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1. LES DIFFERENTS TYPES DE CONCENTRES DE GLOBULES ROUGES
e Sang total

Le sang total a été le produit frés majoritairement ufilisé jusqu'a la généralisation de I'emploi des matériels plastiques
de prélévement. Par la suite, il aurait pu étre considéré comme le produit sanguin labile (PSL) idéal, notamment en
cas d'anémie aigué par saignement. Néanmoins, ses indications sont a présent trés limitées pour de nombreuses
raisons, parmi lesquelles nous ne retiendrons que celles liées a la qualité et a la disponibilité du produit.

Au cours de la conservation du sang fotal, les Iésions dues au stockage des constituants cellulaires (globules
rouges, plaquettes) et plasmatiques sont considérablement plus importantes que lors de la conserv ation des produits
correspondants (concentrés de globules rouges (CGR), concentrés de plaquettes (CP) et plasma frais congelé
(PFC)) préparés a partir du don de sang. Ces lésions de stockage sont responsables d'une diminution de I'efficacité
thérapeutique du produit transfusé (diminution de la recirculation des globules rouges et des plaquettes, diminution de
la concentration des facteurs de la coagulation) :

- Dans le cas des globules rouges, les lésions de stockage du sang total conservé seulement 21 jours sont au
moins équivalentes a celles du CGR conservé 42, voire 47 jours ;

- Dans le cas des plaquettes, les lésions sont considérables dés le premier jour de conservation du sang
total ; la concenfration des facteurs de coagulation labiles, en particulier les facteurs V et VI, diminue
également trés rapidement dans le sang fotal, alors qu'il est préserv é au-dessus de 70% de sa valeur initiale
dans le PFC.

Ainsi, pour avoir la méme efficacité thérapeutique que I'association d'un CGR et d'un PFC, il faudrait av oir recours a
du sang total conservé moins de 24 heures aprés le don. Ce délai est irréaliste du fait :
- des analyses effectuées sur chaque don de sang, et notamment du dépistage génomique viral pour les virus
VIH et VHC ;
- des impératifs de sélection des PSL en fonction non seulement des groupes sanguins ABO et RH1 (Rh D),
mais des phénoty pes RH (Rh) et KELL (Kell).

e Concentré de globules rouges

Un CGR est une suspension de globules rouges obtenue aseptiquement & partir d'une unité de sang total. Un CGR
contient une quantité résiduelle de plasma, qui peut aller jusqu'a 100 mL, ainsi que des plaquettes (quantité non
définie) et des leucocytes (< 5.10°).

Le CGR n'est plus utilisé aujourd’hui en France, a I'exception des programmes spécifiques de transfusion pré-greffe
d’'organe, dont il a été établi que I'efiet immunomodulateur était lié & la présence de leucocytes. En régle, il subit
systématiquement deux transformations, a savoir la déleucocytation et I'ajout d'une solution supplémentaire de
conservation (cf. 1.1.2.).

e Concentré de globules rouges d'aphérése homologue

Le concentré de globules rouges d’aphérese est obtenu par séparation des globules rouges et du plasma a I'aide d’un
séparateur de cellules. Il est possible d’'obtenir simultanément par ce moyen 2 CGR issus d’'un méme donneur, sous
réserve du respect de criteres restrictifs d'éligibilitt au don (poids supérieur & 65 kg, taille supérieure a 1,65 m et
concentation d’hémoglobine supérieure ou égale & 13,5 g.dL™).

Ce CGR est en tout point comparable au CGR issu de sang total [2], et peut subir les mémes transformations. Il n'est
donc pas utilisé tel quel, mais toujours aprés été fransformé par déleucocytation et ajout d’une solution
supplémentaire de conserv ation.
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La possibilitt de préparer simultanément 2 CGR issus d'un méme donneur permet de réduire I'ex position de patients
transfusés itératifs. Ce type de CGR peut donc étre envisagé pour la prise en charge de certains transfusés itératifs
[3], tels les patients porteurs de thalassémie majeure (cf. 4.3.1.1.) [4].

Comme les aufres PSL, les produits érythrocytaires peuvent subir, avant leur distribution, une ou plusieurs
transformation(s) ou recev oir une ou plusieurs qualification(s)! résumées dans le Tableau | [5].

Tableau | : Liste des transformations et qualifications applicables aux produits érythrocytaires.

TRANSFORMATIONS QUALIFICATIONS
Addition d'une solution supplémentaire Phénotypé
de conservation en phase liquide Compatibilisé
Déleucocytation CMV négatif
Déplasmatisation
Cryoconservation

Irradiation par les rayonnements ionisants
Préparation pédiatrique

Réduction de volume

Sang total reconstitué

Les principales caractéristiques des produits érythrocy taires transformés sont détaillées dans le Tableau II.

Tableau Il : Principales caractéristiques des produits érythrocytaires et de leurs transformations.

Contenu en Durée de conservation
hémoglobine (jours)
duit Vol L :

Produit Type de transformation par produt (g) Olurme (mL) Systéme clos Systeme
a’ve.c ouvert
adénine

Min | Moy | Max [ Min | Moy | Max | Oui | Non

I
Se'mg ota ) 408 - - 350 - 563 7 7
déleucocyté

b
CGRSAGM, 40¢ | 54 70 | 225 | 284 | 400 | 42 1
déleucocyté UA

b
CGR SAGM Déplasmatisé 35¢ | 51 | 66 6 heures
déleucocyté UA

b
C,GR SAGM, Cryoconservé 35 43 50 7€ 1
déleucocyté UA

b
CGR SAGM Irradié 40 | 54 | 70 | 230 | 280 | 410 | 42n1f
déleucocyté UA
CGR SAGMWP Réduction de volume 40 54 70 | 175 1

1 Une transfomation est une opération qui modifie en quantité (nombre de cellules, volume, milieu de suspension) ou en qualité (déplasmatisation,
imadiation, etc.) les caractéristiques du produit. Une transformation peut modifier la durée de conservation du produit avant utilisation.

Une qualification est liée aux caractéristiques du donneur lui-méme. Elle ne modifie ni le contenu ni la date de péremption du produit.

Les transformations sont associables entre elles; de méme, les qualifications associées au don. Transformations et qualifications sont
cumulables. Certaines transformations (addition d'une solution supplémentaire de conservation en phase liquide, déleucocytation, cryoconservation)
peuvent s'appliquer aux PSL érythrocytaires autologues.
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déleucocyté UA
b
C,GR SAGM, Sang reconstitué 40 | 54 70 | 320 1
déleucocyté UA
b
CF;R SAGM, Préparation pédiatrique 509 42 1
déleucocyté UA
Sang total 295 w0 | 283 123 i :
déleucocyté UE
CGR
al - | <4 24 21
déleucocyté UE 22 0] 8 0 35
CGR SAGM
a - <4 1 4 42
déleucocyté UE 22 0 | 155 340

a :valeurs réglementaires ; PSL tres rarement utilisé

b :issu de sang total ou d'aphérése

c : données de la banque de données nationale de controle qualité des PSL

d : données d'un établissement de I'EFS (année 2001)

e : aprés décongélation et mise en solution de conservation

f: 42 jours apres le prélévement, si l'iradiation est faite avant le 15¢ jour de conservation ;

24 heures apres l'iradiation, si elle est faite a partir du 15¢ jour de conservation.

g : chaque CGR transformé donne lieu a la préparation de plusieurs (minimum 4, maximum 8) préparations pédiatriques

1.1. TRANSFORMATIONS APPLICABLES AUX PRODUITS ERYTHROCYTAIRES
1.1.1. Addition d'une solution supplémentaire de conservation en phase liquide

Il est de régle d'ajouter une solution supplémentaire de conservation en phase liquide a la préparation des CGR,
permettant ainsi d'allonger leur durée de conservation. La réalisation sy stématique de cette transformation est justifiee
par de frés nombreuses études menées entre 1960 et 1984.

Simon [6] a été l'un des premiers & montrer que I'ajout au sang total d'adénine a la concentration de 0,5 uM.mL"’
permet une conservation prolongée du produit : aprés conservation 42 jours, la recirculation moyenne 24 heures
aprées transfusion était de 74% contre 49% pour les produits conservés en solution ACD simple. Cependant, lorsque
des CGR étaient préparés a partir de sang total prélevé sur des solutions contenant de I'adénine, sans ajout d'une
soluion supplémentaire de conservation, la quantité d'adénine et de glucose dans le surnageant ne permettait pas
une conserv ation au-dela de 35 jours [7], le facteur limitant le plus important étant I'nématocrite (Ht) du produit.

Les premiers essais de remise en suspension de CGR dans une solution de conservation & base d'adénine et de
glucose remontent a 1969, mais c'est essentiellement a partir de 1978 que ce procédé est devenu réellement
opérationnel. Hogman [8] a le premier développé la solution SAG (Saline, Adenine, Glucose). L'emploi de cette
solution aboutissait tout de méme a une hémolyse excessive aprés 42 jours de conservation [9], réduite par I'ajout
de mannitol [10]. La solution SAGM (Saline Adenine Glucose Mannitol), actuellement la plus utilisée permet, aprés 42
jours de conserv ation, une recirculation moy enne des globules rouges a 24 heures de 77,4 £ 4,7% [11].

Les solutions SAGM et ADSOL (cette derniére contient 60% de plus d'adénine et 2,5 fois plus de glucose ; elle n’est
pas employée en France, mais est trés utilisée aux USA) sont employées en routine depuis plus de 10 ans sans
que des effets indésirables aient été décrits.
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La principale crainte était la précipitation, théoriquement possible, dans les tubules rénaux de métabolites peu
solubles de l'adénine, en particulier la 2,8-Dioxy-Adénine [12]. Cette toxicité n'a en fait jamais été observée en
pratique clinique.

La seule situation clinique oU certaines craintes persistent a l'usage de ces solutions supplémentaires de
conserv ation est la période néonatale dans les cas de transfusion massive (= 1 masse sanguine), ce qui conduit, du
fait d'un accord professionnel, a recommander dans ce contexte des produits dits « frais », c'est-a-dire conservés 3
a 7 jours au maximum2, En fait, la quantité de solution SAGM effectivement injectée chez le nouv eau-né est en régle
trés inférieure au seuil de toxicité estimé de ses divers composants. Une foxicité rénale de 'adénine est un risque
théorique possible, mais qui n’a en pratique jamais été rapportée en raison de la faible quantité d’adénine injectée.
Celle-ci est en regle générale trés inférieure au seuil estimé de toxicitt de ses différents métabolites, chez le
nouv eau-né comme chez l'adulte. Une enquéte faite en lle-de-France a montré que 75% des CGR utilisés dans les
services de Néonatalogie interrogés contenaient du SAGM [13].

Le CGR avec solution supplémentaire de conservation en phase liquide (« CGR SAGM ») doit donc étre considéré
comme le produit éry throcy taire de base3, utilisable dans quasiment toutes les situations cliniques.

1.1.2. Déleucocytation

La déleucocytation des CGR est obtenue par filfration* soit du sang total, soit du CGR aprés séparation du plasma.
En France, la déleucocytation est toujours réalisée au cours du processus de préparation du CGR et non au lit du
malade transfusé. Elle a donc toujours lieu avant la période de stockage du CGR. Cette méthode permet d'assurer
une déleucocy tation plus efficace et une régularité des performances beaucoup plus grande que la déleucocy tation
au lit du patient. II est donc important, dans l'analyse des publications relatives & la déleucocytation, de bien
difiérencier ces deux procédés. L'utilisation des produits sanguins déleucocytés a fait I'objet de controverses dans la
décennie 1980-1990 [14]. Les travaux du Groupe de Travail « PSL » de la Société Francaise de Transfusion
Sanguine [15] sont concordants avec ceux du groupe de fravail international BEST (Bio Excellence for Safer
Transfusion). Bien que les valeurs « seuil » du nombre de leucocytes résiduels soient souvent difficiles a définir, il
est clair que les bénéfices cliniques attendus en dépendent. Certains filires d'écran [16] permettent de réduire la
quantitt de micro-agrégats responsables de certaines complications transfusionnelles (réactions fébriles non
hémoly tiques, infilrats pulmonaires). Mais I'appauvrissement en leucocytes ainsi obtenu n'est pas suffisant pour
prévenir d'autres complications liées aux leucocytes, telles linfection par le cytomégalovirus (CMV), I'allo-
immunisation et limmunosuppression post-ransfusionnelle.

Les CGR standard contiennent 2 000 & 5 000.10° leucocytes. Les CGR déleucocytés en contenaient moins de 5.10°
en 1990 (<3log de réduction) et moins de 1.10° en 1992 (=3 log de réduction). Cette derniére exigence est
actuellement appliquée dans la réglementation frangaise [5] : les établissements de transfusion sanguine doivent
pouv oir établir par I'analy se statistique des contrles de qualité effectués que, pour un degré de confiance de 95%, la
probabilitt que des CGR contiennent plus de 1.10° leucocytes concerne moins de 3% de la production [17]. Ces
résultats ne sont obtenus qu'a condition d'observer une méthodologie rigoureuse et bien standardisée et de réaliser
des controles de qualité [18]. L’analyse des contréles de qualité sur 5 mois de production nationale ont montré que
'ensemble de la production frangaise répondait a la norme en 1999 [19]. La mise en place d'un recueil national

2 Le terme « produits frais » ne comespond ni a une transfomation, ni a une qualification reconnue, mais a un usage de langage.

3 Dans le reste de ce texte, nous utiliserons I'ex pression courante CGR « standard » pour parler des CGR et des CGR SAGM n'ayant subi aucune
transformation (autre que I'addition d'une solution supplémentaire de conservation en phase liquide) et n'ayant regu aucune qualification.

4 L'ex pression usuelle CGR « filtré » doit étre systématiquement abandonnée pour celle de CGR « déleucocyté ».
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informatisé des données de contrble de qualitt des PSL a permis de confirmer que le pourcentage de CGR
déleucocytés non conformes restait en 2001 autour de 1% de la production nationale, la médiane des leucocy tes
résiduels se situant autour de 0,04.10° par CGR.
La présence de leucocytes dans les CGR peut interférer avec les Iésions de conservation des globules rouges. Sur
le plan clinique, les leucocytes peuvent étre a l'origine de nombreux autres effets secondaires [20] :

- réactions d'intolérance immédiate a ty pe de frissons-hy perthermie ;

- ransmission directe de micro-organismes variés (virus, bactéries) ;

- réactivation virale chez le receveur ;

- stimulation allogénique dans les sy stéemes de groupes sanguins portés par les leucocytes ;

- réaction du greffon contre I'héte (GVH) aigué chez les receveurs immuno-incompétents ;

- état d'immuno-suppression post-fransfusionnelle.

Les avantages attendus de cefte fransformation ont conduit, en 1996, le Comité du Suivi de la Sécurité
Transfusionnelle & recommander la pratique systématique de la déleucocytation [21]. Il s’agit d'une obligation
réglementaire en France depuis le 1 avril 1998 [22].

1.1.2.1. Déleucocytation et Iésions de stockage des globules rouges

Il a été suggéré que des enzy mes d'origine leucocy taire pouv aient av oir un effet délétere sur les globules rouges lors
de la conservation des CGR [23, 24]. Hogman [9] a effectivement démontré que des enzy mes leucocy taires étaient
a l'origine de I'hémolyse au cours de la conservation. Cependant, les enzymes des poly nucléaires ne sont pas
seuls en cause, et les altérations protéiques de la membrane du globule rouge peuvent également étre dues a des
protéases endogenes des globules rouges [25]. Une étude réalisée sur deux groupes de brllés recevant soit des
PSL filrés avant stockage soit des PSL non filirés a montré que la réduction leucocy taire diminuait significativement
les besoins en transfusions (p <0,05). Dans le méme temps, les quantités de différents substances bioactives
augmentaient significativement (p < 0,05) chez les patients du groupe recevant des PSL non filirés, et, soit restaient
inchangées soit diminuaient chez les patients du groupe recevant des PSL filtrés [26].

La déleucocytation, & condition d'étre pratiquée précocement aprés le prélevement de sang du donneur, permet de
diminuer les lésions de stockage [27-29]. Dans ces trois études [27-29], la préparation et la déleucocytation des
CGR étaient effectuées dans un délai inférieur & 24 heures aprés le don.

Angué et al. [28] ont comparé 24 CGR SAGM standard avec 24 CGR SAGM déleucocytés. Le contenu moyen en
leucocytes était de 3,06.10%lans les CGR non déleucocy tés et de 6.10° dans les CGR déleucocytés. Pietersz et al.
[27] ont utilisé comme produits de référence 10 CGR SAGM appauvris en leucocytes ayant un contenu moyen en
leucocytes de 0,675.10°. La déleucocy tation était effectuée dans deux conditions différentes : la purge et le ringage
du filtre étaient effectués avec une solution saline phy siologique dans 14 cas, avec la solution SAGM dans 15 autres
cas. Les CGR déleucocytés avaient un contenu moyen en leucocytes de 0,7.10° dans les deux cas. Riedner et al.
[29] ont comparé 10 prélévements de sang total en solution CPDA et 10 prélévements identiques filirés dans un délai
de 6 heures aprés le prélévement. Cette derniére publication ne fournit pas les résultats concernant le contenu
leucocy taire des produits, mais indique seulement un niveau de déplétion de 98,3%.

Ces frois études [27-29], ont permis de montfrer que la déleucocy tation :

- permet une meilleure préserv ation de la concentration d'adénosine tri-phosphate (ATP) infra-éry throcy taire ;
- n'a pas d'influence significative sur la concentration de 2,3-diphosphogly cérate (2,3-DPG) infra-éry throcy taire ;
- enfraine une diminution de la production de lactate et de la consommation de glucose dans le surnageant, ce
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dernier effet étant particuliérement marqué dans les 2 premiéres semaines de conserv ation ;

- enfraine une diminution du relargage de LDH (lacticodéshy drogénase) et de potassium dans le surnageant ;

- réduit significativement I'hémolyse a 42 jours lorsque le produit de référence est le sang total prélevé sur
CPDA ou le CGR SAGM. Mais, en cas de déleucocytation, I'hémolyse n'est pas différente de celle des
CGR SAGM appauvris en leucocytes. Des résultats analogues ont été décrits avec des CGR en solution de
conserv ation ADSOL [30].

Dautres travaux ont montré que l'accumulation de cytokines d'origine leucocytaire, démontrée dans le cas des
produits plaquettaires [31-33], est également retrouvée dans le surnageant des CGR SAGM [34]. De surcrof, la
déleucocytation permet, au moins dans certains cas, de réduire également la concentration plasmatique des fractions
activées C3a et C5a du complément [35].

Deux revues sur ce sujet peuvent également éfre consultées, I'une relativement ancienne [36], et l'autre plus
récente [37].

1.1.2.2. Déleucocytation et réactions d'intolérance de type frissons-hyperthermie aprés transfusion de
CGR

Le syndrome frissons-hyperthermie, ou réaction fébrile non hémolytique (Febrile Non Hemolytic Transfusion
Reaction ou FNHTR des auteurs anglo-saxons), est défini comme une élévation thermique de 1°C ou plus,
survenant en méme temps que la transfusion ou & son décours immédiat, aprés exclusion des autres causes de
fievre.

Des études menées dans les années 50 [38-40] avaient établi une trés forte corrélation entre les réactions de ty pe
frissons-hy perthermie & la suite de transfusion de sang total et la présence d'anticorps dirigés contre les leucocy tes.

Un autre travail [41] mettait particuliérement en valeur le réle de la quantité de leucocytes, évaluant, a partir d'une
seule observation, a 0,4.10° la quantité « seuil » de leucocy tes capable de produire une réaction fébrile. Ces travaux
étaient confortés par une autre étude sur 8 patients établissant a 0,25.10°la quantité minimale de leucocytes capable
de provoquer une réaction fébrile, et décrivant une corrélation entre la quantité de leucocytes transfusés et I'élév ation
thermique post-transfusionnelle [42].

En réalité, les conclusions de ces tfravaux ont été a tort généralisées par la suite, sans tenir compte de leur fragilité
eu égard aux effectifs de patients étudiés, et sans méme les relire avec attention : dans I'étude de Payne par
exemple [40], il est bien précisé que seuls 32 des 49 patients (soit 65%) ay ant présenté des réactions fébriles post-
transfusionnelles étaient porteurs d'anticorps dirigés contre les leucocytes. De plus, les produits transfusés dans les
années 50 étaient essentiellement du sang total conserv é pendant peu de jours, qu'il est difficile d'assimiler aux CGR
utilisés actuellement.

Il est bien établi aujourd’hui que les réactions frissons-hy perthermie sont non seulement corrélées a la présence
d'anticorps anti-HLA ou anti-granuleux, et donc dans ce cas a la lyse des leucocytes présents dans les produits
sanguins, mais qu'elles sont au moins aussi souvent présentes en dehors de toute immunisation. Une forte
corrélation a été établie entre ces réactions et la présence de cytokines dans les produits sanguins, essentiellement
IIL-1, I'lL-6, et le TNF-a. Cette corrélation est bien démonftrée dans le cas des produits plaquettaires [43-46], et
également pour les CGR [47].

Les études cliniques publiées dans ce domaine sont peu nombreuses.
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Dans le cas de CGR partiellement déleucocytés par élimination de la couche leucoplaquettaire, une étude
réfrospective a analysé les réactions fébriles post-transfusionnelles [48] sur deux périodes de 2 ans (1977-1979 et
1980-1981) pour un nombre équivalent de produits transfusés (17 491 et 17 160 respectivement), les CGR appauv ris
en leucocytes étant utilisés au cours de la deuxiéme période : l'incidence de ces réactions est réduite environ de
moitié (de 0,314% & 0,157%) avec les CGR appauvris en leucocy tes.

Dans le cas de CGR déleucocytés par filtration, on peut relever une étude prospective randomisée [49] et deux
études rétrospectives, I'une comparative [50] et I'autre non [51].

Pour Williamson [49], la déleucocytation n'affecte pas l'incidence des réactions fébriles. Dans un essai randomisé
chez des patients ayant des hémopathies malignes, comparant des PSL cellulaires (CGR et CP) déleucocytés ou
non, la prévalence de patients présentant des réactions fébriles au cours des transfusions est analogue dans les
deux groupes : 20/59 (34%) dans le groupe recevant les produits déleucocytés et 19/51 (37%) dans le groupe
recevant des produits standard. Cependant, trois aspects particuliers de cette étude doivent étre pris en compte :
d'une part les réactions dues aux transfusions de plaquettes et de CGR ne sont pas analy sées séparément, d'autre
part il y a une perte d'informations importante dans I'analyse des réactions fébriles (absence d'informations pour 19
patients sur un effectif total de 129), et, enfin, la déleucocytation est réalisée par filtration au lit du patient dans des
conditions non optimales pour une bonne qualité de déleucocy tation.

Dans une étude rétrospective comparant des groupes historiques chez des patients thalassémiques poly transfusés,
Sirchia [50] rapporte des résultats beaucoup plus marqués. La prévalence des réactions passe de 11% en cas de
transfusions utilisant des CGR appauvris en leucocytes (période 1980-1982, 3 148 transfusions) a moins de 1% en
cas de transfusions utilisant des CGR déleucocytés (période 1985-1988, 3 421 transfusions). Dans les mémes
groupes, la prévalence des patients présentant des réactions ftransfusionnelles passe de 61% & moins de 10%.
Cependant, l'incertitude méthodologique concernant notamment le relevé des réactions amoindrit la valeur de ces
résultats.

Dzieczkowski [51], dans une population de patients d'onco-hématologie suivis pendant 'année 1993, reléve une
fréquence de réactions fébriles aprés transfusions de CGR déleucocytés (contenu en leucocy tes inférieur & 107) de
2,15% (152 réactions sur 7 080 transfusions).

L'effet de la déleucocytation systématique des CGR avant stockage sur les réactions de frissons-hy perthermie chez
les patients transfusés a été objectivé en situation de fonctionnement de routine par comparaison historique, montrant
une réduction sensible (d'un facteur 4) de la fréquence de ces réactions [52].

1.1.2.3. Déleucocytation et prévention de la transmission de micro-organismes

La transmission de virus par transfusion peut se faire soit par le plasma (virémie plasmatique), soit par des cellules
infectées (leucocytes principalement) selon la phase de l'infection et la répartiion des virus dans le sang. Il est établi
que la déleucocytation est efficace dans la prévention de la transmission des virus intraleucocy taires stricts, tels le
CMV (infectant les granulocytes et les monocytes) et probablement les virus HTLV (infectant les lymphocytes T).
Mais il est possible qu'elle puisse aussi contribuer a améliorer la sécurité vis a vis des virus a la fois intra- et
exfracellulaires (virus des hépatites, VIH) en diminuant la charge virale. Elle pourrait alors contribuer a diminuer les
risques de fransmission virale liés, d'une part, a la phase des séroconversion non détectée par les tests de
dépistage sur les dons, et, d'aufre part, a 'absence de test de dépistage (virus HHV6 par exemple).
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e Prévention de la transmission du CMV

Le cytomégalovirus humain (CMV ou HHVS5) est un virus a ADN qui appartient au sous-groupe des beta
herpesviridae. Comme tous les virus Herpés, le CMV reste présent chez I'hote infecté toute sa vie durant. Passée la
période de primo infection, il demeure sous forme latente, sa réplication étant réduite ou bloquée par le systéme
immunitaire de I'héte. Cependant, dans certaines circonstances, la réplication virale peut reprendre : on parle alors
de réactivation. Par ailleurs, un individu déja porteur d'un CMV peut étre infecté par un nouvel isolat viral : on parle
alors de réinfection.

Le CMV est exprimé en abondance sous forme libre chez l'individu en phase active d'infection dans les sécrétions
(salive, urine, lait, sperme) [53] ce qui explique sa trés large diffusion dans la population. En revanche, dans le
sang, il n‘est en regle 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 [54-58]. Le virus peut éfre transmis de fagon bidirectionnelle entre les monocytes et les
cellules endothéliales [59]. Ces derniéres sont un élément important de la dissémination virale notamment vers les
poly nucléaires en cas d'infection active.

Historiquement, le CMV a été identifié comme le virus responsable d’'une atteinte neurologique du feetus, la maladie
des inclusions cytomégaliques, qui lui a donné son nom, et qui correspond a la conséquence la plus grave de la
primo infection de la mére en cours de grossesse. Néanmoins, le CMV peut étre considéré comme un virus dont les
conséquences sont en régle négligeables chez son hote [60] : 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 (foetus, prématuré) [61, 62] soit de fagon congénitale (déficits immunitaires combinés
sévéres), soit enfin de fagon acquise (infection & VIH, conditionnement et traitement d’entretien aprés transplantation)
[63, 64], sans oublier le risque d'atteinte foetale lors d'une primo-infection chez la femme enceinte, qui est de l'ordre
de 40% [65].

Dans toutes ces circonstances, linfecton a CMV peut revétir des manifestations cliniques majeures digestives,
hépatiques et surtout pulmonaires avec un risque élevé de mortalité [66].

- Transmission du CMV par transfusion sanguine

Les caractéristiques de l'infection virale décrites précédemment se retrouvent en cas de transmission par transfusion
sanguine : la transmission chez le receveur avec un statut immunitaire normal est soit asy mptomatique soit
caractérisée par un syndrome mononucléosique sans conséquence a long terme pour le receveur [67, 68]. Cette
transmission du CMV par transfusion a été décrite initialement au milieu des années 1960, aprés fransfusion massive
de sang total conservé moins de 48 heures [69-72]. Elle a ensuite été décrite dans d’'autres circonstances cliniques
[73, 74]. En regle, la prévalence de la transmission chez les patients immunocompétents est de l'ordre de 1 & 2%
[75, 76].

A cbété des receveurs de produits sanguins labiles (PSL) avec un statut immunitaire normal, les populations a risque
d'infecion & CMV post-transfusionnelle avec des conséquences cliniques graves ont été clairement identifiés [77,
78] :

- les nouveau-nés prématurés nés de mére non porteuse du CMV [61, 77, 79-89] ;

- les patients traités par allogreffe de cellules souches hématopoiétiques [90-101], et par extension, les patients

traités pour une pathologie jusfifiant un traitement ultérieur par allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

[77, 102-104] ;

- les receveurs de greffes d'organe [63, 64] ;

- les femmes enceintes non porteuses du CMV, le risque étant dans ce cas pour le feetus [62, 65] ;
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- les patients splénectomisées [105, 106].

L'analy se de la transmission par transfusion du CMV a été réalisée dans ces populations a risque. Dans I'immense
majorité, ces études ont concerné des patients iniialement considérés comme non porteurs du CMV, avec les outils
diagnostiques de I'époque, a savoir la recherche d’anticorps anti-CMV, dont la sensibilité est sans comparaison avec
les techniques actuelles de diagnostic d'infection a CMV [107, 108]. A noter que, en cas de transplantation 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 [109]. Les études chez ces patients ont donc considéré les situations ol
donneur et recev eur d'allogreffe étaient non porteurs du CMV.

L’analy se de ces travaux montre que, chez les patients a risque d'infection grave @ CMV tels que les nouveau-nés
[79-81, 84, 85, 88], les leucémies aigués [102, 103], et les allogreffes de cellules souches hématopoiétiques [91, 93-
96], la transmission du CMV par transfusion sanguine touche en moyenne 22% d’entre eux (extrémes 4,6% a 53%)
en l'absence de moyen de prévention. Ces pourcentages variant considérablement d’'une étude a l'autre pour les
nouv eau-nés (extrémes 4,6% a 53%), et beaucoup moins pour les allogreffes de cellules souches hématopoiétiques
(extrémes 20% a 32%). Dans tous les cas, cette prévalence de la fransmission chez les patients a risque est frés
supérieure a celle observée chez les receveurs immunocompétents, de 'ordre de 1 a 2% [75-76]. Une situation
intermédiaire est observée chez les hémodialy sés, avec une prévalence de 12,5% [110].

- Moyens de prévention de la transmission du CMV par transfusion sanguine
0 Sélection de donneurs non porteurs du CMV :

Les premiers fravaux dans ce domaine remontent a plus de 20 ans [80, 81], et ont largement montré I'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 fagon stable chez lindividu porteur du CMV sous sa forme latente, mais également les premiers
anticorps de nature IgM formés lors d’'une primo infection. En pratique, il existe a ce jour de nombreux tests ELISA, et
un test d'agglutination passive au latex qui répondent a ces critéres.

Bien que nous ne disposions que de peu d'études avec d’authentiques séries comparatives, I'accumulation de
données relatives aux études menées avec la tfransfusion de PSL issus de dons CMV négatifs nous semble
informative. L'analyse de 13 études [76, 77, 79-81, 86, 91-96] montre que le pourcentage de patients contaminés
décroft, toutes pathologies confondues, de 23% en moyenne (extrémes 5%-53%) a 1,5% (extrémes 0%-14%)
(Tableau I11).

Les résultats des études cliniques et la meilleure compréhension des conditions confribuant a l'infectivité du CMV
indiquent néanmoins que cette méthode de sélection des donneurs a des limites difficiles a réduire.

Les causes d’échec de la sélection de dons CMV négatifs sont de plusieurs ty pes, la part de chacune d’entre elles
étant difficile a évaluer.

Fenétre sérologique :

Comme pour toute infection virale, il existe une période muette sérologiquement aprés le contage, au cours de
laquelle le virus est déja présent, et le PSL contaminant.

Ce mécanisme joue slrement un role essentiel dans les échecs de la prévention par la sélection sérologique seule.
Il n'est pas possible actuellement de calculer de fagon rigoureuse le risque correspondant a la fenétre sérologique
pour le CMV car d'une part nous ne connaissons pas avec précision la durée de la fenétre sérologique, et d’autre
part il n'y a pas de données disponibles sur les cas incidents dans les établissements de tfransfusion sanguine.
Cependant, il peut étre intéressant d’en faire une estimation en France, ou la prévalence des donneurs CMV positifs
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est de 'ordre de 50 a 60% selon les régions, et ou l'incidence de ce marqueur peut étre évaluée entre 0,5 et 1%
[76] :

- En considérant les années 1996-1998, on peut estimer a partir des statistiques de 'AFS et de I'EFS le
nombre de dons homologues & 13 500 000. Parmi ces dons, 11 500 000 sont issus de donneurs réguliers.
En considérant que 40% des dons sont CMV négatifs et que chaque donneur régulier a donné en moy enne
3 fois en 2 ans, on peut estimer le nombre de dons CMV négatifs & 4 600 000 correspondant & environ
1530 000 donneurs CMV négatifs. Dans cette hy pothése, et pour un taux d'incidence de 0,5%, on peut
évaluer le nombre de cas incidents sur la période a 23 000.

- La durée de la fenétre sérologique du CMV n'est pas connue. Néanmoins, en faisant I'hy pothése qu'elle est
de 40 jours (comprise entre 25 et 90 jours) et en appliquant la formule de Schreiber [111], en utilisant
I'estimation du paramétre personne-années pour la période 1996-1998 a 2 405 000 [112] on peut évaluer le
risque de transfuser un don séronégatif pendant la fenétre sérologique a 1 pour 954 PSL (extrémes :
1/1545-1/419).

- Sachant que certains patients a risque tels les receveurs dallogreffe de cellules souches regoivent en
moy enne 20 PSL, la probabilité qu'un don transmetteur du CMV soit transfusé est de I'ordre de 2,1%.

La fréquence d’observation de transmission du CMV chez les patients pris en charge de cette fagon estde 1,51%
(Tableau I11) ; elle est compatible avec cette évaluation.

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 CGR ou d’'un CP. Par exemple, en cas de présence d’un
alloanticorps, la disponibilité du phénoty pe compatible sera prioritaire par rapport 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 chez 107 patients recevant en moyenne 19 concentrés de
globules rouges et 105 concentrés de plaquettes [90, 91] :

- D'emblée, 3 d'entre eux ne peuvent pas étre pris en charge par des produits séronégatifs pour des motifs
immunologiques : 2 d'enfre eux ont un anticorps anti-éry throcy te et le troisiéme, réfractaire aux tfransfusions
de plaquettes est transfusé prioritairement par des concentrés HLA compatibles.

- Pour les 104 autres patients :

- 14 ont finalement recu au moins un PSL séropositif au cours de leur fraittment : parmi eux, 3
infections a CMV sont observ ées, dont une avec pneumopathie interstitielle ;

- Les 90 patients restant ont tous recu des produits séronégatifs tout au long de leur aplasie post-
greffe : parmi eux, une infection @ CMV est observ ée.

Les résultats de la recherche d’ADN viral chez les donneurs séropositifs sont trés hétérogénes dans la littérature :
0/100 [113], 0/155 [114], 7/86 [115], 8/101 [116], 60/145 [56], et 250/252 [117].

Les techniques initialement développées étaient non quantitatives, leur sensibilitt mal établie, leurs méthodes
d'exfraction et d’amplification étaient trés hétérogénes et leur reproductibilité interlaboratoire était faible [105]. Nous
disposons a présent de techniques quantitatives avec une bonne reproductibilité [54, 118], et cependant le méme
phénoméne est retrouv é.

La détection de 'ADN du CMV est inconstante chez les donneurs porteurs d'anticorps :

Dans quelques études [54, 56], il a ét monté que chez certains donneurs séropositifs sans ADN viral décelable
initialement, 'ADN viral peut étre détecté lorsque la recherche est répétée dans le temps.

Des données particulierement informatives sont fournies par I'étude de Dumont [54] : au cours de deux années
consécutives, une recherche d’ADN viral par technique quantitaive (QA-PCR) a été effectuée sur des cohortes de
donneurs de sang séropositifs pour le CMV dans deux localités différentes des USA, Norfolk et Denver. Le taux de
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résultats positifs a varié de 0 a 95%, les positivités étant pratiquement toutes observées pendant une période trés
courte de l'ordre d’'un mois, et correspondant exactement avec la période de présence maximale de pollen (avril a
Norfolk et juillet & Denver). Le méme phénoméne a été observé 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 [56], il est clair qu'un donneur de sang séropositif pour le CMV et donc
porteur latent peut ne pas étre détecté par la recherche de 'ADN viral.

Si 'on considére que la quantitt d’ADN viral est un facteur important de la fransmission du CMV par les PSL, on peut
donc retenir qu'un donneur séropositif n'est sans doute pas constamment susceptible de transmettre le CMV, mais
que nous ne disposons d'aucun moyen simple pour détecter les périodes pendant lesquelles il est plus susceptible
de le fransmettre.

L’ADN du CMV est détecté chez des donneurs apparemment dépourvus d'anticorps :

Le développement des méthodes de recherche directe d’ADN viral par PCR a permis de metire en évidence que
beaucoup d'individus non porteurs d’anticorps anti-CMV étaient en fait porteurs de virus [56, 105, 115, 119].

Ces cas peuvent éfre considérés comme des séroréversions, ou 'absence prolongée de réplication virale conduit a
la diminution des anticorps en dessous du seuil de détection.

Ces données laissent donc a penser qu'une proportion de l'ordre de 15% [56] a 35% [115], 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. Cependant, il faut noter que dans ces cas, comme dans celui
de la majorité des porteurs du CMV sous forme latente, la quantité de leucocytes circulants porteurs d’ADN viral est
probablement frés faible et que chaque leucocyte concerné contient un nombre restreint de copies de génome viral.
Cependant, nous ne disposons pas d'information sur le suivi a long terme de ces sujets ni sur leur dy namique de
formation d’anticorps en cas de réactivation virale. En fout état de cause, nous devons les considérer de fagon
pragmatique comme des individus susceptibles de transmission du CMV, au moins a 'occasion d’une réactivation
virale, le cycle de production de virus durant 48 a 72 heures [120], et donc devangant la réponse immunitaire
secondaire.

La quantité d’/ADN du CMV dans le sang peut étre importante au cours de la séroconversion :

Au moment de la primo-infection, TADN du CMV est présent en grande quantité dans les leucocytes. Il peut étre
détectt en quantitt beaucoup plus faible dans le plasma, y compris dans des cas de séroconversion
asy mptomatique, et en 'absence d'anticorps décelable.

Dans une étude récente, sur 33 donneurs de sang séropositifs testés 250 fois, TADN du CMV n’a jamais ét détecté
dans le plasma ; en revanche, chez 168 donneurs analysés & 336 reprises au cours de leur séroconversion, de
I'ADN de CMV a été refrouv é dans le plasma chez 3 d'entre eux, une fois avant I'apparition d'anticorps, et deux fois
simultanément a l'apparition d’anticorps [121]. Cette étude illustre bien l'existence de la fenétre sérologique et le
risque de fransmission résiduel malgré la sélection des PSL séronégatifs.

En fout état de cause, on congoit aisément que la non disponibilitt de PSL serait considérablement aggrav ée si les
techniques de détection d’ADN viral étaient mises en ceuvre par défaut de sensibilité des tests sérologiques.

o Déleucocy tation :
Le role des leucocytes comme vecteur quasi ex clusif 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, notamment les
poly nucléaires, jouant un réle de dissémination virale en cas de primo-infection ou de réactiv ation [58].
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La premiére démonstration de leficacité de la déleucocytation est venue de l'utilisation des CGR congelés /
décongelés, dontil a été bien établi, sur un nombre cumulé de plus de 200 patients, que I'efficacité pour la prévention
de la fransmission du CMV est au moins analogue a celle des PSL CMV négatifs [84, 85, 110, 122, 123]. Ces
produits ont un contenu leucocytaire moyen inférieur @ 5 millions de leucocytes, et qui peut atteindre
ex ceptionnellement de 10 a 15 millions de leucocytes [124].

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

Une série importante d'études entreprises avec des PSL déleucocytés (Tableau 1V) a permis de documenter
lefficacité de la méthode sur un effectif cumulé -toutes études et toutes pathologies confondues- de plus de 600
patients [77, 84, 85, 88, 93, 96-101, 103, 104, 110, 122, 123, 125].

Une seule étude comparant la sélection des donneurs CMV négatifs et la déleucocytation a été réalisée [95] :

- Dans une premiére analy se ne prenant pas en compte les infections CMV survenues dans les 3 premiéres
semaines aprés fransplantation (pour éliminer toute cause d'infection non transfusionnelle) et étudiant la
période du 21¢me au 100¢me 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 déleucocy tation.

- Cependant, en prenant en compte secondairement les 5 patients (2 dans le groupe CMV négatif et 3 dans le
groupe déleucocy tation) qui avaient développé une infection & CMV au cours des 3 premieres semaines
aprés fransplantation, et en considérant ceux qui avaient développé des symptomes liés a l'infection a
CMV, a savoir 0/4 dans le groupe CMV négatif et 3/6 dans le groupe déleucocytation, l'incidence de la
transmission n’était toujours pas significativement différente entre les deux groupes, mais l'incidence de la
maladie CMV le devenait: p = 0,03.

- Enfin, en poursuivant 'analyse au-dela du 100¢me jour, 2 maladies CMV étaient observées chez les 4
receveurs de PSL CMV négatifs, la situation des receveurs de PSL déleucocytés demeurant inchangée
avec 3 maladies CMV chez 6 patients, la difference entre les deux groupes n'étant significative ni pour
lincidence de l'infection ni pour celle de la maladie a CMV.

Cette étude peut éfre considérée comme exemplaire sur le plan de la méthode d'inv estigation clinique (tirage au sort,
patients comparables entre les deux groupes). On peut en revanche la considérer comme discutable, voire
médiocre en terme de méthode de déleucocytation (cf infra: causes d'échec de la déleucocytation), la méthode
utilisée étant la déleucocy tation au lit du patient.

= Causes d’échec de la déleucocy tation :

Qualité de la déleucocytation :

C’est la premiére cause d'échec identifiable sans ambiguité dans toutes les études qui ont eu recours aux techniques
de déleucocytation au lit du patient. Cette pratique qui a été longtemps la reégle dans certains pays (ltalie, USA)
cumule les risques de transfusion d’'une quantité importante de leucocytes. En effet, les filfres qui étaient utilisés
jusqu'a une période toute récente pour les CGR avaient une meilleure efficacité de fitration & des températures
proches de +4°C, et a des débits de filfration de I'ordre de 30 a 50 mL.min"' [126, 127]. Ces deux conditions sont
trés loin de celles d’une transfusion au lit du malade, ou le débit de perfusion est de I'ordre de 5 & 10 mL.min", et ou
la température du PSL est proche de la température de la chambre. De surcroft, il n'était pas rare, lorsque 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.
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Les auteurs préconisant ['ufilisation 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 2.10° leucocy tes et 5% de CGR
contenant plus de 5.10° leucocytes, avec des valeurs allant de 12 a 233.10° leucocy tes résiduels [128, 129]. Ces
données sont & comparer avec celles actuellement disponibles en France, ou dans le cadre d'une enquéte nationale
réalisée en 1998-1999, seuls 6 CGR sur 1000 contenaient plus de 2.10% et 1,7 CGR sur 1 000 plus de 5.10°
résiduels [19], et oU, dans les données du premier trimestre 2001 de I'ensemble des laboratoires contrbles qualité
des établissements de I'EFS, 2 CGR sur 1000 contenaient plus de 2.10° et 0,5 CGR sur 1000 plus de 5.10°
résiduels.

Enfin, si 'on examine de fagon critique les publications quant a la technique de déleucocytation, on peut constater
que les transmissions identifices de CMV correspondent toutes a l'utilisation de la filtraion au lit du patient (Tableau
V).

Réservoir cellulaire du CMV dans le sang :

A la phase latente de l'infection le réservoir de virus dans le sang est exclusivement constitué d'une fraction des
monocy tes [54, 56, 57, 130, 131]. L'analy se de la formule leucocy taire des PSL déleucocytés est rendue difficile par
leur faible concentration, en général inférieure & 200 par mL. Néanmoins, certaines études ont permis de montrer qu'il
n'y avait pas d’augmentation relatve de la concentration en monocytes [132, 133]: dans les concentrés de
plaquettes d’aphérése déleucocytés, que ce soit par filtration ou par le processus de traittment du sang dans le
séparateur de cellules, les monocytes représentent 0 & 12% des leucocy tes résiduels.

Présence de virus dans le plasma :

Au moment de la primo-infection la multiplication virale est intense, non seulement dans les sécrétions, mais aussi
dans les nombreuses cellules leucocy taires, monocytes, mais aussi granulocytes [54, 59]. La charge virale est trés
supérieure a celle observ ée lors de la phase de latence.

Il est donc possible, a ce stade, que des virus libres [121] soient présents dans le plasma, et donc échappent au
processus de déleucocy tation.

Si cette hypothése était confirmée, il serait possible d’en conclure que les deux techniques de prévention, recherche
d'anticorps et déleucocytation, peuvent éfre prises en défaut au méme stade d’évolution de linfection chez les
donneurs de sang.

Néanmoins, nous savons a présent que les techniques habituelles d’obtention de plasma n’éliminent pas totalement
les leucocytes. L'hypothése alternative pourrait ére que la faible quantitt dADN CMV détectée dans le plasma
correspond a la présence d’une petite quantité de cellules infectées résiduelles. Si cette hy pothése était confirmée, il
serait possible de conclure que I'amélioration des techniques de déleucocytation pourrait contribuer a réduire ce
risque.

Des fravaux complémentaires sont indispensables pour étay er ces hy pothéses.

= Apport de la biologie moléculaire pour la connaissance de I'efficacité de la déleucocy tation :

Quelques études ont été réalisées recherchant la présence d’ADN de CMV dans les PSL déleucocy tés.
Certaines, qui ne mettent pas en évidence d'ADN de CMV aprés déleucocy tation [134], méritent un examen critique
en terme de sensibilité. En effet, en cas d'ufilisation de technique sensible et quantitative, il est possible de détecter
cet ADN : 7/32 cas dans I'étude de Dumont [54], si I'on considére le seuil de détection ex rémement sensible de 4
équiv alent-génome/mL.
Rappelons ici brievement les données suivantes :

- De 'ADN de CMV peut étre détecté chez 15 a 35% des donneurs de sang dépourvus d'anticorps ant-CMV

décelable [56, 117] ;
- De 'ADN de CMV peut éfre détecté dans le plasma en faible quantité en cours de séroconversion [121].
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La premiére donnée indique clairement que I'on peut ransfuser du sang séronégatif pour le CMV et contenant tout de
méme de 'ADN de CMV, et la deuxiéme montre que la faille éventuelle dans la prévention de la fransmission du
CMV par déleucocytation concerne la phase trés bréve au cours de la séroconversion ou des particules virales
peuv ent étre présentes de fagon extra-cellulaire.

En conclusion, I'hétérogénéité des études, I'absence fréquente de population témoin, ou la présence d'un contrdle
historique, rendent difficile d’entreprendre une méta-analy se 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. La présentation des résultats telle qu'elle est indiquée dans les Tableaux Il a V se veut
pragmatique :
- 22% de transmission (extrémes 4,6 & 53%) en 'absence de sélection sérologique et sans déleucocy tation ;
- 1,44% de tfransmission (extrémes 0 a 14%) avec sélection de PSL CMV négatifs sans déleucocy tation ;
- 0,7% de transmission (extrémes 0 a 3,1%) avec utilisation de PSL déleucocytés quelle que soit la technique
et sans sélection sérologique ;
- 0% de transmission avec utilisation de PSL déleucocytés en excluant la méthode (non utilisée en France)
de filtration au lit du patient, et sans sélection sérologique.

L'interprétation de ces données au regard de l'amélioration des connaissances et, notamment de l'apport de la
biologie moléculaire, tend a identifier que les failles des deux méthodes ne sont pas complémentaires, et donc que
leur utilisation conjointe n’a pas d’'impact en pratique.

Il serait possible de progresser dans le domaine de la recherche des donneurs porteurs de CMV en introduisant la
recherche d’ADN viral. Néanmoins, dans I'hypothese de choix d'une technique réellement eficace [116], la frés
grande rareté des donneurs répondant a ces critéres, inférieure a 20% de I'ensemble de la population de donneurs,
rendrait trés difficile I'organisation des transfusions des patients a risque, déja complexe et souvent en défaut avec la
sélection a partir des tests sérologiques cliniques [91, 92].

C’est donc plus par l'optimisation de la déleucocytation que les efforts peuvent étre poursuivis. Les progrés dans ce
domaine sont particulierement sensibles et, méme en I'absence de modification de la norme, on peut observer
I'amélioration constante des dispositifs de déleucocy tation au cours de ces derniéres années.

Il est possible de surcroit que la déleucocytation réduise le risque de réactivation du CMV consécufif aux
transfusions. En effet, la stimulation allogénique liée aux leucocytes semble jouer un réle important dans les
réactivations virales, tant in vitro que dans des modeles expérimentaux [135]. Pour le cas particulier du CMV, des
données ex périmentales anciennes chez la souris [136] et plus récentes chez le rat [137] indiquent bien que le conflit
allogénique joue un réle primordial dans l'induction de la production virale et dans la ransmission transfusionnelle du
CMV. Le méme phénoméne a été également décrit in vitro chez 'Homme : il est possible d'induire une production
virale significative a partir de leucocytes de sujets en phase de latence, par stimulation allogénique in vitro [130]. Un
autre moyen de provoquer la production de CMV & partir de monocytes ou le virus est présent sous forme latente
est linduction de la différenciation des monocytes en macrophages [138].

La susceptibilitt de I'héte a l'infection en fonction de son statutimmunitaire doit &tre prise en compte pour la mise en
oeuvre d'une politique de prévention de la transmission du CMV : c’est probablement le facteur le plus déterminant
pour la transmission de ce virus. Au regard de I'expérience clinique, il est tentant de penser que la quantité de
génomes viraux nécessaire a la transmission transfusionnelle diminue parallélement a la compétence immunitaire
du patient: 1,1% de transmission ftransfusionnelle chez l'adulte immunocompétent [75, 76], 12,5% chez les
hémodialy sés [123], 13,5% chez les nouveau-nés [79-89], 16,1% chez les patients traités pour leucémie aigué [102,
104], et 27% chez les patients traités par greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques en situation
apparentée [90-102]. Indépendemment du facteur transfusionnel, il a ét¢ montré récemment [139] que les facteurs de
risque d'augmentation de [lantigénémie pp65 chez les patients ftraitts par grefe de cellules souches
hématopoiétiques, étaient le traitement par corticoides a forte dose (risque relatif=4,3) le condionnement par
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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.
Enfin, les procédés d'inactivation virale, longtemps réservés aux médicaments dérivés du sang, puis au plasma,
s'étendent & présent aux CP et aux CGR [140]. lls intégrent tous, dans ce cas, une étape préalable de
déleucocy tation etles données disponibles laissent penser qu'ils sont actifs sur les Herpés virus. C’est probablement
sur ce terrain que le dilemme actuel sera tranché définitivement.
En 10 ans, les performances de la déleucocytation ont connu de constants progrés analysés par les contrbles de
qualité, dont le suivi est & présent assuré de fagon nationale par 'EFS. A ce jour en France, quelle que soit la
technique autorisée uilisée, la norme de déleucocytation est effectivement respectée. Etant dans lignorance de la
quantitt (ou plus exactement de la quantitt en fonction du statut immunitaire) de génomes CMV susceptibles de
provoquer une infection chez le receveur, et prenant en compte les données existantes, il n'est pas encore possible
de préconiser de substituer la simple déleucocytation des PSL a la sélection des PSL issus de dons séronégatifs
chez les patients a risque tels que les nouveau-nés [141], les hémopathies malignes, les receveurs de greffe
d'organe et les receveurs d'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques en situation apparentée.
La Commission d’AMM a estimé, sur proposition du Groupe de Travail « Sécurité Virale », qu'il était prématuré de
modifier le libellé des recommandations usuelles de 'ANAES en 1997 dans ce domaine en l'absence d’étude
prospective avec un effectifimportant de patients permettant de conclure a l'efficacité de la simple déleucocy tation.
En raison de la faible fréquence des donneurs CMV négatifs, il apparait cependant important de hiérarchiser ces
indications.
Les allogreffes de cellules souches hématopoiétiques en situation ol donneur et receveur sont CMV négatifs
constituent I'indication privilégiée a la transfusion de CGR CMV négafifs.
Les allogreffes de cellules souches hématopoiétiques en situation non apparentée représentent le seul cas particuler
de risque majoré d'infection a CMV [138] manifestement li¢ & un statut immunitaire trés précaire, pour lequel, en
I'attente d'étude et de documentation spécifique, une poliique de sélection sérologique peut étre maintenue en
supplément a la déleucocy tation.
Dans la limite des produits disponibles, les indications suivantes peuvent étre retenues :

- femmes enceintes CMV négatives,

- prématurés de moins de 32 semaines d’age gestationnel, lorsque la mére est séronégative pour le CMV,

- receveurs de greffe de poumon, quel que soit leur statut sérologique vis-a-vis du CMV.
D'autres indications ne font pas I'objet d’'un accord professionnel :

- patients CMV négatifs en situation d’attente de greffe, afin de préserver leurs chances de rester CMV

négatifs,
- receveurs CMV négatifs de greffe autre que celles de cellules souches hématopoiétiques ou de poumon,
lorsque le donneur est CMV positif,
- receveurs de grefe CMV positifs.
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Tableau lll : Résultats des études cliniques de prévention de la transmission transfusionnelle du CMV par utilisation de
PSL issus de dons sélectionnés CMV négatifs par recherche d’anticorps anti-CMV.

PSL CMV NEGATIFS PSL STANDARD
POPULATION ETUDIEE (Nombre de patients) (Nombre de patients)
Infection CMV| Total Infection CMV | Total
NOUVEAU-NES
Luthardt, 1971 [80] 0 20 8 15
Kumar, 1980 [79] 1 7 1 3
Yeager, 1981 [81] 0 90 10 74
Lamberson, 1988 [86] 0 30 4 86
Andreu, 1991 [77] 0 46 5 32
GREFFES DE MOELLE
Bowden, 1986 [91] 1 32 8 25
Bowden, 1987 [92] 1 90 58 208
Miller, 1991 [94] 2 45 14 44
*Verdonck, 1987 [96] 0 29 2 10
** Bowden, 1995 [95] 4 252
*** Bowden, 1991 [93] 0 35 7 30
TOTAL 9 676 117 527
% TRANSMISSION CMV 1,33% 22,2%

* CGR déleucocytés et concentrés de plaquettes CMV négatifs
** déleucocytation au lit du patient
*** CGR séronégatifs et CP déleucocytés par centrifugation
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Tableau IV: Résultats des études cliniques de prévention de la transmission tranfusionnelle du CMV par utilisation de PSL
déleucocytés.

PSL DELEUCOCYTES . PSL STANDARD
POPULATION ETUDIEE (Nombre de patients) Technlque (_je (Nombre de patients)
déleucocytation
Infection CMV | Total Infection CMV | Total
HEMODIALYSES
Tolkoff-Rubin, 1978 [123] 0 21 Décongélation CGR 10 80
Betts, 1979 [110] 0 39 Décongélation CGR
LEUCEMIES AIGUES
Graan-Hentzen, 1989 [103] 0 61 Filtration CGR et
centrifugation CP
Murphy, 1988 [104] 0 1 Filtration CGR et CP 6 43
Andreu, 1991 [77] 0 8 Filtration CGR et CP
NOUVEAU-NES
Brady, 1984 [122] 0 106 Décongélation CGR
Taylor, 1986 [85] 0 17 Décongélation CGR 3 9
* Simon, 1987 [84] 0 26 Décongélation CGR 2 16
Gilbert, 1989 [88] 0 30 Filtration CGR 9 42
Eisenfeld, 1992 [125] 0 48 Filtration CGR
GREFFES DE MOELLE
**Verdonck, 1987 [96] 0 29 Filtration CGR et CP 2 10
CMV négatifs
“** Bowden, 1995 [95] 6 250 Filtration
**** Bowden, 1991 [93] 0 35 Centrifugation 7 30
De Witte, 1990 [97] 0 28 Filtration
Bacigalupo, 1992 [98] 0 17 Filtration
Van Prooijen, 1994 [99] 0 56 Filtration
Narvios, 1998 [100] 1 45 Filtration
Pamphilon, 1999 [101] 0 62 Filtration
TOTAL 7 889 39 230
% TRANSMISSION CMV 0,79% 17,0%

*

une infection @ CMV observée, liée a I'existence d’'une primo-infection chez *** déleucocytation au lit du patient
CGR

centrifugation

la mére i séronégatifs et CP déleucocytés par

** CGR déleucocytés et concentrés de plaquettes CMV négatifs
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Tableau V: 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.

PSL DELEUCOCYTES Technique de PSL STANDARD
POPULATION ETUDIEE (Nombre de patients) ; . (Nombre de patients)
déleucocytation
Infection CMV | Total Infection CMV | Total
HEMODIALYSES
Tolkoff-Rubin, 1978 [123] 0 21 Décongélation CGR 10 80
Betts, 1979 [110] 0 39 Décongélation CGR
LEUCEMIES AIGUES
Graan-Hentzen, 1989 [103] 0 61 Filtration CGR et
centiifugation CP
Murphy, 1988 [104] 0 11 Filtration CGR et CP 6 43
Andreu, 1991 [77] 0 8 Filtration CGR et CP
NOUVEAU-NES
Brady, 1984 [122] 0 106 Décongélation CGR
Taylor, 1986 [85] 0 17 Décongélation CGR 3 9
* Simon, 1987 [84] 0 26 Décongélation CGR 2 16
Gilbert, 1989 [88] 0 30 Filtration CGR 9 42
Eisenfeld, 1992 [125] 0 48 Filtration CGR
GREFFES DE MOELLE
** Verdonck, 1987 [96] 0 29 Filtration CGR et CP 2 10
CMV négatifs
De Witte, 1990 [97] 0 28 Filtration
Bacigalupo, 1992 [98] 0 17 Filtration
Van Prooijen, 1994 [99] 0 56 Filtration
Narvios, 1998 [100] 1 45 Filtration
Pamphilon, 1999 [101] 0 62 Filtration
TOTAL 0 559 32 200
% TRANSMISSION CMV 0% 16,0%

* une infection & CMV observée, liée al'existence d’une primo-infection chez
la mére
** CGR déleucocytés et concentrés de plaquettes CMV négatifs

o Déleucocyation et transmission du virus Epstein-Barr (EBV)

Le virus EBV est exclusivement contenu dans les lymphocytes B. Il est probable que la déleucocy tation réduise le
risque de fransmission, mais aucune étude prospective n'a été réalisée sur ce théme. L'infection post-transfusionnelle
par I'EBV est ex ceptionnellement sy mptomatique, ex cepté chez les sujets immunodéprimés.

o Déleucocytation et transmission des virus HTLV

Dans le sang, les virus HTLV | et Il sont exclusivement contenus dans les lymphocytes T. La probabilité de
transmission effective est de I'ordre de 40% pour les produits conservés moins de 5 jours ; elle est beaucoup plus
faible, de I'ordre de 10%, pour les produits conservés entre 6 et 10 jours. Il n'y a qu'un seul exemple connu de
transmission par un produit conservé plus de 10 jours. Dans tous les cas décrits de transmission, il s'agissait de
produits sanguins cellulaires non déleucocytés. Il existe au moins une observation ou des produits sanguins
déleucocytés conservés moins de 10 jours et provenant d'un donneur contaminant n'ont pas transmis le virus HTLV-
| [142]. Bien que le virus ne soit parfois plus détectable in vitro aprés déleucocy tation par filtration [143], la preuve
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n'est pas définiivement établie que cette mesure soit sufisante pour prévenir totalement la transmission [144]. Si la
déleucocytation est insuffisante pour éliminer complétement le virus elle contribue certainement & diminuer l'incidence
de la fransmission. Comme pour le CMV, il est établi que le PFC n'est pas transmetteur [145, 146].

e Déleucocytation et transmission du VIH

Plusieurs études expérimentales in vitro [147, 148], utilisant des techniques de coculture et d'amplification
génomique, ont établi que la déleucocytation permettrait une réduction de la charge virale en VIH d'un produit
initialement contaminé par une inoculation ex périmentale ou obtenu a partir du sang d'un donneur infecté. La réduction
d'infectiosité est variable selon les études, de 2,7 & 5,9 log. Rawal [148] a montré in vitro que la filtration refient les
cellules mais laisse passer les débris et les particules libres, ce qui laisse entendre que la déleucocy tation doit éfre
précoce.

o Déleucocytation et transmission du Parvovirus B19

Le parvovirus B19 est présent dans les granulocytes pendant la phase de réplication virale [149]. La déleucocy tation
pourrait contribuer & la réduction de sa fransmission, mais cela n'est pas prouv é.

e Déleucocytation et transmission de Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica, bacille gram négatif ubiquitaire de la famille des enterobactéries, est & l'origine de septicémies
mortelles [150, 151]. Le risque post-transfusionnel a ét¢ évalué aux Etats-Unis & 1/1 000 000 produits [152].
Plusieurs équipes ont étudié le développement de Yersinia enterocolitica dans les produits conservés a +4°C
pendant 42 jours. Sazama [153] a réalisé une revue trés compléte de toute la littérature publiée en langue anglaise
sur le risque de contamination bactérienne. Jusqu'a présent, approximativement 32 cas d'infection a Yersinia
enterocolitica ont été publiés en langue anglaise dont 1 cas en France, ainsi qu'1 cas avec des CGR autologues :
59% de ces cas ont été mortels.

La température de conservation habituelle du sang a 4°C n'empéche pas la production de I'endotoxine [150]. Au
cours de la bactériémie, certaines bactéries peuvent étre phagocytées par les leucocytes et restées actives 2 a 4
jours aprés le prélévement. Puis le globule blanc se désagrége et la bactérie relachée se multiplie de fagon
ex{rémement rapide. Gong et al. [154] ont montré que Yersinia enterocolitica ne pousse pas dans le plasma ou les
CGR aprés élimination de la couche leuco-plaquettaire.

Le role de la déleucocytation dans la prévention de cette complication de la transfusion de CGR a été abordé dans
au moins cing études. Aprés inoculation délibérée dans des globules rouges a des doses inférieures ou égales a
98,8 germes par mL, Yersinia enterocolitca n'est pas retrouv ée apres filtration réalisée aprés 7 heures d'incubation a
température ambiante [155]. Dans une seconde étude, des prélévements de sang total inoculés par des doses de
10, 50, 100 ou 150 germes par mL sont filtrées dans un délai de 3 heures aprés le prélévement et I'inoculation, le
sang étant conservé a température ambiante [156]. Yersinia enterocolitica n'est pas refrouvée aprés 42 jours de
conservation dans les prélévements inoculés par 50 germes par mL ou moins et filtrés ; la bactérie est en revanche
présente dans 3 produits sur 4 inoculés a 100 et 150 germes par mL. Dans une troisiéme étude, 10 prélévements de
sang total inoculés par une dose de 100 germes par mL sont filtrées dans un délai de 5 heures aprés le prélévement
et l'inoculation, le sang étant conservé a température ambiante [157] : aucune pousse n'est observée a 42 jours de
conserv ation. Kim [158] réalise une ex périence trés proche, avec un inoculum de 65 germes par mL et retrouve des
bactéries présentes a 42 jours dans 2 cas sur 10. Enfin, Pietersz et al. [159] conservent 20 heures a température
ambiante les prélevements aprés inoculation de doses croissantes de 20, 100, 300, 3 000 et 30 000 germes par mL
de Yersinia enterocolitica : aucune pousse bactérienne n'est notée a 42 jours pour les doses inférieures ou égales a
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300 germes par mL, 1 produit sur 10 a une culture positive parmi ceux inoculés a 3 000 germes par mL, etles 5
produits inoculés massivement & 30 000 germes par mL ont une culture positive a 42 jours.

Le maintien a température ambiante pendant quelques heures aprés le prélévement est indispensable, car il permet
aux leucocytes d'exercer leur fonction de phagocytose. Ces études montrent qu'un délai de 3 heures n'est sans
doute pas aussi efficace que 20 heures. Pietersz [159] s'est intéressé & une stratégie de déleucocytation des CGR
aprés conservation du sang total a 20°C pendant 16 a 20 heures, et a montré que ce délai ne nuit pas a la qualité de
la préparation des CGR et des CP. La déleucocytation est indispensable pour permettre I'élimination phy sique des
bactéries, tous les prélévements inoculés par 10 germes par mL ou plus et non filirés étant trouv és contaminés au
42¢me jour,

Sans qu'il soit possible de prévenir tout cas de contamination par Yersinia enterocolitica, la déleucocy tation,
pratiquée entre 6 heures et 24 heures aprés le prélévement, en diminue le risque.

e Transmissions d'autres infections bactériennes

Les données relatives a Yersinia enterocolitica ne sont pas applicables a toutes les espéces bactériennes. Plusieurs
études ont montré que tous les germes ne sont pas éliminés avec la méme efficacité [154, 160-, 161, 162].

1.1.2.4. Déleucocytation et réactivation virale
e Réactivation du VIH

L’hy pothése que les transfusions homologues pouvaient jouer un réle dans l'activation et la dissémination d'une
infection endogene & VIH a été¢ émise dés le déburt des années 1990. Busch [135] a montré, en réalisant des
cocultures in vitro, que les leucocytes homologues stimulent I'expression du VIH dans des cellules infectées de
fagon dose-dépendante. Cette activation virale n'est pas observée lorsque les cellules contaminées par le VIH sont
coculivées avec des globules rouges, des plaquettes ou du plasma a la place des leucocytes. C'est donc la
stimulation allogénique de type « culture mixte lymphocytaire » qui est responsable de la réactivation virale. Lee
[163] a mis en évidence in vivo chez 'homme et dans un modéle canin la probable fraduction de cette réaction
allogénique post-ransfusionnelle, & savoir une décroissance rapide dans le sang du receveur des leucocytes en
provenance du donneur, mais aussi une prolifération (x 10) de ces derniers entre le froisieme et le cinquiéme jour
aprés la transfusion. Cependant les conséquences cliniques de cette observ ation restent a déterminer.

L'hy pothése du role des leucocytes tfransfusés dans la progression de la maladie due au VIH est controv ersée [164].
L'utilisation de CGR déleucocytés chez les patients atteints de SIDA n'est pas trés fréquente, tout au moins aux USA
[165]. Un essai multicentrique randomisé a débuté en décembre 1994 aux USA, visant a comparer ['utilisation de
produits sanguins déleucocytés ou standard chez les patients VIH positifs. Ses résultats ont ét publiés en 2001
[166] : 531 patients ont recu aprés tirage au sort des transfusions de globules rouges déleucocytés (n = 259) ou non
(n = 262). Les deux groupes étaient comparables avant fransfusion. En comparaison avec le CGR standard, la
déleucocytation n’a eu aucun effet appréciable sur 'évolution de la maladie (temps avant apparition d’une infection
opportuniste, charge virale VIH ou CMV, concentration en lymphocytes CD4+ et CD8+, ou activation de cy tokines
dans le sang). Les auteurs concluent donc que la déleucocytation n'est pas justifiée dans la prise en charge des
patients porteurs du VIH.

Dans une étude complémentaire menée par le méme groupe [167], les auteurs montrent que des leucocytes
allogéniques circulants peuvent étre détectés (5 cas sur 47 étudiés) pendant 1 a 2 semaines aprés fransfusion de
CGR standard, alors qu'aucun leucocy te n'est détecté dans 46 cas étudiés de transfusion de CGR déleucocy té.
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e Réactivation du CMV

La réactivation du CMV par la présence de leucocytes allogéniques est bien démontrée dans des modéles
expérimentaux. Chez I'homme, elle est probablement fréquente, mais rarement démontrée. Dans une étude
randomisée réalisée chez des patients opérés pour pontage coronarien et séropositifs pour le CMV, Adler [168] a
montré, en comparant la transfusion de CGR « CMV négatifs » (patients du groupe A) et de CGR non testés pour le
CMV (patients du groupe B), que le taux des anticorps ant-CMV augmentait de maniére identique dans les deux
groupes de patients (10,8% dans le groupe A et 14,6% dans le groupe B). Cette étude suggére fortement I'existence
d'une réactivation liée & la transfusion de CGR, sans montrer que les leucocytes en étaient effectivement
responsables. Dans une revue, Miller [169] cite deux études publiées sous forme de résumé et réalisées chez des
patients transplantés cardiaques séropositifs pour le CMV, qui montrent une diminution de l'infection par le CMV en
transfusant des produits déleucocytés (0% d'infection avec les produits déleucocytés contre 43% avec des produits
non déleucocy tés).

1.1.2.5. Déleucocytation et allo-immunisation anti-HLA

L'allo-immunisation contre les antigénes leucocy taires est définie comme la formation d'anticorps confre les antigénes
HLA de classe 1 présents sur les cellules nucléées et les plaquettes. La fréquence de l'immunisation anti-HLA est
difficile a évaluer parce que la susceptibilitt a développer une allo-immunisation est liée a de multiples facteurs
(nombre de leucocy tes tfransfusés, antécédents transfusionnels et de grossesses, age, pathologies associées, efc.).

Les conséquences de l'allo-immunisation sont la survenue :
- de réactions fébriles non hémoly tiques,
- d'un état réfractaire aux transfusions de plaquettes.

De nombreuses études [170-180] ont évalué I'effet de la déleucocytation sur l'incidence de I'allo-immunisation et de
I'état réfractaire aux transfusions de plaquettes. Leur analyse se heurte a leurs limites méthodologiques : diversité
des matériels ufilisés et des filtres étudiés, performance des méthodes de comptage des leucocytes résiduels,
grande hétérogénéité des produits étudiés et des patients (criteres d'inclusion et d'exclusion, traitements immuno-
suppresseurs, nombre de tfransfusions, nombre de leucocy tes résiduels).

Cing essais cliniques comparatifs [175, 176, 178-180] ont démontré I'efficacité de la déleucocy tation a l'aide de filtres
de 3¢me génération pour prévenir I'allo-immunisation contre les antigénes HLA et I'état réfractaire aux fransfusions de
plaquettes chez des patients d'oncologie, recevant des transfusions multiples de CGR et de CP. Les résultats
obtenus sont meilleurs que ceux des études antérieures [171, 172, 174]. Cependant la plus grande de ces études ne
comportent que 34 patients [176]. Trois des études incluent des populations de patients hétérogénes [175, 176, 178].

Une revue de synthése [181] a été effectuée en 1994 & partir de 33 études, dont une étude randomisée en chirurgie
[170]. La fréquence de l'allo-immunisation anti-HLA aprés transfusion de produits standard (CGR et/ou CP) est de
39% en moyenne (de 20 a 71%) sur prés de 3 000 patients transfusés. Dix-neuf études, dont deux séries
personnelles, ont été identifiées concernant la fréquence de l'allo-immunisation aprés déleucocytation. Ces études,
qui incluent plus de 900 patients, montrent une réduction de la fréquence de I'immunisation par transfusion de produits
sanguins déleucocytés a 15% en moyenne (0 & 28%). Malgré la disparité des techniques de déleucocy tation et de
comptage des leucocytes, la diminution de l'allo-immunisation est significative pour un nombre de leucocytes
résiduels inférieur a 10" par produit déleucocyté. Dans cette revue [181], une méta-analyse est effectuée sur 10
études randomisées publiées. Le risque relatif de développer des anticorps anti-HLA est 3,7 fois (IC 95% : 2,2 - 5,2)
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plus élevé avec des produits standard qu'avec des produits déleucocyts. Quel que soit le ty pe de produit ransfusé,
I'allo-immunisation observ ée aprés transfusion est significativement plus élevée en cas d'antécédents de stimulations
allogéniques par fransfusions et/ou grossesses antérieures. L'ufilisation de produits déleucocytés est plus efficace
pour prév enir |'allo-immunisation primaire que la réponse secondaire.

Dans un essai multicentrique randomisé portant sur 129 patients ay ant des hémopathies malignes, Williamson [49] a
étudié le développement d'anticorps anti-HLA aprés fransfusion de produits standard ou filfrés au lit du patient. Chez
les 123 patients analysables, des anticorps anti-HLA sont retrouvés chez 37,5% (21/56 patients) des sujets ayant
regu des produits non filtrés contre 22% (15/67 patients) chez ceux ayant regu des produits filtrés. La différence n'est
pas significative (p = 0,07). Les auteurs reconnaissent que des biais méthodologiques peuv ent interférer avec leurs
conclusions, en particulier l'incertitude sur le nombre de leucocytes résiduels effectivement transfusés du fait de la
méthode utilisée de filtration au lit du malade.

En dépit de variations dans les méthodes et les analyses stafistiques, toutes ces études montrent donc un effet
favorable de la déleucocytation pour la prévention de la survenue de l'allo-immunisation anti-HLA et de I'état
réfractaire aux transfusions de plaquettes. Cette prévention est cependant incompléte.

1.1.2.6. Déleucocytation et effets immunosuppresseurs de la transfusion sanguine

Les effets immunosuppresseurs de la fransfusion, bénéfiques pour la survie des greffons rénaux, sont connus [182]
depuis prés de 20 ans. A l'inverse, de nombreux auteurs ont étudié les effets déléteres des transfusions homologues
sur la rechute des cancers, coliques en particulier [183], sur la fréquence des infections post-opératoires [184] et
I'activation de virus latents.

e Incidence sur la récidive des tumeurs solides

De nombreuses études ont suggéré une association entre les transfusions péri-opératoires et le risque de récidive de
tumeurs solides. Les études cliniques les plus nombreuses concernent le cancer colo-rectal. La disparité des études
et leurs conclusions contradictoires rendent I'analy se de la littérature trés difficile. Plusieurs revues de sy nthése [169,
185, 186] les ont recensées. La majorité des études réfrospectives retrouvent une corrélation positive entre
l'incidence des récidives du cancer et les transfusions péri-opératoires ; environ un tiers des études n'aboutit pas a
cette conclusion.

Bordin [186] a retrouvé 30 études sur la récidive des cancers colo-rectaux opérés, dont 18 montrent un effet de la
transfusion sur les récidives tumorales. Parmi ces 30 études, seules 6 d'entre elles [187-192] sont prospectives,
dont 2 seulement sont randomisées et comparent transfusion homologue et autologue [190, 192]. Parmi les 6 études
prospectives, seulement 3 [189, 190, 192] retrouvent cet effet. Tartter [189] a suivi une cohorte de 339 patients
opérés de cancer colorectal et observé un taux plus élevé de récidives en cas de transfusion de CGR : 44% des
110 patients transfusés ont eu une récidive tumorale contre 22% des 229 non fransfusés (p < 0,0001). L'extension
iniiale de la tumeur et la fransfusion étaient les deux seules variables indépendantes influengant la survie.

L'influence de la transfusion sur la récidive et la survie des patients ont été analysées dans une grande variété
d'autres processus tumoraux. Les conclusions ne sont pas plus claires : Bordin [186] reléve 63 études
réfrospectives et 7 études prospectives (les 6 précédemment citées au cours du cancer colo-rectal et une [193] au
cours du cancer de la prostate). Parmi les 7 études prospectives, 3 mettent en évidence des effets défavorables de
la fransfusion, et, de méme, 40 sur 63 études rétrospectives.
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Deux méta-analyses ont essayé de résoudre ce probléme [183, 194]. Chung en 1993 [194] a réalisé, avec la
méthode de Mantel-Haentszel-Peto, une méta-analy se sur la récidive et la survie des cancers colo-rectaux apres
transfusion ou non, a partir de 18 études rétrospectives et 2 prospectives non randomisées, publiées de 1982 a
1990, incluant 5 236 patients. En comparant les patients fransfusés aux non transfusés, I'odds ratio était significatif
pour le risque de récidive (1,80 ; IC 95% : 1,30 - 2,51), pour le risque de décés par cancer (1,76 ; IC 95% : 1,15 -
2,66) et le risque de décés en général (1,63 ; IC 95% : 1,12 - 2,38). Cette méta-analy se était donc en faveur d'une
association significative des fransfusions peri-opératoires avec le risque de récidive ou de décés. Cependant, dans
la mesure ou elle était réalisée sur des études non randomisées, rétrospectives pour la plupart et hétérogénes, on ne
peut en fait conclure a la responsabilitt de la fransfusion péri-opératoire sur ces résultats défavorables. Les
conclusions du second groupe d'investigateurs [183], également publiées en 1993, allaient dans le méme sens : la
transfusion allogénique paraissait associée a une augmentation de 37% du risque de récidive ou de déces de
cancer. Vamv akas [183] soulignait la probable présence de facteurs confondants dans ce résultat.

En effet, la véritable question est de déterminer s'il s'agit d'une relation de cause a effet ou si I'association est
indirecte, la fransfusion n'étant que le ttmoin d'un ensemble de variables associées a un mauvais pronostic. Ainsi,
dans I'étude de Eickhoff [195], dans une population de 148 patients opérés pour carcinome prostatique, 38% d'entre
eux avaient recu une transfusion de CGR. L'analy se des facteurs de risque pour le taux de survie a montré que les
patients recevant une transfusion avaient en fait une maladie plus grave que les autres patients non transfusés. Le
facteur fransfusion n'était pas un facteur indépendant de récidive ou de décés.

En 1995, Vamvakas [196] a repris les données actualisées de la littérature dans ce domaine et réalisé une nouvelle
méta-analyse sur 60 études, la plupart rétrospectives, publiées de 1982 a 1994, concernant les cancers colo-
rectaux, de la prostate, du sein, du poumon, de I'estomac et en ORL. Le but de cette nouv elle étude était d'identifier
si des facteurs confondants pouv aient fausser l'interprétation des résultats. En analy se univ ariée, Vamv akas notait a
nouveau des risques relafifs significatifs en faveur d'un effet délétere propre de la transfusion, sauf en cas de cancer
du sein. En fait, les études concernant les cancers colo-rectaux et gastriques n'étaient pas homogénes entre elles, et
toute méta-analyse était donc discutable. Pour le cancer colo-rectal, alors que l'effet délétere de la fransfusion
paraissait significatif & partir des études rétrospectives, il ne I'était plus sur les sept études prospectives retrouv ées.
Cette revue [196] met en évidence toute la fragilité des conclusions des études actuellement disponibles.

La réponse a cette importante question nécessite des essais randomisés comparant plusieurs régimes
transfusionnels, incluant un trés grand nombre de patients, et convenablement ajustées sur les facteurs connus
comme pouvant interférer, indépendamment des transfusions, avec la récidive de tumeur (stade évolutif, traitement
préalable, efc.).

Trois études [190, 192, 193] ont comparé ftransfusion autologue et homologue de CGR. Ness [193] a étudié un
groupe homogéne de 309 patients ayant subi une chirurgie de la prostate par le méme chirurgien et ay ant regu des
CGR soit autologues, soit homologues (étude comparative, non randomisée). Il ne retrouve pas de différence entre
les deux groupes. Heiss [190], dans une étude randomisée chez 120 patients opérés d'un cancer colo-rectal et
suivis en moyenne 22 mois (8 a 48 mois), a refrouvé, en analyse multivariée, comme facteurs de risque de
récidive indépendants, I'atteinte ganglionnaire (N1/2/3 versus NO), I'extension tumorale (T3/4 versus T1/2) et la
réalisation de fransfusion homologue. Par contre, dans une étude randomisée sur 475 patients opérés pour cancer
colo-rectal, Busch [192] n'a pas refrouvé de différence en termes de récidive aprés transfusion autologue ou
homologue. Chez les patients transfusés (fransfusion autologue comme homologue), la survie a 4 ans était diminuée
comparativement aux patients non transfusés : la nécessité de transfuser est donc un facteur péjoratif. Les facteurs
pronostiques étaient dans cette étude le stade du cancer (stade de Duke) et I'age.

Une conclusion analogue a été apportée par Houbiers [197] dans une étude randomisée comparant la transfusion de
CGR appauvris en leucocytes et de CGR déleucocytés chez 871 patients opérés pour cancer colo-rectal, dont 697
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ayant eu une intervention curative (446 patients transfusés). En terme de survie, de survie sans maladie et de
rechute du cancer, il n'y avait pas de différence selon le type de CGR transfusé. En revanche, parmi les 697 ay ant
eu une intervention curative, la survie & 3 ans était moindre en cas de transfusion (69% vs 81%, p = 001). Par
contre, la rechute du cancer n'était pas influencée par la transfusion péri-opératoire. Les patients de ette étude ont été
suivis avec un recul de 5 ans [198], confirmant I'absence de différence entre les deux groupes transfusés pour la
survie (63,6% vs 65,3%) et la rechute (27,8% vs 27,9%), et la différence significative entre transfusés et non
transfusés pour la survie (59,6% vs 72,9%). En revanche, pour les rechutes, la différence observée (29,8% vs
24,3%) n’est pas significative.

Le travail expérimental sur I'animal de Blajchman [199] montre que la transfusion allogénique fav orise la croissance
tumorale, alors que la transfusion de sang allogénique déleucocyté n'a pas cet effet facilitant. Dans les modéles
animaux étudiés (souris et lapins), la déleucocytation des CGR avant leur stockage annule 'efiet des CGR sur la
croissance tumorale. Bordin [200] étudie le nombre de nodules métastatiques pulmonaires 28 jours aprés l'inoculation
de cellules tumorales (fibrosarcome) & des souris fransfusées (globules rouges syngéniques ou allogéniques
déleucocytés ou allogéniques non déleucocytés) au 4 et 9¢me jour ou au 9 et 11éme jour aprés l'inoculation. Le nombre
de métastases est plus faible dans le groupe de souris ayant recu des globules rouges syngéniques que dans le
groupe de souris ayant recu des globules rouges allogéniques non déleucocytés. Par contre le nombre de
métastases est identique dans le groupe de souris ayant regu des globules rouges allogéniques déleucocytés. Les
méme résultats sont refrouvés sur une expérience similaire menée chez les lapins. La déleucocy tation n'est pas
efficace si elle a lieu aprés le stockage des CGR [200] : elle doit étre réalisée au préalable.

Les résultats de ces études animales ne peuvent pas étre extrapolés directement a I'homme. Des études cliniques
doivent confrmer ces résultats et définir le moment optimal de la déleucocytation, avant de recommander la
déleucocy tation systématique des CGR pour transfuser les patients bénéficiant d'une chirurgie curatrice d'une tumeur
solide. La réponse ne pourrait finalement étre apportée que par des essais randomisés comparant transfusion
autologue et homologue déleucocy tée ou non.

e Diminution de l'incidence des infections post-opératoires

De nombreuses études suggeérent que la transfusion de CGR standard majore le risque d'infection post-opératoire.
Plusieurs auteurs ont également tenté d'en réaliser la synthése [169, 186, 201]. Miller [169] note que 18 études sur
24 objectivent une association entre transfusion de CGR et infection postopératoire. Cependant les différences
observées au cours d'études rétrospectives peuvent étre imputables a de multiples facteurs confondants. La
nécessité de fransfuser des CGR peut étre elle-méme un marqueur de sév érité de la maladie et de plus grand risque
d'infection.

Agarwal [202] a rapporté les résultats d'une étude rétrospective menée sur 5434 patients fraumatisés, dans 8
hopitaux de I'état de New York et du Connecticut. Les patients ont été stratifiés en fonction de leur indice de gravité ;
25% des patients ont été fransfusés. La transfusion de CGR est apparue comme un facteur de risque indépendant
pour l'infection. Cependant plusieurs critiques peuv ent étre formulées. La transfusion d'autres PSL, comme le plasma
ou les plaquettes, susceptibles de modifier également I'immunité n'ont pas été pris en compte. La sévérité des
infections n'a pas été prise en compte. Cependant dans chaque groupe strafifié selon l'indice de gravité, le taux
d'infection était proportionnel au nombre de CGR transfusés.

Un autre travail effectué par Carson [203] a étudié la relation existant enfre la transfusion et la survenue d’une
infection bactérienne sévére. Cette étude rétrospective incluait 9 598 malades consécutifs 4gés de plus de 60 ans,
opérés d'une fracture du col du fémur. L'objectif primaire de I'étude était la survenue d’une infection bactérienne
sévére définie comme une bactériémie, une pneumonie, une infection de la plaie opératoire, une arthrite septique ou
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une ostéomyélite. Les objectifs secondaires incluaient deux infections particuliéres, les pneumonies et les infections
urinaires, ainsi que le codt de linfection. Au total, 58% des malades de la cohorte ont regu une tfransfusion sanguine.
Une infection bactérienne sévére est survenue chez 437 malades (4,6%) dont 28,8% sont décédés au cours de
I'hospitalisation. Une pneumonie a été observée chez 361 malades (3,8%) et une infection urinaire chez 1157
malades (12,1%). Le risque de survenue d’une infection bactérienne sév ére est associé de maniére statistiquement
significative & la transfusion sanguine, 'odds ratio est de 1,35 (IC 95%, 1,10 — 1,66). L'odds ratio pour la survenue
d’'une pneumonie est également statistiquement significatif 1,52 (IC 95%, 1,21 — 1,91). En revanche, le risque de
survenue d'une infection urinaire n'est pas modifié par la transfusion. Une relation significative entre le nombre de
CGR ftransfusés et la probabilitt de survenue d'une infection séveére ou d'une pneumonie a été établie. Le coltde
I'hospitalisation était significativement plus élevé chez les malades ayant développé une infection séveére que chez
les malades non infectés. Les auteurs concluent que la fransfusion sanguine est associée a une augmentation de
35% du risque d'infection sév ére et de 52% le risque de pneumonie.

Plusieurs essais prospectifs ont comparé transfusion autologue et homologue. Tartter [204], dans une étude
prospective portant sur 343 patients subissant une chirurgie colo-rectale, a comparé le taux d'infection post-opératoire
chez les patients ayant re¢u une transfusion homologue (24,6%) et chez les non transfusés (4,3%). Cependant le
groupe non transfusé ne constitue pas un groupe #moin satisfaisant. Dans I'étude prospective randomisée de Heiss
[205] incluant 120 patients subissant une chirurgie colo-rectale pour cancer, ceux qui ont regu des CGR homologues
ont eu un taux d'infection post-opératoire plus élevé (27%) que ceux qui ont recu des CGR autologues (12% ;
p =0,036). L'incidence des autres complications post-opératoires est identique dans les deux groupes. Une analy se
multivariée indique que l'odds ratio d'infection post-opératoire aprées transfusion de CGR homologues par rapport a la
transfusion de CGR autologues est de 2,84 (IC 95% : 1,02-7,98).

Murphy [206], dans une étude rétrospective chez 84 patients opérés pour prothése totale de hanche entre 1986 et
1987, a refrouvé des résultats superposables : le taux d'infection post-opératoire était plus faible chez les patients
ayant regu des CGR autologues (3%) que chez les patients ayant regu des CGR homologues (32% ; p = 0,0029).
Par contre, Vamvakas [207], également dans une étude rétrospective de 420 prothéses totales de hanche mises en
place entre 1986 et 1993, n'a pas trouvé d'effet favorisant des transfusions homologues sur la survenue d'infections
post-opératoires (homologues 9,5% et autologues 6,4% ; p = 0,226).

Jensen [208] a la premiére évalué spécifiquement le role de la déleucocytation sur la prévention des infections
postopératoires en comparant les effets de produits déleucocytés a ceux des produits standard. Cette étude
prospective randomisée en chirurgie colo-rectale a inclus 48 patients transfusés par du sang total déleucocyté par
filtration et 56 recevant du sang total standard. Une infection post-opératoire a été observée chez 29% des patients
recevant du sang total non déleucocyté contre 2% chez les patients recevant du sang total déleucocyté ; 2%
d'infections ont été observés également dans un groupe témoin non fransfusé. Les auteurs ont observé aussi une
diminution prolongée, supérieure a 1 mois, de I'activité des cellules NK (Natural Killer) dans le groupe recevant du
sang total non déleucocyté. Dans le groupe témoin, la diminution de cette activité a été transitoire, maximale au 8¢me
jour post-opératoire, avec un retour a la normale a 1 mois.

D'autres études [192, 209] ne permettent pas de refrouver ces résultats. Busch [192] ne signale pas de différence
significative pour le taux d'infection post-opératoire entre les sujets recevant des produits autologues et ceux
recevant des produits homologues. Perttild [209] compare les effets de la fransfusion de CGR autologues et de CGR
déleucocytés a ceux de la transfusion de CGR standard, dans une étude randomisée chez 24 sujets immuno-
compétents subissant un pontage coronarien. Concernant les infections, aucune différence n'est observ ée entre les
deux groupes, mais l'effectif de cette étude est petit pour conclure.
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Jensen [210] a publié une étude randomisée chez 589 patients opérés pour un cancer colo-rectal, en comparant la
transfusion de GCR appauvris en leucocytes (299 patients tirés au sort, 142 effectivement transfusés) et de CGR
déleucocytés (290 patients tirés au sort, 118 effectivement transfusés). Le taux de leucocytes résiduels était inférieur
a 5.10° aprés déleucocy tation. Les 142 patients transfusés en CGR appauvris en leucocy tes ont eu significativement
plus d'infections que les patients du méme groupe non fransfusés (abcés de paroi : 12% contre 1%, p < 0,0001 ;
abcés intra-abdominal : 5% contre 0%, p = 0,005). Ces mémes patients ont eu plus d'infections que les 118 patients
transfusés en CGR déleucocytés (abcés de paroi : 12% contre 0%, p < 0,0001 ; abcés intra-abdominal : 5% contre
0%, p = 0,017). Ces patients ont également eu plus de pneumonies post-opératoires : 23% comparativement a 3%
chez les patients non transfusés du méme groupe (p < 0,0001), et 23% contre 3% chez les patients fransfusés acec
des CGR déleucoytés (p < 0,001). Le taux de mortalité entre les deux groupes était identique.

Van de Watering [211] a comparé trois groupes de patients de chirurgie cardiaque recevant par tirage au sort soit des
CGR dépourvus de couche leuco-plaquettaire (n = 306), soit des CGR déleucocytés avant conservation dans les 24
heures aprés le prélévement (n =305) ou déleucocytés au moment de la transfusion (n=303). Il n'y a pas de
difiérence entre les tois groupes pour la durée de séjour a I'hépital. Il y a une tendance non significative a plus
d'infection dans le premier groupe (23 vs 16,9 et 17,9% respectivement). Le point le plus intéressant est la mortalité a
60 jours, qui est de 7,8% dans le premier groupe comparée a 3,6 et 3,3 dans les deux autres (p = 0,015). Cette
mortalité élevée ne peut éfre expliquée que partiellement par la plus forte incidence d'infection chez les patients du
premier groupe.

Tartter [212] a comparé deux groupes de patients admis en chirurgie digestive, et transfusés en CGR standard vs
déleucocytés. En pratique, le trage au sort ayant lieu avant intervention, seuls 59 patients sur 227 ont recu des
transfusions. L'incidence des infections est de 11% chez les non fransfusés, 16% chez les receveurs de CGR
déleucocytés et 44% chez les receveurs de CGR standard (p <0,001). Les durées de séjour a I'hdpital sont
également statistiquement différentes : 9 vs 12 vs 18 jours respectivement. Les auteurs concluent a I'efficacité de la
déleucocy tation pour réduire l'incidence des infections post opératoires.

Dans une revue criique récente et trés compléte, Vamvakas et Blajchman [213] concluent que [effet
immunomodulateur est probablement présent, mais sans doute a un degré plus modeste au regard des infections
post-opératoires que celui suggéré par les premiéres études de Jensen.

1.1.2.7. Inconvénients de la déleucocytation

La perte en hémoglobine (Hb) est le facteur limitant le plus important. Les établissements de transfusion sanguine
doivent assurer un contenu minimum des CGR déleucocytés de 40 g d'Hb contre 43 g pour les CGR appauvris en
leucocytes et 45 g pour les CGR standard. La sélection du matériel est un facteur important. Cette perte ne dev rait
pas dépasser 10% pour 90% des CGR [18]. Des pertes supérieures a 20% peuvent survenir et entrainer
l'augmentation du nombre de CGR transfusés et I'ex position des receveurs a des produits provenant d'un plus grand
nombre de donneurs.

1.1.3. Déplasmatisation

Les CGR déplasmatisés sont des concentrés contenant moins de 0,5 g.L™' de protéines plasmatiques. lls sont
indiqués chez les sujets intolérants aux protéines plasmatiques.
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Les réactions cliniques d'expression allergique sont beaucoup plus fréquemment observées avec les produits
contenant une grande quantitt de plasma, PFC ou CP, qu'avec les CGR : 3,7% contre 0,5% dans une analyse
réfrospective [51].

En regle générale, a la suite de transfusion de CGR, les réactions de type allergique sont mineures (urticaire, rash
cutané) et isolées. Elles justifient un simple traitement sy mptomatique. Lorsque ces réactions sont répétées et non
prévenues par ['utilisation d'antihistaminiques, l'ufilisation de CGR réduits en volume ou déplasmatisés peut étre
discutée. Beaucoup plus rarement, des réactions anaphylactiques majeures (urticaire étendu, bronchospasme et
cedeme de Quincke, choc anaphylactique) sont observées, justifiant des la transfusion suivante I'utilisation de CGR
déplasmatisés.

Il est exceptionnel que I'antigéne responsable des réactions anaphylactiques mineures soit identifié. Parmi les
causes de réactions majeures, et en particulier de chocs anaphylactiques, il est important de rechercher chez le
patient un déficit en IgA sérique et, dans ce cas, la présence d'anticorps anti-lgA. Plus de 30 cas de chocs
anaphy lactiques liés a la présence d'anticorps anti-IgA ont été publiés [214-226]. Du sang fotal était impliqué dans 13
cas, des CGR dans 7 cas, des CP dans 3 cas et du PFC dans 7 cas. Tous les rapports indiquent que la
déplasmatisation est en régle efficace pour prévenir la survenue d'accidents lors de transfusions ultérieures.

Une autre complication transfusionnelle exceptionnelle justifie I'emploi de CGR déplasmatisés : le purpura post-
transfusionnel ou syndrome de Schulman, survenant en régle chez des patientes ayant eu une immunisation
primaire confre un antigéne plaquettaire lors d'une grossesse, et développant une réponse secondaire lors de la
transfusion d'un produit sanguin cellulaire, CGR ou CP. Le fableau clinique consiste en l'appariion d'une
thrombopénie brutale 1 & 2 semaines aprés la transfusion. L'accident rév élateur n'est en pratique pas prévisible,
mais toute transfusion ultérieure éventuelle de CGR doit étre effectuée avec des CGR dépourvus de plaquettes. En
pratique, les conditions techniques de la déplasmatisation permettent une déplétion en plaquettes suffisante pour
prévenir la récidive.

Enfin, il avait autrefois été recommandé d'utiliser des CGR déplasmatisés pour la transfusion de patients atteints
d'hémoglobinurie paroxystique nocturne. La justification théorique était de ne pas apporter au receveur de fraction du
complément, susceptible de provoquer la lyse des propres globules rouges du patient. Cette attitude, qui était peut-
étre justifiée dans le cas de la transfusion de sang fotal, s'est avérée par la suite non justifiée dans le cas de
transfusion de CGR.

1.1.4. Cryoconservation

La cryopréservation [227] permet la conservation a long terme de globules rouges viables et fonctionnels. Selon la
température de conservation (-30°C, -80°C, -130°C), la durée de stockage est de 4 mois a plus de 20 ans. Aprés
décongélation et déglycérolisation, le CGR doit éfre transfusé dans les 24 heures. Si la décongélation et la
dégly cérolisation sont réalisées a laide d'un systeme fonctionnellement clos avec additon d’une solution
supplémentaire de conservation, le délai maximal entre décongélation et I'utilisation du CGR est de 7 jours.

Des réserves de sang de groupes rares peuvent étre ainsi constituées afin de pouvoir transfuser des sujets de
phénoty pes exceptionnels ou des patients ayant développé un grand nombre d'allo-anticorps anti-éry throcy tes
nécessitant une sélection complexe de CGR compatibles dans de nombreux groupes sanguins.

D'autres avantages sont directement liés aux procédés de préparation par action combinée de la gly cérolisation, la
congélation-décongélation et le lavage :
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- les suspensions ainsi obtenues ont une concentration de protéines plasmatiques réduite (< 0,5 g.L™") analogue
a celle des CGR déplasmatisés;
-il'y a un faible taux résiduel de plaquettes et de leucocytes (< 10).

Cette amélioration qualitative du produit est certainement a l'origine des observations rapportant une prévention des
infections post-transfusionnelles dues au CMV : dans 6 études, aucune transmission de CMV n'est notée sur plus de
250 patients recevant des produits cryoconservés [84, 85, 110, 122, 228]. Une diminution de lincidence des
hépatites B post-ransfusionnelles a également été évoquée, puis contestée. Une étude menée chez 59 patients
drépanocy taires poly transfusés, rapporte une incidence de 34% d'hépatite C contre 25% de séroconv ersion dans le
groupe témoin ne recevant pas des CGR cryoconservés [229]. Enfin, le procédé de préparation permettrait une
réduction modérée de la charge virale VIH [147].

La cryoconservation pourrait donc théoriguement permetire la sécurisation des CGR. Les frois principaux obstacles
de l'utilisation & grande échelle de cette technique de sécurisation sont le colt du stockage des produits et les
dificultés de distribution en urgence et de fidélisation des donneurs de sang. Outre le fait qu'elle n'est absolument pas
opérationnelle & grande échelle, il faut rappeler que la sécurisation ne permet de contréler que les agents infectieux
connus.

1.1.5. Irradiation par les rayonnements ionisants

Cette transformation s'applique a I'ensemble des produits sanguins thérapeutiques, cellulaires ou susceptibles de
contenir des cellules lorsque ces produits ont ét soumis a une dose de rayonnements ionisants de 25 a 45 Gy
(réglementation frangaise [5]). Elle est indiquée dans la prévention de la GVH post-transfusionnelle.

e La GVH post-transfusionnelle

Les principales manifestations de la GVH sont la fiévre et les signes cutanés. Le rash cutané débute par un érytheme
puis une éruption maculo-papuleuse. Celle-ci iniialement cenfrale, s'étend aux exirémités, réalisant parfois un
érythéme généralisé avec formation de bulles. Les autres manifestations incluent I'anorexie, les nausées, les
vomissements, des diarrhées aqueuses ou sanglantes. Elles s'accompagnent ou non d'une cytolyse hépatique,
d'une hy perbilirubinémie et d'une pancytopénie 1 a 9 semaines apres la transfusion [230]. L'issue de la GVH post
transfusionnelle est fatale dans plus de 90% des cas, en quelques semaines [230, 231].

Son incidence n'est pas encore bien définie [230, 232, 233]. Elle est probablement sous-estimée, le diagnostic n'étant
pas toujours fait ou confondu avec des infections virales ou des accidents de toxicitt médicamenteuse [234].
Anderson [230] et Greenbaum [232] ont recensé les cas rapportés depuis la premiére description en 1965 afin
d'identifier les groupes de patients a risque.

Le premier groupe est consfitué par les receveurs immuno-déprimés, du fait d'une maladie congénitale ou acquise,
en particulier la maladie de Hodgkin [235], et de traitements chimio- ou radiothérapeutique. Aucun cas n'a été décrit
chez les patients atteints de SIDA [230, 232, 234].

Si la GVH survient essentiellement chez les patients immuno-déprimés, ces derniers ne sont pas les seuls
concernés. Le premier cas de GVH post-transfusionnelle chez un patient immunocompétent, opéré d'un anévrisme
de l'aorte, a été décrit en 1986 [236]. Depuis de nombreux autres cas sont rapportés chez des receveurs présumeés
immunocompétents [14, 230, 234, 237-244] transfusés par des donneurs apparentés ou non, particuliérement au
Japon [231, 236, 245] et en Israél [246] au cours de divers ty pe de chirurgie.
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Au Japon, une enquéte rétrospective portant sur 340 hépitaux [231] en chirurgie cardiaque, sur la période 1981-1986,
a identifié 96 cas d'érythrodermie postopératoire chez des patients tous considérés comme immunocompétents
parmi les 63 257 patients ayant bénéficié de ce ty pe de chirurgie. L'incidence est de 1/659. Ce syndrome décrit par
les Japonais est cliniquement et histologiqguement identique & la GVH post-transfusionnelle. Thaler [246] rapporte, en
Israél, 2 cas de GVH post-transfusionnelle aprés chirurgie cardiaque chez des sujets immunocompétents ay ant regu
du sang total frais, non irradié. Dans chaque cas, un des donneurs est homozy gote pour un des haploty pes HLA du
receveur. Sheehan [247] décrit un cas chez une femme de 22 ans souffrant d'une éclampsie d'intensité modérée,
non immunodéficiente, qui avait regu 2 CGR aprés la délivrance. Arsura [237] rapporte un cas de GVH
diagnostiquée par biopsie cutanée a la suite d'un pontage coronarien chez un patient de 63 ans présumé
immunocompétent ay ant regu 2 unités de sang frais.

D'autres cas continuent d'étre rapportés. Une recherche Medline des nouveaux cas publiés entre 1990 et 1995
montre 79 observations dans 52 publications. Quarante cas sont survenus a la suite d'intervention chirurgicale, dont
3 greffes d'organes (rein, coeur, foie). Dix-sept sont survenus chez des patients traités pour hémopathie maligne : 5
maladies de Hodgkin, 4 leucémies aigués myéloides, 4 lymphomes non hodgkiniens, 3 leucémies ly mphoides
chroniques, et 1 myélodysplasie. Huit cas pédiatriques sont rapportés : 3 nouveau-nés prématurés et 5 déficits
immunitaires congénitaux. Trente-six cas concernent des patients japonais. Les cas résolutifs sont exceptionnels :
3/38 documentés. Des dons familiaux sontimpliqués dans 6 cas : 4 dons d'un enfant & un parent, 1 don d'un parent
a son enfant, et 1 don intrafamilial au deuxieme degré. Parmi les produits sanguins impliqués, 4 patients ont regu des
CGR déleucocytés [248-251] et 2 ont recu des produits irradiés a la dose de 15 Gy [252, 253].

La GVH post-transfusionnelle est une pathologie liée a la transfusion de cellules Iy mphoides histocompatibles. Elle est
la manifestation d'une réponse immunologique qui peut survenir lorsque des ly mphocy tes transfusés viables ne sont
pas reconnus comme étranger par le receveur. Ces lymphocytes T immunocompétents persistent chez le recev eur
et enfrainent une GVH. Un des facteurs déterminants est donc une semi-identité des phénoty pes HLA entre donneur
et receveur [246]. Dans cefte situation, le receveur ne peut pas reconnaitre comme étranger le phénoty pe HLA du
donneur et ne développe pas de réaction de rejet contre les lymphocytes du donneur. Cette condition peut survenir
en cas dimmunodéficience, mais également lors de la transfusion d'un PSL cellulaires provenant d'un donneur
identique au receveur pour un des haploty pes HLA [242, 254].

Petz et al. [243] ont analysé 39 cas rapportés chez des patients présumés immunocompétents dont 79% de patients
japonais. Parmi 16 documentés, 9 sont des cas olU donneur et receveur ne sont pas apparentés, 6 ou ils sont
apparentés au premier degré et 1 ou ils sont apparentés au second degré. Trois facteurs favorisant peuvent étre
retenus : l'existence d'un haplotype HLA commun au donneur et au receveur, le caractére « frais » du sang
transfusé (< 96 h) et un facteur de prédisposition génétique supposé dans la population japonaise.

Seul un petit nombre de patients [236, 242] a bénéficié d'un typage HLA permettant de mieux comprendre la
pathogénie de la maladie. Nagumo [255] rapporte un cas survenu chez un patient japonais recevant a la suite d'une
hémorragie digestive, un seul concentré provenant d'un donneur non apparenté. Le typage HLA du donneur et du
receveur permet de monfrer une parenté antigénique pour une alléle dans chacun des systémes de classe | (HLA A)
et de classe Il (HLA DP). Ito [256] rapporte le typage HLA d'un homme de 53 ans, ne recevant ni chimiothérapie ni
radiothérapie, opéré d'un cancer de l'oesophage et transfusé en période peri-opératoire. Son ty page HLA est modifié
vers la 18¢me heure, les lymphocytes du donneur ayant remplacé ceux du receveur, bien que ce patient ne puisse
pas étre considéré a priori comme immunodéprimé.

Finalement, les patients immunocompétents a risque, sont les sujets qui ont un haploty pe HLA identique au donneur,
ce dernier étant homozygote. Ceci peut survenir au cours de dons intra-familiaux ou dans des populations ou un
haploty pe est fres fréquent (Japon, Israél).
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La probabilitt pour qu'un donneur HLA homozygote rencontre un receveur semi-identique a été estimé a 1/7 174
chez les blancs au USA, a 1/16 835 en France et a 1/874 au Japon [241]. Cela devrait correspondre a 1 500 a
22 000 cas annuels aux Etats-Unis. Dix millions de CGR sont transfusés chaque année dont un tiers avec des dons
provenant des sujets apparentés au premier degré : 8 000 cas de GVH post-transfusionnelle sont donc attendus
chaque année. Or, la GVH est beaucoup plus rare [244]. Pour expliquer ces résultats, la premiére hy pothése est que
I'homozy gotie des haplotypes HLA a été largement surestimée aux Etats-Unis. C'est ce que démontre Wagner [257]
en consfruisant un nouveau modéle mathématique. L'autre hypothése est que des facteurs encore inconnus
modulent le phénoméne. Van der Mast [258] étudie in vitro 62 combinaisons de donneurs et receveurs avanteta
difiérents moments aprés la fransfusion. La réactivité du donneur contre I'hdte serait progressivement inhibée par les
lymphocytes T du receveur et diminuerait proportionnellement avec le temps.

La majorité des cas survenus chez des patients immunocompétents a été décrite au décours de chirurgie cardiaque.
Aussi il a été suggéré que ces patients subissant une chirurgie sous circulation extra-corporelle (CEC) ne peuvent
pas éfre considérés strictement comme immunocompétents. Des ly mphopénies sont rapportées avec une incidence
plus importante que dans d'autres types de chirurgie. A I'encontre de I'hypothése d'immunodéficience de ces
patients, Preiksaitis [259] ne retrouve pas de différence pour le risque d'infection post-opératoire a CMV enfre la
chirurgie cardiaque et d'autres ty pes de chirurgie majeure.

e Prévention de la GVH post-transfusionnelle par l'irradiation des produits

Il est clairement établi que lirradiation des PSL cellulaires et donc des produits érythrocytaires est la méthode de
choix pour la prévention de la GVH. Une dose d'irradiation évitant la prolifération des lymphocytes et la moins
toxique possible pour les globules rouges doit étre utilisée. La dose de 15 Gy permet de réduire par 10° a 10° fois la
réponse mitogéne des lymphocytes par rapport a des PSL non irradiés [260]. Cependant pour cette dose, longtemps
employ ée aux USA, un petit pourcentage de ly mphocytes persiste. Droby ski [260] rapporte une GVH pour une dose
de 20 Gy. Deux aufres cas de GVH post-transfusionnelle ont été décrits dans lesquels les patients ont regu des
produits irradiés a la dose de 15 Gy [252, 253]. Ces données indiquent qu'a ces doses quelques ly mphocytes sont
susceptibles de survivre. La dose réglementaire [5] en France (25 a 45 Gy) donne de meilleures garanties. Jusqu'a
présent aucune GVH posttransfusionnelle n'a été décrite chez des patients recevant des produits irradiés dans ces
conditions.

Anderson [261] rapporte les résultats d'une évaluation, réalisée par le Transfusion Practice Comittee of the
American Association of Blood Bank, sur les possibilitts d'irradiation, le matériel, les modalités, les indications
retenues et l'incidence de la GVH post-transfusionnelle pendant I'année 1989. L'étude porte sur 64,2% des 2 250
instituts américains et 9 397 068 produits ont été fransfusées : 10,1% étaient irradiées par des doses de 15 & 50 Gy,
et 96,8% des instituts utilisaient des doses entre 15 et 35 Gy. La majorité des centres irradiaient les produits destinés
aux receveurs de moelle osseuse allogénique (88%) ou autologue (81,4%) et aux patients ayant un déficit
immunitaire congénital (68,4%).

Les patients ayant une tumeur solide ou un sida ne recevaient des dons irradiés que dans une minorité des centres
(respectivement 24,5 et 20%). Une majorité des instituts irradiait les dons provenant de donneurs apparentés au
premier degré. Une minorité le faisait également pour les dons provenant des autres membres de la famille. La
grande majorité des instituts (90%) n'irradiait pas les dons provenant de donneurs non apparentés. Pendant cette
période, 3,2% des institutions ont rapporté au total 40 GVH post-transfusionnelles, dont 4 seulement dans le cadre de
la chirurgie (2 au cours de pontage coronarien et 2 au cours d'autres chirurgies cardiaques). A noter 2 cas de GVH
post-fransfusionnelle sont survenus chez des patients ayant recu une greffe allogénique de moelle osseuse, pour
lesquels tous les dons av aient été irradiés.
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L'irradiation présente l'inconvénient de favoriser le relargage de potassium lors de la conservation des globules
rouges irradiés [262]. Cette observation a conduit certains [261] a recommander d'irradier peu de temps avant la
transfusion. Ramirez et al. [263] constatent une concentration de potassium 3 fois plus élevée dans les CGR
stockés aprés irradiation (@ 30 Gy) réalisée immédiatement aprés prélévement. Cependant Rivet et al. [264]
observent que le stockage augmente la concentration de potassium & la fois dans les CGR irradiés et non irradiés.
De toutes fagons, si cet effet peut étre délétere en pédiatrie [265, 266], il n'a pas de conséquence perceptible chez
I'adulte [266]. Hillyer et al. [267] évaluent les conséquences de l'irradiation de CGR préalablement déleucocy tés et
ne frouvent des altérations modérées qu'au décours de la conserv ation.

Pour prévenir la GVH post-ransfusionnelle, aucune autre méthode que l'irradiation n'a fait la preuve de son efficacité.
Les rayons ultraviolets B [268, 269] permettraient de diminuer le risque de GVH et leur effet a été évalué sur un
modéele canin. Deeg et al. [270] étudient 10 chiens immunodéprimés par une irradiation suivie d'une autogreffe de
moelle osseuse. Quatre de ces chiens recgoivent des leucocytes non irradiés de donneurs histocompatibles et
développent une GVH. Deux des 3 chiens ayant recu des leucocytes faiblement irradiés par des ultraviolets (20
mj.cm?) développent une GVH, et aucun dans le dernier groupe ayant regu des leucocytes irradiés avec
1000 mj.cm?. En pratique transfusionnelle, ce procédé pourrait étre efficace pour les produits plaquettaires, mais
n'est malheureusement pas utilisable pour les produits contenant des globules rouges, en raison d'une absorption
importante des ultraviolets B par I'Hb.

De méme, la déleucocytation par filtraion n'a pas fait la preuve de son efficacité. Bien au confraire, Hay ashi et al.
[271] rapportent un cas de GVH survenant aprés fransfusion de sang non irradié, aprés 7 jours de conservation, en
dépit de la déleucocytation. Quatre autres cas semblables sont relevés dans les 5 dernieres années [248-251]. Si
I'évolution des performances de la filtration permettra peut-étre une réév aluation de son efficacité dans I'avenir, il doit
étre clairement dit aujourd'hui que la déleucocy tation ne prévient pas toujours le risque de GVH.

1.1.6. Préparation pédiatrique

La transformation « préparation pédiatrique » consiste & diviser aseptiquement un CGR en plusieurs unités qui
peuvent étre fransfusées successivement, en cas de besoin, au méme receveur. Elle permet une diminution du
nombre de donneurs nécessaires a la fransfusion des nouv eau-nés.

1.1.7. Réduction de volume

La « réduction de volume » consiste a éliminer aseptiquement une partie du milieu de suspension d'un CGR par

centrifugation. L'Ht est compris entre 70 et 85%. Cette transformation est parfois utilisée en néonatalogie :

- lorsque le controle des volumes injectés doit étre rigoureusement respecté ;

- en cas de fransfusion massive, lorsqu'on désire éliminer la majeure partie de la soluion de conservation en
phase liquide.

1.1.8. Sang total reconstitué

La reconstitution de sang total, réalisée par le site transfusionnel, consiste a mélanger aseptiquement un CGR, soit
avec de l'albumine a 4%, soit avec un PFC sécurisé ou viro-atténué aprés décongélation.
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Elle est essentiellement indiquée pour la réalisation d’exsanguino-transfusion, d'AREC (Assistance Respiratoire
Extra-Corporelle) et d'ECMO (Extra-Corporeal Membrane Oxy genation) chez le nouv eau-né.

1.2. QUALIFICATIONS APPLICABLES AUX PRODUITS ERYTHROCYTAIRES
1.2.1. Phénotypage®

La qualification phénoty pé s'applique a foutes les préparations thérapeutiques de globules rouges pour lesquelles cing
antigénes sont déterminés systématiquement (RH2, RH3, RH4, RH5 du systeme RH et KEL1 du systéeme KELL,
anciennement C, E, c, e et K), et qui sont antigéno-compatibles avec le receveur pour ces cing antigénes, sans
préjuger de la détermination d'autres antigenes.

Le phénotypage est dit « étendu » lorsqu'il prend en compte les antigénes des autres sy stémes (Duffy, Kidd, MNS,
Lewis, etc.), et qu'ils sont antigéno-compatibles avec le receveur.

L'indication de la qualification phénoty pé répond a deux objectifs :
- la prévention des accidents hémolytiques fransfusionnels chez les receveurs ayant ou ayant eu des anticorps
anti-éry throcy taires ;
- la prévention de I'allo-immunisation anti-éry throcy taire chez les receveurs a risque.

L'analyse de la littérature permet d'identifier les antigénes en causes, la fréquence des anticorps ainsi que les
groupes a risque.

1.2.1.1. Les différents types d'anticorps anti-érythrocytaires

La recherche d'anticorps anti-érythrocytaires irréguliers (RAI) permet la détection des anticorps dans d'aufres
systémes que le systéme ABO. Ces anticorps sont de deux types : naturels etimmuns.

e Anticorps naturels

Les anticorps naturels sont indépendants de toute stimulation foeto-maternelle ou transfusionnelle. lls sont présents
dans le sérum de 2 a 3% de la population.

Les plus fréquents sont les anti-Sda, anti-Vw et anti-WR1 (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 ant-P1, ant-MNS1 (anti-M) et ant-MNS2 (anti-N). Dans ce cas, le laboratoire peut
indiquer la mention « sans intérét transfusionnel ».

Les anticorps du systéme Lewis, anti-LE1 (anti-Le?), -LE2 (-LeP) et -Le*, sont présents chez prés de 0,5% de la
population. Tous ne sont pas susceptibles d'induire un accident hémolytique. Certains anticorps anti-Lewis actifs a
37°C sont dangereux [272, 273] et nécessitent une sélection phénoty pique du sang a transfuser dés la premiére
transfusion.

Enfin, certains anticorps du sy stéme RH sont naturels, en particulier anti-RH3 (anti-E) et beaucoup plus rarement anti-
RH1 (anti-D). La encore, ces anticorps doivent éfre pris en compte, car ils peuvent étre responsables d'une
hémoly se des globules rouges incompatibles transfusés [274].

5 La nouvelle nomenclature des antigénes de groupes sanguins est utilisée dans ce texte ; I'ancienne nomenclature est mise entre parenthéses
pour des raisons didactiques. La comespondance entre les deux nomenclatures se trouve en Annexe.
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e Anticorps immuns

Les anticorps immuns apparaissent aprés stimulation. L'allo-immunisation concerne les patients fransfusés, les
femmes ayant eu des grossesses et les femme enceintes. lls concernent principalement les sy stémes RH, KELL,
Duffy, Kidd et MNS. Quelques mois ou années aprés leur apparition, et en l'absence de nouvelle stimulation
allogénique, ces anticorps peuvent ne plus étre décelables. Trois études permettent de documenter la non détection
d'anticorps irréguliers au cours du temps [275-277] : 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.

e Antigenes publics et privés

De trés rares sujets dépourvus d'un antigéne de grande fréquence, dit antigéne « public » (par exemple phénoty pe
Bombay, p, pK, efc.), sont porteurs d'anticorps naturels (ou anticorps « anti-publics ») dangereux (anti-H, ant-Tja, ...)
et nécessitent impérativement des globules rouges du méme groupe sanguin « public négatif » que le leur.

D'autres sujets dépourvus d'un antigéne « public » (par exemple U négatif) ne posseédent pas d'anticorps naturel,
mais peuvent développer des anticorps « anti-publics » immuns. lis doivent également recev oir des globules rouges
du méme groupe sanguin « public négatif » que le leur. En pratique, ces CGR de groupes rares sont cry oconserv és
et leur atfribution est du ressort du Centre National de Référence sur les Groupes Sanguins.

Les anticorps anti-privés sont dirigés contre des antigénes de frés faible fréquence dans la population (antigénes
« privés »). Certains sont rattachés a des systémes de groupe sanguin connus, et d'autres n'appartiennent & aucun
systéme identifié. lls apparaissent essentiellement par stimulation feeto-maternelle.

1.2.1.2. Anticorps d'intérét transfusionnel : nature et fréquence

Dans les études les plus anciennes, I'antigéne RH1 (D) du systéme RH a le plus fort indice d'immunogénécité : plus
de 80% des patients RH: -1 (Rh D nég) recevant des globules rouges RH: 1 (Rh D pos) développent un anticorps
anti-RH1 (anti-D) [278, 279], ce qui justifie la prise en compte sy stématique & titre prév entif de cet antigéne.

En dehors de RH1 (D), arrivent par ordre décroissant, KEL1 (K), RH3 (E), RH4 (c), FY1 (Fya) (systéme Duffy), JK1
(Jka) (systtme Kidd), MNS3 (S) (systtme MNSs), indépendamment du nombre des transfusions. Ces cing
systtmes sont concernés par plus de 70% des anticorps [275, 276, 280-283]. Les autres antigénes ont une
incidence plus faible qui rend plus aléatoire la prévention de situations d'incompatibilité.

Walker [284] détermine l'incidence des allo-anticorps anti-érythocytaires d'intérét clinique entre 1970 et 1988 sur
321 200 patients. L'incidence globale est de 0,8%, avec par ordre de fréquence anti-RH1 (anti-D) (30%), -KEL1 (-K)
(21%), -RH3 (-E) (15%), -RH1+RH2 (-D+C) (10%), -FY1 (-Fy?) (6%), -JK1 (-Jk?) (4%), -RH4 (-c) (4%), -RH2 (-C)
(2%). L'étude la plus récente de Hoeltge [285] inclut, sur la période 1985 -1993, 159 262 patients ; 6 996 anticorps
sont détectés chez 4 700 patients (2,9%) et 60,5% des anticorps ainsi détectés ont une signification clinique. Par
ordre de fréquence, il retrouve des anticorps anti-KEL1 (-K1) (23%), -RH3 (-E) (17,6%), -RH1 (-D) (12,4%), -LE1 (-
Le?) (7,3%), -RH1+RH2 (-D+C) (6,3%), -FY1 (-Fy?a) (5,7%), -RH4 (-c) (4,4%). Un seul anticorps est trouvé chez
69,3% des patients. Il existe une forte corrélation entre le nombre de transfusions et le nombre d'anticorps détectés.

La fréquence des anticorps anti-érythrocytes varie de 1,7 a 35% selon les populations de patients étudiées.
Cependant peu d'études concernent la chirurgie. En fransplantation hépatique, une analyse rétrospective (1981 -
1987) de 1 000 transplantations consécutives [276] a montré une fréquence des anticorps d'intérét fransfusionnel de
14% chez 496 adultes ayant des antécédents fréquents de transfusion : 6,3% étaient détectés avant transfusion et
7,5% supplémentaires aprés fransfusion dans un délai de 1 & 5 semaines, malgreé le traitement immunosuppresseur.
En transplantation rénale, une fréquence de 9,5% (91 immunisés parmi 958 patients receveurs) a été rapportée [286]
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avec 3,5% de mélanges d'anticorps de spécificité différente. En chirurgie cardiaque, l'incidence des anticorps post-
transfusionnels était de 2% chez 530 suivis prospectivement [287], mais la durée de suivi est fres courte (7 jours).

Les autres études disponibles concernent les patients de cancérologie [170], d'hématologie [288, 289], ayant des
hémoglobinopathies [290], ainsi qu'une insuffisance rénale chronique [281].

1.2.1.3. Accidents hémolytiques immunologiques : fréquence et mortalité (hors incompatibilité ABO)

Pineda [282] documente 23 cas d'hémoly se retardée (8,6/100 000 CGR ftransfusés) survenus a la May o Clinic entre
1964 et 1974, avec une mortalité de 13%. Quatre patients ont eu une oligurie et un patient une CIVD. Tous av aient
des antécédents de transfusion ou de grossesse. Les anticorps anti-JK1 (anti-Jka) représentaient un tiers des cas.

Juron-Dupraz [280] rapporte 150 cas (7,15/100 000 CGR transfusés) de conflits érythrocytaires dont le Centre de
Transfusion de Lyon a eu connaissance en 24 ans (1955 - 1985) pour 2 098 045 unités de CGR et de sang total
distribués. Trente-trois conflits sont dus a des anticorps irréguliers autres que anti-RH1 (anti-D) (1,6 cas pour 100 000
unités), leur fréquence augmentant avec le temps. Aucun décés n'a été recensé.

Ramsey [276], dans le cadre de la fransplantation hépatique, retrouve une incidence d'hémolyse retardée faible,
mais peu de patients restent évaluables et la cause de décés n'est pas précisée. Quatorze patients ont des allo-
anticorps détectés par un bilan immuno-hématologique. Un seul patient a eu une hémolyse clinique due a des
anticorps anti-JK1 (anti-Jka).

Sazama [283] étudie 256 dossiers parmi les 355 décés posttransfusionnels déclarés a la FDA (Food and Drug
Administration) sur une période de 9 ans (1976 - 1985). Un total de 100 millions de CGR ont été transfusés a 30
millions de patients. Parmi les décés survenus apres transfusion, I'hémolyse aigué représente la cause principale
(51,2%), dans un contexte chirurgical pour 29% des cas ; I'hémolyse retardée représente 10% des déceés. Les
décés par hémolyse liée a des anticorps irréguliers représentent un total de 35 cas (13,7%): 9 cas (3,5%)
d'hémoly se aigué (5 anti-KEL1 (anti-K), 1 anti-JK2 (anti-Jk®), 1 anti-FY1 (anti-Fy2) et 2 mélanges anti-JK1+JK2+JK3
(anti-dka+Jkb+Jk3), anti-RH3+KEL1+P1 (-E+K+P1)) et 26 déces attribuables & une hémolyse retardée lié & des
anticorps isolés ou multiples (16 cas). Au fotal, des anticorps multiples étaient présents chez la moitié des patients
décédés.

Dans [I'étude de Ness [291] seulement 20% des patients transfusés ayant une réponse immune anamnestique et des
anticorps d'intérét clinique (0,66% des patients) dév eloppent une réaction hémoly tique.

Pinkerton [292] observe en 8 ans 4 réactions hémolytiques retardées et 18 réactions sérologiques retardées parmi
10 146 patients transfusés avec 54 725 CGR ou sang total non phénoty pés.

Le risque d'accidents mortels a été documenté essentiellement avant 1985, lorsque la sélection de CGR phénoty pés
n'était pas toujours réalisée. Le risque d'accident hémolytique par anticorps irrégulier est bien établi, mais sa
fréquence et sa mortalitt demandent & étre réévaluées. Il existe en effet des biais et limites méthodologiques. Les
données anglo-saxonnes ne sont pas directement fransposables en France car les sfratégies de surveillance
immunologique des transfusions de CGR ne sont pas les mémes. Les méthodes de détection des anticorps
irréguliers ont considérablement évolué ainsi que la prise en charge des accidents. Les réactions hémoly tiques
retardées sont rarement fatales mais sont & l'origine d'une chute de la concentration en hémoglobine ([Hb]) qui
pourrait nécessiter des tfransfusions supplémentaires.
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Le Groupe de Travail Immuno-hématologie de la Société Frangaise de Transfusion Sanguine a recensé 101
accidents et incidents post-transfusionnels notifiés entre le 1er octobre 1991 etle 17 novembre 1993 par 17 Centres
de Transfusion ; 26 incompatibilitts dues a des anticorps irréguliers ont été analy sées dont 3 associées a un décés
du receveur. Les causes principales comportaient I'absence de prise en compte ou la non prescription de la RAL

Les données de I'némovigilance en France de février 1994 a juin 1995 relévent 26 accidents d'incompatibilité
érythrocytaire en dehors du systéme ABO, qui sont dus a des anticorps dirigés contre les systémes Duffy et Kidd
dans 17 cas, et les systémes RH et KELL dans 6 cas. On peut interpréter cette proportion réduite d'anticorps dirigés
contre des antigénes des systémes RH et KELL (moins de 25% des cas rapportés) comme la conséquence de
I'emploi croissant en France au cours des derniéres années de CGR phénoty pés dans les deux systémes RH et
KELL.

1.2.1.4. Facteurs favorisant I'alloimmunisation anti-érythrocytaire

Le role des antécédents de grossesse et de transfusion est bien établi [275, 281, 282, 290, 292, 293]. Une étude
réfrospective de l'immunisation au cours de 17 568 grossesses [45] a monfré que la prévalence de production d'un
nouvel anticorps ayant une incidence transfusionnelle était de 0,24% (IC 95% : 0,17 - 0,32). Les femmes [293]
s'immunisent deux fois plus vite que les hommes, indépendamment du réle de la grossesse.

La prévention de la majoritt des maladies hémoly tiques du nouv eau-né induites par des transfusions antérieures de
la mére repose sur le respect des phénoty pes RH1 (Rh D) et KELL pour tous les receveurs de sexe féminin jusqu'a
la ménopause. En effet, cette maladie résultait jusqu'a ces derniéres années, dans plus de 95% des cas, d'une
immunisation foeto-maternelle contre I'antigéne RH1 (Rh D). Plus rarement étaient en cause les antigenes RH3, RH4,
RH2 et RH5, KEL1 (anciennement E, ¢, C et e, K), exceptionnellement FY1, JK1, MNS3 (anciennement Fya, Jka,
S). L'origine de ces immunisations est le plus souvent transfusionnelle pour les anticorps anti-RH4 (anti-c), anti-RH3
(anti-E), anti-KEL1 (anti-K), anti-FY1 (anti-Fy2) [294].

L'immunisation est plus fréquente dans certaines maladies en particulier au cours des cirrhoses [276, 293]. Elle est
plus fréquente (22%) au cours des cirrhoses biliaires primitives (12%). Dans la drépanocytose [290], la fréquence
atteint 34% chez l'adulte avec des réactions hémolytiques retardées cliniques de l'ordre de 11%. Les différences
d'origine raciale entre donneur et receveur majorent le risque d'allo-immunisation multiple [290], ce qui peut bloquer
toute possibilité d'effectuer une transfusion sanguine sans danger.

1.2.1.5. Indications des CGR phénotypés

Le reglement relatif aux bonnes pratiques de distribution des PSL [295] mentionne que lutilisaion de CGR
phénoty pés est indiquée chez :
- les patients ayant ou ayant eu des allo-anticorps anti-érythrocytaires, afin de prévenir les accidents
hémoly tiques fransfusionnels ;
- les femmes, de la naissance jusqu'a la fin de la période procréatrice, pour lesquelles I'apparition d'un allo-
anticorps anti-éry throcy taire représente un risque supplémentaire d'accident hémoly tique foeto-maternel en cas
de grossesse ;
- les patients susceptibles de recevoir des fransfusions itératives.

L'utilisation de CGR phénoty pés doit tenir compte des conditions de réalisation des transfusions, et notamment du
niveau d’'urgence.
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Les CGR phénoty pés RH et KELL sont :
- formellement indiqués chez :
- les patients ayant ou ayant eu un (des) allo-anticorps anti-éry throcy taire(s) a I'exclusion de ceux
jugés sans intérét transfusionnel, afin de prévenir les accidents hémoly tiques fransfusionnels ;
- les patients de sexe féminin, de la naissance jusqu'a la fin de la période procréatrice, afin de prév enir
I'apparition d'allo-anticorps anti-éry throcy taires, qui représentent un risque supplémentaire d'accident
hémoly tique foeto-maternel en cas de grossesse.
- recommandés chez les patients atteints d'affections chroniques dont la survie prolongée est conditionnée
par des transfusions itératives de CGR, afin de prévenir I'apparition d'allo-anticorps anti-éry throcy taires.
- souhaitables pour tout patient, quel que soit le sexe, ayant une espérance de vie raisonnable.
Is ne sont pas indiqués chez les patients dont la RAI (Recherche d'Agglutinines Irréguliéres) est négative et dont
I'espérance de vie est faible.

Utilisation de CGR phénoty pés et urgence vitale :

- En situation d'urgence vitale sans résultats valides disponibles et dans l'ignorance des besoins ultérieurs,
il est recommandé de réaliser le phénoty pe RH et KELL du patient et d’uiliser des CGR phénoty pés en
attendant le résultat de la RAI, qui conditionnera la conduite ultérieure.

- En situation d'urgence vitale immédiate sans résultats valides disponibles et en contexte obstéfrical, il est
recommandé de distribuer immédiatement des CGR de groupe O RH :-1, KEL :-1 (anciennement O Rh D
nég KELL nég).

- En situation d'urgence vitale immédiate avec des résultats disponibles de groupe sanguin RH1 (Rh D) et
en contexte obstétrical, il est recommandé de distribuer immédiatement des CGR de groupe KEL :-1
(KELL nég) dans tous les cas, et RH:-1 (Rh D nég) si le phénoty pe de la patiente est RH :-1 (Rh D nég)
ou RH: 1 (Rh D pos) (RH:-3,-4 (anciennement E-, c-)) si le phénotype de la patiente estRH: 1 (Rh D

pos).
Indications des CGR de phénoty pe étendu :

- La décision de respecter le phénotype étendu a un ou plusieurs antigénes de groupe sanguin autre que
ABO, RH et KELL est fonction de la nature des anticorps, détectés chez les patients immunisés. Il est
souhaitable dans ce cas de respecter également les phénoty pes RH et KELL a fitre prév entif.

- Le respect du phénotype étendu, en particulier aux antigénes FY1 (Fya), JK1 (Jk&) et S (MNS3), peut
éventuellement étre proposé a fitre préventif chez les patients dépendants & long terme de transfusions de
CGR, en particulier les patients drépanocy taires et les thalassémiques.

1.2.2. Compeatibilité
L'épreuve directe de compatibilité (EDC) au laboratoire de CGR phénotypés RH-KELL doit obligatoirement étre
effectuée pour tout patient & transfuser présentant, ou ay ant présenté, ou suspecté de présenter un ou plusieurs allo-

anticorps anti-éry throcy taires.

Cette disposition, qui figure dans le réglement relatif aux bonnes pratiques de distribution des PSL [295], est justifiée
par la fréquente difficulté d'étre certain, lors de la RAI, que l'anticorps présent n'en masque pas un autre, et, par le fait,
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que le risque d'apparition d'un allo-anticorps supplémentaire n'est pas négligeable. Le délai maximal de validité d'une
EDC au laboratoire est de 3 jours. Il doit étre logiquement ramené a 1 jour en cas de transfusion récente.

A cdté de cette indication indiscutable, la réalisation de 'EDC au laboratoire en plus de la RAI reléve de choix
d'organisation du fravail et de protocoles a élaborer par concertation entre les médecins prescripteurs et le site
transfusionnel correspondant.

Les CGR « compatibilisés » doivent porter les mentions suivantes [296] :
- identité du receveur : nom pafrony mique, nom marital, prénom, date de naissance ;
- date de réalisation de I'EDC ;
- durée de validité de I'EDC.

1.2.3. Qualification « CMV Négatif »

La qualificaton CMV négatif s'applique aux PSL cellulaires homologues & usage thérapeutique provenant de
donneurs chez lesquels la recherche d'anticorps dirigés contre le CMV est négative au moment du prélevement. Le
but de cette qualification est de prévenir l'infection par le CMV et en particulier la primo-infection, et de réduire la
morbidité et la mortalité de l'infection par le CMV dans les groupes a risque.

Une analyse actualisée de la prévention des infections a CMV chez les patients a risque par cette qualification et par
la déleucocy tation des produits sanguins labiles cellulaires figure dans le chapitre 1.1.3.2.

1.3. PROPRIETES DES PRODUITS ERYTHROCYTAIRES EN FONCTION DE LEUR DUREE DE CONSERVATION (SANG
« FRAIS », SANG « CONSERVE »)

Plusieurs revues de la littérature ont récemment fait le point sur les modifications biochimiques et cellulaires que
subissent les globules rouges (GR) durant leur stockage [297-299]. Les modifications associent une diminution de la
concentration d’adénosine friphosphate (ATP) et de 2,3-DPG, une vésiculation de la membrane cellulaire [300-302]
avec peroxy dation lipidique [303] et perte de déformabilité [298, 304, 305].

La diminution de la concentration de 2,3-DPG est frés bien décrite et est un des éléments les mieux répertoriés du
vieillissement des globules rouge. Cependant, sa conséquence clinique reste débattue. Il a été démontré a plusieurs
reprises chez 'homme et chez le primate qu'aprés transfusion de CGR appauvris en DPG, la valeur de la P50
diminue significativement (ttmoignant de I'augmentation de laffinitt de I'hémoglobine pour I'O,) puis retrouve sa
valeur initiale entre 24 heures et plusieurs jours [306, 307]. Les conséquences de la transfusion de globules rouges
vieillis sur la délivrance en O, n'ont pas été étudiées correctement, quoique plusieurs auteurs se soient prononcés
sur l'intérét de transfuser des globules rouges non vieillis, en particulier chez les patients fransfusés massivement.
Dans ces circonstances, il a en effet été avancé que la transfusion de grandes quantités de sang pauvre en 2,3-DPG
pourrait av oir des conséquences facheuses sur un équilibre apport-consommation en O précaire [308-311].

Durant le stockage des globules rouges, il existe une diminution progressive du pH, une augmentation de la
concentration en potassium plasmatique et une libération d’hémoglobine libre a partir des globules rouges lysés
[312]. Les conséquences cliniques immédiates induites par la transfusion de ces produits de stockage sont
probablement limitées (excepté chez les nouveau-nés) dans la mesure olU les receveurs sont capables de
tamponner, diluer ou supprimer les produits de dégradation des globules rouges ly sés. Cependant, les effets a long
terme ne sont pas connus. Il faut également noter la présence, dans le milieu de conservation des globules rouges,
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d’'une production de cytokines [32] et d'autres substances bioactives [313], incluant I'histamine, le complément [314,
315], et des dérivés phospholipidiques [316]. Les conséquences cliniques de ces substances lors de la transfusion
restent incertaines, mais pourraient avoir des effets indésirables chez les patients en état critique, en particulier en
réanimation ou dans le contexte d’une chirurgie trés hémorragique ou au cours de poly raumatisme.

La diminution de la capacitt des globules rouges vieillis a améliorer I'oxygénation tissulaire dans un modéle
d’hémorragie chez l'animal a ét¢ observée dans plusieurs études [317, 318]. Les effets de la transfusion sont
appréciés au cours dune hémodilution isovolémique afteignant une valeur criique d’hémoglobinémie
s'accompagnant d’'une dépendance de la consommation en O, a I'égard du fransport de 'O, (situation qualifiée de
« dysoxie » tissulaire ou d’anaérobiose marquée par une acidose cellulaire avec production de lactate). A ce niveau
d’hémodilution, « vieux » et « jeunes » globules rouges peuvent éfre comparés en termes d'oxygénation tissulaire
sur des éléments objectifs de consommation en O, et de lactatémie. Avec ce modéle, il ét¢ démontré que la
transfusion de globules rouges vieillis (conservés pendant 28 jours) s’accompagne d’'une altération de I'oxy génation
tissulaire, ce qui n’est pas observé avec des globules rouges ayant moins de 5 jours de conservation [318].
D'autres observations ont montré que méme une période de stockage courte (5 a 7 jours) peut s'accompagner d’une
diminution de l'efficacité de la délivrance en O, par les globules rouges quand on la compare a celle de globules
rouges de moins de 24 heures [319].

Ces études animales démontrent le caractére éventuellement limité de la transfusion a satisfaire I'objectif
thérapeutique principal d’augmentation du fransport en O,. Les études cliniques testant cette hypothése n'ont
cependant pas permis de réponse définitive. Quatorze études ont ainsi mesuré transport et consommation d’O; avant
et aprés transfusion homologue. Dans seulement cing études, une élévation de la consommation d’O; a pu étre
observée, ce qui peut ttmoigner d'une fransfusion ineficace en raison d’'un seuil de « dysoxie » non atteint chez les
patients transfusés (amenant donc & discuter le bien-fondé de la décision de transfusion), ou d’une inefficacité des
globules rouges a délivrer 'O, vers les tissus [320, 321]. L'importance du vieillissement des globules rouges dans
ce contexte n'a pas été précisée. On peut cependant citer une étude qui a montré que la transfusion de globules
rouges stockés de plus de 15 jours s’accompagnent d'une altération de la perfusion tissulaire au niveau de la
muqueuse gastro-intestinale [322].

Trois études ont également év alué rétrospectivement l'association entre I'dge du sang transfusé et la durée du séjour
en soins intensifs [323] ou enfre '4ge du sang transfusé et la mortalité [324] et la morbidité [325]. Martin et al. [323]
ont mis en évidence une association statistiquement significative entre la transfusion de globules rouges de plus de
14 jours et la durée de séjour en soins intensifs (p =0,003) chez 698 patients de réanimation. Chez les patients
transfusés, I'administration de globules rouges vieillis était le seul facteur prédictif d’allongement de la durée de séjour
(p <0,0001). Chez les survivants, seule la médiane de I'age des globules rouges était prédictive de la durée de
séjour (p <0,0001). Purdy et al. [324] étudiant 31 patients de réanimation avec un sepsis sévére ou un choc
septique ont mis en évidence une corrélation négative (r = -0,73) entre le nombre de globules rouges vieillis et I'age
des globules rouges, indiquant que plus les globules rouges étaient vieillis, plus le nombre de globules rouges
transfusés était grand. Par ailleurs, ces auteurs ont monfré que I'dge moyen des globules rouges était le seul
paramétre différent entre survivants et non survivants au sepsis grave (age, sexe, nombre de jours en réanimation,
durée du sepsis, existence ou non d'un choc, score de gravité n'étaient pas différents). Enfin, une étude publiée
récemment, évaluant linfluence de la durée de conservation des globules rouges sur I'émergence d'une
pneumopathie post-opératoire aprés chirurgie cardiaque avec circulation extracorporelle, a démontré une
augmentation du risque de pneumopathie avec l'augmentation de la durée de conservation des globules rouges
(p < 0,005) chez les patients transfusés [325].
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ANNEXE

NOMENCLATURE DES ANTIGENES DE GROUPES SANGUINS

Pour l'appellation du phénoty pe, le symbole du systeme de groupe sanguin est suivi par deux points et les nombres
représentant les spécificités sont séparés par des virgules. Un résultat positif n'est pas indiqué, un résultat négatif est
indiqué en faisant précéder le nombre du signe moins. Il n'y a pas d’espace entre chaque nombre. Par exemple :

- Le phénoty pe Rh D+C+E-ct+e+,Cw- est écritRH : 1,2,-3,4,5,-8.

- Le phénoty pe KELL K-k+, Kp(a+b-) est écrit KEL : -1,2,3,-4.

Pour l'usage écrit et verbal de désignation de I'antigéne, le numéro du sy steme de groupe sanguin et le zéro placés
a gauche du numéro de I'antigene peuvent étre supprimés et il n’y a pas d’espace entre le symbole du systéme et le
numéro. Par exemple RH1, RH46, KEL3.

La désignation des spécificitts d'un anticorps inclut le mot « anti » suivi d’un tiret, le symbole alphabétique du
systéme et le numéro de l'antigéne sans espace entre chaque signe. Par exemple anti-E est écrit anti-RH3.

Pour les symboles des génes et haplotypes, les caractéres sont en italiques. Lorsque [litalique ne peut pas étre
utilisé, le symbole du systéme de groupe sanguin doit étre souligné. Par exemple R1/R1, DCe/DCe (R1/R1,
DCe/DCe) deviennentRH : 1,2,5/1,2,5 (RH: 1,2,5/1,2,5).

Correspondance des nomenclatures
Antigénes du systéme Rhésus
D RH1
C RH2
E RH3
c RH4
e RH5
Antigénes du systeme KELL
K KEL1
k KEL2

Antigénes du systéme Duffy
Fy? FY1
Fy? FY2
Antigénes du systéme Kidd
Jke JK1
Jk° JK2
Antigénes du systéme MNS
M MNS1
N MNS2
S MNS3
s MNS4
Antigénes du systéme P
P1 P1
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Antigénes du systéme Lewis
Le? LE1
Leb LE2
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