trois
criteres concernes.

Sachant que ces différents procédés de préparation sont mis en place dans le cadre d'une
stratégie plus globale permettant d’organiser la production de concentrés de plaquettes a partir de
don de sang total et d'optimiser I'approvisionnement en fonction des groupes sanguins, il
n'apparait pas possible de privilégier I'un d’'entre eux au seul vu des résultats des contrbles de
gualité. En revanche, les voies d’amélioration de production sont recherchées pour le contenu en
hémoglobine des CGR d’aphérése et pour le taux d’hémoglobine a péremption des CGR préparés
a partir de sang total filtré.

» Evolution dans le temps

L’examen des données du contrdle qualité des PSL préparés par 'EFS ne montre pas de variation
notable en matiére d’hématocrite, de volume et de contenu en leucocytes. Seuls deux paramétres
de contréle ont des modifications qui méritent d’étre notées : le contenu en hémoglobine et le taux
d’hémolyse a péremption.

Contenu en hémoglobine

La figure 3 indique I'évolution de ce paramétre pour les CGR préparés par 'EFS de 2007 a 2013.
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CGR : contenu en hémoglobine selon le procédé de préparation.
Evolution 2007 - 2013
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Figure 3. Evolution du contenu en hémoglobine des C  GR préparés par 'EFS en fonction du procédé
de préparation

On peut noter une augmentation du contenu en hémoglobine pour les deux procédés de
préparation a partir de sang total, avec un gain du contenu moyen d’hémoglobine de 1,5 g pour le
procédé de filtration du sang total et de 2,2 g pour le procédé de filtration de CGR. Les documents
de contréle de qualité ne permettent pas de savoir la part de I'évolution des méthodes de
préparation et celle de I'évolution de la concentration d’hémoglobine chez les donneurs de sang
dans cette amélioration.

En revanche, les CGR obtenus par prélevement d’aphérese voient leur contenu moyen en
hémoglobine régulierement décroitre, la diminution sur 5 ans étant de de 2,4 g. La quantité
moyenne d’hémoglobine prélevée par cette méthode, qui était égale a celle obtenue par filtration
de CGR en 2007, lui est inférieure de 4,6 g en 2012. Il ne fait pas de doute que cette différence
peut étre rapidement réduite en modifiant les conditions d’obtention des CGR par aphérese.

Hémolyse a péremption

Le tableau 2 indique le pourcentage observé de CGR non conformes pour ce critére en 2010,
2012 et 2013 :

Tableau 2. Pourcentage de CGR non conformes pour le taux d’hémolyse a péremption selon le
procédé de préparation en 2010, 2012 et 2013.

% de non-conformité
selon le procédé de préparation

filtration ST filtration CGR  aphérése
2010 10,5 4,7 0,0
2012 8,6 0,9 0,0
2013 7,8 2,4 0,0

hémolyse a

péremption
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Une réduction importante du taux de non-conformité a été obtenue pour les CGR préparés par
filtration de CGR. L’amélioration est plus modeste pour les CGR obtenus par filtration de sang
total.

Dans ce cas, cette amélioration est trés certainement en lien avec I'évolution des méthodes de
préparation et de conservation des CGR.
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2 Quelles sont les transformations applicables aux CGR ?

Une « transformation » est une opération complémentaire du processus de préparation initiale
appliquée a un CGR permettant d’obtenir un ou plusieurs autres CGR dont les caractéristiques ont
été modifiées en quantité (quantité d’hémoglobine, volume, protéines plasmatiques) ou en qualité
(déplasmatisation, irradiation, etc.). Les diverses transformations sont généralement cumulables.

En France, deux transformations sont réalisées de facon quasi-systématique (cf. supra 1.2) pour
les CGR : la déleucocytation et I'ajout d’une solution supplémentaire de conservation. Ces deux
transformations sont considérées comme essentielles pour réduire et retarder les Iésions de
stockage, et pour réduire les effets indésirables liés a la présence de plasma et de leucocytes.

La plupart des autres transformations conduit & une perte d’'une partie du principe actif des CGR,
le contenu en hémoglobine. De surcroit, les lésions de stockage peuvent s’accélérer apres
transformation.

Une transformation peut modifier la durée de conservation du produit avant utilisation.

Pour toutes ces raisons, il est important de connaitre les indications des transformations, afin
d’éviter de les prescrire inutilement.

Les transformations des CGR sont listées dans I'ordre de fréquence de leur réalisation.

2.1 lrradiation

Dénomination abrégée : CGR Irradié ou CGR UE Irradié.

2.1.1 Définition et description

L’irradiation consiste a exposer un CGR a une source de rayonnement ionisant. La dose regue
mesurable en chaque point de la zone d'irradiation doit étre comprise entre 25 et 45 grays. La
source de rayonnement ionisant peut étre remplacée par I'exposition aux rayons X. Le CGR irradié
doit satisfaire aux caractéristiques du produit d’origine.

Pour les concentrés de globules rouges unités adultes ou les produits issus de leurs
transformations a I'exception de la préparation pédiatrique, si lirradiation est réalisée avant le
15°™ jour aprés le prélévement, le délai maximal entre la fin de lirradiation et I'utilisation est
identique au délai de conservation du produit de base correspondant.

Dans le cas de la transformation pour une préparation pédiatrique, et pour le concentré de
globules rouges unité enfant ou les produits issus de ses transformations, si lirradiation est
réalisée avant le 15°™ jour aprés le prélévement, le délai maximal entre la fin de lirradiation et
I'utilisation est de 28 jours.

Si l'irradiation est réalisée au-dela du 15°™ jour aprés le prélévement, le délai maximal entre la fin
de l'irradiation et I'utilisation est de 24 heures.

Ces regles ont été établies en raison des lésions des globules rouges provoquées par l'irradiation,
et notamment une augmentation de I’hémolyse in vitro aprés irradiation, traduite également par
'augmentation dans le milieu extracellulaire du potassium et de la LDH. Cependant, au moment ou
elles ont été établies, s'il existait des données sur ces lésions, aucun travail systématique n’avait
été réalisé pour analyser I'impact réel du délai de conservation avant irradiation. Il s’agissait donc
de regles de prudence non basées sur I'expérience, basées sur le principe que les lésions étaient
d’autant plus graves que la durée de conservation avant irradiation était longue, et qui visaient a
préserver l'injection de trop fortes concentrations de potassium.

Il faut noter que d’autres pays ont institué également des régles de prudence un peu différentes :
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* L’AABB (American Association of Blood Banks) considére que l'irradiation peut étre réalisée a
n’'importe quel moment de la conservation, mais que les CGR irradiés ne peuvent étre conser-
vés au-dela de vingt-huit jours apres l'irradiation (15) ;

* Les recommandations britanniques de 2011 sont plus restrictives : les CGR peuvent étre irra-
diés jusqu’au quatorzieme jour de conservation, puis ne peuvent étre conservés que quatorze
jours apres irradiation (16) ;

« Enfin, le conseil de I'Europe, dans sa 17°™ édition du guide sur la préparation, I'utilisation et
'assurance qualité en transfusion sanguine, préconise que les CGR puissent étre irradiés
jusgu’au vingt-huitiéme jour de conservation, que leur transfusion soit réalisée le plus rapide-
ment possible aprés irradiation, et qu’enfin, indépendamment de la date de l'irradiation, aucun
CGR irradié ne soit transfusé au-dela du vingt-huiti€me jour de conservation (17).

Ces recommandations font en fait suite a deux travaux publiés en 2011. Dans le premier,
160 CGR déleucocytés conservés en solution SAG-M sont étudiés. Toutes les irradiations sont
faites avec une énergie de 30 Gy. 40 CGR sont irradiés a J14 de conservation, 40 a J28, 40 a J35
et 40 servent de contrdle. Ces auteurs montrent que l'irradiation est la cause d’'une augmentation
marquée immédiate de I'hémolyse, justifiant d’une restriction du délai de conservation apres
irradiation par rapport aux CGR non irradiés (18). Dans un deuxieme travail, la méme équipe
réalise une expérience analogue avec des CGR conservés dans la solution de conservation
PAGGS-M (phosphate, adénine, glucose, guanosine, saline et mannitol), connue pour mieux
préserver les CGR in vitro que la solution SAG-M. Malgré cette mesure supplémentaire, la
cinétique de 'hémolyse n’est pas modifiée par rapport a la premiere publication (19).

Un travail plus récent compléte ces données (20): 896 CGR déleucocytés et conservés en
solution SAG-M sont etudiés. L'irradiation est effectuée a une énergie de 25 Gy. Les CGR sont
irradiés aprés 8 a 40 jours de conservation, et conservés jusqu’au 42°™ jour apres le don.
40 produits (4,5 %) ont un niveau d’hémolyse en fin de conservation supérieur a la limite
réglementaire (en Europe, aux Etats-Unis et au Canada) de 0,8 %. Une analyse par régression
linéaire multiple a permis d’'identifier que le délai de conservation aprés irradiation est la variable la
plus prédictive d’'une hémolyse hors-norme, les autres variables prédictives étant la conservation
avant irradiation, le fait que le donneur soit de sexe masculin et I'dge du donneur de CGR. Cette
étude identifie clairement que l'effet de I'irradiation sur I'hnémolyse — et donc sur son corollaire, le
relargage de potassium — est trés rapide, le niveau d’hémolyse atteignant dés le troisieme jour
apres irradiation des valeurs observées couramment a péremption en I'absence d'irradiation,
quelle que soit la durée de conservation avant irradiation. Ce comportement est trés différent de
celui des CGR non irradiés, pour lesquels I'élévation du potassium extracellulaire est quasiment
linéaire (21). A noter qu’'au-dela du fait d’étre le reflet de la perte en hémoglobine fonctionnelle,
laugmentation du potassium extra-cellulaire dans les globules rouges est vraisemblablement
associée a des effets indésirables chez le receveur pouvant aller jusqu’a 'arrét cardiaque, méme
si cette association est difficile & démontrer formellement (22).

En conclusion, la probabilité d'une hémolyse importante augmentant avec le temps de
conservation aprées irradiation, il parait utile de réviser les conditions d'utilisation réglementaires
des CGR irradiés au vu de I'évolution récente des connaissances. Par ailleurs, ces données
incitent a respecter strictement les indications de l'irradiation, et a restreindre I'utilisation de CGR
irradiés chez des patients pour lesquels ils ne sont pas indiqués aux seules situations ou une
compatibilité immuno-hématologique est indispensable et ou il n'y a pas de CGR non irradié
compatible disponible.

2.1.3 Objectif de I'irradiation

L’objectif de l'irradiation est de prévenir I'apparition d’une réaction du greffon contre I'néte (GvH)
post-transfusionnelle chez les patients a risque de développer cette complication.
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2.1.4 Recommandation

Dénomination abrégée : CGR Irradié.

» Définition et description

L'irradiation consiste a exposer un CGR a une source de rayonnement ionisant. La dose recue
mesurable en chaque point de la zone d'irradiation doit étre comprise entre 25 et 45 Grays.

En raison des lésions induites, et notamment une libération de potassium, le délai d’utilisation
apres irradiation doit étre le plus court possible, notamment en néonatologie.

» Prescription

L'indication de la transformation « irradiation » est notifiée par le prescripteur a chaque
prescription. Lors de la premiere prescription, le motif précis de l'indication est porté a la
AE | connaissance de la structure de délivrance pour gu’elle puisse inscrire, dans sa base de
données, le protocole transfusionnel propre au patient. Le patient en est informé et recoit
un document mentionnant cette indication et sa durée si elle est programmée.

» Indications en dehors du contexte de néonatologie

Il est recommandé de prescrire la transformation « irradiation» des CGR dans les
situations suivantes :

* patients porteurs d'un déficit immunitaire congénital cellulaire ;

» transfusion de CGR issus d'un don dirigé intrafamilial, quel que soit le degré de
parenté entre donneur et receveur (obligation réglementaire) ;

e avant (7 jours) ou pendant un préléevement de cellules souches hématopoiétiques
(autologues ou allogéniques), médullaires ou sanguines ;

B » patients traités par greffe de cellules souches hématopoiétiques autologues, des le
début du conditionnement et pendant au moins 3 mois apres autogreffe (1 an aprés
conditionnement avec irradiation corporelle totale) ;

» patients traités par greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques, dés
le début du conditionnement et pendant au moins 1 an aprés la greffe ; au-dela de
1 an, lindication peut étre discutée en fonction de I'état clinique et du degré
d'immunosuppression ; en cas de réaction du greffon contre I'hdte chronique ou de
poursuite d'un traitement immunosuppresseur lindication sera maintenue
indéfiniment.
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» Indications dans le contexte de la néonatologie

L'irradiation est indiquée pour prévenir la réaction du greffon contre I'héte (GVH) en inactivant les
lymphocytes résiduels du CGR. La GVH induite par la transfusion peut se manifester par différents
signes tels qu’une hyperthermie, un rash érythémateux, des troubles digestifs avec entérocolite et
hépatite, une aplasie médullaire avec leucopénie survenant dans un délai variable en post-
transfusion. Dans la mesure du possible, 'irradiation du CGR doit étre extemporanée.

AE

Il n'est pas recommandé de prescrire la transformation irradiation du CGR pour les transfu-
sions de volume < 20 ml/kg et a un débit de perfusion < 5ml/kg/heure chez le nouveau-né
d’age post-menstruel supérieur & 32 semaines ou de plus de 1 500 grammes le jour de la
transfusion.

Les indications recommandées de la transformation irradiation des CGR sont les suivantes

en périnatalité :

« Les transfusions feetales et toutes transfusions survenant par la suite jusqu'au 6 mois
corrigé de I'enfant (soit délai entre la date de la transfusion de CGR ultérieure au terme
et la date théorique du terme de I'enfant < 6 mois) ;

e Les exsanguino-transfusions ;

» Les transfusions massives, c'est-a-dire de volume > 20 ml/kg ou > 80 ml/kg/24 heures
ou a un débit de perfusion > 5ml/kg/heure ;

e Les déficits immunitaires cellulaires congénitaux, avérés ou suspectés ;

* Le don dirigé d'un donneur apparenté en raison du risque d’haplo-identité HLA entre le
donneur et le receveur.

Il n'est pas possible de produire des recommandations en termes d’indications d’irradiation chez le
nouveau-né de moins de 32 semaines post-menstruel ou de poids inférieur a 1 500 grammes
recevant des transfusions de volume inférieur ou égal a 20 ml/kg.

Dans le cadre de transfusion foetale, compte tenu du risque d’hyperkaliémie symptoma-

C
tique, il est recommandé, de transfuser dans les 24 heures suivant l'irradiation du CGR.
Dans le cadre d'exsanguino-transfusion et de transfusion massive, compte tenu du
AE risque d’hyperkaliémie symptomatique, il est recommandé, de transfuser dans les
48 heures suivant lirradiation du CGR. En cas d'impossibilité, I'indication de l'irradiation
mérite d’étre reconsidérée.
AE En cas d'urgence, Il n'est pas recommandé de prescrire de CGR irradiés, de fagon a ne

pas retarder la transfusion.
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2.2 Préparation pédiatrique

Dénomination abrégée : CGR Pédiatrique ou CGR UE Pédiatrique.

La préparation pédiatrique a pour objectif de fournir des CGR adaptés aux receveurs de faible
volume sanguin.

De surcroit, la préparation pédiatrique permet de préparer plusieurs CGR transformés issus du
méme donneur qui pourront étre utilisés soit séparément, soit dans le cadre d’un programme dédié
a un enfant. Dans ce cas, les CGR transformés peuvent étre utilisés jusqu’a la date de péremption,
qui est de 42 jours pour les CGR en solution supplémentaire de conservation SAG-Mannitol. 1l faut
noter que, dans ce cas, le cumul avec l'irradiation peut conduire a la transfusion de CGR avec un
taux d’hémolyse in vitro élevé a la fin de la conservation.

2.2.1 Définition et description

La préparation pédiatrigue consiste a diviser aseptiquement un CGR en plusieurs unités
pédiatriques :

* le volume minimal est de 50 mL ;

* le contenu en hémoglobine est défini en référence au CGR d’origine ;

* les caractéristiques relatives a I'aspect, a I’hématocrite et au taux d’hémolyse sont identiques a
ceux du CGR d’origine.

2.2.3 Indications cliniques

Transfusion de CGR chez I'enfant de moins de 10 kg.
Les programmes de dons dédiés sont indiqués chez les nouveau-nés prématurés pour lesquels

sont prévues des transfusions de CGR de moins de 20 ml/kg répétées, dans un délai n’excédant
pas 28 jours.

2.2.4 Recommandation
Dénomination abrégée : CGR Pédiatrique.

La préparation pédiatrique a pour objectif de fournir des CGR adaptés aux receveurs de faible
volume sanguin.

De surcroit, la préparation pédiatrique permet de préparer plusieurs CGR transformés issus du
méme don qui pourront étre utilisés soit séparément, soit dans le cadre d’'un programme dédié a
un enfant. Dans ce cas, les CGR transformés peuvent étre utilisés jusqu’a la date de péremption,
qui est de 42 jours pour les CGR en solution supplémentaire de conservation SAG-Mannitol.

» Définition et description

La préparation pédiatrique consiste a diviser aseptiguement un CGR en plusieurs unités
pédiatriques :

¢ |e volume minimal est de 50 mL ;

» le contenu en hémoglobine est défini en référence au CGR d’origine ;

» les caractéristiques relatives a I'aspect, a 'hématocrite et au taux d’hémolyse sont identiques a
ceux du CGR d’origine.
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La préparation pédiatrique n’étant pas réalisable par tous les sites, elle peut nécessiter un délai
d’obtention.

» Indications en dehors du contexte de néonatologie

Il est recommandé de prescrire la transformation « préparation pédiatrique » de CGR en
AE | cas de transfusion de CGR chez I'enfant de moins de 10 kg, hors contexte nécessitant
des volumes supérieurs.

» Indications dans le contexte de la néonatologie

La transformation pédiatrique correspond a la division aseptique d'un CGR déleucocyté en
plusieurs unités permettant plusieurs transfusions de faibles volumes. Un CGR transformé en
préparation pédiatrique peut étre utilisé pour plusieurs receveurs. La transformation « préparation
pédiatrique » peut étre largement demandée pour des transfusions de faibles volumes (< 50 ml),
évitant ainsi la délivrance d’'un CGR complet.

Le don dédié correspond a un CGR divisé en préparations pédiatriques conservées pour un
unique receveur. Cette pratique est intéressante, en dehors du contexte de l'urgence, pour les
nouveau-nés prématurés requérant = 2 transfusions de faibles volumes (volume < 20 ml/kg a <
5ml/kg/heure) a la période néonatale permettant la réduction de I'exposition du nouveau-né a de
multiples donneurs. Cette pratique concerne essentiellement les nouveau-nés nés a un age
gestationnel égal ou inférieur a 28 semaines d’aménorrhée et pesant moins de 1 000 grammes a
la naissance.

Le don dédié, ou protocole donneur unique, n'est recommandé que chez les nouveau-nés
AE | prématurés pour lesquels sont prévues des transfusions de CGR de moins de 20 ml/kg
répétées, dans un délai n'excédant pas 28 jours.

2.3 Déplasmatisation

Dénomination abrégée : CGR Déplasmatisé ou CGR UE Déplasmatisé.

L'objectif de la déplasmatisation est de réduire au maximum la quantité de protéines plasmatiques
dans le CGR.

La durée de reéalisation de cette transformation est de I'ordre de deux heures. Elle n’est réalisable
que par certains sites de I'EFS et du CTSA, ce qui peut ajouter un délai supplémentaire pour la
disponibilité du CGR transformé. Elle s’accompagne d'une perte d’environ 10 % des globules
rouges.
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2.3.1 Définition et description

La déplasmatisation consiste a éliminer aseptiquement la majeure partie du plasma d’'un CGR. Elle
comporte une ou plusieurs étapes de lavage avec une remise en suspension des globules rouges
dans une solution injectable. La solution de suspension doit préserver les qualités fonctionnelles
des cellules.

La quantité résiduelle totale de protéines extracellulaires, sans tenir compte de I'albumine
éventuellement apportée par la solution de remise en suspension, est inférieure ou égale 4 0,5 g.

Le contenu minimal en hémoglobine est supérieur ou égal a 35 g pour l'unité adulte et compris
entre 20 g et 35 g pour l'unité enfant.

L’hématocrite est compris entre 50 % et 80 %. En cas de déplasmatisation, et d’addition d’'une
solution supplémentaire de conservation en phase liquide, a l'aide d’'un systéme automatisé et
validé pour assurer une préparation en systeme fonctionnellement clos, I’hématocrite est compris
entre 40 % et 70 %.

Les caractéristiques relatives a I'aspect et au taux d’hémolyse sont identiques a ceux du produit
d’origine.

La durée maximale de conservation aprés déplasmatisation est de 24 heures. En cas de
déplasmatisation, et d’addition d’une solution supplémentaire de conservation en phase liquide, a
laide d'un systeme automatisé et validé pour assurer une préparation en systéeme
fonctionnellement clos, la durée maximale de conservation aprés déplasmatisation est de 10 jours.

La durée de conservation aprés déplasmatisation ne prend pas en compte la durée de
conservation du CGR avant la déplasmatisation qui ne fait pas I'objet de limitation réglementaire.
Une étude récente (23) prenant en compte ce parametre a pu déterminer que tous les criteres de
conformité des CGR déplasmatisés, dont certains sont identiques a ceux en vigueur en France
(contenu minimal en hémoglobine supérieur ou égal a 35 g, hématocrite, hémolyse en fin de
conservation inférieure ou égale a 0,8 % dans au moins 90 % des unités testées) et d’autres non
pris en compte dans notre réglementation (ATP intra-érythrocytaire > 2.7 mmol/g Hb et potassium
dans le surnageant < 10.2 mmol/L), étaient respectés dans tous les cas pendant 7 jours apres la
déplasmatisation si les CGR avaient été conservés au plus 21 jours avant d’étre déplasmatisés.

2.3.2 Indications cliniques

» Sujets intolérants au « plasma », que cette sensibilité soit documentée ou fortement suspectée :

» déficit en IgA sériques avec présence d'anticorps anti-IgA dans le plasma du receveur ;

» antécédents de réactions transfusionnelles anaphylactiques majeures, ayant mis en jeu le pro-
nostic vital (effet indésirable receveur de grade de sévérité 3 de 'hémovigilance de 'ANSM) ;

» antécédents d'effets indésirables receveurs allergiques de grade de sévérité inférieur, dés lors
gu’ils sont répétés malgré une prémédication, et deviennent un obstacle a la transfusion.

La décision de transfuser un patient en CGR déplasmatisé est prise entre le médecin référent du
patient et le site de délivrance. Elle débouche sur un protocole transfusionnel propre au patient qui
peut étre réévalué.

2.3.3 Recommandation
Dénomination abrégée : CGR Déplasmatisé.

L'objectif de la déplasmatisation est de réduire au maximum la quantité de protéines plasmatiques
dans le CGR.

La durée de réalisation de cette transformation est de I'ordre de deux heures. Elle n’est réalisable
que par certains sites de I'EFS et du CTSA, ce qui peut ajouter un délai supplémentaire pour la
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disponibilité du CGR transformé. Elle s’accompagne d'une perte d’environ 10 % des globules
rouges.

La péremption du CGR déplasmatisé est soit de 24 heures soit de 10 jours apres la
déplasmatisation, en fonction des conditions techniques de réalisation.

» Définition et description

La déplasmatisation consiste a éliminer aseptiquement la majeure partie du plasma d’un CGR. Elle
comporte une ou plusieurs étapes de lavage avec une remise en suspension des éléments
cellulaires dans une solution injectable. La solution de suspension doit préserver les qualités
fonctionnelles des cellules.

La quantité résiduelle totale de protéines extracellulaires, sans tenir compte de l'albumine
éventuellement apportée par la solution de remise en suspension, est inférieure ou égale 4 0,5 g.

Le contenu minimal en hémoglobine est supérieur ou égal a 35 g.

» Prescription

La décision de transfuser un patient en CGR déplasmatisé est prise par le médecin
référent du patient apres avis du responsable du conseil transfusionnel. Elle débouche
sur un protocole transfusionnel propre au patient qui peut étre réévalué. Le patient en est
informé et recoit un document mentionnant cette indication.

AE

» Indications en dehors du contexte de néonatologie

Il est recommandé de prescrire la transformation « déplasmatisation » de CGR dans les
situations suivantes :

» déficit en IgA sériques avec présence d'anticorps anti-lgA dans le plasma du
C receveur ;

* antécédents de réactions transfusionnelles anaphylactiques majeures, ayant mis en
jeu le pronostic vital (effet indésirable receveur de grade de sévérité 3 de la
classification de 'hémovigilance).

Il est recommandé de prescrire la transformation « déplasmatisation » de CGR en cas
AE | d'antécédents d’effets indésirables receveurs allergiques de grade de sévérité inférieur,
des lors qu'ils sont répétés et deviennent un obstacle a la transfusion.

» Indications dans le contexte de la néonatologie

La déplasmatisation rend impossible la préparation pédiatrique par la suite.
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Dans les cas exceptionnels d’indication de transfusion de CGR de la mere immunisée
contre les globules rouges de I'enfant, il est recommandé de transfuser des CGR dé-
AE plasmatisés de facon a éliminer les anticorps potentiellement dangereux.

Il n'est pas recommandé de transfuser des CGR déplasmatisés dans le cas d’une enté-
rocolite avec polyagglutinabilité T.

2.4 Réduction de volume

Dénomination abrégée : CGR Réduit de volume ou CGR UE Réduit de volume.

L'objectif de cette transformation est de réduire le volume transfusé sans réduire significativement
I'apport de globules rouges.

2.4.1 Définition et description
L’hématocrite minimal est de 70 %.

Le contenu en hémoglobine et les caractéristiques relatives a I'aspect et au taux d’hémolyse sont
identiques a ceux du produit d’origine.

La durée maximale de conservation est de 24 heures.

La durée de réalisation de cette transformation est de I'ordre d’une heure. Elle n’est pas réalisable
par tous les sites de délivrance, ce qui ajoute un délai supplémentaire de disponibilité.

2.4.2 Indications cliniques

Chez I'adulte, cette transformation n’a pas d'indication.

2.4.3 Recommandation

Dénomination abrégée : CGR Réduit de volume

» Définition et description

La réduction de volume est obtenue par centrifugation d’'un CGR déleucocyté. Elle aboutit & une
augmentation de I'hématocrite du CGR = 70 %. Il s'agit, cependant, d'une mesure nécessitant du
temps supplémentaire avant la délivrance.

Le contenu en hémoglobine et les caractéristiques relatives a I'aspect et au taux d’hémolyse sont
identiques a ceux du produit d’origine ;

L’hématocrite minimal est de 70 %.

» Indications en dehors du contexte de néonatologie

Chez I'adulte, cette transformation n’a pas d’indication.
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» Indications dans le contexte de la néonatologie

Les intéréts de la réduction de volume a la période périnatale sont :

e D’éliminer une partie de la solution de conservation et du potassium extra-cellulaire du CGR
potentiellement toxiques pour les transfusions de gros volumes ;
« Déviter la surcharge volémique liée a la transfusion.

Il est recommandé de transfuser un CGR réduit de volume lors d’une transfusion foetale
en dehors du contexte de I'urgence.

Il est & noter qu’en pratique, le fait de ne pas réaliser la transformation « ajout d’'une solution de
conservation » et de conserver le CGR dans la solution anticoagulante et de conservation initiale
(CPDA-1) répond le plus souvent & I'exigence d’'un hématocrite > 70 %, et représente donc une
alternative possible a la réduction de volume.

2.5 Cryoconservation

Dénomination abrégée : CGR Cryoconservé ou CGR UE Cryoconserve.

L'objectif de la conservation sous forme congelée de CGR est de conserver a long terme des CGR
ayant des groupes sanguins rares ou des associations phénotypiques rares.

Cette transformation requiert un délai de réalisation de la décongélation de I'ordre de deux heures
et trente minutes. Elle n'est réalisable que par quelques sites en France, ce qui ajoute un délai
supplémentaire d’acheminement pour en disposer. Elle s'accompagne d'une perte d’au moins
10 % des globules rouges.

2.5.1 Définition et description

La cryoconservation consiste a congeler, conserver et décongeler aseptiquement un CGR en
présence d'un cryoprotecteur, le glycérol. Apreés décongélation, I'élimination du glycérol est
nécessaire. Elle est réalisée par centrifugations et lavages.

Apres décongélation et élimination du cryoprotecteur le contenu minimal en hémoglobine est
supérieur ou égal a 35 g.

L’hématocrite est compris entre 50 % et 80 %. En cas de cryoconservation a I'aide d’un systéme
automatisé et validé pour assurer une préparation en systeme fonctionnellement clos, I'addition
d'une solution supplémentaire de conservation est réalisee immédiatement aprés
déglycérolisation. Dans ce cas, 'hématocrite est compris entre 40 % et 70 %.

A la fin de la durée de conservation, le taux d’hémolyse dans le produit est inférieur a 1,2 % de la
guantité d’hémoglobine totale.

La quantité résiduelle totale de glycérol extracellulaire est inférieure ou égale a 1 g.

Le CGR doit étre transfusé dans les 24 heures. Si la décongélation et la déglycérolisation sont
réalisées a l'aide d'un systeme fonctionnellement clos avec addition d’'une solution supplémentaire
de conservation, le délai maximal entre décongélation et I'utilisation du CGR est de 7 jours.
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2.5.2 Particularités organisationnelles

Le délai de mise a disposition d'un CGR décongelé est long, pour des raisons techniques et
organisationnelles :

» Techniquement, la décongélation d’'un CGR dure environ deux heures et trente minutes ;

» Laplupart des CGR décongelés proviennent de la Banque nationale de sang de phénotype rare
(BNSPR), qui a pour mission de conserver congelés des CGR dont les phénotypes sont rares
dans un systeme de groupe sanguin, ou du fait de leur combinaison phénotypique, et de les
mettre a disposition de I'EFS pour les patients qui en ont besoin. Lorsque la situation clinique
justifie le recours au CGR décongelé, la prescription est relayée par le site référent de I'EFS a la
BNSPR, laquelle, du fait de la rareté des PSL concernés, participe a la décision transfusionnelle
et peut étre amenée a contrbler la compatibilité au laboratoire des CGR délivrés ; ainsi, malgré
tous les efforts pour agir au plus vite, le délai d’obtention d'un CGR décongelé est de l'ordre
d’'une demi-journée dans la majorité des cas.

2.5.3 Indications cliniques
Les indications de CGR décongelés sont posées par le site de délivrance pour :

» Les patients ayant un groupe sanguin rare, et notamment ceux dont les globules rouges sont
dépourvus d’'un des antigénes communs dits « antigenes publics » ;

* Les patients ayant développé une association de plusieurs anticorps dirigés contre des anti-
géenes de groupe sanguin, de telle sorte que la proportion de CGR compatibles dans la popula-
tion est faible.

2.5.4 Recommandation
Dénomination abrégée : CGR Cryoconserve.

L'objectif de la conservation sous forme congelée de CGR est de conserver a long terme des CGR
ayant des groupes sanguins rares, ou des associations phénotypiques rares.

Cette transformation s’accompagne d'une perte d’au moins 10 % des globules rouges. Elle
requiert un délai de réalisation de la décongélation de I'ordre de deux heures et demie. Elle n’est
réalisable que par quelques sites en France, ce qui ajoute un délai supplémentaire
d’acheminement pour en disposer.

» Définition et description

La cryoconservation consiste a congeler, conserver et décongeler aseptiguement un CGR en
présence d'un cryoprotecteur, le glycérol. Aprés décongélation, I'élimination du glycérol est
nécessaire. Elle est réalisée par centrifugations et lavages.

Aprés décongélation et élimination du cryoprotecteur, le contenu minimal en hémoglobine est
supérieur ou égal a 35 g.

» Particularités organisationnelles

Le délai de mise a disposition d'un CGR décongelé est long, pour des raisons techniques et
organisationnelles :

» Techniquement, la décongélation d’'un CGR dure un peu plus de deux heures ;
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* Les CGR cryoconservés proviennent soit des régions pour répondre a des besoins spécifiques
de patients porteurs d’'une immunisation complexe, soit de la Banque nationale de sang de
phénotype rare (BNSPR), qui a pour mission de conserver congelés ce type de CGR. Lorsque
la situation clinique justifie le recours au CGR de phénotype rare, la prescription est relayée, par
le site référent de 'EFS ou du CTSA, au CNRGS et a la BNSPR, qui participent & la décision
transfusionnelle. Le CNRGS peut étre amené a contrbler la compatibilité au laboratoire des
CGR délivrés. Le délai d’obtention d’'un CGR de phénotype rare décongelé, malgré tous les ef-
forts pour agir au plus vite, est le plus souvent supérieur & une demi-journée.

» Prescription

La décision de faire appel a la transformation « CGR cryoconservé » est prise par le site
de délivrance de 'EFS ou du CTSA. En cas de patient ayant un groupe sanguin rare, la
décision sera gérée en partenariat avec la Banque nationale de sang de phénotype rare
(BNSPR) et le Centre national de référence pour les groupes sanguins (CNRGS).

AE

» Indications

Il est recommandé de prescrire la transformation « CGR cryoconservé » dans les situations
suivantes :

+ les patients ayant un groupe sanguin rare, notamment ceux dont les globules

rouges sont dépourvus d’'un antigéne de fréquence élevée dit « antigene public », et
B plus particulierement lorsque ces patients ont développé un anticorps antipublic
correspondant ;

» les patients ayant développé une association de plusieurs anticorps dirigés contre
des antigenes de groupe sanguin de fréquences équilibrées, de telle sorte que la
proportion de CGR compatibles dans la population est tres faible.

2.6 Sang reconstitué

Dénomination abrégée : Sang reconstitué.

2.6.1 Définition et description

La reconstitution de sang total consiste a mélanger aseptiquement un CGR, soit avec une solution
d’albumine a 4 ou 5 %, soit avec un plasma frais congelé ABO compatible.

Le contenu en hémoglobine est défini en référence au produit d’origine.
L’hématocrite est compris entre 35 % et 50 %.

La durée de conservation du CGR utilisé pour la reconstitution ne doit pas dépasser 5 jours.

HAS / Service des bonnes pratiques professionnelles / novembre 2014
28



Transfusion de globules rouges homologues : produits, indications, alternatives — Les différents concentrés
de globules rouges — Les indications d’examens immuno-hématologiques a réaliser en vue d’une transfusion

La reconstitution peut étre réalisée avec une solution d'albumine a 4 ou 5 % ou du plasma frais
congelé.

Dans le cas ou la reconstitution consiste a mélanger aprés décongélation un plasma frais congelé
avec un concentré de globules rouges, la compatibilité ABO doit étre assurée.

Aucun produit sanguin contenant des anticorps anti-érythrocytaires irréguliers ne devra étre utilisé
en |'état pour la reconstitution.

La durée de conservation du sang reconstitué est de 6 heures. Les conditions de conservation
ainsi que les conditions de transport et la vérification visuelle au moment de la distribution ou de la
délivrance du sang reconstitué sont identiques a celles du sang total unité adulte.

2.6.2 Indications clinique

Les deux seules indications du sang total reconstitué sont I'exsanguino-transfusion et les
techniques de circulation extra-corporelle chez le nouveau-né.

2.6.3 Recommandation

» Définition et description

Elle consiste a réaliser de maniere aseptique un mélange de CGR soit avec de I'albumine & une
concentration proche de la concentration physiologique, soit avec du plasma frais décongelé.
Compte tenu de leur emploi dans le cadre de la transfusion massive, la durée de conservation des
CGR avant reconstitution ne doit pas excéder 5 jours. La reconstitution n’est autorisée que si elle
est réalisée par un ETS. La durée de conservation du sang total reconstitué est de 6 heures. Elle
est utilisée pour I'exsanguino-transfusion et pour la réalisation de circulation extra-corporelle.

Une alternative acceptable consiste en I'administration concomitante sur la méme voie d’abord des
produits non reconstitués.

» Indication en dehors du contexte de néonatologie

Il n'y a pas d’'indication de cette transformation.

» Indication dans le contexte de la néonatologie

Les indications de la reconstitution du sang total sont les techniques de circulation extra-

AE - . , : ’
corporelle et les échanges transfusionnels dont I'exsanguino-transfusion
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3 Quelles sont les qualifications applicables aux p roduits
érythrocytaires ?

Une « qualification » est une opération consistant soit a affecter une spécificité complémentaire au
CGR, soit a sélectionner pour le receveur le CGR le plus adéquat possible. Elle ne maodifie ni le
contenu ni la date de péremption du produit.

Les transformations et les qualifications liées au don sont associables entre elles. Transformations
et qualifications sont cumulables.

Les qualifications applicables aux CGR sont listées dans 'ordre de fréquence de leur réalisation.

3.1 Phénotypé RH-KEL1 (antigenes RH2, RH3, RH4, RH5 et KEL1)

La qualification « phénotypé » s’applique aux CGR et aux produits issus de leurs transformations
pour lesquels une ou des déterminations d’antigénes de systémes de groupes sanguins ont été
effectuées en plus du groupe ABO et de I'antigene RH 1.

En France, le phénotype RH-KEL1 (antigénes RH 2,3,4,5 et KEL1) est connu pour tous les CGR.
Un CGR respecte un protocole « phénotypé RH-KEL1 » lorsqu’il est antigéno-compatible avec le
receveur, c’est-a-dire qu’il ne possede pas, parmi les antigenes RH 2,3,4,5 et KEL1, un antigéne
absent chez le receveur.

3.1.2 Indication de la qualification « phénotypé R H-KEL1 »

Les deux grandes indications de CGR dont le phénotype RH et KEL est compatible avec celui du
patient sont :

» Prévention de la survenue d'un accident hémolytique par incompatibilité
immunologique chez les patients porteurs d’allo-ant icorps anti-érythrocytaires

Les patients concernés sont ceux qui ont développé des anticorps dirigés contre des antigenes de
groupes sanguins du globule rouge et considérés comme dangereux sur le plan transfusionnel,
gue les anticorps soient effectivement encore présents ou non au moment de la transfusion.

Si les anticorps sont dirigés contre un ou plusieurs des antigénes des systémes RH et KEL, les
CGR phénotypés RH-KEL1 seront employés. Dans le cas ou les anticorps sont dirigés contre un
ou des antigénes dans d'autres systemes de groupe que RH et KEL, des CGR de phénotype
« étendu » (cf section 3.1.2) sont utilisés.

Chez ces patients, l'indication de CGR dont le phénotype RH et KEL est compatible avec celui du
patient est une obligation réglementaire (2).

» Prévention de I'allo-immunisation anti-érythrocytai re chez des patients transfusés
L'indication de CGR phénotypés RH et KEL est recommandée dans les situations suivantes :

 Femmes, de la naissance jusqu'a la fin de la période procréatrice, car l'apparition d'un allo-
anticorps anti-érythrocytaire représente un risque supplémentaire d'accident hémolytique foeto-
maternel en cas de grossesse ;

e Patients atteints d’hémoglobinopathies en raison de la dépendance des transfusions depuis
'enfance

» Patients atteints d’'affections chroniques dont la survie prolongée est conditionnée par des
transfusions itératives de CGR comme les myélodysplasies ; il est en effet démontré que la fré-
guence d'allo-immunisation anti-érythrocytaire augmente avec le nombre de transfusions re-
cues (24).
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» Recommandation

Définition et description

La qualification « phénotypé » s’applique aux CGR et aux produits issus de leurs transformations
pour lesquels une ou plusieurs déterminations d’antigénes de systemes de groupes sanguins ont
été effectuées en plus du groupe ABO et de I'antigene RH 1.

En France, le phénotype RH-KEL1 (antigenes RH2, RH3, RH4, RH5 et KEL1) est connu pour tous
les CGR. Un CGR respecte un protocole « phénotypé RH-KEL1 » lorsqu’il est antigéno-compatible
avec le receveur, c’'est-a-dire gu'’il ne possede pas parmi les antigenes RH2, RH3, RH4, RH5 et
KEL1 un antigéne absent chez le receveur.

Indications en dehors du contexte de néonatologie

Il est recommandé de prescrire la qualification « phénotypé RH-KEL1 », avec pour objectif
de prévenir la survenue d’'un accident hémolytique, pour les patients ayant développé un
ou des allo-anticorps antiérythrocytaires contre au moins I'un des antigénes suivants : RH2,
RH3, RH4, RH5 et KEL1.

Il est recommandé de prescrire la qualification « phénotypé RH-KEL1 » dans les
situations suivantes, avec pour objectif de prévenir I'apparition d’allo-anticorps :

« femmes, de la naissance jusqu'a la fin de la période procréatrice ;
AE e patients atteints d’hémoglobinopathies ;

* patients atteints d’affections chroniques dont la survie prolongée est conditionnée
par des transfusions itératives de CGR comme dans les myélodysplasies ;

+ patients présentant un groupe sanguin rare.

Indications dans le contexte de la néonatologie

Il est recommandé de prescrire la qualification « phénotypé » dans les situations suivantes

Chez le nouveau-né de sexe féminin ;

Chez le feetus et le nouveau-né, en présence d’anticorps anti-érythrocytaires d’origine
maternelle contre au moins I'un des antigénes suivants : RH1, RH2, RH3, RH4, RH5 et
KEL1.

3.2 Phénotype étendu (autres antigenes de groupes s  anguins)

Cette qualification s’applique lorsqu’au moins un antigene différent des RH2,3,4,5 et KEL1 est
concerné parmi les autres systemes de groupe sanguin (Duffy, Kidd, MNS, Lewis, etc.), et qu’il est
antigéno-compatible avec le receveur.
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3.2.1 Indications de la qualification « phénotype étendu »

L'indication de CGR de phénotype étendu est formelle chez les patients qui ont développé des
anticorps dirigés contre des antigénes de groupes sanguins du globule rouge dans des systemes
de groupes sanguins autres que RH et KEL, et considérés comme dangereux sur le plan
transfusionnel, que les anticorps soient effectivement encore présents ou non au moment de la
transfusion. Il est souhaitable dans ce cas de respecter également les phénotypes RH et KEL a
titre préventif.

L'indication de CGR de phénotype étendu compatible, notamment pour les antigenes FY1 (Fya),
JK1 (Jka) et MNS3 (S), serait bénéfique a titre préventif chez les patients dépendants a long terme
de transfusions de CGR, en particulier les patients drépanocytaires et les patients thalassémiques.
Néanmoins, cette attitude n’est pas réalisable dans un grand nombre de cas en raison d'une
répartition des phénotypes érythrocytaires différente entre les patients et les donneurs de sang.

3.2.2 Recommandation

» Définition et description

Cette qualification s’applique lorsqu’au moins un antigéne différent des antigenes RH2, RH3, RH4,
RH5 et KEL1est concerné parmi les autres systémes de groupe sanguin (FY, JK, MNS, LE, etc.),
et qu'il est antigéno-compatible avec le receveur.

Chez les patients atteints d’hémoglobinopathies, drépanocytose ou thalassémie, non allo-
immunisés, la prescription de la qualification « phénotype étendu » en vue de prévenir I'apparition
d’allo-anticorps contre notamment les antigénes FY1 (Fya), JK1 (Jka) et MNS3 (S), ne peut pas
faire I'objet d’'une recommandation, cela en raison de la constatation actuelle d’une différence de
répartition des phénotypes érythrocytaires entre la population de ces patients et celle des
donneurs de sang.

Indications en dehors du contexte de néonatologie

Il est recommandé de prescrire la qualification « phénotype étendu », afin de prévenir la
survenue d'un accident hémolytique, chez les patients ayant développé un ou des allo-
B anticorps antiérythrocytaires présentant un risque transfusionnel contre au moins un
antigene de groupe sanguin du globule rouge dans des systémes de groupes sanguins
autres que RH et KEL1.

Il est souhaitable dans ce cas de respecter également le phénotype RH-KEL1 (antigénes

AE . < )
RH2, RH3, RH4, RH5 et KEL1) a titre préventif.
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Chez les patients atteints d’hémoglobinopathies, drépanocytose ou thalassémie, non allo-
immunisés, la prescription de la qualification « phénotype étendu » en vue de prévenir I'apparition
d’allo-anticorps contre les antigenes des systémes FY, JK et MNS, ne peut pas faire I'objet d’'une
recommandation, cela en raison de la constatation actuelle d'une différence de répartition des
phénotypes érythrocytaires entre la population de ces patients et celle des donneurs de sang.

Indications dans le contexte de la néonatologie

Il est recommandé de prescrire la qualification « phénotype étendu » chez le feetus et nouveau-né,
en présence d’anticorps anti-érythrocytaires d'origine maternelle dirigés contre un ou plusieurs
antigénes de groupe sanguins autres que RH1, RH2, RH3, RH4, RH5 et KELL1.

3.3 Compatibilisé

La qualification « compatibilisé » s’applique aux CGR pour lesquels une épreuve directe de
compatibilité au laboratoire entre le sérum du receveur et le sang du donneur a été réalisée.

La qualification « compatibilisé » ne peut étre acquise que si le CGR est effectivement compatible.

La durée maximale de validité de la qualification « compatibilisé » est la méme que celle de la RAI.

3.3.1 Indications de la qualification « compatibil  isé »
La qualification « compatibilisé » est :

* Une obligation réglementaire en cas de transfusion chez un patient ayant une RAI positive ou
un antécédent de RAI positive ;
* Recommandée en cas de transfusion d’un sujet porteur de drépanocytose.

3.3.2 Recommandation

» Définition et description

La qualification « compatibilisé » s’applique aux CGR pour lesquels une épreuve directe de
compatibilité au laboratoire entre le plasma du receveur et les globules rouges du CGR a été
réalisée.

La qualification « compatibilisé » ne peut étre acquise que si le CGR est effectivement compatible.

La durée maximale de validité de la qualification « compatibilisé » est la méme que celle de la RAI.

» Indications en dehors du contexte de néonatologie

Pour rappel, la qualification « compatibilisé » est une obligation réglementaire en cas de
transfusion chez un patient ayant une RAI positive ou un antécédent de RAI positive.

Il est recommandé de prescrire la qualification « compatibilisé » en cas de transfusion

AE d’'un sujet porteur de drépanocytose.
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» Indications dans le contexte de la néonatologie

En cas d'allo-immunisation feeto-maternelle (RAI positive), le CGR a transfuser a I'enfant devra
étre compatible avec le sérum ou le plasma de la mére. L'épreuve directe de compatibilité sera
réalisée avec le sérum ou le plasma de la mére et si indisponible, avec le sérum ou le plasma de
I'enfant.

3.4 CMV négatif

Voir argumentaire en annexe 2.

3.4.1 Recommandation

La qualification cytomégalovirus (CMV) négatif s’applique aux PSL cellulaires homologues a
finalité thérapeutique directe et aux produits issus de leurs transformations provenant de donneurs
chez qui les résultats de la recherche d’anticorps anti-cytomégalovirus sont négatifs au moment du
prélevement.

La déleucocytation, généralisée en France pour tous les PSL, assure une prévention de la
transmission du CMV par transfusion pour tous les patients (y compris les patients considérés a
risque de faire une infection grave). Aucune étude ne montre une supériorité de I'adjonction de la
qualification CMV négatif sur la déleucocytation telle qu’elle est pratiquée actuellement en France.

» Chez l'adulte, il n’y a pas lieu de prescrire la qualification CMV négatif pour les

AE CGR, quels que soient le terrain, I'dge ou la pathologie du patient.

e En pédiatrie, il n'y a pas lieu de prescrire la qualification CMV négatif pour les
CGR, quels que soient le terrain, 'dge gestationnel ou la pathologie de I'enfant.
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4 Quelles sont les évolutions des propriétés des pr  oduits
érythrocytaires en fonction de leur duréee de
conservation ?

4.1 Interaction contenant / contenu

4.1.1 DEHP et conservation des CGR

Des les débuts de l'utilisation des poches plastiques, il est apparu que la présence du Di-[2-
Ethylhexyl]-Phthalate (DEHP) comme plastifiant incorporé au chlorure de polyvinyle (PVC) avait un
effet bénéfique sur la recirculation des globules rouges conserveés, en lien avec le relargage dans
le produit sanguin d’une petite proportion du DEHP incorporé au PVC (25).

Cet effet a pu étre tres clairement identifié par la démonstration de l'effet bénéfique sur la
recirculation des globules rouges de l'ajout de DEHP dans des CGR préparés dans des
conteneurs plastiques sans DEHP (26). Dans cette étude, la recirculation 24h apres transfusion de
globules rouges marqué au Crs; est en moyenne de 84,1 % en poches PVC avec DEHP, contre
69,9 % en poches PVC utilisant un autre plastifiant, soit une différence de 20 %. Une différence
également significative de 11,5 % est trouvée en comparant la recirculation de globules rouges
conservés en flacon de verre avec (81,7 %) ou sans ajout régulier de DEHP (73,3 %) au cours de
la conservation. In vitro, I'amélioration de l'intégrité de la membrane des globules rouges est
attestée par une meilleure résistance osmotique des globules rouges conservés en présence de
DEHP (27).

Le DEHP est I'une des multiples formes chimiques de phtalates qui sont présents en grande
guantité dans notre environnement en lien avec des objets a base de PVC, y inclus des dispositifs
meédicaux. Depuis plus de 20 ans, la toxicité des phtalates fait I'objet d'investigations, hotamment
en tant que perturbateurs endocriniens. Ce texte n'a pas vocation a faire le point sur ce sujet, et le
lecteur peut se reporter & de nhombreuses revues sur le sujet (28). C’est cette préoccupation qui a
conduit & rechercher d’autres plastifiants qui ont soit une toxicité plus réduite, soit une plus faible
capacité de relargage a partir du PVC, soit les deux.

De nombreux autres plastifiants ont été investigués, et pour la plupart d’entre eux, la qualité de
conservation in vitro comme la recirculation in vivo des globules rouges n'atteint pas celle de
'association DEHP-PVC. Parmi les meilleurs résultats, on peut citer le Butyryl-tri-n-hexylcitrate
(BTHC) et Il'acetyl-tri-n-butylcitrate (ATBC). Ces deux plastifiants & base de citrate permettent
d’obtenir des résultats qui restent légerement inférieurs au DEHP en termes de qualité de
conservation in vitro et de recirculation in vivo des globules rouges, mais sont compatibles avec
une utilisation clinique (29). Ces plastifiants, outre le fait qu’ils générent une odeur jugée
désagréable par certains, ont pour principaux inconvénients leur colt de production, et
l'impossibilité de procéder a une stérilisation a la chaleur.

Une autre approche consiste a rechercher des matériaux plastiques différents du PVC, tel I'Ethyl
Vinyl Acétate (EVA) parmi de nombreux autres (30).

En conclusion, jusqu’a présent, aucun des matériaux testés n'atteint la performance des poches
en PVC avec le DEHP comme plastifiant en termes de qualité de conservation in vitro et de
recirculation in vivo des globules rouges. Cette association reste trés majoritairement utilisée dans
le monde.

4.2 Lésions de stockage des globules rouges

Durant le stockage des globules rouges, un ensemble de modifications se développe
progressivement, qui constitue les lésions de stockage. Ces lésions se développent trés
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rapidement lorsque les globules rouges sont conservés sous forme de sang total ou de concentré
de globules rouges non transformé. L'utilisation de solutions de conservation et la déleucocytation
systématique modifie et retarde leur développement, ce qui a justifié d’autoriser leur conservation
jusgu’a 42 jours, sur la base d’'un taux d’hémolyse jugé tolérable (1 % aux Etats-Unis et 0,8 % en
Europe), et, en Amérique du Nord, mais pas systématiquement en Europe, d’un pourcentage de
recirculation in vivo en situation autologue des globules rouges marqués au *'Cr ou a I'In
24 heures aprés transfusion supérieure a 75 % (31).

En France, sur le plan réglementaire, le critére de contrble qualité exigé représentatif d’'une lésion
de stockage tolérable est le taux d’hémolyse dans le produit mesuré a la fin de la durée de
conservation qui doit étre inférieur a 0,8 % de la quantité d’hémoglobine totale. Cette régle est une
transposition stricte de la directive européenne 2004/33/CE (32), laquelle n’'a pas fixé de marge de
tolérance de non-conformité. Nous avons vu qu’en pratique, ce critére n’est pas atteint pour 100 %
de la production, et ceci n'est pas propre a la France. Certains pays, comme le Canada, ont
adopté la méme valeur de référence, tout en limitant I'exigence a 90 % de la production, ce qui
représente une approche plus réaliste (33) en I'état actuel des connaissances.

Les lésions de stockage sont nombreuses, complexes, et partiellement réversibles pour certaines
d’entre elles apres transfusion. Nous les divisons arbitrairement en deux catégories, métaboliques
et structurelles

4.2.1 Modifications métaboliques

» 2,3-di-phosphoglycérate (2,3-DPG) et affinité de I’ hémoglobine pour 'oxygéne

L’oxygene (O,) lié a 'hémoglobine est le principal contributeur du contenu artériel en O, (Ca0,) :
1 g d’'Hémoglobine saturée en O, (SaO, = 1) fixe 1,34 a 1,39 ml d'O,. La relation entre la
saturation en oxygéne de I'hnémoglobine (Sa0.,) et la pression d’oxygéne (PO,) se présente sous la
forme d’'une courbe sigmoide, telle que dans les faibles valeurs de PO, (< 50 mm Hg), une petite
augmentation de la PO, entraine une augmentation rapide de la SaO,, alors que lorsque la PO,
atteint des valeurs élevées (> 100 mm Hg), la SaO, atteint un plateau proche de 1, et ne varie que
trés peu en cas d’augmentation de la PO,. Ceci est représenté par la classique courbe de
dissociation de I'hnémoglobine. Dans les conditions physiologiques, la SaO, est a 50 % pour une
valeur de PO, (P50) de 'ordre de 26 mm Hg (34).

Les principaux facteurs affectant la SaO, sont :

» Latempérature, 'hyperthermie augmentant la P50, I'hypothermie la diminuant ;

* Le pH, l'acidose augmentant la P50, I'alcalose la diminuant ;

» La pression en CO, (PCO,), la P50 étant augmentée en hypercapnie et diminuée en hypocap-
nie ;

» La concentration intra-érythrocytaire de 2,3-DPG qui est positivement corrélée a une augmenta-
tion de la P50 chez 'lhomme.

Toute diminution de l'affinité d’'Hb pour I'O,, correspondant au décalage a droite de la courbe, soit
a une augmentation de la P50, est un facteur favorisant la libération d'O, au niveau tissulaire sans
pour autant réduire la fixation de O, au niveau pulmonaire, dans la mesure ou, dans l'alvéole, la
PO, est a des valeurs élevées, supérieures a 80 mm Hg, pour lesquelles la SaO, est proche de 1.

La diminution de la concentration de 2,3-DPG au cours de la conservation des globules rouges est
connue depuis tres longtemps (35, 36). La concentration initiale en 2,3-DPG, de l'ordre de 15 a
20 umol/gHb, chute d’environ 50 % en une semaine de conservation, d’environ 80 % a deux
semaines, et continue de diminuer progressivement pour atteindre une valeur de l'ordre de 5 a
10% de la concentration initiale a 42 jours de conservation. Cette diminution induit une
augmentation de l'affinité de I'hémoglobine pour I'oxygéne, avec une P50 de 'ordre de 20 mmHg.

Il est établi que cette modification est réversible apres transfusion (37), la restauration de la P50 a
des valeurs normales nécessitant un délai de I'ordre de 24 heures (38).
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La diminution de la capacité des globules rouges vieillis a améliorer I'oxygénation tissulaire dans
différents modeles d’hémorragie chez I'animal a été observée dans plusieurs études (39, 40) dont
au moins une a relevé une diminution significative dés 5 a 7 jours de conservation (41), ce qui
n'est pas illogique étant donnée la cinétique rapide de diminution du 2,3-DPG au cours de la
conservation.

Sur le plan clinique, parmi les études investiguant I'oxygénation tissulaire aprés transfusion, trés
peu se sont intéressées a limpact de la conservation des CGR. Néanmoins, un travail
expérimental chez des volontaires sains mérite d'étre rapporté (42) : neuf volontaires sains ont tout
d’abord effectué un don de sang trois semaines avant I'expérimentation proprement dite, qui s’est
déroulée sur deux jours: le premier jour, une hémodilution normovolémique est tout d’abord
réalisée pour amener les sujets a une concentration d’hémoglobine de 7,5 g/dL. Puis
I’'hémodilution est poursuivie jusqu’'a 5,5 g/dL, et corrigée par tirage au sort par transfusion soit des
hématies prélevées le jour méme (moins de 5 heures de conservation), soit des hématies
prélevées trois semaines auparavant, conservées selon les modalités de conservation habituelles
des CGR. Le deuxieme jour, le méme schéma expérimental est réalisé, et la correction de
'anémie aigué est assurée par les globules rouges frais si les CGR conservés avaient été utilisés
la veille, et vice-versa. L'investigation principale est un test neuro-psychologique de codage, le
Digit Symbol Substitution Test (DSST) dans lequel le sujet doit le plus rapidement possible
associer par écrit des symboles a des chiffres selon un canevas donné. Ce test est réalisé avant
toute hémodilution, puis a 7,5 g/dL, a 5,5 g/dL, et immédiatement apres la transfusion ayant
ramené a une concentration d’hémoglobine de 7,5 g/dL. Le type de CGR utilisé pour la transfusion
(frais ou conservé) n'est connu ni des volontaires, ni des investigateurs du DSST. De surcroit, &
chaque étape, une surveillance clinique est réalisée, incluant entre autres la fréquence cardiaque,
et des préléevements sanguins sont réalisés pour étudier entre autres le 2,3-DPG et la P50. Les
résultats montrent clairement une grande détérioration du test DSST a 5,5 g/dL et sa correction
tres rapide aprés transfusion, que le produit soit « frais» ou conservé trois semaines, les
modifications cliniques étant tout a fait identiques par ailleurs, et notamment la fréquence
cardiaque. En revanche, la réduction de la P50 dans le sang des volontaires en cas de transfusion
de sang conservé est bien identifiée, de 24,8 mmHg vs 27,3 avec le sang frais. Ces résultats, pour
intéressants qu'’ils soient, ne constituent pas un argument décisif sur l'innocuité in vivo de la
diminution du 2,3DPG, car ils représentent une évaluation indirecte de I'extraction d'O, au niveau
du cerveau, organe dont on sait que I'extraction d'O, y est trés efficace. lls ne sont donc pas
transposables aux autres organes.

Une investigation plus récente fournit des informations intéressantes in vitro sur la capacité des
globules rouges conservés a relarguer 'O, (43) : ce travail montre que, malgré la diminution
constante de la P50 au cours de la conservation, la cinétique de dissociation de I'O, est
remarquablement conservée et stable tout au long de la conservation des CGR, suggérant une
capacité de relarguage tissulaire conserveée.

» Adénosine Tri Phosphate (ATP)

La concentration d’ATP donne une mesure de la réserve énergétique des globules rouges. Elle est
importante pour trois raisons : d’une part, les globules rouges étant dépourvus de mitochondries,
tout 'ATP provient de la glycolyse, laquelle requiert deux molécules d’ATP pour étre initiée. Ainsi,
qguand la concentration d’ATP diminue, la glycolyse diminue également. D’autre part, la diminution
de la concentration d’ATP réduit la déformabilité des globules rouges au cours de leur
conservation (44). Enfin, la diminution de 'ATP est un facteur déterminant de la mort programmée
des globules rouges, car il en résulte une réduction de I'activité des pompes a calcium, permettant
I'activation des calpaines qui initient I'éryptose (45, 46).

Les méthodes de dosage de I'ATP dans les globules rouges sont complexes, et les comparaisons
inter-laboratoires montrent une dispersion importante des résultats. C’est pourquoi il a pu étre
recommandé de prendre plus en considération la variation du dosage en cours de conservation
gue les résultats absolus (47).
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Contrairement au 2,3-DPG dont la concentration diminue rapidement au cours de la conservation,
la concentration d’ATP diminue tres progressivement : de I'ordre de 3 a 7 umol/g Hb au premier
jour, la concentration est réduite environ de moitié a péremption (48).

Une étude récente a abordé la question de la corrélation entre la concentration d’ATP intra-
érythrocytaire et la déformabilité des globules rouges, cette derniere étant analysée par un
analyseur cellulaire rotatif au laser (LORCA®) (49). Ces auteurs montrent qu’il existe bien une
corrélation modeste pour les concentrations d’ATP supérieures a 2,5 umol/g Hb, cette corrélation
devenant plus élevée pour des concentrations inférieures.

A I'état normal, les globules rouges ont la capacité de relarguer de I'ATP dans le milieu extra-
cellulaire (50). Cette capacité diminue progressivement au cours de la conservation (51). Dans
cette méme étude, les auteurs ont pu associer cette diminution du relargage d’ATP avec une plus
importante adhésion des globules rouges a des cellules endothéliales, et dans un modele de
transfusion chez la souris Nude, avec une séquestration pulmonaire plus importante avec des
globules rouges conservés qu’avec des globules rouges frais.

» NO et hémolyse

Le monoxyde d’'azote (NO) a de trés nombreuses fonctions physiologiques, parmi lesquelles la
capacité de provoquer une vasodilatation. Le NO se lie avec I'hnémoglobine désoxygénée libre par
formation d’'un complexe, réduisant ainsi profondément la disponibilit¢é du NO. L’hémoglobine
oxygéneée réagit également avec le NO pour donner de la méthémoglobine et du nitrate. Ces
réactions sont beaucoup plus efficaces si I'hémoglobine est libre (52).De surcroit, le NO réagit de
facon également trés efficace avec I'hémoglobine présente dans les microparticules
érythrocytaires (53).

Dans le CGR conservé, I'hémoglobine libre est sous forme d'oxy-hémoglobine, et la
consommation de NO lui est directement proportionnelle (54).

Il a pu étre montré chez le rat que l'injection de hémoglobine, méme a des concentrations
relativement faibles, inférieures a 1 mmol/L, provoque une importante vasoconstriction, alors que
l'injection de méthémoglobine ou de cyanométhémoglobine, qui ne réagissent pas avec le NO, ne
provoque pas de vasoconstriction. Enfin, les mémes auteurs ont montré que l'injection chez le rat
de surnageant de CGR humain conservé produit une vasoconstriction significative et corrélée avec
l'importance de 'hémolyse (41).

» Modifications des lipides membranaires

L’hypothése que les lipophosphatidylcholines auraient la capacité d’activer les polynucléaires a été
émise pour la premiéere fois en 1994 (55). Des arguments supplémentaires en faveur de cette
hypothese ont été apportés par le développement d’'un modéle expérimental de TRALI testé avec
des surnageants de concentrés de plaquettes (56).

Plus récemment, la méme équipe a identifié dans les CGR déleucocytés conservés en solution de
conservation I'accumulation non pas de lysophosphatidylcholines qui sont en fait éliminés par la
déleucocytation, mais de lipides non polarisés acide arachidonique et acides 5-, 12-, et 15-
hydroxyeicsotetranoique (57). La concentration d’acide arachidonique passe de 63 a 1 390 nmol/L
entre le premier et le 42°™ jour de conservation, celle d’acide 5- hydroxyeicsotetranoique de 0,9 a
29 nmol/L, celle d’acide 12- hydroxyeicsotetranoique de 7 a 88 nmol/L, et enfin celle d’acide
15- hydroxyeicsotetranoique de 0,45 a 8,45 nmol/L. Enfin, dans la méme publication, les auteurs
montrent que ces molécules associées induisent effectivement une activation in vitro des
polynucléaires.
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4.2.2 Modifications structurelles
» Modifications de la protéine bande 3 (AEP1)

La protéine bande 3, ou AEP1 (Anion Exchange Protein), est une protéine transmembranaire
présente en quantité abondante dans les globules rouges, de l'ordre d’'un million de copies par
globule rouge.

La protéine bande 3 a trois réles physiologiques principaux :

e D’une part c’est un échangeur anionique transmembranaire qui permet I'extraction de bicarbo-
nate en échange d’un anion Chlore ;

» Dautre part, elle assure un lien physique important avec les protéines du squelette interne de la
membrane du globule rouge, et notamment I'ankyrine et la protéine 4.2, ce lien jouant un réle
essentiel dans I'intégrité de la membrane du globule rouge ;

* Enfin, au cours de la sénescence du globule rouge, certaines protéines bande 3 perdent en
partie leur ancrage avec les protéines du cytosquelette, et forment des oligomeres et des agré-
gats ; le complexe formé par ces formes modifiées et des auto-anticorps naturellement présents
dans le plasma dirigés contre la bande 3 contribuent & I'élimination in vivo des globules rouges
sénescents par phagocytose (58)

Au cours de la conservation des globules rouges dans les conditions de la transfusion sanguine,
on observe une augmentation des oligomeéres et des agrégats de protéine bande 3 dés le début
de la conservation (59). De surcroit, on observe également une réduction progressive de I'ancrage
de la protéine bande 3 aux protéines du cytosquelette, ainsi que I'augmentation progressive de la
fixation des auto-anticorps naturels anti-bande 3 (60).

Ces diverses modifications peuvent rendre compte du fait qu’une proportion importante des
globules rouges transfusés est éliminée non pas immédiatement, mais dans les 24 heures suivant
la transfusion (61).

» Expression du CD47

Le CD47, également nommé IAP (Integrin Associated Protein), est une glycoprotéine
transmembranaire exprimée sur un tres grand nombre de cellules. Sur la membrane des globules
rouges, il est I'un des constituants du « complexe Rh » formé de I'association des protéines Rh (D
et/ou CE), RhAG (Rh associated glycoprotein), LW (ICAM-4), glycophorine B (GPB) et CD47 (1AP)

Le CD47 est un marqueur qui permet la reconnaissance du soi par interaction avec son ligand
SIRPalpha présent sur les macrophages et les cellules dendritiques (62), le complexe formé
inhibant la phagocytose. Inversement, en injectant a des animaux sains des globules rouges
déficients en CD47, une phagocytose importante est observée (62).

Au cours de la conservation des globules rouges, une diminution progressive de I'expression du
CDA47 est observée (63) et des changements de conformation complexes, en lien entre autres
avec les modifications décrites de la protéine bande 3 (59). Plus récemment, il a été montré qu’un
changement de conformation du CD47 était susceptible également de promouvoir la phagocytose
(64). Ainsi, il est vraisemblable que la phagocytose des globules rouges puisse étre favorisée
d’'une part par la réduction du nombre de molécules CD47, et d’autre part par I'induction de
changement de conformation. Cette phagocytose est physiologique lorsque ces madifications
concernent des globules rouges sénescents, mais elle a également lieu aprés transfusion,
conduisant a I'élimination dans un délai de 24 heures des globules rouges ayant acquis ces
modifications au cours de leur conservation.
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» Génération de microparticules

Les microparticules (MP), également appelées vésicules, microvésicules, nanovésicules,
exosomes, dexosomes, argosomes, ectosomes, etc., sont des vésicules qui peuvent étre
produites par de trés nombreux types cellulaires soit au cours de leur activation, soit au cours de
leur apoptose. Dans le sang, on trouve essentiellement des MP issues des globules rouges, des
plaquettes, des différents types de leucocytes, et enfin des cellules endothéliales (65). Il s’agit de
vésicules de taille inférieure a 1um, composées d’'une double couche de phospholipides et de
divers composants plasmatiques (protéines, ARNm, etc.) issus de leur cellule d’origine.

Au cours de leur vieillissement physiologique, les globules rouges perdent environ 20 % de leur
volume par émission de MP par un mécanisme d’ectocytose. Dans les CGR, on trouve une
majorité de MP érythrocytaires, mais également en moindre quantité des MP issues des
plaquettes et des leucocytes. La quantité de MP érythrocytaires augmente progressivement au
cours de la conservation, et il a pu étre montré que ces MP relarguées sont progressivement
enrichies en protéines carbonylées, alors que leur concentration intracellulaire reste stable. Cette
observation (66) est compatible avec I'hypothese que la production de microparticules pourrait étre
un mécanisme permettant aux cellules d’éliminer des composants internes délétéres tels que des
protéines oxydées.

Les méthodes d’étude des MP sont loin d’étre standardisées, ce qui rend linterprétation de la
littérature parfois complexe.

Impact des MP sur la coagulation

Les MP expriment & leur surface la phosphatidylsérine, ce qui peut contribuer a I'activation de la
coagulation. Il a été montré récemment (67) que les MP érythrocytaires ont des propriétés
procoagulantes dépendantes du facteur XlI, et provoquent la génération de thrombine. Sachant
gqu'un CGR conservé peut contenir une grande quantité de MP, de l'ordre de 20+/-10 10° /L,
'hypotheése qu'une grande partie de ces MP circulent chez le receveur aprés transfusion est
raisonnable. Si tel est le cas, les MP pourraient contribuer & un état d’hypercoagulabilité chez le
patient transfusé pouvant conduire a des état thrombo-emboliques.

Impact des MP sur 'immunomodulation

Les globules rouges conservés perdent progressivement un certain nombre de protéines, telles
gue le DAF (decay accelerating factor) et I'acéthylcholine estérase, que I'on retrouve dans les MP
correspondantes. Les MP érythrocytaires phagocytés par des macrophages bloquent I'activation et
le relargage de cytokines TNF-alpha, IL-8 et IL-10 lorsque les macrophages sont exposeés
secondairement au LPS ou au zymosan A, l'inhibition étant de I'ordre de 80 % (68). Cette propriété
des MP érythrocytaires pourrait étre au moins l'un des mécanismes impliqués dans
limmunosuppression post-transfusionnelle, bien identifiée historiguement en transplantation
rénale, mais également fortement suggérée par I'impact des transfusions sur les infections post-
opératoires et sur I'incidence de tumeurs.

4.2.3 Inflammation et transfusion de CGR

Les données les plus démonstratives de I'induction d’'un état inflammatoire par la transfusion de
globules rouges sont expérimentales. Dans un modéle murin, il a été montré que la phagocytose
hépatosplénique d’érythrocytes transfusés conservés aboutit dans les heures qui suivent a la
libération de fer non lié a la transferrine dans le cytoplasme des cellules phagocytaires a une
concentration suffisante pour créer un stress oxydatif cellulaire et une réponse cytokinique pro-
inflammatoire initi€ée par les macrophages spléniques et les cellules de Kupffer hépatiques (69).
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Une expérimentation avec transfusion de CGR autologues conservés chez des volontaires sains a
permis d'observer également une élévation du fer sérique, de la ferritine et du fer non lié a la
transferrine, mais sans les manifestations inflammatoires observées chez la souris (70).

4.3 Impact clinique des lésions de stockage: Recir culation post-
transfusionnelle des globules rouges

Cette section ne traite pas de linfluence possible de la conservation de CGR sur la
morbidité/mortalité post-transfusionnelle, traitée par ailleurs dans les recommandations, mais du
principal effet immédiat attendu de la transfusion : la recirculation des globules rouges.

De maniere constante, un pourcentage de I'ordre de 10 a 30 % des globules rouges transfusés ne
recircule pas 24 heures apres transfusion. Ce phénomeéne est bien connu car la mesure de la
recirculation des globules rouges fait partie des tests demandés pour obtenir I'autorisation d'un
procédé de préparation de CGR aux USA (47). Les exigences réglementaires y ont évolué au
cours des 40 derniéres années : en 1972, I'exigence était que la recirculation des globules rouges
24 heures aprés transfusion en situation autologue au dernier jour de conservation du CGR soit
supérieure ou égale a 70 % ; en 1983, la borne inférieure de pourcentage de recirculation exigée
était de 75 % ; en 1986, les exigences ont été affinées, avec un effectif minimal de 20 volontaires,
au moins deux laboratoires de mesure indépendants, une recirculation moyenne a 24 heures
supérieure a 75 %, un écart-type inférieur a 9 %. Ces exigences n’existent pas en France, mais en
pratique, tout véritable nouveau CGR (nhouveau matériau plastigue, nouvelle solution de
conservation) fait I'objet de ces investigations. En regle, ces mesures de recirculation de globules
rouges 24 heures apreés transfusion sont réalisées avec des globules rouges marqués au chrome
(5:Cr) ou a l'indium (111In) au dernier jour de conservation revendiqué.

Ainsi, & une hémolyse mesurée in vitro moyenne de 0,5 %, correspond une hémolyse clinique
moyenne de 20 % des globules rouges transfusés. Une étude (61) dans laquelle la quantification
des globules rouges transfusés dans la circulation des patients est réalisée par tri en cytométrie de
flux selon des antigenes de groupe sanguins différents entre donneur et receveur a montré que la
durée de conservation a un impact tres important sur la recirculation a 24 heures des globules
rouges transfusés : 10 patients ont recu chacun successivement des CGR conservés moins de
10 jours (conservation courte) ou entre 25 et 35 jours (conservation longue). La recirculation
moyenne a 24 heures est de 86,4 % en conservation courte, et de 73,5 % en conservation longue.
De surcroit, cette étude montre que I'élimination de la circulation des globules rouges transfusés
est en fait treés rapide, déja presque compléte une heure aprés transfusion. En revanche, la durée
de vie des globules rouges qui recirculent au-dela de 24 heures apreés la transfusion ne differe pas
entre les deux groupes : 116 et 114 jours respectivement.

Une telle hémolyse représente le traitement par les macrophages d'une quantité de globules
rouges supérieure a la situation physiologique : a I'état normal, environ 1 % des globules rouges
circulants sont lysés quotidiennement, correspondant au recyclage de 350 mg d’hémoglobine par
heure pour un adulte ayant un volume sanguin total de 6 litres. Un méme adulte transfusé par
deux CGR éliminera en moyenne 20 g d’hémoglobine en une heure, soit presque 60 fois plus que
physiologiquement. Méme si, en général, cette élimination de 'hémoglobine ne se traduit pas par
un ictére, I'hypothese que la capacité de traitement du fer par les macrophages soit dépassée et
soit a I'origine d’effets déléteres (69-71) est tres plausible.
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5 Quelles sont les indications d’examens immuno-
hématologiques a réaliser en vue d'une transfusion ?
Argumentaire

5.1 Nature des examens assurant la sécurit¢ immunol ogique des
transfusions de CGR

Les examens permettant d’assurer la sécurité immunologique des transfusions de CGR sont tous
définis réglementairement. La liste qui suit, ainsi que le descriptif de chaque examen sont
directement extraits de la table nationale de codage de biologie de I'assurance maladie
(Nomenclature des actes de biologie de sécurité immuno-hématologique des transfusions de
globules rouges)™.

En revanche, la distinction entre examens de pratique courante, examens spécialisés et examens
d’expertise reléve de notre analyse.

5.1.1 Examens de pratique courante

> Groupe sanguin ABO-RH1 (Rh D)
Référence de I'examen : 1140 Groupage sanguin ABO-Rh(D) (G.S.).
Cotation B 35.
Cette prescription comprend :

* Une détermination du groupe ABO incluant une épreuve de Beth-Vincent et une épreuve de
Simonin (cette détermination doit étre effectuée par deux personnes différentes, chacune utili-
sant des réactifs de lots différents et contrbélés par le Centre national de référence des groupes
sanguins [C.N.R.G.S.]). Cet examen doit s'inscrire dans un contexte potentiel pré-transfusionnel
ou pré- ou périnatal ;

* Une détermination du groupe Rh (D) avec témoin (cette détermination doit étre effectuée par
deux personnes, chacune utilisant des réactifs de lots différents et contrdlés par le C.N.R.G.S.).
Cet examen comprend la recherche du phénotype D faible dans le cas des examens prénataux
et postnataux de la mere et de I'examen des nouveau-nés de meres Rh (D) négatif.

> Phénotype RH-KEL1

Référence de I'examen : 1145 Détermination des phénotypes Rh (hors antigene D) antigene C, c,
E, e et Kell (K).

Cotation B 40.

Examen réalisé sur une prescription médicale explicite dans le cadre de la prévention des
accidents d'allo-immunisation définie par voie réglementaire ou a linitiative du directeur de
laboratoire, lors de I'étape d'identification d'anticorps irréguliers ou de problémes périnataux.

> Phénotype étendu

Référence de I'examen : 1146 Détermination des autres antigénes érythrocytaires tels que Cw,
Kidd, Duffy, S, s, ...

Cotation B 15 chaque antigene. Cotation limitée a 5 antigenes.

! Table nationale de codage de biologie de I'assurance maladie.
http://www.codage.ext.cnamts.fr/codif/nabm/index_presentation.php?p_site=AMELI.
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Examen réalisé sur prescription médicale explicite dans le cadre de la prévention des accidents
d'allo-immunisation définie par voie réglementaire, ou a l'initiative du directeur de laboratoire lors
de I'étape d'identification d'un anticorps irrégulier.

> Recherche d’anticorps irréguliers anti-érythrocytai res (RAI) dépistage

Recherche d'anticorps irréguliers (RAI) vis-a-vis des antigenes de groupes sanguins
érythrocytaires autres que A et B par au moins deux techniques susceptibles de dépister les
anticorps dits incomplets :

Référence de I'examen : 1141 Recherche d'anticorps irréguliers (RAI) dépistage.
Cotation B 40.
Dépistage a l'aide d'une gamme d'hématies test de dépistage définie réglementairement.

Cet examen peut étre réalisé a l'initiative du directeur de laboratoire a l'occasion d'un groupage
sanguin.

> Test direct a I'antiglobuline (réaction directe de Coombs)
Examen prescrit pour le dépistage des anticorps fixés sur les globules rouges :
Référence de I'examen : 1153 Test direct a I'antiglobuline avec une antiglobuline polyvalente.
Cotation B 15.

5.1.2 Analyses spécialisées

> Recherche d’anticorps irréguliers anti-érythrocytai res (RAI) identification
Référence de I'examen : 1131 Recherche d'anticorps irréguliers (RAI) identification.
Cotation B 65.

Identification, si le dépistage est positif, a I'aide d'une gamme d'hématies test d'identification ou de
référence définie réglementairement.

Les comptes rendus de ces examens (et/ou la carte de groupe sanguin) devront préciser les
caractéristiques (liste des antigenes) des gammes d'hématies test qui ont été utilisées, ainsi que
leur provenance. De plus, tout anticorps identifi€é susceptible d'entrainer un accident
d'incompatibilité transfusionnelle devra étre obligatoirement mentionné de facon claire sur la carte
de groupe sanguin et tout autre document a méme de participer a I'amélioration de la sécurité
transfusionnelle. Enfin, si, au terme de l'identification, la présence d'auto-agglutinines est mise en
évidence, le recours au test de Coombs direct est obligatoire.

> Test direct a I'antiglobuline
Examen prescrit pour le dépistage des anticorps fixés sur les globules rouges :
Référence de I'examen : 1154 Test direct a I'antiglobuline avec une antiglobuline spécifique.
Cotation B 15 chaque antiglobuline et limitée a 4 antiglobulines.

Les antiglobulines utilisées sont principalement les anti-lgG, anti-C3, anti-C4, et anti-IgA.
> Epreuve directe de compatibilité au laboratoire

Référence de I'examen : 1152 Epreuve directe de compatibilité.
Cotation B 35.
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Examen réalisé par deux méthodes susceptibles de dépister les anticorps dits incomplets : pour
chaque unité de sang délivrée (quel que soit le nombre d'échantillons de donneurs testés). Elle est
obligatoire pour tout patient présentant un ou plusieurs alloanticorps antiérythrocytes, les femmes
en cours de grossesse et les sujets polytransfuseés.

> Elution d'anticorps a partir de globules rouges
Référence de I'examen : 1155 Epreuve d'élution d'anticorps a partir de globules rouges.
Cotation B 20.

Examen réalisé en cas d'auto ou d'allo-immunisation (ce test peut étre suivi d'une nouvelle RAI-
identification).

Elle peut étre réalisée a l'initiative du directeur de laboratoire en cas de RAI positive, de test de
Coombs direct positif et de suspicion d'accident transfusionnel.

> Epreuve d’absorption d'anticorps sur des globules r ouges
Référence de I'examen : 1156 Epreuve d'absorption d'anticorps sur des globules rouges.
Cotation B20 par type de globule rouge.

Examen réalisé en cas d'auto ou d'allo-immunisation (ce test peut étre suivi d'une nouvelle RAI-
identification). Il s'agit d'un acte complémentaire de I'épreuve d'élution qui peut étre réalisé en cas
de mélange d'anticorps ou d'auto-immunisation. Il peut étre réalisé a l'initiative du directeur de
laboratoire en cas de RAI positive.

5.1.3 Examens relevant de laboratoires experts

Certains examens ne figurant pas a la nomenclature des actes de biologie peuvent étre utiles a la
sécurité transfusionnelle. Nous n’en citerons que deux :

> Examen de fixation-élution

L'examen consiste a absorber dans un premier temps un anticorps sur des globules rouges, puis
dans un deuxieme temps a I'éluer de ces globules rouges et les identifier.

Cet examen peut étre utilisé dans le cadre d’identification d’'un mélange complexe d’anticorps anti-
érythrocytaires.
> Génotypage érythrocytaire

Certains laboratoires peuvent a présent rechercher par différentes techniques la présence des
génes correspondant aux antigenes présents sur les globules rouges.

Ces techniques peuvent rendre de grands services pour déterminer les phénotypes
érythrocytaires, notamment chez un patient récemment transfusé.
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5.2 Rappel de la réglementation francaise

5.2.1 Textes réglementaires

» Arrété du 26 avril 2002 (référence A) (72)

» Circulaire du 15 décembre 2003 (référence C) (73)

» Décision du DG de 'AFSSAPS du 6 novembre 2006 (réf  érence D) (2)

5.2.2 Les grands principes de la sécurité immuno-h ~ ématologique de la
transfusion de CGR

> Conditions de réalisation des examens pré-transfusi onnels (A)

Détermination des divers groupes sanguins : ABO-RH1 , phénotype RH-KEL et phénotype
étendu

Leur définition est fonction des conditions techniques :

» Si certaines conditions d’automation et d’informatisation sont respectées, la détermination re-
pose sur une seule réalisation exécutée a l'aide d'un lot de réactifs, d'un lot d'hématies-tests et
par un technicien ;

» Dans tous les autres cas, une détermination repose sur deux réalisations exécutées par deux
techniciens différents. La saisie manuelle des résultats doit aussi passer par une double saisie
effectuée par deux personnes différentes.

Groupe sanguin ABO-RH1, phénotype RH-KEL1 et phénot  ype étendu valides :

La « validité » repose sur la détermination de I'examen sur deux prélevements différents a raison
d'une détermination par prélevement, et sur le fait que les résultats des deux déterminations sont
identiques.

Recherche d'anticorps irréguliers anti-érythrocytai res (RAI)
Elle comporte deux étapes :

» Dépistage utilisant au moins trois hématies-tests de groupe O ayant des caractéristiques anti-
géniques définies (en aucun cas ces hématies ne feront |'objet de mélange).

* ldentification, réalisée si I'étape précédente est positive, qui consiste a déterminer la spécificité
du ou des anticorps dépistés, en confrontant la distribution des réactions positives et négatives
obtenues avec la distribution des antigénes sur une gamme d’au moins 10 hématies-tests.

Pour les deux étapes, la technique repose sur la mise en ceuvre d'un test indirect a I'antiglobuline
polyspécifique ou anti-lgG ou d'autres techniques de sensibilité au moins égale.

Lors de la phase d'identification, il peut étre utile voire indispensable d'utiliser en complément les
techniques dites enzymatiques, notamment dans le cadre de difficultés d'identification (association
d'alloanticorps).

La RAI doit étre réalisée dans le cadre de la prévention des accidents immuno-hémolytiques
transfusionnels, chez :

» Tout patient susceptible & court terme d'étre transfusé ;
» Le patient transfusé itératif, en bonne place au cours des séries de transfusions ;
* Le patient transfusé dans le cadre du suivi post-transfusionnel préconisé par la réglementation.
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En l'absence de prescription, ces analyses doivent étre réalisées a l'initiative du biologiste.

Epreuve directe de compatibilité au laboratoire (ED  C)

Elle consiste a tester I'échantillon de sérum ou de plasma du receveur vis-a-vis des hématies de la
tubulure du produit sanguin a transfuser.

Elle se déroule en trois étapes :

e Sélection des unités a compatibiliser conformément aux bonnes pratiques de délivrance ;
» Préparation des hématies de la tubulure du CGR ;
» Exécution technique, dans des conditions identiques a celles utilisées par la RAI.

Cette analyse est réalisée dans les circonstances suivantes :

* Receveur présentant ou ayant présenté un (ou plusieurs) allo-anticorps anti-érythrocytaires ;
* Nouveau-né présentant un test direct a I'antiglobuline positif ou né de mére allo-immunisée.

Carte de groupes sanguins

C'est un document de synthese de données biologiques permettant d'assurer la sécurité
transfusionnelle immunologique du patient.

La carte de groupes sanguins est éditée par un systeme informatique validé. Toute retranscription
manuelle ou utilisation d'étiquettes de groupe autocollantes est interdite. Les deux déterminations
portées sur la carte seront effectuées par le méme laboratoire.

L'ensemble des mentions nécessaires a la sécurité transfusionnelle immunologique doit apparaitre
sur une seule face de la carte.

» Identification du laboratoire qui a édité la carte de groupes sanguins: nom du laboratoire,
adresse, téléphone, signature du biologiste ;

* Identification du patient : nom de naissance complété s'il y a lieu du nom marital, prénom(s) et,
en cas de prénom composé, transcription du prénom complet en toutes lettres, sexe, date de
naissance. En cas de changement de nom marital, la carte reste valide si les autres identifiants
sont corrects ;

e Groupes sanguins et phénotypes érythrocytaires : le résultat de chaque détermination est suivi
de la date de sa réalisation. Il est recommandé d'utiliser la nomenclature alphanumérique inter-
nationale ;

* Recherche danticorps anti-érythrocytaires: la présence d'un ou plusieurs anticorps anti-
érythrocytaires est mentionnée sur la carte suivie de la date de découverte de I'anticorps. Une
recherche d'anticorps anti-érythrocytaires négative ne fait I'objet d'aucune mention sur la carte
de groupes sanguins. Il est recommandé d'utiliser la nomenclature alphanumérique internatio-
nale.

Cas particulier du nouveau-né

La détermination des groupes sanguins chez un nouveau-né ou un nourrisson nécessite un
prélevement de sang veineux. Elle ne peut pas étre réalisée a partir d'un prélevement de sang
effectué au cordon.

Le document de groupes sanguins n'est valide que jusqu'a I'adge de six mois. Il doit mentionner :
« groupe sanguin de nouveau-né - valide jusqu'au - date de naissance + 6 mois - ».
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> Objectifs de l'automatisation et de l'informatisati on au laboratoire d'immuno-
hématologie (A)

Diminuer le risque d'erreur humaine

L'automatisation et l'informatisation des analyses et du transfert des résultats apportent une
sécurité supplémentaire par rapport a la réalisation manuelle en réduisant plusieurs risques
possibles d'erreurs, et en particulier les erreurs relatives a :

» l'enregistrement de la demande ;

* |a sélection de I'échantillon ;

» |a sélection du réactif ;

» [I'exécution de l'analyse elle-méme ;
 la transcription ;

* [linterprétation ;

* la saisie des résultats.

Garantir la tracabilité

Les opérations suivantes, relatives a chaque analyse, doivent étre archivées, accessibles et
exploitables :

» date de l'analyse ;

e couple distributeur-lecteur ;

» réactifs : types - spécificités - numéro de lot ;

 liaison avec les CQI (types - spécificités- numéro de lot - résultats) ayant permis la validation ;
* oOpérateur ;

 résultats réactionnels obtenus avec chaque réactif ;

» notion de correction manuelle éventuelle survenue avec l'un d'entre eux ;

e résultats analytiques interprétés.

Gérer les alarmes de fonctionnement du systéeme

> Sécurisation du transfert des données immuno-hémato logiques vers le
service de délivrance des PSL

Afin d'éviter leur prise en compte manuelle a partir de résultats écrits, ces données doivent étre
transférées en totalité et informatiquement, apres validation, vers le site de délivrance de I'EFS ou
du CTSA ou le dépbt de délivrance de I'établissement de santé.

Le transfert des données doit respecter les recommandations suivantes :

e S’agissant de transmission de données nominatives, les procédures utilisées doivent garantir la
confidentialité :

» les données doivent étre cryptées lorsque celles-ci doivent transiter sur un réseau ouvert ;

» elles doivent également étre cryptées lorsqu'elles doivent transiter sur un réseau interne sur le-
quel peut se connecter du personnel non médical et non paramédical ;

» l'identification de I'émetteur, du destinataire et la vérification des droits de celui-ci a recevoir ces
données sont obligatoires, le destinataire pouvant étre une personne physique ou un ordinateur.

» L'intégrité des données transmises :

» Le protocole de transfert des données doit comporter des procédures efficaces de contrble des
échanges vérifiant que le ou les messages recus sont identiques au(x) message(s) envoyé(s) et
gue ces procédures sont effectivement actives ;

» Au cas ou de telles procédures ne seraient pas utilisées (en raison de probléemes momentanés,
par exemple), le message émis doit en comporter la mention en clair afin d'avertir le receveur de
la possibilité d'erreurs dans la transmission des données ;
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» En cas d'échec de transmission ou de rupture de communication en cours, il faut retransmettre
automatiquement et intégralement le ou les messages.

e L'archivage des transmissions :

» |l est nécessaire d'archiver ces transmissions pendant toute la durée Iégale d'archivage des dos-
siers des patients ;

» Ces archives doivent pouvoir étre éditables et consultables a tout moment en comportant la date
et I'heure d'émission du message acquitté par le receveur ;

» En cas de transmissions multiples d'un méme dossier pour complément ou mise a jour, chacune
des transmissions doit étre archivée sous la méme forme.

» Les messages de transfert utilisés doivent répondre aux dispositions normatives en vigueur qui
concernent la transfusion sanguine.

> Modalités de demande de produits sanguins labiles (  C et D)

La prescription médicale de produits sanguins labil es (CetD)

Cette prescription est établie, si possible, sur un document pré-imprimé conformément aux bonnes
pratiques de distribution de produits sanguins labiles. Elle comporte :

» la date de la prescription ;

 [lidentification lisible et la signature du prescripteur ;

 lidentification de I'établissement et du service de soins (ainsi que le numéro de téléphone) ou
du centre de santé de I'établissement de transfusion sanguine ;

 [lidentification du patient : nom de naissance, prénom(s), nom usuel ou marital, sexe, date de
naissance et identifiant lorsqu'il existe ;

* le type et la quantité de produits demandés (en accord avec les protocoles de I'établissement
de santé ou du centre de santé de I'établissement de transfusion sanguine ainsi qu'avec le pro-
tocole transfusionnel contenu dans le dossier transfusionnel du patient) ;

* en cas de prescription de plasma frais congelé, préciser l'indication qui motive la prescription ;

* en cas de prescription de plaquettes, préciser le poids du receveur, la date et les résultats de sa
derniere numération de plaquettes ;

» la date et I'heure prévue de la transfusion ;

* le degré d'urgence s'il y a lieu.

Les résultats des examens biologiques nécessaires a la sécurité transfusionnelle (C et D)

Groupage sanguin valide du receveur (ABO-RH1, phénotype RH-KELL1 et phénotype étendu)

Il s'agit de deux déterminations de groupage sanguin résultant de deux actes de prélévement
différents effectués si possible par deux préleveurs différents. Sur chacune des déterminations
figure le nom de naissance, prénom(s), nom usuel ou marital si différent du nom de naissance,
sexe, date de naissance, ainsi que l'identification du laboratoire et du biologiste avec la sighature
du biologiste et la date de réalisation des examens.

Il peut s’agir soit de deux résultats indépendants mais identiques, soit d’'une carte de groupes
sanguins.

Recherche d'anticorps anti-érythrocytaires (RAI) valide (D)

Le délai habituel de validité de la RAI est de trois jours.

Sur indication formelle du prescripteur ou dans le cadre d’'un protocole transfusionnel préétabli, en
'absence d’antécédents transfusionnels ou d'autres épisodes immunisants (grossesse, greffe,
etc.) dans les six mois précédents, le délai de validité d’'une RAI négative peut étre porté a vingt et
un jours (D).
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En cas de RAI positive, un prélévement sanguin du receveur permettant la réalisation de I'épreuve
directe de compatibilité au laboratoire accompagne la prescription.

En 'absence de résultats d’examens valides (C)

Les prélevements sanguins du receveur permettant la réalisation des examens d'immuno-
hématologie nécessaires a la préparation de la demande de produits sanguins labiles
accompagnent la prescription.

> Modalités de délivrance d’un CGR (D)

Un produit sanguin labile ne peut étre délivré que si les résultats de deux déterminations de
groupage ABO-RH1 (RhD) et phénotype RH-KEL1 (RhK) réalisées sur deux actes de prélevement
différents sont disponibles a la structure de délivrance (hors urgence) (D).

De surcroit, préalablement & la transfusion de CGR (hors urgence), un résultat d’examen de
recherche d’anticorps antiérythrocytaires (RAI) valide est obligatoire. A défaut, un échantillon
biologigue permettant de réaliser cet examen accompagne la prescription (D).

Des protocoles de fonctionnement sont établis entre le prescripteur et le laboratoire réalisant les
épreuves de compatibilité (D).

Les résultats des examens immuno-hématologiques sont accessibles selon les modalités de
l'arrété du 26 avril 2002 (72) relatif a la bonne exécution des analyses de biologie médicale (D). En
clair, cela signifie que les résultats des examens doivent avoir été transférés dans le systeme
d’'information de la structure de délivrance (site de I'EFS ou du CTSA ou dépbt de délivrance) par
voie électronique.

La sélection est assurée selon les modalités décrites dans le paragraphe 3, a I'aide d'un systeme
informatisé de traitement de l'information, qui permet de sécuriser la sélection des produits en
confrontant (D) :

» les caractéristigues immuno-hématologiques du patient ;
» les caractéristiques du PSL a attribuer ;
» les protocoles transfusionnels, lorsqu’ils existent.

Une procédure permet d’'assurer, en mode dégradé, la sécurité de la sélection et la tracabilité dans
les cas suivants (D) :

» anomalie de transfert informatique de données nécessaires a la sélection ;

 indisponibilité du systéme informatisé ;

 situation d’urgence vitale et vitale immédiate.

La remise des PSL a la personne qui assure le transport de ces produits est réalisée sur la base

de tout document (ordonnance, copie de lI'ordonnance, carte de groupe, bon de transport, etc.)
permettant I'identification du receveur (hors urgence) (D).

5.3 Points critiques relatifs aux examens d'immuno- hématologie

5.3.1 Réglementation

La réglementation en matiere d'examens d’'immuno-hématologie repose en grande partie sur
larrété du 26 avril 2002 (72) qui est lui-méme une annexe au guide de bonne exécution des
analyses (GBEA) (74).

La réforme de la biologie médicale (ordonnance de 2010) (75) indique que le GBEA actualisé
s'applique pour I'ensemble des laboratoires de biologie médicale (LBM) publics et privés tant qu’ils
ne sont pas accrédités pour 'ensemble de leur activité et donc au plus tard le 31/10/2016. Ceci
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implique qu’'a partir de cette date, et dés a présent pour les LBM accrédités, le GBEA ne
s'appliquant plus, de nombreuses mesures d’ordre réglementaire figurant dans l'arrété du 26 avril
2002 n'auront plus de support juridique formalisé (72). Toutes ces mesures perdureront
néanmoins intégrées au référentiel d’accréditation des LBM.

5.3.2 Nomenclature des groupes sanguins

La recommandation de l'arrété du 26 avril 2002 (72) d'utiliser la nomenclature internationale n’est
en pratique pas suivie deffet: si 'EFS a fait le choix d'une écriture mixte (nomenclature
internationale et nomenclature par lettres), cette attitude n’est pas encore adoptée par les deux
mille a deux mille cing cents LBM pratiquant les examens d'immuno-hématologie.

L’hétérogénéité des modes d’'écriture des données immuno-hématologiques observée en France
actuellement est en soi un risque pour la sécurité transfusionnelle pour au moins deux raisons :

e C’est un obstacle a la compréhension pour les utilisateurs de CGR, et nhotamment les per-
sonnes en charge de réaliser les transfusions (IDE, médecins), lesquels, contrairement a la plu-
part des personnels des sites transfusionnels de 'EFS et du CTSA qui sont familiers avec les
différentes nomenclatures de groupes sanguins, peuvent étre perturbés par I'écriture de résul-
tats n'utilisant pas la nomenclature a laquelle ils sont habitués ;

» C’est une source de complexité supplémentaire pour la transmission électronique des résultats
d’analyse.

5.3.3 Identification des patients

Les divers textes réglementaires en matiere d’examens d’'immuno-hématologie n'ont pas intégré
totalement les dispositions législatives relatives a I'identité des personnes.

En tenant compte de la loi n° 2002-304 du 4 mars 2002 (76) relative au nom de famille et modifiant
diverses dispositions relatives a I'état civil, et de la loi n° 2003-516 (77) relative a la dévolution du
nom de famille et a leur traduction dans l'article 57 du Code civil : « L'acte de naissance énoncera
le jour, I'heure et le lieu de la naissance, le sexe de I'enfant, les prénoms qui lui seront donnés, le
nom de famille, suivi le cas échéant de la mention de la déclaration conjointe de ses parents quant
au choix effectué (...) », il faut écrire aujourd’hui :

e « Nom de famille » au lieu de « nom de naissance » ;
* « Nom d'usage » au lieu de « nom marital ».

Ces données ont été intégrées dans une instruction de la Direction Générale de I'Organisation des
soins du ministere de la Santé relative a I'utilisation du nom de famille (ou nom de naissance) pour
l'identification des patients dans les systemes d'information des structures de soins en date du
7 juin 2013 (78).

Cette instruction précise bien la notion de « nom de famille », mais préfere explicitement, par souci
de compréhension, conserver I'expression « hom de naissance », ce qui est sdrement un gage de
clarté pour tous les acteurs concernés, personnels de santé et patients. Elle indique trés
clairement que le nom de naissance doit étre utilisé pour l'identification et la recherche du patient
dans les systemes d’information des établissements de santé, et que les documents numériques
ou papiers produits par le systeme d'information doivent indiquer le nom de naissance du patient.
De surcroit, elle donne des instructions précises sur les modalités de saisie des identités dans les
systémes d'information, telles que I'utilisation exclusive de lettres majuscules, la non-utilisation de
certains caracteres (apostrophes, tirets, etc.), ainsi que les modalités précises pour tronquer les
identités dont le nombre de caracteres dépasse les limites du systéme d’information.
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5.3.4 Nécessité de disposer de deux résultats de g  roupes sanguins

La nécessité de disposer de deux déterminations indépendantes des groupes sanguins ABO-RH1
avant la transfusion de CGR a été inscrite réglementairement dans la Circulaire DGS/3B/552 du
17 mai 1985 (79) relative a la prévention des accidents transfusionnels et des accidents d'allo-
immunisation.

Le groupe sanguin ABO et les autres phénotypes érythrocytaires sont par définition des données
biologiques fixes chez tout individu (seules certaines personnes ayant été traitées par greffe de
cellules souches hématopoiétiques allogéniques peuvent « changer » de groupe sanguin ABO et
de phénotype érythrocytaire). Ceci a conduit & considérer en France que le groupe sanguin ABO
auquel a été associé le phénotype RH1 du fait de 'immunogénicité importante de cet antigéne,
puis de I'ensemble du phénotype RH-KEL depuis la décision du 6 novembre 2006 (2), devait étre
déterminé de maniére sécuritaire, sur deux prélevements indépendants.

> Justification de la nécessité de disposer de deux r ésultats de groupes
sanguins ABO-RHL1 et de phénotype RH-KEL1

Cette précaution est justifiée pour deux raisons :

e Le fait que les erreurs liées au prélevement de I'échantillon servant a la réalisation de cet exa-
men sont observées avec une fréquence de I'ordre de un pour mille & un pour deux mille (80-
84), considérée comme inacceptable au regard du risque d’effet indésirable par incompatibilité
dans le systeme ABO en cas de transfusion de CGR ; le simple fait de réaliser deux préleve-
ments réellement indépendants réduit la fréquence d’erreur non décelable a moins de un par
million, ce qui est considéré comme acceptable ;

» Les pratiques adoptées en France pour la délivrance et notamment le choix des groupes san-
guins ABO-RH1 des CGR sont fondées dans la majorité des situations sur la seule correspon-
dance avec les résultats d'examen de groupe sanguin du patient, contrairement a de nombreux
pays qui délivrent les CGR en pratiquant pour chaque délivrance un test de compatibilité entre
le plasma du patient et un échantillon de globules rouges du CGR.

Selon les régles définies en France, une fois déterminé sur ces deux prélévements, le groupe
sanguin est considéré comme connu, et il n’est pas nécessaire de le déterminer a nouveau. Le
document réglementaire de référence est parfaitement clair sur le sujet : « 3.1.2. La sélection des
PSL en vue de la délivrance. Pour cette sélection, les résultats des deux déterminations de
groupage ABO-RH1 (RhD) et phénotype RH-KEL1 (RhK) réalisées sur deux actes de prélévement
différents sont obligatoires. » (2).

> Pratiques observées de répétition d’analyses de gro  upe sanguin ABO-RH1

Il est de pratique courante dans les établissements de santé publics comme privés de refaire une
détermination du groupe sanguin ABO-RH1 a des patients chez lesquels cet examen a déja été
effectué deux fois.

L’ampleur du phénoméne a été évaluée par la CNAM entre 2003 et 2007 (85): 12,8 % des
patients groupés ont eu au moins une détermination de groupe sanguin ABO-RH1 supplémentaire
par rapport aux deux déterminations obligatoires, cette répétition pouvant aller au-dela de 4 actes
pour 1,6 % des patients. L'ensemble représente donc au moins 20 % d’analyses répétées
inutilement.

Ces répétitions ne se limitent pas a la simple réalisation du groupe sanguin ABO-RH1 pour vérifier
sa concordance avec l'antériorité. Elles concernent avec la méme ampleur 'examen « phénotype
RH Kell ». Cette pratique appliqguée aux phénotypes Rh et Kell va bien au-dela de I'objectif
sécuritaire d'éviter un accident d'incompatibilité ABO, elle est en pratique plus génératrice de
surcodt pour la société que d’efficacité pour assurer la sécurité transfusionnelle.

Si nous sommes sensibles & cette attention particuliere des établissements de santé et des
responsables de laboratoires de biologie médicale d’assurer une identification sans faille des
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patients, il apparait que I'on doit aujourd’hui rechercher des moyens évitant ces répétitions
d’analyses inutiles et colteuses pour la société.

Motifs invoqués pour la réalisation de ces analyses répétées au-dela de deux fois

Le motif le plus souvent invoqué pour justifier cette réalisation est l'incertitude de I'identification du
patient, que celle-ci vienne d’'une cause organisationnelle (homonymie non détectée, erreur de
prélevement) ou d’'une cause frauduleuse (usurpation d’'identité).

Erreur de prélevement

Cet argument n’est en fait pas recevable, le risque d’erreur de prélevement étant en fait a I'origine
de la regle sécuritaire des deux actes de prélevement différents qui apporte un niveau de sécurité
acceptable.

Usurpation d’identité

Chacun comprend la gravité potentielle en cas de groupe ABO du patient incompatible avec celui
qui lui « préte » son identité. En I'absence de réalisation du groupe sanguin au laboratoire, la seule
barriere sécuritaire restante est la vérification avec des réactifs du groupe sanguin ABO dans le
cadre du contrdle ultime. L'instauration d’'une sécurité supplémentaire avec une détermination de
groupe sanguin et de phénotype Rh et Kell permet de maintenir le méme niveau de sécurité
immuno-hématologique, qu’il y ait usurpation d’identité ou non. Néanmoins, le colt devient
important lorsque la mesure est quasiment systématique.

Homonymie

Réglementairement, l'identité des patients en matiére de groupe sanguin reste I'association de
quatre et éventuellement cing facteurs : le nom de famille, éventuellement le nom d'usage, le
prénom, la date de naissance et le sexe. Ces facteurs doivent bien entendu étre identiques pour
les deux déterminations obligatoires.

Lors d'une hospitalisation ultérieure a celle(s) ou les deux premiéres déterminations de groupes
sanguins ont été reéalisées, la pratiqgue de répétition de l'analyse est observée dans les

circonstances suivantes, considérées comme des situations a risque d’erreur de transcription,
mais également comme des situations favorables a la confusion avec un homonyme :

» Hospitalisation dans un nouvel établissement de santé : la transmission électronique des résul-
tats antérieurs n’étant le plus souvent pas mise en ceuvre, l'attitude des LBM en lien avec les
structures de délivrance est hétérogene : dans une enquéte réalisée en 2009 (85), il a été mon-
tré (sur la base de 195 réponses parmi les 384 structures de délivrance identifiées en France)
gue 8 sites de délivrance de I'EFS sur 105 répondant (8 %) et 18 dépbts de délivrance sur 90
(20 %) refont une détermination, quand 4 sites de délivrance de 'EFS (4 %) et 31 dépdts de dé-
livrance (34 %) en refont deux ;

» Hospitalisation dans le méme établissement de santé qu’initialement, mais le document de
résultat de groupe sanguin, résultats de deux déterminations séparés ou cartes, n'est pas dis-
ponible, soit parce qu’il n'est pas recherché, soit parce que le dossier n'est pas accessible au
moment ou les prescriptions sont faites. Dans ce cas, 'immense majorité des LBM se refuse a
rééditer leurs résultats, arguant du risque d’édition d’'un homonyme du patient.

De maniére plus générale, force est de constater que le risque d’homonymie est actuellement
croissant, dans un contexte ou les bases de données « patients » des structures de délivrance de
PSL ne cessent d’augmenter, et que le systeme d'identification reste limité aux 4 ou 5 facteurs
déja mentionnés. Nous savons que la solution de fond est I'instauration de l'identifiant national de
santé, mais a ce jour, et pour quelques années encore, nous avons toute raison de croire gu'’il ne
sera pas disponible de fagon généralisée.
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5.3.5 Délai de réalisation de la RAI avant transfu  sion de CGR

La RAI informe de la présence ou de l'absence d'anticorps anti-érythrocytes au moment ou le test
est réalisé. La production d'anticorps étant un phénomene dynamique, un résultat négatif a un
instant donné ne peut pas toujours étre pris en compte quelques jours plus tard. Pour décider de
maniére raisonnée du délai de validité d'une RAI, il faut tenir compte des différents types
d'anticorps, "naturels" ou "immuns", détectés, du délai d’apparition des anticorps en cas de
premiéere stimulation (réponse primaire) et de leur cinétique en l'absence de stimulation ou apres
deuxiéme, voire nieme stimulation (réponse secondaire).

> Anticorps "naturels” et "immuns"

Les anticorps sont dits "naturels" s'ils sont détectés chez un individu qui n'a jamais été exposé a
l'antigéne correspondant soit par transfusion, soit par grossesse. A c6té des anticorps du systéme
ABO (anti-A, anti-B, anti-H) et de certains anticorps du systéme P (anti-Tja et anti Pk), observés de
fagcon constante chez les individus non porteurs de l'antigéne correspondant, et appelés
“réguliers"”, la plupart des anticorps "naturels" sont "“irréguliers”, apparaissant de fagon inconstante
chez les individus non porteurs de I'antigene correspondant.

Des anticorps "naturels" sont présents dans le sérum de 2 a 3 % de la population (86). Les plus
fréequents sont les anti-Sda, anti-Vw et anti Wra, qui sont actifs in vitro, mais ne sont pas
responsables d'accidents hémolytiques, car ils ont un optimum thermique d'activité inférieur a
37°C. Il en est de méme de la grande majorité des anti-P1, anti-M et anti-N.

Les anticorps du systéme Lewis (anti-LE1, LE2 et LE3) sont présents chez prés de 0,5 % de la
population (87). Contrairement aux précédents, ils peuvent dans certains cas étre actifs a 37°C, et
responsables de réaction hémolytique ; il faut alors les prendre en considération (88, 89). Enfin,
certains anticorps du systeme RH sont naturels, en particulier anti-RH3 et beaucoup plus rarement
anti-RH1. La encore, ces anticorps doivent étre pris en compte, car ils peuvent étre responsables
d'une hémolyse des hématies incompatibles transfusées, méme si dans certains cas ces globules
rouges incompatibles ont une durée de vie non modifiée (90).

Les anticorps "naturels” peuvent enfin avoir des variations quantitatives importantes dans le
temps, et donc ne pas étre toujours détectés.

by

A l'opposé des anticorps dits « naturels », les anticorps «immuns » apparaissent suite a une
stimulation antigénique par des globules rouges allogéniques qui est physiologiqguement réalisée
par la grossesse, mais peut aussi étre réalisée par une transfusion ou par une transplantation
d’organe. Il faut noter que la capacité de développer des anticorps immuns apres exposition a des
globules rouges allogéniques est plus élevée chez les femmes indépendamment des grossesses
(91), et que, indépendamment du sexe, il existe divers facteurs de prédisposition a la production
d’anticorps (92). Des données récentes laissent penser que le développement d'une allo-
immunisation contre des antigénes de groupes sanguins érythrocytaires est associé a une
diminution de l'activité des lymphocytes T régulateurs (93). Dans une publication consacrée
essentiellement a la drépanocytose, une revue plus compléte des facteurs favorisant la survenue
d'une allo-immunisation contre des antigénes de groupes sanguins érythrocytaires peut étre
consultée (94).

> Délai d'apparition des anticorps immuns apres une p remiere stimulation
(réponse primaire)

Aprés une premiére stimulation antigénique par transfusion ou grossesse ou transplantation, les
anticorps anti-érythrocytes apparaissent pour leur majorité dans un délai compris entre 3 semaines
et 3 mois. Ces données ont été établies par des études relativement anciennes pour les anticorps
anti-RH1 : 18 patients sur 22 RH-1 ayant recu une unité sang total RH1 développent un anti-RH1,
détectable dans un délai inférieur a 3 mois dans 16 cas, et a 4 et 5 mois dans les deux autres cas
(95). Dans une autre étude, 4 anti-RH1 sur 5 sont détectés avant 3 mois, et le cinquiéme dans le
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courant du quatrieme mois aprés la transfusion (96). La réponse primaire peut étre initiée
tardivement, au-dela de 15 jours apres la transfusion (97) ; mais de facon exceptionnelle, un
anticorps anti-RH1 peut apparaitre en 15 jours (98). Ces données concernant l'immunisation anti-
RH1 sont trées probablement applicables a la majorité des anticorps formés contre les autres
antigenes des systémes RH et lI'antigéne KEL1 (99).

> Disparition des anticorps apres une réponse primair e

Quatre études permettent de documenter la non-détection d'anticorps irréguliers au cours du
temps (100-102) : entre 1 et 5 ans aprés leur premiére détection, 25 % des anticorps ne sont plus
détectés. Ce pourcentage passe a 39 % entre 5 et 10 ans, et & 45 % au-dela de 10 ans.

Dans une étude plus récente limitée a une population de patients drépanocytaires, la disparition
d’anticorps concernait 42 patients parmi 66 (103).

> Cinétique de réapparition des anticorps apres deuxi eme stimulation (réponse
secondaire)

Chez un individu préalablement immunisé par transfusion et n'ayant plus d’anticorps décelable
avant transfusion ou grossesse, une deuxieme stimulation va pouvoir provoquer la réapparition de
'anticorps dans un délai tres bref, de quelques jours a quelques semaines. La concentration
d'anticorps augmente rapidement, avec typiquement un pic entre le dixiéme et le quinziéme jour
aprés la transfusion. Une hémolyse retardée cliniquement et/ou biologiquement décelable est

possible, mais non constante (104-108).

Le role de la spécificité de l'anticorps est crucial dans l'apparition de signes d'hémolyse, les
anticorps des systemes Kell, Duffy et Kidd (anti-K1, anti-FY1 et anti-JK1) étant fréquemment
impliqués (107, 108).

Dans la mesure ou la RAI est rarement contrdlée dans un délai de l'ordre d'une semaine apres une
transfusion, il est difficile de connaitre exactement la fréquence de ce phénoméne. Pourtant, dans
une étude prospective chez 530 patients testés une semaine apres transfusion faite au cours
d'une intervention de chirurgie cardiaque, 10 d'entre eux présentaient un anticorps non détecté
avant transfusion, soit une fréquence de l'ordre de 1/200 transfusions (109). Dans une étude
rétrospective basée sur des recherches d’anticorps réalisées dans des conditions de routine, la
fréquence des réponses secondaires est évaluée a 1/2 000 transfusions, dont 1/3 environ ont un
retentissement clinique décelable, soit environ 1/6 000 transfusions (107). Il est donc
vraisemblable que, dans ces conditions, la fréquence d’apparition des anticorps est sous-estimée.

> Durée de validité de la RAI en fonction du statut ¢ linique du patient
A partir des données précédentes, il est possible de considérer les cas de figure suivants :

e En situation chirurgicale, lorsque le patient n'a pas d’antécédent de stimulation antigénique par
transfusion ou par grossesse dans les 6 mois qui précédent la consultation pré-anesthésique, il
y a tres peu de chances qu’un anticorps nouveau puisse apparaitre dans un délai relativement
long. Le risque concerne uniquement les anticorps « naturels » dont I'apparition ne dépend pas
de stimulation par transfusion ou grossesse, tels que les anticorps contre les antigénes LEW1,
LEW2, P1, MNS1 et MNS2. Le délai de validité de la RAI peut donc étre éventuellement de plu-
sieurs semaines, et I'examen peut étre intégré au bilan fait lors de la consultation pré-
anesthésique. En pratique, on peut proposer arbitrairement une limite maximale de validité de
3 semaines ;

» Lorsque le patient a recu des transfusions et/ou eu une grossesse et/ou été transplanté dans un
délai compris entre 3 semaines et 6 mois avant la date prévue de l'intervention, il peut a tout
moment former des anticorps par réponse primaire. Il convient donc de réaliser la RAI dans le
délai le plus court avant la transfusion. Si un délai inférieur ou égal a 1 jour est optimal, l'expé-
rience montre qu'un délai de 3 jours reste généralement acceptable dans ce cas de figure, tout
comme dans celui de la femme en cours de grossesse, laquelle est en permanence exposée a
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une stimulation allogénique analogue a une transfusion. Une étude rétrospective portant sur
17 568 grossesses a montré que la prévalence de production d'un nouvel anticorps ayant une
incidence transfusionnelle était de 0,24 % (intervalle de confiance 95 % : 0,17 - 0,32) (110). Il
est donc logique de respecter dans cette situation également un délai court, 3 jours restant rai-
sonnable, entre la réalisation de la RAI et la transfusion ;

* Néanmoins, lorsque le patient a été transfusé plus récemment, dans un délai inférieur & 1 mois,
le risque d'hémolyse par réponse secondaire devient plus important (105). C'est typiquement la
situation d'un patient transfusé au cours d'une intervention chirurgicale, et qui doit en recevoir
une autre quelques jours plus tard. Les patients a risque étant ceux qui ont eu des transfusions,
ou des grossesses, méme plusieurs dizaines d'années auparavant, il n'est pas possible en pra-
tique de déterminer avec certitude qu'un individu n'est pas a risque. L’attitude la plus rigoureuse
dans ce cas est de prescrire la RAI en méme temps que la transfusion, quel que soit le délai
avec la RAIl antérieure.

Ces trois attitudes, établies en tenant compte des antécédents du patient et des transfusions
récentes, permettent d’assurer la meilleure sécurité en fonction de nos connaissances actuelles.
Elles doivent s'appliquer autant aux situations chirurgicales qu'aux patients transfusés dans des
indications médicales.

Nous devons souligner ici que le délai de validité de résultat de RAI est tres diversement apprécié
selon les pays. Dans une enquéte réalisée aupres de 26 pays (85), ce délai est de 3 jours dans
18 pays, mais 8 pays ont des dispositions différentes :

o Délai de validité de 2 jours sans distinction particuliere selon les stimulations antérieures (n=1) ;
» Délai de validité de 4 jours sans distinction particuliere selon les stimulations antérieures (n=1) ;
» Délai de validité de 5 jours sans distinction particuliere selon les stimulations antérieures (n=1) ;
 Distinction selon les stimulations allogéniques antérieures (n=5) :

» absence d’antécédents transfusionnels :
= Délai de 3 jours (n=1),
= Délai de 7 jours (n=2),
= Délai de 30 jours (n=2) ;
» Antécédents de transfusion :
= Délai de 3 jours (n=3),
= Délai de 2 jours (n=1),
= Délai selon la date de la transfusion antérieure (n=1) :
- Transfusion datant de plus de 28 jours : délai de 7 jours,
— Transfusion entre 15 et 28 jours : délai de 3 jours,

— Transfusion datant de moins de 15 jours : délai d'un jour.

Ces dispositions extrémement hétérogenes illustrent autant le manque de documentation
exhaustive sur les risques immuno-hématologiques transfusionnels liés aux anticorps irréguliers
gue la variabilité du niveau de risque acceptable selon les pays. Elles justifient pleinement que
'ensemble des recommandations en la matiére ne puisse a ce jour dépasser le niveau d'avis
d’expert.
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6 Quelles sont les indications d'examens immuno-
hématologiques a réaliser en vue d'une transfusion ?
Recommandations

Ces recommandations ne traitent pas de la gestion des situations d’urgence, qui font I'objet d’'un
chapitre particulier, ni de la prescription des analyses IH dans un contexte autre que
transfusionnel, tel que la grossesse ou la périnatalité.

Toutes les mentions qui suivent sont soit des obligations réglementaires (mentionnées
spécifiguement), soit des avis d’expert (non mentionnés spécifiquement).

6.1 Groupes sanguins ABO-RH1 et phénotype RH-KEL1
Les deux examens Groupes sanguins ABO-RH1 et Phénotype RH-KEL doivent étre réalisés

chacun deux fois de facon indépendante pour que leur résultat soit considéré comme valide
(obligation réglementaire) et permette la délivrance de CGR dans les meilleures conditions.

6.1.2 Absence d’antécédents transfusionnels connus

» Contexte médical

La prescription des examens groupes sanguins ABO-RH1 et phénotype RH-KEL1 est
faite des lors que lindication d'une transfusion est posée ou que le diagnostic est
associé a une probabilité élevée de nécessité de transfusion, et ce en l'absence de
déterminations antérieures, valides et disponibles.

AE

» Contexte pré-interventionnel

Il n'est pas recommandé de prescrire les examens groupes sanguins ABO-RH1 et
phénotype RH-KEL1 en cas d'intervention a risque de transfusion ou de saignement nul
a faible.

Il est recommandé de prescrire les examens groupes sanguins ABO-RH1 et phénotype
RH-KEL1 en cas d’intervention a risque de transfusion intermédiaire ou élevé ou de
saignement important, et ce en l'absence de déterminations antérieures, valides et
disponibles.

AE

Il est recommandé, lorsque la check-list « Sécurité au bloc opératoire » mentionne un
risque de saignement important, de vérifier la présence des résultats des examens
groupes sanguins ABO-RH1 et phénotype RH-KELL1.
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6.1.3 Antécédents de transfusion connus (contexte médical et preé-
interventionnel)

Il est recommandé d'utiliser les résultats antérieurs de groupes sanguins ABO-RH1 et
AE phénotype RH-KEL1 aprés avoir vérifié la concordance stricte des informations d’identité
du patient figurant sur les résultats et sur les données d’admission.

Il est recommandé, chez les patients transfusés régulierement, de surveiller la

AE .
ferritinémie.

6.2 Recherche d’anticorps anti-érythrocytes irrégul lers (RAI)

Chez un patient ayant des antécédents de transfusion, de grossesse ou de transplantation dans
les 6 mois précédents, le délai maximal de validité de la RAI est de 3 jours (72 heures) (obligation
réglementaire).

Ce délai de validité est prolongé a 21 jours lorsque le résultat de la RAI est négatif et en I'absence
d’'antécédents de transfusion, de grossesse ou de transplantation dans les 6 mois précédents.
Dans ce cas, la prescription de CGR doit mentionner la prolongation de validité (obligation
réglementaire).

Il est recommandé que le formulaire de prescription de CGR comporte la mention de la
prolongation du délai de validité de la RAI a 21 jours afin de faciliter I'obligation

AE réglementaire précitée.
Dans certains cas d'épisodes transfusionnels récents, notamment en cas de suspicion

d’inefficacité transfusionnelle, la sécurisation passe par un délai de RAI le plus proche
possible de la transfusion.

Suite & un épisode transfusionnel, une RAI doit étre réalisée dans un délai de 1 & 3 mois
(obligation réglementaire).

6.3 Phénotype étendu

Il est recommandé de prescrire I'examen phénotype étendu dans les situations
AE | suivantes :

» 4 titre systématique, et comprenant alors au moins la détermination des antigénes
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FY1, FY2, JK1, JK2, MNS3 et MNS4 chez les patients dont le diagnostic impose des
transfusions itératives, notamment hémoglobinopathies, hémopathies malignes,
myélodysplasies ;

a la demande, chez les patients porteurs d’'un anticorps dirigé contre un antigéne de
groupe sanguin autre que RH1 a 5 et KEL1, pour confirmer la spécificité et la nature
allo-immune de I'anticorps.

6.4 Epreuve directe de compatibilité

Chez les patients ayant une RAI positive ou un antécédent de RAI positive, en cas de prescription
de CGR, une épreuve directe de compatibilité doit étre réalisée (obligation réglementaire). Il est
souhaité que cette obligation puisse évoluer vers une limitation aux seuls patients ayant une RAI
pré-transfusionnelle positive.

AE

Il est recommandé de prescrire 'examen « épreuve directe de compatibilité » chez les
patients drépanocytaires.

6.5 Test direct a I'antiglobuline

Il est recommandé de prescrire un test direct a l'antiglobuline en cas de suspicion
AE  dincompatibilité transfusionnelle érythrocytaire ou de maladie hémolytique du nouveau-
né.

6.6 Autres examens

AE | La prescription de ces examens spécialisés releve genéralement du biologiste, dans le
cadre de la résolution de cas complexes :

Les examens concernés sont les suivants :

épreuve d’élution d'anticorps a partir de globules rouges ;
épreuve d'absorption d’anticorps sur des globules rouges ;
fixation-élution ;

génotypage érythrocytaire.

d’identification d’antigénes de groupes sanguins ;
d’identification d’anticorps dirigés contre des antigénes de groupes sanguins ;

de suspicion d’'incompatibilité transfusionnelle érythrocytaire, notamment chez des
patients ayant des antécédents transfusionnels récents ;

de maladie hémolytiqgue du nouveau-né.
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Annexe 1. Méthode de travall

Méthode Recommandations pour la pratique clinique

Les recommandations de bonne pratique sont définies dans le champ de la santé comme « des
propositions développées méthodiquement pour aider le praticien et le patient a rechercher les
soins les plus appropriés dans des circonstances cliniques données ».

La méthode Recommandations pour la pratique clinique (RPC) est la méthode préférentielle a la
Haute Autorité de Santé (HAS) pour élaborer des recommandations de bonnes pratiques. Il s’agit
d’'une méthode rigoureuse qui repose sur :

» La participation des professionnels et représentants des patients et usagers concernés par le
theme de la RBP ;

» La transparence vis-a-vis de I'analyse critique de la littérature, de I'essentiel des débats et des
décisions prises par les membres du groupe de travail, des avis formalisés des membres du
groupe de lecture, de I'ensemble des participants aux différents groupes ;

» L'indépendance d’'élaboration des recommandations, de par : le statut de la HAS, autorité pu-
blique indépendante a caractére scientifique, I'indépendance des groupes impliqués (groupe de
travail, groupe de lecture) et I'indépendance financiére ;

» la gestion des intéréts déclarés par les experts du groupe de travail.

Choix du theme de travalil

La HAS prend linitiative de I'élaboration de la RBP (autosaisine) ou répond a la demande d’'un
autre organisme, tel que :

* Un conseil national professionnel de spécialité, le Collége de la médecine générale, un college
de bonne pratique, une société savante ou toute autre organisation de professionnels de santé ;

» Une institution, une agence sanitaire ou un organisme de santé publique ;

» Un organisme d'assurance maladie ;

* Une association représentant des usagers du systeme de santé.

Aprés inscription du théme de la recommandation au programme de la HAS, une phase de
cadrage préalable a I'élaboration de toute RBP est mise en ceuvre (voir guide note de cadrage).
Elle a pour but, en concertation avec le demandeur, les professionnels et les usagers concernés,
de choisir la méthode d’élaboration de la RBP (RPC) et d’en délimiter le theme. Cette phase de
cadrage permet en particulier de préciser I'objectif des recommandations et les bénéfices attendus
en termes de qualité et de sécurité des soins, les questions a traiter, les professionnels et les
usagers concernés par la recommandation.

Coordination du projet

Le déroulement d'une RBP, du cadrage a la diffusion des recommandations, est sous la
responsabilité d’'un chef de projet de la HAS chargé :

» De veiller au respect de la méthode et a la qualité de la synthese des données de la littérature ;
e D’assurer la coordination et d’organiser la logistique du projet.

Le chef de projet veille en particulier & ce que :

» La composition des groupes soit conforme a celle définie dans la note de cadrage ;

* L’ensemble des membres désignés permette d’assurer la diversité et un équilibre entre les
principales professions mettant en ceuvre les interventions considérées, les différents courants
d’opinion, les modes d’exercice, les lieux d’exercice.

Le chef de projet participe a 'ensemble des réunions.
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Pour chaque théme retenu, la méthode de travail comprend les étapes suivantes.

Groupe de travail

Un groupe de travail multidisciplinaire et multiprofessionnel est constitué par la HAS. Il comprend
de facon optimale 15 a 20 membres :

» Des professionnels de santé, ayant un mode d’exercice public ou privé, d’origine géographique
ou d’écoles de pensée diverses ;

» Des représentants d’associations de patients et d'usagers ;

» Et, si besoin, d'autres professionnels concernés et des représentants d’agences publiques.

Un président est désigné par la HAS pour coordonner le travail du groupe en collaboration avec le
chef de projet de la HAS. Un chargé de projet est également désigné par la HAS pour identifier,
sélectionner, analyser la littérature et en rédiger une synthése critique sous la forme d'un
argumentaire scientifique ; il aide également a la rédaction des recommandations.

La rédaction de l'argumentaire scientifique repose sur l'analyse critique et la synthése de la
littérature et sur les avis complémentaires du groupe de travail.

La recherche documentaire est systématique, hiérarchisée et structurée. Le chef de projet, le
président du groupe de travail et le ou les chargés de projet participent a I'élaboration de la
stratégie de recherche documentaire, réalisée par un documentaliste. Elle est effectuée sur une
période adaptée au théme et mise a jour jusqu’a la publication des RBP.

Une sélection bibliographique des références selon les critéres de sélection définis est effectuée
par le chargé de projet, le chef de projet et le président du groupe de travail en amont de la
premiére réunion du groupe de pilotage.

Chaque article retenu est analysé selon les principes de la lecture critique de la littérature, en
s'attachant d’'abord a évaluer la méthode d’étude employée, puis les résultats.

L’analyse de la littérature précise le niveau de preuve des études

Rédaction de la version initiale des recommandation S

Les membres du groupe de travail se réunissent deux fois, voire plus si nécessaire, pour élaborer,
a partir de I'argumentaire scientifique et des propositions de recommandations rédigés par le ou
les chargés de projet, la version initiale des recommandations qui sera soumise au groupe de
lecture.

Groupe de lecture

De méme composition qualitative que le groupe de travail, il comprend 30 a 50 professionnels et
représentants de patients et d’'usagers du systeme de santé élargis aux représentants des
spécialités médicales, professions ou de la société civile non présents dans le groupe de travail. Il
est consulté par voie électronique (utilisation de I'outil informatique GRaAL disponible sur le site de
la HAS) et donne un avis formalisé (cotations et commentaires) sur le fond et la forme de la
version initiale des recommandations, en particulier sur son applicabilité et sa lisibilité. Les
membres du groupe de lecture peuvent donner aussi leur avis sur tout ou partie de I'argumentaire
scientifique.

Version finale des recommandations

Les cotations et commentaires du groupe de lecture sont ensuite analysés et discutés par le
groupe de travail, qui modifie si besoin l'argumentaire et rédige la version finale des
recommandations et leur(s) fiche(s) de synthese, au cours d’'une réunion de travail.
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Validation par le College de la HAS

La RBP est soumise au Comité de validation des recommandations de bonne pratique pour avis et
au Collége de la HAS pour validation. Ce dernier autorise par sa validation leur diffusion. A la
demande du Collége de la HAS, les documents peuvent étre amendés. Les participants en sont
alors informés.

Diffusion

Au terme du processus, la HAS met en ligne sur son site (www.has-sante.fr) la ou les fiches de
synthese, les recommandations et I'argumentaire scientifique.

Pour en savoir plus sur la méthode d’élaboration des recommandations pour la pratique, se référer
au guide diffusé en janvier 2011 : « Elaboration de recommandations de bonne pratique : Méthode
Recommandations pour la pratique clinique ». Ce guide est téléchargeable sur le site Internet de la
HAS : www.has-sante.fr.
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Annexe 2. Recherche documentaire

» Méthode de recherche documentaire

La recherche a porté sur les sujets et les types d’études définis en phase de cadrage et a été
limitée aux publications en langue anglaise et frangaise.

Elle a porté sur la période de janvier 2003 & juillet 2013.

De surcroit, une lecture systématique des sommaires des revues suivantes a été réalisée pour la
période de janvier 2007 & juillet 2013 :

e Transfusion ;

e Transfusion Medicine ;

» Transfusion Medicine Reviews ;

e Vox sanguinis ;

e Transfusion and Apheresis Science ;
» Transfusion Clinique et biologique.

Sources
Les sources suivantes ont été interrogées :

e Pour la littérature internationale : la base de données Medline ;

e La Cochrane Library ;

* Les sites internet publiant des recommandations, des rapports d’évaluation technologique ou
économique ;

* Les sites Internet des sociétés savantes compétentes dans le domaine étudié.

» Critéres de sélection des articles

Ont été incluses, dans la revue systématique de la littérature, les publications suivantes, en
francais ou anglais :

* Recommandations de bonne pratique (revue systématique + avis d’experts pluridisciplinaires +
avis de représentants d’'usagers) publiées depuis janvier 2001 ;

 Revues systématiques des connaissances sur la préparation, les transformations et
gualifications ainsi que sur les lésions de stockage des CGR, et sur les examens immuno-
hématologiques ;

» Articles originaux en lien avec la préparation, les transformations et qualifications ainsi que sur
les lésions de stockage des CGR, et les examens immuno-hématologiques.

» Résultats

Nombre de références retenues : 110.
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Annexe 3. Annexe sur l'intérét de la qualification CMV négatif

Le CMV est exprimé en abondance sous forme libre chez l'individu en phase active d’infection
dans les sécrétions (salive, urine, lait, sperme) [1], ce qui explique sa trés large diffusion dans la
population. En revanche, dans le sang, il n'est en régle pas présent sous forme libre, et seuls les
leucocytes en sont porteurs : en phase active d’'infection, le virus est présent en abondance dans
les polynucléaires ; en phase de latence, le génome viral est présent dans les monocytes [2, 3]. Le
virus peut étre transmis de facon bidirectionnelle entre les monocytes et les cellules endothéliales
[4]. Ces derniéres sont un élément important de la dissémination virale, notamment vers les poly-
nucléaires en cas d’infection active.

Le CMV peut étre considéré comme un virus dont les conséquences sont en régle négligeables
chez son héte des lors qu’il s’agit d’'un sujet non immunodéprimé [5] : la primo-infection comme les
réactivations ou les réinfections sont le plus souvent inapparentes cliniquement, ou se présentent
sous forme d’un syndrome mononucléosique spontanément résolutif en quelques semaines.

Ce caractére anodin de l'infection a CMV disparait totalement dés lors que le statut immunitaire de
I'héte est altéré, soit de fagon physiologique (feetus, prématuré) [6], soit de facon congénitale (défi-
cits immunitaires combinés séveres), soit enfin de fagon acquise (infection a VIH, conditionnement
et traitement d’entretien aprés transplantation) [7], sans oublier le risque d’atteinte foetale lors
d’'une primo-infection chez la femme enceinte, qui est de I'ordre de 40 % [8].

Dans toutes ces circonstances, l'infection a CMV peut revétir des manifestations cliniques ma-
jeures digestives, hépatiques et surtout pulmonaires, avec un risque élevé de mortalité [9].

Les caractéristiques de l'infection virale décrites précédemment se retrouvent en cas de transmis-
sion par transfusion sanguine : la transmission chez le receveur avec un statut immunitaire normal
est soit asymptomatique, soit caractérisée par un syndrome mononucléosique sans conséquence
a long terme pour le receveur [10]. Cette transmission du CMV par transfusion a été décrite initia-
lement au milieu des années 1960, apres transfusion massive de sang total conservé moins de
48 heures [11]. En regle, la prévalence de la transmission chez les patients immunocompétents
recevant des produits sanguins labiles (PSL) non déleucocytés est de I'ordre de 1 a 2 % [12].

by

A c6té des receveurs de PSL avec un statut immunitaire normal, les populations a risque
d’infection a CMV post-transfusionnelle avec des conséquences cliniques graves ont été claire-
ment identifiées [13], et la majorité des études recherchant les moyens de prévention de transmis-
sion ont été effectuées chez ces populations :

- les nouveau-nés prématurés nés de mere non porteuse du CMV [14-24] ;

- les patients traités par allogreffe de cellules souches hématopoiétiques [25-41], et, par ex-
tension, les patients traités pour une pathologie justifiant un traitement ultérieur par allo-
greffe de cellules souches hématopoiétiques [42-44] ;

- les receveurs de greffes d'organe [7] ;

- les femmes enceintes non porteuses du CMV, le risque étant dans ce cas pour le feetus
[6] ;
- les patients splénectomisés [45].

La transmission par transfusion du CMV et les moyens de sa prévention ont été analysés dans ces
populations a risque, ainsi que chez des patients dialysés [46, 47]. A noter que, en cas de trans-
plantation d’'organe ou de greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques, le donneur
d’organe ou de cellules peut également étre le vecteur de transmission du CMV [48].

L'analyse de 18 publications historiques [14-21, 24-27, 29, 30, 32, 43, 45, 46] incluant au total
842 patients montre que la transmission du CMV par transfusion de PSL non déleucocytés touche
en moyenne 22 % des receveurs de PSL (extrémes 4,6 % a 53 % selon les études) en I'absence
de moyen de prévention (tableau 1). On peut également noter de fagon pragmatique par lI'analyse
de ces publications que les trois facteurs principaux favorisant le taux de transmission sont a) la
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guantité de PSL transfusés, b) I'utilisation de PSL conservés peu de temps apres le don, et enfin
c) 'immunodépression du receveur de PSL : de l'ordre de 2 % de transmission chez les patients
chirurgicaux [12], 12 % chez les dialysés transfusés au long cours, 16 % chez les porteurs de
leucémie aigué, 18 % chez les nouveau-nés et 28 % chez les receveurs d’allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques (tableau 1).

PSL standard (non déleucocytés, non sélectionnés CM  V
négatifs)

POPULATION ETUDIEE ref. nb de patients % moyen de

transmission % CMV-PT transmission du
total
CMV CMV

nombre d'études | 18 |
HEMODIALYSES Tolkoff-Rubin (1978) [REH 10 | 80 12.5%
i 43 9
L EUCEMIES AIGUES Winston (1985) 4 19 21,05% 16.1%
Murphy (1988) IS 6 43 13,95% )
Luthardt (1971) [JFE3 8 15 53,33%
Kumar (1980) i3 1 3 33,33%
Yeager (1981) 3 10 74 13,51%
0/
NOUVEAU-NES Lamberson (1988) Y 4 86 4,65% 18.4%
Taylor (1986) 3 9 33,33% )
Kim (1985) [ 20 64 31,25%
Simon (1987) [ 2 16 12,50%
Gilbert (1989) A1 9 42 21,43%
Kim (1985) B 8 34 23,53%
Bowden (1986) 2 8 25 32,00%
Gluckman (1990) JEB 12 40 30,00%
GREFFES DE CSH Bowden (1987) 3 58 208 27,88% 27,9%
Miller (1991) |G 14 44 31,82%
Verdonck (1987) [JE3 2 10 20,00%
Bowden (1991) B3 7 30 23,33%
TOTAL | 186 842 22,1%

- Tableau 1:

Transmission du CMV par transfusion sanguine en I'absence de mesure de prévention

Ce trés haut niveau de transmission a rapidement incité a rechercher des moyens de pré-
vention.

Sélection de donneurs non porteurs d’anticorps anti -CMV au moment du don (qualifi-
cation « CMV négatif »)

Les premiers travaux dans ce domaine remontent a plus de 30 ans [14, 16], et ont largement
montré l'efficacité de la sélection de donneurs supposés non porteurs du CMV par les tests
sérologiques de recherche d’anticorps anti-CMV. Les tests adéquats pour optimiser cette
sélection doivent étre en mesure de détecter non seulement les anticorps IgG présents de
fagcon stable chez l'individu porteur du CMV sous sa forme latente, mais également les pre-
miers anticorps de nature IgM formés lors d’une primo-infection. En pratique, il existe a ce
jour de nombreux tests ELISA qui répondent a ces critéres.

Les résultats de 15 études pertinentes sur ce sujet [14-16, 20, 24-30, 32, 38-40] rassemblant
1 175 patients sont indiqués dans le tableau 2. On peut constater que le taux de transmis-
sion est de 1,8 % des receveurs de PSL, soit une réduction de 92 % par rapport a l'utilisation
de PSL non sélectionnés et non déleucocytés.
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PSL issus de donneurs CMV négatifs.
POPULATION ETUDIEE s, NP de patients % moyen de

infection total % CMV- transmission du
CMV PT CMV

Luthardt (1971) 0 20 0,00%
Kumar (1980) 1 7 14,29%
NOUVEAU-NES 0.7%
Yeager (1981) 0 90 0,00% !
Lamberson (1988) 0 30 0,00%
Kim (1985) 0 15 0,00%
Bowden (1986) 1 32 3,13%
Gluckman (1990) 2 73 2,74%
Bowden (1987) 1 90 1,11%
Miller (1991) 2 45 4,44%
GREFFES DE CSH Verdonck (1987) 0 29 0,00% 1,9%
Bowden (1995) 4 252 1,59%
Bowden (1991) 0 35 0,00%
Ljungman (2002) 3 33 9,09%
Andreu (2003) 1 64 1,56%
Nichols (2003) 6 360 1,67%
21| 175 1,8%

tableau 2 :

Résultats des études cliniques de prévention de la transmission transfusionnelle du CMV par utili-
sation de PSL issus de donneurs sélectionnés ayant une sérologie CMV négative au moment du

don.

Les causes d’échec de la sélection de dons CMV négatifs sont de plusieurs types, la part de cha-
cune d’entre elles étant difficile & évaluer :

Fenétre sérologique :

Comme pour toute infection virale, il existe une période muette sérologiquement apres le
comptage, au cours de laquelle le virus est déja présent, et le PSL contaminant. Ce méca-
nisme joue sirement un role essentiel dans les échecs de la prévention par la sélection sé-
rologique seule. Il dépend d'une part du taux de séroconversion annuel chez les donneurs
de sang, qui se situe entre 0,2 et 1,2 % [12, 49-52,77], et de la durée de la fenétre sérolo-
gique que nous ne connaissons pas avec suffisamment de précision, ce qui ne permet pas
de réaliser de facon fiable I'évaluation du risque avec la méme méthode de calcul que pour
le VIH, le VHC, le VHB et 'HTLV, [53, 54]. Il est juste possible de dire que le risque est si-
rement beaucoup plus élevé que pour ces derniers virus.

Détection de DNA CMV chez certains donneurs apparemment dépourvus d’anticorps :

Le développement des méthodes de recherche directe de DNA viral par PCR a permis de
mettre en évidence qu’'un nombre non négligeable d’individus non porteurs d’anticorps anti-
CMV étaient en fait porteurs de virus [2, 55, 56]. Ces cas peuvent étre considérés comme
des séroréversions, ou lI'absence prolongée de réplication virale conduit a la diminution des
anticorps en dessous du seuil de détection.
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Ces données laissent donc a penser qu’une proportion de 'ordre de 15 % [2] & 35 % [55]
des sujets trouvés séronégatifs seraient en fait porteurs du virus. Elles indiquent clairement
'une des faiblesses de la sélection des dons CMV négatifs par la recherche classique
d’anticorps. Cette observation doit étre tempérée par le fait que, dans ces cas, comme
dans celui de la majorité des porteurs du CMV sous forme latente, la quantité de leuco-
cytes circulants porteurs du DNA viral est probablement trés faible et que chaque leucocyte
concerné contient un nombre restreint de copies de génome viral. En tout état de cause,
nous devons les considérer de fagcon pragmatigue comme des individus susceptibles de
transmission du CMV, au moins a I'occasion d’'une réactivation virale, le cycle de produc-
tion de virus durant 48 & 72 heures [57], et donc devancgant la réponse immunitaire secon-
daire.

— La quantité de DNA CMV dans le sang peut étre importante au cours de la séroconver-
sion :

Au moment de la primo-infection, le DNA CMV est présent en grande quantité dans les
leucocytes. Il peut également étre détecté en quantité plus faible dans le plasma, y compris
dans des cas de séroconversion asymptomatique, et en I'absence d’anticorps décelable.

Dans un étude réalisée chez des donneurs de sang, sur 33 donneurs de sang séropositifs
testés 250 fois, le DNA CMV n’a jamais été détecté dans le plasma ; en revanche, chez
192 donneurs analysés a 336 reprises au cours de leur séroconversion, du DNA CMV a été
retrouvé dans le plasma chez trois d’entre eux, une fois avant I'apparition d’anticorps, et
deux fois simultanément a I'apparition d’anticorps [59]. Cette étude illustre bien I'existence
de la fenétre sérologique et le risque de transmission résiduel malgré la sélection des PSL
séronégatifs.

Une deuxieme étude plus récente documente l'existence de la fenétre sérologique du
CMV : du CMV DNA a été observé chez 36 donneurs sur 82 ayant séroconverti, ce pour-
centage global de 44 % étant de 60 % lorsque l'intervalle entre don avec anticorps déce-
lable est inférieur ou égal a 120 jours. Parmi ces donneurs, la recherche de CMV DNA
dans le plasma a pu étre réalisée sur 68 échantillons séronégatifs, et deux d’entre eux ont
été trouveés positifs. Enfin, sur les 62 donneurs ayant redonné plusieurs fois dans I'année
suivant la séroconversion, quatre d’entre eux ont eu de maniére répétée du CMV DNA dé-
tecté dans le plasma. Dans ce méme travail, la recherche de CMV DNA dans le plasma a
été constamment négative chez 150 donneurs séronégatifs tout au long du suivi, ainsi que
chez 450 donneurs séropositifs depuis plus d’'un an avant le début de I'étude [52]. La diffé-
rence importante sur le nombre de sujets découverts porteurs de CMV DNA dans leur
plasma entre cette étude et la précédente tient vraisemblablement a la sensibilité des tech-
niques de PCR utilisées, de l'ordre de 13 geg/mL dans la seconde, contre 400 geg/mL
dans la premiére.

La méme équipe a effectué une nouvelle étude prospective de suivi de séroconversion
CMV sur une période de 10 mois chez 17 982 donneurs ayant des antécédents de dons
séronégatifs [77]. Parmi eux, 148 ont eu un don séropositif sur la période (taux annuel de
séroconversion de 1,1 %). Parmi ces 148, 15 donneurs avaient des signes de primo-
infection, et notamment du DNA CMV dans le plasma, et 13 d’entre eux ont été suivis sur
une période de I'ordre de 400 jours. Le DNA CMV est présent dans le plasma pendant une
durée variable, et il en disparait simultanément a I'apparition d’anticorps dirigés contre la
glycoprotéine d’enveloppe gB. Néanmoins, un donneur est resté porteur du DNA CMV
jusgu’a la fin de I'observation, & 420 jours.

Ces trois études [52, 58, 77] nous fournissent des premieres données pour une apprécia-
tion du risque de défaillance de la prévention par sélection de donneurs séronégatifs, si I'on
considere que la présence de CMV DNA dans le plasma au moment de la séroconversion
est le risque principal. Si I'on considere que le taux annuel de séroconversion chez les
donneurs de sang est de 1 %, les données de I'étude [58] nous indiquent qu’environ 1 %
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d’entre eux auront du CMV DNA dans le plasma, soit un risque de défaillance de I'ordre de
1 pour 10 000 dons.

— Difficulté de fourniture de PSL :

Il n'est pas toujours possible de disposer de PSL sélectionnés CMV négatifs qui répondent
aux qualifications nécessaires pour un patient donné, qu'’il s’agisse d’un concentré de glo-
bules rouges (CGR) ou d’'un concentré de plaquettes (CP). Par exemple, en cas de pré-
sence d'un alloanticorps, la disponibilité du phénotype compatible sera prioritaire par rap-
port a la qualification CMV négatif. Une analyse compléte de ces difficultés dans un grand
centre de greffe de cellules souches hématopoiétiques, le Fred Hutchinson Cancer
Research Center, a été réalisée a propos de 107 patients recevant en moyenne 19 concen-
trés de globules rouges et 105 concentrés de plaquettes [24, 25].

Déleucocytation

Le role des leucocytes comme vecteur quasi-exclusif du CMV dans les PSL a été identifié il y a
plus de 20 ans, les monocytes représentant le réservoir de virus en phase d'infection latente, les
autres leucocytes, et notamment les polynucléaires, jouant un réle de dissémination virale en cas
de primo-infection ou de réactivation [3].

Résultats des études clinigues

Nous avons relevé 27 études [17-19, 21-23, 26, 28-41, 44-47, 78, 79] rassemblant 1 824 patients
qui abordent la prévention de la transmission du CMV par divers procédés de déleucocytation, a
savoir la décongélation (pour les concentrés de globules rouges seulement), la filtration au lit du
malade et la filtration en ligne, généralement avant conservation du PSL (tableau 3).

PSL déleucocytés
POPULATION ETUDIEE et DElEl el % moyen de

méthode de infection ol CMv- transmission
déleucocytation CMV post T PT du CMV

YT | 27 |

Tolkoff-Rubin (1978) ] décongélation CGR 0 21 0,00%
HEMODIALYSES ——— 0%
Betts (1979) ¥y décongélation CGR 0 39 0,00%
Graan-Hentzen (1989) Bz filtration CGR et centrifugation CP 0 61 0,00%
LEUCEMIES AIGUES — 0%
Murphy (1988) S filtration CGR et CP 0 11 0,00%
Brady (1984) W43 décongélation CGR 0 106 0,00%
Taylor (1986) JE] décongélation CGR 0 17 0,00%
Kim (1985) ¥4 décongélation CGR 0 28 0,00%
NOUVEAU-NES - . — 0%
Simon (1987) k] décongélation CGR 0 26 0,00%
Gilbert (1989) Al filtration CGR 0 30 0,00%
Eisenfeld (1992) 4] filtration CGR 0 48 0,00%
(RN EEER 29 | décongélation CGR et CP CMV négatifs 0 15 0,00%
Verdonck (1987) E& filtration CGR et CP CMV négatifs 0 29 0,00%
Bowden (1995) 4] filtration au lit du malade 6 250 2,40%
Bowden (1991) il centrifugation 0 35 0,00%
De Witte (1990) [eiX filtration 0 28 0,00%
Bacigalupo (1992) &) filtration au lit du malade 0 17 0,00%
Van Prooijen (1994) RIS filtration 0 56 0,00%
GREFFES DE CSH | Glyckman & Traineau (1996) A filtration 0 70 0,00%
malae\;ies Narvios (1998) i filtration au lit du malade 1 45 2,22% 2, 7%
hématologiques (Wu) Pamphilon (1999) B filtration 0 62 0,00%
Ronghe (2002) Be14 filtration 0 93 0,00%
Ljungman (2002) RH] filtration 6 49 12,24%
Andreu (2003) [ filtration 2 100 2,00%
Nichols (2003) ) filtration 18 447 4,03%
Narvios (2005) QSN filtration au lit du malade 3 72 4,17%
Thiele (2012) J¢] filtration 0 23 0,00%
el 79 filtration 3 46 6,52%

T
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- Tableau 3 :

- Résultats des études cliniques de prévention de la transmission transfusionnelle du CMV
par utilisation de PSL déleucocytés, en excluant les études ayant eu recours a la filtration au lit du
patient.

Le tableau 3 indique un taux de transmission de 2 % en moyenne, et en fait de 0 % dans le cas
des hémodialysés, des leucémies aigués et des nouveau-nés, et de 2,6 % dans le cas des allo-
greffes de cellules souches hématopoiétiques. Ces données montrent une réduction de 91,8 % par
rapport a I'utilisation de PSL non sélectionnés et non déleucocytés

Les techniques de filtration mises en ceuvre au début des années 1980 ont permis d’atteindre des
performances de déleucocytation supérieures, sous réserve d’'étre convenablement réalisées.

Comparaison entre sélection de donneurs non porteur s d'anticorps anti-CMV au moment
du don (qualification « CMV négatif ») et utilisati  on de PSL déleucocytés

Une seule étude comparant la sélection des donneurs CMV négatifs et la déleucocytation a été
réalisée [50] :

- Dans une premiére analyse ne prenant pas en compte les infections CMV survenues dans les
trois premiéres semaines apres transplantation (pour éliminer toute cause d'infection non
transfusionnelle) et étudiant la période du 21°™® au 100°™ jour post-greffe, aucune différence
significative n’a été notée entre les deux groupes : 2/252 dans le groupe CMV négatif et 3/250
dans le groupe déleucocytation ;

- Cependant, en prenant en compte secondairement les cing patients (2 dans le groupe CMV
négatif et 3 dans le groupe déleucocytation) qui avaient développé une infection a CMV au
cours des trois premiéres semaines apres transplantation, et en considérant ceux qui avaient
développé des symptdmes liés a l'infection a CMV, a savoir 0/4 dans le groupe CMV négatif et
3/6 dans le groupe déleucocytation, I'incidence de la transmission n’était toujours pas significa-
tivement différente entre les deux groupes, mais l'incidence de la maladie CMV le devenait :
p=0,03;

- Enfin, en poursuivant I'analyse au-dela du 10 jour, deux maladies CMV étaient observées
chez les quatre receveurs de PSL CMV négatifs, la situation des receveurs de PSL déleucocy-
tés demeurant inchangée avec trois maladies CMV chez 6 patients, la différence entre les
deux groupes n’étant significative ni pour 'incidence de l'infection ni pour celle de la maladie a
CMV.

Cette étude peut étre considérée comme exemplaire sur le plan de la méthode d'investigation
clinique (tirage au sort, patients comparables entre les deux groupes). On peut en revanche la
considérer comme discutable, voire médiocre en termes de méthode de déleucocytation (cf infra :
causes d’échec de la déleucocytation), la méthode utilisée étant la déleucocytation au lit du pa-
tient.

Oéme

Plus récemment, une étude observationnelle assez informative de la complexité d’étude des infec-
tions a CMV chez les polytransfusés a été réalisée chez 46 patients initialement non porteurs du
CMV transfusés pour des pathologies hématologiques, hors greffe de cellules souches hémato-
poiétiques [78]. Ces patients ont recu 652 concentrés de globules rouges (CGR) et 664 concentrés
de plaquettes (CP), tous déleucocytés. Parmi ces 1 316 PSL, 460 étaient séropositifs pour le CMV
(35 %). Des échantillons de chaque don ont été conservés et, en cas de changement de statut
CMV du receveur, le(s) donneurs impliqué(s) ont été recontactés. Les patients ont été suivis
jusqu’a deux ans aprés leur derniére transfusion, et leur statut CMV régulierement évalué par
sérologie et recherche du DNA CMV dans le sang total. 19 patients ont eu une modification de leur
statut CMV. :

— Dans deux cas avec CMV DNA positif, la transfusion a pu étre mise totalement hors de cause,
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soit par l'intervalle entre la transfusion et I'infection CMV qui était de 2 ans (n=1), soit parce
que tous les donneurs étaient restés non porteurs du CMV (n=1) ;

— Dans douze cas, il s’agissait de transfert passif d’anticorps anti-CMV, et les patients sont rede-
venus séronégatifs a distance des transfusions ;

— Dans deux cas, il s'agit tres vraisemblablement de faux positifs, un test CMV DNA positif ayant
été trouvé de fagon isolée, suivi de nombreuses vérifications toutes négatives, la sérologie res-
tant négative ;

- Enfin, dans trois cas, la transmission par transfusion a été jugée possible, mais non démon-
trée : en effet, si les délais entre transfusion et acquisition de l'infection étaient compatibles
avec une transmission transfusionnelle, les échantillons des donneurs qui étaient tous séropo-
sitifs sont restés toujours négatifs pour le CMV DNA, et au moins deux patients ont été en si-
tuation de risque de contamination hors transfusion.

Une autre étude plus récente a été réalisée en Allemagne [79] chez 23 patients non porteurs du
CMV traités pour allogreffe de cellules souches hématopoiétiques avec un donneur également non
porteur du CMV. Ces patients ont recu 1 847 PSL issus de 3 180 dons différents. Ils ont été suivis
jusgu’a 100 jours post-greffe. Aucun cas de changement de statut CMV n’a été observé.

Les causes d’échec de la déleucocytation peuvent étre liées a la technique elle-méme ou aux
caractéristiques de l'infection a CMV chez le donneur de sang :

— Qualité de la déleucocytation

La déleucocytation au lit du patient a été longtemps la regle dans certains pays (Italie, Etats-
Unis). Elle cumule les risques de transfusion d’'une quantité importante de leucocytes. En effet,
les filtres qui étaient utilisés jusqu’a une période toute récente pour les CGR avaient une meil-
leure efficacité de filtration a des températures proches de + 4° C, et a des débits de filtration
de l'ordre de 30 a 50 mL/mn [60, 61]. Ces deux conditions sont tres loin de celles d'une trans-
fusion au lit du malade, ou le débit de perfusion est de 'ordre de 5 & 10 mL/mn, et ou la tempé-
rature du PSL est proche de la température de la chambre. De surcroit, il n’était pas rare, lors-
gue la filtration avait lieu au lit du patient, que le filtre soit rincé en fin de transfusion avec une
solution saline, conduisant a I'élution d’'une grande quantité de leucocytes.

Les auteurs préconisant l'utilisation de la filtration au lit du patient ont eux-mémes identifié et
documenté les défauts de cette méthode : Sirchia décrit, dans ces conditions, 17 % de CGR
contenant plus de 2 x 10° leucocytes et 5 % de CGR contenant plus de 5 x 10° leucocytes,
avec des valeurs allant de 12 & 233 x 10° leucocytes résiduels [63, 64]. Ces données sont &
comparer avec celles actuellement disponibles en France, ou le contrble qualité réalisé par
'EFS montre une grande stabilité des résultats, avec une moyenne de leucocytes résiduels de
57 000 par CGR [65].

— Réservoir cellulaire du CMV dans le sang

Nous avons déja vu qu’a la phase latente de l'infection, le réservoir de virus dans le sang est
exclusivement constitué d’une fraction des monocytes [66, 67]. L'analyse de la formule leuco-
cytaire des PSL déleucocytés est rendue difficile par leur faible concentration, en régle infé-
rieure a 200 par mL. Néanmoins, certaines études ont permis de montrer qu’il n'y avait pas
d’augmentation relative de la concentration en monocytes [68-70] : dans les concentrés de
plaquettes d’aphérese déleucocytés, que ce soit par filtration ou par le processus de traitement
du sang dans le séparateur de cellules, les monocytes représentent 0 a 12 % des leucocytes
résiduels.

— Présence de virus dans le plasma
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Au moment de la primo-infection, la multiplication virale est intense, non seulement dans les
sécrétions, mais aussi dans les nombreuses cellules leucocytaires, monocytes, mais aussi
granulocytes [2, 7]. La charge virale est trés supérieure a celle observée lors de la phase de la-
tence.

De fait, nous avons vu plus haut qu’'a ce stade, des virus libres sont présents dans le plasma
[52, 59, 77], et donc échappent au processus de déleucocytation.

— La détection du DNA CMV est rare mais possible chez les donneurs porteurs d’anticorps

Dans quelques études, il a été montré que chez certains donneurs séropositifs et sans DNA vi-
ral décelable initialement, le DNA viral peut étre détecté lorsque la recherche est répétée dans
le temps. Des données particulierement informatives sont fournies par I'étude de DUMONT
[71] : au cours de deux années conseécutives, une recherche de DNA viral par technique quan-
titative (QA-PCR) a été effectuée sur des cohortes de donneurs de sang séropositifs pour le
CMV dans deux localités différentes des Etats-Unis : Norfolk et Denver. Le taux de résultats
positifs a varié de 0 a 95 %, les positivités étant pratiquement toutes observées pendant une
période tres courte de I'ordre d’'un mois, et correspondant exactement avec la période de preé-
sence maximale de pollen (avril & Norfolk et juillet & Denver). Le méme phénomeéne a été ob-
serve au cours des deux années consécutives, 1998 et 1999.

Des études complémentaires seront nécessaires pour comprendre mieux cette relation, mais a
partir de ces résultats, ainsi que de ceux de Larsonn [2], il est clair qu'un donneur de sang seé-
ropositif pour le CMV peut étre porteur de DNA viral, en lien soit la fin de la période de séro-
conversion, soit avec une réactivation.

Si I'on considére que la quantité de DNA viral est un facteur important de la transmission du
CMV par les PSL, on peut donc retenir qu’'un donneur séropositif n’est sans doute que rare-
ment susceptible de transmettre le CMV, mais que nous ne disposons pas de moyen simple
pour détecter les périodes ou il est plus susceptible de le transmettre.

Méthodes d'inactivation des micro-organismes pathog enes dans les PSL

Un procédé est actuellement autorisé, applicable exclusivement aux plaguettes. Son efficacité a
été montrée sur le CMV [80]. Nous ne disposons pas d’étude clinique spécifiquement dédiée a la
prévention de la transmission du CMV chez les receveurs de ces PSL, mais deux études nous
indiquent que, globalement, aucune transmission de CMV n’a été détectée chez respectivement
699 [81] et 52 [82] patients. Cependant, une analyse plus détaillée des pratiques dans ces centres,
et notamment la politique adoptée pour la prévention de la transmission du CMV par les CGR, les
moyens de suivi des patients non porteurs initialement du CMV, ainsi que le nombre réel de pa-
tients a risque concernés sont nécessaires pour une compréhension plus compléte de ces don-
nées brutes.

Conférences de consensus, recommandations et pratiq ues existantes

Deux conférences de consensus ont été consacrées a la prévention du CMV, I'une en Suisse en
1999 [83], et l'autre au Canada en 2001 [84, 85]. L'une comme l'autre ont considéré que la préven-
tion par sélection des donneurs séronégatifs restait la technique de référence. Il en a été de méme
des recommandations aux Etats-Unis de 1997 [86].

Toutes les conférences de consensus et les textes de recommandation s’accordent sur les pa-
tients considérés a risque : patient non porteur du CMV avant transfusion, receveur de greffe
d’'organe ou de cellules (avec donneur non porteur du CMV), déficit immunitaire profond, foetus,
nouveau-né prématuré, femme enceinte.

Aux Pays-Bas [87] ainsi qu’en Allemagne, la recommandation est d'utiliser simultanément la sélec-
tion sérologique et la déleucocytation pour les transfusions intra-utérines et les prématurés, et
d’utiliser la seule déleucocytation chez les autres patients a risque, y inclus les allogreffes de cel-
lules souches. Au Royaume-Uni, la recommandation de l'utilisation conjointe de la sérologie et de
la déleucocytation est étendue aux allogreffes de cellules souches.
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Dans la 16°™ édition [88] du guide du conseil de I'Europe (2010), la recommandation reste trés
générale, et reconnait I'absence de consensus : « Use of components from anti-CMV negative
donors or leucocyte depleted components significantly reduces the risk of CMV-transmission and
CMV-disease in immuno-compromised patients. However, neither method nor the combination can
completely avoid transmission from occasional case of CMV-viremia in the early stage of acute
infection. There is no consensus on the requirement for CMV screening in blood services that
undertake universal leucocyte depletion of blood components. While some services, especially in
areas that have a high sero prevalence of CMV, have ceased antibody screening, others believe
that the combination of antibody screening and leucocyte depletion may confer some additional
safety ».

Aux Etats-Unis, une enquéte publiée en 2010 [89] mais réalisée en 2007 est trés instructive sur les
pratiques : quelle que soit I'indication, toutes les stratégies (sélection de donneurs séronégatifs
et/ou déleucocytation) sont présentes.

Enfin, dans la derniére publication de recommandations britanniques sur la prévention et la prise
en charge des infections a CMV au cours des allogreffes de cellules souches, il n’est plus indiqué
de proposition de politique en matiere de choix de PSL. Il est seulement recommandé de déclarer
les cas d'infection CMV chez les receveurs non porteurs du virus avant greffe ayant recu un gref-
fon CMV négatif, et d’investiguer le réle possible de transfert passif d’anticorps par des PSL en cas
de changement de statut sérologique CMV du receveur [90].

Conclusion

En conclusion, I'hétérogénéité des études réalisées depuis preés de 30 ans, I'absence fréquente de
population contrdle, ou la présence d’'un contrdle historique rendent difficile le fait d’entreprendre
une méta-analyse pour rechercher une différence entre les deux méthodes de prévention de la
transmission du CMV par transfusion sanguine que sont l'utilisation de PSL CMV négatifs ou la
simple déleucocytation. On peut relever de tels défauts dans la méta-analyse réalisée en 2005, qui
a considéré sans distinction des travaux avec déleucocytation au lit du malade, déleucocytation au
laboratoire immédiatement avant la délivrance des PSL et déleucocytaion au moment de la prépa-
ration initiale du PSL, la seule en fait reconnue fiable et robuste [72].

La présentation des résultats telle qu’elle est indiquée dans les tableaux 1 et 2 se veut pragma-
tiqgue, en comparant leurs résultats aux données historiques disponibles montrant un taux moyen
de 22 % de transmission du CMV en 'absence de déleucocytation et de sélection sérologique :

- 1,8 % de transmission (extrémes 0 a 14 %) avec sélection de PSL CMV négatifs sans dé-
leucocytation ;

- 2,1% de transmission (extrémes 0 a 3,1 %) avec utilisation de PSL déleucocytés quelle
gue soit la technique et sans sélection sérologique.

Dans les deux méthodes, la faille essentielle est la présence de virus en relative grande quantité
au cours de la séroconversion, avec présence simultanée de virus intra et extra-cellulaire avant et
apres l'apparition d’anticorps. Ainsi, les deux techniques ont des failles non complémentaires, ce
qui ne permet pas d’attendre une amélioration majeure par leur utilisation conjointe (mais n’exclut
pas une amélioration modeste non mesurable). De fait, dans un travail rétrospectif réalisé en
France [39] comparant des patients traités par greffe de cellules souches hématopoiétiques, on
observe 2 transmissions de CMV chez 100 receveurs de PSL déleucocytés et non sélectionnés
pour leur statut CMV, contre 1 transmission chez 64 receveurs de PSL déleucocytés et sélection-
nés sérologiguement CMV négatifs. Une donnée intéressante de ce travail est que, dans les trois
cas de transmission identifiés, il s'agissait de patients ayant une allogreffe non apparentée, ou
'immuno-suppression et la durée d’aplasie sont encore plus accentuées que dans les greffes
apparentées.

Cette derniere observation conforte la notion que la susceptibilité de I'héte a l'infection en fonction
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de son statut immunitaire doit étre prise en compte pour la mise en oeuvre d’'une politique de pré-
vention de la transmission du CMV : c’est probablement le facteur le plus déterminant pour la
transmission de ce virus. Indépendamment du facteur transfusionnel, il a été montré [73] que les
facteurs de risque d’augmentation de I'antigénémie pp65 chez les patients traités par greffe de
cellules souches hématopoiétiques étaient le traitement par corticoides a forte dose (risque
relatif = 4,3), le conditionnement par irradiation corporelle totale (risque relatif = 3,4) et la situation
de greffe non apparentée (risque relatif = 3,1), toutes conditions correspondant a une altération
supplémentaire de la compétence immunitaire chez ces patients.

En conclusion, il n'y a pas de supériorité démontrée de I'ajout de la qualification CMV négatif a la
simple déleucocytation pour la prévention de la transmission du CMV par transfusion sanguine.
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Annexe 4. Systemes de groupe sanguin

Systémes de groupe sanguin Numéro d’antigéne

Nombre total

nom historique N° Nom 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 d'antigénes
ABO ABO A B AB A; 4 | antigenes
MNSs MNS M N S s U He mi® M€ Vw Mur | .. [57 | antigénes

P P Py 1 | antigéne
Rhésus RH D C E c e f Ce c" c V | ..]|39| antigénes
Lutheran LU Lu® Lu® Lu3 Lud Lu5 Lu6 Lu7 Lu8 Lu9 .. |21 | antigénes
Kell K k Kp® | Kp° Ku Js? Js° UI* | .. |31 antigénes
Lewis Le® Le® | Le®™ | Le®™ | ALe® | BLe® 6 | antigénes
Duffy Fy’ | Fy" | Fy3 | Fyda | Fy5 | Fy6 6 | antigénes
Kidd K K Jk3 3 | antigénes
Diego Di* | Di* | wr* | wr® | wd® | Rb® [WARR| ELO | Wu | Bp® | .. 21| antigénes
Cartwright e | vt* 2 | antigénes
XG Xg® | CD99 2 | antigénes
Scianna Scl Sc2 Sc3 Rd | STAR | SCER | SCAN 7 | antigénes
Dombrock Do® | Do® | Gy* | Hy | Jo® |DOYA 6 | antigénes
Colton Co® | Co® | Co3 3 | antigénes
LW LW | LW® | tw® 3 | antigénes
Chido/rodgers Chl | Ch2 Ch3 | Ch4 | Chs Ché | WH .. | 7 | antigénes
H H 1 | antigénes

Kx 1 | antigénes

Gerbich Ge2 | Ge3 | Ged | Wb Ls® An® | Dh? | GEIS 8 | antigénes
Cromer e | 1 | T | T | pr* | Es® | IFC | WES® | WES® | UMC | .. |15 | antigénes
Knops Kn? Kn® | McC® | SI1 YK | McC® | SI2 SI3  [KCAM 9 | antigénes
Indian In? In° | INFI | INJA 4 | antigénes
oK’ 1 | antigénes

MER2 1 | antigénes

JMH | JMHK | JMHL | JMHG |JMHM 5 | antigénes

| 1 | antigénes

P 1 | antigénes

GIL 1 | antigénes

Duclos| OF° DIL;;I:S- 3 | antigénes
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Fiche descriptive

Méthode de travail

Recommandations pour la pratique clinique (RPC)

Objectifs

L'objectif est d’actualiser les recommandations de I'Afssaps de 2002 intitulées
« Transfusions de globules rouges homologues : produits, indications, alterna-
tives » et d’aider les professionnels dans le cadre de leur prescription et dans le
suivi des malades transfusés.

Patients ou usagers
concernés

Tous les patients bénéficiant d’'une transfusion de globules rouges.

Professionnels concernés

Ces recommandations s’adresseront a I'ensemble des prescripteurs potentiels de
globules rouges et a tous les médecins exercant dans le cadre des établissements
de soins publics ou privés. Elles s'adresseront également aux acteurs du conseil
transfusionnel organisé par les structures de délivrance des produits sanguins
labiles.

Demandeur

Direction générale de la santé — Etablissement francais du sang

Promoteur

Haute Autorité de santé (HAS), service des bonnes pratiques professionnelles.

Financement

Fonds publics

Pilotage du projet

Coordination : Alexandre Pitard, chef de projet, service des bonnes pratiques
professionnelles de la HAS (chef de service : Michel Laurence)

Secrétariat : Jessica Layouni

Recherche documentaire

Stratégie de recherche décrite en annexe 2 des argumentaires

Réalisée par Virginie Henry avec l'aide de Renée Cardoso (chef du service
communication — information : Frédérique Pageés)

Auteurs des
argumentaires

Produits et examens immuno-hématologiques : Dr Georges Andreu, INTS, Paris -
Dr Anne Francois, EFS, La Plaine Saint-Denis.

Annexe CMV : Dr Georges Andreu, INTS, Paris

Participants

Organismes professionnels et associations de patients et d'usagers, groupe de
travail (président: Pr André Lienhart, médecin anesthésiste-réanimateur,
professeur des universités), groupe de lecture : cf. liste des participants

Conflits d’intéréts

Les membres du groupe de travail ont communiqué leurs déclarations publiques
d’intéréts a la HAS, consultables sur www.has-sante.fr. Elles ont été analysées
selon la grille d'analyse du guide des déclarations d'intéréts et de gestion des
conflits d’intéréts de la HAS. Les intéréts déclarés par les membres du groupe de
travail ont été considérés comme étant compatibles avec leur participation a ce
travail.

Validation

Avis de la Commission des recommandations de bonne pratique du 23 septembre
2014. Adoption par le College de la HAS en novembre 2014

Actualisation

L'actualisation de la recommandation sera envisagée en fonction des données
publiées dans la littérature scientifique ou des modifications de pratique
significatives survenues depuis sa publication.

Documents
d’accompagnement

Argumentaires scientifiques et synthéses de la recommandation de bonne
pratique, téléchargeables sur www.has-sante.fr
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