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Application d’une option préventive dans le cadre du management des
grossesses a risque d’allo-immunisation plaquettaire
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Résumé
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Introduction. les thrombopénies feetales et néonatales allo-immunes (TFNAI) peuvent avoir

des conséquences déléteres en cas d’hémorragie intracranienne (HIC). La récurrence de (3) Institut
I’atteinte feetale est tres élevée et sa sévérité est amplifiée lors des grossesses ultérieures. Le
dépistage systématique des TFNAI est une option de santé publique et permet de réduire la

morbidité et la mortalité.
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Matériel et méthodes. Pres de 1000 femmes enceintes sont incluses. Le diagnostic des
TFNAI est réalisé par MAIPA. Le phénotypage HPA-1 par ELISA et les génotypages HPA-

1 et HLA-DRB3*0101 par PCR-SSP.

Résultats et Discussion. 28 cas homozygotes HPA-1bb (2.94%) ont été identifié a risque
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potentiel d’allo-immunisation plaquettaire dont 03/13 (23.07%) sont HLA-DRB3+0101. La
présence de cet allele augmente le risque de sévérité de la TFNAIL. Chez ces cas la
thrombopénie néonatale était sévere sans détection sérologique d’anticorps anti-HPA-1a par

MAIPA. L’issue favorable a été observée dans ~93% des cas.

Conclusion. Les observations tirées de ces études bénéficiant de programme de screening et
d’intervention montrent qu’on peut prévenir approximativement 80% de déces et de

séquelles liés aux TFNAL.
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Abstract

Introduction: fetal and neonatal alloimmune thrombocytopenia (FNAIT) can have
deleterious consequences in case of intracranial hemorrhage (ICH). The recurrence of fetal
damage is very high and its severity is amplified in subsequent pregnancies. FNAIT
screening is a public health option and may reduce morbidity and mortality.

Material and Methods. Nearly 1,000 pregnant women are included. Diagnosis of FNAIT is

performed by MAIPA. HPA-1 phenotyping is made by ELISA and HPA-1/HLA-

DRB3*0101 genotyping by PCR-SSP.

OPEN ACCESS

Results and Discussion. 28 homozygous women HPA-1bb (2.94%) were identified at high-
risk of platelet alloimmunization. In which, 3/13 were HLA-DRB3*0101 (23.07%). The
presence of this HLA allele increases the risk of severity of FNAIT. In these cases the
thrombocytopenia was severe without serological detection of anti-HPA-1a antibodies (Ab).

Favorable outcomes were observed in ~93% of cases.

Conclusion: The findings from these studies benefiting from screening and intervention
programs show that we can prevent approximately 80% of death and disability related to

FNAIT.

Keywords : Platelet alloimmunization, Thrombocytopenia, Intracranial hemorrhage,

screening, HPA, MAIPA, PCR-SSP

1. INTRODUCTION

Le dépistage et la prise en charge des femmes a risque de
Thrombopénie feetale et néonatale allo-immune (TFNAI)
ainsi que des enfants atteints nécessitent une collaboration
multidisciplinaire entre hématologistes, obstétriciens et
néonatologistes, appuyée et soutenue par les prestations et
les services de médecine transfusionnelle et des

laboratoires spécialisés d’immunologie plaquettaire [1].
La TFNAI est considérée comme I’équivalent plaquettaire
de la maladie hémolytique du nouveau-né (MHNN);
cependant plusieurs éléments la distinguent dont I’atteinte
possible du premier enfant. Elle est le résultat de
I’immunisation maternelle  vis-a-vis  d’antigénes
plaquettaires feetaux « human platelet antigen (HPA) »
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provenant du pére et dont la mére en est dépourvue [2].
Cette allo-immunisation est a I’origine de la destruction
des plaquettes feetales par les immunoglobulines (Ig) de
type G qui traversent le placenta dés 14 semaines de
gestation [3, 4]. Cette atteinte, ayant une incidence estimée
a 1 cas pour 1000 — 2000 naissances vivantes [5] est
responsable de la survenue des accidents hémorragiques
dont le risque majeur demeure prénatal avec la possibilité
d’apparition d’hémorragies cérébrales avant 20 semaines
de gestation. Le nouveau-né peut présenter des accidents
hémorragiques dont les plus graves sont les hémorragies
intracraniennes  (HIC) a [l’origine de séquelles
neurologiques (15-20%) [6] ou de déces (10%) [7]. Chez
les caucasiens I’anticorps anti-HPA-la est reconnu
responsable dans approximativement 80% des cas séveres
de TFNAI [1, 8, 9]. Le phénotype HPA-la est
prédominant chez la population caucasoide et la réponse
allo-immune dans le systéme HPA-1 est étroitement liée a
I’expression du phénotype HLA-DRB3*0101 [10]. Les
fréquences de ces deux phénotypes dans la population
Algérienne sont trés proches de celles observées chez les
caucasiens [11,12]. La mise en ceuvre d’un dépistage
systématique des TFNAI permet une évaluation du risque
d’allo-immunisation dans le systtme HPA-1 afin de
prévenir leurs complications. Ce screening permettra un
diagnostic tres précoce chez les femmes génotypées HPA-
1bb durant la premiére grossesse; une évaluation du
risque d’allo-immunisation plaquettaire feeto-maternelle et
une réduction de la mortalité et les infirmités néonatales
lices a cette atteinte [13]. Des éventuelles options
supplémentaires dans le but d’améliorer le management
des TFNAI chez les femmes immunisées peuvent étre
appliquées telles que I’accouchement par césarienne dans
les 2 & 4 semaines a terme de grossesse et la transfusion
immédiate de concentré de plaquettes HPA-1bb pour les
nouveaux nés sévérement thrombopéniques (<35 x 10%1)
[14]. Comprendre la réponse immunitaire serait aussi
fondamental pour la conception des méthodes les plus
efficaces pour prévenir ou traiter I'allo-immunisation
plaquettaire et ses complications [15].

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Patients et échantillons biologiques

Deux prélévements sanguins de 5 a 10ml sur tube EDTA
et sec ont été réalisés chez 952 femmes en deuxiéme ou
troisieme trimestre de gestation. Les prélevements ont été
acheminés en respectant les conditions optimales de
conservation au service d’hémobiologie et Transfusion
sanguine du CHU d’Annaba. Un prélévement de 2 ml sur
tube EDTA a été réalisé chez les nouveaux nés des
femmes identifiées a risque de TFNAI et incluses dans ce
programme de screening. Les observations et
renseignements cliniques ont été rapportés a partir des
dossiers des patients.

2.2. Méthodes

Phénotype HPA-1

Le typage des plaquettes dans le systeme HPA-1 est réalisé
par une technique immuno-enzymatique en une seule
étape : Polymorphisme HPA-1a/b sur la glycoprotéine GP
[1b/1la (HPA-1a Typing Assay kit. BIO-RAD).

Extraction de I’ADN

La micro méthode Qiagen a été utilisée pour I’extraction
de I’ADN a partir du sang total (QIAamp DNA Blood Mini
kit) selon les instructions du fabricant.

Génotype HPA-1 et HLA-DRB3*0101

Le génotypage plaquettaire pour les systemes HPA-1, -2, -
3, -5 et HLA DRB3*0101 a été déterminé par polymerase
chain reaction sequence specific primer (PCR-SSP)
utilisant Gene Amp PCR System 9600 (Perkin Elmer AB
Applied Biosystems).

Figure 1. Génotypage du systeme HPA-1 par
PCR-SSP

Numeération plaquettaire

Les nouveaux nés des femmes a risque d’allo-
immunisation (HPA-1bb) ont bénéficié d’une numération

formule sanguine (NFS) sur HMX Beckman Coulter.

Détection et identification des anticorps anti-HPA

La recherche des anticorps anti-HPA est réalisée par le
Monoclonal Antibody specific Immobilization of Platelet
Antigen  (MAIPA) utilisant 10 pL  d’anticorps
monoclonaux  (anti-GPlalla  clone  P16;  anti-
GPlIbllla clones PL1-64 and PL2-46; anti-GPIblX clone
GRP; anti-HLA class | clone B1G6 anti B2-
microglobuline) et 30 uL de plaquettes typées dans les
systemes HPA-1,-3 et -5 (Kiefel et al., 1987) [16].

Analyse statistique

Le logiciel HLASTAT2000 a été utilisé pour le calcul des
fréquences alléliques.
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2.3. Protocol expérimental

Phénotypage HPA-1a « ELISA »

A

Femmes HPA-1a positif (Exclues)

v

Femmes HPA-1a négatif

A 4

Extraction de ’ADN

'

Génotype HPA-1 PCR-SSP

v

Génotype Non HPA-1bb

\ 4

Génotype HPA-1bb

! |

Séquengage
« Recherche de mutations »

MAIPA Test / mois
(A partir de 28 semaines de gestation)

v

A 4

Femmes non immunisées

Femmes Immunisées

v

A 4

Corrélation :
Réponse immune et HLA

Monitoring &
Management

3. RESULTATS

Sur 952 prélevements sanguins de femmes enceintes : 897
femmes (soit 94.22%) ayant un phénotype HPA-1a positif
étaient exclues de I’étude. 55 cas (soit 5.77%) de

Tableau 2. Résultats du génotypage HLA par PCR
SSP DYNAL des femmes HPA-1bb

phénotype HPA-la négatif semblent avoir un risque HLA 0202 0301 0101 0202+ NUL Total

d’allo-immunisation plaguettaire dans le systtme HPA-1 DRB3 0101

dont 28 cas étaient confirmés homozygotes HPA-1bb par Nombre 4 4 1 2 2 13

PCR-SSP soit une fréquence de 2.94%. % 38.78 38.78 7.68 1538 1538 100

3; 23.07%
Tableau 1. Phénotypage (ELISA) et Génotypage
(PCR-SSP) dans le systeme HPA-1 38.18%
HPA-la HPA-la HPA- Total e
positif négatif 1bb
Nombre 897 55 28 952
% 94.22 05.77 2.94 100 14.54%
07.27% 07.27%

Le génotypage HLA-DRB3*0101 n’a été réalisé que sur 01.81%

13 femmes & risque de TFNAI dont 3 (23.07%) ,/’

exprimaient cet alléle en association avec HLA- HTAG Diabéte WTAY e pre RAS

DR83*0202 danS 667% Diabéte éclampsie rr.laf;;[};um
Graphe 1: Répartition des femmes a risque d’allo-
immunisation selon les complications de la grossesse
Dans 30.90% des cas, les femmes a risque présentaient une
HTA gravidique.
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Tableau 3. Répartition des nouveau-nés selon
I’évolution

Evolution Déces Favorable Total
Nombre 02 25 27
% 7.41 92.59 100

Afin de prendre en charge a temps certains cas de TFNAI,
suivies dans le cadre de ce programme de screening et
nécessitant des transfusions HPA compatibles, un
génotypage plaquettaire dans le systtme HPA-1 des
donneurs de sang réguliers a été réalisé.

Tableau 4. Fréquences alléliques et génotypiques des
donneurs de sang réguliers dans le systeme HPA-1

Systéeme HPA-1 ; Nombre = 92

Fréquence la 0.793
alléliques 1b 0.207
Fréquences lala % 63.05
génotypiques lalb % 32.60

1blb % 4.35

4. DISCUSSION

Le typage des femmes enceintes dans le systeme HPA-1
semble étre la premiére étape logique du dépistage. Les
femmes révélées, par des techniques immuno-
enzymatiques, HPA-1a positif seront exclues de I’enquéte.
La confirmation du phénotype négatif ou douteux se fait
par une étude génotypique par PCR-SSP. Selon le tableau
1;94.22% des cas sont porteur de I’antigéne HPA-1a. En
effet Contreras et al. en Grande Bretagne, Decary et al. au
Canada, Soulier et al. en France et Shibata et al. au Japon
ont respectivement trouvé : 98,24%, 98,17%, 97,58% et
100%. En réalité le phénotype HPA-la est cosmopolite,
non spécifique d’une race donnée [17]. Plusieurs études
ont démontré I'intérét de déterminer le typage
plaquettaire par des méthodes complémentaires afin
d’éviter toute erreur en lien avec un polymorphisme
génétique & I’origine de discordance de génotypage. La
fiabilit¢ du typage plaquettaire sera ainsi meilleure
lorsque le phénotypage et le génotypage sont
conjointement réalisés, ou bien lorsque deux méthodes
de génotypages différentes sont utilisées [18].

Le génotypage a révélé une fréquence HPA-1bb de 2.94%.
Cette fréquence rejoint celle décrite dans la population
Algérienne selon Brouk et al. en 2010 [11] soit (2.29%).
Les discordances constatées entre les phénotypes et
génotypes peuvent étre liées a un alléle rare et silencieux
ITGB3*0101 (GPIlla) selon Smith G.A. et al. [19]. Les
techniques immuno-enzymatique sont d’une grande utilité
dans les programme de screening de TFNAI, cependant les
cas considérés comme étant a risque de TFNAI doivent
étre confirmé par un génotypage HPA-1 afin d’éviter les
investigations immunologiques inutiles. La présence de
L antigene HLA-DRB3*0101 chez ces femmes HPA-1bb
constitue un facteur majeur favorisant la réponse
immunitaire antiplaquettaire. Il est nécessaire dans le

programme de dépistage d’associer la recherche de ce
phénotype HLA classe 1I. Selon le tableau 2 ; les femmes
gestantes HPA-1bb et HLA-DRB3*0101 ont une
fréquence de 23.07%. La fréquence de I’antigéne HLA-
DRB3*0101 trouvee dans la population algérienne est de
17,92% [12]. Elle est similaire & celle observée dans la
population tunisienne (18%) [20] et supérieure a celle de la
population marocaine (14,3%) [21]. Dans ces populations,
la fréquence d’un tel antigéene (HLA-DRB3*0101) accroit
le risque d'allo-immunisation. En effet, la molécule HLA-
DRB3*0101 pourrait étre impliquée dans la présentation
de I’Ag HPA-1a aux CPA stimulant ainsi la production de
I’anticorps  anti-HPA-la. Les résultats d’études
rétrospectives et prospectives ont montré que 90% des
femmes HPA-1bb  allo-immunisées sont HLA-
DRB3*0101 positif. Selon Loewenthal R et al.; la présence
de Il'allele HLA-DRB3*0101 augmentent le risque de
sévérité de la TNAI et réduit I’efficacité du traitement par
les immunoglobulines intraveineuses (IglV) [22]. D’aprés
le graphe 1 ; Presque 2/3 des grossesses présentaient une
complication en période de gestation (61.82%). Dans les
TNAI, la thrombopénie est souvent isolée. Cependant les
associations ne doivent pas étre méconnues telles que la
coexistence d’une infection ou d’une auto-immunité
maternelle [18]. Selon C. Kaplan, une association avec
d’autres causes avait été retrouvée dans 14 % des cas [23].
14.81% des nouveaux nés ont présenté une thrombopénie.
Sur les trois décés; une mort est survenue in utéro a la
34°™  Semaine  d’aménorrhée et  I’hémorragie
intracranienne était suspectée pour deux cas ayant une
thrombopénie sévere (tableau 3). La recherche des
anticorps anti-HPA-1a par MAIPA pour les trois cas & haut
risque  d’allo-immunisation  (HPA-1bb et HLA-
DRB3*0101) est revenue négative or et selon la littérature
on s’attendait a un cas positif. Des études ont montré que
30% des femmes HPA-1lbb et HLA-DRB3*0101
développent  une  allo-immunisation  anti-HPA-1a.
Husebekkk A et al. trouvent que 10,6% des femmes HPA-
1bb s’immunisent [24]. Lorna M. Williamson et al. ont
détecté chez 46 sur 385 femmes HPA-1bb des Ac anti-
HPA-1a (soit 12%), ils ont trouvé I’association des allo
anticorps maternels anti-HPA-1la avec I’allele HLA-
DRB3*0101 chez 43 femmes (valeur prédictive positive =
35%) et seulement 1 cas d’allo immunisation chez une
femme négative pour cet allele était observé. Selon la
méme étude, la TFNAI & anti-HPA-la est apparue dans
approximativement 1/350 grossesses, ce qui correspond a
11.4% des femmes HPA-1a négatives. D’autres études ont
trouvé : 0% (Panzer S et al.,); 1.4% (Doughty HA. et al.);
6% (Blanchette VS et al.) et 10% (Durand-Zaleski | et al.)
[25]. Bertrand G. et al. (2011) dans une étude similaire,
n’ont trouvé aucune corrélation significative entre la
présence de I’allele HLA-DRBS3 et la concentration des
allo-anticorps maternels. Par contre, ils confirment dans la
méme étude qu’une concentration elevée des allo anticorps
maternels mesurés avant la 28°™ semaine d’aménorrhée et
avant tout traitement immunomodulateur est corrélée avec
une thrombopénie feetale sévére. lls concluent que la
concentration des allo anticorps maternels pendant la
grossesse peut étre un paramétre prédictif de la
thrombopénie feetale et aussi un facteur pronostic de la
réponse thérapeutique. Ce paramétre est important pour
guider la décision du traitement non invasif [26]. La
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négativité des tests MAIPA réalisés peut étre aussi
expliquée par:

e Anticorps de faible affinité et/ou de faible titre
difficilement détectables [18]

e [ncompatibilité antigénique sans anticorps présents chez
la mére [17][27]

Dans ces cas difficiles, il est nécessaire de compléter les
investigations avec de nouveaux prélévements, retester a
distance de I’accouchement (environ 1 & 2 mois) en raison
de I’évolution variable de I’anticorps maternel dans le
post-partum et mettre en ceuvre des techniques plus
complexes [27]. La constitution d’un fichier de donneurs
de sang réguliers HPA-1bb est entreprise (Tableau 4) dans
le but d’optimiser la prise en charge précoce des cas de
TFNAI dépistés a anticorps anti-HPA-la par des
transfusions de concentrés de plaquettes HPA compatibles.
Cette démarche est inscrite dans le cadre du renforcement
des mesures d’accompagnement de certaines options
thérapeutiques (Ex: Césarienne programmée) et ce pour un
maximum d’efficience. Ce travail sera poursuivi sur un
nombre d’échantillons plus représentatif associant les
critéres cliniques prédictifs et les examens biologiques
nécessaires pour assurer le screening, le diagnostic et le
management des TFNAI. Les forums internationaux ont
montré qu’il n’y avait pas de standardisation dans la prise
en charge de ces grossesses. Cependant les protocoles
évoluent vers une réduction sensible des gestes invasifs en
raison de leurs risques inhérents. La mise en ceuvre d'un tel
programme souléve plusieurs questions telles que la
sensibilité suffisante des tests de diagnostic et I'existence
de paramétres prédictifs maternels de I’atteinte feetale [28].

CONCLUSION

La TFNAI est une pathologie parfois méconnue ayant des
conséquences gravissimes. En raison du risque majeur
d’hémorragie intracranienne, le diagnostic biologique est
indispensable pour prendre en charge les patients atteints
et suivre les grossesses ultérieures. Des études
collaboratives sur le screening et I’étude de la réponse
allo-immunes sont nécessaires pour répondre aux
questions en suspens sur la physiopathologie et le
management des TFNAI. Ce screening permettra un
diagnostic trés précoce par I’identification des allo
anticorps anti HPA-1a, responsables des thrombopénies
séveres chez les femmes HPA-1bb durant la premiére
grossesse, et une application d’éventuelles options
supplémentaires pour améliorer le management des
TENAL.

Conflit d'intérét
Les auteurs déclarent ne pas avoir de conflits d’intéréts en
relation avec cet article.
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