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" TEST DE KLEIHAUER :

DETECTION ET QUANTIFICATION D'UNE —
— HEMORRAGIE FOETO-MATERNELLE (HFM)

Passage de sang fcetal dans la circulation maternelle durant la grossesse ou a I'accouchement.

» Formes mineures =2 Risque d'alloimmunisation maternelle
> Formes séveres =2 Anémie foetale + alloimmunisation maternelle.

INDICATIONS DU TEST DE KLEIHAUER

1- Diagnostic étiologique d’une anémie foetale ou néonatale, ou d’'une mort ]
foetale Urgence

2- Dépistage et suivi d'une HFM spontanée ou induite par des traumatismes [ re'gﬁVe
ou des gestes obstétricaux indéependant du groupe rhésus

3- Adaptation posologique des IgRh (prophylaxie rhésus) chez la femme}Non urgent

RH:-1 enceinte ou accouchée 72h —
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TEST DE KLEIHAUER : TEST DE REFERENCE

Kleihauer et al , 1957 Test cytochimique sur frottis sanguin fixe a I’éthanol

.. : , : iy : B0 QLA Erythrocytes adultes
- Elimination sélective de 'hémoglobine adulte  © 208 % JoNNGR2aCal ayant perdu Hb =
, - , - - P A AT S e OO formes cellulaires
sous | actlg)n d’une solution tamporl pH auc!e, ~ofof . 3 SR fantomatiques.
tout en préservant le contenu en hemoglobine ' * & ¢ Tars SRS ool sphériques, incolores
foetale (HbF) des hematies. e CEERD)! 5, " SHONSCYS
0y S0 XS a7 A Erythrocytes avec
O L/ Y5 Qe Hb feetale fixant
a0~ 0ol L (¢ phloxine : rose vif
INCONVENIENTS G’ & 9N Q09 e et réfringent
_ _ 407~ RPEIHAUERPOSITIF, O/
Technique souvent décriee R |
& Technique manuelle, non standardisée, D) ; L
nécessitant un personnel formeé et entrainé DORZNOJ00, b o LED ¢
“ppn , , () N A7l
= Difficulté dans le décompte des cellules SO OO
(grande variation inter-opérateur) AR AER N
= Difficultés dans l'interprétation des frottis :
Probleme des hématies maternelles avec un contenu élevé en HbF . _ N oo A HE R
Fcells liés a la grossesse ou hémoglobinopathie considérés a tort KLEIMHAUER avec de trés nombreuses

cellules ininterprétables

comme des tests de Kleihauer positifs = Cellules ininterprétables - cqis caracterises par un dégrade

dans la coloration rose des hématies



\_/V — HEMORRAGIE FOETOMATERNELLE
> DETECTION ET QUANTIFICATION

—~ * Alternative au test de Kleihauer lame :

CYTOMETRIE EN FLUX
Etude des événements rares

- Détection des hématies feetales RH1 positif chez la patiente RH1 negatif =

Marquage de I'antigene RH1 @ Prévention rhesus

- Détection des hématies feetales dans la circulation maternelle quelque soit son
statut RH1 = Marquage intra-cytoplasmique de 'HbF

- FMH QuikQuant Kit HbF

- Fetal cell Count Kit HbF et AC
~ &Y
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\—/J MARQUAGE DE UANTIGENE RH1 (BRAD3)
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Structure " Structure " Anti-D FITC

FMH QuikQuant™ - HbF seul

100
100

HbF =191
KH =230
BRAD3 =200

KH =TNCIN KH = TNCIN + foetales
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Fetal Cell Count KitTM

Fetal Cell Count™ Kit‘@ii’f’fﬁ'i

The Fetal Cell Count™ Kit Is intended for the rapid and quantitative detection °
of human fetal Red Blood Cells containing intracellular located Fetal
Hemoglobin (HbF). The Fetal Cell Count™ Kit is based on a sensitive and 0 n I q u e

accurate dual-fluorescent flow cytometric method, which offers the
simultaneous detection of intracellular antigens and provides a convenient
test that can be completed within 2 hours of blood collection
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ILLUSTRATION PAR § g I
2 CAS CLINIQUES

AIDE DE LA CYTOMETRIE EN FLUX
DANS LE CADRE DE LA PROPHYLAXIE RHESUS
CHEZ LA FEMME ENCEINTE RH1 PARTIEL

TEST DE KLEIHAUER PAR CYTOMETRIE EN FLUX
UNE AIDE PRECIEUSE POUR LA DETECTION D’UNE
HEMORRAGIE FOETO-MATERNELLE o)
DANS UN CONTEXTE DE PATHOLOGIE DE 'HEMOGLOBINE
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= —AIDE DE LA CYTOMETRIE EN FLUX
DANS LE CADRE DE LA PROPHYLAXIE RHESUS CHEZ LA FEMME ™~

~ ENCEINTE RH1 PARTIEL
CONTEXTE : LA PROPHYLAXIE RHESUS

La prophylaxie rhésus est basée sur I'injection d’IgRh

@ Neutraliser les GR foetaux RH1 positif circulant chez la mere RH1 négatif

Posologie a adapter en f° du nombre d’hématies foetales RH1 positif circulant dans le sang maternel =
Test de Kleihauer (KH)

Au CNRHP : Utilisation du marquage anti-D(RH1)-BRAD3-FITC en cytométrie en flux en complément du
KH en cas de cellules ininterprétables (F-cells) ou en cas de KH positif afin de connaitre le statut RH1 du
foetus et la nécessité ou non de traiter par IgRh :

Contexte anténatal A l'accouchement ®
Phénotype RH1 du feetus inconnu Phénotype RH1 du nouveau-né connu

Nombreuses et tres nombreuses

\——/
Kleihauer > 25HF/10000HA
Plusieurs doses a injecter cellules ininterprétables
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\/“ ~AIDE DE LA CYTOMETRIE EN FLUX

i DANS LE CADRE DE LA PROPHYLAXIE RHESUS CHEZ LA FEMME

= ENCEINTE RH1 PARTIEL

PROBLEMATIQUE DE LA PATIENTE RH1 PARTIEL

Patiente candidate a la prophylaxie rhésus
Nécessité d’injecter plus de doses que nécessaire
(neutralisation des IgRh par les propres globules rouges de la mere)

@~ BRAD3 permet-il la distinguer GR foetaux RH1 positif / GR adultes RH1 affaibli?

CAS DE MME ZEN
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Cas de Mme ZEN

Antigene RH1 faible de type 4.0 ou 4.3 associé a un risque d’alloimmunisation anti-RH1

DDG : 25/07/2019 — Terme 34SA

Kleihauer pour diminution des mouvements actifs foetaux

7/3 : 80OHF/10000HA = 40ml de sang foetal

3“2“}8/3 : Injection de 3 doses d’IgRh 200ug
9/3 : KH de contrble H24 : 54HF/10000HA = 27ml de sang foetal

— 10/3 : Réinjection de 2 doses d’IgRh 200ug
11/3 : KH de controle H24 : 46HF/10000HA = 23ml de sang feetal



APPORT de LA CMF
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Témoin négatif
(KH=OHF/10000HA) 5004
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400+

Count
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Témoin positif 10 Adults : 99.55%
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Echantillon du 7/3
600- de Mme ZEN

400+
Adults : 99.95%

Count

200+

;'60' ““;o‘ 10?2 10°
Anti-RH1 - FITC

& Accouchement le 09/04/2020

INTERPRETATION

Absence de population RH1 positif dans le sang de Mme ZEN
Foetus probablement RH1 positif faible hérité de sa mere
Absence de risque d’alloimmunisation anti-RH1

Ajout de doses d’IgRh complémentaires inutile

KH : OHF/10000HA
|Al : Absence d’anti-RH1 immun confirmé sur un prélévement du 30/10/20
Apparition d’un anti-JK2 et d’un anti-KEL1

Enfant de phénotype RH1 affaibli ayant le méme profil de réactivité que
chez sa mere.

Patiente non retraitée a I'accouchement
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Count
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N CONFIRMATION PAR LA CMF

BB ZEN

Fetal : 99.89%

10°? 10! 10 10°
Anti-RH1 - FITC
Mélange artificiel
Meére RH1 négatif + BB ZEN
Adults : 90.26%

P .
\Fetal : 10.03%{
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Anti-RH1 - FITC

Count

Anti-RH1 - FITC
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Anti-RH1 - FITC
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J“’ “AIDE DE LA CYTOMETRIE EN FLUX
“ DANS LE CADRE DE LA PROPHYLAXIE RHESUS CHEZ LA FEMME

ENCEINTE RH1 PARTIEL

Le marquage anti-RH1-BRAD3 en cytométrie en flux a donc tout son intérét chez la

patiente RH1 partiel en complément du Kleihauer dans le cadre de la prophylaxie rhésus.
Applicable également en cas de cellules ininterprétables

Intérét d’autant plus important que chez ces patientes le génotypage RHD feoetal sur

échantillon de sang maternel est ininterprétable.

Cette technique sera a évaluer avec d’autres types de variant RH1.
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TEST DE KLEIHAUER PAR CYTOMETRIE EN FLUX

S — UNE AIDE PRECIEUSE POUR LA DETECTION D’UNE -)

- HEMORRAGIE FOETO-MATERNELLE
DANS UN CONTEXTE DE PATHOLOGIE DE 'HEMOGLOBINE

CONTEXTE :

Limite du test cytochimique sur frottis sanguin fixé a I'’éthanol en présence d’'une pathologie de
I'hémoglobine chez la mere.

Orientation par I'aspect sur lame

Technique complémentaire de cytométrie en flux associant marquage de I’hémoglobine foetale
(HbF marqueur des cellules foetales et des cellules adultes contenant de I’'HbF ou F-cells) et de

I'anhydrase carbonique (AC marqueur des cellules adultes) permet de conclure sur la présence
d’'une HFM comme l’illustre le cas de Mme SAI.

Au CNRHP : Utilisation du marquage anti-HbF-PE/anti-AC-FITC en cytométrie en flux en
complément du KH en cas de nombreuses et trés nombreuses cellules ininterprétables (F-cells) >3
hématies rose foncé par champs (>25HF/10000HA).

o E B il ° /
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-4 - Cas de Mme SAl

~ DDG:28/07/2020 - Terme 25S5A+1
- KLEIHAUER pour diminution des mouvements actifs foetaux

Aspect homogene de la coloration rose des hématies faisant suspecter une HFM

importante:  632HF/10000HA = 316ml de sang feoetal Mme SA|

O RH:-1,2,-3,4,5 RAIl : neg o -CeIIules,ininterprétables

Génotypage RHD foetal ininterprétable en raison de la présence d’un variant
silencieux (C)cde® chez la mere
Exon 10 + précoce d’origine maternel / Exon 7 négatif / Exon 5 négatif

B Thalassémie homozygote  7/1/21 : HbF : 6,1% (N<1%)

Discordance clinico-biologique : Etant donné le terme de la grossesse, la masse
sanguine du foetus ne devrait pas dépasser 100ml. Une perte d’environ 316ml
de sang foetal est beaucoup trop importante. De plus le foetus ne montre aucun
signe d’anémie foetale sévere a I’échographie.

@ Aide de la cytométrie en flux afin d’expliquer cette discordance et de
déterminer la nature de ces hématies (feetales / adultes?)
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APPORT de LA CMF

Marquage ANTI-D(RH1)-BRAD3-FITC ~—

S
Adults : 99.55%
1u i -
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800+

Adults : 99.99%

600

400

200+
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10° 10° 10?

Anti-RH1 - FITC

Fetal RhD+ : 0.00%

10°

INTERPRETATION -2

Marquage anti-D(RH1)-BRAD3-FITC négatif
= Absence d’hématies foetales RH1 positif

@ Soit : Kleihauer lame positif di a la présence d’hématies
foetales RH1 négatif non détectées par I'anti-D(RH1)-BRAD3,
cohérent avec le résultat du génotypage RHD feetal, mais
discordant avec la clinique.

@ Soit : Absence d’hématie foetale et Kleihauer lame faussement
positif dd a la présence de Fcells (HbF=6,1%)

Nécessité d’une 2°™e technique complémentaire en CMF
marquage HbF/AC

~ -y \ “"\ /,



10"

APPORT de LA CMF
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- Marquage HbF-PE/AC-FITC
./
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" Anti-AC - FITC ’ “Anti-AC* FITC “ v Anti-AC - FITC

Témoin négatif (KH=0HF/10000HA)

1 seule population
d’hématies adultes AC+HbF-

Témoin positif (KH=22HF/10000HA) Aspect classique de Kleihauer avec

Hématies foetales majoritairement de tres nombreuses cellules Mme SAI
collées a I’axe des abscisse + qq ininterprétables. 2 populations distinctes
hématies foetales commencgant a Hématies adultes AC+HbF- a partir mais AC+ donc adultes

acquérir I'AC

desquels se détache un continuum
d’hématies adultes contenant +/-
de I’'HbF
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Anti-HbF - PE

INTERPRETATION
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10°

AC-HbF+ - Foetales || [AC+HbE+ - F-cells

3

10" 10 10° 10

Anti-AC - FITC

Présence de 2 populations distinctes
Une population AC+HbF- correspondant aux hématies adultes

Une population AC+HbF+ correspondant aux hématies adultes
contenant de I’'HbF ou F-cells

Absence de population AC-HbF+ correspondant aux hématies
foetales — Absence d’hémorragie foeto-maternelle.

Le Kleihauer lame est donc un faux positif di aux F-cells

Accouchement le 24/3/21 d’un enfant RH1 négatif
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\/QUANT|F|CAT|ON des HFM en CMF

Bonne alternative au KH mais peu adaptée a l'urgence
Meilleur répétabilité et reproductibilité que le KH (limite de sensibilité a 5SHF/10000HA)

Evite les problemes d’interprétation (attention au marquage de I'HbF seul)

Marquage anti-D : technique simple et rapide

utilisation limitée a la prophylaxie Rh chez la patiente RH1 négatif et partiel

> Nombreuses et tres nombreuses cellules ininterprétables

> Passage >24HF/10000HA en anténatal (phéenotype RH1 fcetal inconnu)

> Accouchement de jumeaux avec bébés RhD+/RhD- et passage
Marquage HbF : technique lourde (fixation/perméabilisation)

utilisable pour toutes les indications.

> Nombreuses et tres nombreuses cellules ininterprétables
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