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Introduction

La transfusion sanguine est le transfert de sang ou de constituants du sang
d’unindividu ~ (donneur)a  un  autre  (transfusé)(BakaryD.,2019)elle  estla
procéduremeédicale la plus fréqguemment réalisée dans le monde (Roussel C. et al.,
2020). 11 s’agitd’un acte régi par des régles strictes et des lois émanant de 1’Organisation

Mondiale deSanté(OMS)etd’ Agence Nationale duSang(ANS)pourl’ Algérie.

Dans les pays a faibles revenus, la majorité (85 %) des transfusions de GR
estadministrée sous forme d’unités de sang total tandis que dans les pays a revenus
élevés,les GR sont transfusés sous forme de concentrés érythrocytaires (CGR),
provenant de laséparation du sang total en ses différents composants avant conservation
et transfusion.Cette procédure permet de mieux répondre aux besoins spécifiques en

¢léments du sangetd’utiliserundonde sangpourplusieurspatients(RousselC.etal.,2020).

Les poches contenant le concentré de globules rouges (CGR) sont encadrées par
desrégles strictes de préparation, de conservation, de transport et d’utilisation dans le
but desécuriser le circuit transfusionnel. Les milieux de conservation utilisés ainsi que
lesconditions de stockage permettent de ralentir le vieillissement des érythrocytes au
coursdu stockage. Malgré cela, des lésions apparaissent progressivement au fur et au
mesuredu stockage, ce sont les lésions dites de stockage. Elles se traduisent notamment
par desaltérationsmetaboliquesetmorphologiquesérythrocytaires(SteinE.,2020).

La mesure du taux d’hémolyse a la fin du stockage semble étre le seul
contrélequalité représentatif des Iésions de stockage. En effet, elle représente la fragilité
desglobules rouges a ’hémolyse soumis a un environnement hypotonique. Elle dépend
deplusieursfacteurs,commel’intégritémembranaire, leratiosurface/volumeérythrocytaire
mais aussi le métabolisme énergétique, facteurs qui sont altérés au coursdustockage.

La cytométrie en flux (CMF) est une technologie permettant l'analyse individuelle
decellules. Les cellules sont alignées selon le principe du centrage hydrodynamique
avantde passer devant un faisceau laser. Les phénomenes optiques engendrés permettent
uneanalyse des caractéristiques physiques (taille,structure)des cellules ou
biologiques(Zafrani L. , Monneret G., 2017). Elle est une technique nouvelle, rapide
et s'estimposée comme la technique de choix pour I’étude de la fragilit¢ de la

membraneérythrocytaire parle testd’hémolyse.
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Dans ce contexte s’inscrit 1’objectif de notre travail qui vise a étudier la
fragilitéosmotique des concentrés de globules rouges (CGR)au cours du stockage, en
utilisantle cytométre Attune Nxt ™ (Life Technologie) au sein du laboratoire
d’hématologie del’hopitalmilitairerégionaldeConstantine.

Lemanuscritestsubdiviséendeuxpartiesessentielles:

> La premiére partie présente une synthése bibliographique ; dans laquelle
nousapportonsunpremierchapitreconsacréalafragilitémembranaire
desérythrocytes et le don du sang. Un second chapitre porte sur les méthodes
dedétectiondelafragilité delamembrane érythrocytaire.

» La deuxiéme partie expérimentale décrit le matériel utilisé et les
manipulationsréalisées,exposel’ensembledesrésultatsobtenusetleurdiscussion.

» Notre travail sera finalisé par une conclusion qui mettra en avant 1’essentiel

denos résultats avec des perspectives
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Chapitre | : Fragilitt membranaire des érythrocytes et don du
sangPartiel:Rappelsurlesérythrocytesetla fragilittmembranaire
I.1. Définitiondesérythrocytes
Découverten1658parSwammerdamdanslesangdegrenouilleetparLoewenhoecken
1673danslesanghumain(HermannH.etCiefJ.,1976),lesérythrocytes ou hématies ou
encore globules rouges sont des objets biologiques de
latailledumicronetl'undesprincipauxconstituantsdusang(FrangoisY.,2021).L’¢érythrocyte
estunecelluleanucléeenformededisquebiconcave,cetteformeparticuliéres’expliqueparl’ab
sencedenoyau,dontlamembraneestpercéedenombreuxporesquipermettentleséchangesave
cl’extérieur.Soncytoplasmeestcomposé¢  d’hémoglobine,d’eau,de  glucose,d’enzymes
etd’ions principalementlepotassium. Les érythrocytes transportent le dioxygene (via
I’hémoglobine) des
poumonsauxtissusdel’organisme. Leurproductionestassuréepardescellulessoucheshémato

poiétiqgues(CSH)(MatheratG.,2018).

Figurel:Présentationschématiqued'unglobulerouge(TahiriN.,2013).

1.2. Morphologie

La morphologie des globules rouges reste un aspect fondamental de
I'évaluationhématologique. Les érythrocytes humains sont discoides (biconcaves),
d'environ 7 a 8um (taille du noyau d'un petit lymphocyte) de diametre,avec une zone

centrale depaleur(quioccupeuntiersdudiametredesglobulesrouges)(Figure2)et
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I’hémoglobinequioccupelesdeuxtiersexternesdudiamétredesglobulesrouges

(SamsonA .etal.,2019).

L'évaluation de la morphologie des globules rouges est une étape critique
dansl'évaluation approfondie des frottis sanguins. Quatre caractéristiques de la
morphologiedes globules rouges doivent étre evaluées : la couleur, la taille, la forme et

les inclusions(BargerA.,2022).

L’observation des globules rouges, corrélée aux autres parametres fournis
parl’automate(volumeglobulairemoyen,concentrationcorpusculairemoyenneenhémoglob
ine, teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine, indice de distribution
desglobulesrouges).Elleestparticulierementutilelorsd 'uneanémiecarcertainesanomaliesp
euventavoirunevaleurdiagnostiqueouaideralacompréhensiondumécanisme decette
anémie(ValensiF.,2005).

Figure 2 : Frottis de sang normal coloré au May-Grunwald-Giemsa (MGG)(Valensi
F.,2005).

1.3. Déformabilitédesglobulesrouges

La déformation des globules rouges estun des facteursimportantsde
leurspropriétéscaractéristiques.En effet,dansleréseaucapillairecettedéformation
estfondamentale, le globule rouge doit emprunter des capillaires de diamétre bien

inférieurausien.lldoitétrealorscapabledesedéformerenmodifianttotalementsaformeafin

4
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d'assurerlesprocessusd'échangeetdetransportdanstoutepartiedel'organisme
(ZatoutS.,2002).

Les GRs doivent traverser les capillaires sanguins, qui peuventprésenter
undiameétre contraignant pouvant atteindre 3 pm. Les GR parviennent a circuler par
lescapillaires grace a leur grande capacité¢ a se déformer qui résulte d’un amalgame

depropriétés (kaushanskyK. etal.,2015).

La déformation des globules rouges s'effectue sans modification du volume ni
delasurface,c'est-a-
diresansextensiondelamembrane.Cettedéformationn'estcependantpasinfinie.Elleestlimité
eparlerapportsurface/volume.llexisteundiamétre minimum du tube dans lequel le
globule rouge peut passer sans dommage,méme si la membrane est parfaitement flexible

; pour le sang humain, ce diamétre limiteestapproximentde 2,5um(WongX.,1990).

1.4. Constituantsdesglobulesrouges

A Tletat normal selon (Smaili F., 2003); tous les globules rouges ont la
mémeforme, taille et coloration. Le globule rouge comprend deux parties : une
membrane etuncontenureprésentépar
:63%4d'eau,33%d'hémoglobine,4%d'enzymesetd’¢électrolytes

1.4.1. Hémoglobine

L’hémoglobine (Hb) est le constituant majeur des érythrocytes. Un
érythrocytenormal contient640millions demolécules d’Hb qui conférentausangsa
couleurrouge(Steiger A., 2015).La fonction essentielle du globule rouge est le transport
del'oxygene des poumons aux tissus, qui se fait griace a ’Hb. Cette derniére est l'une

desprotéineslesmieuxconnues,stables etfaciles a obtenir.

L’Hb est une protéine tétramérique de 64000 Daltons constituée de quatre sous-
unités identiques deux a deux, associées par des liaisons non-covalentes, sa synthese
sesituedanslecytoplasmedeséerythroblastesmédullaires.Chaquesous-unitéestcomposée
d’une partie protéique, la globine, alpha ou non-alpha (I’hémoglobine
adulteHbA:a2p2).Chaquechainedeglobinerenfermeunsiteactifdeliaisonavecl’oxygene
: I’héme, dans une poche hydrophobe (Figure 3). La poche d’héme permet la

fixationd’oxygéneenprotégeant]l’atomedefercontrel’ oxydation(Lokwani D.,2013).
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L’héme est composé d'une Protoporphyrine IX et dun atome de fer a
I’étatferreux(Fe?*)enpositioncentrale. Leferprésente6liaisonsdecoordinance:4intervienne
nt dans la structure de I’héme, une avec la globine et une avec 1’oxygéne.Donc,
chaquemolécule  d'hémoglobine  peutfixer  quatre  molécules  d’oxygéne

pourformerl'oxyhémoglobine,uneparatomede fer.

L’autre fonction est le transport du gaz carbonique des tissus aux
poumons,seulement une partie de CO; est transporté. L 'Hb fixe le gaz carbonique non
pas sur lefer comme l'oxygene , mais sur des groupements aminés latéraux de la globine

pourconstituerla carbohémoglobine(VanbergenO.etal.,2018).

Figure3:Présentationschématiquedelastructure d’hémoglobineweb.

1.4.2. Membraneérythrocytaire
C'estuneenveloppesoupleayantunréleessentieldanslemaintiendelaformeet la

déformabilité ; c'est a son niveau qu'agissent la plupart des facteurs physiques

ouchimiques, qui  peuventinduire  des  perturbationsmorphologiques  et/ou

fonctionnellesduglobulerouge(SmailiF.,2003).

Lamembrane érythrocytaire renferme 52% de protéines,40% de lipides
et8%deglucides.Elleestconstituéed 'unebicouchephospholipidiqueetdesprotéines,périphé
riquesouinséréesdanslabicouchelipidique.Lesprotéinessituéesalaface

6
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interne de la bicouche lipidique constituent le squelette du globule rouge. Ce
squeletteest responsable de la forme et la flexibilité des globules rouges normaux (de
Oliveira S.etSaldanhaC.,2010).

La membrane érythrocytaire englobe des protéines extra-membranaires
protéinesdites périphériques et des protéines transmembranaires (ou intégrées). Les
protéinesextra-membranaires sontdes protéines structurales qui tapissentlaface
cytoplasmiquede la membrane et constituent le cytosquelette : spectrine (protéine
majeure),
actine,ankyrineetprotéine4.1.(Figure4).Tandisquelesprotéinestransmembranairespénetre
ntlabicouchelipidique.ll s'agitnotammentde laprotéinebande3etdesglycophorines. La
protéine bande 3 est le composant principal de cette catégorie, ¢’estun canal échangeur
des anions. Elle joue un réle essentiel dans les échanges O./COz auniveau des GR et elle
présente un domaine cytoplasmique qui sert de point d’ancrage dusquelette
cytoplasmique(deOliveiraS.etSaldanhaC.,2010).

Glycophorine C

Ankyrin Bande 3

/ 3 Chainea Chaine 3 ) \
Tropormyosine Spectrine

Tropomyosine

Adducine

Figure4:
Représentationschématiquedel'organisationdesprotéinesausein
delamembrane érythrocytaire(CisseH.,2018).

1.4.3. Fragilittmembranairedesérythrocytes
Lafragilitéosmotiquedesglobulesrougesdécritlacapacitédescellulesaincorporer
une solution hypotonique ; selon le rapport surface / volume I’hémolysediffére d’une

cellulea une autre (CiepielaO.etal.,2018).

Ilexistedeuxtechniquesutiliséespourmesurerlafragilitémembranaire:
7
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» Technique de routine : Correspond a introduire une suspension d’hématies
dansune solution hypotonique ; puis mesurer la résistance de la membrane par
unfragilimetre(DidelonJ.,2001).

> Technique couplée au CMF (Cytométrie En Flux) : Tend vers le comptage
descellules restées intactes et également celles lysees en temps réel ; apres leur

miseensuspensiondans unesolutionhypotonique.

D’une autre maniere on utilise un milieu hypotonique contenant du glycérol qui
ralentitl’entrée d’eau dans le globule rouge. On mesure le temps nécessaire pour obtenir
50 %de I’hémolyse initiale (AGLT 50 : Acidified Glycerol Lysis Test) c’est-a-dire la
valeurde 1’absorbance mesurée a 625 nm avant 1’addition du glycérol (Ciepiela O. et

al.,2018).
Letestdelafragilitéérythrocytaireestapplicabledans lescassuivants:

a. Augmentationdelafragilite
v' Anémieshémolytiquesauto-immunes
L’anémie hémolytique auto-immune (AHAIl)est une cytopénie auto-immune
quise caractérise par la diminution de la durée de vie des globules rouges du fait d’auto-
anticorps (AC) dirigés contre les proteines membranaires érythrocytaires qui

conduisenta une hémolyseintravasculaire ouintratissulaire(CiudadM.,2022).

v' Maladiehémolytiquedunouveau-né
La maladie hémolytiqgue du nouveau-né se développe lorsque des anticorps
IgGdelamerespécifiquesdesantigénessanguinsdufeetustraversentleplacentaetdétruisent
les globules rouges foetaux. Les conséquences d’un tel passage peuvent
étremineures,modérées,severes,oulétales.Laformeséveredelamaladie,appeléeérythroblast
ose feetale, a lieu le plus fréquemment lorsque la mére et le foetus

exprimentdesall¢lesdifférentsde ’antigénerhésus(Rh)(JudithA.etal.,2013).

v" Anémieshémolytiquesduesauneintoxicationchimique(plomb)
L'anémie est une manifestation clinique typique des globules rouges due a
latoxicitéduplomb. Lesjeunesenfantscarencésenfersontplussusceptiblesdedévelopper une
anémie clinique induite par le plomb. Une forte exposition au plombchez I'homme peut
entrainer une  anémie  hémolytigue. Plus de 99 % du plomb

estdistribuédanslesglobulesrougesplutétquedansleplasma,ilprovoquel'anémieen

8
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bloquantl'activitédelaferrochélatase,del'aminolévulinatesynthaseetdel' ALAD(Aminolevuli
nicaciddehydratase)(Kim H.etal.,2015).

v Sphérocytosehéréditaire

Elle est la plus fréquente des anémies hémolytiques constitutionnelles en
rapportavec une anomalie de la membrane des GR. Elle estsecondaire a une perte de
lastabilité delamembrane érythrocytaire, par défaut des interactions« verticales » entrela
double couche lipidique et le squelette protéique sous-membranaire. Cette anomalieest
due a une diminution d'une des protéines de la membrane érythrocytaire
entrainantunepertedesastabilité. Cettemaladieestal'origined'uneréductiondesurfacemembr
anaire par micro vésiculation, une diminution du ratio surface/volume du GR etde la
déformabilite érythrocytaire. En conséquence, les sphérocytes ne pourront plus
sedeformer suffisamment pour passer au travers des cellules endothéliales entre
cordonsspléniquesetsinus,d'oul’allongementdu tempsderétention

danscescordonset]’hémolyseintra spléniquequasipure(Chiche E.etCaulierA.,2018).

b. Diminutiondelafragilité

v" Thalassémie

Les B-thalassémies sont des maladies génétiques parmi les plus fréquentes ;
ellessontduesaundéficitplusoumoinscompletdelasynthésedelachainefd’hémoglobine.Laf
ormelaplussévéreestl’anémiedeCooley  (bétathalassémiehomozygote majeure). Les
sujets sont profondément anémiques (Hb < 7 g/dl),
cetteanémicestpotentialiséeparl’excésrelatifdelachainea-globinequiprécipite,entrainant
des lésions membranaires, une  destruction des  érythroblastes, une

formationd’hémichromes et une production de radicaux oxydatifs libres (ROS)

(Vaulont S. etLabie D.,2011).

v" Anémiedrépanocytaire
La drépanocytose est une maladie héréditaire de I’hémoglobine. Selon
I'OMS, présde5%delapopulationmondiale,sontporteursd'ungeneresponsabled'uneanomali
e de I’hémoglobine. (Thiam et al., 2017).L"hémoglobine S anormale qui lacaractérise,
sous certaines conditions notamment en cas de baisse de la pression partielledu sang en
oxygene, polymérise et forme de longues fibres rigides responsables
d"unedéformationduglobulerougeenfaucille(falciformation).Lafalciformationdesglobule

srougesetlaréductiondeleurdéformabilitéinduisentuneobstructionauniveau
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delamicrocirculationcapillaireetdesinfarctusd organesresponsablesdecrisesdouloureuses
dont la manifestation la plus fréquente est la crise vasoocclusive
(CVO)simple(DialloL.etal.,2022).

1.5. Erythropoiése
1.5.1. Définition

L’érythropoic¢se est le processus par lequel l'organisme assure la production
desGR a partir d’une cellule souche hématopoiétique (CSH) pluripotente. Chaque jour
200milliardsdeGRsontproduitsparlamoelleosseusedel'adultesain. C’estunecompensation
des pertes physiologiques avec élimination des GR vieillis et le maintiende
I’hémoglobine sanguine a une valeur stable tout au long de la vie adulte pour

garderunemasseglobulaire physiologiqueconstante.

Cephenomenephysiologiqueenglobeunensembledeprocessusbiologiquesetmétaboliquesd
’engagement,dedifférentiation,deproliférationetdematurationcellulaires. C’estun
phénomene permanent(sans cesse), adaptatif (production 7 a

10foislanormale),obéissantaunerégulation importante,adifférentsniveaux.
Selon(SultanC.etal. 1996),1’érythropoi¢senormalecomprend:

- Uneréductiondelatailledel'érythroblaste.

- Unediminutiondurapportnucléocytoplasmique.

- Unesynthéseprogressivedel'hémoglobine.

- Uneexpulsiondenoyau.

- Une mort intramédullaire de 5 a 10 % des érythroblastes : il s’agit de
I’érythropoicseinefficace physiologique.

1.5.2. Etapesdel’érythropoiése

A T’état basal, nous avons environ 250 milliards d’érythroblastes dans la moelle
et25000 milliards de globules rouges dans le sang. L’érythropoi¢se permet la
productionde deux millions de globules rouges par seconde chez I’homme, c’est donc
I'un dessystémes de prolifération les plus importants de I'organisme. Ce processus
necessite
unerégulationfineafindemainteniruneproductiondeglobulesrougesadaptéeenpermanence

auxbesoins.

10
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Plusieursfacteurssontabsolumentnécessairesal’érythropoiese,parmilesquelsl’érythropoiét
ine (EPO) et le stem cell factor (SCF). Les récepteurs a ’EPO (EPO-R) etau SCF (c-
Kit) sont doncfortementexprimés au cours de I’érythropoic¢se,en fonctiondu stade de
maturation. Les érythroblastes expriment également fortement le récepteur ala
transferrine de type 1(TfR1),afinde capterlefernécessaireala synthése del’hémoglobine.
La transferrine est la protéine de transport du fer, capable de se fixer auTfR1 pour
induire I’entrée du fer dans la cellule. La transferrine chargée en fer estappelée holo-

transferrine ouholoTf(Figure)(OltovaJ.etal.,2020).

Moelle osseuse Cellule souche hématopoiétique )
Cellule souche myéloide ) SCF
BFU-E %) c-Kit f
kS \
CFU-E =) / \\
/
() / EPO
Proérythroblastes q ‘&'
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Erythroblastes basophiles (.Sg / \
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y poly p ,\.{ 57 \\ //
1
Erythroblastes acidophiles ~ \
°Se83e V
+ Réticulocytes LCQ‘L(‘ (®
Sang Erythrocytes = globules rouges
Récepteurs
Ligands

Figure5:Représentationschématiquedel'érythropoiese(FouquetG.,2019).
1.6. Vieillissementdesglobulesrougesethémolyse
Leglobulerougenormalvitenmoyennel20joursetmeurtparvieillissementc'estI'hém

olysephysiologique(LevyJ.,2004).
Levieillissementsetraduitpar:

» Unediminutiondesactivitésenzymatiques.
» Uneaugmentationdelarésistanceenmilieuacide.

» Unediminutiondelachargeélectrique(SultanC.etal.,1996).

Chezlesujetnormal,lamajoritédesGRsontdétruitsparphagocytosedanslesmacrophagesdela

moelleosseuse.

LalysedesGRentraineunelibérationdesmoléculesd’ Hbquisontcaptéesparl’haptoglobine
synthétisée parlefoie.Le complexe hémoglobine-haptoglobineestcapté
11



Chapitrel Partiebibliographique

parl’hépatocyte au niveau duquel I'Hb estdégradée.Si la capacité de fixation
del’haptoglobine est débordée, I’'Hb en excés reste libre et traverse le filtre
glomérulaireapres dissociation delamolécule d’Hb en deux diméreso et qui sont
réabsorbés parles cellules du tubule rénal. Une hémosidérinurie apparait quelques jours
plus tard. Uneautre voie d’élimination de I’Hb libérée dans la circulation qui consiste a
son auto-oxydation en méthémoglobine et sa dissociation en globine et hémine.
L’hémine peutétre fixée soit a I’hémopexine soit a 1’albumine pour rejoindre

I’hépatocyte (Elleuch H.,2004b).

12
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Partiell:Rappelsurledondu sang
11.1. Dondusang
Ledon dusangestun actebénévole;volontaire;

anonymeetexcludutoutcommerce(RampalP.,2000).

Undonneurdoitétreadulte(plusdel8ans)avecunpoidssupérieura50kg;auscultation(50-

110battements/min);pressionartériellesystolique(PAS)(100-180mmHg)  ;  pression
artérielle diastolique (PAD ) (60-80mmHg) ; il doit étre en bonnesanté au moment du
don ; exclu de toute pathologie (particulierement celles
transmisesparlesang);sansantécédentsmédicauxnidetransfusionetrépondpardesinformatio

ns appropriées a un questionnaire posé pour I’évaluation de sa santé(TissotJ.etal.,2013).

11.2. Typesdudon

Le don du sang esta ce jour la seule source possible de produits
sanguinscellulaires : concentrés de globules rouges,plaquettes, granulocytes etde plasma
fraisou congelé. Le plasma humain demeure également une source majeure de
production
deconcentrésdeprotéinesutilisablesenthérapeutique(albumine,immunoglobulines,protéin

esdelacoagulation).

Comme toutes les activités transfusionnelles, le don du sang est encadré par
destextes réglementaires appelés bonnes pratiques transfusionnelles.On distingue

deuxtypes dedon:

> Le don de sang total : qui correspond au prélevement aseptique de 400 a 500
mlde sang veineux, et qui permet la préparation d’un concentré de globules
rouges(CGR), d’une wunité de plasma destiné au fractionnement, et
éventuellement d’unconcentré deplaquettes standard(CPS)(CabaudJ., 2016).

» Les dons d’aphérése : qui permettent le prélévement direct de produits
sanguins(globules rouges, plaquettes, granulocytes, plasma). L’utilisation de
séparateurscellulaires automatisés permet de prélever un (aphérése simple) ou

deux produitsdifférents(aphérésecombinée)(DanicB.,2005).

11.3. Préparationdesproduitssanguinslabiles
Apres recueil du sang total dans une poche “’1°° contenant le CPD ; le sang
totalest ensuite transféré vers une poche ’2’’ en passant par un filtre déleucocytaire,

ensuitelesangestcentrifugé;leplasmaquiestenhautesttransféréversunepoche’3’’par
13
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une presse ; une autre poche contenant du SAG Mannitol est versée dans la

deuxiemepoche quicontientleconcentréglobulaire.
LesPSLpréparéssontleCGR,leCPSetleplasma.

Les poches subissent un contrble de conformité qui comporte un phénotypage
ABO/Rhet un test sérologique Si les résultats sont conformes ; les poches seront

étiquetées. Sinon,ellesvontétredétruites(BeaupletA.etal.,2013).

11.4. Conservationdespoches
Quatre-vingt-dixmillionsdepatientsrecoiventunetransfusiondeglobulesrouges

chaqgue année. Cette procédure nécessite une étape de stockage des
globulesrougesentreledonetlatransfusionaureceveur,permettantlaréalisationdecontrélesd
e qualité et une meilleure gestion des flux. Les nombreuses améliorations techniquesdes
derniéres  décennies  permettentaujourd’hui  le  stockage  réfrigéré  des
concentreserythrocytaires (CGR) pendant 42 jours avant utilisation. Ce stockage
s’accompagnecependant d’altérations des globules rouges, collectivement nommés les «
lésions » destockage, dont I’amplitude augmente avec la durée de conservation et serait
responsablede la clairance post-transfusionnelle précoce d’une partic des globules
rouges transfusés(en moyenne 18 %), diminuant d’autant le rendement transfusionnel.
L’impact de ladurée de conservation sur la sécurité transfusionnelle a été largement
débattu au coursdes derni¢res années et, si ’innocuité de la prise en charge standard
semble établie,

laquestiondelasécuritédesCGRaprés3 Sjoursdestockageest]’objetdecontroverses.

En Europe, le seul critere de qualité des CGR est I’hémolyse a 42 jours qui
nedoitpasdépasser(,8%,maisceparamétren’apasétécorréléaurendementtransfusionnel.De
nouveauxmarqueurs,notammentbaséssurlesmodificationsmorphologiquesliéesaustockag

e,pourraientétremieuxcorrélésaurendementtransfusionnel(RousselC.etal.,2020).
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Chapitrell:Méthodesdedétectiondelafragilitédelamembraneérythrocytaire
Lafragilitéosmotiqueduglobulerougeestaugmentéeenraisond 'unediminution de la

surface membranaire par rapport a son volume. Elle est évaluable parplusieurs tests.

Tous ces tests d’hémolyse  peuvent étre  positifs dans  d’autres

anomaliesmembranaires:lesanémieshémolytiquesauto-

immunes, lesformesséveresd’elliptocytosehéréditaire(pyropoikilocytoseshéréditaires),da

nscertainesdysérythropoieses congénitales de type Il (CDA 1) mais cela uniquement

pour les testsdépendantdurapportsurface/volume(OliviaH.,2020).

1. Pinktest
Le Pink test est un test de lyse au glycérol acidifié modifie. Il mesure
I’hémolysevia I’absorbance d’un échantillon sanguin de faible volume (1 tube EDTA
de 5mL)incubé dans une solution contenant du glycérol, de NaCl, du NaN3 et du HCI.
Il s’agitd’incuber les globules rouges du témoin et les globules rouges du patient en
présencedela solution avantde réaliserune centrifugation.La densité optique du

surnageantestmesuréea 540nm(premiére absorbance).

Une deuxieme mesure de [D’absorbance est réalisée lorsque tous les
globulesrouges ont été lysés grace au triton. Un rapport entre les deux valeurs

d’absorbance estensuiteréalisé.Chezle sujetsaincerapportestinférieura 20%.

Ce test est caractéris¢ d’une grande reproductibilit¢ et haute sensibilité

(OliviaH.,2020).

2. Testderesistanceglobulaire

Ce test est appelé test de Dacie, il est découvert par Chauffard et repose sur
ladiminutiondurapportsurface/volume.Lorsquecerapportestdiminué,levolumecritique
d’hémolyse est atteint plus rapidement avec des solutions d’osmolarité

plusélevée:larésistanceauxsolutionshypotoniquesestdiminuée(Rouviered.,2008).

Lorsque des hématies sont plongées dans une solution hypotonique au
plasma,elles subissent une hémolyse au cours de laquellel'hémoglobine passe du
globule dansla solution qui se laque. L’utilisation des solutions salines a une

concentration de 7 a 9 gparlitred'eaupourgarderleshématiesintactes.

Cette hémolyse s'explique surtout par des phénomenes d'osmose. Les
globules, limitésparunemembranesemi-

perméablesegonflentdanslessolutionshypotoniques
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oul'eaudistillée,puiséclatent.llsserétrécissentaucontrairedanslessolutionshypertoniques.

En pratique, lorsque l'on place des hématies dans des solutions de
concentrationsdifférentes,préparéesapartird'unesolutiondechloruredesodiumalp.100(sol
utionlaplusemployée)laturgescenceetl’némolyseseproduisantauxconcentrationsinférieure

ssontune indicationdelarésistancedeshématiesauxsolutionshypotoniques.

Cecomportementdesglobulesrougesenprésencedesolutionssalinesdeconcentration

sdifférentes estlesuivant:

» Lorsque les hématies sont dans une solution isotonique (9 g de NaCl pour 1
000)lamembrane érythrocytaire constitue une barriéreentre les deux milieux.
Riennepasse atraverscette membrane.llya unétatd’équilibre osmotique.

> Les hématies en présence d'une solution hypertonique (> a 9 g de NaCl pour
1000) se vident d'eau et leur volume diminue. Les globules rouges prennent
unaspectcrenelé.

» Enfin, les hématies en présence d'une solution hypotonique (< a 9 g de
NaClpour 1 000) se gonflent deau jusqu'a ce que la concentration des
électrolytes
soitégaleal'intérieurcommeal’extérieur.Danscecas,ondistingue3stadessuccessifs.

» L’eaurentredanslesglobulesrougesatraverslamembrane.Ledisquebiconcavefiguré
parl'hématienormaledevientunespherepar gonflement.

> L'eau continue a pénétrer. Il y a distension de la membrane et augmentation
duvolumedela«sphére» jusqu'au«volumecritique»avantl'éclatement.

> L'eau pénetre encore et il y a éclatement de la membrane érythrocytaire
avecfuite d'hémoglobine a l'extérieur. C'est I'némolyse, le « volume critique »

ayantété depassé(QuévalR.etal.,1989).

Cette technique est laborieuse et lourde a mettre en ceuvre(Rouviere J.,2008),aussi
elle est caractérisée d’une faible sensibilité (70 %) spécificité (71 %) (Olivia H.,2020).

3. Cytométrieenflux
La cytométrie en flux est une technique qui consiste a faire passer les
cellulesd’un échantillon une par une devant un faisceau laser. Ces cellules sont au

préalablemarqué pardesanticorpscouplés euxméme a des fluorochromes.
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Lorsdelarencontredufaisceaulaseravecunecellulemarquée,deuxtypesdesignauxiu

mineuxsontémis :

» Unsignaldiffractéetdisperséparlacelluleenfonctiondesatailleetdesesconstituants.

» Unsignalémisparlesfluorochromes.

Ces fluorochromes ont des longueurs d’onde d’absorption et d’émission spécifiques
achacun d’entre eux. Il s’agit du principe de Stokes, le fluorochrome absorbe
I’énergielumineuse et passe a un état excité (spectre d’absorption) puis restitue 1’énergie
sousforme delumiere en se désexcitant(spectre d’émission).Le spectre d’émission

dechaquefluorochromeaunelongueur d’ondequiluiestpropre(MohabeerK.,2018).

3.1. PrincipedelaCMF

LaCMFconsisteamesureroucalculerlespropriétésdeparticulesensuspension  dans
un liquide de gaine lors de leur passage (une a une en théorie) dans
unefenétrededétection(AlaterreE.,2020).

Il est composé d’une source lumineuse de type laser, une photodiode dans
I’axedu laser permettant de mesurer le paramétre FSC et des photomultiplicateurs

permettantdemesurerleparametre SSCetlesdifférentesfluorescences(Figure ).

Enhématologie,cesparticulessontdescellulesissuesd’unéchantillonbiologique  tel
que le sang ou la moelle osseuse. Les cellules sont suspendues dans

unliquideetpassentlesunesalasuitedesautres(enthéorie)dansunefenétrededétection.

Chaque évenement passe devant le faisceau lumineux d’une ou plusieurs
sourceslumineuses (laser, diode) et va diffracter de la lumiére dans I’axe et a 90°, c’est
ce quel’on appelle respectivement les signaux du « Forward Scatter Channel » (FSC) et
du «Side Scatter Channel » (SSC). Simultanément, la fluorescence de fluorochromes ou
demolécules ayant des propriétés fluorescentes présentes a la surface ou a ’intérieur de
lacellulepeutétremesurée.LesmesuresFSCetSSCpermettentdedéterminerlescaractéristiqu
es physiques et biologiques cellulaires. Le FSC correspond a [intensité
delalumierediffractéedelasourced’excitationdansl’axe(angle<12°)etestproportionnelleala

tailledelacellule,alorsqueleSSCcorrespondal’intensitédela
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lumiérediffractéeorthogonalement(angleprochede90°)parrapportalasourcelumineuse,elle

estreprésentative dela complexitéintracellulaire.

Des AC couplés a des fluorochromes, vont reconnaitre spécifiquement des
Agprésents a la  surface de la cellule ou des protéinesintra
cytoplasmiques.L’excitationdes fluorochromes couplés aux AC par la source lumineuse
va permettre de discriminerles populations d’intérét. De plus, certaines molécules
comme le DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole)oule7 AAD(7-
AminoactinomycineD)s’intercalantal’ ADNpossedent des propriétés de fluorescence et

sont reconnues de la méme fagon que lescouplesAC/fluorochromes.

L’ensembledesdonnéessontrécupéréesgraceaulogicield’acquisitionducytometreet
serontensuitetraitéessousformed’histogrammesoudegraphiquesmultidimensionnels(souv

entdeuxdimensions)graceadeslogiciels(AlaterreE.,2020).
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Figure 6 : Représentation schématique d'un exemple de systeme de CMF(Alaterre
E.,2020).

3.2. SystemesdelaCMF
3.2.1. Systemefluidique

Un systeme fluidique pour introduire, canaliser les cellules et les amener
auniveau du laser. Les cellules en suspension sont introduites dans une veine liquide
souspression (liquide de gaine) qui aura pour effet d’aligner et espacer les cellules en

vue del’analyse(ZafraniL.etMonneretG.,2017).
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3.2.2. Systéemeoptique

Unsystémeoptiquequisecomposedelasersetdefiltrespourexciter,détecteretamplifie
rlesdifférentssignauxémis(miroirsdichroiques,photomultiplicateurs) (ZafraniL.etMonne
retG.,2017).

3.2.3. Systémeélectronique

Permet de convertir les signaux optiques (photons) en des signaux
électroniques(volts) (Zafrani L. et Monneret G., 2017). Ces signaux sont amplifiés
puis convertissous forme numérique pour étre analysés par le systeme informatique.
Ceci est réalisépar des photodétecteurs. 1l en existe plusieurs types dont principalement
les photodiodeset les photomultiplicateurs (PMT). Les photodiodesmoins sensibles
queles
PMTetsontgenéralementutiliséespourladétectiondelalumierediffractéeetlesphotomultipli
cateurs(PMT)pourlesrayonsfluorescents.Cependantcesdernierspeuventégalementétreutili
séspourlesparamétresdediffraction.Chaquesignallumineuxestcaptéparsonpropre
photodétecteur(FritzS.,2017).

3.2.4. Systemeinformatique
Ilconvertitlesdonnéesstatistiquesobtenuesapartirdesdonnéesbrutesnommeées «
fichiers en mode liste » en histogrammes et/ou  cytogrammes
interprétables(Figure8).LefichierderéférenceinternationaleestleFCS(FlowCytometrySta
ndard), il contient des datas brutes de chaque évenement, ainsi que les
parametresutilisés tels que réglages et compensations.Le LMD (ListMode Data)
contientaussidesmasquesd’analyses(histogrammeetcytogramme)faitsurlelogicield’acqui

sition(FritzS.,2017).
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Figure7 :Lessystemesd'uncytométrieen flux (AutissierP.,2010).

4. Applicationsdela CMF
4.1. Immunophénotypage

Une des applications cliniques les plus courantes dela cytométrie en flux est
ladétermination des antigenes cellulaires. Il s'agit de I’immunophénotypage des
cellulesnormalesetpathologiques. L utilisation desanticorpsmonoclonaux
spécifiquesdesclasses de différentiation (CD) des leucocytes humains va permettre la
reconnaissanced’un certain nombre de populations cellulaires. A ce jour ; plus que 200
CD ont étédéfinies. Certaines sont restreintes a des lignées, d’autres correspondent a des

stades dedifférentiationouades aspects fonctionnels.
Ondisposed'anticorpsquireconnaissent:

- Deslignéescellulaires:lymphocytesT,lymphocytesB,cellulesNaturalKillers
(NK), cellules myéloides, monocytes et macrophages, depuis la cellule

souchejusqu'alacellulemature.
- Desmarqueursd'adhésionoud‘activationdesrécepteursdecytokines.

- Des populations fonctionnellement définies : cellules cytotoxiques,

sécrétrices,auxiliaires,suppressives,mémoires. .. (ElleuchH.,2004a).
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Une autre application de la CMF estle phénotypage des leucémies, il
s’agitd’uneméthode délicate effectuée a partir d’un prélévementde moelle osseuse ou
apartird’un préléevementsanguin.Certainesleucémies peuventétre attribuéesadeslignées
de type T ou a des lignées de type B, d’autres appartiennent a des
ligneesmyéloblastiques ou monocytaires. Dans un certain nombre de cas, des leucémies
multiphénotypiques peuvent apparaitre et présenter des marqueurs appartenant a
plusieurslignées, phénotypes que ’on ne retrouve habituellement pas sur des cellules
normales.Dans d’autres cas, une absence totale de marqueurs de lignées cellulaires peut

faireconclurea uneleucémie detypeindifférenciée.

4.2. Numérationdescellulessouchescirculantes
La numération des cellules CD34"se fait par cytométrie en flux. Cette techniquea
I’avantage d’étre rapide et standardisée selon les recommandations de

I’ISHAGE(InternationalSocietyofHémothérapieandGraftEngineering).

Trois marqueurs sont utilisés : (1) le CD34, marqueur de population riche en
cellulesprogénitrices, (2) le CD45, marqueur de tous les leucocytes, (3) et le 7-AAD (7-

AminoActinomycineD),agentintercalantde]’ ADNmarqueurdelaviabilitécellulaire.

Desbilles calibréesfluorescentes sontajoutées
al’échantillonpermettantd’obtenirdirectement le nombre de cellules CD34+ en valeur
absolue. La population d’intérétexprime le CD34, faiblement le CD45 et présente des
caractéristiques de taille et destructure proche de celles des lymphocytes. Les cellules

non viables sont marquées parle 7-AAD etsontsoustraites de cettepopulation.

LerésultatestrenduennombredecellulesCD34+viables/uLpourlesprélévements
sanguins en pré-aphérese. Pour les prélévements des produits d’aphérése,lerésultatest

normalisé parle poidsdu patient(Schuppe L.,2018).

4.3. CyclecellulaireetlaCMF
La CMF permet d’étudier les différentes phases du cycle cellulaire dans
lestumeurs pour jugerdeleurpotentiel de prolifération etdétecter la présence éventuellede

clones cellulairesacontenuanormalenmatérielgénétique.

4.4. Numérationdesréticulocytes
Les réticulocytes sont des globules rouges qui ont été mis en circulation

depuismoinsd’unadeuxjours.Leurnumérationestundestestslesplusutilespourle
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diagnostic de l'anémie. Le pourcentage normal de réticulocytes est seulement de 0,5
al,5 % et ainsi, pour une precision satisfaisante, il faut compter au moins 1000
cellules.Cequiprendbeaucoupdetemps,s’ilestfaitmanuellement. Lanumérationdesréticulo
cytes peut se faire par CMF utilisant le plus souvent le thiazole orange (émissiona530

nm),maisé¢galementl'acridineorangecommemarqueurdel’ ARN.

4.5. Tricellulaire

Letri cellulaireestlapossibilitédeséparerphysiquementdifférentessous-populations
cellulaires. Les cellules sont triées selon les propriétés observées lors
del'analyse.Lesparticulesquiprésententunintérétsontchargéesélectriquement,déviéesa la
sortie par un champ électrique et collectées dans deux tubes (les positives d'un

cotéetlesnégativesdel'autre).Lesparticulesnonchargéessontéliminées.

Le tri permet d'obtenir une population homogéne de cellules dans un état de pureté
quipermet leur remise en culture et maintient leurs principales caractéristiques (Elleuch
H.,2004a).

5. IntérétdelaCMF

LaCMFaplusieursavantages:

> Détection et quantification de nombreuses sous populations
cellulairessimultanément.

» Comptagedescentainesdefoisplusvitequepourlestechniquesmanuellesd'immunofl
uorescence.

> Reproductibilitédesrésultatsetbonnesensibilité.

» Quantificationprécisedel'intensitédusignalpermettantletricellulaire
(ElleuchH.,2004a).

6. InconvénientsdeCMF
Lesfluorochromesutilisésencytométrieconventionnelleontdesspectresd’émissions
ouventlarges avec des recouvrements qui peuventétre importants.Lechoix des
fluorochromes pour effectuer un phénotypage multiple sur une méme
celluleestdonccrucialetdéterminelastratégied’analyse.Lespectred’émissiondefluorescenc
e étant segmenté, avec des miroirs dichroiques et des filtres passe-bande, lalumiére
recueillie par le détecteur ne représente en fait qu’une fraction de la

lumiereémise(Thierryl.etal.,2018).
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1. Typeetlieud’étude

Dans le cadre de I’objectif de notre travail, une étude transversale a été réalisée
aulaboratoire d’hémobiologiec de [I’hopital militaire régional universitaire de
Constantine(HMRUC) sur une durée de 3 mois de la période allantdu mois de Mars au

mois deJuindel’annéeencours.

2. Echantillons

Notre étudeportesur des concentrés deglobulesrouges préparés a partirdusangdes
témoins et des poches de donneur de sang. Le choix des tubes des patients et
despochessefaitselonles criteressuivants :

2.1. Prélevementdestémoins
Il s’agit du sang total prélevé sur des tubes EDTA de 20 patients disponibles

auniveaudulaboratoire d’hémobiologiedel’hdpital.
+ Critéresd’inclusion :sontinclusdansnotreétude:
- LesPatientsprésentantuneFNSsansanomalie.
- LesPatientssansantécédentsd’anémie.
+ Criteresd’exclusion:
Lespatientsprésentantuneanémieouautreanomaliedesglobulesrouges.

2.2. Pochesdeconcentréglobulaire
Il s’agitde concentrés de globules rouges de 72 poches et20 poches
périméespréparés etconservés au niveau de la banquedu sang du centre de la

transfusionsanguine (CTS)del’hopital.

+ Critéres d’inclusion : sont inclus dans notre étude les CGR collectés dans
despoches triples ; conservées dans une solution du CPD-SAG mannitol et qui
sontdébloquéesapreslesqualificationssérologiquesetimmunohématologies.

+ Critéres d’exclusion : a exclure toutes les poches non conformes (non

bienremplies,sérologie positive,non hermétiquementfermée ...).
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3. Matériel
» CytométreenfluxAttuneNxt ™(LifeTechnologie)

Lecytometreestcomposédedeuxlasers:

- Unlaserbleu488nm/50mWavecquatrecanauxdedétectiondefluorescence530/30,574
126,595/40,780/60etuncanal SSC 480/10.

- Unlaserrouge637nm/100mWavectroiscanaux670/14, 720/30et780/60.

Le cytométre contient aussi un systeme fluidique de I’Attune Nxt™ de
focalisationhydrodynamique,pilotéparunsystemeacoustique(quipermetletransportdespart
icules focalisées vers la cellule d'écoulement pour I’interrogation par le laser, ilempéche

I'échantillon d'entrer en contact avec les parois de la cellule a écoulement)(Figure 9).

Three main Systems:
* Fluidics
* Optics
* Electronics

Optical Deck

Fluid connection ports
for Attune® Autosampler

Sample injection tube

Sample tube
[not included)

Sample tube lifter

Fluidics compartment Sample injection port (SIP]

Figure8: Cytomeétreenflux(AttuneNxt™).

Lamiseenmarcheducytométreetsamaintenancenécessitel’utilisationdeplusieursréactifsdé

crits al’annexel.

» Micropipettes.
» Tubessecs.
» Emboutsjauneset bleusausageunique.

» REéfrigérateurs.
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Clompeuse,soudeusedepaillasse.
Ciseaux.
Vortex.

YV V V V

HBSS la solution saline équilibrée de Hanks (HBSS) ; est composée de
selsinorganiques et complétée par du glucose. La solution peut étre utilisee
pourlaverles cellules et les tissus et pour maintenirles cellules dans un état
viable.La solution est tamponnée avec du phosphate et maintient un pH

physiologiqueetune pressionosmotique,sa préparationestdécrite a 1’annexe 2.

4. Modeopératoire

4.1. Prélevementdestémoins
Le sang total des témoins est traité dans un délai compris entre 10 min et

4heuresapresleprélevement.

Une petite quantit¢ de sang (1 pl) est rajoutée a 500 pl de 'HBSS pour préparer

lasolution 1, ensuite plusieurs tubes a différentes concentrations ont été préparés selon

letableaul
Tableaul: Différentespréparationsdestubesdestémoins.
Différentesdilutionsdes | Volumesde Volumesd’eau Volumedela
tubesd’échantillons I’HBSS enpul distillée enpul solution méreenpul
0,9% 900 0 10
0,6% 600 300 10
0,5% 500 400 10
0,45% 450 450 10

-Les tubes sont vortexésavant le passage au cytomeétre. Une petite incubation de30
sec pour les tubes a différentes dilutions est indispensable avant I’aspiration

del’échantillonal’exceptiondutube 0.9%.

- Taper sur Run pour démarrer les calculs et atteindre la stabilisation des
globulesrouges (Figure 9 C), puis taper sur Record jusqu’a ’arrivé du nombre

d’éveénementa 4000cellulespuistapersurStoppourlirela concentration.

- Enregistrer les concentrations de chaque tube par le systeme informatique

duCMFpourpouvoircalculerle tauxd’hémolyse dechaque patient.

26



MatérieletMéthodes

- L’acquisition  des  données  estréalisée  sur  un  histogramme
LogFSC/LogSSC(Figure 9 A), aprés élimination des doublets sur 1’histogramme
FSC-A/FSC-H sansaucun réglage de compensation. La vitesse d’acquisition est de

200uL/min avec unnombre d’éveénementsauxalentoursde4000.
Lecalculdutauxd’hémolyseesteffectuépar 1’équationsuivante:
Th=[(C2/C1)-1]x100
C1:concentrationdesGRsa0.9%.
C2:concentrationdesGRsdesprécédentesdilutions.

N.B. : Pour les deux dilutions (0.5% et 0.45%) ; des taux d’hémolyse trés élevés ont
étéobtenus sur des échantillons de prélevements des témoins (supérieur a 70% pour
ladilution 0.5% et supérieur a 90% pour la dilution 0.45%). Ces taux ne permettent
pasune évaluation objective del’hémolyse anormale des CGR (difficile de
différencierentre les cas pathologiques et sains), de ce fait ’analyses a été poursuit en

utilisant lesdeuxdilutions (0.6%et0.9%)uniquement.
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A : Histogramme LogFSC/LogSSC : sélection de la population des GR selon les paramétres de
tailleet destructure.B:Sélectiondesévénementsisolés, éliminationdescellulesendoublet. C
:Sélectiond’unintervalledetempsdontledébit desévénementseststable.

Figure9: Méthodesd'analysedeséchantillonsaucytometre.

4.2. Pochesdeconcentrésglobulaires
Les poches passent par les étapes de préparation suivantes : centrifugation
dusang total, séparation, filtration puis ajout de la solution de conservation. Ce

dispositifpermetle recueilduconcentré de globulesrouges,le plasma etlesplaquettes.
v' Centrifugation

A lissue de la centrifugation, les globules rouges seront au fond de la poche,
leplasmadanslapartiesupérieureetlacoucheLP(leucoplaquettaire)entrelesérythrocytesetle

plasma.
v/ Séparation

L’automate-séparateur sépare le plasma, les globules rouges et la couche leuco-
plaquettaire. Le plasma est migré vers le haut dans une deuxiéme poche. Il existe

deuxvariantespourlaséparationdesérythrocytesetdelacoucheleuco-plaquettaire:soitla
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couche estdéviée dans une autre poche et le concentré érythrocytaire reste dans lapoche
initiale, soit le concentré érythrocytaire est décanté dans une autre poche et
lacoucheleuco-plaquettaire reste dansla pocheinitiale (poche "top and bottom"
quipermetde décantervers le hautetverslebas).

v" Filtration

Lafiltration est réalisée al’issue del’étape de séparation, grace aux filtresintégrés
pour le CGR et le plasma. Elle permet I’obtention d’un CGR et d’une unité deplasma
déleucocytée ainsi qu'un concentré de plaquettes (non déleucocyté). La
solutiondeconservationestensuiteajoutéeauCGRpuislapocheserahomogénéiséeparagitati
on douce.Lacoucheleuco-plaquettaireestrécupéréepourlapréparation dumélange de

concentresde plaquettesstandardetune filtrationultérieure.

En attendant les résultats des analyses biologiques realisées sur le don, les CGR

sontstockésentre+2°C et+6°C.

Une petite quantité de sang (1 pl) est recueillie a partir des poches périmées

etdes poches conservées a différentes périodes (de Jijusqu’a Jos) par la technique

destripping:

- La tubulure connectée a la poche a été vidée ensuite le contenu de la poche du

sangesthomogénéise parretournementsuccessif.

- A T'aide d’une soudeuse de paillasse, un petit segment de la tubulure a été

séparépourtransférersoncontenudans untubesec.

Les dilutions,lalecture des concentrations des tubes a 0.9% et 0.6%et

lescalculsontétéréalisésdelamémemaniéreprécédente décrite ci-dessus.

5. Analysestatistique
Les résultats ont été saisis sur le logiciel Microsoft Excel puis transférés vers
lelogiciel IBM SPSS V.22. Un calcul de la moyenne, la déviation standard et

I’intervallede confiancea95%;aété effectué.

Les moyennes ont été comparés par le test t de Student pour des
échantillonsindépendants, le risque est fixé a 5%. Et une comparaison a été faite entre le

tauxd”hémolysedespochesaucoursdedifférentessemaines(S1/S2/S3) parletestkhi-deux.
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1. Etudedescriptivedespopulationsd’étude
Notresérieestconstituéedusangde20patientsprélevésdansdestubesEDTAet de 72

poches de CGR préparés au niveau du CTS de I’hopital militaire régionaluniversitaire

de Constantine (HMRUC) pendant la période s’étendant du mois de Marsaumois

deJuin2023.

1.1. Reépartitiondestémoins
Ils’agitdesprélevementsréaliséssurdestubesEDT Apour20patientsdisponiblesauni

veaudulaboratoire, lesprélevementsontétéréalisestouslesjoursdela semaine.

1.2. Reépartitiondespoches
Dans cette derniére on a analysé 72 poches de CGR dont 20 poches périmées,

lespochessontrépartiesselonleurduréedeconservation aumomentd’analyseen 4groupes.

Tableau2:Répartitiondespoches.

Différentstypesdepoches Duréeen jours Effectifdespoches
Pochesdelapremieresemaine(S1) Ji1-J7 29
Pochesdeladeuxiemesemaine(S2) Jg-J1s 10
Pochesdelatroisiemesemaine(S3) Ji6-J25 13
Pochespérimées >Ja2 20

Le Tableau2 montre la répartition de Ieffectif des poches sur les des
différentessemaines. La durée maximale de conservation des poches du sang est de 42
jours, lanon disponibilité des poches d’au-dela de 25 jours est expliqué par son

utilisation danslesdifférents servicesdel’hopital.
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FigurelO:Représentationgraphiquedelarépartitiondespoches.

D’apreés ce graphe on remarque que la premi¢re semaine contient le plus
grandeffectif des poches (29 poches), suivie des poches perimées (plus de 42 jours).

Enfin ladeuxiéme semaineprésente I’effectifle plus réduit.

1.3. Moyennedutauxd’hémolysedestémoins
Lamoyenne des valeurs du taux d’hémolyse chezles témoins estde

28.45%avecunécarttypedel2.81%.Lavaleurminimaleest7%etlemaximalest46%.

L’application du test de Kolmogorov-Smirnov a donné une valeur de P >0.05,

ceciprouve que la distributiondesvaleurstémoinssuitlaloinormale.

Apreés la confirmation de la normalité de la distribution, on peut fixer une valeur seuil

apartirdelarelationsuivante:

Lavaleurseuil=Moyenne £2xEcarttype.

Cecidonneunevaleurseuilégalea54%,parconséquentn’importequellevaleursupérieure a

54%estconsidérée commecaspathologique.

1.4. Moyennedutauxd’hémolysedespoches
Lamoyenneet]’écart-

typedesvaleursdutauxd’hémolysedespochessontreprésentésau Tableau4.
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Tableau3:Moyennesetécart-typesdespoches.

Statistique Effectifdespoches Moyenne Ecarttype
Poches
Semainel 29 25.86 15.86
Semaine2 10 39.90 13.40
Semaine3 13 53.54 29.04

OnremarquelasemaineS1contient29pochesavecuntauxd’hémolysefaible,suividela

SemaineS2 contenant10 pochesavec untauxd’hémolyse élevé.
LasemaineS3 Semaine3représentelamoyennedutauxd’hémolyseleplusélevé.

2. Etudeanalytique

2.1. Comparaisondelamoyennedutauxd’hémolyseentrelesdifférentessemaines

Descomparaisonsontétéeréaliséesentrelesmoyennesdutauxd’hémolysedestroissemai

nespoursuivrel’évolutionde ce parametreaucoursdutemps.
LeTest-tdeStudentestappliquéafind’évaluerlesdifférencesentrelesmoyennes.

2.1.1. Comparaisonentre lasemaineSletlasemaineS2

Tableau4: Comparaisondelamoyennedutauxd'’hémolyseentrelessemainesS1/S2.

S1 S2
Moyenne 25.86% 39.90%
Ecart-type 15.86% 13.40%
Valeur du P 0.0156

Le Tableau 4 montre que le p-value du test t appliqué sur les moyennes du
tauxd’hémolyse pour les deux semaines S1 et S2 (lére Semaine/2éme semaine) est

inférieura0.05ce quiprouve qu’ilexisteune différencestatistiquementsignificative.

2.1.2. Comparaisonentre lasemaineSletlasemaineS3
Le résultatde la comparaison des moyennes d’hémolyse entre S1 et S3
estreprésenté au tableau 5. Il existe une différence statistiguement significative (P<

0.05)entre les valeurs desdeuxsemainesde comparaison.
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Tableau5: Comparaisondelamoyennedutauxd'hémolyseentrelessemainesS1/S3.

S1 (%) S3 (%)
Moyenne 25.86 53.54
Ecart-type 15.624 29.045
Valeur du P 0.005

2.2. ComparaisonselonlesCGRdépassantle tauxnormald’hémolyse

2.2.1. Comparaisonentre lasemaineSletlasemaineS2
Letableau6montrelepourcentagedespochesdusangquiontuntauxd’hémolyseinféri

tauxd’hémolysesupérieura

eura54%, (pochesnégatives),ceuxqui ontun

54%(pochespositives)etl’ensemble de cesderniers.

Le test d’indépendance de khi-deux a été appliqué pour réaliser la comparaison entre

lesdifférentessemainesetlesvaleursduP sont représentéesauxtableaux6 et7.

Tableau6 :Comparaisondutauxd'hémolyseentreS1/S2.

S1(Effectifs(%)) S2(Effectifs(%))
Pochesnégatives 28 (96%) 9 (90%)
Pochespositives 1 (4%) 1 (10%)
Valeur du P 0.452

LavaleurduPestsupérieurea0.05,cecimontrequ’iln’existepasunedifférencesignific
ativeentrel’effectifdespochesprésentantuntauxd’hémolysepathologique des

deuxsemainesS1etS2.

2.2.2. Comparaisonentre lasemaineSletlasemaineS3

Tableau7 :Comparaisondutauxd'’hémolyseentreS1/S3

S1(Effectifs(%)) S3(Effectifs(%))
Pochesnégatives 28 (96%) 8 (61%)
Pochespositives 1 (4%) 5 (38%)
Valeur du P 0.007
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D’aprés la valeur du P (0,007) du Tableau 7 ; on déduit que I’effectif des
pochespositives augmente d’une manicre treés significative a la semaine S3 en
comparaison a lasemaine S1, ceci nous a conduit au calcul de I’estimation du risque

d’avoir un tauxd’hémolyse pathologique ala troisiemesemaine.

Lecalculréalisépourl’estimationdurisqued’avoiruntauxd’hémolysesupérieura
54%a donné une valeurde 17,5 avec un intervalle de confiance a 95%[1,78, 172,17],
ceci montre qu’il existe 17,5 plus de risque d’avoir une poche avec untaux d’hémolyse

superieur a 54% a la troisieme semaine en comparaison a la premiéresemaine.

2.3. Analysedespochespérimées

Le taux d’hémolyse de 20 poches périmées (plus de 42 jours)a été calculé,laFigure
14 représente I’évolution du taux d’hémolyse des poches périmees en
fonctiondutempsjusqu’a  atteindre = 100%.Lamoyennedutaux  d’hémolyse estde
76%+22.08%, On remarque que 80% des poches périmées représente un taux

d’hémolysesupérieura54%.

Tauxd’hémolyse

120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%

11122223333445556 6 6 6Mois

Figurell:Représentationgraphiqueduchangementdutauxd'hémolyseenfonctiondutemp
S.
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3. Analysedescasparticuliers

Le test de la fragilitt membranaire par CMF a été appliqué sur des
préléevementssanguins de trois cas pathologiques présentés a I’hopital militaire. Les
résultats obtenusont montré un taux d’hémolyse inférieur a la normale (4%) pour le cas
d’un nouveau-néprésentant une thalassémie, et des taux d’hémolyse supérieurs a la

normale pour deuxcasprésentantuneanémiehémolytique 89%et98%.
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Discussion

L’objectifdenotreétudeétaitlamiseaupointd’unenouvelletechniqued’évaluation de
la fragilité des GR par cytométrie en flux, et son application dans lecontrdle de la
qualité des concentrés de globules rouges (CGR) stockés au niveau de

labanquedusangduCTS del’hdpitalmilitairerégionaluniversitairedeConstantine.

Les CGR préparés dans une solution de CPD-SAGM peuvent étre conservés jusqu’a
42jours ; au-dela de cette durée les GR deviennent fragiles et s’hémolysent ce qui rend
leCGR non conforme ala transfusion sanguine. L’altération del’étatdes GR conservésest
due a un processus physiologique du vieillissement des GR, mais il est
égalementinfluencé par plusieurs parametres relatifs al’état initial du donneur de sang

etlaméthode depréparationetdeconservationdes CGR:

-Pour la bonne sélection médicale du donneur : un questionnaire minutieux
etun examen clinique sont réalisés pour s’assurer de 1’état de santé du donneur et de

sonaptitude adonnerdusang.

-Pour une bonne préparation et conservation des CGR : le respect strict
detoutes les bonnes pratiques transfusionnelles en matiere du prélevement de
donneur,agitationdespoches,etacheminemental’unitédefractionnementdansledélairecom
mandé,ainsiquelarecommandationrelativealacentrifugationetlefractionnementpourlaprép
arationduCGR.UnefoispréparéleCGRdoitétreimmediatementconservea+4°C,afin
delimiterau maximum lemétabolismedesglobules rouges etallonger ainsi leur durée de
conservation,toute rupture de la

chainedefroidentraineunealtérationdel’étatdesglobulesrougesetunehémolyseprécoce.

Afin de contrblerles étapes de préparation et de conservation des CGR,
onapplique actuellement le test de mesure du taux d’hémolyse a la fin de la
conservation,mais I’inconvénient de ce test réside dans la difficulté de sa réalisation et
la mauvaisereproductibilité, en outre, il détermine 1’étape finale de tout un processus de
destructiondesGR etilnedonnepasderenseignementssurl’étatdesglobulesrougesnonhémol

YSEs.

Ledéveloppementd’untestbiologiquequipeutprédireunefragilitédesglobules
rouges conservés a un intérét majeurdansla promotion de la transfusionsanguine.Dans
cetteétude ; uneévaluation delarésistancedes GR auxsolutionshypotoniques a été
appliquée par cytométrie en flux dérivée de 1’épreuve classique de

larésistanceglobulaire(RG)auxsolutionshypotoniquespourl’étudedesanomalies
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membranaires des GR. Cette derniere est une technique trés laborieuse peu spécifique
etpeureproductible,encomparaisonalacytométrieenfluxquiestunetechniqueoptimiséeafin

d’améliorerlesperformancesetréduirelecoit etletemps.

1. Testdelafragilittmembranaireparcytométrieenflux
Le test de fragilité¢ par cytométrie en flux est basé sur la détermination de
ladiminution du nombre des GR dans le temps contrairement au test classique de

larésistanceglobulairequimesureletauxd’hémoglobinelibéréapresl’hémolyse.

Le développementde cette technique estbasésurla capacité
ducytometreAttuneNxtadéterminerlaconcentrationetlenombredescellulesparméthodevol
umétrique directe. Le nombre total des GR avant I’hémolyse est déterminée dans
unesolution0.9%enHBSS(solutionisotonique),ensuitelepourcentagedesglobulesrougeshé
molysésaétédétermineapreslamesuredunombredeglobulesrougesrésiduels  dans  une
solution a 0.6% en HBSS dilu¢ par I’eau distillée. Le choix de laconcentration 0.6% a
été faitd’unemaniere a rendre le test plus sensible alafragilitédes globules rouges. Une
solution a un pouvoir hypotonique important comme 0.5% ou0.45% risque d’induire
une hémolyse méme des globules rouges normaux tandis qu’unesolution a unfaible
pouvoirhypotonique 0.8%ou 0.7% risque d’avoirun résultatnégatif méme pour les
globules rouges fragiles. Avant d’analyser les CGR, le test a étéappliqué sur une
population témoin afin de déterminer le taux d’hémolyse normal quiétaita 54%calculé

surlabase delamoyenne obtenue+ 2écart-type.

Le stockage des CGR est effectué dans une solution CPD-SAG Mannitol,
LeSAGM (sodium, adenine, glucose, mannitol) est la solution de conservation la
plusutiliséeenEurope).Ellecontientduchloruredesodium(NaCl)pourl’équilibreosmotique,
du glucose, substrat de la glycolyse érythrocytaire, de ’adénine pour lasynthése des
nucléotides et du mannitol jouant un rdle osmotique, de piégeage desradicaux libres et
de stabilisation de la membrane(Roussel C. et al., 2020). Plusieursétudes ont prouve
son efficacité et ont confirmé que les GR stockés avec la solutionCPD-
SAGMsontd'unequalitésupérieureetpourraientcirculeretsurvivrepluslongtempsapreslatra
nsfusion(Almizraq R.et al.,2013,Barrosl.etal.,2021).

Lors de cette étude ; I'analyse était effectuée sur 72 poches ; la majorité
desanalyses effectuées sur le CGR se situent aux trois premieres semaines de

conservationdespoches,celamontrequelamajoritédesCGRssontdistribuésdanslespremiers
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jours aprés leur préparation. L’effectif des poches de plus de 25 jours était absent
enrapport avec la distribution et la livraison de ces poches par le CTS pour les

différentsservicesdemandeurs.

2. Comparaisondesmoyennesdutauxd’hémolyseobtenus

Une différence statistiquement significative a été observée entre les moyennes
dutaux d’hémolyse des deux semaines S1/S2. Ceci montre une augmentation du
tauxd’hémolyse avec le temps et une meilleure résistance des globules rouges a

I’hémolyseaucoursdelasemaineS1encomparaisonala S2.

Unedifférencesignificativeaétéremarquée ;entrelesmoyennesdutauxd’hémolyse
des semaines Slet S3, ce qui montre que la force de résistance contrel’hémolyse des
globules rouges a diminué au cours de la semaine S3 en comparaison acelle

delasemaineS1.

A partir de notre étude on remarque que le taux d’hémolyse augmente avec
letemps ; ce résultat a été confirmé par Stein E., (2020) au cours de son étude réalisée
surlafragilité osmotique des concentrés des globules rouges (CGR) au cours du
stockageau sein du laboratoire d’Hématologie au CHRU de Nancy. L’auteur a remarqué
uneaugmentation progressive du taux d’hémolyse , lors d’un suivi du vieillissement
desconcentrés érythrocytaires dans des conditions de stockage identiques en mesurant
lafragilitéosmotiquede neufCGRaJ+1,J+20 etJ+40destockage(SteinE.,2020).

Dans la littérature, plusieurs études se sontintéressées a la fragilité osmotique
desconcentrés érythrocytaires au cours de leur stockage, les resultats de ces études
ontmontré une fragilité osmotique augmentée de facon significative pendant le
stockage(D’Alessandro A.etal.,2015,RousselC.etal.,2017,BerezinaT .etal.,2002).
BlasiB.etal, ontmisen évidenceunerelation entreladuréedestockage,l'altération
morphologique des érythrocytes et la fragilité osmotique. Cette derniere
peutétreexpliquéparuneatteintemorphologique(ratiosurface/volumediminué)principalem
entdueal’altérationdumétabolismeénergétiquedesérythrocytes(diminution en  ATP,
acidose, augmentation de la concentration en calcium) ainsi
gu'austressoxydant(attaquesoxydativesdesprotéinesstructurales)(Blasi B.etal.,2012).

3. Analysedespochespérimées

Il existe 80% des poches périmées ayant dépassé le taux normal
d’hémolyse(54%),

cerésultatmontrequelesCGRsaprésleurdatedepéremption(42jours)devient
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trés fragile, et ne présente aucune résistance contre I’hémolyse malgré le respect

desbonnesconditions deconservation.

Dans notre étude, on a trouvé une poche d’une durée de 6 mois
conservation,cette dernicre a présenté un taux d’hémolyse de 100%, ce qui confirme que

le temps aune grandeinfluencesurl’étatdesglobulesrouges.

Il a été documenté dans plusieurs études que la durée de conservation des CGR varie
detrois a sept semaines, en fonction des pays et des reglementations locales. Cependant,
denombreuses études réalisées in vitro montrent que la qualité des GR ne reste pas
stabledurant le stockage, ce qui pourrait avoir un impact négatif sur le receveur, ces
¢tudes ontsuggéréla présence d’un effetdélétereimportant dela transfusion de GR
stockés plusdel4jours(KochC.etal.,2008).Lalésionde stockage désignel’ensemble
desaltérations métaboliques, biochimiques et morphologiques des GR (cités ci-dessus)

dontl’amplitude augmente avecla duréede conservation.

4. ComparaisonselonlesCGRdépassantletauxnormald’hémolyse

Notre objectif dans cette étape est de suivre la conformité des CGR, d’apres
nosrésultats il semble que certains CGR sont impactés par un taux d’hémolyse supérieur
ab4% aux premieres semaines de stockage (S1 et S2) et que ce risque augmente

d’unemaniére significative ala troisiéme semaine parunfacteur17,5.

Le fait d’avoir certaines poches moins impactées que d’autres par le
stockagepeut étre expliqué par le processus de préparation des CGR qui pourrait avoir
un impactsur les érythrocytes. Il est a noter qu’in vivo les globules rouges sont en
équilibre avecleur environnement. Dés la collection du don, le traitement ex vivo du
sang total affectetrés probablementles érythrocytes(BardynM.etal.,2018), étantdonné
que leurmilieu extracellulaire se trouvemodifié(Abonnenc M.et al.,2018).

En effet, au cours des différentes étapes de préparation du sang en CGR, les
globulesrouges sont soumis a de nouvelles conditions, telles qu’une modification de pH,
unemise en suspension dans la solution anticoagulante et dans la solution de
conservation,une  variation de température ainsi qu’un  stressmécanique
(centrifugations),ce quipourraitaffecterlafragilité d'une partie

desérythrocytes(SteinE.,2020).
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5. AnalysedescasParticuliers

Cette technique développée peut avoir des domaines d’applications autres que
lecontrole de qualit¢é des PSL. Parmi ces domaines c’est le diagnostic des
anomaliescongénitales de la membrane érythrocytaire par conséquent, ce test a été

appliqué surquelquescasd’anomaliesmembranaires:

Cas 1 : La thalassémie est en rapport avec la présence d’un taux élevé de

I’hémoglobineFinduisantunerésistancealalyse,HbFrendlesGRsplusrésistantal’hémolyse.

N.B. : la plupart des cas représentant un taux d’hémolyse inférieur a 54% sont des
sujetssains, 1’obtention d’un taux d’hémolyse inférieur a 54% refléete une anomalie

commedansnotrecas (thalassémie).

Cas 2/3 : L’anémie hémolytique est causée par une 1’anomalie membranaire, ceci
rendles globules rouges non résistant contre ’hémolyse (fragilit¢é membranaire), ce qui
nousaide a différencierentrelescaspathologiques etsains.

L’anémie hémolytique secondaire a une anomalie membranaire est confirmée par
cettetechnique, en effet il a été prouvé que la CMF pourrait représenter un

complémentd’investigationdanslediagnostic del’anémichémolytique(MichelM.,2013).

Lacyrtométrieenflux(CMF)estunetechniqued’analyserévolutionnaire,composée
de plusieurs tests notamment : le test de résistance globulaire et le test de lafragilité
membranaire qui a été utilisé dans notre étude. Ce dernier permet 1’évaluationde 1’état
des CGR, ou I’analyse d’une seule poche ne prend que 3 a 5Smin, ce quimarque sa
rapidité, par rapport aux techniques classiques de 1’étude de la résistanceglobulaireoule

tempsnécessaire peutallerjusqu’a24heure.

L’étude de la fragilit¢ des GR par la technique de CMF est trés efficace et
noncouteuse en effet ; elle n’implique la consommation que d’un seul réactif
(’'HBSS).L efficacité dela CMF estconfirmée parSainte-LaudyJ.etal.,
dansleurétudeconsistant a I’évaluation de la cytométrie en flux par rapport aux tests de

provocationpour le diagnostic de I’allergie alimentaire chez I’enfant en 2009 (Sainte-
Laudy J. etal.,2009).
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Conclusionetperspectives

Le but de notre travail était d’étudier la fragilité de la membrane érythrocytaire par
lacytométrie en flux. Notre étude est baseée sur deux épreuves : la bonne sélection médicale
dudonneuretlabonnepréparationetconservationdesCGR réalisésauniveaudel’hopitalmilitaire
régional universitaire de Constantine (HMRUC).Ces deux épreuves permettent

defournirdesrenseignementsplusprécissurl’état desGRau coursde leurconservation.

Nous avons montré grace a la fragilité osmotique que la préparation des CGR impacte
lafragilité des globules rouges, de méme que le stockage. Certaines poches semblent
toutefoismoinsimpactéesque d’autresparle processus de préparationetparle stockage.

Durant la conservation des CGR, les GR subissent des modifications membranaires au cours
deleurvieillissement.Ceci s’estmontrétréssignificatif aucoursdelatroisiémesemainedestockageou

le risque de développeruntauxd’hémolyse élevé étaittressignificatif.

Il est & noter que cette technique requiert des ameliorations tels que la détermination
denombre des GR avant I’ajout de I’eau distillée et I'utilisation d’un tampon commercialisé

plusstable.

Outre la nécessité d’augmenter les effectifs, cette étude devra investiguer l’utilité¢ de
lacytométrieenfluxdansledépistagedesanomaliesmembranairesdesGR(ex:anémiehémolytique et la
thalassemie). De plus, en raison de sa simplicité, sa rapidité et sa sensibilité ; ilserait intéressant
d’évaluer son intérét pour une meilleure efficacité transfusionnelle surtout pourles patients
polytransfusés. En effet ; lutilisation de cette technique permettra de garantir

laqualitéetlasécuritéde latransfusionetdoncaméliorerlerendementtransfusionnel.

De plus, des recherches ultérieures pourront mettre le point sur I'importance de la
variabilitéentre les donneurs et I’'intérét de la mise au point de nouveaux marqueurs, corrélés a

I’efficacitétransfusionnelle,pourl’évaluationdelaqualitédustockageenutilisantcettetechnique.
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Annexe0l

Réactifsducytométreenflux(AttuneNxt™

- Attune focusing fluid : est un réactif de support stérile, tamponné et sans azide qui contient
unsurfactant qui aide a nettoyer les lignes fluidiques du cytometre a focalisation, il a été concu
pourminimiser la formation de bulles et pour empécher I’accumulation de matériau cellulaire

dans lacellule d’écoulement,cequiréduitlecolmatage del’ instrument.

- Attune

washsolution:lasolutiondelavageaétéformuléepouréliminerlesdébriscellulaires,empécherl’accum
ulationdeprotéinesetminimiserl’adhérencedescolorantsauxlignesfluidiques du systeme. 1l est
recommandé de ’utiliser pendant la maintenance de routine et

lesprocéduresd’arrétautomatiqueducytometreafocalisationacoustique AttuneNxt™,

- Attune shut down solution : la solution d’arrét Attune Nxt ™ est un tampon de
nettoyageutilisédanslaprocédured’arrétautomatiqueducytometreafocalisationacoustique AttuneNx

t

™



Annexe02

Préparation de’HBSS

La solution saline équilibrée de Hanks (HBSS) ; est composée de sels inorganiques
etcomplétée par du glucose. La solution peut étre utilisée pour laver les cellules et les tissus et
pourmaintenirles cellules dans un étatviable. La solution esttamponnée avec du phosphate

etmaintientunpHphysiologique etunepressionosmotique.
Modeopératoire :
-Remplissaged’unefiolejaugéedellavec800mldel’eaudistillée.
-L’ajoutsuccessifde:

e 8gdeNacCl.

e 400mgdeKCl.

e 140mgdeCacCl2.

e 100mgdeMgS04-7H20.

e 100mgdeMgCI2-6H20.

e 60mgdeNa2HPO4-2H20.

e 60mgdeKH2PO4.

e 1gdeD-Glucose(Dextrose).

e 350mgdeNaHCO3.
-Agitationpourbienmélangerlasolution,apresavoirbouchee lafiole.
-L’ajoutdel’eaudistilléeaveclapipettejusqu'al litre.

-Lafiole jaugéeestensuiterebouchéeetretournéeplusieursfois.

Placerlafiolesurl’agitateuravecajoutdubarreaumagnétiqueetlaisserhomogénéiserpendant20minutes.

-Conservationa unetempérature (+4°C).
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Résumé

Lamembranedesglobulesrouges estl'un desconstituantsprincipaux
desglobulesrouges.Plusieurstechniquesontétéutiliséspourdétecterlafragilitémembranairedesérythr

ocytesa savoir:le pinktestetle testde résistance globulaire.

L’objectif de la présente étude était I’évaluation de la fragilité des globules rouges par
lacytométrie en flux et son application dans le contr6le de la qualité des concentrés des

globulesrouges(CGR).

Une analyse par le cytometre en flux Attune Nxt ™ (Life Technologie) suivi d’un
calculdu taux d’hémolyse ont été réalisés sur des CGR des poches de donneurs de sang a

différentessemainesde conservationetdesprélevementssanguinsconsidéréscommetémoins.

L’analysedutauxd’hémolysedestubestémoinsapermisdedéterminerletauxd " hémolyse
normal qui étaita 54% calculé surla base de la moyenne obtenue + 2 écart-
type.Unedifférencestatistiguementsignificativeaétéobservéeentrelesmoyennesdutauxd’hémolyse
des semaines S1/S2 et S1/S3. Ceci montre une augmentation du taux d’hémolyseavec le temps
etune meilleure résistance des globules rouges a I’hémolyse aucours de lasemaine

Slencomparaisonauxdeuxsemaines S2etS3.

D’aprés nos résultats il semble que certains CGR sont impactés par un taux d’hémolyse
supérieura 54% aux premieres semaines de stockage (S1 et S2) et que ce risque augmente d’une

manieresignificative ala troisiemesemaine parunfacteurl7,5.

La cyrtométriec en flux (CMF) est une technique rapide facilitant 1’étude de la
fragilitétmembranaire des érythrocytes qui estimpactéeparla préparation des CGR etladurée

destockage.

Motsclés: Gobulerouge—cytomeétrieenflux—fragilité—membrane.



Abstract

Theredbloodcellmembraneisoneofthemainconstituentsofredbloodcells.Severaltechniques  have
been used to detect the membrane fragility of erythrocytes, namely: the pink
testandtheglobularresistancetest.

The objective of the present study was the evaluation of the fragility of red blood cells by

flowcytometryanditsapplicationinthe qualitycontrolofpackedredbloodcells(RBCs).

An analysis by the flow cytometer Attune Nxt ™ (Life Technology) followed by a calculation
ofthe hemolysis rate were carried out on RGCs of blood donor bags at different weeks of

storageandbloodsamplesconsideredas controls.

Analysis of the hemolysis rate of the control tubes made it possible to determine the
normalhemolysis rate, which was 54% calculated on the basis of the average obtained + 2
standarddeviations. A statistically significantdifference was observed between the average
hemolysisrate of weeks S1/W2 and S1/W3. This shows an increase in the rate of hemolysis with
time and abetter resistance of red blood cells to hemolysis during week S1 compared to the two
weeks S2andS3.

According to our results, it seems that some RCCs are impacted by a hemolysis rate greater
than54% in the first weeks of storage (S1 and S2) and that this risk increases significantly in the
thirdweekbyafactorofl7.,5.

Flow cytometry (CMF)is a rapid technique facilitating the study of erythrocyte

membranefragility,whichisimpactedbyRCC preparationandstoragetime.

Keywords:Redglobule—flowcytometry—fragility—membrane.
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Résumé

La membrane des globules rouges est I'un des constituants principaux des globules rouges. Plusieurs
techniques ont été utilisés pour detecter la fragilité membranaire des érythrocytes a savoir : le pink test et le
test de résistance globulaire.

L’objectif de la présente étude était I’évaluation de la fragilité des globules rouges par la cytométrie en
flux et son application dans le contrdle de la qualité des concentrés des globules rouges (CGR).

Une analyse par le cytométrie en flux Attune Nxt ™ (Life Technologie) suivi d’un calcul du taux
d’hémolyse ont été réalisés sur des CGR des poches de donneurs de sang a différentes semaines de
conservation et des prélévements sanguins considérés comme témoins.

L’analyse du taux d’hémolyse des tubes témoins a permis de déterminer le taux d’hémolyse normal
quietait a 54% calculé sur la base de la moyenne obtenue + 2écart-type. Une différence statistiquement
significative a été observée entre les moyennes du taux d’hémolyse des semaines S1/S2 et S1/S3. Ceci
montre une augmentation du taux d’hémolyse avec le temps et une meilleure résistance des globules rouges
a I’hémolyse au cours de la semaine S1 en comparaison aux deux semaines S2 et S3.

D’apres nos résultatsil semble que certains CGR sont impactés par un taux d’hémolyse supérieur a 54%
aux premiéres semaines de stockage (S1 et S2) et que ce risque augmente d’une maniére significative a la
troisieme semaine par un facteur 17,5.

La cytométrie en flux (CMF) est une technique rapide facilitant 1’étude de la fragilité membranaire des
érythrocytes qui est impactée par la préparation des CGR et la durée de stockage.

Mots-clefs : Gobule rouge—cytométrie en flux—fragilité—-membrane.
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