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1. INTRODUCTION

Le fait pour une population de disposer d’unités de sang compatible et sécuris€ au niveau

immunologique devrait étre un des objectifs premiers de tout gouvernement.

La sécurité transfusionnelle vise a répondre d’une part a la demande quantitative par la
disponibilité des produits sanguins; et d’autre part a la demande qualitative en évitant la
transmission d’infections par le sang et les réactions immunologiques. Cette sécurité représente le
principal défi auquel est confrontée toute organisation de la transfusion sanguine. L’allo-
immunisation anti-érythrocytaire et les accidents immuno-hémolytiques de la transfusion sont dus
aux polymorphismes des antigénes de groupes sanguins érythrocytaires qui différent d’un individu

a un autre[1].

Les groupes sanguins érythrocytaires peuvent étre définis comme des systemes antigéniques situes
a la surface des hématies et contrblés par plusieurs genes (1’antigéne traduit I’activité des geénes

qui le commandent) [2] .

Actuellement 35 systémes de groupes sanguins ont été identifiés chez I’lhomme selon la société

internationale de transfusion sanguine (International Society of Blood Transfusion, ISBT[3].

Les systemes les plus importants dans la transfusion sanguine sont le systeme ABO car il est le
systtme majeur de I’immunologie transfusionnelle, il s’agit de véritables antigénes

d’histocompatibilité, suivi du systéme Rhésus [4].

Le systeme des groupes sanguins Rhésus joue un réle important en raison de son polymorphisme
élevé et de sa forte immunogénicité[2]. Il comprend plus de 50 antigenes codés par deux genes
hautement homologues, les genes RHD (RHESUS D) et RHCE (RHESUS CE) qui contiennent 10
exons chacun[5]. Le haut degré d’homologie et I’orientation opposée de ces 2 génes favorisent des
altérations génétiques du gene RHD qui influencent différemment les attributs et I’expression de
I’épitope RhD, entrainant divers variants avec des réponses immunitaires potentiellement
distinctes [6]. Ces variants sont classés en RhD faible, RhD partiel et Rh Del (phénotype rhésus D

positif obtenu apres adsorption élution[1].

Les mécanismes moléculaires qui sont a la base de ces variants sont complexes et peuvent étre

causés par des variations sur I’ADN (Acide Désoxyribo Nucléique) notamment une variation d’un
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seul nucléotide (Single nucléotide variant, SNV, une variation de plusieurs nucléotides (Multi-

nucléotide variant, MNV), des insertions ou des délétions de bases et les alleles hybrides[7].

Des études antérieures ont montré que le phénotype Del (Rh Del) était associé soit a une longue
délétion de I’exon 9 du géne RHD, soit a une mutation faux-sens (RHD1227G > A) dans I'exon 9,
soit a une mutation du site d'épissage, soit une mutation de décalage du cadre de lecture, une
mutation dans la région codante, ou des codons stop prématurés[8].

Le phénotype Del est caractérisé par une trés faible expression de RhD a la surface des globules
rouges impossible a détecter par la sérologie conventionnelle et nécessite I'utilisation de la
technique d'adsorption/élution, d'ou le nom Del (D-elute)[9].

La technique d’adsorption élution consiste a réaliser la fixation d'anticorps monoclonaux, 1gG, anti
D, sur des globules rouges avant de realiser I'élution qui consiste & décrocher les anticorps fixés
sur les globules rouges par incubation a 56°C [10]. Cette méthode est une référence dans un
laboratoire ayant les moyens limités, mais les techniques de biologie moléculaire restent les plus

sensibles et les plus efficaces pour révéler un vrai Rh Del.

Chez les Europeens, environ 15 % des personnes sont des rhésus D négatif parmi lesquels
I’incidence du phénotype Rh Del varie de 0,18 % a 0,88 %[11]. L’allele RH Del le plus courant
est le RHD (M295I1) avec une fréquence de 1 : 272 chez les donneurs RhD négatifs [12]. Cependant
aucun rapport d'immunisation sur cet alléle n’est disponible en notre connaissance [13].
Contrairement aux asiatiques ou le groupe sanguin rhésus D négatif est de 0,1 % a 0,5 % du fait
qu’environ 10 % a 30 % de la population de I’Est asiatique comme la Chine, le Japon et la Corée
sont de phénotype Rh Del [14]. L’allele RHD 1227G>A est la plus fréquente dans cette population,
il est appelé Rh Del de type Asie[8]. Ce phénotype Rh Del a une fréquence de 1/110 dans la
population chinoise[15] et de 1/9091 dans la population allemande[16]. Des rapports sur
I’immunisation primaire et secondaire anti-D due au Rh Del incriminant I'alléle (1227G>A) a été

signalé dans plusieurs études[17].

Dans les pays d’Afrique, 5 a 9 % des donneurs de sang sont des Rh D négatif [18], la prévalence
des variants de RhD faible était de 0,7%, 4,5% et 6,45% respectivement décrite en Uganda[19],
en Egypte[20] et au Ghana [21] mais il n’y a pas de données rapportées sur la fréquence du variant
phénotype Rh Del. Cependant, au Maroc une étude donne une prévalence Rh Del de 0,94% [10].
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A ce jour, au Mali se trouve une formidable population hétérogéne, cependant les données en ce
qui concerne la fréquence du phénotype Rh Del sont tres peu disponibles. A partir de ces éléments,
il nous a paru opportun de contribuer a combler ses lacunes en détectant par la méthode moléculaire
specifique et précise le phénotype Rh Del parmi les donneurs de sang déclarés RhD négatifs afin

de prévenir I'allo-immunisation et les réactions transfusionnelles hémolytiques ultérieures.
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2. OBJECTIFS
2.1 Objectif général
Caractériser le géne RH Del par la méthode de sérologie moléculaire dans la population des

donneurs de sang RhD négatifs au Centre National de Transfusion Sanguine (CNTS) de Bamako.

2.2 Objectifs spécifiques

1. Déterminer les caractéristiques sociodémographiques des donneurs Rh D négatifs et
Rh Del,

2. Déterminer la fréquence du phénotype Rh Del chez les donneurs de sang de rhésus
négatifs au CNTS de Bamako par la technique d’adsorption-élution,

3. Déterminer la fréquence du phénotype RhCE chez les donneurs Rh Del par la
technique sur plaque,

4. Rechercher la présence de 1’allele RHD 1227A par PCR chez les donneurs Rh Del.
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3. GENERALITES

3.1 Groupes sanguins

Le groupe sanguin peut étre defini comme un ensemble de variations allotypiques, génétiqguement
transmis et détectés par des anticorps a la surface de la membrane des globules rouges. 1l permet
de classer les individus, permettant une sécurité transfusionnelle. Différentes cellules sanguines

portent des antigenes et il y a donc plusieurs sortes de groupes sanguins [22].

Découverts en 1900 par Karl Landsteiner [23], ces antigenes sont des substances mucopoly-
sacharidiques et peuvent étre identifiés grace a leurs anticorps spécifiques [24].

Les globules rouges portent plus de 600 antigenes de groupes sanguins, repartis en 36 systemes
différents parmi lesquels dans 1’ordre chronologique de leur découverte : MNSs (1927) ; P (1927)
; Rh (1940) ; Lutheran (1945) ; Kell (1946) ; Lewis (1946) ; Duffy (1950) ; Kidd (1951)[25].

Certains systemes par leurs antigénes sont extrémement importants en transfusion et doivent étre
absolument respectés car ils sont capables de faire apparaitre des alloanticorps qui sont a 1’origine

des incompatibilités transfusionnelles inter-humaines [26].

L’alloimmunisation est I’apparition d’anticorps contre les antigénes de groupe sanguin portés par

les globules rouges transfusés que le receveur ne possede pas [17].

Le risque d’alloimmunisation dépend du nombre de transfusions, de I’état immunitaire du

receveur, des différences antigéniques entre le donneur et le receveur [27].

Les plus importants en pratique sont les systemes ABO et Rhésus (Rh) ensuite viennent le systeme
Kell, le systeme Duffy et le systeme Kidd [28].

3.2 Systeme ABO
Le systeme ABO est le systeme majeur de I’immunologie transfusionnelle [29] . Il est le mieux
connu des groupes sanguins, Les antigenes A et B sont trés largement distribués dans la nature. A

chacun de ces deux antigénes correspond un anticorps sérique [30].

Un sujet possede obligatoirement dans son sérum I’anticorps naturel dirigé contre I’antigeéne absent

a la surface de ses hématies [31] .
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3.2.1 Antigenes du systeme ABO-Hh

Les antigénes A, B et H sont des oligosaccharides portés par des glycolipides membranaires des
hématies mais aussi des cellules épithéliales et endothéliales[32]. L’expression de ces antigénes
sur les hématies est controlée par deux locus distincts au niveau du bras long du chromosome 9
(9934.2) [29]. Ces génes codent pour des enzymes appelées glycosyl-transférases [33]. Ces deux
systemes génétiques fonctionnent sur un mode co-dominant, ce qui veut dire que la présence de
deux alléles fonctionnels différents conduit a 1’expression phénotypique de deux antigénes

differents[34].

Le locus Hh sur le chromosome 19 présente deux variants alléliques : H et h. L alléle H code pour
une fucosyltransférase qui ajoute un fucose a I’extrémité terminale de la chaine oligosaccharidique
de base, formant 1’antigene H. La synthése ultérieure éventuelle des antigénes A et B nécessite la
présence de cet antigene H. Il convient de noter I’extréme rareté de I’alléle h, géne amorphe, non

fonctionnel [35].

L’alléle A code pour une N-acétyl-galactosamine-transférase qui lie un N-acetyl- galactosamine

sur la substance H pour former 1’antigéne A [36] .

L’alléle B produit une D-galactose-transférase qui lie un D-galactose sur la substance H [23], [36].
Une délétion importante de la séquence codante rend 1’allele O non fonctionnelle avec absence de
production d’enzyme active. A I’état homozygote, il conduit a I’absence d’antigene A ou B sur les
hématies, correspondant au phénotype O. Les individus de groupe O possédent une large quantité
d’antigene H sur leurs hématies. Le systtme ABO se distingue par des sous-groupes. Les sous-
groupes A sont plus fréquents que les sous- groupes B. Les deux principaux phénotypes du groupe
A sont Al et A2. Les globules rouges de Al et de A2 réagissent fortement avec les réactifs anti-A
dans les épreuves d'agglutination directes, Al étant plus active que A2[30], [37]. Les sous-groupes
B sont encore moins répandus que les sous-groupes A. De méme que les sous- groupes A, les sous-

groupes B ont peu d’intérét transfusionnel [29].
3.2.2 Anticorps réguliers naturels

Les anticorps anti-A et anti-B, dirigés contre les antigenes du systéme ABO, sont des anticorps
naturels réguliers, c¢’est a dire qu’ils existent de fagon constante chez tout individu adulte qui ne

possede pas le(s)antigene(s) A et/ou B, en dehors de toute stimulation antigénique [23]. 1l s’agit
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d’immunoglobulines de type M (IgM), retrouvés dés les premiers mois de vie (3-6 mois) en dehors
de toute allo-immunisation apparente. Ils seraient en fait suscités par la flore bactérienne
notamment la flore digestive (Enterobacteriacea) dont les constituants comportent des motifs

antigéniques voisins des antigénes A et B [32] .
3.2.3 Anticorps immuns irréguliers

I1 s’agit le plus souvent d’IgG. Ils apparaissent a la suite de stimulations antigéniques variées (des

globules rouges étrangers) :

e Soit lors d'une allo-immunisation (grossesse ABO incompatible principalement : mére O,
enfant A ou B par exemple) & noter que ces anticorps peuvent traverser la membrane
placentaire.

e Soit lors d'une hétéro-immunisation, les substances A et B étant trés répandues dans la
nature notamment par produits médicamenteux, en particulier les vaccins et les sérums
tels I'anatoxine diphtérique ou tétanique. Les anticorps immuns anti-A et/ou anti-B, le
plus souvent présents chez des personnes de groupe O, doivent étre connus en transfusion
sanguine car ils définissent le donneur universel dangereux [38] .

L'activité des anticorps immuns est telle qu'ils peuvent, lors d’une transfusion de sang total de
groupe O a un receveur de groupe A par exemple, attaquer les hématies de ce dernier et les détruire,
entrainant un accident hémolytique qui peut s’avérer fatal[39]. Ces composants ne doivent donc
pas étre transfusés a un malade autre que du groupe O[33]. De plus, la mention de la présence
d'anticorps immuns doit figurer tres nettement sur I'étiquette du produit sanguin. Il est possible
d'identifier des anticorps immuns anti-B chez des sujets A et des anticorps immuns anti-A chez
des sujets B. Ceci n'a d'intérét que si les sangs A ou B sont destinés a la transfusion de personnes
AB [38].

3.2.4 Application: les regles transfusionnelles [40]

Les anticorps naturels anti-A et anti-B ont un intérét clinique particulier. En effet, un individu du
groupe A transfusé par une poche de groupe B va produire des anticorps anti-B qui vont se fixer a
la surface d’hématies du receveur A non compatibles. Ces anticorps sont capables d’induire une

réaction d’hémolyse massive souvent mortelle. On comprend alors les lois de compatibilit¢ ABO

qui doivent absolument étre respectées dans la transfusion de culots globulaires et des plaquettes.
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Principe de base de la transfusion des globules rouges

e Un sujet de groupe O possede des anti-A et anti-B et ne peut étre transfusé qu’avec des

globules O.

e Unsujet de groupe A possede des anti-B et ne peut étre transfusé qu’avec des globules A ou
0.

e Unsujet de groupe B posséde des anti-A et ne peut étre transfusé qu’avec des globules B ou
0.

e Un sujet de groupe AB ne posseéde pas d’anticorps naturels et peut étre transfusé avec des
globules A, B, AB ou O

O peut seulement recevoir de O, mais peut donner a A, B et AB

A peut recevoirde O et de A @ B peut recevoir de O et de B

AB peutrecevoir de O, A, B et AB, mais peut seulement donner a AB

Figure 1: Regles transfusionnelles en cas de transfusion de globules rouges (transfusion compatible) [38].

Cependant ces regles transfusionnelles ne garantissent pas toujours une sécurité transfusionnelle,
il faudrait qu’elles soient accompagnées des tests de compatibilité pré-transfusionnels. La
détermination des antigenes membranaires et les anticorps respectifs fait appel aux deux épreuves

contraires qui sont :

» L’épreuve de Beth Vincent : qui met en évidence les antigenes globulaires en utilisant
des sérums tests connus anti — A, B, AB

» L’épreuve de Simonin Michon : mettant en évidence les anticorps plasmatiques en
utilisant des globules tests connus.

Le principe de ces méthodes repose sur la technique d’agglutination.
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3.3 Systeme Rhésus
Le systeme rhésus a été découvert en 1940 par Landsteiner et Wiener [19]. Le systéme rhésus est
le systéme le plus immunogéne et le plus polymorphe de tous les systemes de groupes sanguins

érythrocytaires connus chez I’homme apres le groupe sanguin ABO [41]

C’est surtout I’extréme polymorphisme qui caractérise ce systéme. Certains accidents
transfusionnels comme la maladie hémolytique du nouveau-né, par incompatibilité foeto-
maternelle, les anémies heémolytiques par autoanticorps peuvent étre dus aux conflits

immunologiques provoqués par les antigénes rhésus.

Le systéeme Rh regroupe plus de 50 antigénes parmi lesquelles figurent les antigénes D, C, c, E et
e [41].

Les anomalies fonctionnelles et morphologiques des globules rouges (GR) présentant les protéines
Rh (Rhnun) indiquent que les protéines Rh sont nécessaires a ’intégrité de la membrane du globule

rouge pour lui conférer sa forme bi-concave et sa grande déformabilité.[42]
3.3.1 Les protéines Rh et le locus RH

e Protéines Rh
Les protéines RhD et RhCE sont composées chacune de 417 acides aminés[43]. Ce sont des

protéines palmitoylées organisées en 12 domaines transmembranaires et exprimées au sein d’un
complexe, « le complexe RH » [43]. L’étude des rares individus n’exprimant ni protéine RhD, ni
protéine RhCE (phénotype Rhnuir) a permis d’élucider en partie les fonctions des protéines Rh. En
effet, tous les patients de phénotype Rhnun présentent, en plus d’anomalies d’expression de
protéines membranaires (Rh, RhAG, LW, CD47, GPB), un syndrome clinique plus ou moins
sévere caractérisé par une anémie hémolytique chronigue, une fragilité osmotique, des anomalies
morphologiques des globules rouges (stomato sphérocytose), des anomalies de transport des
cations ainsi que de I’organisation des phospholipides membranaires [43]. Les individus
n’exprimant que la protéine RhCE (phénotypes RhD-négatif) ou que la protéine RhD (phénotypes

D-/-) ne présentent pas ce syndrome.

Le complexe Rh est un trimere de protéines RhAG (Rh-associated Glycoprotein) et Rh (RhD et
RhCE) auquel sont associées, par des liaisons non-covalentes, les protéines accessoires CD47, LW

et GPB[43]. Le complexe est stabilisé par des interactions impliquant les domaines amino- et
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carboxy-terminaux des proteéines Rh et RhAG et par leur association directe ou indirecte au
cytosquelette [44]. En absence de RhAG, le complexe RH n’est pas exprimé a la membrane, ce
qui, en perturbant 1’organisation du cytosquelette, explique les anomalies morphologiques
observées chez les individus Rhnui. Les protéines Rh, la bande 3 (AE1, ammonium exchanger 1)
et I’ankyrine forment un macro-complexe membranaire constitutif qui régule le transport de HCO3
- voire de NH4 + [44].

e lLocusRH
En 1986 Tippett propose le modele d’un locus unique contenant un géne RHD codant 1’antigéne

RhD et un gene RHCE codant les antigénes RhC, RhE, Rhc et Rhe (Tippett, 1986). Ce modeéle
sera conforté par des études de Southern blot[45] et définitivement validé apreés transfection des
transcrits RHD et RhCE dans des cellules K562 (Smythe et al., 1996). Le locus RH est situé sur le
chromosome 1 (1p34.1-1p36), les deux genes qui présentent 98.6% de similarité sont orientés en
tandem inversé et sépares par le géne SMP1. Les genes RHD et RHCE sont composés chacun de
10 exons et leur structure exon-intron est tres proche (Okuda et al., 2000). Le géne RHD est flanqué

de deux boites Rhésus, fortement homologues (figure I1).

Le haut degré d'homologie et I'orientation opposée des deux genes favorisent la production de
nombreux variants Rh. En gros, les variantes Rh sont classées comme D faible, D partiel et Del
[46]

« Boites rhésus »
5'etd’

75kb \\ J0kb 75kb

\  /

SMP1Y ~ RHCE —— 1p34-p36

Y ‘\_\ J—
A\

* Centromére Télomeére *

Figure 2 : Organisation du locus RH sur le chromosome 1
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Le locus RH est composé de deux genes RHD et RHCE orientés en tandem inversé qui comprennent chacun
10 exons [47].

3.3.2 Polymorphisme associé aux phénotypes RhD positif et RhD négatif

Le phénotype RhD positif est caractérisé par I’expression de I’antigéne RhD alors que le phénotype
RhD négatif est caractéris€¢ par son absence. Dans les populations d’origine européenne, le
phénotype RhD négatif est presque exclusivement lié & une délétion du géne RHD a 1’état
homozygote [45]. Cette délétion est le résultat d’une recombinaison entre les deux boites Rhésus
produisant une séquence hybride, la boite Rhésus hybride (Wagner and Flegel, 2000). Ainsi, les
sujets RhD positifs peuvent étre homozygotes ou hémizygotes pour le gene RHD. Des alléles RHD
silencieux présentant des polymorphismes non-sens ou des altérations ou des insertions/délétions
d’une base ont également été décrits chez quelques sujets d’origine européenne, mais ces cas sont

tres rares [48].
3.3.3 Polymorphismes des antigenes RhC/c, RhE/e

Les quatre alleles RHCE (RHCE*Ce, RHCE*cE, RHCE*ce, RHCE*CE) se distinguent par un ou
plusieurs SNPs localisés dans les exons 1, 2 et 5 (Figure I1l). D’un point de vue moléculaire,
I’expression de 1’antigéne RhC est liée a une conversion génique de I’exon 2 du géne RHD dans
le géne RHCE, et présente une insertion de 109 pb dans ’intron 2 de I’allele RHCE*C. Cette
insertion spécifique est considérée comme la signature moléculaire de 1’allecle RHCE*C[48].
L’antigénicité RhE/e est codée par un seul polymorphisme dans I’exon 5 du géne RHCE : 676G>C
(Ala226Pro).
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exon 1 2 3 4 5 & 7 2 9 10
o -
nt 480 1784 203G 307G B/GEG
aa Trplb e60 Ser60 5erl03 Ala226
nt 480G 178C 203A 307C 676G
aa Trplé Leudad Asned Prol03 Ala22e
ocece S S i
nt 48C 178A 203G 307G B7aG
aa Cysle llegl Ser6l Serl03 Alaz26
e o -
nt 180G 178C 203A 307C B7EGLC
aa TrplB Leu&0 Asnt0 Prol03 Pro22é
nt 48C 1784 203G 307G B7EGLC
aa Cysle e6 Ser6l Serl03 Pro226

Figure 3 : Représentation du gene RHD et des alleles RHCE.

Les 10 exons sont représentés par les rectangles, les traits représentent les polymorphismes qui
distinguent le RHD (en bleu) du RHCE (en vert). Les polymorphismes faux-sens impliqués dans

les différents alléles sont notés en dessous. nt, nucléotide; aa, acide aminé.
3.3.4 Classification moléculaire des phénotypes Rh

Les alleles RHD ont été classés sur la base de leur relation phénotypique a la variation
moléculaire on distingue donc le RhD partiel, le RhD faibles et le Rh Del[34].

e Rh D partiel
La classification des variants D partiels est basée sur la prémisse que certaines substitutions

d'acides aminés sur une boucle extracellulaire affectent les épitopes D linéaires ou, plus souvent,
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la conformation tridimensionnelle de cette boucle [9]. De nombreux RhD partiels sont identifiés a
I'aide d'anticorps monoclonaux qui ciblent les domaines ou boucles spécifiques a la surface de

I'érythrocyte[49].

Les catégories de RhD (de Rh DIl a Rh DVII) représentent un sous-ensemble de D partiel dont le
Rh DIl et le Rh DVII sont causés par une seule substitution d'acides aminés, tandis que Rh DIII,
Rh DIV, Rh DV et Rh DVI sont causées par des alléles hybrides RHD-CE-D et comprennent

plusieurs sous-types chacun [9].

La classification en RhD partiel est d'ordre clinique pertinente parce que les porteurs produisent
souvent de l'anti-D apres exposition a I'antigene D normal [50] .

Cependant, pour de nombreux donneurs de sang RhD partiel, les événements d'immunisation sont
apparemment rares, et pour plusieurs RhD il n'y a eu aucune observation de patient avec anti-D
jusqu'a présent [9]. Ces faits sont compatibles avec la conclusion selon laquelle les donneurs de
sang porteurs de plusieurs D partiels distincts peuvent étre a un niveau tres bas de risque

d'immunisation anti-D.

e RhD faible
Un type RhD faible est un variant de la protéine RhD qui comprend une substitution d'acides

aminés située dans les segments transmembranaires ou intracellulaires et exprime une quantité

réduite d'antigéne D (généralement moins de 5000 D antigénes par GR) [51].

Un groupe de 16 types D faibles distincts ont été décrites a I'origine, mais le nombre total de D

faibles types, y compris leurs sous-types, dépasse maintenant 80 [9].

On pense que les substitutions causent des problémes de repliement lors de I'intégration de la
protéine dans la membrane érythrocytaire, ce qui peut entraver I'intégration des protéines, affectant

I’ancrage du polypeptide au cytosquelette du globule rouge [44].

Par conséquent, la quantité d'antigéne D exprimée sur la surface des globules rouges est
quantitativement réduite, mais l'antigéne D lui-méme reste, dans I'ensemble, qualitativement
inchangé [52], [53].

L'immunisation anti-D chez les transfusés porteurs faibles de D est rare, mais il y a des exceptions :

les exemples incluent le type D faible 15, type D faible 4.2 également connu sous le nom de DAR,
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et type D faible 7[54], [55]. Les types D faibles 1, 2, 3 et 4.0/4.1, qui sont les plus répandus dans
toutes les populations européennes et caucasiennes, représentent plus de 95 % de tous les types D
faibles [9]. A ce jour, plusieurs années aprés leur description moléculaire, la littérature n'a
documenté en notre connaissance aucun porteur de types D faibles 1 a 4.1 étant allo-immunises et

produisant des allo anti-D[9].

e Rh Del
Un antigéne D trés faiblement exprime est appelé Del car il n'a été détecté a l'origine que si

I'antigene D était adsorbé puis élué des globules rouges [10]. En régle générale, les globules rouges
avec Rh Del expriment 200 copies ou moins de I'antigéne D par globule rouge [9].

Le Rh DEL le plus courant est causé par I'allele RHD ( RHD G1227A ou RHD*DEL1) hébergeant
la substitution de nucléotide G a la position 1225 en A dans l'exon 9 avec un géne RHD
globalement intact [47]. Parce qu'il est trés répandu chez les Asiatiques RhD négatifs, il a été
surnommé le Del de «type asiatique » [56]. Cette substitution est un polymorphisme
mononucléotidique (SNP) silencieux, c'est-a-dire I'acide aminé lysine (K) en position 409 reste
inchangé [9]. Cependant, la substitution provoque un mauvais épissage de ’ARNm tel que
I'ARNmM complet n’est pas traduit et représente tout au plus une forme mineure d’ARN transcrit

pour traduction [48].

D'autres alléles Del ont des changements moléculaires sous-jacents qui provoquent des effets plus
prononcés que dans le D faible et entravent fortement mais n'abrogent pas completement

I'intégration membranaire [47]

Une étude a suggéré que les phénotypes Del pourraient étre subdivisé en deux groupes, le Rh Del
partiel avec perte caractéristique de I'épitope D causée par RHD-CE-D qui sont des génes hybrides
ou une mutation ponctuelle RHD comme porteur de RHD (IVS3 + 1G > A) affectant les boucles
RhD extracellulaires et le Rh Del complet ou la majorité des épitopes D sont conservés tels que
RHD1227A [57].

De plus, les alléles Del peuvent provoquer des divergences génotype-phénotype et doivent étre

pris en compte par les méthodes de génotypage des groupes sanguins [58].
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Le phénotype Rh Del est d'intérét mondial en raison de son potentiel a provoquer une allo-
immunisation anti-D lorsque le sang Rh Del-positif des donneurs sont étiquetés par inadvertance

comme D négatifs [59].

Les techniques sérologiques de routines classent le phénotype Rh Del comme étant des Rh D

négatifs, seule la technique d’adsorption élution permet de détecter Rh Del [10].

La technique d’adsorption ¢élution consiste a mettre en contact les globules rouges soupgonnés
avec des anticorps monoclonaux Ig G dirigés contre I’antigéne D (Anti-D) dans des tubes (c’est la
phase d’adsorption) [60]. Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour 1’élution. : Soit
thermodynamiques (chaleur a 56°C, congélation-décongélation) ou physico-chimiques
(diminution du pH, solvants organiques : éther ou xylene) [61] . Cette technique permet de remettre
en solution un ou des anticorps fixés sur des hématies. L’éluat ensuite récupérer pour un test de
coombs indirecte ou test indirect a I’antiglobuline [61]. Cette méthode repose sur la mise en
évidence de la sensibilisation in vitro des hématies grace a I’utilisation d’une antiglobuline
humaine anti-1gG ou polyspecifique (anti-1gG + anti -C3d) (Wang et al., 2009). L’éluat est déposé
dans la chambre d’incubation au sommet de la colonne dans laquelle se trouve des hématies tests
(des hématies exprimant I’antigéne RhD a sa surface et utilisé comme test de révélation de la
présence de I’anticorps dans 1’¢éluat). Pendant la phase d’incubation a 37°C, les éventuels anticorps
présents dans 1’¢luat peuvent se fixer sur leur cible antigénique présent sur les hématies test [4].
Les réactions sont réalisées en milieu de basse force ionique (LISS ou BFI) qui facilite

’accessibilité des antigénes et accroit la rapidité de fixation des anticorps[60].

Les unités de sang offertes par ces donneurs Rh Del présente un risque certain pour les receveurs
car I'antigene D est hautement immunogeéne et le développement des anti-D est associé a un risque
accru de maladie hémolytique du feetus ou du nouveau-né et de réactions hémolytiques post-

transfusionnelles retardées (Wang et al., 2009).

Dans un rapport de cas, une allo-immunisation anti-D secondaire chez une femme ayant recu une
transfusion de sang RHD 1227A Del est rapporté au Japon [17], et plus récemment, on a observé
une primo immunisation allo-anti-D chez un homme coréen de 68 ans qui a été transfusé avec des

globules rouges Del « de type asiatique », [62].
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Méme combinés, tous les phénotypes Del sont rares chez les Européens [53] . Jusqu'a 30 % des

personnes d'Asie de I'Est apparemment D négatives portent le Del [51].

Actuellement parmi les donneurs de sang Rh D négatifs ; La fréquence de Rh Del est méconnue
au Mali. Cependant ; lorsque des individus Rh négatifs recoivent du sang RhD positif, jusqu'a 80%

d'entre eux engendrent un allo anticorps (Wang et al., 2009).
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4. MATERIEL ET METHODES
4.1 Site d’étude
4.1.1 Centre National de Transfusion Sanguine (CNTYS) :

Le CNTS a servit de lieu pour la collecte des échantillons et I’analyses sérologiques.

Les tests sérologiques ont concerné le test de groupage ABO, le test d’adsorption/élution et le test
de phénotypage RhCE. Ces tests sont décrits dans la méthodologie.

4.1.1.1 Description du CNTS
Le CNTS est situé en commune Il du district de BKO dans le quartier de Quinzambougou sur la
rue ACHKABAD et contigué au CFTQ (Centre de Formation Technique de Quinzambougou).

Une permanence de 24 heures sur 24 est assurée.
CREATION ET MISSIONS DU CNTS
Le CNTS a été créé par I’ordonnance N°00-041/P-RM du 20 Septembre 2000.

C’est un Etablissement Public a caractére Scientifique et Technologique (EPST) a ce titre il jouit

d’une autonomie administrative et financiére.

Il a pour mission de collecter, conditionner, et conserver le sang humain total et ses dérivés : les
concentrés de globules rouges (CGR), les concentrés de plaquettes (CP), le plasma frais congelé
(PFC), en vue de les distribuer aux établissements sanitaires publics et privés qui en expriment le

besoin.

Il est chargé aussi de : Sensibiliser, recruter, et fidéliser les donneurs de sang ;
Effectuer des analyses biomédicales et des expertises médico-légales ;
Réaliser des études et des recherches dans le domaine de sa compétence ;

Participer a la formation universitaire des étudiants et stagiaires ainsi qu’a la formation continue

de son personnel.
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ORGANISATION DU CNTS :

LES ORGANES DIRIGEANTS :

Le CNTS comprend trois (3) organes dirigeants que sont :
e Le Conseil d’ Administration ;

e La Direction Générale ;

¢ Le Comité Scientifique et Technique.
INFRASTRUCTURES :

Le bloc administratif se compose :

¢ De la Direction ;

¢ De la Comptabilité ;

e Du Secrétariat.

Le circuit du don qui se compose de :

e Unité d’accueil ;

e La Sélection médicale ;

e Unité de prélévement des donneurs de sang ;

e La Salle de Collation.

Le Bloc pour la qualification du don qui se compose de :
e Unité d’Immuno-hématologie ;

e Unité de dépistage des maladies transmissibles

e Unité de préparation des produits sanguins labiles ;
e Unité de distribution des produits sanguins labiles ;
¢ Unité d’Hématologie ;

e Unité de Biochimie.

e Unité de distribution des produits sanguins labiles ;
e Unité d’Hématologie ;

e Unité de Biochimie.
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ORGANISATION DE L’EQUIPE DE DIRECTION/ COMITE DE GESTION
Le Comité de Gestion du Centre National de Transfusion Sanguine est chargé de :

Assister le Directeur Géneéral dans ses prérogatives techniques, administratives et financiéres ; les

banques de sang hospitalieres de Bamako ;

Appuyer les Antennes régionales de transfusion sanguine dans 1’accomplissement de leurs

missions.

Le Comité de Gestion du Centre National de Transfusion Sanguine fat créé par la décision N°
004/MS-SG-CNTS du 19 Aot 2011 avec pour mission d’assister le Directeur Général dans la
gestion de ses taches. Il comprend entres autre :

e Le Directeur Général,

e Le Directeur Général Adjoint ;

e Le Chef de Département Administration Générale ;

e [’Agent Comptable ;

e Le Chef de Département Laboratoire ;

e Le Chef de Département Promotion, Collecte ;

e Le Chef de département Préparation, Conservation et Distribution des PSL
e Le Chef de Département Recherche et Formation ;

e Le Responsable Assurance Qualité ;

e Le Surveillant ;

e Les Chefs de Service.
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4.1.2 Centre Universitaire de Recherche Clinique

L’UCRC a servi de cadre pour la réalisation des tests moléculaires.

Les tests moléculaires ont concerné 1’extraction d’ADN, la PCR classique et la visualisation sur

gel d’agarose. Ces tests sont décrits dans la méthodologie.
4.1.2.1 Description de PUCRC

Le laboratoire SEREFO (Centre de Recherche et de Formation sur le VIH et la Tuberculose, actuel
UCRC) a été inauguré le 6 mars 2006, fruit d’un partenariat conjoint entre le Ministére de la santé
et des affaires sociales et celui de 1’éducation, de 1’enseignement supérieur et de la recherche
scientifique du Mali a travers 1’Université des Sciences, des techniques et des technologies de
Bamako (USTTB) du c6té malien et de I’Institut national des maladies allergiques et infectieuses
(NIAID) des Etats-Unis d’Amérique. Les laboratoires SEREFO font désormais partis du
programme de recherche clinique de 1’université appelé Centre Universitaire de Recherche

Clinique (UCRC) depuis 2015.

Ce centre de recherche possede plusieurs unités :

Unité de Core-Immunologie (Immunologie et hématologie de base),

Unité de biologie clinique,

Unité du laboratoire de biosécurité de niveau 3 certifié (BSL-3).

Unité de Biologie Moléculaire et génomique
Le laboratoire Immunologie et hématologie de base

Il a en son sein des cymometres de flux et des chaines ELISA complétes. Ce laboratoire conduit
des études complexes visant a mieux comprendre la pathogénie de la maladie, explore le systeme
immunitaire et conduit des évaluations de nouveaux vaccins contre le paludisme et la maladie a

virus Ebola.
Le laboratoire certifié Biosafety level-3 (BSL-3)

C’est un laboratoire de Biosécurité de Niveau 3 (BSL-3) permettant la manipulation de pathogénes
hautement dangereux (infectieux). IL est certifié annuellement par des structures habilitées pour

les normes Internationales de sécurité microbiologiques depuis 2006. C’est un des premiers
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laboratoires de niveaux de sécurité 3 dans la sous-région francophone. Elle a conduit le diagnostic
des cas suspects de la maladie a virus Ebola du Mali et certains pays tels que la Guinée. Il a joué
un réle clé dans la riposte contre 1’épidémie ouest africaine (2014-2015) de la maladie a virus
Ebola et a été le premier laboratoire pour le diagnostic des patients suspects de COVID-19 au Mali

jusqu’a diagnostiquer les premiers cas positifs du Mali en mars 2020.
Le laboratoire de Biologie Moléculaire et génomique

Le laboratoire de biologie moléculaire est un laboratoire de Biosécurité de Niveau 2 (BSL-2),
compose de plusieurs appareils de derniére génération a savoir un extracteur automatique QIlAcube
Connect MDx ; des spectrophotométres comme le nanoDrop One C; des systémes
d’¢électrophoreses et I’appareil EnduroTM GDS Touch II qui est un Transilluminateur UV pour la
visualisation des gels d’¢lectrophorése ; un ABI 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument,
QIAquant 96 5plex et LightCycler 480 Il pour la PCR en temps réel ; des Thermo-cycler pour la
PCR classique ; en plus, il posséde de nombreux séquenceurs comme ABI 3500 et ONT Minlon
MKZ1C. En plus du diagnostic moléculaire des maladies émergentes, on peut y faire le typage des
souches de mycobactéries isolées dans le BSL-3 en vue d’établir I’épidémiologie moléculaire de
la tuberculose au Mali et conduit le diagnostic les fiévres hémorragiques, le nouveau coronavirus
et beaucoup de maladies émergentes aprés inactivation dans le BSL-3. On peut y faire également

tous les tests de caractérisation génotypique des étres vivants.

4.2 Période d’étude

Cette étude s’est déroulée sur une période de 11 mois, de janvier & novembre 2022.

4.3 Type d’étude
Il s’agissait d’une étude prospective descriptive transversale qui portait sur le génotype Rh D des
donneurs Rh Del dans la population des donneurs de sang de rhésus RhD negatifs au centre

national de transfusion sanguine de Bamako (Mali).
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4.4 Population
L’etude a concerneée tous les donneurs de sang rhésus D négatifs se présentant au centre national

de transfusion sanguine de Bamako (CNTS) durant la période d’étude.

4.5 Taille de I’échantillon
En fixant la précision a 1% et I’intervalle de confiance a 95% (0=5%), sachant que dans une étude
réalisée au Maroc la fréquence était de 0, 94% en 2014[10].

P=0, 0094 ; Q=1-P donc Q=0, 9906 ; i=0, 01 et Z=1, 96.

La formule (basée sur la précision): si population infinie ou grande

n= Z2PQIi?

P : proportion attendue dans la population (a partir d’une étude pilote)
Z : valeur dépendante du risque d’erreur a choisi (Z=1,96 pour a=5%) ;
i : la précision voulue ;

n : taille de 1’échantillon ;

La taille de I’échantillon était de 360 donneurs de sang RhD négatifs.

Apreés la technique d’adsorption/élution, les donneurs de sang qui se sont révélés Rh Del positifs

ont été soumis aux différents tests moléculaires.

RhD-

|

Rh Del RhD -

l

Tests moléculaire

4.6 Critéres d’inclusion
» Donneurs de sang rhésus D négatif apreés réalisation du test de groupage ABO-Rh
» Donneurs de sang ayant entre 18-60 ans, un poids supérieur ou égal a 55 kg et qualifié par
la sélection médicale.

» Candidats ayant donné leur accord sur le consentement éeclaire.
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4.7 Criteres de non inclusion :
» Donneurs de sang RhD positifs apres méthode de confirmation du Rhésus négatif.

» Donneurs n’acceptants pas de prendre part a I’étude.

4.8 Echantillonnage
Nous avons réalise un prélévement sanguin sur un tube EDTA pour chaque participant inclus dans
I’étude. Ce dernier ; aprés différentes centrifugations nous a permis d’obtenir le sérum pour les

tests serologiques et moléculaires.

4.9 Collecte des données
Les données sociodémographiques ont été collectées a 1’aide d’une fiche d’enquéte préétablie et

saisies sur Microsoft Excel.

410 Matériel

Tableau I: Equipements et réactifs

Equipements Réactifs
Tubes Eppendorf 1,5ml One Taq
Tubes PCR
Embouts 20ul, 200ul et 1000ul Water Molecular grade
Pipettes 20, 200 et 1000 Tris Acetate EDTA (TAE) 1X
Thermocycleur Veriti Pro Gel red
Balance Loading dye
Bac a électrophorese Marqueur de taille
ENDURO ™ GDS TOUCH Il Poudre d’agarose
Nanodrop One C Anti D
Tubes EDTA

Aiguilles de 18G chez les adultes
ID- Incubateur de 37 SlI
ID- Centrifuge 24 S

Zeinabou SAMAKE Année Universitaire: 2021-2022 23



Caractérisation moléculaire du géne RHD chez les donneurs de sang présentant le phénotype Rh Del
au centre national de transfusion sanguine de Bamako

411 Méthodes

> Les tests sérologiques
Les analyses sérologiques ont concerne :
e Le test de groupage ABO Rh sur plaque opaline

Ce test consiste a déposer 4 (quatre) gouttes de sang sur une plaque opaline et ajouter des anticorps

spécifiques a I’antigéne recherché puis observer les agglutinations.
- Présence agglutination : présence de I’antigéne recherché

- Absence d’agglutination : absence de 1’antigéne recherché

Figure 4 : Image de plaque groupage

Les échantillons présentant une réaction négative pour la présence de l'antigéne D par le test
indirect a I'anti-globuline sont ensuite soumis a un test de phénotypage Rh Del par adsorption et

élution.
e Le test d’Adsorption/élution [10]

Aprés confirmation du statut RhD négatif par la méthode sérologique, la méthode
d’adsorption/élution consistait a incuber 200 mL de globules rouges pendant 1 heure a 37°C avec
200 mL d’anticorps monoclonaux IgG anti-D. Les cellules étaient ensuite lavées au moins six fois
et 1’¢luat préparé par incubation a 56°C. Les éluats (ou surnageants du dernier lavage) ont été
utilisés pour le test de Coombs indirect contre les hématies du panel d’identification RhD positifs

et RhD négatif. La technique d’agglutination sur colonne qui était utilisée consistait a mettre 25
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mL d’éluat et 50 mL de 1 % des hématies du panel dans le LISS (milieu de basse force ionique)
modifié dans la carte LISS/Coombs, puis I’incuber a 37°C pendant 15 minutes, centrifugé a 1030

tours/minute pendant 10 minutes, et lire I’agglutination. L’interprétation des résultats :
- Présence agglutination : Rh positif

- Absence d’agglutination : Rh négatif

| Y

Rh Del + RhD -

Figure 5 : Image de carte LISS/Coombs.

Les deux premiers puits représentent un échantillon Rh Del positif (le premier puit est un contréle
avec des hématies RhD négatif et le deuxiéme puit contient I’hématie test (ou RhD positif) qui
montre une agglutination. Les quatre autres puits représentent 2 échantillons RhD négatifs.

e Meéthode de typage Rh CE sur plaque opaline : [27]

Le typage RhCE correspondait a la recherche des produits d’expression des génes de groupes
sanguins (antigénes) a la surface des hématies.

Déposer 4 gouttes de sang sur une plaque opaline et ajouter une goutte d’anti-C sur la premiére
goutte, une goutte d’anti-c sur la deuxiéme goutte, une goutte d’anti-E sur la troisieme goutte, une

goutte d’ Anti-e sur la derniéere goutte.
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Mélanger les gouttes avec le bout d’un tube en prenant soin de nettoyer le bout du tube apres
chaque mélange puis effectuer un mouvement de rotation sur la plaque pendant 2 a 3 munites et

faire la lecture.

- Présence agglutination : Rh positif

- Absence d’agglutination : Rh négatif

Figure 6 : Image d’une plaque de phénotypage RhCE.

» Test moléculaire

e Extraction du matériel génétique

Les échantillons positifs au test adsorption/élution ont été collectés pour extraire I’ADN a partir
du kit d’extraction Qiagen QIlAamp DNA Mini a partir du sang total prélevé sur un tube EDTA en
méme temps que le prélevement de la poche de sang et conservé a -20°C. L’ ADN ¢était élué dans
un volume final de 100ul de tampon d’élution (AE) en suivant les instructions du fabricant.
L’ADN extrait a ensuite ¢té dosé pour déterminer la concentration et 1’absorbance avec le
NANODROP ONE C. L’ADN a été conservé a -80°C jusqu’a son utilisation.
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Amplification par PCR du gene RHD

La PCR, Polymerase Chain Reaction ou réaction de polymérase en chaine est une technique

d’amplification enzymatique permettant d’obtenir un grand nombre de copies identiques du

fragment d’intérét.

Les 10 exons du geéne RhD et I’allele RhD 1227A ont été amplifiés par PCR classique en utilisant

le kit One Tag 2X mastermix de BioLabs (Tableau IIl). Les amorces sens et antisens ont été

préalablement dilué pour obtenir une concentration d’amorce de 10uM. Le programme

d’amplification est résumé dans le tableau IV. La température d’hybridation de chaque couple

d’amorces était adaptée au programme d’amplification, pour I’exon 1 et I’exon 5 (30 cycles de

94°C pendant 20 secondes et 45°C pendant 30s pour I’hybridation). Celle des exons 2, 4, 6, 8, 9,

10 et RhD 1227A était de 50°C pendant 30 secondes et pour ’exon 3 et 7 s’était de 53°C pendant

30 secondes. L’appareil veriti PRO a été utilisé pour les variations de températures.

Tableau Il : Amorces utilisées pour les analyses PCR

Amorces Séquence 5’ to 3’ Spécificité
El-s ATGCCTGGTGCTGGTGGA RHD/CE
El-a ATTTGCTCCTGTGACCACTT RHD
E2-s TGACGAGTGAAACTCTATCTCGAT RHD
E2-a GGATTCCTTGTGATACACGGAGTAG RHD
E3-s GTCGTCCTGGCTCTCCCTCTCT RHD
E3-a CTTTTCTCCCAGGTCCCTCCT RHD/CE
E4-s GCCGACACTCACTGCTCTTAC RHD/CE
E4-a TGAACCTGCTCTGTGAAGTGC RHD
E5-s TACCTTTGAATTAAGCACTTCACAG RHD
E5-a TTATTGGCTACTTGGTGCC RHD
E6-s CAGGGTTGCCTTGTTCCCA RHD/CE
E6-a CTTCAGCCAAAGCAGAGGAGG RHD
E7-s TGCCCATCCCCCTTTGGTGGCC RHD
E7-a CCAAGGTAGGGGCTGGACAG RHD
E8-s GGTCAGGAGTTCGAGATCAC RHD
E8-a TGGCAATGGTGGAAGAAAG RHD/CE
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E9-s CTGTCGTTTTGACACACAATATTTC RHD

E9-a CACGTTAATAGGTGAAAAATCTTACC RHD

E10-s CAAGAGATCAAGCCAAAATCAGT RHD/CE
E10-a AGCTTACTGGATGACCACCA RHD
RHD1227-s GATGACCAAGTTTTCTGGAAA RHD1227A
RHD1227-a CATAAACAGCAAGTCAACATATATACT RHD

S: sens, a: antisens.

Tableau I11: Le mélange réactionnel pour la PCR

Réactif Quantité N=1

One Taqg 2X 12,5ul
H20 5,5ul
Amorce Sens (10uM) 1l
Amorce anti sens(1o0um) 1l
ADN Sul
Volume final 25ul

Tableau IV: Programme d’amplification

Caractéristiques Température Temps Cycles
Dénaturation 94°C 1mn 1X
Amplification 94°C 20sec 30X
(Tm adapté selon Pexon) Tm 30sec

68°C 2min
Elongation 68°C 5min 1X

Le Tm ou température moyenne est adaptée selon I’exon (Exon 1 et 5 : Tm=45 °C ; Exon 2, 4, 6,
8,9, 10 et RHD 1227A : Tm=50°C et Exon 3 et 7 : Tm=53°C).
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e Electrophorése et visualisation des bandes sur gel d’agarose

- Preéparation du gel d’agarose
Un gel d’agarose a 1% a été préparé en pesant un gramme (1g) d’agarose qui a été dissout dans

100ml de tampon Tris acétate EDTA (TAE), ce mélange a été porté a ébullition grace a un four
micro-onde pendant 1-2 minutes afin d’obtenir un mélange homogéne. Ce mélange était ensuite
versé dans un moule contenant des peignes. Ceci est ensuite retiré du gel refroidit laissant place a
des puits dans lesquels sont logés les échantillons (les produits PCR) pour 1’électrophorése

- Electrophorése
Le tampon TAE est utilisé comme solution de migration dans la cuve, le gel doit étre tout juste

recouvert (environ 1mm au-dessus du gel).

Le Gel Red s'intercale dans I'ADN double brin puis émet une fluorescence lorsqu'il est excité par
la lumiére UV et le Loading Dye qui est un colorant de chargement de I’ADN. Les deux réactifs

sont utilisés pour loger les produits PCR dans les différents puits.
Soit 4ul de gel red + 2ul loading dye + 5ul de produit PCR (amplicons)
Un marqueur de taille de 100 pb a été logé pour mesurer la taille des bandes obtenues.

Les molécules d’ADN chargées négativement sont ensuite soumises a un champ électrique avec

160 volts et 400 A.

e Interprétation des résultats

Les amplicons (produits PCR) ont été visualisés et photographiés sous la lumiére ultraviolette (UV
260) avec ’appareil ENDURO ™ GDS TOUCH II.

4.12 Analyse des données

Les données sociodémographiques ont été collectées a partit d’un registre et saisies sur Microsoft
Excel. L'ensemble des analyses statistiques était effectué avec le logiciel IBM® SPSS®. La
prévalence était estimée avec un intervalle de confiance de 95%. Une relation potentielle entre les
caractéristiques et le phénotype Del a été estimé avec le test Chi2 de Pearson et les bandes ont été

observées sur le gel d’agarose a 1%.
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4.13 Considération éthique
Tous les participants ont été informés sur les objectifs et le déroulement de 1’étude avant les
prélevements. Une fiche de consentement libre et éclairé et/ou d’assentiment a été signée par

chaque patient avant d’étre enrdlé dans 1’étude.

La pertinence scientifique du travail a été approuvée par le comité scientifique et technique du
centre national de transfusion sanguine et 1’étude a été approuvée par le comité d’éthique de la

faculté¢ de médecine de pharmacie et d’odontostomatologie du Mali sous le numéro d’approbation
N° 2021/58/CE/USTTB.
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5. RESULTATS

5.1 Donneées sociodémographiques des donneurs de sang

Les échantillons sélectionnés pendant notre étude ont suivi une sélection selon un cheminement
précis. Le nombre d’échantillons initialement était de 365 donneurs de sang RhD négatifs du
Centre National de Transfusion Sanguine (CNTS) de Bamako. Les résultats obtenus étaient
comme suit :

Tableau V : Caractéristiques sociodemographiques des donneurs de sang RhD négatif selon le
sexe, I’age et ’ethnie

Sexe
Masculin 330 90,4
Féminin 35 9,6
Age (année)
18-25 ans 101 27,7
26-39 ans 193 52,9
40-57 ans 71 19,5
Ethnie
Bambara 115 315
Peulh 50 13,7
Malinke 49 13,4
Sarakole 31 8,5
Sonhrai 26 7.1
Kassonke 18 49
Dogon 18 4,9
Bwa 15 4.1
Miangua 12 3,3
Tamacheck 8 2,2
Senoufo 8 2,2
Bozo 3 0,8
Autres 12 3,3
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Le sexe masculin était predominant dans nos échantillons avec environ 90,4% avec un sex-ratio
(sexe masculin sur féminin) de 9,4. La tranche d’age majoritaire était celle des 26-39 ans (52,9%).

L’ethnie la plus représentée était des Bambaras avec 31,5% comme fréquence.

5.2 Données analytiques
» Tests sérologiques :
- Répartition des donneurs Rh Del + parmi les RhD négatif

Au total 365 donneurs de sang Rh négatif ont été soumis au test d’absorption élution. La répartition

des phénotypes Rh Del et RhD négatifs sont représentés dans le camembert suivant :

frequence de RHDel

H Rhdel

RhD-

Figure 7 : Répartition du phénotype RhD
Le phénotype Rh Del était absent dans 92,9% de I’ensemble de nos donneurs de sang RhD négatifs.

- Répartition du phénotype Rh Del en fonction des groupes sanguins ABO

Les effectifs et les pourcentages des participants en fonction des groupes sanguins ABO ont été

consignés dans le tableau VI.
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Tableau VI : Répartition du phénotype Rh Del en fonction des groupes sanguins ABO

Groupe sanguin Rh Del+
A EFFECTIF 4
% 1,1
B EFFECTIF 9
% 2,5
AB EFFECTIF 2
% 0,5
O EFFECTIF 11
% 3,0

Le phénotype Rh Del retrouvé dans notre population d’étude appartenait au groupe sanguin O.

Tableau VIII : Répartition du phénotype Rh Del en fonction des groupes sanguins ABO

Groupe sanguin RhD -

A EFFECTIF 90
% 24,7

B EFFECTIF 102
% 27,9

AB EFFECTIF 17

% 4,7

O EFFECTIF 130
% 35,6

Le groupe sanguin O était majoritaire chez I’ensemble des donneurs.

Zeinabou SAMAKE Année Universitaire: 2021-2022 33



Caractérisation moléculaire du gene RHD chez les donneurs de sang présentant le phénotype Rh Del
au centre national de transfusion sanguine de Bamako

- Répartition du phénotype Rh Del en fonction du phénotype Rh CE

Apres test adsorption élution, vingt-six (26) échantillons ont été obtenus comme positif au Rh

Del. La fréquence des phénotypes Rh CE est représenté dans le diagramme en cercle suivant :

RH Del+

ccee
38%

Ccee
62%

Figure 8 : Fréquence du phénotype Rh Del en fonction du phénotype Rh CE

Le phénotype Rh Ccee a été retrouvé chez 61,97% des phénotypes Rh Del.
- Données sociodémographiques des donneurs de sang Rh Del selon le sexe 1’dge
(année) et I’ethnie
Les données socio-démographiques des phénotypes Rh DEL ont été consignées dans un
tableau récapitulatif. La répartition en fonction du sexe, 1’age et 1’ethnie des donneurs de

sang Rh Del se présentait comme suit :
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Tableau VIII: Données sociodémographiques des donneurs de sang Rh Del

N=26

%

96,15

3,85

15,49

46,48

38,02

26,76

15,49

11,26

11,26

11,26

4,22

4,22

4,22

11,26

Le sexe masculin était prédominant dans nos échantillons avec environ 96,15% avec un sex-ratio
(sexe masculin sur féminin) de 24,9. La tranche d’dge majoritaire était celle des 26-39 ans
(46,48%). L’ethnie la plus représentée était des Bambaras avec 26,76% comme fréquence.
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» Tests moléculaires :

- Analyse des bandes sur gel d’agarose

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 10 1227A NC M

S —> 1200 pb
“smmmmm —~ 1000 pb

e 500 pb

100

Figure 9 : Résultats de ’analyse par Polymerase Chain Reaction-Sepicific Sequence Primer (PCR-SSP)

Ce gel (ID : RhD004) représente de tous les échantillons Rh Del positifs. Un contréle négatif C(N)
était utilisé pour contréler I’amplification ; Le marqueur de taille moléculaire (M) était de 100pb
(100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 et 1200pb). La PCR-SSP pour 100% des Rh
Del a montré une amplification des 10 exons (E) du gene RHD (E1 : 228pb E2 : 1476pb E3 : 219
pb; E4:379pb ; E5: 1458 pb ; E6 : 274pb ; E7 : 411 pb ; E8 : 709 pb ; E9 : 190pb ; E10 : 390pb)
; on remarque aussi la présence de I’haplotype (C) type 2 qui est un allele RHCE variant qui porte
les polymorphismes 48G>C dans I’exon 1, 733C>G dans I’exon 5 et 1006 G >T dans I’exon 7;
I’ensemble des échantillons ont montré que 1’amplification spécifique de RHD1227A (bande de
109 pb) était positive avec une taille d’environ (200 pb); d’autres bandes non spécifiques ont été

observées au niveau de E5, E7 et E10.
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6. DISCUSSION

Les donneurs de sang de sexe masculin dominait sur 1’ensemble des dons était 90,4%. Comme les
études anterieures réalisées au Mali [27] , le sexe masculin est toujours majoritaire. Cette
prédominance des hommes pourrait s’expliquer par la participation actives des hommes au don de
sang, par contre les femmes sont soumises & de multiples contre-indications du don de sang du fait
de leurs présences actives au sein des foyers et/ou travail aussi par le fait des exigences de leurs

1’état physiologiques.

La tranche d’age comprise entre 26-39 ans prédominait (293/365 ; 52,9%) et ce resultat est
comparable aux résultats des études antérieures,[18]; les jeunes sont les cibles privilégiées lors des

campagnes de sensibilisations au don de sang.

Les Bambaras avaient le plus grand nombre de donneurs de sang. Cette présence massive de

I’ethnie bambara aux dons de sang pourrait étre due a leur présence majoritaire a Bamako.

Le groupe sanguin O était le plus rencontré chez 1’ensemble des donneurs avec 38,6% suivi du
groupe sanguin B 30,4%, du groupe A 25,8% et du groupe AB 5,2 %. Ce résultat est comparable
aux études antérieures chez les donneurs de sang au Mali qui place le groupe sanguin O comme le
groupe sanguin prédominant au Mali [27] . Selon des études, le groupe sanguin O se démarque
nettement des autres groupes sanguins car les personnes du groupe O sont moins sujettes au
paludisme [63], [64]. Le Mali étant une zone endémique de cette pathologie, la prédominance du
groupe O pourrait s’expliquer par une s€lection naturelle du meilleur géne transmit a la

descendance [63], [64].

La détection sérologique des phénotypes Rh Del a été réalisée par adsorption/élution chez 365
donneurs de sang RhD négatifs du Centre National de Transfusion Sanguine de Bamako. La
prévalence du Rh Del était de 7,1 % dans la population étudiée. Ce résultat est nettement supérieur
a la fréquence rencontrée au Maroc 0,94% [10] et en Europe 0,88% [53] ce qui évoque des
caractéres différents avec la population marocaine et caucasienne. Par ailleurs il est nettement
inférieur a celui de la population de Chine qui est a 24,85% [14] Cette prédominance peut
s’expliquer par le fait que le Rh Del est connu comme étant trés répandu chez les Asiatiques RhD
négatifs [56].
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Sur I’ensemble des donneurs de sang Rh Del de notre série, 2 phénotypes ont été individualisés :
ccee et Ccee. Le phénotype Ccee (C+c-E-e+) représentait plus de la moitié des donneurs type Del
soit 61,97%. Nos résultats concordent avec les résultats des études antérieures au Maroc, en Chine
et en Taiwan qui ont tous évoqués une forte association entre le phénotype Rh Del et le phénotype
C+ [10], [15], [65].

Nous avons constaté que tous les individus Rh DEL portent un gene RHD intact avec présence de

I’allele RHD 1227A. Ce résultat est confirmé par plusicurs études antérieures qui ont aussi trouve
des Rh DEL avec un géne RHD complet[15], [56].

Koérmdoczi et ses collégues ont suggéré que les phénotypes DEL pourraient étre subdivisé en deux
groupes : le phénotype Rh Del compléte ou la majorité des épitopes D sont conservés tels que
RHD1227A et le phénotype Rh Del partiel avec une perte caractéristique de I'épitope D causée par
RHD-CE-D genes hybrides [57]

L’haplotype (C) de type 2 a ét¢ identifié¢ dans notre étude, cet haplotype n’a été décrit qu’en 2009
(Pham et al., 2009a, Pham et al., 2009b ;), il porte des polymorphismes 48G>C dans 1’exon 1,
733C>G dans I’exon 5 et 1006G>T dans I’exon 7 [15]. Tandis que les exons 2 et 3 présentent une
séquence RHD sauvage [43]. Les études sérologiques ont mis en évidence une expression trés
faible de I’antigéne RhCE [20]

Aucune donnée n’est disponible en notre connaissance quant a la fréquence de ce haplotype. Ceci
peut étre di a la difficulté de sa détection par 1’absence de signal d’immunisation. L expression de

cet antigéne RhC n’est parfois détectable que par des techniques d’adsorption/élution [42].
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7. CONCLUSION

Au terme de cette étude descriptive transversale conduite chez 365 donneurs de sang du CNTS
soupconnés Rhésus D négatif, nous pouvons conclure que : le phénotype Rh Del est présent chez
les donneurs de sang de rhésus négatif avec une fréquence de 7,1%. Les 10 exons du géne RHD
était présent chez tous les Rh Del ce qui signifie que I’antigéne RhD est exprimé a la surface des

globules rouges et I’allele RHD 1227A a été identifi¢ chez tous ces échantillons.

Nous pouvons déduire que RHD 1227A est un marqueur génétique important chez les Rh Del au
Mali.

Il peut étre utilisé pour la détermination du Rh Del chez les échantillons RhD négatifs en particulier

ceux qui ont un phénotype Rh Ccee, afin d’assurer la sécurité transfusionnelle.

Notre étude est une contribution a la compréhension du mécanisme moléculaire sous-jacent a
I'expression de I'antigéne D des individus Rh Del et fournir des informations utiles pour concevoir

des stratégies de génotypage et de transfusion adaptées pour les individus RhD-négatifs au Mali.
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8. RECOMMANDATIONS :
Pour assurer a nos malades une meilleure sécurité transfusionnelle, une efficacité transfusionnelle,

et éviter a des impasses transfusionnelles, nous formulons les recommandations suivantes :
» AUCNTS:
e Rechercher systématiquement le phénotype Del chez les donneurs Rh D négatif ;
e Rechercher les anticorps irréguliers chez les Rh D négatifs polytransfusés.
» AU PERSONNEL DE LA SANTE :
e Effectuer des transfusions iso-groupes, iso-rhésus et iso-phénotypes ;
» AU MINISTERE DE LA SANTE ET DU DEVELOPPEMENT SOCIAL :

e Mettre en place un plateau technique de biologie moléculaire pour permettre de
faire les génotypages ;

e Mettre en place un systéme d’hémovigilance ;

e Assurer la formation initiale et continue du personnel sur les bonnes pratiques
transfusionnelles ;

e Investir un budget suffisant au CNTS pour la bonne gestion de la transfusion ;

e Soutenir davantage la recherche au CNTS ;

e Créer quelques centres spécialisés en transfusion dans les différentes régions du

pays.
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Résumé
Le rhésus (Rh) est codé par deux genes hautement homologues, le RHD et RHCE, tous 2 situes
sur le chromosome 1p34-36. L'organisation trés particuliere de ces 2 genes facilite leur
réarrangement génique et I'apparition de genes hybrides qui vont coder pour des protéines appelées
variants Rh. Le Rh Del est une variante rare du systéme Rh qui pourrait étre génére par de multiples
mécanismes moléculaires avec un gene RHD grossiérement intact. L’alléle prédominant du
phénotype Rh Del est le RhD 1227A qui est issu d’une mutation qui perturbe probablement

I’épissage normal des introns.

L’objectif de cette étude était de caractériser le géne Rh Del par PCR classique et Vérifier la
présence de I’alléle RhD 1227A dans la population des donneurs de sang RhD négatifs du Centre

National de Transfusion sanguine CNTS de Bamako.

Apreés une confirmation du Rh Del par adsorption/élution, I’ADN des participants a été isoler avec
le kit d’extraction de Qiagen et amplifié par PCR classique avec le kit One Tag 2X mastermix en
utilisant 10uM des amorces sens et antisens spécifiques au géene RhD et 1’allele RhD1227A dans

un volume final de 25pl. Les amplicons ont été visualisés sur gel d’agarose 1%.

Un total de 365 donneurs de sang RhD négatifs du CNTS de Bamako, ont été recrutés dans cette
étude. Les hommes étaient plus fréquents avec 90,4% ; la tranche d’age 26-39 ans eétait la plus
représentée avec une fréquence de 52,9% et I’ethnie la plus représentée était des Bambaras avec
31,5%. La fréquence du phénotype Rh Del était de 7,1% et le groupe sanguin O était le plus
représenté avec 38,6% dans I’ensemble de la population. Le phénotype Ccee représentait 61,97%
des phénotypes Rh Del. 95,77% des phénotypes Rh Del étaient de sexe masculin. La PCR-SSP
pour 100% des Rh Del a montré une amplification des 10 exons du géne RHD avec la présence de
I’haplotype (C). L’alléle RhD 1227A était présent chez tous les échantillons Rh Del.

Mots clés : Allele RhD, Phénotype Del, Donneurs de sang.
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Abstract

Rhesus (Rh) is encoded by two highly homologous genes, RhD and RhCE, both located on
chromosome 1p34-36. The very particular organization of these 2 genes facilitates their gene
rearrangement and the appearance of hybrid genes which will code for proteins called Rh variants.
Rh Del is a rare variant of the Rh system which could be generated by multiple molecular
mechanisms with a roughly intact RhD gene. The predominant allele of the Rh Del phenotype is

RhD 1227A which is derived from a mutation that probably disrupts normal intron splicing.

The objective of this study was to characterize the Rh Del gene by classical PCR and to verify
the presence of the RhD 1227A allele in the RhD negative blood donor population of the National
Blood Transfusion Center (CNTS) of Bamako.

After confirmation of Rh Del by adsorption/elution, participants’ DNA was isolated using the
Qiagen extraction kit and amplified by conventional PCR with the One Tag 2X mastermix kit
using 10uM of the gene-specific sense and antisense primers targeting RhD and the RhD 1227A

allele in a final volume of 25ul. Amplicons were visualized on 1% agarose gel.

A total of 365 RhD negative blood donors from CNTS in Bamako were recruited in this study.
Men were more frequent with 90.4%; the 26-39 age group was the most represented with a
frequency of 52.9% and the most represented ethnic group was the Bambara with 31.5% as a
frequency. The frequency of the Rh Del phenotype was 7.1% and the O blood group was the most
represented with 38.6% in the whole population. The Ccee phenotype accounted for 61.97% of
the Rh Del phenotypes. 95.77% of Rh Del phenotypes were male. PCR-SSP for 100% of the Rh
DELs showed amplification of the 10 exons of the RHD gene with the presence of the haplotype
(C). The RhD 1227A allele was present in all Rh Del samples.

Keywords: RhD allele, DEL phenotype, blood donor
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10.ANNEXES

10.1 Annexe | : fiche de consentement libre et éclairé
Je soussigné ..., reconnais avoir regu toutes les informations utiles a ma
décision de participer a 1’étude sur la caractérisation moléculaire du gene RHD chez les donneurs
de sang présentant le phénotype Rh Del chez les donneurs de sang au Centre National de
Transfusion Sanguine de Bamako (CNTS), tant par la présente notice d’information qui m’a été

remise que par les explications fournies par ...............cooevviiiiiiiiann.n..

Je connais les raisons et les objectifs de cette étude, et je sais que je peux a tout moment cesser ma

participation pour quelque raison que ce soit, sans encourir aucune responsabilité.
Je sais que le médecin est astreint a une confidentialite.

J’ai eu connaissance de 1’avis du Comité d’éthique,

Je souhaite / Je ne souhaite pas avoir connaissance des résultats.

Si toute fois vous avez des questions concernant votre participation a cette étude s’il vous plait
contactez 1’équipe de recherche, Madame Ramatoulaye DIALLO, Centre National de Transfusion
Sanguine, mobile : 91787766/fix CNTS : 20213958. Mais également, toute fois si vous avez les

guestions concernant vos droits comme participant, vous pouvez contacter le président du comité

d’éthique de laFMOS, Pr ...l au numéro de téléphone ........................ ou le
secrétaire permanent dudit comité en la personne de Monsieur ........................... Numéro
téléphone : .................

Si vous choisissiez de participer, nous vous remercions vivement pour la confiance que vous nous

accordez pour aider a ’amélioration de la sécurité transfusionnelle au CNTS de Bamako.
En ce moment, avez-vous des questions a me poser sur cette étude ? Ouild Non
Pouvez-vous me rappeler en quelques mots cette étude si vous m’avez bien compris ?

Voulez-vous participer a cette enquéte ? Oui 0 Non [J
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Pourrions-nous vous contacter dans le futur ? Oui O Non O

Si vous étes d’accord pour votre participation a cette étude, s’il vous plait signez ou apposez votre

empreinte digitale ci-dessous.

Prénom et nom Signature

Participant :

Enquéteur :

| BT I A P T
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10.2 Annexe Il : fiche d’enquéte

FICHE D’ENQUETE Fiche N° Date : / /2022
Nom : Prénom :
Téléphone : Adresse :

1. DONNEESSOCIODEMOGRAPHIQUES
Q1. Sexe :/___ [/ (Masculin= 1, Féminin=2)

Q2. Age: Ans/__ /(18 & 25=1, 26 & 39=2, 40 4 57=3)

Q3. Ethnie:/__/ (Bambara=1, Peulh=2, Malinke=3, Sarakole=4, Sonhrai=5, Dogon=6, Bozo=7,

Kassonke=8, Bwa=9, Tamacheick=10, Myangua=11, Senoufo=12, Autres=13 a

préciser )

Q4. Profession : / / (Fonctionnaire=1, Commercant=2, Cultivateur=3, Ménagére=4, Etudiant
/Eléve=5, Chauffeur=6, Tailleur=7, Pécheur=8, Autres=9 a préciser )

Q5. Statut matrimonial : / / (Marie=1, Célibataire=2, Divorcé(e)=3, Veuf(ve)=4)
Q8. Nombre de dons:/ /

I1 - DONNES BIOLOGIQUES

Q9. Groupe sanguin/ Rhésus / /| A-=1,B-=2, AB-=3,0-=4
Q10. Phénotype/ /
Q11. Rhésus DEL / / Négatif=1, Positif=2
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10.3 Annexe I11 : Serment de Galien

« Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de l'ordre

des pharmaciens et de mes condisciples :

- D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur
témoigner ma reconnaissance en restant fidéele a leur enseignement ;

- D’exercer, dans lintérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur, mais
aussi les régles de I’honneur, de la probité et du désintéressement ;

- De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et

sa dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état

pour corrompre les meoeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses. Que je sois couverte d’opprobre et méprisée de mes confreres

et consoeurs sij’y manque. »

Je le jure.
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Titre de la theése : Caracterisation moléculaire du géne RHD chez les donneurs de sang présentant
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Pays d’origine : République du Mali

Lieu de dépdt : La Bibliotheque de la Faculté de Médecine et Pharmacie de 1’Université Kankou
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Résumé

Le rhésus (Rh) est codé par deux genes hautement homologues, le RHD et RHCE, tous 2 situés
sur le chromosome 1p34-36. L'organisation trés particuliere de ces 2 genes facilite leur
réarrangement génique et I'apparition de géenes hybrides qui vont coder pour des protéines appelées
variants Rh. Le Rh Del est une variante rare du systeme Rh qui pourrait &tre généré par de multiples
mécanismes moléculaires avec un gene RHD grossierement intact. L’all¢le prédominant du
phénotype Rh Del est le RhD 1227A qui est issu d’une mutation qui perturbe probablement
I’épissage normal des introns.

L’objectif de cette étude était de caractériser le géne Rh Del par PCR classique et vérifier la
présence de I’alléle RhD 1227A dans la population des donneurs de sang RhD négatifs du Centre
National de Transfusion sanguine CNTS de Bamako.

Aprées une confirmation du Rh Del par adsorption/élution, I’ADN des participants a été isoler avec
le kit d’extraction de Qiagen et amplifié par PCR classique avec le kit One Tag 2X mastermix en
utilisant 10uM des amorces sens et antisens spécifiques au gene RhD et 1’allele RhD1227A dans
un volume final de 25ul. Les amplicons ont ét¢ visualisés sur gel d’agarose 1%.

Un total de 365 donneurs de sang RhD négatifs du CNTS de Bamako, ont été recrutés dans cette
étude. Les hommes étaient plus fréquents avec 90,4% ; la tranche d’age 26-39 ans était la plus
représentée avec une fréquence de 52,9% et I’ethnie la plus représentée était des Bambaras avec
31,5%. La fréquence du phénotype Rh Del était de 7,1% et le groupe sanguin O était le plus
représenté avec 38,6% dans I’ensemble de la population. Le phénotype Ccee représentait 61,97%
des phénotypes Rh Del. 95,77% des phénotypes Rh Del étaient de sexe masculin. La PCR-SSP
pour 100% des Rh Del a montré une amplification des 10 exons du gene RHD avec la présence de
I’haplotype (C). L’allele RhD 1227A était présent chez tous les échantillons Rh Del.

Mots clés : Alléle RhD, Phénotype Del, Donneurs de sang.
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